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RESUMEN

ELABORACION DE UN PREPARADO INTELIGENTE DE LIBERACION
CONTROLADA DE FLORFENICOL EN CAPRINOS

Dado el sobre uso indiscriminado y la falta de antibacterianos novedosos en la industria
farmacéutica veterinaria se ha iniciado una nueva etapa con el disefio de preparados
farmacéuticos de moléculas comunmente utilizadas en el area veterinaria a partir de los
conceptos de congruencia farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD), los continuos
avances tecnoldgicos en el drea quimico farmacéutico ha permitido incorporar estos
conceptos en modelos de que permitan una liberacion modificada, generalmente de larga
accion (LA) mediante la manipulacién de una gran variedad de vehiculos. Con el uso
adecuado los antibacterianos ajustados a su relacion PK/PD es posible lograr excelentes
resultados terapéuticos ademads de disminuir la generacién de cepas resistentes.

El florfenicol es un antibacteriano sintético de amplio espectro, que tiene buena actividad
contra bacterias Gram positivas y negativas, Posee actividad bacteriostatica por medio de
su union a la unidad ribosomal 50S donde interfiere con la sintesis de proteinas.

En esta investigacion se obtuvieron dos preparados de florfenicol con caracteristica LA a
partir de el uso de diversos polimeros, cuyo intervalo de dosificacion obtenido fue de 5
dias (120 hrs). Los 2 preparados de Florfenicol-LA lograron concentraciones por encima de
los valores de CMI requeridos con lo que proporciona niveles terapéuticos adecuados. El
preparado Florfenicol-LA (chitosan) a dosis de 20 mg/kg en cabras logré una Cp,y de 4.28
+ 1 pg/mL, Tmax de 0.96 £0.003 h y t%2f de 15.84 + 0.005 h con un MRT de 16.05 + 0.08
h y el preparado Florfenicol-LA (ciclodextrina-carbopol-poloxdmero) alcanz6 una Cp.x de
376 £ 0.5 pg/mL y un Tpax de 4.11 £0.9 h, t/2 de 17.14 £ 0.2 h con un MRT de 16.45 +
0.9 h. Con estos valores farmacocinéticos se obtiene una relacion PK/PD congruente para
un antibacteriano tiempo dependiente, obteniendo un preparado que permite un mejor
manejo clinico dado que con una sola administracién se logran concentraciones durante 5
dias evitando estar redosificando a los animales tratados.

Palabras claves: Florfenicol, liberacién controlada, bioequivalencia, farmacocinética, caprinos.
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SUMMARY
ELABORATION OF A SUSTAINED RELEASE- INTELLIGENT PHARMACEUTICAL
PREPARATION OF FLORFENICOL FOR GOATS

Due to the irrational overuse of antibacterial drugs in veterinary medicine and the lack of
new drug-entities destined for Veterinary Medicine, a new research approach has risen in as
a new phase. That is, known antibacterial drugs are being used to design pharmaceutical
entities that can comply with each individual pharmacokinetics/pharmacodynamics
(PK/PD). This has been possible now a days based on the availability of new
pharmaceutical chemical-vehicles; i.e., polymers for long-acting preparations (LA).
Considering that a better drug-design could diminish bacterial resistance and based on the
referred availability of vehicles and bearing in mind the ideal PK/PD of florfenicol, the
design and testing of florfeniol LA in goats was attempted.

Florfenicol is a potent synthetic antibacterial drug possessing wide antibacterial spectrum
vs. Gram positive and Gram negative bacteria. Its action is bacteriostatic and it is achieved
after binding at the 50S ribosome level, thus interfering with protein synthesis.

Two florfenicol-pharmaceutical preparations were obtained base don polymer and having
LA serum profiles, thus allowing a 5 day (120 h) dosing interval. Both florfenicol-LA
pharmaceutical preparations achieved higher serum concentrations as compared with the
MIC literature referred levels; hence concluding that adequate therapeutic concentrations
were obtained. The chitosan-based florfenicol preparation at a dose of 20 mg/kg and
injected SC in goats afforded a Cpax = 4.28 £ 1 pg/mL; Thax de 0.96 £ 0.003 h; and a t¥2p3
de 15.84 + 0.005 h with a MRT value of 16.05 + 0.08 h. In contrast, the cyclodextrin-
carbopol-poloxamer preparation of florfenicol showed a Cpax = 3.76 £ 0.5 pg/m L; Trax =
411 £ 09 h; t¥2B = 17.14 £ 0.2 h and a MRT values of 1645 £ 0.9 h. These
pharmacokinetic variables allow a better PK/PD relationship, much in agreement with a
time-dependant antibacterial drug. The derived clinical advantages that can be predicted
include a reduced handling of the treated goats, based on a single injection every 5 days,
and not having in many occasions to deal with a second injection.

Key words: Florfenicol, drug delivery, polymers for long-acting preparations, pharmacokinetics,

goats.



Lista de Cuadro

Cuadro 1. CMI de algunos patégenos en algunas especies como: rumiantes, cerdos y ave.
Cuadro 2- MRLs en tejidos de las diferentes especies de produccion (EMEA).

Cuadro 3.- Proporciones maximas de Beta-ciclodextrina aprobadas por la FDA en
medicamentos.

Cuadro 4.- Toxicidad DLs, de la B-ciclodextrina en algunas especies por distintas vias de
administracion.

Cuadro 5.- Proporciones de Carbopol para sus diferentes usos.

Cuadro 6.- Usos del poloxdmero 407 en diferentes especies y toxicidad reportada.

Cuadro 7.- Toxicidad DLsy de poloxdmero 407 en algunas especies por distintas vias de
administracién.'*'

Cuadro 8.-Diiluciones del estandar de florfenicol.

Cuadro 9.- Promedio + DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de
referencia y de larga accion de florfenicol posterior a su administracidon subcutdnea a dosis
de 20 mg/kg en ratas (6 mg/rata, en un volumen de aproximado 0.02 ml).

Cuadro 10.- Promedio = DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de
referencia y de larga accion de florfenicol posterior a su administracidon subcutanea a dosis
de 20 mg/kg en ratas

Cuadro 11.- Promedio = DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de
referencia y de larga accion de florfenicol posterior a su administracidon subcutdnea a dosis
de 20 mg/kg en cabras.

Cuadro 12.- Promedio = DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de
referencia y de larga accion de florfenicol posterior a su administracidon subcutanea a dosis
de 20 mg/kg en cabras.

Cuadro 13.- Resultados del estudio Histopatoldgicas de porciones de piel de ratas tratadas

con florfenicol pionero y los 2 preparados L-A con mejores resultados.



VI

Lista de figuras
Fig.1. Estructura quimica del florfenicol.
Figura 2.- Estructura quimica del chitosan.
Figura 3.- Forma estructural de las ciclodextrinas.
Figura 4.- Estructura de carbopol.
Figura 5.- Estructura tridimensional de poloxdmero.
Figura 6.- Flujograma del proyecto de investigacion.
Figura 7.- Cdmara de Franz.
Figura 8.- Regresion linear + 1DE para el estdndar de florfenicol.
Figura 9.- Resultado de los preparados por el método de la caAmara de Franz.
Figura 10.- Resultado de los mejores preparados probados en ratas Winstar.
Figura 11.- Promedio + DE de las concentraciones/actividades séricas de florfenicol via
subcutdnea en ratas de tres preparadas de florfenicol (Nuflor® de Schering Plough de
Meéxico y florfenicol-L-A-chitosan y florfenicol-L-A-BCP a dosis de 20 mg/kg.
Figura 12.- Promedio + DE de las concentraciones/actividad séricas de florfenicol-chitosan
via subcutdnea en cabras de dos preparadas de florfenicol (Nuflor® de Schering Plough de
México y florfenicol-LA a dosis de 20 mg/kg.
Figura 13.- Promedio + DE de las concentraciones/actividad séricas de florfenicol via
subcutdnea en cabras de los preparados de florfenicol 3, 4 y el de referencia aplicados a
dosis de 20 mg/kg.
Figura 14. Niveles Terapéuticos de los preparados de florfenicol chitosan y B-ciclodextrina,

Carbopol y Poloxdmero.



VII

Indice
1 INEOAUCCION ....cee ettt ettt e e sttt e e st e e sttt eeesanreeeesnreeeenans 1
1.1. Generalidades de florfenicol ............coooiiiiiiiiiiiiii e 1
1.2. Propiedades fisicoquimicas del florfenicol..............cccoiiiiiiiiiiiinii e, 2
)G TR 20 15T 1 ¢ o T PP PO UPPPPPPPPPRN 2
1.4, FarmacCOAINAIMIA ...cccovurieiiiiiiieeniiee ettt e e ettt e e ettt e e e ettt e e sttt eesabaeeeeeabaeeeesnreeeesnraeeenans 3
1.5, FArMACOCTIELICA ...eeeiiuiiiiiiiiiiie ittt ettt e ettt e e sttt e ettt e e e sbreeeesareeeenans 3
1.6, TIEMPO dE REUIO ..eeiiiiiiiiiiiiiiiiit et e ettt e e e e e ettt e e e e e e e s ibbbbeeeaaeeeananns 4
1.7.USOS CHIECOS .ueviieeiiiiteeeniitteeettee ettt e ettt e e sttt e e sttt e e ettt e e eabteeeesabaeeesaabaeeeenabraeeennneeeenans 4
1.8LEFELOS AVEISOS ...eeiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e ettt e e ettt e e st e e s bttt e esbreeeesnreeeenans 5
1.90 RESISEEIICIA ..vveeeuiiiiieiiiiie ettt ettt e et e ettt e e sttt e e sttt e e ettt e e esabraeeesnreeeenans 5

1.10. Clasificacion farmacodindmica de los antibidticos dependientes de la concentracién o del

147S) 101010 RN PP PP UUPPUPPPPPPR 6
1.11. Liberacion Modificada ..........coocueiiiiiiiiiiniiie ittt et e e 7
1.13. Polimeros biodegradables como sistemas de liberacion ..........ccoccccceeveiieiinniiiiinnieecinnnneen. 10
1.15. Chitosan como sistema de IHDEracion ............cccccuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et e e e e e e e e 11
1.16. Las ciclodextrina como sistemas de HIDeracion ..............oocccviiiieieiiniiiiiiiiiiieeeeeiniiiieeeeee e e 13
LL17. CarDOPOL ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e bbbttt e e e e e e e bbttteeaeeeeanans 15
1.18. POIOXAMETO .ttt ettt e ettt ettt e e ettt e e st e e e eabaeeeeemreeees 16
1.14. Via de APLICACION ..eiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e ettt e e e e e e sttt et e e e e e sesabbbbeeeaeeeennnnns 18
2. JUSHFICACION ..eeiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e e et e e sttt e e sttt e e sttt e e seabeeeeenanreeees 20
TR = £ 00 11 OO PP UUOPPPPPPPPPRRN 21
4. ODJELIVO GENETAL .....eeiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e ettt e e e e e s s sttt e eeeeeseasabbbbeeeeaeesannns 22
4.1 ODJEtIVO AILEIMALIVO eeiiiiiiiiiiiiiiiieee ittt e e e e ettt e e e e e e esbbeteeeeeeessaabbbbeeeaeessaaabbaeeeeeaessannnns 21
5. Material ¥ MELOAOS ...eeeieiiiiiiiiiiiieiee ettt e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e abtbbaeeeaeeeaaaan 22

5.1. Fase I de Investigacion- Evaluacion irt VIitro .........c..cccoceveeimoiiiiiiniiiiiiniiieceniee e 23



IR SF: T | G 1 21 T0) ¢ 1 0) o (o N PSR 24

5.2.1.1 Formacién del complejo de inclusién Florfenicol L-A Chitosan .........ccccccceeeveiieeennes 24
5.2.1.2. Formacidn del complejo de inclusion Florfenicol L-A- BCP ........ccoccoiiiniiiiiinnnaen. 24
5.2.1.3. Formacién del complejo de inclusion Florfenicol L-A Chitosan (6) .......cccccceeeene.e. 25
S3LEStUAIO I71 VIVO .t e 25
5.4 Fase IIL de CamPO ...coceeiiiiiiiiiiiiieeeeiiteeet ettt e e e e ettt e e e e e e e s sbbttteeeeeseasnabbteaeeeaeesnnnnns 25
5.4.1.1 DiseNo de 12 Prueba ........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e 26
5.4.1.2. Evaluacién de toxicidad de florfenicol L-A-Chitosan y florfenicol L-A-BCP ............. 26
5.4.1.3. Analisis Cuantitativo .........ccccoviuiiiiiiiiniiiiiiiii ittt 26
5.4.1.4. Andlisis para la Evaluacion microbiolOZICa..........covvriuuiiiiiiiieiiniiiiiiieeeeeeeeiiiiieeeeenn 26
6 Resultados. Fase I de Investigacion- Evaluacion ir Vitro.............ccoceeeeevviiiiiiniiiiiniiccenieeeene 30
6.1 Resultados. Fase II de Laboratorio EStudio i71 Vivo...........cccccovivviinciiiiiiininiininic e .30
6.2 Resultados Fase III de Campo.........coueiniiiiiitii i e 32
6.5 Resultados HiStOPatolOZICO. ... ..uuentintitiit et 35
T DISCUSION ...ttt et b e e s e 36
8. CONCIUSIONES ...uiiiiiiiiiiiiii ittt ettt st e st e et e e s bae e sbeeesaneas 39

I S (S (=) 1 (o3 1 R TR 39



1-

ELABORACION DE U N PREPARADO INTELIGENTE DE LIBERACION
CONTROLADA DE FLORFENICOL EN CAPRINOS.

Introduccion
Con excepcidn de la tulatromicina para bovinos y cerdos, hace ya mds de dos décadas que
la comunidad cientifica internacional no ha logrado generar un antimicrobiano que
satisfaga los estdndares de organismos regulatorios de paises lideres de opinién y que sea
altamente novedoso. Esto ha dado lugar a que no se haya permitido introducir un nuevo
antibacteriano para uso en medicina veterinaria en dicho tiempo.'™ En parte porque cada
vez es mds dificil generar nuevas opciones antibacterianas y por las exigencias de
organismos regulatorios. Asi, aunque se siguen generdndo ideas y nuevos enfoques para
tratar las enfermedades bacterianas; el costo y el riesgo financiero implicitos en satisfacer
todas las demandas de organismos como la FDA (Food and Drug Administration) o la
Comunidad Europea, hacen poco probable que en el corto plazo se tengan nuevas opciones

. . . . ,o. 1,5,6.
antibacterianas disponibles para el clinico en campo™ ™

La evaluacion de la seguridad y eficacia de los medicamentos es un proceso lento y
sumamente costoso. En términos generales el tiempo que tarda un producto desde la
busqueda del principio activo, hasta que sale al mercado fluctia en promedio entre 10 y 12
afios y con un costo aproximado de 100 millones de délares o mas”. La resultante natural de
estas variables es la realizacion de estudios tendientes a hacer un uso ptimo de los recursos
antibacterianos hasta ahora disponibles. 79 Asi, los retos actuales en farmacologia no son
solamente la busqueda de nuevas moléculas, sino la reformulacién y mejora de las ya
existentes. Por ejemplo con nuevas formulaciones se puede favorecer la absorcion, y se
puede, al menos en teoria, ayudar al paso del firmaco desde la sangre al sitio de accidn,
logrando asi una mayor distribucién a los tejidos blanco, y abatir los efectos adversos

secundarios. Una ventaja de manipular principios activos con vehiculos es lograr productos

! Food and Drug Administration. FDA. http.//www.fda.gov/eder/handbook 13/01/03

? Camara Nacional de la Industria Farmacéutica http;//www.canifarma.org.mx 05/04/03
1



de vida media larga mediante formulaciones de liberaciéon sostenida o prolongada, las
cuales facilitan el manejo y mantienen los productos en una relacién PK/PD ideal.””"" Los
estudios de farmacocinética en el drea de antimicrobianos para veterinaria son escasos,
estos son indispensables para establecer las dosis correctas, por ejemplo, el 22% de las
publicaciones de estudios farmacocinético en medicina veterinaria a nivel mundial

. 12
corresponden a los rumiantes y de estos solo el 5% corresponden a las cabras.

1.1. Generalilades de florfenicol

El florfenicol es un antibidtico de amplio espectro, bacteriostético y su espectro de accion
abarca microorganismos Gram positivos y Gram negativos. Se desarrollo a partir del
tianfenicol, por la substituciéon con fldor de un radical hidroxilo de la cadena alifatica, a
diferencia del cloranfenicol, el florfenicol es un antibidtico de uso exclusivo en medicina

. . . .. . 13 .14
veterinaria sin la toxicidad del primero.

Se autorizé en 1995 el uso del florfenicol como farmaco inyectables para el tratamiento de
enfermedades respiratorias en bovinos y en cerdos esto ocurrié en el afio 2000." Su uso en
el area veterinaria ha ido en aumento. En la actualidad se cuenta con estudios
farmacocinéticos en terneros (Varma et al., 1986), ovinos (S. Jianzhong et al., 2004),
caprinos (M. Atef et al., y B.H Ali et al., 2003), perros (Park et al., 2008), conejos (Park et
al., 2007 y Abd El-Aty, 2004), patos (Switala ef al., 2007 y El Banna 1998), pollo de
engorda (Shen et al., 2002 y 2003), cerdos (Palacios et al., 2000, Liu et al., 2003,
Voorspoels et al., 1999) y ganado bovino (Schwarz et al., 2004, Varma et al., 1994 y 1995,
Craene et al., 1997, Calvin et al., 1997).

1.2. Propiedades fisicoquimicas del florfenicol

Su nombre quimico es: (d-tre-2,2-dicloro-N-c-o-(fluormetilo)-f-hidroxi-p-(fenetilo)
acetamida), su formula condensada es C;2H14CLoFNO4S. Su peso molecular es de 358.2
Daltones y su punto de fusién se encuentra entre 153-154 °C tiene un rango de pH de 3 a 9.

Por lo tanto es soluble en solventes orgdnicos polares tales como los polietilenglicoles y la



N-metilpirrolidona, es casi insoluble en agua, medios acuosos acidos y alcalinos. Presenta
una solubilidad relativamente elevada en lipidos.'* '

Su coeficiente de particion octanol agua es de 2,36, lo que explica la amplia distribucion
del farmaco en los tejido. Tiene un espectro mds amplio que el cloranfenicol y es

. 2 13, 17,18
aproximadamente 100 veces mds potente. ™ "
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Fig.1. Estructura quimica del florfenicol.

1.3. Espectro

Actda contra microorganismos Gram positivos y Gram negativos, incluso muestra un
espectro superior a sus andlogos el tianfenicol y el cloranfenicol. Dentro de su espectro
destaca la eficacia sobre Proteus mirabilis, Proteus indol’, Shigella sp., Salmonella sp.,
Staphylococcus sp., Citrobacter sp., Bacteroides sp., Actinobacter sp., Histophilus sp. 'y
enterococos."*°
Se ha demostrado su actividad in vitro contra Histophilus somni, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi'y suis 'y Shigella dysenteriae, asi
como contra algunas bacterias resistentes al cloranfenicol.*" >

También se ha demostrado su actividad tanto in vitro como in vivo contra las principales
bacterias involucradas en el complejo respiratorio bovino que incluyen Manhemia
haemolytica y Pasteurella multocida, asi como las involucradas en los problemas
interdigitales de los rumiantes Fusobacterium necrophorum 'y Bacteroides

. . 14,23
melaninogenicus.

No se ha establecido breakpoint para bacterias de importancia en
animales productivos, pero en el cuadro 1 se presentan los valores de concentracidon minima

inhibitoria que se detalla en la literatura.



Cuadro 1. CMI de algunos patégenos en algunas especies como: rumiantes, cerdos y ave

Patogeno CMI Referencia
Pasteurella multocida. 0.25-0.5 pg/ml Sung y Sang 2004
Manhemia haemolytica. 0.5 pg/ml
Staphylococcus aureus. 4.0 pg/ml Henk y Kees 2005
Streptococcus sp. 2.0 pg/ml Voorspoels y Haese 1999
*Escherichia colli. 4.0 pg/ml
Histophilus somni 0.25 pg/ml Salmon y Watts 2000
Actinobacillus pleuropneumoniae 0.2 pg/ml Kehrenberg 2004
Fusobacterium necrosporum 0.25 pg/ml Prescott, 2000
Bacteroides melaninogenicus. 0.25 pg/ml
Diferentes cepas de Mycoplasma 0.25-8 pg/ml Rosenbusch 2005

* Escherichia coli se considera resistente a florfenicol.

1.4. Farmacodinamia

El Florfenicol es un antibacteriano bacteriostitico que inhibe la sintesis de proteina
uniéndose a las subunidades ribosomales susceptibles 50S. Se destaca por inhibir la peptidil
transferasa, de esta manera previene la transferencia de amino 4cidos y la formacién de
cadenas peptidicas y subsecuentemente la formacion de proteinas bacterianas inhibiendo la
formacion de la nueva pared celular en su primera etapa. Se considera que el receptor
bacteriano se encuentra en el mismo sitio de accion en el que actda el cloranfenicol y el

. . 1242526
tianfenicol.”™ “

1.5. Farmacocinética

El florfenicol es ampliamente distribuido después de su administracién, logrando una alta
concentracion terapéuticas en tejidos e incluso en fluido cerebroespinal. Se distribuye
ampliamente en tejidos y 6rganos como: pulmoén, corazén, pancreas, musculo esquelético,
bazo y liquido sinovial. Las concentraciones son relativamente mayores en bilis, rifion,
intestino delgado y orina. Se le puede considerar un farmaco con cinética de orden cero,
pero de acumulacién moderada.'**’

En bovinos, la vida media es aproximadamente de 4.1 horas en administrado por via
intramuscular e intravenosa a dosis de 20 mg/kg, pero los preparados para larga accién en

n-metilpirrolidona su T1/2 fluctda alrededor de 11 horas. Administrado via oral a cerdos

alcanza su pico maximo de concentracion en suero a las 3 horas y su vida media de

4



eliminaciéon es de 64 a 80 horas. En vacas no lactantes via intramuscular reportan una
biodisponibilidad de 79%."

En cabras de acuerdo con lo reportado por Atef (2001), tiene biodisponibilidad de 65 +
3.37%, una vida media de eliminacion de 132.84 + 3.68 min., Tmax a las 1.20 + 0.045
horas, y un Cmax de 0.859 + 0.025 pg/ml, a dosis de 20 mg/kg via intramuscular. Estos
datos son similares similar a lo que reporta Ali (2003) una biodisponibilidad de 60.88 +
5.94, vida media de eliminacion de 127.4 £ 11.0 min., Tmax de 1.13 £+ 0.13 horas y Cmax

de 1.20 +0.10 ug/ml., a la misma dosis y via.'”*

1.6. Tiempo de retiro y residuos

Se recomienda un tiempo de retiro de 28 dias si la aplicacion fue IM y 36 dias si la
aplicacion se realizo subcutdnea considerando al preparado de larga accién. > En cerdos se
recomienda un tiempo de retiro de 16 dias posterior a su administracién IM. *>*

En el cuadro 2 se muestran los MRL para tejidos de las diferentes especies de produccion

de acuerdo a la EMEA (“The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products™)



Cuadro 2- MRLs en tejidos de las diferentes especies de produccién (EMEA) *

Residuo
Sustancia marcador Especie MRLs Tejido Provisiones
activa
200 pg/ml Miisculo No utilizar en
Bovinos, Ovinos, 3000 pg/ml Higado animales productores
caprinos 300 pg/ml Rifién de leche para
consumo humano
300 pg/ml Miisculo
Florfenicol Amina- Porcinos 500 pg/ml Piel y grasa
florfenicol 2000 pg/ml Higado
500 pg/ml Rifién
100 pg/ml Miisculo No utilizar en
Aves 200 pg/ml Piel y grasa animales productores
2500 pg/ml Higado de huevo para
750 pg/ml Rifién consumo humano
Musculo y piel en
Peces 1000 pg/ml proporciones
naturales
Todas las especies | 100 pg/ml Miisculo
productoras 200 pg/ml Grasa
bovino, ovino, | 2000 pg/ml Higado
porcino,  caprino, | 300 pg/ml Rifién

aves y peces

1.7. Usos clinicos y dosis.

Bovinos

Se utiliza para el tratamiento de neumonias bacterianas, en la profilaxis y tratamiento de

infecciones respiratorias asociadas al complejo respiratorio bovino. Se administran 2 dosis

de 20 mg/kg por via IM, con un intervalo de 48 h entre cada aplicacion aplicada en la tabla

del cuello para evitar reacciones en los tejidos que pudieran dafiar la apariencia de la canal;

.. , 1% . e 13,30 @
no se deben administrar méds de 10 ml de solucién en un mismo sitio. ™~ Sin embargo, se

ha desarrollado otro preparado cuya dosis es de 40 mg/kg (Resflor ® Schering International)

y se aplican 2ml/15Kg y tiene una duracion de 96-120 horas y tiene un tiempo de retiro de

46 dfas de acuerdo a los detalles en la literatura comercial.®> No hay datos adicionales en la

literatura formal.

*http://www.intervet.com.mx/productos/rojo/resflor_/020_informaci_n_del_producto.asp
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Cerdos
Se ha usado mezclado con el alimento a razén de 200 ppm, con resultados favorables en el
tratamiento de diversas infecciones del aparato respiratorio; su eficacia es mejor por via

paurenterall.3 132

Y es importante resaltar que en algunos paises (EUA por ejemplo) no se usa
por esta via aunque en otros la dosis es mayor en el agua de bebida (UK, dosis de 5-7.5
mg/kg)

Aves

En México y algunos paises latinoamericanos se le ha usado como premezcla y en el agua
de bebida para aves. La dosis recomendada comercialmente es muy baja (20-40 ppm en el
alimento). Y para obtener concentraciones terapéuticas confiables, se recomiendan dosis de
80 ppm 6 mds. En el agua de bebida la dosis es de 20 mg/kg. *>**

Ovinos y Caprinos

Se le usa en enfermedades del complejo respiratorio en animales jovenes a dosis de 20
mg/Kg IM cada 48 hrs. '*?°

Perros y gatos

En perros la dosis utilizada es de 20 mg/kg via oral o IM, en gatos la dosis de 22 mg/kg
PVO 6 IM; aunque el uso de este todavia no ha sido aprobado para uso en estas especies.'™
16

1.8. Efectos adversos

El preparado LA produce irritacion moderada en el sitio de inyeccion.

Los equinos presentan diarrea a dosis de 22 mg/kg por VO 6 parenteral. En becerros a dosis
elevada aplicado IM provoca anorexia marcada, disminucion del peso, cetosis ligera
(secundaria a la anorexia), disminucién en la actividad ruminal, heces liquidas, menor
consumo de agua y menor produccién de enzimas séricas (incluyendo a la alanina
aminotransferasa, aminoacil transferasa, aspartato amino transferasa, lactasa 'y
deshidrogenasa). En bovinos con la sobredosis hay diarrea, generalmente transitoria y

12,

. . ., . 13 .
disminucién en el consumo de agua y de alimento. Esto hace evidentemente que un

* www.emea.europa.eu/pdfs/vet/mrls/025197en.pdf)
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preparado de dosis elevada debe estar disefiado para lograr concentraciones mayores que la

CMLI, pero no muy elevadas.

1.9. Resistencia

En la actualidad solo se ha establecido el punto de equilibrio o breakpoint para florfenicol
vs P. multocida, M. haemolytica y Histophilus somni, bacterias aisladas de bovinos con una
susceptibilidad de <2 pug/ml. En estudios realizados por Priebe et al (2003) P. multocida y
M. haemolytica en bovinos y A. pleuropneumoniae y S. Suis en cerdos no se generd
resistencia ain después de 5 afos de ser utilizado consecutivamente. Se ha identificado que
el principal mecanismo de resistencia esta dado por pldsmidos en Salmonella enterica y
Escherichia coli. '>3%3

El género Enterobacteriae puede inactivar al cloranfenicol y al tianfenicol por acetilacion
del grupo OH' en los d&tomos de carbono 1 y 3 de la cadena del propanediol (alifdtica); pero
esto no ocurre en el caso del florfenicol aparentemente porque la unién flior, le permite ser

mds potente contra microorganismos resistentes a los otros miembros de la familia de los

. 38
fenicoles.

1.10. Clasificacion farmacodinamica de los antibidticos (dependientes de la
concentracion o del tiempo)

Los métodos de determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana son necesarios debido a
que guian al médico veterinario en la eleccion del tratamiento adecuado. Las pruebas se
basan en descripciones hechas por el NCCLS (“National Comitee for Clinical Laboratory
Standards” ), que originalmente fueron desarrolladas para aplicacién en medicina humana,
y en la actualidad son utilizadas por muchos laboratorios de diagnéstico veterinario. La
prueba de dilucién en tubos sigue siendo la mds usada y probada para la obtencién de
informacion cuantitativa para finalmente interpretarse como concentracidon minima
inhibitoria (CMI) la mas baja concentraciéon de farmaco capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano. Sin embargo, estos métodos solamente son guias, dadas las diferencias que

existen entre las pruebas “in vitro” y lo que ocurre con los microbios en el organismo.



La concentraciéon minima inhibitoria es una herramienta valiosa cuando se le interpreta en
funcién de las concentraciones que el firmaco puede alcanzar en el organismo. Para poder
hacer una correcta interpretacion, se deberd tener un conocimiento completo de la
distribucién poblacional de la bacteria problema (susceptibilidad de aislamientos de
campo), la farmacocinética del agente (tanto plasmdtica como tisular) y los resultados de
los estudios de eficacia. Asi surge la disciplina conocida como modelaje farmacocinético-
farmacodindmico (PK/PD) que representa la interaccion final entre estos datos y hace
posible la administracion eficaz y racional de los antibiéticos.

Al estudiar la susceptibilidad a un determinado antibidtico a través de su relacion PK/PD
podremos, estimar con mayor certeza su eficacia “in vivo”. *’Los efectos antibacterianos
pueden ser medidos “in vitro” y ain “in vivo” a través de la exposicion de cultivos de
microorganismos a diferentes concentraciones de antibidticos, tomando muestras a
diferentes tiempos durante un periodo de 24 horas y determinando la cantidad de bacterias
en cada muestra con que se realizan una serie de curvas de muerte para una determinada
bacteria expuesta a un antibidtico al cual es susceptible a concentraciones iguales, menores
y mayores que la CMI de ese antibiético para esa cepa.’’. Con estos datos se logra la
clasificacion del antibidtico por su perfil antibacteriano y mediante las variables de: a) T>
CMLI, que se refiere al tiempo en el cual las concentraciones de los antibidticos permanece
sobre la CMI y es util para antibidticos clasificados como tiempo dependientes. b)
Cmax/CMI, describe la proporcion entre el pico de concentracion y la CMI y es vdlido para
antibidticos concentracion-dependientes y por ultimo, la relacion entre AUC/CMI que es
ttil para, ambos tipos de antibidticos: concentracién dependiente y tiempo dependientes. *
42

El grupo clasificado como concentracion-dependiente se caracteriza por conseguir la
muerte bacteriana en poco tiempo y de manera dependiente de la concentraciéon del
farmaco. Por ello son necesarias altas concentraciones del farmaco en plasma y tejido, con
lo que se incrementa la actividad bactericida, (fluoroquinolonas, aminoglicosidos), es
mucho mds importante la relacion Cmax/CMI que el tiempo que las concentraciones del
farmaco se encuentren por encima de la CMI. Con una relacion Cmax/CMI mayor de 8 o
10, se puede estar seguro de que el farmaco estd ejerciendo el miximo de su accién
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antimicrobiana y el mdximo de su efecto post-antibidtico para aminoglicésidos y
fluoroquinolonas, respectivamente. No es muy importante el intervalo entre dosis, dado que
estos agentes funcionan, en general con una dosis diaria. Son firmacos con gran
residualidad terapéutica (efecto post-antibidtico). El grupo clasificado como Tiempo-
dependiente, se caracteriza por su actividad antibacteriana dependiente del tiempo mientras
la concentracion del farmaco se mantenga por encima de la CMI, aunque no es necesario
que la concentracion supere la CMI en mas de 2 a 4 veces y es suficiente que la
concentracion supere la CMI en aproximadamente un 50-75% por ciento del periodo entre
dosis. Son farmacos con poca residualidad terapéutica. Las concentraciones cerca de estos
valores no mata el organismo. La ausencia de grandes concentraciones para matar a los
microorganismos es una caracteristica comin de los antibidticos beta-lactamicos,
doxiciclina, vancomicina, clindamicina y los macrélidos. El caso de las tetraciclinas,
azitromicina y glucopéptidos es interesante porque si bien son tiempo dependientes, tienen
persistencias terapéuticas prolongadas.*?

El florfenicol es un antibacteriano tiempo dependiente y se ha propuesto que debe estar 3 o
4 veces arriba de la CMI por lo menos cuatro horas, se considera un firmaco con cinética
de orden cero, pero de acumulacién moderada, tiene un volumen de distribucién elevado
pero una disponibilidad relativamente baja."?

El florfenicol tiene actividad in vitro contra un total de 243 bacterias aisladas de infecciones
del arbol respiratorio de bovinos y cerdos. Se defini6 su actividad por el método de difusion
en agar y microdiluciones En el cuadro 1 se muestran algunas CMI de florfenicol para

. 30
algunas bacterias.

1.11. Liberaciéon modificada

El concepto de liberacion modificada de farmacos pretende proporcionar concentraciones
constantes en el organismo del fairmaco problema y llevarlo directamente al sitio de accidén
para que su actividad farmacolégica a su PK/PD y optimizar asf su eficacia.*’

El concepto de liberacion modificada es amplio, pues hace referencia a la aplicacion de un
proceso tecnolégico a una sustancia definida para modificar su interaccién con el medio en
el cual sera utilizada, con el fin de controlar el lugar, el momento, la duracién o la magnitud
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de su accién. Se aplican distintas técnicas para obtener una liberacién modificada de
principios activos en campos tan distintos como la agricultura o la farmacia. Existen
técnicas que permite modificar y controlar la liberaciéon de principios activos por cualquiera
de las vias de administracion, siendo las vias oral, transdérmica y parenteral subcutdnea las
que han tenido mayor éxito terapéutico y comercial. Para lograrlo se lleva a la sustancia
activa al sitio de accién modificando su bio-distribucién entrampando las particulas de
sustancia activa en transportadores como nanoesferas, polimeros, nanocapsulas o
1iposomas.45’ 46,47

La necesidad de encapsulacion surge de la inestabilidad de muchos farmacos, y en algunos
casos esto puede mejorar la biodisponibilidad de los componentes terapéuticos, otra razén
de importancia para utilizar los transportadores como sistemas de libracion de farmacos es

la pobre solubilidad de algunos. La encapsulacién del activo se disefia con acarreadores o

transportadores para protegerlo de condiciones hostiles como el pH, temperatura, etc.

En muchos casos la absorcion puede ser mejorada y los efectos indeseables en el sitio de
accién pueden ser minimizados.*>**

El concepto de liberacion de farmacos comprende de 2 mecanismos que pueden ser
disefiados con sistemas de transportadores; liberacion sostenida o liberaciéon controlada de
farmacos al sistema y liberacion directa en el sitio. En la primera se toma un polimero de
origen natural o sintético que se combina con el principio activo o agente terapéutico y lo
libera a una tasa relacionada con el material utilizado en su disefio y la segunda en el que se
libera en el sitio u objetivo directamente al adicionar el farmaco en el 6rgano o sitio

0t 45,47
especifico.™

El objetivo de los sistemas de liberacion sostenida es mejorar la eficacia del tratamiento y
minimizar la sub o sobredosificacion, mantener constantes los niveles terapéuticos en
circulacion sanguinea o en el sitio de acciébn de la sustancia, con un minimo de
aplicaciones. Usualmente los vehiculos que permiten lograr los sistemas de liberaciéon de
farmacos deben ser preferentemente disueltos, degradados y/o facilmente eliminados del

organismo y aunque la tecnologia de los sistemas de liberacion busca principalmente lograr
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optimas concentraciones, usualmente por tiempos prolongados, mejorando la actividad de
farmacos labiles, proporcionando proteccion contra ambientes hostiles, disminuyendo
efectos adversos debido a la reduccion de altas concentraciones iniciales en sangre
(concentraciones toxicas),”’ en veterinaria se pueden usar vehiculos no degradables siempre
y cuando se decomise en rastro el sitio de aplicacion.

Existen 3 procesos cldsicos que explican la liberacion de sustancias de los sistemas de
acarreadores: difusién, degradacion e hinchamiento seguido por difusiéon o una
combinacion de ambos.

Las primeras investigaciones en los sistemas de liberacion modificada datan de la década
de los 707s, con base el uso de polimeros formados de acido lictico. Ademds de los
polimeros mds evidentemente se han incorporado una gran variedad de materiales
biodegradables y sintéticos asi como la manipulacion del principio activo como, liposomas,
nanoparticulas, bombas osméticas, principios activos cristalizados y otros. Por ello y dado
el reducido disefio de principios activos para veterinaria resulta consecuente observada un
auge en el disefio farmacoldgico de moléculas ya existentes en el mercado. En tales casos
se puede augurar que se estdn generando nuevas formulaciones que permiten una
liberacion controlada o sostenida mediante no solo la manipulacién de los vehiculos, si no
verdaderamente entidades novedosas que optimizan la relacion PK/PD de cada principio
activo 0!

La tecnologia de liberacion de farmacos juega un papel importante en el desarrollo de la
industria farmacéutica de la salud animal. De la misma manera, la industria farmacéutica de
la salud animal es pionera en la aplicacion de tecnologia de farmacos de liberacion
sostenida asi como de biotecnologia. La necesidad de tecnologia farmacéutica para lograr

.. ) L. . . 52,53
larga accidn para la salud animal estd guiada por cinco factores importantes: °~

1. Mejorar la farmacocinética

2. Aumentar la vida util de los principios activos

3. Extender la vida de la patente de las moléculas al proveer diferenciacion de
producto

4. Garantizar la seguridad del consumidor (bioequivalencia y tiempo de retiro)
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5. Seguridad del animal y del médico veterinario
Teniendo como propdsito lograr terapias efectivas debida a:
o Evitar subdosificaciones

o Concentraciones adecuadas de farmacos tiempo-dependientes

. Mantenimiento de concentraciones terapéuticas en tratamientos prolongados

o Disminucién del nimero de aplicaciones esto conlleva a la reduccion de
estrés

. Disminucion de costo por manejo

Pero se debe tener en consideracion que estas presentaciones tienen las siguientes
desventajas:

o El sitio especifico de absorcion debe ser definido y constante

o Potencial presencia de residuos tisulares por retencion en el sitio de

aplicacion

. Reacciones en tejidos

o Inyectabilidad del producto

. Estabilidad del producto

° Procesos de manufactura

Mis del 60% de los productos nuevos en el mercado farmacéutico veterinario son
productos de liberacion sostenida o modificada. Lo que se ha logrado con la incorporacion
de farmacos en material polimérico para el control de la liberacion es una tasa predefinida
y reproducible de liberacion de uno o varios principios activos por un prolongado
periodo.”°

La mayoria de los polimetros usados en veterinaria son no degradables tales como: silicon,
poliuretano, copolimeros de vinilacetato y etileno los cuales son econdmicos,
biocompatibles, biolégicamente inertes y han recibido aprobacién por las autoridades

regulatorias. No obstante, se debe decomisar el sitios de aplicacion (v.g. oreja) y/o retirar el

material. En contraste los polimeros biodegradables no requieren no requieren ser
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removidos de los animales al final del tratamiento dado que son degradados
(metabolizados) a compuestos para pueden ser excretados del organismo. Proporciona
grandes beneficios donde el punto de vista comercial y de salud publica dado que muchos

de estos preparados estdn indicados en el tratamiento de animales de produccion.

La industria de los animales de produccion pondera el costo de los tratamientos con el
beneficio resultante de éste. Asi que como el precio del medicamento debe ser lo mas bajo
posible y debe de ser de facil manejo por el productor. Por otro lado cada visita del
veterinario es relacionada por el productor con gastos por lo que asi un sistema de
liberacion biodegradable, que solo requiere una aplicaciéon asociado con un incremento en
el efecto terapéutico serd un beneficio econdémico aunque el costo del sistema de liberacion
pueda ser mds alto que el tratamiento convencional a simple vista. Los preparados para
animales de produccion en el mercado de la salud animal, representan y poseen el 70% del

total de las ventas.”’

1.12. Polimeros biodegradables como sistemas de liberacion modificada

Los polimeros biodegradables méas activos y comtinmente utilizados en veterinaria son los
poliésteres como el poli (dcido l4ctico) (PLA), el poli (4cido lactico-co-glicélico) (PLGA) y
el poli (g-caprolactona) (PCL). Estos materiales estan comercialmente disponibles en
diferentes composiciones y pesos moleculares los cuales permiten una degradacion variable
del polimero. El término degradacion se refiere al proceso por el cual la cadena polimérica
pierde parte de sus componentes y existe una erosion subsecuente. Para los polimeros
biodegradables se han propuestos dos mecanismos de erosion: el homogéneo y el
heterogéneo.*” >

Los polimeros biodegradables liberan al farmaco por diferentes 3 mecanismos. En el caso
de los mondmeros conectados a otros por uniones tipo éster, la degradacién comienza
después de la penetracion de agua hacia el espacio donde se encuentran. El rompimiento de
las uniones éster ocurre por hidrélisis. Dependiendo de la velocidad de degradacion, serd el
tiempo de liberacion del farmaco, el cual puede ir desde semanas hasta meses. Otro grupo

de polimeros mas nuevos son aquellos elaborados a base de 4cido tartarico, que ademds de
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poseer uniones éster, tienen uniones cetonas y se les llama politartratos. Algunos de los
polimeros pioneros en ésta area son los poliorto-esteres (POE) que desde 1970 se han
incorporado y desarrollado. Se les divide por generaciones (I, II, III y IV). Este tipo de
polimeros permiten la incorporacion de diferentes agentes terapéuticos mediante la
elaboracion de una mezcla simple evitando el uso de solventes o temperaturas elevadas, lo
cual representa una ventaja frente a otro tipo de polimeros.**”

En la actualidad las matrices poliméricas siguen siendo de gran importancia, se les
denomina cominmente como microesferas y se ha clasificado como reservorios y matrices,
segun su tamafio y estructura. Un “reservorio” comprende una forma polimérica envolvente
que encapsula a los farmacos y una “matriz” corresponde a un sistema en el cual el farmaco
se encuentra fisicamente atrapado en una red polimérica. Se reconoce como importante que
los implantes sean biodegradables ya que las reacciones adversas que normalmente se
producen, sean minimas, que se coloquen facilmente y no requieran remocién manual. Por
ello se estd generando mucha investigacion acerca de nuevos polimeros y microparticulas.
Por lo que es predecible que en poco se tendrdn nuevas matrices que se apliquen facilmente
y que se degraden con el tiempo, manteniendo un efecto terapéutico aceptable a un costo

60
razonable.

En el caso de poliésteres biodegradables los cuales estdn conformados por mondmeros
unidos entre si por enlaces éster, la degradacion inicia después de la penetracion de agua al
polimero. La ruptura de los enlaces éster se da aleatoriamente a través de hidrélisis lo que
inicia la erosion del polimero. El grado de hidrélisis es influenciado por el peso molecular,
por la cantidad de copolimero (vehiculo que contiene al polimero), la polidispersidad y la
cristalinidad. Todos estos factores pueden ser utilizados para controlar la liberacion del
farmaco. Dependiendo de su encapsulacion el tiempo de degradacion tarda de varias
semanas hasta varios afios y permite la liberacidon del farmaco durante todo este tiempo. Sin
embargo el disefio de preparados conteniendo fairmacos para lograr liberacion sostenida y
basados en poliésteres es dificil ya que los polimeros experimentan homogeneidad al
agregar el copolimero y atn el principio activo y esto cambia la matriz del polimero y
modifica la liberacion del fairmaco. Como consecuencia no es trivial para predecir su tasa
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de liberacion. Los poliésteres arriba mencionados tienen una caracteristica en comun: la
sensibilidad a la hidrdlisis estd localizada en la columna del poliéster, esta caracteristica
estimula el desarrollo de una clase de polimeros biodegradradables basados en &dcido
tartdrico el cual tiene enlaces en la cadena del polimero. Estos compuestos llamados
también politartratos parecen ser una esperanza para abatir la modificacion de la estructura
del polimero. Experimentos anteriores mostraron la conveniencia de utilizar politartratos
para controlar la liberacion de los farmacos. Sin embargo, hasta ahora estos politartratos no

. . . 1% . 55,60, 61
han recibido suficiente atenciéon comercial.”™

1.13. Chitosan como sistema de liberacion
Sin6énimos: 2-Amino-2deoxy-(1,4)-B-D-glucopiranan; quitina deacetilada; deacetilquitina;

B-1,4-poly-D-lucosamina; poly-D-glucosamina; poly-(1,4-B-D-glucopyranosamina.®*

Categoria funcional: Agente de revestimiento, disintegrante, agente formador de peliculas,

. . . . . 64
mucoadhesivo, cubierta de tabletas, agente que incrementa la viscosidad.

Se conoce desde 1859, pero en los ultimos 20 afios se ha investigado sobre este polimero
como un sistema de liberacién.”” Recientemente se han considerado a las microesferas o
nanoesferas de chitosan como poseedoras de un gran potencial en la aplicacion
farmacéutica para la liberacion controlada de farmacos, y también para incrementar la
absorcion y prolongar la liberacién de farmacos y macromoléculas. Se ha demostrado que
mejora la disoluciéon de fairmacos poco solubles en agua; tiene propiedades bioadhesivas,
se le considera biocompatible, biodegradable y carece de efectos alergénicos (DL 5o 16
g/kg administrado por via oral en ratones) y ademds posee alta densidad de carga de

o . 66-70
principios activos.

El chitosan es un polimero parcialmente deacetilado obtenido a partir de deacetilacion
alcalina de la quitina, la cual a su vez es un polisacarido con base de glucosa, distribuido
ampliamente en la naturaleza; de hecho es el segundo polisacirido mds ampliamente

distribuido en la naturaleza, después de la celulosa.”!
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Ademds de ser parte del citoesqueleto de crusticeos e insectos, es parte estructural de
algunas membranas bacterianas y de hongos. Se ha utilizado a dltimas fechas en industrias
como: la agricultura, en tratamientos de aguas residuales, fabricacion de textiles,
cosméticos, promotor del crecimiento, complemento alimenticio y adicionado en algunos
procesos de elaboraciéon de alimentos. Es ampliamente utilizado por poseer un bajo
potencial alergénico y por ser altamente biocompatible con muchos procesos biolégicos. Es
completamente biodegradable, absorbible y forma peliculas. Por ello se ha utilizado como
biomaterial farmacéutico y en algunas areas médicas, donde se le ha utilizado para
formulaciones de liberacidn controlada ya sean sistémicas o locales de firmacos y vacunas,

. . 72-74
asi como implantes.

El chitosan es un polimero lineal de biopoliaminosacarido B (1,4) unida a N-acetil-
glucosamina, consta de copolimeros de glucosamina y N-acetil-glucosamina, tiene un
amino basico y dos grupos hidroxilo libre por cada C¢ formados. Debido a la disponibilidad
de los grupos amino libres de chitosan puede protonarse con facilidad positivamente y
debido a las fuerzas electrostdticas pueden interaccionar con superficies mucosas cargadas

. . . . sz 75-76
negativamente en su superficie o bien quelar metales i6nicos (cobalto).

oH OH OH
0 o]
O m/
0 0 o
HO HO HO
NH 2 NH 2 MNH 2
Figura 2.- Estructura quimica del chitosan

Evidentemente es una base débil y es insoluble en agua y disolventes orgdnicos, pero
soluble en soluciones 4cidas y ligeramente soluble en soluciones alcalinas.”” Su formacién
de gel puede ser obtenido por interaccion de chitosan con iones opuestos de bajo peso
molecular como polifosfatos, sulfatos y con la unién de glutaraldeido. La propiedad de
gelacion del chitosan permite un amplio rango de aplicaciones como la de recubrir

78-80

productos farmacéuticos y alimentos. Entre otras aplicaciones farmacéuticas en que se
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ha utilizado destacan su uso como vehiculo para la comprension directa de las formas
farmacéuticas sélidas, como desintegrante. El 93% de los farmacos cargados en chitosan
presentan un perfil de liberacién cercano al orden-cero.”” ™!

Las microesferas o nanoesferas de chitosan es que permite la liberacion de farmacos en el
sitio especifico del tratamiento si se manipulan y se seleccionan cuidadosamente las
combinaciones de polimeros y farmacos. Por ejemplo se han desarrollado membranas
utilizando salicato y chitosan sensibles al pH, a la temperatura y a la luz, por otro lado, se
han desarrollado membranas que tienen caracteristicas mucoadhesivas para la aplicacion
transmucosal. Las microesferas han sido investigadas tanto para la administracion de
farmacos por via oral como parenteral.*’

El uso de chitosan en preparacion inyectable ha recibido reciente atencion. Los
transportadores poliméricos biodegradables ofrecen una ventaja como vehiculos de
farmacos para la liberacion prolongada de componentes de bajo peso molecular hasta
farmacos macromoleculares. Jameela et al. (2000), encontraron al usar toxoide de difteria
(DT)- cargado lo que demuestra en chitosan, que la produccién de anticuerpos se mantuvo
constantes por 5 meses, €l uso potencial del chitosan en microesferas como vehiculo de
liberacion de farmacos de larga accidon. Se ha preparado prednisolona en perlas de gel de
chitosan, retenida en una solucién acuosa al 10% de aminodcidos (pH 9.0) administrada
via SC en el dorso de ratones, se observé una liberacidon sostenida que permitié una dosis
efectiva minima local y una prolongada duracion de la actividad del farmaco. El chitosan es
biodegradado naturalmente por hidrdlisis con lisozima. El producto de degradacion es
atéxico, no inmunogénico y no carcinogénico. Onishi y Machida encontraron en una
investigacion in vivo la biodegradacion del chitosan soluble en agua en ratones. Los
resultados muestran que aproximadamente el 50% del material fue desacetilado y no se

68, 82 .
* ** Fundado en estos estudios, se hace

reportd bioacumulacion de estos productos.
evidente que el uso del sistema de las microparticulas de chisosan representa una efectiva

opcion para el disefio de liberacion de medicamentos por via parenteral.
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1.14. Las ciclodextrinas (CD) como sistemas de liberacion
Sin6énimos: beta-cicloamilosa, betadex, beta-dextrina cicloheptaamilosa, cicloheptaglucano,
ciclomaltoheptosa, kleptosa.**

Categoria Funcional: solubilizante, estabilizante.**

La Ciclodextrinas son carbohidratos ciclicos formados por glucosa unidas mediante enlaces
a-(1,4) glucosidicos. Las CD presentan forma toroidal cuya cavidad muestra propiedades
hidrofébicas sus bordes exteriores son hidrofilicos. Una de sus propiedades mads relevantes
es su habilidad para formar complejos de inclusién con una extensa variedad de moléculas,

. - s 83
en medio sélido, liquido y con algunos gases.

Figura 3.- Forma estructural de las ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas forman el Complejo de inclusion entrampando una o mas moléculas
huésped incluidas en la cavidad de esta, sin tener lugar algin enlace covalente entre
ambos®'. Se han utilizado como acarreadores de firmacos ya que mejorar algunas
propiedades fisicas como disminuir la inestabilidad del firmaco®*, mejorar su solubilidad en
agua. Las ciclodextrinas cuentan con una estructura quimica bien definida, con varios
lugares susceptibles de sustitucidon. Cuenta con diferentes tamafios de cavidades para

albergar moléculas de diferente tamafio. Tienen cierta solubilidad en el agua. *> %

En general las moléculas hidrofébicas tienen una alta afinidad por la cavidad de la CD en
presencia de agua, debido a que ésta proporciona una matriz microheterogénea semejante a
un disolvente no polar87. En solucién acuosa, la cavidad altamente apolar de la CD es

ocupada por moléculas de agua que estdn en un estado energéticamente desfavorable
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(repulsion polar-apolar) y son por consiguiente rdpidamente substituidos por moléculas
“huésped,” menos polares atin. Los complejos en solucién no son especies estéticas, por el
contrario, continuamente se intercambian con las moléculas de substrato libre generando un

egeq . .o, . . . 88
equilibrio termodindmico y cinético.

En solucion acuosa, la molécula “huésped” se encuentra dentro de la cavidad de la CD, por
lo cual el complejo es rodeado completamente por una multicapa de moléculas de agua®®.
La solubilidad acuosa del huésped usualmente se incrementa al aumentar la concentracion
de CD.

Las ventajas de las ciclodextrinas como vehiculos acarreadores de farmacos de interés para
la elaboracion del sistema matricial son:

1.- El mejoramiento de la absorcion ocurre debido a que la velocidad y la magnitud
de la biodisponibilidad de un firmaco pueden ser optimizados ajustando varios factores que
afectan el equilibrio de la disociacidon del complejo en la formulacién y en la biofase en las
que el complejo se administra. Solo la forma libre del farmaco que estd en equilibrio con el
farmaco complejado en la solucion es capaz de penetrar las barreras lipofilicas para
posteriormente entrar en la circulacién sistémica.* ** %

2.- Reduccion de la irritacion local debida a la encapsulacion molecular del farmaco
en la cavidad de la CD puede prevenir el contacto directo del medicamento con superficies
biolégicas, asi la irritacién local disminuye sin afectar los tejidos adyacentes.®”

En la liberacién de un farmaco, el complejo se disocia en sus componentes (de
acuerdo con la constante de estabilidad) sin pérdida de los beneficios terapéuticos del
medicamento. Por consiguiente las CD actian como portadores que disminuyen el dafo a
tejidos debido a la reduccion en las concentraciones efectivas de fairmaco en contacto con la
membrana. El efecto de proteccion de las CDs puede atribuirse principalmente a la afinidad
pobre de los complejos hidréfilos de los medicamentos por las membranas sarcolemales.””
92
Liberacion lenta de farmacos. Las CDs hidréfilas ionizables refuerzan la absorcién del
farmaco, mientras que las CDs hidr6fobas son dtiles para la descarga lenta. Se pueden
obtener formulaciones de liberacién retardada usando la 6-0-(carboximetil)-O-etil-B-CD.
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Las CDs hidréfobas (como los derivados alquilados o acilados) son ttiles como portadoras
de liberacidn lenta para farmacos solubles en agua. Se ha informado que se pueden preparar
sistemas de liberacion farmacoldgica a base de algunos polimeros para complejar la
ciclodextrina, la velocidad de liberacion de éste farmaco depende del método usado y puede
ser incrementado o disminuido. Por lo anterior, es factible formar un sistema de liberacion
con CDs y polimeros (poloxdmero, chitosan y carbopol) para lograr un sistema de

. -z . 3,94
liberacién prolongada con florfenicol.”>®

Cuadro 3.- Proporciones maximas de Beta-ciclodextrina aprobadas por la FDA en
medicamentos.**

Via (%)
M| 441 %
IV|] 0.4%

Cuadro 4.- Toxicidad DLspde 1a CDp en algunas especies por distintas vias de
administracién.**

Especie | Via | Toxicidad aguda ™"
Ratén SC 0.41 g/ kg
Ratén IP 0.33 g/kg
Rata IV 1 g/kg
Rata | SC 3.7 glkg
Rata 1P 0.36 g/kg

Polimeros como sistemas de liberacion modificada

Una vez realizados diversos ensayos para incluir el florfenicol en la ciclodextrina se
procederd a incluir esta preparacion en polimeros, se realizaron formulaciones con
carbopol, poloxdmero y chitosan con el fin de seleccionar la presentacion que logré una
liberacion prolongada de mds de 2 dias a dosis de 20 mg/kg, superando al referente de

preferencia en las variables de AUC y T>CMLI.

1.15. Carbopol
Sinénimos: acritamero, polimero de dcido acrilico, carbopol, carboxi polimetileno, 4cido

. 1. L, e . 64
poliacrilico, polimero carboxivinilico, permuten, ultrez.
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Categoria Funcional: bioadesivo, agente emulsificante, agente que modifica la liberacidn,

. . . . 64
agente suspensor, cubierta de tabletas, agente que incrementa la viscosidad.

Los carboémeros o carbopoles son polimeros sintéticos de alto peso molecular
entrecruzados, derivados del 4cido acrilico. Su caracteristica mas relevante es su gran
capacidad de hidratacién al absorber agua se hinchan ficilmente. Su naturaleza hidrofilica y
su estructura entrecruzada, resultan una opcién légica para su uso en sistemas de liberacion
controlada de firmacos” adicionalmente, se debe que generan en la mayor parte de los
casos mecanismos de liberacién de orden cero.”

El polimero en pH alcalino, sufre ionizacion del grupo del acido carboxilico, debido a una
repulsién idnica, lo que produce un aumento de volumen y la relajacion completa de la
cadena del polimero. Esto facilita la formacién de redes tridimensionales que a través
permiten la liberacion controlada del farmaco en forma de cinética de orden cero. Cuando
las cadenas de carbopol se relajan lo suficiente permiten la liberacion del farmaco a través
de los poros que se forman debido al hinchamiento. Debido a que se trata de un polimero
sintético, se elimina del cuerpo sin sufrir degradaciéon alguna. Cabe mencionar que los
efectos producidos por este polimero son mas reproducibles que aquellos que se puedan
obtenerse de polimeros naturales, dado que su método de sintesis es mds controlado, lo que
permite conocer el porcentaje de polimero obtenido, la cantidad de mondémero residual y la
composicion total del mismo (peso molecular) y conformacion espacial como se presenta

L. . 7
esquemdticamente en la figura 47

Figura 4.- Estructura de carbopol
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En afos recientes, las resinas carboméricas han tenido gran éxito como matrices para la
. ., . o . e 8

liberacién controlada de firmacos administrados por via oral y parenteral.”® El carbopol es
compatible con gran variedad de ingredientes activos y excipientes, lo que permite disefiar

9, 100

presentaciones con caracteristicas de liberacién-absorcién especiales.’ Ha sido usado

como matriz en suspensiones, cremas para uso externo o como matriz bioadhesiva para

101 .z . .
estudi6 la liberacion de

formulaciones bucales, rectales y nasales. MacLean (1995)
péptido /proteina a partir de un polimero de hidrogel (carbopol-940) por via SC en ratas y
encontr6 un incremento en la vida media y la concentracion del principio activo
Tkechukwi, (1999) ' investigé la formulacién de carbopol 971 conteniendo apomorfina,
(agonista dopaminérgico para el tratamiento de Parkinson), para evitar la redosificacion que
es de 10-15 veces al dia. Midi6 la liberacion in vivo después de la administracion SC e
intranasal en conejos y encontré una liberacion sostenida del farmaco por encima de 8 hrs
en comparacion con las 3 hrs que se lograban con las presentaciones convencionales. Otros
ejemplos de los farmacos que se han estudiado formulados en vehiculo de carbopol incluye
al piroxicam'” y al diclofenaco sédico.”

A pesar de lo dicho, se sabe que la FDA no recomienda a ain su uso por via parenteral,

anqué no se especifica ningtin argumento.

Cuadro 5.- Proporciones de Carbopol para sus diferentes usos.®*
Uso Concentraciéon %

Agente emulsificante | 0.1-0.5

Agente gelificante 0.5-2.0

Agente suspensor 0.5-1.0

Cubierta de tabletas 5.0-10.0

1.16. Poloxamero

Sinénimos: Lutrol F127, Pluronic, Monolan, Pcloxalkol, Copolimero polietilen-
propilenglycol, Copolimero polioxietilen-polioxipropilen, Supronic, Synperonic.**
Categorfa Funcional: Agente Emulsificante, Solubilizante e Humidificante.®* Los usos que
se le han dado al poloxamero 407 y las proporciones aceptadas son: Como agente gelante

de un 15- 50%, como agente estabilizante 1-5% y como agente humectante de un 0.01-5%.
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Se ha utilizado en las siguientes proporciones como: agente gelante 15-50%, agente
estabilizante1-5% y como agente humectante de 0.01 — 5%. '
La FDA reporta los siguientes porcentajes recomendados para la formulacién de preparados

para diferentes vias de aplicacién: Oftalmica 0.16-0.2%, Oral 5-12.6% y Tépico 1-15.5%.%

Se les conoce como lutrol o pluronic. Estos copolimeros han sido utilizados en
formulaciones farmacéuticas como matrices-vehiculos para liberacion de firmacos debido a
su habilidad para autoagregarse formando micellas, microemulsiones o fases liquidas
cristalinas. Pueden mejorar la solubilidad, reducir la degradacién hidrolitica y pueden
lograr una liberacién controlada, lo que consigue mejorar la biodisponibilidad.'®"* Las
micelas poseen un centro hidréfobico de 6xido de propileno y una corona hidrofilica de
6xido de etileno capaces de solubilizar sustancias hidrofébicas como el florfenicol, una
caracteristica importante de este sistema, es que su autoensamble es altamente dependiente
de la temperatura. Especificamente, un incremento en la temperatura facilita la
autoasociacion, resultando una fuerte disminucién en la concentracion critica de
micelizacién (ccm). Se han descrito varias técnicas en la literatura para medir la ccm de los
polimeros, tales como espectroscopia con luz fluorescente y resonancia magnética nuclear.
La micelizacion y la gelacion son afectadas por varios factores como: temperatura,
composicion de los copolimeros, el peso molecular, la concentraciéon y la presencia de
cosolutos, tales como surfactantes, electrdlitos y sustancias hidrofébicas. Para lograr que el
sistema tenga una temperatura de gelacion entre la temperatura ambiente y la temperatura
corporal dependerd del pH (ionizacién del farmaco) y la concentracion de los componentes

-2 64, 109-111
de la formulacién.®* 1%

Estos sistemas de microemulsién presentan varias ventajas sobre las formulaciones basadas
en emulsion entre las que se incluyen: buena estabilidad, facil preparacién, se logra un
pequefio tamafio de particula comparado con la emulsién y por dltimo el mejoramiento en

el manejo debido a la transparencia de la formulacion. Las propiedades de gelacion pueden
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ser controladas al incrementar la concentracién de solutos adicionados a la formulacién''?,
o la adicién de alcoholes Monzon y Sumano (2007).

Las emulsiones oleosas en agua presenta ciertas ventajas en la administracion tépica, como:
miscibilidad en agua, facil difusion en el sitio de aplicacion y bajo grado de irritacion. Las
microemulsiones son sistemas bien conocidos por su excelente larga estabilidad y fécil
preparacion. Estos son definidos como sistemas que contienen agua, aceite y constituyentes
amfifilicos constituidos de un tinico punto isotropico dptico y termodindmicamente estable
en solucion liquida. Por otro lado la emulsién homogenizada es cinéticamente estable, pero
termodindmicamente inestable a la dispersion. Por lo anterior el tamafio de la gota de la
emulsion aumenta continuamente a través del tiempo separando la emulsion en 2 fases
macroscopicas. En contraste las propiedades de las microemulsiones son independientes
del tiempo (en la ausencia de degradacion quimica) y son independientes en el orden de la
mezcla. La estructura de la microemulsion puede ser aceite en agua (o/w) o agua en aceite

(w/o) o bicontinua.'"

Se ha investigado sobre poloxdmero como vehiculo para firmacos, tanto para la aplicacion
oral como parenteral.''*'"® como la formulacién que contiene tetraciclina para el
tratamiento periodontal, en la que se prepararon 2 poloxdmeros semi-s6lidos, poli
(oxietilen) poli (oxipropilen) y monoglicéridos respectivamente. Su administraciéon se
realizé con un equipo inyectable para la liberacion del paquete periodontal, la liberacion del
farmaco, se caracterizé por una transicion sélida-gel que parti6 de la presentacion
semisolida del paquete peridontal. También se determind in vitro la liberacion del farmaco.
Estudios que indican que ambos poloxdmeros y gel monogliceridos pueden ser aplicados
subgingivalmente y producen una significativa mejora en la liberacion sostenida de
farmacos.'"”. Por otra parte se desarrollé una formulacién a base de gel de poloxdmero 407
para la liberacion de insulina en ratas, aplicada por via SC, se observd que el efecto
hipoglicemiante fue mds prolongado que con la formulacion convencional de 0.5 hrs a 4
hrs''*, En otras investigaciones se elaboré una formulacién tépica con lidocaina y
pilocarpina, los resultados mostraron que dicha presentacién tuvo un rdpido inicio de
accion y no fue irritante. Los copolimeros logrados mostraron gelacion dependiente de

25



temperatura inversa, la formulacion mostré baja viscosidad a temperatura ambiente y se
consigui6é un gel rigido eldstico a temperatura corporal. Esta presentaciéon pudo ocupar la
cavidad periodontal y se aplicé facilmente, debido a la baja viscosidad después de la forma
de gel rigido, que asegurd una efectiva fijaciéon de la formulacion en el sitio de aplicacion.
Después del tratamiento el gel puede ser removido por simple lavado con agua fria.''®,
Entre otras formulaciones que se han preparado destacan el ibuprofeno y la doxiciclina. '
Estos estudios demuestran que el poloxdmero como vehiculo para la aplicacion parenteral
incrementa la estabilidad de los farmacos ldbiles y para prolongar la liberacion, en aquellos

que tienen corta vida media bioldgica.

Figura 5.- Estructura tridimensional de poloxdmero.

Cuadro 6.- Usos del poloxdmero 407 en diferentes especies y toxicidad reportada. '*

Tiempo del
Seguridad Via Dosis Tratamiento Toxicidad
Conejos y
perros v 0.5 g/kg/dia 14 dias No se observé
Ratas Oral 3-5%
alimento 2 afios No se observo
Ratas Oral Disminuyo el porcentaje de
7.5 % crecimiento

Cuadro 7.- Toxicidad DLsy de poloxdmero 407 en algunas especies por distintas vias de
administracién.'*!

Especie | Via | Toxicidad aguda
Ratén IV |1g/kg

Ratén SC | 5.5 g/kg

Rata IV | 7.5g/kg

26



1.17. Via de aplicacion

En el campo de la medicacion parenteral se han estudiado sistemas con el fin de
proporcionar concentraciones plasmaticos eficaces del farmaco, constantes y duraderos en
el tiempo. Son clasicas las suspensiones de penicilina-G procaina y penicilina-G benzatina
que hacen posible la administracion de una inyeccion cada 12, 24 6 48 horas dependiendo
de la severidad del patégeno.®*

Actualmente, ya se dispone de productos de administracion parenteral que posibilitan la
liberacion del farmaco durante periodos largos (incluso meses), fundamentados en la
administracion de dispersiones liquidas o semisélidas o en la aplicacion de implantes,
conteniendo los farmacos en forma de microcdpsulas, microesferas, microcriostales o
nanocdpsulas. Se trata de recubrir los cristales de principio activo con sustancias
biodegradables, con el fin de conseguir liberarlo de forma lenta y constante. Junto a estos
sistemas, también se han desarrollado auténticas bombas osmoticas de implantacion
subcutdnea que liberan el farmaco de forma controlada, al igual que comprimidos
matriciales y cdpsulas colocadas en pequefios tubos que deben ser implantados

z 45
subcutaneamente.

Las inyecciones subcutdneas buscan liberar el producto en el espacio entre la dermis y la
grasa subcutdnea. En muchas especies animales, la inyeccion subcutdnea se realiza en el
area del cuello en la que la piel es mds laxa y el tejido subcutdneo se encuentra facilmente.
Es comin, que las inyecciones subcutdneas formen un depdsito, cuyo tamafio, forma y
naturaleza estd determinada por la composicion del preparado que se aplicd, volumen
inyectado, propiedades reoldgicas del sistema, tasa de dispersion, y las fuerzas internas
debido a la contraccion de tejidos adyacentes (musculo). Una vez que se ha formado el
depdsito con el farmaco, éste debe liberarse y difundir hacia la circulacion sanguinea y
capilares linfaticos. En el espacio subcutédneo, la cantidad de capilares sanguineos es menor
que en tejido muscular y dependiendo de la profundidad de la inyeccion y la cantidad de
grasa presente, la tasa de absorcion es mds lenta que en misculo. El retardo en la absorcion
de farmacos depositados en el tejido subcutdneo es mayor para aquellos que tienen altos
coeficientes de particién de lipido/agua, pero atin este factor puede modificarse.*” >
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Cabe mencionar que espacio subcutaneo tiene una permeabilidad excepcionalmente baja, lo
cual puede explicarse por la gran cantidad de lipidos extracelulares. La grasa subcutdnea
tiene un espesor aproximado de 30 mm en la mayoria de las especies y se le puede
conceptuarcomo una barrera lipofilica, la cual evita la pérdida excesiva de agua y protege al
organismo de la entrada de quimicos y otros contaminantes. La distribucion y el tipo de

lipidos presentes en el tejido subcutdneo no estdn totalmente estudiados en animales.*®*’
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2.- Justificacion

Dado que el florfenicol logra sus efectos éptimos antibacterianos in vivo al permanecer por

periodos prolongados en el plasma y tejidos a una concentracién por lo menos equivalentes
a la CMI de patégeno en particular, se considerd importante realizar estudios encaminados
a extender el intervalo de dosificaciéon hasta ahora logrado por el preparado de referencia
Nuflor® de Schering-Plough/Intervet y que es de 48 horas. Para ello se proyecto el uso de
los polimeros ya descritos (chitosan, carbopol y poloxamero) y la inclusién de florfenicol
en una ciclodextrina, basados en evidencias previas de que dicha combinacién puede lograr
un efecto de larga accidn. Para lograr esta extension el ID, se realizaron diversos preparados
y de los prototipos logrados se realizaron pruebas farmacocinéticas comparativas con el
referente en ratas Wistar. A su vez, de los ensayos en ratas se escal a cabras, habiendo
seleccionado los preparados con mayor estabilidad, que mantuviera concentraciones
terapéuticas de mds de 3 dias y que no presentara toxicidad aparente o irritacion en los
sitios de administracién. Se eligieron 2 preparados de florfenicol de larga accion
(florfenicol-LA-chitosan) formulado a base de chitosan y otro a base de p-ciclodextrina,
carbopol 971y poloxdamero 407.

Es importante mencionar que al inicio de este trabajo solo existia en el mercado un solo
producto de florfenicol de larga duracién original el Nuflor® con tiempo de redosificacién
de 48 hrs. Posteriormente se dio a conocer por el mismo fabricante (Schering-
Plough/Intervet) que se lanzaba un preparado que permitia concentraciones terapéuticas
hasta por 96 horas pero con el doble de la dosis (40 mg/kg). Esta situacion pone de
manifiesto que el objetivo de este ensayo es congruente con las tendencias de la
farmacologia moderna. No obstante, cabe aclarar que no se realizaron ensayos con este
referente, lo que de alguna manera queda como siguiente pasé para los prototipos logrados

en este estudio.
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3.- Hipétesis: La inclusion de florfenicol en diferentes matrices poliméricas permitira
obtener uno o varios prototipos de florfenicol LA que mantendrdn concentraciones

terapéuticas en caprinos de 48 horas a cuatro dias aproximadamente.

4.- Objetivo General: Obtener uno o varios prototipos de liberacién sostenida de
florfenicol por medio de diferentes matrices polimérica que brinde concentraciones

terapéuticas de 48 horas a 4 dias en cabras.
4.1. Objetivo Alternativo: Disefio de un preparado de liberacién sostenida de Florfenicol

que brinde por lo menos concentraciones terapéuticas por 48 hrs. en cabras pero que no

invada las restricciones de la patente del preparado referente.
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5. Material y métodos

El estudio fue aprobado por el Comité de investigacion de Posgrado, cuidado y Uso de
Animales Experimentales (CICUAE), de acuerdo a la Regulacion Oficial Mexicana NOM-
062-Z00. 1999 y se llevo a cabo en una granja experimental de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México. El trabajo de
campo se realiz6 en las instalaciones de Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Produccion Agro-Silvo Pastoril (CEIEPASPS) localizado en el Km 68 de la carretera
Atizapéan-Jilotepec, Chapa de Mota, edo. México. La fase analitica se realizo en el
laboratorio del departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, ubicada en
Ciudad Universitaria. Las ratas Wistar fueron obtenidas del bioterio del Instituto de

Fisiologia Celular, también perteneciente a la UNAM.
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Investigacidn bibliografica de las propiedades FQ del florfenicol y
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Seleccion de preparados estables y pruebas in vivo en animales de
laboratorio e histopatolégicas
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Seleccion de los preparados menos irritantes y mas
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[ Farmacocinética en caprinos ]

[ Evaluacién de los datos estadisticos ]

Figura 6.- Flujograma del proyecto de investigacion.

<]

5.1. Fase I de Investigacion evaluaciones in vitro.

Se realizaron estudios in vitro en cdmaras de difusion de Franz sobre el principio activo,
solo y acompaifiado de excipientes con el fin de aportar elementos suficientes para obtener
un medicamento-LA estable, biodisponible, y que pudiera ser fabricado por medio de un

proceso industrializable.
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Resultados Fase 1.

Se midieron las muestras por triplicado con las celdas de difusion de Franz. Se evaluaron en
camaras de Franz diversos florfenicol incluido en diversos porcentajes de marices LA. En
la figura 8 se presentan los resultados obtenidos. La evaluacion de las concentraciones se
realizé6 por medio de un método microbiolégico de difusidbn en placa de actividad vs
concentracion.

Los preparados 3, 4 y 6 fueron los que ofrecieron una mayor capacidad de liberacion

sostenida y son los que se eligieron para la siguiente fase.

Vehiculos utilizados en los 7 preparados evaluados en las cdmaras de Franz para la

preparaciéon del FLORFENICOL-LA.

Propilenglicol
N-metil-2-pirrolidona
Polietilenglicol
Alcohol etilico

Agua  Inyectable
Chitosan
B-Ciclodextrina

Carbopol 971

R S .

Poloxamero 407
10. Florfenicol

8.- Acido acético

5.2. Fase II de Laboratorio
Preparados LA de florfenicol para administracion en ratas
5.2.1.1 Formacion del complejo de inclusion florfenicol-LA-chitosan Preparado 3 de la

fase anterior (1)
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Solucién de Florfenicol

1.

En un vaso de 250 mL agregar 40 mL de n-metil-2-pirrolidona con agitacion
constante y adicionar gradualmente 30 g de Florfenicol, una vez disuelto adicionar
15 mL de polietilenglicol E300 agitar, después adicionar el alcohol y finalmente

adicionar 1.5 mL de 4cido acético vy filtrar en condiciones estériles.

Solucién de Chitosan

1.

Colocar en un vaso de 100 mL 20 mL de propilenglicol y adicionar 1.5 mL de 4cido
acético, agitar y agregar gradualmente, 0.5 g de chitosan, conectar esta solucién a
una temperatura que oscila entre 40-45 °C, cuando se observe el chitosan totalmente
disperso se adicionan 4 mL de agua, continuar con la agitacion hasta que se observe

una solucion viscosa transparente.

Mezcla final

1.

A la solucién de florfenicol estando en agitacion constante se adiciona
gradualmente la solucién de chitosan, de tal forma que se incorpore totalmente esta
solucidn a la solucién de florfenicol, continuar con la agitacién hasta un tiempo de
30 min. Finalmente se obtiene una solucién con cierta viscosidad pero que se toma

con la aguja # 22 sin ningin problema y también se dispara.

5.2.1.2 Formacion del complejo de inclusion florfenicol-LA-BCP. Preparado 4 de la

fase anterior (1)

Para prepara 100 ml

- Florfenicol 30g

- Diluente (pharmasove) 45ml
- Propilenglicol E300 20 ml
- Carbopol 971 1g

- B-ciclodextrina 0.5g

- Poloxamero 407 1g

- Agua inyectable 22.5
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Procedimiento:

1.- Diluir en pharmasolve florfenicol agregando poco a poco manteniendo en agitacion
constante hasta que se encuentre totalmente disuelto.

2.- Agregar poco a poco B-ciclodextrina hasta su disolucién, para ayudar a ello se puede ir
agregando un poco de polietilenglicol.

3.- Agregar propilemglicol hasta obtener una solucion amarilla transparente.

4.- Agregar el carbopol hasta obtener una solucidn transparente y sin grumos.

5.- Se puede ir agregando el agua mientras se agrega el carbopol.

6.- La solucidn transparente obtenida es refrigerada por 3 a 4 hrs.

7.- Sacar el preparado de refrigeracion y en agitacion constante agregar poco a poco el
poloxamero.

8.- Hasta obtener el un preparado transparente poco viscosa.

5.2.1.3. Formacion del complejo de inclusion florfenicol-LLA-chitosan Preparado 6 de
la fase anterior (1)
Solucién de Florfenicol
2. En un vaso de 250 mL agregar 200 mL de n-metil-2-pirrolidona con agitacion
constante y adicionar gradualmente 30 g de Florfenicol, una vez disuelto adicionar
15 mL de polietilenglicol E300 agitar, después adicionar el alcohol y finalmente
adicionar 1.5 mL de 4cido acético vy filtrar en condiciones estériles.
Solucién de Chitosan
2. Colocar en un vaso de 100 mL 20 mL de propilenglicol y adicionar 1.5 mL de acido
acético, agitar y agregar gradualmente, 0.5 g de B-ciclodextrina, conectar esta
solucién a una temperatura que oscila entre 20-25 °C, cuando se observe la mezcla
esta totalmente dispersa se adicionan 4 mL de agua, continuar con la agitacidn hasta
que se observe una solucidn transparente.
Mezcla final
2. A la solucién de florfenicol estando en agitacion constante se adiciona
gradualmente la soluciéon de B-ciclodextrina, de tal forma que se incorpore
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totalmente esta solucion a la solucion de florfenicol, continuar con la agitacion hasta

un tiempo de 30 min.

5.3. Estudio in vivo

Se utilizaron ratas, las cuales se dividieron en 4 grupo con 10 animales cada uno, que
fueron tratados de la siguiente manera: Grupo I; preparado florfenicol- L-A (chitosan),
Grupo 2; florfenicol-LA-BCP y Grupo 3;preparado de florfenicol con B-ciclodextrina-LA y
Grupo 4; Farmaco pionero, todos se administraron a dosis de 20 mg/Kg, los animales se
observaron durante 7 dias posteriores a la administraciéon para evaluar cambios que
pudieran presentar en comportamiento y signos de intoxicacién aguda como dolor,

inflamacion o necrosis.

Obtencion de las variables farmacocinéticas: A través del analisis del suero obtenido de

las ratas por medio del método microbiolégico de Bennet et al.'*

Eleccion de un preparado de liberacion controlada

Posteriormente a las pruebas realizadas in vivo en las ratas (toxicidad, concentraciones
séricas, obtencidon de variables farmacocinéticas), los productos que no cumplieron con
lograr una liberacién sostenida de 120 hrs se eliminaron y se seleccionaron los preparados
que si la obtuvieron para realizar los estudios en cabras. Los productos elegidos fueron el

preparado 3 y el preparado 4.

5.4. Fase III de Campo
Obtenidos los preparados y seleccionadas las formulaciones mas adecuadas. Se formaron
grupos de 6 cabras cada uno, y recibieron diferentes tratamientos de florfenicol L-A-
chitosan, florfenicol-L-A-BCP vy florfenicol pionero aplicados por via SC y en dosis de 20
mg/Kg.
Grupo 1 Florfenicol pionero
Grupo 2 Florfenicol-LA-chitosan
Grupo 3 Florfenicol-LA-BCP
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5.4.1. Disefio de la prueba.

Se tomaron muestras sanguineas (Sml) por puncién de la vena yugular a los 30 minutos, 1,
24,8,12,24,48,72 y 96 y 120 h, colectadas en tubos con EDTA de 10 ml. Las muestras
se centrifugaron a 3500 rpm, por 20 minutos y el plasma obtenido se refrigero a -4°C.

Después se realiz6 el andlisis microbioldgico.

Alojamiento y alimentacion. Todos los animales recibieron su dieta habitual, agua ad-
libitum, se alojaron en sus corrales, compartiendo con otros animales no incluidos en el

estudio y conviviendo con integrantes de otros grupos.

5.4.2. Evaluacion de la toxicidad de florfenicol-LA-chitosan y florfenicol-LA-BCP
Los animales fueron monitoreados diariamente para detectar algin signo de reaccidn
adversa o toxicosis al preparado como: salivacidon, lagrimeo, anafilaxia, diarrea,

fotosensibilizacién, reaccion inflamatoria en el sitio de administracion.

5.4.3. Anadlisis cuantitativo de la concentracion de florfenicol en el plasma de los
caprinos.
Este estudio se realiz6 desarrollando en método microbiolégico de difusion en agar Bennet

et al.

5.4.4. Analisis para la evaluacion microbiolégica de florfenicol.

El estudio cuantitativo de florfenicol se desarrollo usando el método microbioldgico de
difusion en agar, se utiliz6 el microorganismo Bacillus subtilis 6633 ATCC. La solucion
estdndar se prepar6 utilizando una serie de diluciones del farmaco control y plasma caprino.
Las concentraciones de florfenicol se calculo por interpolacion, comparando el didmetro de
la zona de inhibicién de crecimiento de la bacteria con una curva realizada con el estdndar.
Se tomaron 5 mL de sangre, las muestras obtenidas se centrifugaron y refrigeraron (-4° C)
hasta el momento de su andlisis. El procesamiento de los sueros se llevo a cabo mediante el
método microbiolégico de Bennet et al.
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Método de Bennet ef al.'*?

El agar a utilizar serd Mueller Hinton (Bixon) preparado siguiendo las indicaciones que

marca el producto.

- Cultivo bacteriano
Se utilizard una cepa bacteriana ATCC (American Type Culture Collection) Bacillus

Subtilis 6633.

- Estandar bacteriano (obtencion de espora)
Obtencion de espora de Bacillus Subtilis 6633
Se resembrar en caja petri (24 horas antes a temperatura 32-37° C). Con 5 ml de caldo de
cultivo a temperatura ambiente lavar el crecimiento de la cajita y recogerlo con una
espatula, centrifugar (20 minutos a 3500 rpm), se decantar el supernadante obtenido y se
resuspender el sedimento con 50-70 ml de caldo de cultivo estéril y calentar la suspension
por 30 min. A temperatura de 70° C, pasado este tiempo refrigerar por 2 horas. Sacar del

refrigerador e impregnar la placa de agar.

- Preparacion de las placas
En un refractario tipo Pirex® de 21 X 20 cm, estéril, se colocardn 300 ml de agar y se
dejard enfriar durante 10 minutos. Sobre el agar ya frio se colocardn 400 ul de la
suspension de la espora bacteriana y por medio de un hisopo estéril se distribuird
homogéneamente sobre todo el agar, dejar reposar la placa de agar a temperatura ambiente

por 2 horas.

- Preparacion de las diluciones
Se pesardn 20 g de estdndar de florfenicol (98% de pureza), se colocard en un matraz y se
afora a 100 ml con agua desionizada. Se Marcaron 10 tubos de 5 ml del 1 al 10 y uno de 15
mililitros con el nimero 0, en el matraz numerado con el 0 se coloca 9 ml de agua
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desionizada y en los demads tubos se coloca 1 ml en cada uno de ellos. Del matraz se toma 1
ml y se agrega en el tubo 0 se homogeniza y de este se toma 1 ml y se agrega al tubo 1 se
homogeniza se toma 1 ml y se agrega al tubo 2 y asi se contindia hasta completar los 10

tubos, teniendo finalmente las siguientes diluciones:

Cuadro 8.-Diiluciones del estandar de florfenicol.

No Concentracion (pg/ml)
Matraz 200
Tubo 0 20
Tubo 1 10
Tubo 2 5
Tubo 3 2.5
Tubo 4 1.25
Tubo 5 0.625
Tubo 6 0.3125
Tubo 7 0.15625
Tubo 8 0.078125
Tubo 9 0.0390625

Tubo 10 0.01953125

- Lectura de las placa
Una vez preparada la placa y con ayuda de un sacabocados se realizaran a lo largo del
refractario dos hileras de 10 pozos cada una. Colocando en cada pozo 100 ul de cada una
de las diluciones, realizdndose por duplicado. Se realizaran 5 placas en el mismo dia con la
misma metodologia con la finalidad de tener un total de 10 lecturas, se incuban durante 24
horas a 37°C.
Transcurridas las 24 horas se realizan las lecturas de milimetros de halo de inhibicién por

pozo y por placa.

- Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibiciéon
Se obtienen medias y desviaciones estdndar del didmetro de halo de inhibicién de cada una
de las diluciones. A partir de los cuales y con ayuda de los programas Microcal Origin' y

2 . L 1 R .
Excel®, se obtienen las gréficas de milimetros de halo de inhibicién vs concentracion.

! Microcal Origin versién 4.0 Scientific and Technical Graphics in Windows. Microcal Software Inc.
? Microsoft Excel. 1985-97
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- Procesamiento de los sueros
Se prepararon las placas con la misma concentracion de bacteria del mismo modo que se
prepararon las placas para obtener en estandar mediante las pruebas de Bennet et al , se
realizaron los pozos de la misma manera que los anteriores y en la misma placa se
sembraron los tiempos de muestreo de los tiempos de muestreo de los grupos de animales,
colocando 100 pL de suero, se incubaron durante 24 horas y se realizaron las lecturas de los
milimetros de halos de inhibicion, repitiendo este procedimiento para cada uno de los

tiempos de cada uno de los grupos.

- Analisis y procesamiento de los resultados
De los resultados obtenidos por grupo y por tiempo de sangrado se extrapolaron en la
grafica de concentracion contra halos de inhibicién obteniendo asi los pg/mL de cada una
de las muestras de suero. Los andlisis farmacocinéticos se procesaron por medio de los
programas Microcal origin version originPro 8 Software, con el cual se realizé la regresion
lineal 'y Micromath PKAnalist Scientific Software en el que se obtuvo el modelo
farmacocinético, los pardmetros farmacocinéticos que se compararan estadisticamente son
aquellos que reflejaron directamente la potencia clinica y significancia de las formulaciones
de liberacion prolongada (florfenicol-chitosan, florfenicol-BCP) se estimé el area bajo la
curva (AUCs), vida media terminal por regresion lineal, volumen aparente de distribucion,
pico de concentracion sérica del farmaco, valor de vida media de eliminacidn,
biodisponibilidad a partir de AUC y concentracion sanguinea definida de mantenimiento,
asi como el andlisis estadistico para los productos que se utilizaron. A los datos obtenidos
por grupo y tiempo de sangrado se realizo diferencias entre medias y andlisis de varianza,
con los cuales se realizaron las graficas de concentraciéon contra tiempo a partir de las

cuales se obtuvieron las farmacocinéticas de cada uno de los grupos.
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Figura 8.- Regresion linear + 1DE para el estdndar de florfenicol.

6 Resultados.

6.1 Fase I de la investigacion

Se realizaron muiltiples ensayos con los polimeros: chitosan, B-ciclodextrina, carbopol 971
y poloxdmero 407.

Con las limitaciones de elaboracion de prototipos ya sefialados se evaluaron 7
preparados para determinar su tasa de liberacion-absorcion del donador al sitio
receptor. En la figura 9 se presentan los resultados de esta fase, utilizando el método de

la camara de Franz como membrana.
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Dado que se buscé preparados con una liberacion lo mds constante posibles pero sin
retardarla tanto que las concentraciones terapéuticamente deficientes, se eligieron los

preparados 3, 4 y 6, se les realizaron pruebas adicionales en una siguiente fase.
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Figura 9.- Resultado de los preparados por el método de la cimara de Franz.

6.2 Resultados. Fase II de Laboratorio. Preparados probados en ratas Winstar

En la figura 10 se presentan las farmacocinéticas de 3 prototipos (3,4 y 6 y del preparado
referente) logradas tras su aplicacion subcutdnea a dosis de 20 mg/kg (6mg/rata en un
volumen de 0.02 ml). En el cuadro 9 se presentan los resultados obtenidos mediante andlisis

compartimental por PKAnalist (Micromath Sci, USA, 1995) usando el modelo 5 cuya

férmula general es:

-B1-time

Concentracién (tiempo) = Ae + AeBtime _ p gB3time p g BAtime
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Figura 10.- Resultado de los mejores preparados probados en ratas Winstar.

Cuadro 9.- Promedio + DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de referencia y
de larga accién de florfenicol posterior a su administracidn subcutdnea a dosis de 20 mg/kg en
ratas (6 mg/rata, en un volumen de aproximado 0.02 ml).

Variable Preparado 3 Preparado 4 Preparado 6 Referencia

Cmax 7.45+0.23 9.56 +0.47 1.62 +£0.37 7.51 £0.31

T max 5.56 £0.12 5.84 +£0.24 8.18 +0.57 6.35+0.47

AUC 558.06 £ 15.5 487.78 £ 13.56 149.1 +£10.36 284.5 £9.65
AUMC 33113.98 + 198.65 25577.7 £205.63 10353.5 £ 103.56 10647.36 + 198.63

MRT 59.33 +1.58 52.43 +1.56 69.43 +2.65 3742 +1.21

KY24g: Constante de eliminacion, Tyax Tiempo méximo en que ocurre el pico de concentracion, Cyax: Concentracién maxima, AUC: Area bajo la curva,
AUMC: Area bajo la curva en un momento dado, MRT: Vida media de residencia, AUC, Area bajo la curva calculada por medio trapezoidal.

Dado los resultados obtenidos se realizaron pruebas adicionales para los preparados 3 y 4,
incluyendo al referente.
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11.- Promedio + DE de las concentraciones/actividades séricas de florfenicol via subcutdnea en
ratas de tres preparadas de florfenicol (Nuflor® de Schering Plough de México y florfenicol-L-A-
chitosan y florfenicol-L-A-BCP a dosis de 20 mg/kg. Se destacan las concentraciones terapéuticas
destacadas en los casos del preparado 3 y 4. En el cuadro 13 se presentan los datos farmacocinéticos
correspondientes.

Cuadro 10.- Promedio + DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de referencia y de
larga accion de florfenicol posterior a su administracién subcutdnea a dosis de 20 mg/kg en ratas

Calculated Variable(s): | Referencia Experimental 3 Experimental 4
KVapg 0.729 +.03" 1.52+.05° 6.26+2°
Thiax 1.05+.7° 2.19+.9° 9.03+"
Cuiax (ug/ml) 20.82+5° 11420+ 15° 41.13+8*
AUC: (ug/ml/h) 85.37+2.5" 682.49 £229° 1010.02 +87.6
AUMC: 179.82 £8.6*| 3000.71 +24.98°| 18248.55+112.30°¢
MRT (h) 2.10+.09 ° 439+ .2° 18.06 +3°
AUC, 219.87 £12.2° 1818.19 +96.5° 1332.67 £102°

KY24g: Constante de eliminacion, Tyax Tiempo méximo en que ocurre el pico de concentracion, Cyax: Concentracién maxima, AUC: Area bajo la curva,
AUMC: Area bajo la curva en un momento dado, MRT: Vida media de residencia, AUC, Area bajo la curva calculada por medio trapezoidal

Dados los resultados obtenidos y considerando que las variables PK/PD dominantes para
florfenicol son el tiempo en el que esté sea o rebase mas alld del nivel de CMI y la relacion
de AUC/CMI, se eligi6 el prototipo 4, con el que se obtuvieron valores de AUC/CMI de

1083 % mayor al valor del referente del logrado con el Nuflor®.
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En la figura 11 se presentan los perfiles séricos de florfenicol con chitosan vs tiempo y en el
cuadro 10 los valores farmacocinéticos.
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—o— Referencia

Bk

Concentracién (ug/ml)

S T —
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Figura 12.- Promedio + DE de las concentraciones/actividad séricas de florfenicol-chitosan via
subcutdnea en cabras de dos preparadas de florfenicol (Nuflor® de Schering Plough de México y
florfenicol-LA a dosis de 20 mg/kg. Se sefialan los valores de CMI para bacterias sensibles y
medianamente sensibles.

Cuadro 11.- Promedio + DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de referencia y de
larga accion de florfenicol posterior a su administracion subcutdnea a dosis de 20 mg/kg en cabras.

Variable(s): Experimental Referencia
KV 1.47+£0.2° 1.56 + 3%
Tymax 215+ 3% 225+ 27
Cmax (ug/ml) 8.86+.2° 1.13+£.7°
AUC: (ug/ml/h) 5098 £13° 6.95+2°"
AUMC: 215.62+120° 3141+10°
MRT (h) 422427 451+£2°
AUC, 9545+£50* 23.03 £15°

KV25g. Constante de eliminacién, Tyax Tiempo maximo en que ocurre el pico de concentracion, Cyax. Concentracién
méaxima, AUC: Area bajo la curva, AUMC: Area bajo la curva en un momento dado, MRT: Vida media de residencia,
AUC, Area bajo la curva calculada por medio trapezoidal.
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Figura 13.- Promedio + DE de las concentraciones/actividad séricas de florfenicol via subcutdnea en
cabras de los preparados de florfenicol 3, 4 y el de referencia aplicados a dosis de 20 mg/kg.

Cuadro 12.- Promedio + DE de las variables farmacocinéticas de los preparados de referencia y de
larga accion de florfenicol posterior a su administracion subcutdnea a dosis de 20 mg/kg en cabras.

Variable(s): Referencia Preparado 3 |Preparado 4
KY2pg 15.84 +.005 | 16.20+.003 © 1635+ .4°
Thmax 0.96+.003*| 0.28+.001° 411+.9°
Cmax (ug/ml) 428+1° 1210 £2° 376+ .5°
AUC: (ug/ml/h) 11.19+2° 9.54+0.4° 42,19 +4°
AUMC: 21.54+3" 553+02°] 347.57+11°
MRT (h) 16.05+.08%| 17.14 +.002 ° 1645+ .9°
AUC, 27.25+5* 39.43+£10°] 104.68 £25°
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KY24g: Constante de eliminacion, Tyax Tiempo méximo en que ocurre el pico de concentracion, Cyax: Concentracién maxima, AUC: Area bajo la curva,

AUMC: Area bajo la curva en un momento dado, MRT: Vida media de residencia, AUC, Area bajo la curva calculada por medio trapezoidal.

Se presentan 3 niveles de sensibilidad de los patégenos mds comunes de enfermedades

respiratorias en cabras, Pasteurella multocida, M. haemolytica 'y Staphylococcus aureus, con




base en la literatura dado que no existen puntos de quiebra (breakpoint) establecidos en
ninguna agencia regulatoria o institucion de investigacidon para estos patogenos (Papich,
2007). Los valores propuestos son: 0.25 pg/ml para las bacterias sensibles (S); 0.5 pg/ml
para las medianamente sensibles (MS) y 2 pg/ml para las resistentes (R). Con estos
antecedentes se establecen los siguientes intervalos de dosificacion para el mejor prototipo
120 horas y 48 horas para el florfenicol referente, considerando que T>= CMI durante el
75% todo el intervalo de dosificacion y calculando cual seria el valor de AUC/CMI en cada

Caso.

6.5 Resultados Histopatolégicos de muestras obtenidas de ratas que fueron tratadas

via SC con el prototipo 4

De acuerdo con los resultados obtenidos de los estudios histopatologicos del prototipo 4 se
da una descripciéon macroscopica y microscopica de los detalles de las muestras de piel
verificado por el departamento de Patologia de la UNAM. Se muestran en el cuadro 13.
Descripcion Macroscépica

Se reciben 15 fragmentos de piel ratas ejes oscilan entre 1.4 cm hasta 5 cm, y 0.2 cm hasta
1 cm. No se observan cambios macroscopicos significativos.

Se reciben 15 fragmentos de musculo esquelético cuyos ejes mayores oscilan entre 1.5
hasta 3.5 cm y sus ejes menores entre 0.2 cm hasta 1.3 cm. Algunos fragmentos presentan

areas pdlidas en la superficie de corte.

Descripcion Microscopica.

Los fragmentos de piel presentan grados variables de infiltrado inflamatorio, el cual estd
compuesto principalmente por neutréfilos, histiocitos y en menor cantidad linfocitos.
Asimismo, en algunas muestras hay dreas de edema, depdsitos de mineral, cimulos de
fibrina y dreas de necrosis.

Los fragmentos de misculo presentan cantidades variables de infiltrado inflamatorio

compuesto por neutréfilos, piocitos, histiocitos y en menor cantidad linfocitos. Asimismo,
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en algunos especimenes se observan depdsitos de fibrina, degeneracion de miofibrillas,

necrosis de miofibrillas, areas de hemorragia y edema en el espacio intersticial.

Cuadro 13.- Resultados del estudio Histopatoldgicas de porciones de piel de ratas tratadas con
florfenicol pionero y los 2 preparados L-A con mejores resultados.

Rata Inflamacién Fibrina Mineralizacién Edema Necrosis
1, grupo 1 - - - + DS -
2, grupo 1 ++ LO, HO (SC) - ++ SC - ++ SC
3, grupo 1 - - - ++ SC -
4, grupo 1 - - - + SC -
5, grupo 1 + LO, HO (DS) - - - -
1, grupo 2 - - - + DS -
2, grupo 2 ++ NO, PO (SC) - + SC - -
3, grupo 2 ++ NO, PO (DP y SC) + SC + SC - -
4, grupo 2 ++ NO, PO (SC) - - - -
5, grupo 2 ++ NO, PO (SC) ++ SC - - -
1, grupo 3 + LO (DP), MC (PV) - ++ DP, SC - -
2, grupo 3 - - - - -
3, grupo 3 + HO (SC) - - - + SC
4, grupo 3 + HO (M) - - - -
5, grupo 3 + HO (SC) - - - -

Grados de lesién: + leve; ++ moderado; +++ grave.

Células inflamatorias: LO linfocitos; HO histiocitos; NO neutrdfilos; PO piocitos; MC mastocitos.
Localizacién: DP dermis profunda; DS dermis superficial; SC tejido subcutdneo: M musculo; PV perivascular.
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7.- Discusion.

En la ultima década se ha generado un importante auge en disefio farmacéuticos partir de
los conceptos de congruencia PK/PD y utilizando moléculas existentes en el mercado. Uno
de los objetivos mds perseguidos es generar nuevas formulaciones que permitan una
liberacion modificada generalmente de larga accidén (LA) mediante la manipulacién de los
vehiculos. Una tecnologia de naturaleza estd guiada por factores como: aumentar y mejorar
actividad terapéutica de farmacos ya existentes, mejorar las variables PK/PD de los
medicamentos, extender la vida de las patentes de las moléculas, evitar resistencias por
subdosificaciones. Y disminucion en el manejo de los animales. Ademds la relaciéon del
costo beneficio que brindan estos preparados que resultan evidentes por el manejo. En la
actualidad se puede afirmar que mas del 40% de los preparados farmacéuticos estdn
disefiados como LA y sus principales usos terapéuticos son el tratamiento de enfermedades
respiratorias, aumentar la eficacia alimenticia y mejorar el crecimiento y producciéon de

132
leche 7.

En cuanto a los productos encontrados en el mercado con principio activo de florfenicol es
importante resaltar que el pionero recomienda un intervalo de dosificacion de 48 horas, y
otros genéricos se recomiendan cada 72 horas, aunque no se han publicado los datos que

sustenten tal indicacion.

Los resultados obtenidos con el prototipo 4 elaborado a base de B-ciclodextrina, carbopol y
poloxamero y puede considerarse de larga accidn para el florfenicol en ratas mostré una
mejor farmacocinética del florfenicol de referencia. Por ejemplo para el preparado
florfenicol-LA (chitosan), se logré una Cp,y de 114.20 + 15 pg/ml y un Tk de 2.19 £ 0.9
h. Ademds, las concentraciones séricas permanecieron arriba de 0.1 pg/ml por 120 h y una
MRT de 4.39 £ 0.2 h y para el preparado florfenicol-LA (BCP), se logr6 una Cyax de 41.13
+ 8 ug/ml y un Tnax de 9.03 h. Ademas, las concentraciones séricas permanecieron arriba
de 0.1 pg/ml por 120 h y una MRT de 18.06 + 3 h, dichos resultados a pesar de que no son
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comparables, si es de interés mencionar que este valor supera a los encontrados en previos
estudios en otras especies, como becerros y en cabras. Asi mismo, ninguno de los antes
mencionados estudios reportados supera una tY23 mds larga que la alcanzada con

Florfenicol-LA (2.7 h).

Con el propésito de definir la efectividad terapéutica del Florfenicol en base a su PK/PD
tiempo-dependiente, concentraciones ligeramente superiores a la CMI de 2 a 4 veces
durante al menos el 60% del intervalo de dosificacion), se midi6 el tiempo a lo largo del
cual la concentracion sérica de florfenicol fueron mantenidas , segtin las CMI reportadas en
rumiantes fueron categorizadas como S = para las bacterias susceptibles, cuando las CMIs
se encuentran < 0.06 ug/mL, MR = para bacterias medianamente resistentes, cuando las
CMLIs se encontraron arriba de 1.0 pg/mL y R = para bacterias resistentes, cuando las CMIs
se encuentran > 2 ug/mL. El preparado Florfenicol-LA (chitosan), alcanz6 una Cy,x de 4.28
+ 1 pg/mL y un T de 0.96 + 0.003 h en las cabras, después las concentraciones séricas
decrecieron lentamente, pero siempre excediendo el limite menor fijado de 0.5 pg/mL hasta
completar 120 horas con un MRT de 1.92 + 0.08 h. El preparado Florfenicol-LA (BCP),
alcanz6 una Cp,x de 3.76 £ 0.5 pg/mL y un T de 4.11 £ 0.9 h en las cabras, después las
concentraciones séricas decrecieron lentamente, pero siempre excediendo el limite menor

fijado de 0.5 pg/mL hasta completar 120 horas con un MRT de 8.23 + 0.9 h. (ver figura 15)
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Figura 14. Niveles Terapéuticos de los preparados de florfenicol chitosan y B-ciclodextrina,

Carbopol y Poloxdamero.

Si se comparan estos resultados con otros ensayos realizados en cabras, se puede afirmar

que los 2 preparados de Florfenicol-LA lograron concentraciones por encima de estos
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valores, y que provee niveles terapéuticos adecuados y se piensa, que es en parte debido a
un incremento en la absorcién causada por la B-ciclodextrina y chitosan, ya que se ha
reportado que en cabras tratadas con 20 mg/kg unica dosis por via intramuscular Cpax de
1.21 £ 0.10 y una Tiax 1.13 £ 0.13 ( Ali 2003) en otro estudio Cpax 0.859 + 0.025 y Trmax
1.220 + 0.045 (Atef, 2001) ambos estudios realizados en animales sanos. Como se muestra
en la figura 14.

Cabe hacer mencion de los valores de Cax ¥ Tmax Obtenidos en otras especies como: perros
a dosis de 20 mg/kg via oral fueron Cpax 6.18 = 1.07 y Tiax de 0.94 £ 0.43 (Byung-kwon
park, 2008), en conejos via oral e intramuscular respectivamente a una dosis de 30 mg/kg;
Cmax 15.14 £4.47, Trnaxde 0.50 £ 0.0 y Ciax 21.65 £2.57, Tmax de 0.50 = 0.0 (Abd El-Aty,
2004), en otro trabajo en conejos a una dosis de 20 mg/kg via oral obtuvieron una Cp,x 7.96
+2.75 y Tmaxde 0.90 + 0.38 (Park); en patos a dosis de 30 mg/kg via IM, sanos la Cpax 2.99
+ 0.023 y Trmax de 68.76 £ 0.613 y en patos de desecho Cpax 1.32 £ 0.066 y Thax de 68.4 +
1.92 (El-Banna); En pollos a dosis de 15 y 20 mg/kg via IM respectivamente Cpax 3.50 +
1.13, Tmaxde 37 £ 0.22 y Cax 6.79 + 1.38 y Tnax de 44 £+ 20 y via oral Cpax 4.36 = 1.66,
Tmaxde 55 £ 26 y Cax 5.82 + 2.43 y Thax de 81 + 26 (Shen); En pollo infectados con E.coli
a dosis de 30 mg/kg IM Cpax 8.85 £ 1.20, Thaxde 46 = 31 y via oral Ciax 7.90 £ 3.00 y Tinax
de 66 + 0.26 (Jianzohong Shen, 2002); En ganado bovino a dosis de 20 mg/kg via IM los
valores encontrados fueron: Cpax 3.07 y Timax de 200 (min) ( Lobell); en otro estudio Cpax
2.3 y Thmax de 180 (min) (Soback) y en cerdos especie en la que mds se ha estudiado la
farmacocinética de florfenicol: Por via IM y oral a dosis de 15 mg/kg respectivamente Cpax
7.3, Tmaxde 2.3 y Cpax 14.8 'y Tiax de 3.0 (Voorspoels, 1999), en cerdos sanos e infectados
con actinobacillus pleuropneumoniae vias IM y VO respectivamente; Cpax 3.20 = 0.61,
Tmaxde 0.91 £0.32; Crax4.00 £ 0.76, Traxde 0.78 £ 0.27 y Crnax 10.87 £ 2.71, Tinaxde 1.35
+0.71; Cmax 8.11 £2.72, Tinaxde 1.92 £ 0.54 (Liu  2003).

La vida media de eliminacién obtenida en cabras, fue de 0.66 + 0.005 horas para
Florfenicol-LA (chitosan); y de 2.85 h + 0.4 para la Florfenicol-LA (BCP) y de 1.47 + 0.2
para Florfenicol de referenia. Las diferencias entre estas medias fueron estadisticamente
significativas en todas las comparaciones (P < 0.001). Los valores obtenidos con
Florfenicol-LA superan en mucho a los encontrados para Florfenicol por Ali (2003) y M.
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Atef (2001) (Typ de 127.4 = 11.0 min y 132.84 + 3.68 min) después de la administracion
intramuscular en cabras. También fue superior a los obtenidos con la administraciéon IV de

florfenicol en caprinos (7,3 de 71.1 + 8.9 min).

Se ha reportado que las desventajas de los preparados LA-LS son: presencia de residuos
titulares, reacciones adversas en tejidos, inyectabilidad del producto, su retencion en el sitio
de aplicacion y estabilidad del producto.

Se observo una respuesta inflamatoria ligera en el sitio de inyeccidn con los preparados de
Florfenicol-LA (chitosan y BCP). Los animales no mostraron ningin signo de dolor o
malestar con ellos.

En el examen histopatolégico del sitio de inyeccion a las 120 h para el grupo medicado con
Florfenicol-LA (chitosan y BCP) comparando con del grupo tratado con el preparado de
referencia. Cabe resaltar que el grupo que presento menor nimero de lesiones al examen
histopatolégico fue el del preparado 3 elaborado por la combinacién de polimeros como: -
Ciclodextrina, Carbopol y Poloxamero aunado a una liberacién prolongada mayor a

comparacion preparado de referencia y chitosan.
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8.- Conclusiones.

Con el preparado matricial inyectable Florfenicol-LA realizado a base de la combinacion de
Florfenicol + Chitosan y Florfenicol + B-Ciclodextrina + Carbopol 971+ Poloxdmero 407
se obtuvieron 2 preparados que no son irritantes a la administracion, ademds de mantener
una liberacion lenta del activo. De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion
farmacocinética y con base a la eficacia clinica reportada para el florfenicol de acuerdo a su
relacion PK/PD se puede concluir que se cuenta con dos productos novedoso de
Florfenicol-LA (chitosan y BCP) para uso parenteral en cabras y cuyo intervalo de
dosificacion es de 5 dias (120 h). Sin embargo, para tener un control 6ptimo de los
preparados obtenidos falta realizar pruebas mds especificas de toxicidad en las especies a

las que va dirigido (rumiantes) y evaluacion de residuos de los preparados.
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