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DISENO Y EVALUACION DE PREPARADOS ALTERNOS DE ENROFLOXACINA PARA OPTIMIZAR
LA RELACION FARMACOCINETICA/FARMACODINAMICA EN PERROS.

1.0 Introduccioén

Es evidente que en la terapia antibacteriana es de suma importancia el conocimiento del
patdgeno implicado y el sitio de infeccién. Con estos elementos se facilita la decisidn terapéutica
y se puede actuar a fin de prevenir reinfecciones. Un tercer factor a considerar es la correcta
elecciéon del antibacteriano. Esta debe contemplar aspectos tales como su farmacocinética,
toxicidad, intervalo de dosificacién y obediencia potencial del duefio a seguir las instrucciones
del médico. Adicionalmente se habra de ponderar la posible resistencia bacteriana y el impacto
de su uso en la salud publica. Asi para hacer uso racional de antibacterianos, resulta esencial
ponderar lo anterior e integrarlo con la relacién farmacocinética-farmacodinamia (PK/PD) del
principio activo. Con base en los valores de PK/PD se han dividido a los antibacterianos en: 1)
dependientes de la estancia o tiempo dependientes (t-d), y 2) los dependientes de la
concentracion (c-d)!. En otras palabras, para lograr una eficacia clinica optima con los
antibacterianos t-d se requiere lograr concentraciones plasmaticas del medicamento
equivalentes o ligeramente superiores a la concentracién minima inhibitoria (CMI), durante todo
el intervalo de dosificacion o el mayor tiempo posible. En contraste, los antimicrobianos c-d
alcanzan su maxima eficacia clinica cuando las concentraciones pico 0 Cnax SONn las mas
elevadas posible. Por ejemplo, para aminoglucosidos en el plasma el valor de Crmax debe ser por
lo menos 8 a 10 veces superior al valor de la CMI y de 10 a 12 veces para la enrofloxacina
(Cmax > 10-12 CMI)*. En el caso de las fluoroquinolonas, adicionalmente se ha asignado que la
relacion del area bajo la curva (AUC) de la concentracion sérica vs tiempo, dividida entre la CMI

del patégeno en cuestién, debe resultar en un factor superior o igual a 125 (AUC/CMI 2125) 2,
1.1 Fluoroquinolonas

En 1960, Leshner, puso a la disposicion de la comunidad médica la primera quinolona
antibacteriana, el acido nalidixico, medicamento que pronto encontré un lugar en la terapéutica
de las vias urinarias.? Sin embargo, con el tiempo se encontr6 que generaba rapidamente
resistencias bacterianas, lo que limitd su uso en medicina humana y en veterinaria, Es posible

que dicha resistencia haya sido confundida, al menos en parte, con el paradojico comportamiento



gue muestra, pues a dosis terapéuticas tiene efecto bactericida mientras que a dosis mayores

pierde casi toda accion antibacteriana?.

En 1981 se empez6 a trabajar con las quinolonas de segunda generacién, que contenian un
atomo de fluor en la posicion 6 del anillo quinolénico y que tienen farmacocinética de mayor
distribucion y tienen vida media de eliminacion mas prolongada, Adicionalmente, tienen un mayor

espectro de accién 2.

Las quinolonas tienen como ndcleo comun la estructura 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina (véase
figura 1). El nitrogeno en posicion 1y el grupo carboxilado en posicion 3 son indispensables para
la actividad antibacteriana. Como se dijo, las fluoroquinolonas poseen un atomo de fltor en
posicién 6 y un anillo piperacina (norfloxacino, ciprofloxacino, enoxacino) o metilpiperacina
(ofloxacino, pefloxacino, amifloxacino) en posicion 7 o etil piperacina, como la enrofloxacina. Se
diferencian entre si por el radical en la posicion N-1 del nacleo principal y por el radical unido al

grupo piperacina o piperacinilo (véase figura 2)3.
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Figura 1 Nucleo comun de las quinolonas
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Figura 2 formula estructural de la ciprofloxacina y de la enrofloxacina

El inicio de la utilizacién de las quinolonas en medicina veterinaria data de la década de los 60°s
con la aparicion del acido nalidixico, el cual fue utilizado primero en becerros y posteriormente
en aves. Hasta mediados de la década de los 70°s se introduce a la medicina veterinaria la primer
fluorogquinolona, la flumequina. Aungue la flumequina fue un antimicrobiano muy utilizado en la
industria avicola, el medicamento que revoluciond la terapéutica de enfermedades bacterianas

en esta especie fue y aun es la enrofloxacina. 4

La enrofloxacina es uno de los antimicrobianos mas potentes con los que cuenta el especialista
en pequefias especies, por lo que se les ha incluido en una gran variedad de esquemas
terapéuticos debido a la sensibilidad que existe entre microorganismos (véase cuadro 1y 2 y

figura 3) 43

Cuadro 1. Sensibilidad a Enrofloxacina de los diferentes tipos de bacterias %

Tipo de Bacteria CMI (mg/ml) Sensibilidad
Gram negativo <05 Muy sensibles
Gram positivo <2 Medianamente sensibles

Anaerobios obligados >4 Resistentes




Cuadro 2. CMI 50 y CMI 90 de los microorganismos sensibles a Enrofloxacina %

Microorganismo

CMI 50 (ug/ml)

CMI 90 (ug/ml)

Staphilococcus intermedius 0.25 1
Streptococcus spp 0.5 2
Salmonella spp 0.06 0.25
Pseudomona aeruginosa 0.5 1
Proteus mirabilis 0.125 0.5
Pasteurella multocida 0.125 0.5
Klebsiella spp 0.06 0.5
Escherichia coli 0.125 0.5
Enterococcus fecalis 0.5 2
Ehrilicha canis s/d 2
Chlamydia psittaci s/d 1
Bordetella bronchiseptica 0.125 0.5
Brucella canis 0.06 0.25
Anaerobios obligados 1 16
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Figura 3. Curva de concentracion V.S. tiempo de AUC/CMI

Asi a partir de la década de los 80°s se hace evidente el incremento en el uso de este agente
antibacteriano. Las razones de su popularidad son su elevada potencia antibacteriana, quiza 50
0 100 veces superior a la flumequina, que destruye las bacterias en cuestion de minutos y sus

concentraciones 6ptimas bactericidas in vitro son tan solo 2-3 veces el valor de la concentracion
minima inhibitoria.?



La enrofloxacina puede encontrarse en 4 formas: 1- catién acido; 2- neutro no ionizado; 3-
zwitterion intermedio y 4- i6n basico, todos ellos dependiendo del pH al que se encuentren (figura
2). A pH’s bajos tanto el grupo piperazinilo o como el carboxilico se encuentran protonados y a
pH’s altos ninguno de ellos se encuentra protonado. En solucion, las especies catiénicas y
anionicas se acercan a la concentracion total de enrofloxacina en pH’s altos o bajos,
respectivamente, y las especies neutras logran su maxima concentracion en pH’s isoeléctricos,
y la mayor fraccién de disociacion corresponde al &cido carboxilico, después el amino y la menor
proporcion por las especies neutras. La maxima solubilidad para la enrofloxacina se logra a un
pH de 5.02 y el mayor porcentaje de transferencia de fase acuosa a fase organica se encuentra
a un pH de 7.00, entonces cuando el pH del medio esta cercano a la neutralidad se favorece el
ingreso de enrofloxacina a las bacterias en forma de zwitterion a través de canales de porinas
hidrofilicas, mientras que al encontrarse en pH’s acidos se encuentra en forma ionizada y no
puede entrar a la bacteria por difusién ni por los canales de porinas. En la figura 4 se plantea

esquematicamente esta relacion 2.
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Figura 4 Distribucién de las 4 formas en las cuales se puede encontrar la enrofloxacina en
funcion del pH.

En el cuadro 3 se presentan los valores de pK asociados con las microconstantes,

macroconstantes y las fracciones de enrofloxacina asociada en un pH isoeléctrico.



Microconstantes,
macroconstantes y
fracciones de pK
enrofloxacina
pK1 5.94
pK2 8.70
pl = (pK1 + pK2)/2 7.32
pKCN 7.11
pKcz 5.97
pKna 7.52
pKza 8.67
[C] 0.0385
[A] 0.0385
[N] 0.9231
[N] 0.0620
[Z] 0.8611
[Z] ] [Z] 13.86

Cuadro 3 valores de pk asociados a microconstantes y macroconstantes y las fracciones de
enrofloxacina asociadas con un ph isoelecrico.

En general, las quinolonas y en especial las fluoroquinolonas denominadas de tercera generacion
se inactivan poco en presencia de suero y otros fluidos organicos, actian independientemente
del tamafio del in6culo y pueden ejercer efecto antibacteriano a nivel intracelular 2. Las
fluoroquinolonas penetran y alcanzan concentraciones intracelulares muy elevadas tanto en las

células fagociticas como en las no fagociticas. 2

Al igual que las demas fluoroquinolonas, la enrofloxacina actia directamente sobre enzimas
implicadas en la replicacién del ADN (topoisomerasa IV y ADN girasa o topoisomerasa ) que
evitan que se reproduzca la bacteria y genera un bloqueo metabdlico. Ademas, se forma un
complejo que provoca una ruptura irreparable en el ADN de lo cual se deriva su gran poder
bactericida. A diferencia de las quinolonas no fluoradas actta tanto en la subunidad A como en
la B de la topoisomerasa Il. Esta caracteristica le confiere una actividad a la cual las bacterias

tienen menos mecanismos de resistencia 2.

1.1.1 Farmacocinética de la enrofloxacina en perros

La enrofloxacina tiene una biodisponibilidad cercana al 80% por via oral y una buena penetracion

a tejidos. Los estudios farmacocinéticos con la dosis de 5 mg/kg/dia han demostrado que las



concentraciones de enrofloxacina en el suero y en los tejidos se encuentran arriba de los CMI
de la mayoria de los microorganismos Gram negativos, y Gram positivos, validando asi su

eficacia 3.

La enrofloxacina es parcialmente metabolizada en el higado en otros metabolitos entre los que
destaca la ciprofloxacina, fluoroquinolona utilizada ampliamente en humanos. La excrecion renal
es la mayor ruta de eliminacion de la enrofloxacina y sus metabolitos, tanto por filtracion como
por excrecion tubular. Algunos de su metabolitos inactivos o con baja actividad son: 1) congéneres
de enrofloxacina 3-, 6-, y 8-hidroxilato, los cuales poseen una nula o muy baja actividad
antibacteriana; (II) congéneres 5, 6- (6 6, 8-), 5, 8-, y 7, 8 - dihidroxilato, los cuales sufren una
transformacion autoxidativa; (lll) compuestos tipo-isatin, asi como los derivados del acido
antranilico, que tiene directamente una hendidura del anillo heterociclico de la enrofloxacina; y
(IV) 1-etilpiperazin, el congénere amino-7, y desetilen-enrofloxacina, que representan tanto la
molécula de degradacion como de eliminacién del segmento piperazinilo °. (Véase figura 4) No
obstante, una parte de los metabolitos es la ciprofloxacina °, En los bovinos se ha postulado que

la accion conjunta de enrofloxacina mas ciprofloxacina llegan a ser sinérgicos in vivo’

La evaluacion de la farmacocinética de enrofloxacina, después de inyeccion intravenosa de 10
mg/kg se ajusta idealmente a un modelo de dos compartimientos, en el que primero se distribuye
en organos muy perfundidos y sangre (fase de distribucion rapida) y posteriormente se distribuye
a tejidos de menor perfusion. Sus volimenes aparentes de distribucion son elevados. Por
ejemplo el volumen aparente de distribucidén al estado estable (Vdss)= 2.43 I/kg y (Vdauc)= el
volumen aparente de distribucion area bajo la curva de concentracion plasmatica, 2.7 I/kg, indican
una eficiente distribucién de enrofloxacina fuera del plasma. La vida media de eliminacion (T%2f3)
observada en perros fluctia entre 4.05 h y 10 horas °, lo que garantiza concentraciones tisulares
importantes, al menos por 24 horas. El porcentaje de transferencia de enrofloxacina del
compartimento central al periférico ocurre, aparentemente, de manera tan rapida como en

direccion inversa (Ki2=K>1), lo que confirma su elevada capacidad de difusién y liposolubilidad °.

Este 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-Z0O0. 1999. Se
utilizaron un total de 21 perros divididos aleatoriamente en 3 grupos; 7 perros para cada grupo.

Los perros que se utilizaron en el estudio son de propietarios que acudieron a clinicas particulares



de la zona de Xochimilco durante el transcurso de un afio (2013) (se les mostrd una carta con
los procedimientos a realizar en sus mascotas) y se les mencioné que serian alojados en sus
casas como habitualmente lo hacian. Se les practicé un examen clinico completo y se les tomod
una muestra de sangre para realizar un hemograma Yy perfil bioquimico completo para descartar
un proceso infeccioso o alguna diferencia de los valores basales por insuficiencia hepatica o
renal. Se excluy6 a cualquier animal enfermo clinica o subclinicamente. A todos los perros se
les desparasitd con prazicuantel, pirantel y febantel (Drontal Bayer®) y permanecieron en sus
casas, fueron alimentados con (Hills Science Diet) y sus cuidados en su higiene y bienestar
estuvieron apegados a los lineamientos y especificaciones para el cuidado y uso de animales de
laboratorio de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.7°

1.3 Liberacion modificada en formas farmacéuticas.

Las formas farmacéuticas de liberacion modificada de farmacos (FFLM) son aquellas que no
liberan sus componentes activos de manera inmediata, también son llamadas de liberacion
controlada o sostenida. Ademas se les considera como capaces de lograr pautas posolégicas
adecuadas al mejorar el perfil farmacocinético y a menudo reduciendo los efectos adversos;
Estas son presentaciones en las que la liberacion de la sustancia o sustancias activas es
diferente a la de la forma farmacéutica de liberacidon convencional, administrada por la misma

via.

Existen diferentes métodos para conferirle propiedades de sistema de liberacién sostenida a un
preparado. Por ejemplo, los métodos fisioldégicos que consisten en incorporar sustancias que
regulen la absorcion o eliminacién, tal es el caso de afadir epinefrina para inducir

vasoconstriccion y reducir la absorcion de lidocaina y con ello mejorar la anestesia local

Métodos Quimicos: que retrasan la absorciéon transformando el activo en un producto menos

soluble por ejemplo afiadir procaina a la molécula basica de bencilpenicilina

Métodos Tecnoldgicos: que intervienen en la forma farmacéutica, incluyendo excipientes que

disminuyan la velocidad de absorcion o por el contrario que contiene promotores de la absorcion
6.



A las FFLM se les subdivide en:

Sistemas de liberacioén acelerada; por ejemplo: formas orales liofilizadas o formas

farmacéuticas con promotores de la absorcion.

Sistemas de liberacion diferida: sistemas de cubierta entérica gastrorresistente y de liberacion

pulsatil o secuencial.

Sistemas de liberacion prolongada como los comprimidos y parches matriciales.

En el cuadro 3 se presenta una relacion de algunos activos a los que se les ha incluido en

diversas formas farmacéuticas de liberacion modificada.

Cuadro 4. CARACTERISTICAS PRINCIPALES Y EJEMPLOS DE LAS FORMAS
FARMACEUTICAS DE LIBERACION MODIFICADA.

Tipo de CARACTERISTICAS PRINCIPALES EJEMPLO DEL
sistema MEDICAMENTO
FFLM COMERCIALIZADO
Sistemas de | Disolucion rapida del farmaco sin necesidad | Efferalgan Odis® (comprimidos
liberacion de administracion de liquidos. bucodispersables de
acelerada paracetamol).
No se prolonga el efecto terapéutico. Zofran Zydis® (ondansetron)
Enrofloxacina + capsaicina’®
Sistemas de | Retardadas: disefiadas para salvar el pH » Omeprazol 20mg Belmac EFG
liberacion gastrico o para evitar gastrolesividad del (capsulas duras
Diferida farmaco. No prolongan el efecto terapéutico. | gastrorresistentes).
» Moxatag® (amoxicilina
Pulsétil: liberacion secuencial del PULSYS®, sistema
medicamento. pulsatil)s.
Amoxicilina-clavulanato de
potasio.
Sistemas de | Disefiados para prolongar la concentraciéon Adalat Oros®, Adalat retard®
liberacion plasmatica (Cp) del farmaco o para mejorar (nifedipino).
prolongada las caracteristicas farmacocinéticas del * MST Continus® (morfina).
medicamento. * Omnic OCAS® (tamsulosina).
Tilmicosina, Doxiciclina
Sistemas Diseflados para aumentar el periodo de Madopar® Retard (levodopa +
flotantes residencia gastrico. benserazida).

Amoxicilina + calvulanato de
potasio

1.3.1 Polimeros biodegradables como sistemas de liberacién modificada
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Los polimeros biodegradables méas activos y cominmente utilizados en veterinaria son los
poliésteres como el poli (acido lactico) (PLA), el poli (Acido 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,

y con ello la liberacién del principio activo.’

Los polimeros biodegradables liberan al farmaco por 3 mecanismos diferentes. En el caso de los
mondmeros conectados a otros por uniones tipo éster, la degradacion comienza después de la
penetracion de agua hacia el espacio donde se encuentran. El rompimiento de las uniones éster
ocurre por hidrolisis. Dependiendo de la velocidad de degradacion, sera el tiempo de liberacion
del fArmaco, el cual puede ir desde dias 0 semanas, hasta meses. Otro grupo de polimeros mas
nuevos son aquellos elaborados a base de &cido tartarico, que ademas de 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 se han incorporado y desarrollado desde 1970, Se les
divide por generaciones (I, II, 1ll y 1V). Este tipo de polimeros permiten la incorporacion de
diferentes agentes terapéuticos mediante la elaboracién de una mezcla simple evitando el uso
de solventes o temperaturas elevadas, lo cual representa una ventaja frente a otro tipo de

polimeros.”*

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.?

En la actualidad las matrices poliméricas siguen siendo de gran importancia. Se les denomina
comunmente 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, que las reacciones adversas que normalmente se producen, sean
minimas, que se coloquen facilmente y que no requieran remocion manual. Dado el potencial
que tienen estas FFLM en medicina veterinaria, es predecible que en poco se tendran nuevas
matrices que se apliquen facilmente y que se degraden con el tiempo, manteniendo un efecto

terapéutico aceptable a un costo razonable.©
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En el caso de poliésteres biodegradables los cuales estan conformados por monémeros 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 hidrdlisis, lo que inicia la erosién
del polimero. El grado de hidrdlisis 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 liberacién del farmaco. Dependiendo de su
encapsulacion, el tiempo de degradacion tarda de varias semanas hasta varios meses y permite
la liberacion del farmaco durante todo este tiempo. Sin embargo el disefio de preparados
conteniendo farmacos para lograr liberacion sostenida y basados en poliésteres es dificil ya que
los polimeros experimentan homogeneidad al agregar el copolimero y adn el principio activo y
esto cambia la matriz del polimero y modifica la liberacion del farmaco. Como consecuencia no
es trivial predecir su tasa de liberacidon. Los poliésteres arriba mencionados tienen una
caracteristica en comun: la sensibilidad a la hidrélisis a nivel de la columna del poliéster. Esta
caracteristica estimula el desarrollo de una clase de polimeros biodegradables basados en acido
tartarico 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.
Diversos ensayos muestran la conveniencia de utilizar politartratos para controlar la liberacion de
los farmacos. Sin embargo, hasta ahora estos politartratos no han recibido suficiente atencion

comercial 10:11y12,

1.3.1.1 Chitosan como sistema de liberaciéon

Sinénimos: 2-amino-2deoxy-(1,4)-B-D-glucopiranan; quitina deacetilada; deacetilquitina; p-1,4-

poly-D-lucosamina; poly-D-glucosamina; poly-(1,4-B-D-glucopyranosamina. Véase figura 53

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

mucoadhesivo, cubierta de tabletas, agente que incrementa la viscosidad.!?

El chitosan es un polimero parcialmente desacetilado obtenido a partir de desacetilacion 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 polisacarido mas ampliamente distribuido en la

naturaleza, después de la celulosa.?®
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Ademas de ser parte del citoesqueleto de crustaceos e insectos, es parte estructural de algunas
membranas bacterianas y de hongos. Se ha utilizado a Ultimas 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 elaboracion 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 farmacos y vacunas, asi como implantes.?1-23

El chitosan es un polimero lineal de biopoliaminosacarido f (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 Cs formados. Debido a la disponibilidad de los grupos amino libres
de chitosan puede protonarse con facilidad positivamente y debido a las fuerzas electrostaticas
pueden interaccionar con superficies mucosas cargadas negativamente en su superficie o bien

guelar metales iénicos (cobalto). 2+ 25

OH OH OH
o 0 o
/
6] 0 o]
HO HO HO
MH 2 MH 2 MH2
Figura 5.- Estructura quimica del chitosan

Evidentemente es una base débil y es insoluble en agua y disolventes organicos, pero soluble
en soluciones acidas y ligeramente soluble en soluciones alcalinas?®. Su formacion 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 gelacién del chitosan
permite un amplio rango de aplicaciones como la de recubrir productos farmacéuticos y
alimentos.?’-2° Entre otras aplicaciones farmacéuticas en que se ha utilizado destacan su uso
como vehiculo para la comprension directa de las formas farmacéuticas solidas, como
desintegrante. El 93% de los farmacos cargados en chitosan presentan un perfil de liberacion

cercano al orden-cero.28-30

13



Se conoce desde 1859, pero en los ultimos 20 afios se ha investigado sobre este polimero como
un sistema de liberacion.'* 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
liberaciobn de farmacos y macromoléculas. Se ha demostrado que mejora la disolucion de
farmacos poco solubles en agua; tiene propiedades bioadhesivas, se le considera biocompatible,
biodegradable y carece de efectos alergénicos (DL so 16 g/kg administrado por via oral en

ratones) y ademas posee alta densidad de carga de principios activos.1519

Las microesferas o nanoesferas de chitosan permite la liberaciébn 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. 2°

El uso de chitosan en preparacion inyectable ha recibido reciente atencién. Los transportadores
poliméricos biodegradables ofrecen una ventaja como vehiculos de farmacos para la liberacion
prolongada de componentes de bajo peso molecular hasta farmacos macromoleculares. Jamela
et al. (2000), encontraron al usar toxoide de difteria (DT)- cargado esto demuestra en chitosan,
gue la produccién de anticuerpos se mantuvo constante por 5 meses. El potencial del chitosan
en microesferas como vehiculo de liberacién de farmacos de larga accion. Se ha preparado
prednisolona en perlas de gel de chitosan, retenida en una solucion acuosa al 10% de
aminodacidos (pH 9.0) administrada via SC en el dorso de ratones, se observo una liberacion
sostenida que permitié una dosis efectiva minima local y una prolongada duracion de la actividad
del farmaco. El chitosan es biodegradado naturalmente por hidrélisis con lisozima. El producto
de degradaciéon es atoxico, no inmunogénico y no carcinogénico. Onishi y Machidal’3!
encontraron en una investigaciéon in vivo la biodegradacién del chitosan soluble en agua en
ratones. Los resultados muestran que aproximadamente el 50% del material fue desacetilado y

no se reportd bioacumulacion de estos productos.t”3!

1.3.1.2 Carbopol
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Sinénimos: acritamero, polimero de acido acrilico, carbopol, carboxi polimetileno, acido

poliacrilico, polimero carboxivinilico, permuten, ultrez.*®

Categoria Funcional: bioadesivo, agente emulsificante, agente que modifica la liberaciéon, agente

suspensor, cubierta de tabletas, agente que incrementa la viscosidad.!?

Los carbomeros o carbopoles son polimeros sintéticos de alto peso molecular entrecruzados,
derivados del &cido acrilico. Su caracteristica mas relevante es su gran capacidad de hidratacion.
Al absorber agua se hinchan facilmente. Su naturaleza hidrofilica y su estructura entrecruzada,
resultan una opcion légica para su uso en sistemas de liberaciéon controlada de farmacos**
adicionalmente, se sabe que generan en la mayoria de los casos, preparados de liberacion de

orden cero.*

El polimero en pH alcalino, sufre ionizacion del grupo del &cido carboxilico, debido a una
repulsion iénica, 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 liberacidén 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 degradacion alguna, aunque solo se usa por via oral, pero no parenteral en
preparados comerciales. 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 mas controlado, lo que permite conocer el porcentaje de polimero
obtenido, la cantidad de mondmero residual y la composicion total del mismo (peso molecular) y

conformacion espacial como se presenta esquematicamente en la figura 6.46

Figura 6.- Estructura de carbopol
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En afos recientes, las resinas carboméricas han tenido gran éxito como matrices para la
liberacién controlada de farmacos administrados por via oral.#” El carbopol es compatible con
gran variedad de ingredientes activos y excipientes, lo que permite disefiar presentaciones con
caracteristicas de liberacion-absorcion especiales.*® 4° Ha sido usado como matriz en
suspensiones, cremas para uso externo o como matriz bioadhesiva para formulaciones bucales,
rectales y nasales. MacLean.* estudio la liberacion de péptido /proteina a partir de un polimero
de hidrogel (carbopol-940) por via SC en ratas y encontré un incremento en la vida media y la
concentracion del principio activo, lkechukwi®! investigé la formulacion de carbopol 971
conteniendo apomorfina, (agonista dopaminérgico para el tratamiento de Parkinson), para evitar
la redosificacion que es de 10-15 veces al dia. Midio la liberacion in vivo después de la
administracién SC e intranasal en conejos y encontrd una liberacion sostenida del farmaco por
encima de 8 hrs en comparacién 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 alin su uso por via parenteral, anqué
no se especifica ningln argumento, las proporciones para el uso de este excipiente estan

expresadas en el cuadro 7

Cuadro 5.- Proporciones de Carbopol para sus diferentes usos.*3

Uso Concentracion %

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

1.3.1.3 Poloxamero

Sinénimos: Lutrol F127, Pluronic, Monolan, Pcloxalkol, Copolimero polietilen-propilenglycol,

Copolimero polioxietilen-polioxipropilen, Supronic, Synperonic.3
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Categoria Funcional: Agente Emulsificante, Solubilizante e Humidificante.'3 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%.

Estos copolimeros han sido utilizados en formulaciones farmacéuticas como matrices-vehiculos
para liberacibn de farmacos debido a su habilidad para agregarse formando micelas,
microemulsiones o fases liquidas cristalinas. Pueden mejorar la solubilidad de principios activos,
reducir su degradacion hidrolitica y pueden lograr una liberacién controlada y mejoran la
biodisponibilidad.>3% Las micelas poseen un centro hidréfobico de 6xido de propileno y una
corona hidrofilica de 6xido de etileno capaces de solubilizar sustancias hidrofoébicas. 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 disminucion en la concentracién critica de micelizacion (ccm) y aumento
de viscosidad. 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 concentracion y la presencia de cosolutos, tales como
surfactantes, electrélitos y sustancias hidrofébicas. Para lograr que el sistema tenga una
temperatura de gelacion entre la temperatura ambiente y la temperatura corporal dependera del

pH (ionizacion del farmaco) y la concentracion de los componentes de la formulacién.t3 57-59

Estos sistemas de microemulsion presentan varias ventajas sobre las formulaciones basadas en
emulsion entre las que se incluyen: buena estabilidad, facil preparacién, se logra un pequefio
tamano de particula comparado con la emulsion y por dltimo se mejora el aspecto debido a la
transparencia de la formulacion. Las propiedades de gelacién pueden ser controladas al
incrementar la concentracion de solutos adicionados a la formulacion®, o mediante la adicién de

alcoholes (Monzon y Sumano, 2007).

Las emulsiones oleosas en agua presentan ciertas ventajas en la administracion topica, como:
miscibilidad en agua, facil difusion en el sitio de aplicaciéon y bajo grado de irritacion. Las
microemulsiones son sistemas bien conocidos por su larga estabilidad y facil preparacion. Estos
son definidos como sistemas que contienen agua, aceite y constituyentes amfifilicos constituidos
de un Unico punto isotrépico optico y termodinamicamente estables en solucion. Por otro lado la

emulsién homogenizada es cinéticamente estable, pero termodinamicamente inestable a la
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dispersién. Por lo anterior el tamafio de la gota de la emulsién aumenta continuamente con el
tiempo separando la emulsién 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 agua en aceite o bicontinua.®!

Se hainvestigado al poloxamero como vehiculo para farmacos, tanto para la aplicacion oral como
parenteral.5264 Por ejemplo la formulacién que contiene tetraciclina para el tratamiento
periodontal, en la que se prepararon 2 poloxameros semi-solidos, poli (oxietilen) poli (oxipropilen)
y monoglicéridos respectivamente. Su administracion se realizé con un equipo inyectable para la
liberacion del paquete periodontal, la liberacién del farmaco, se caracteriz6 por una transicion
soélida-gel que partié de la presentacion semisélida del paquete peridontal. También se determind
in vitro la liberacion del farmaco. Estos estudios mostraron que ambos poloxameros y geles
monogliceridos pueden ser aplicados subgingivalmente y producen la liberacion sostenida de
farmacos.%. Por otra parte se desarrollé una formulacién a base de gel de poloxamero 407 para
la liberacion de insulina en ratas, aplicada por via SC, se observo que el efecto hipoglicemiante
fue mas prolongado que con la formulacién convencional 2, En otras investigaciones se elabor6
una formulacion tépica con lidocaina y pilocarpina, los resultados mostraron que dicha
presentacién tuvo un rapido inicio de accién y no fue irritante. Los copolimeros logrados
mostraron gelacién dependiente de temperatura con una relacion inversa; esto es la formulacion
mostrd baja viscosidad a temperatura ambiente y gelificacion rigido-elastica a temperatura

corporal.

Estas presentaciones se aplican facilmente, debido a la baja viscosidad a temperatura ambiente
y la gelacion asegura una efectiva fijacion de la formulacion en el sitio de aplicacion. Después
del tratamiento el gel puede ser removido por simple lavado con agua fria.%6, 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 labiles y para prolongar la liberacién generando farmacocinéticas tipo

“flip — flop”. En los cuadros 6 y 8 se presentan algunas propiedades del poloxamero 407.



Cuadro 6.-Usos que se le dan al poloxamero 407 y sus porcentajes recomendados®’

Cuadro 7.- Concentraciones recomendadas de poloxamero por la FDA 13

Cuadro 8.- Usos del poloxamero 407 en diferentes especies y toxicidad reportada.®®

Figura 7.- Estructura tridimensional de poloxamero.

Uso

Concentracion Recomendada( % )

Agente gelante
Agente estabilizante

Agente Humectante

15-50
1-5
0.01-5

Via (%)

Oftalmico 0.16-0.2

Oral 5-12.6

Topico 1-155

Seguridad Via | Dosis Tiempo del | Toxicidad
Tratamiento

Conejos y

perros

v 0.5 g/kg/dia 14 dias No se observo

1.3.1.4 Las ciclodextrinas como sistemas de liberacion
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Sinénimos: beta-cicloamilosa, betadex, beta-dextrina cicloheptaamilosa, cicloheptaglucano,

ciclomaltoheptosa, kleptosa.*®
Categoria Funcional: solubilizante, estabilizante.'3

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

tendientes a ser liposolubles en medio sélido, liquido y con algunos gases.®?

Figura 8.- Forma estructural de las ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas forman el complejo de inclusién entrampando una o mas moléculas huésped
incluidas en la cavidad de esta, sin tener lugar algun enlace covalente entre ambos®. Se han
utilizado como acarreadores de farmacos ya que mejoran algunas propiedades fisicas como la
solubilidad en agua y disminuyen la inestabilidad del farmaco?. Las ciclodextrinas cuentan con
una estructura quimica bien definida, con varios lugares susceptibles de sustituciéon. Cuenta con
diferentes tamafos de cavidades para albergar moléculas de diferente tamafio. Tienen cierta

solubilidad en el agua. 343

Los complejos de inclusion farmaco-ciclodextrina son preparados generalmente en un medio
liquido, los métodos dependen esencialmente de las propiedades de la molécula huésped. En
general las moléculas hidrofgbicas 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 polar3®, En solucién acuosa, la cavidad altamente apolar de la CD es ocupada por moléculas

de agua que estan en un estado energéticamente desfavorable (repulsion polar-apolar) y son por
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consiguiente rapidamente substituidos por moléculas “huésped,” menos polares adn. Los
complejos en solucién no son especies estaticas, por el contrario, continuamente se intercambian
con las moléculas de substrato libre generando un equilibrio termodinamico y cinético.®’En
solucién 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. 7 La solubilidad

acuosa del huésped usualmente se incrementa al aumentar la concentracién de CD.

Las ventajas de las ciclodextrinas como vehiculos acarreadores de farmacos de interés para la

elaboracion de preparados farmacéuticos son:

1.- ElI mejoramiento de la absorcidn que ocurre debido a que la velocidad y la magnitud de la
biodisponibilidad de un farmaco pueden ser optimizados ajustando varios factores que afectan el
equilibrio de la disociacién del complejo en la formulacién y en la biofase en las que el complejo
se administra. Solo la forma libre del farmaco que esta en equilibrio con el farmaco complejado
en la solucién es capaz de penetrar las barreras lipofilicas para posteriormente entrar en la

circulacion sistémica.3 38 39

2.- Reduccidn 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 bioldgicas, asi la

irritacion local disminuye sin afectar los tejidos adyacentes.36 37

En la liberacion 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 dafio a tejidos debido a la
reduccion en las concentraciones efectivas de farmaco en contacto con la membrana. El efecto
de proteccién de las CDs puede atribuirse principalmente a la afinidad pobre de los complejos

hidréfilos de los medicamentos por las membranas sarcolemales.40 4!

3.- Liberacion lenta de farmacos. Las CDs hidrdfilas ionizables refuerzan la absorcién del
farmaco, mientras que las CDs hidrofobas son Gtiles para la descarga lenta. Se pueden obtener
formulaciones de liberacién retardada usando la 6-0-(carboximetil)-O-etil-B-CD. Las CDs
hidrofobas (como los derivados alquilados o acilados) son utiles como portadoras de liberaciéon
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
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disminuido. Por lo anterior, es factible formar un sistema de liberacién con CDs y polimeros

(poloxamero, chitosan y carbopol) para lograr un sistema de liberacién prolongada.*? 43

Las porciones maximas de los excipientes son reguladas por la FDA (Food and Drugs

Administration) como se muestra en el cuadro 9 que incluye las maximas de beta ciclodextrina.

Cuadro 9: Proporciones maximas de beta-ciclodextrina aprobadas por la FDA en

medicamentos.®®

Via (%)

IM 44.1%
v 0.4%
ORAL

OTROS

2.0 Justificacion

Se reconoce que la biodisponibilidad oral de la enrofloxacina en perros es de 80% con
enrofloxacina en forma de tableta ® Si se mejora este valor mediante la adicion de ciertos
vehiculos, es factible obtener una Cmax mas elevada o un valor de AUCq.24/ CMI mayor o0 ambos.
Con ello se lograria un preparado farmacéutico que cumpliria de manera mas congruente con

las variables PK/PD para este farmaco; esto es: Cmax 210-12 CMI y un valor de AUC/CMI=2125.

A la fecha, solo existe la forma farmacéutica de tableta para pequefias especies y la forma
inyectable (IM o SC). Esta ultima es poco recomendable dado el pH de los preparados
farmacéuticos (10.4 a 11) y en funcion de que su aplicacion depende del médico, lo que se

complica en esquemas de dosificacion prolongados.

Dada la naturaleza promotora de la biodisponibilidad de algunos de los vehiculos descritos en la
introduccion, resulta factible pensar que se pueden mejorar una o las dos variables descritas de

PK/PD vy con ello adecuar la enrofloxacina a las necesidades clinicas en perros.
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3.0 Hipotesis

Es posible formular a la enrofloxacina con excipientes que modifiquen su liberacion, a fin de
obtener patrones de absorcibn en perros que aumenten la congruencia
farmacocinética/farmacodinamica en términos de un Cmax elevado y con un valor de AUC/CMI
mayores al preparado referente, lo que permitiria un intervalo de dosificacién mayor a 24 hrs o
gue el efecto clinico sea mas congruente con la variables Cmax=10-12 CMI y/o AUC 0-24/CMI 2
125

4.0 Objetivos

1.- Formular prototipos de enrofloxacina de liberacion modificada para administracion en forma

de pasta oral con jeringa graduada a base de:
a. chitosan+ enrofloxacina
b. chitosan+ ciclodextrina+ enrofloxacina
c. poloxamero+ enrofloxacina
d. poloxamero+ ciclodextrina+ enrofloxacia

2.- Realizar estudios piloto en ratas para determinar los mejores prototipos en cuanto a su

farmacocinética.
3.- Realizar la farmacocinética base del preparado de referencia Baytril tableta en perros.

4.- Llevar a cabo estudios farmacocinéticos en perros de los mejores prototipos derivados del

estudio en ratas.

5.- Comparar farmacoldgicamente y estadisticamente los datos obtenidos con énfasis en el
preparado de referencia y con base en las variables PK/PD conocidas para enrofloxacina: AUC,.
24/CMI 2 125 y Cmax > 10-12 x CMI.

5.0 Material y Métodos
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Procedimiento para la elaboracién de una pasta de enrofloxacino al 10 % en una base de

polxdmero (prototipo 1).

1

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL

de propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.
Adicionar lentamente y hasta completa incorporacién 1 gramo de Pemulen Tipo B.

Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecénica y manteniendo

la temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino

y dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.

A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacion mecanica y
constante hasta su completa incorporacion y el propilparabeno de igual forma, se deja

enfriar esta mezcla a 40°C.
Aforar con agua a 200 mL.
Mantener la agitacion y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.

Procedimiento para la elaboracién de una pasta de enrofloxacino al 10 % con ciclodextrina en

una base de poloxamero.

1)

2)
3)

4)

5)

En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL

de propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.
Adicionar lentamente y hasta completa incorporacion 1 gramo de Pemulen Tipo B.
Adicionar 5 gramos de beta-ciclodextrina y agitar hasta su completa incorporacion.

Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecénica y manteniendo

la temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino

y dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.
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6)

7
8)

9)

A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacion mecanica y
constante hasta su completa incorporacion y el propilparabeno de igual forma, se deja

enfriar esta mezcla a 40°C.
Aforar con agua a 200 mL.
Mantener la agitacion y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.

Procedimiento para la elaboraciéon de una pasta de enrofloxacino al 10 % con chitosan en una

base de poloxamero.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL

de propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.
Adicionar lentamente 2 gramos de chitosan.

Adicionar 2.5 mL de &cido acético glacial y agitar hasta la completa disolucién del

chitosan

Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecanica y manteniendo

la temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino

y dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.

A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacion mecanica y
constante hasta su completa incorporacioén y el propilparabeno de igual forma, se deja

enfriar esta mezcla a 40°C.
Aforar con agua a 200 mL.
Mantener la agitacion y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.
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6.0 Flujograma

Figura 9. Presenta un flujograma que describe la secuencia del presente trabajo.

1.0 Investigacion bibliografica de las caracteristicas de la enrofloxacina y excipientes ]
2.0 Elaboracion de los preparados de enrofloxacina de liberacion modificada ]
3.0 Seleccion de preparados ]

[ 4.0 Pruebas in vivo en animales de laboratorio (ratas) ]

JL

[ 5.0 Seleccidon de preparados con base en ]

iyt

[ 6.0 Farmacocinética en perros ]

7.0 Evaluacidn de datos
Figura 9. royecto de investigacion

6.1 Elaboracién de prototipos de enrofloxacina de liberacion moderada

Procedimiento para la elaboracion de un pasta de Enrofloxacino al 10 % con chitosan en una
base de Poloxamero. (protipo 1 chito-enro)

1) En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL de
propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.

2) Adicionar lentamente 2 gramos de chitosan.

3) Adicionar 2.5 mL de acido acético glacial y agitar hasta la completa disolucién del chitosan
4) Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecanica y manteniendo la
temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

5) Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino y
dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.
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6) A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacion mecanica y constante
hasta su completa incorporacion y el propilparabeno de igual forma, se deja enfriar esta
mezcla a 40°C.

7) Aforar con agua a 200 mL.

8) Mantener la agitacion y dejar enfriar a temperatura ambiente.

9) Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.

Procedimiento para la elaboracion de una pasta de enrofloxacino al 10% con ciclodextrina y
chitosan (prototipo 2 chito-ciclo-enro)

1) En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL de
propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.

2) Adicionar lentamente y hasta completa incorporacion 1 gramo de Pemulen Tipo B.

3) Adicionar lentamente 2 gramos de chitosan.

4) Adicionar 2.5 mL de acido acético glacial y agitar hasta la completa disolucién del chitosan
5) Adicionar 5 gramos de beta-ciclodextrina y agitar hasta su completa incorporacion.

6) Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecéanica y manteniendo la
temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

7) Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino y
dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.

8) A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacién mecanica y constante
hasta su completa incorporacién y el propilparabeno de igual forma, se deja enfriar esta
mezcla a 40°C.

9) Aforar con agua a 200 mL.

10) Mantener la agitacién y dejar enfriar a temperatura ambiente.

11) Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.

Procedimiento para la elaboracién de un pasta de Enrofloxacino al 10 % en una base de
polxamero. (prototipo 3 poloxa-enro)

1) En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL de
propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.

2) Adicionar lentamente y hasta completa incorporacion 1 gramo de Pemulen Tipo B.

3) Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecénica y manteniendo la
temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

4) Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino y
dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.

5) A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacion mecanica y constante
hasta su completa incorporacion y el propilparabeno de igual forma, se deja enfriar esta
mezcla a 40°C.

6) Aforar con agua a 200 mL.

7) Mantener la agitacion y dejar enfriar a temperatura ambiente.
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8) Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.

Procedimiento para la elaboracion de un pasta de Enrofloxacino al 10 % con Ciclodextrina en
una base de Poloxadmero. (prototipo 4 poloxa-ciclo- enro)

1) En un vaso de precipitados de 250 ml, se adiciona: 100 mL de agua purificada, 20 mL de
propilenglicol y 20 mL de alcohol etilico y calentar a temperatura de 50 a 60 °C.

2) Adicionar lentamente y hasta completa incorporacion 1 gramo de Pemulen Tipo B.

3) Adicionar 5 gramos de beta-ciclodextrina y agitar hasta su completa incorporacion.

4) Al vaso del paso anterior adicionar lentamente, con agitacion mecanica y manteniendo la
temperatura, 30 gramos de Poloxamero.

5) Posteriormente y manteniendo la temperatura adicionar 20 gramos de Enrofloxacino y
dispersar a 10000 rpm durante 10 minutos.

6) A la mezcla anterior se le adiciona el metilparabeno con agitacion mecanica y constante
hasta su completa incorporacion y el propilparabeno de igual forma, se deja enfriar esta
mezcla a 40°C.

7) Aforar con agua a 200 mL.

8) Mantener la agitacion y dejar enfriar a temperatura ambiente.

9) Mantener la agitacion durante 5 minutos y retirar.

6.2 Pruebas in vivo en animales de laboratorio (ratas)

Se seleccionaron los preparados estables (en aspecto intacto la formulacidon granulada a
temperatura ambiente de laboratorio y contenidos en envase ambar durante al menos un mes
posterior a su preparacion). Posteriormente se realizaron pruebas en vivo en animales de
laboratorio; se utilizaron ratas Winstar obtenidas del bioterio del instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. En el anexo A se presentan los datos técnicos de los vehiculos y de la enrofloxacina

utilizada.
Estudio in vivo

Las ratas, las cuales se dividieron en 5 grupos de 15 cada uno; tratados de la siguiente forma:
grupo 1 preparado de chitosan + enrofloxacina, grupo 2: chitosan + ciclodextrina + enrofloxacina,
grupo 3: poloxamero + enrofloxacina, grupo 4: poloxdmero + ciclodextrina + enrofloxacina, grupo
5 con los preparados de referencia. A todos los grupos se les administré una dosis de 10 mg x

kg via oral y se tomaron muestras por puncién cardiaca bajo anestesia con éter a los siguientes
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tiempos 0.5 horas, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas y 24 horas utilizando 3 ratas en
cada sangrado. La sangre se centrifugé inmediatamente a 10, 000 rpm, se separé el suero en

tubos Eppendorf etiquetados y se congel6 el suero en nitrégeno liquido hasta su andlisis
Eleccion de un preparado de liberacion modificada

Posteriormente a las pruebas realizadas in vivo en las ratas (toxicidad, concentraciones séricas,
obtencion de variables farmacocinéticas, los productos (preparados) que no cumplieron con una
liberacion modificada (optimizando su farmacocinética y farmacodindmica) prolongandola mas
alld del producto de referencia, se eliminaron, y se seleccionaron los preparados que si la

obtuvieron para realizar los estudios en perros.

Obtenidos los preparados y seleccionadas las formulaciones mas adecuadas se formaron 3

grupos de 7 perros cada uno conformados de la siguiente manera:
G1. Poloxamero + Enrofloxacina.

G2. Poloxamero + enrofloxacina + ciclodextrina.

G3. Grupo Testigo (enrofloxacina sol del preparado de referencia).

A todos los animales se les dosifico a razon de 10 mg/kg de enrofloxacina, para lo que se les

peso6 individualmente previa dosificacion.

Los preparados se administraron via oral en forma de pasta contenida en jeringa graduada a
todos los grupos (cuadro 11).Se coloc6 un catéter heparinizado (10 Ul) en la vena radial del
otro miembro toracico de 10 cm de longitud, calibre 20 a 22 (Becton Dickinson) lo que facilité la

obtencion de las muestras.
6.3. Técnica analitica para determinacién de enrofloxacina

Determinacion de Enrofloxacina
La determinacion de enrofloxacina en cada muestra de plasma se llevé a cabo mediante un

método microbioldgico cualitativo / cuantitativo de difusion en agar, descrito por Bennet et al. 6°

Se empleé agar MacConkey (Bixon) preparado a razén de 50g/l., siguiendo las indicaciones que

marca el producto.
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Cultivo Bacteriano

Se utilizé una cepa bacteriana ATCC (American Type Culture Collection) 25922 de Escherichia

coli.
Estandar Bacteriano

En un tubo de tapdn de rosca se colocaron 5 ml de agua destilada y una asada del cultivo
bacteriano joven resembrado de Escherichia coli, 24 horas antes. Por medio de los estandares
de Mc Farland? se realizaron los ajustes necesarios a la dilucién hasta obtener una concentracion
al 0.5 de Mc Farland.

La turbidez al 0.5 de Mc. Farland se obtuvo por medio de una espectrofotometria a una

transmitancia del 60-65%, que corresponde a una concentracion bacteriana de 1x10%4.

Preparacion de placas

En un refractorio tipo Pirex de 21 x 20 cm estéril, se colocaron 300 ml de agar y se dejo enfriar
durante 10 minutos. Una vez frio se colocaron 400 pl de la suspension bacteriana por medio de

un hisopo estéril se distribuyé homogéneamente sobre todo el agar.

Preparacion de las diluciones

Se peso 20 g de estandar de enrofloxacina (98% de pureza), se coloco en un matraz y se aforo
a 100 ml con agua desionizada (para su dilucién fue necesario agregar 0.5 ml de una solucion
de 0.1 N de NaOH, previo a la adicion del agua desionizada). Se marcaron 10 tubos de 5 ml (del

1 al 10) y uno de 15 ml con el nimero 0.

En el tubo marcado con el numero 0 se colocaron 9 ml de agua desionizada y en los demas tubos
se introdujo 1 ml en cada uno. Del matraz se tom6 1 mly se agregd en el tubo 0, se homogenizo
y de éste se tom6 1 mly se agrego6 al tubo 1, se homogeniz6 y se tomd 1 mly se agregoé al tubo
2 y asi se completd hasta completar los 10 tubos.
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Lectura de placa

Una vez preparada la placa con ayuda de un sacabocados se realizé a lo largo del refractario
dos hileras de 10 pozos cada una. Se coloc6 en cada pozo 100 ul de cada una de las diluciones,
realizadndose por duplicado. Se realizé en 5 placas en el mismo dia con la misma metodologia

con la finalidad de tener un total de 10 lecturas, se incubaron durante 24 horas a 37 °C.

Transcurridas las 24 horas se realizaron las lecturas de milimetros de Halo de inhibicion por

pozo por placa.
Procesamiento de los resultados

Se obtuvieron medias y desviaciones estandar del diametro de halo de inhibicion de cada una de
las diluciones. Posteriormente con ayuda de los programas Microcal Origin ' 'y Exel 72, se
obtuvieron las gréaficas correspondientes a los milimetros de halo de inhibicion vs la

concentracion.

6.3.1 Manejo de los datos analiticos para la obtencion de variables farmacocinéticas
Andlisis y procesamiento de los resultados

De los resultados obtenidos por grupo y por tiempo de sangrado se extrapolaron en la gréfica 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 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 comparan estadisticamente son aquellos que reflejaron directamente la
potencia clinica y significancia de las formulaciones de liberacién modificada (enrofloxacina-
chitosan, enrofloxacina-chitosan-ciclodextrina, enrofloxacina-poloxamero y enrofloxacina-
poloxamero-ciclodextrina-) se estimo el area bajo la curva (AUCSs), vida media terminal por
regresion lineal, volumen aparente de distribucion, pico de concentracion sérica del farmaco,
valor de vida media de eliminacion, disponibilidad a partid de AUC y concentracidn sanguinea
definida de mantenimiento, asi como el analisis estadistico para los productos que se utilizaron.

A los datos obtenidos por grupo y tiempo de sangrado se realizé diferencias entre medias y
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analisis de varianza, con los cuales se realizaron las gréficas de concentracién contra tiempo a

partir de las cuales se obtuvieron las farmacocinéticas de cada uno de los grupos.
Las variables obtenidas fueron:

Cmax = concentracion sérica maxima

T max = tiempo para lograr Cmax

T ¥ ab = vida media de absorcion

T%2 3 = vida media de eliminacién

AUC,.24 = area bajo la curva de concentracion contra tiempo de 0 a 24 h

6.4 Pruebas in vivo en perros

Se probaron los 3 prototipos que mostraron mejorias en PK/PD; los resultados se muestran las

figuras 12 y cuadro 14.

6.4.1 Técnica analitica para la determinacién de enrofloxacina

Ver punto 6.3.1 PP: 31 del presente texto

6.4.2 Manejo de datos analiticos para la obtencién de variables farmacocinéticas
Ver punto 6.3.2 pagina 32 del presente texto

7.0 Resultados

7.1 Curvas de recuperacion de la enrofloxacina en suero de ratas y suero de perros

En la figura 10, se presenta la curva estandar + 1DE y regresion lineal de la sal de enrofloxacina
en términos de concentracion vs halo de inhibicion. Los puntos son los datos experimentales y la

linea es el ajuste lineal tedrico con los valores del cuadro 11.
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10 4

-
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Concentracion (ug/mL)

-Square(COD;

Adj. R-Square

Z

0.99668

0.99574

5 10 15 20

25

T

T

30 35
Halo de inhibicion (mm)

40

Cuadro 11. Concentraciones de la sal pura de enrofloxacina y los halos de inhibiciéon + 1 DE
obtenidas como estandar.

Concentracion Area bajo la curva
(ug/mL)
Halo de +1DE
inhibicion
40 37.52 0.38
20 32.56 0.35
10 29.1575 0.36
5 26.3675 0.35
25 23.51625 0.56
1.25 19.85 0.95
0.625 16.30125 0.73
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0.3125 12.045 0.82

0.15625 9.435 0.96
0.07813 7.21 0.71
0.039016 ND -

ND = No detectable

En la figura 10 y cuadro 12 se muestran los resultados en perros del prototipo 1 (chitosan +
enrofloxacina) y prototipo 2 (chitosan + ciclodextrina +enrofloxacina). En la figura 11 y cuadro 13

se muestran los resultados del prototipo 3y 4.

3.5
—a— chito-enro
3.0 1 —aeo— chito-ciclo-enro
2.5 T
_I -
£ i
3 2.0+ [ |
2 1
i) 1
& 15 1e T
5 1wl
e 1.0+ T
o] B \
o -
" . }\§
0.0
I I I T I I I
0 5 10 15 20 25

tiempo en horas

Figura 10. Resultado de los prototipos preparados 1y 2 en perros
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Cuadro 12. Concentraciones séricas del preparado enrofloxacina del prototipo 1y 2 en

perros
Tiempo Concentraciones séricas

Chito- +DE Chito- + DE

enro ciclo-

enro
0.5 0.8 0.2 0.5 0.2
1 1.2 0.4 0.8 0.4
2 2.5 0.6 15 0.6
4 2 0.5 1.2 0.5
8 1 0.6 1 0.6
12 0.5 0.3 0.5 0.3
24 0.2 0.2 0.3 0.2

—a—poloxa-enro
—e—poloxa-ciclo-enro

3.0

2.5+

2.0

154

1.0+

concentracion p/mL

0.5+

0.0

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

tiempo en horas

Figura 11. Resultado de los prototipos preparados 3y 4 en perros
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Cuadro 13. Concentraciones séricas del preparado de enrofloxacina prototipos 3y 4 en

perros

Tiempo Concentraciones Séricas
(horas) | POLOXA- +DE POLOXA- +DE

ENRO CICLO-

ENRO
0.5 0.3 0.2 0.8 0.2
1 0.6 0.4 1.7 0.4
2 1.8 0.6 2.4 0.6
4 1.7 0.5 25 0.5
8 14 0.6 2.3 0.6
12 11 0.3 2 0.3
24 0.4 0.2 14 0.2
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12.- Comparativo de los 3 mejores prototipos en perros y el de referencia (Baytril)

concentracion (ug/mL)

—a— Bauytril
—e— chito-enro

—a— chito-ciclo-enro
—v— poloxa-enro

8 10

tiempo (horas)

12

Figura

Cuadro 14. Concentraciones séricas del preparado de referencia (Baytril) y los 3 mejores

prototipos en perros.

Tiempo Concentraciones séricas
(horas) | Bauytril +DE Chito- +DE | Chito-ciclo- | tDE | Poloxa- | *DE
enro enro enro
0.5 0.04 0.01 0.03 0.01 0.02 0.01 0.05 0.01
1 0.16 0.04 0.06 0.04 0.06 0.04 0.18 0.04
15 0.54 0.2 0.09 0.2 0.08 0.2 0.74 0.2
2 1.68 0.5 0.73 0.5 0.16 0.5 2.38 0.5
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3 3.76 0.3 15 0.3 0.48 0.3 5 0.3
4 2.05 0.2 2.25 0.2 0.75 0.2 3.26 0.2
6 1.01 0.2 1 0.2 0.73 0.2 1.7 0.2
8 0.96 0.1 0.93 0.1 0.4 0.1 1.13 0.1
10 0.05 0.04 0.05 0.04 0.07 0.04 0.5 0.04
12 0.02 0.01 0.02 0.01 0.03 0.01 0.04 0.01

7.2 Resultados Experimentales

En total se probaron en ratas 4 prototipos las concentraciones de enrofloxacina por grupo se
presentan en el cuadro 7 y en la figura 11; de los resultados logrados para ratas, resulta evidente
que los resultados mas satisfactorios los presentan los grupos de los prototipos 3 y 4; Mismos
gue se evaluaron en perros y se localizan en el cuadro 13 y la figura 11, Adicionalmente se
presentan los resultados en el farmaco de referencia Baytril tabletas; cada tableta es para un

perro de 20 kg y se rasuran (cortan) de acuerdo al peso del perro. En la Figura 17, cuadro 21.
Las pastas (preparadas al 10%) se colocaron en jeringas de 5 ml
Se evaluaron 4 preparados

Dado que se buscé preparados con una liberacién lo mas constate posibles, pero sin retardarla
tanto que las concentraciones fueran terapéuticamente deficientes, se eligieron los preparados
de poloxamero + enrofloxacina y poloxamero + ciclodextrina + enrofloxacina, a los que se les

realizaron pruebas adicionales en la siguiente fase.
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3.0
—=— dosis 5 mg/kg
—e— dosis 10 mg/kg

2.5+

2.0+

1.5
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Concentracion p/mL
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0.0
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Tiempo (Minutos)

Figura 13. Grafica comparativa para AUC y Cmax en ratas con dosis de 5mg/kg y 10 mg/kg

de enrofloxacina

Cuadro 15. Concentraciones séricas en ratas en concentraciones de 5 mg/kg y 10 mg/kg

de enrofloxacina

Tiempo Concentraciones séricas u/mL
(minutos) 5 mg/kg de +DE 10 mg/kg de +DE

enrofloxacina enrofloxacina
5 0.05 0.01 0.5 0.01
10 0.24 0.04 1 0.04
12 0.54 0.2 1.2 0.2
13 14 0.2 15 0.2
15 1.6 0.1 2 0.1
25 1.3 0.1 2.92 0.1
60 0.85 0.1 15 0.1
90 0.46 0.1 1 0.1
120 0.02 0.04 0.5 0.04
150 0.01 0.01 0.25 0.01
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7.3 Evaluacion visual de estabilidad de prototipos

Se tomaron en cuenta aspectos fisicos como: homogeneidad de la pasta, permanencia del
estado fisico de la pasta en medio ambiente sin refrigeracién (preparados estables en medio

ambiente)

7.4 Resultados de las evaluaciones farmacocinéticas de prototipos en ratas y eleccion de

las mejores opciones para su evaluacién en perros.

En la figura 14 y cuadro 16 se observan los resultados de las evaluaciones farmacodinamicas y
en el cuadro 18 se muestran los resultados de farmacocinéticas realizadas en los prototipos y el
preparado de referencia en ratas; notese que el prototipo con polaxamero y el prototipo con
poloxamero y ciclodextrina fueron los que presentaron mejores resultados; mismos que se

incluyeron en el estudio en perros para la siguiente fase experimental.

—a— chito-enro

3.0 —e— chito-ciclo-enro
—4— poloxa-enro
—v— poloxa-ciclo-enro

concentracion serica pg/mL

0.0

tiempo en horas

Figura 14. Resultado de los prototipos 1 al 4 en ratas
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Cuadro 16.

Concentraciones séricas de los 4 preparados de enrofloxacina en ratas.

Concentracioén sérica
Tiempo ™ 55551 +DE | Proto | +DE | Proto | *DE | Proto | *DE
2 3 4
0.5 0.4 0.2 0.6 0.2 0.6 0.2 0.5 0.2
1 0.9 0.4 1 0.4 1.4 0.4 1.5 0.4
2 1.3 0.6 1.2 0.6 2 0.6 2 0.6
4 1.9 0.5 1.3 0.5 2.1 0.5 2.2 0.5
8 1.1 0.6 1.3 0.6 2.2 0.6 2.1 0.6
12 0.6 0.3 0.5 0.3 1.9 0.3 2 0.3
24 0.1 0.2 0.5 0.2 1.3 0.2 1.5 0.2
28— —=— chito enro
1 —=— chito ciclo enro
2,6 1
. ——rpoloxa-enro
2,4 5 .
- —v— poloxa-ciclo-enro
2.2 —<— baytril
2,0 5
- ]
§ 1,8_
o 1,6
= 4
c 144
i) .
g 127
£ 1,0
8 08
C 4
S 064
0,4 5
0,2 1
0,0 5
-0,2

tiempo en horas
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Figura 15. Representacion grafica de las concentraciones promedio = 1 DE de enrofloxacina en
el suero de ratas medicados via oral con 5 mg/kg de una pasta a base de chitosan-
enrofloxacina, chitosan, ciclodextrina-enrofloxacina, otra a base de poloxamero enrofloxacina y
poloxamero ciclodextrina enrofloxacinay el referente (baytril) en forma de tableta rasurada
para ajustar a peso de los individuos.

Cuadro 17.

Concentraciones promedio + 1 DE de enrofloxacina en el suero de ratas medicados via
oral con 5 mg/kg de una pasta a base de chitosan-enrofloxacina, chitosan, ciclodextrina-
enrofloxacina, otra a base de poloxdmero enrofloxacina y poloxamero ciclodextrina
enrofloxacinay el referente en forma de tableta rasurada para ajustar a peso de los

individuos.
Tiempo | Prototipo 1 Prototipo 2 Prototipo 3 Prototipo 4 | Prototipo de
Chito-enro Chito-ciclo- Poloxa-enro Poloxa-ciclo- | referencia
enro enro
Baytril
X +1 X +1 X +1 X +1 X +1
DE DE DE DE DE
0.5 0,38 0,05 0,52 0,11 0,57 0,05 0,47 0,04 0,89 0,02
1 0,89 0,05 1,02 0,06 1,40 0,05 1,48 0,04 1,39 0,02
2 1,28 0,06 1,17 0,08 2,01 0,07 1,98 0,06 1,69 0,01
4 1,87 0,05 1,29 0,05 2,06 0,05 2,14 0,06 1,29 0,01
8 1,08 0,08 1,28 0,04 2,14 0,09 2,06 0,05 0,67 0,25
12 0,51 0,15 0,48 0,05 1,88 0,06 1,96 0,07 0,19 0,01
24 0,19 0,21 0,43 0,06 1,23 0,08 1,45 0,07 0,001 | 0,004

n= 15 ratas/grupo
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Cuadro 18.
Valores farmacocinéticos de enrofloxacina en ratas medicados via oral con 5 mg/kg de
una pasta a base de chitosan-enrofloxacina (prototipo 1 chito-enro), otra a base de
poloxamero enrofloxacina (Prototipo 3 poloxa-enro) y el referente (Baytril) en forma de

tableta rasurada para ajustar a peso de los individuos.
VARIABLE | Protol chito- | Proto 3 poloxa- Proto 4 poloxa- Proto de
enro enro ciclo- enro referencia
(Baytril)
PROME | £ PROMEDIO * PROMEDIO + PROMEDIO +
DIO 1DE 1DE 1DE 1DE
AUC 17,040 81,845 105,72 12,015
AUMC 129,449 2714,754 4671,79 68,683
Cmax 1,870 2,142 2,13 1,692
Tmax 4 8 4 2
TY2B 2,632 22,035 29,74 3,218
TY%20 2,632 0,955 0,891 0,743

AUC= Area Bajo la Curva (ug/mi/h); Cmax= Concentracion méaxima (ug/ml/h); Tmax = Tiempo maximo
(horas); T¥2B = Tiempo medio de eliminacion del farmaco (horas) y T%a = tiempo medio de absorcion del
farmaco. De 3 prototipos y el preparado de referencia.
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Concentracion en pg/mL

—=— Prototipo Polox-enro
—e— Prototipo Chito-enro
—— Baytril®

5 6

7 8 9

Tiempo en horas

Cuadro 19.
Concentraciones promedio + 1 DE de enrofloxacina en el suero de perros medicados via

Figura 16. Representacion gréafica de las concentraciones promedio + 1 DE de enrofloxacina en
el suero de perros medicados via oral con 5 mg/kg de una pasta a base de poloxamero-
enrofloxacina (prototipo Polox-enro), otra a base de chitosan enrofloxacina (Prototipo Chito-enro)
y el referente en forma de tableta rasurada para ajustar a peso de los individuos.

oral con 5 mg/kg de una pasta a base de poloxdmero-enrofloxacina (prototipo Polox-
enro), otra a base de chitosan enrofloxacina ( Prototipo Chito-enro) y el referente en
forma de tableta rasurada para ajustar a peso de los individuos.

Tiempo Prototipo Polox- Prototipo Chito-enro Baytril®
enro
X +1DE X +1DE X +1DE
0.5 0.04 0.06 0.03 0.5 0.03 0.05
1 0.16 0.17 0.14 0.18 0.14 0.18
15 0.54 0.5 0.51 0.55 0.52 0.55
2 1.68 1.59 1.57 1.58 1.61 1.69
3 3.76 3.6 35 3.65 3.4 3.71
4 2.05 2.1 2 1.98 2.01 2.06
6 1.01 0.96 1 1.02 1 1.03
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8 0.96 0.91 0.91 0.97 0.94 0.98
10 0.05 0.03 0.04 0.06 0.05 0.06
12 0.02 0.01 0.03 0.01 0.01 0.03
n = 6 perros/grupo
Cuadro 20.

Valores farmacocinéticos de enrofloxacina en perros medicados via oral con 5 mg/kg de

una pasta a base de poloxamero-enrofloxacina (prototipo Polox-enro), otra a base de

chitosan enrofloxacina (Prototipo Chito-enro) y el referente en forma de tableta rasurada
eso de los individuos.

para ajustar a

Prototipo Polox-enro | Prototipo Chito-enro Baytril®
VARIABLE PROMEDIO + 1DE PROMEDIO | £1DE PROMEDIO | £ 1DE
AUC 20,00 15 10,23 0.75 6,33 0.55
AUMC 87,71 2.6 53,53 1.7 72,26 2.1
Cmax 3,76 0.5 3,5 0.5 3,4 0.4
Tmax 3 0.4 3 0.3 3 0.3
TYB 1,34 0.25 1,05 0.25 2,91 0.75
TY2a 0,64 0.2 1,01 0.3 2,93 0.70

AUC= Area Bajo la Curva (ug/mi/h); Cmax= Concentracion méaxima (ug/ml/h); Tmax = Tiempo maximo
(horas); T%f3 = Tiempo medio de eliminacion del farmaco (horas) T% a = tiempo medio de absorcién del

farmaco.
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7.5 Resultado de la farmacocinética de enrofloxacina de referencia en perros
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Figura 17. Resultado de la farmacocinética de enrofloxacina del preparado de referencia.

Cuadro 21. Concentraciones séricas del preparado de referencia

Tiempo (horas) concentracién sérica
Preparado de referencia +DE
(baytril)

0.5 0.04 0.01
1 0.16 0.04
15 0.54 0.2
2 1.68 0.3
3 3.76 0.3
4 2.05 0.2
6 1.2 0.2
8 0.96 0.1
10 0.05 0.04
12 0.02 0.01
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8.0 Discusién

Es importante sefalar que en este ensayo se utilizo como técnica analitica la determinacion
cualitativa- cuantitativa de la enrofloxacina y su metabolito ciprofloxacina en conjunto, por el
método Benett et al.®° y validado en este departamento por Sumano et al ’’y en otros por Souza
et al 8. De acuerdo con estas citas y con lo referido por Kung et al. 7 la utilizacién de este método
es equivalente a lo logrado por métodos cromatograficos para detectar Unicamente a la
enrofloxacina. No obstante, se puede destacar para la técnica de difusién en placa que se tiene
una percepcidbn mas directa de la actividad antibacteriana y con ello se pueden hacer
correlaciones de eficacia clinica en virtud del caracter cualitativo del anélisis mencionado. Basado
en esta observacién es posible aceptar los resultados mencionados como altamente repetibles
confiables, fendmeno que también se destaca por las desviaciones estandar relativamente
homogéneas en la mayoria de las farmacocinéticas realizadas.

Existen en el mercado nacional un niumero importante de enrofloxacinas indicadas para perro en
forma de tableta. Sin embargo, no se tienen datos de su bioequivalencia. En otros estudios y en
otras especies, se ha informado de importantes ausencias de bioequivalencias de los supuestos
genéricos con los preparados pioneros®-82, Las consecuencias obvias del uso de preparados no
bioequivalentes son una menor difusion a los tejidos problema®, con las consecuencias clinicas
que esto implica. Por otro lado, las presentaciones en forma de tableta requieren de un tiempo
de disolucién para que el principio activo se pueda disolver en los fluidos organicos. En el caso
de los prototipos usados en este ensayo, se tienen formas farmacéuticas distintas a tableta
(pastas) que pueden generar valores de Tmax distintos y por lo tanto, este estudio no puede
calificarse de una bioequivalencia. No obstante, el punto clave es mejorar la biodipsonibilidad
(AUC) y la Cmax. En México existe una larga lista de preparados farmaceuticos de enrofloxacina
indicados por via subcutidnea y/o intramuscular, véase cuadro 22. No obstante es conocido que
las vias IM y SC, particularmente después de dosis repetidas generan fibrosis, alopecias,
higromas, etc., en los sitios de administracion. Por ello, el preparado referente NO avala su uso
por estads rutas de administraciéon. De tal suerte que mejorar la biodisponibilidad de la
enrofloxacina en perros no se resuelve con la maniobra simple de cambiar de via de
administracion de oral a parenteral. Por esta razén en este estudio se buscdé modificar el

preparado para administracion oral y no otra via.
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Cuadro 22.
Relacién de preparados de enrofloxacina en México para uso via IM, SC o IV.

FARMACO | CONCEN | DOSIS REC. VIA DE CONTRAINDICACIONES LABORAT
TRACION ADMON. ORIO
Andoflox 5% 1 mL /10 kg de SC, IV, En perros no aplicar antes de | Laboratorio
peso. (5 mg/kg) IM los 12 meses. s ANDOCI,
S.A.
Aquinace 5%y 10% | 5 mg/kg de peso (al | IM, IV, No administre en perros Zoetis
5% 1 ml/10 kg, al SC menores de 1 afio. Para México, S.
10% 1 ml/20 kg ) evitar al maximo los de R.L. de
fendmenos de persistencia C.V.
bacteriana, con las
consecuentes recaidas, se
recomienda mantener una
terapia por lo menos 3 dias
consecutivos.
Benrol Enrofloxa | 1 ml por cada 20 a IM No administrar en animales Animal
Super cina 10 % | 40 kg de peso (2.5-5 jovenes, hembras gestantes | Care
Bromhexi | mg/kg) o reproductores (caninos y Products,
na 0.15 % felinos). S.A. de
C.V.
Bioquin 12% 5-20 mg/kg de peso | IMO IV No administrar a caninos en | Bio Zoo,
corporal. lento fase de desarrollo. S.A. de
2.4 mg/kg C.V.
Enfloxil 5% | 5% 1 mlporcada 10kg | SC, IM, No administrarse en caninos | Laboratorio
inyectable de peso. (5 mg/kg) | IV. menores de 1 afio. s Tornel,
S.A.
Eco- 10% 1 ml/ 40 kg de peso. | - - Laboratorio
enroflox (2.5 mg/kg) s Ecozoo
S.A. de
C.V.
Enrofloxaci | 10% 1 ml/20kg de IM, SC, No administrar a perros Laboratorio
na 10% peso. IV lento. | hasta concluida su fase de s Sanfer S.
Sanfer (5 mg/kg) desarrollo A.de C. V.
Enrofloxaci | 10% 1 ml /20 kg de peso. | IM, SC - Genéricos
na GV Iny (5 mg/kg) IV lento veterinario
s, S.A. de
C.V.
Enrol 5% 1 ml/ 20 kg de peso. | IM No administrar en caninos Laboratorio
(5 mg/kg) profunda | menores de 1 afio ni felinos S
menores de 8 meses Veterinario
s Halvet,
S.A.de C.
V.
Enroxil 5y 10% Solucién inyectable | IM Solucién inyectable no deben | Laboratorio
al 5%: 1 mL/20 kg profunda | administrarse volimenes S
de peso. (2.5 mg/kg) mayores a 10 mL en un Senosiain,
Solucién inyectable mismo sitio de aplicacion. S.A.de C.
al 10%: 1 mL/40 kg V.
de peso (2.5 mg/kg) Division
veterinaria.

48




Enroxol 15% 1 ml/ 30 kg de peso. | IM, IV O | No se recomienda su uso en | Laboratorio
L.A. (5 mg/kg). SC equinos ni en perros s Aranda,
menores a un afio de edad. S.A. de
C.V.
Enroxphho | 10% 1 ml/10 kg de peso IM, SCy | No se administre en perros Saludy
rte 10% (10 mg/kg) IV lento menores a 1 afio de edad. Bienestar
Animal, S.
A.de C.V.
Enroxphho | 5% 1 ml/10 kg de peso IM, SCy | No se administre en perros Salud y
rte 5% (5 mg/kg) IV lento menores a 1 afio de edad. Bienestar
Animal, S.
A.de C.V.
Farvetryl- 10% 1 ml/20 kg de peso. | IM - Quimica
10% (5mg/kg) profunda Farvet,
0SCy S.A. de
Oral en C.v.
agua de
bebida.
Farvetryl- 5% 1ml/10 kg de peso. IM - Quimica
5% (5mg/kg) profunda Farvet,
0SCy S.A. de
Oral en C.V.
agua de
bebida.

Fiotryl 10% 0.5 ml/10 kg de IMo IV En caninos evitar su Fiori, S.A.

10% peso (5 mg/kg) aplicacion en menores de un | de C.V.

afo.

Genoflox 10% Normal: 1 ml por IM Consulte a su Médico Laboratorio
cada 40 kg de peso | profunda | Veterinario s Genovet,
corporal. (2.5 mg/kg) S.A. de
Caso agudo: 2 ml C.V.
por cada 20 kg de
peso corporal.(5
mg/kg)

Parfloxacin | 10% 1 ml/10 kg de peso. | Solamen | - Parfarm,

al0% LS te SC S.A.

Vedifloxaci | 10% 0.25-0.5 mL/10 kg IM No administrar a equinos y Vedilab

na (2.5-5 mg/kg) canidos menores de 1 afio. S.A. de

C.V.
Vedifloxaci | 5% 1-2 mL/20 kg IM, SC e | No administrar en perros Vedilab
na (2.5-5 mg/kg) v menores de 1 afio. S.A. de

C.V.

La enrofloxacina es un principio activo cuya eficacia optima antibacteriana depende de logra

concentraciones elevadas posterior a su administracion (Cmax =10 veces la CMI). Considerando

esto es factible pensar que se puede obtener una Cmax si el preparado tiene una forma

farmacéutica de rapida disoluciéon. Una pasta tendra seguramente una velocidad de disolucion

mayor que una tableta que no contiene dispersantes, pero ademas es factible incluir en la pasta
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vehiculos que puedan relacionarse con favorecer la absorcién del principio activo, para la
enrofloxacina se ha detectado que es posible promover su absorcion mediante la adicién de
algunos vehiculos y sustancias en general®*8 .con esta posibilidad de mejorar la absorcién
(biodisponibilidad) de la enrofloxacina en mente se desarrollaron los prototipos:

chitosan + enrofloxacina (prototipo 1)

chitosan + ciclodextrina+ enrofloxacina (prototipo 2)
poloxamero + enrofloxacina (prototipo 3)

poloxamero + Ciclodextrina + enrofloxacina (prototipo 4)

En cada uno de estos prototipos se esperaba que los excipientes utilizados aportaran
caracteristicas deseadas al preparado; esto es, aumentar AUC y Cmax, con poca modificacion
de Tmax. Para el primer prototipo con chitosan se aventuroé la hipétesis de que podria aumentar
las variables dichas en funcion de un aumento en la absorcién del PA como se ha manifestado
en otros estudios???7-30, Adicionalmente se especula que el chitosan permite a ciertas
concentraciones mejorar la disolucién de farmacos 2> Para el segundo prototipo (chitosan,
ciclodextrina) ademas de las caracteristicas propias del chitosan; de transferir incremento en la
absorcion y mejorar la disolucion de farmacos, se busco se formaran complejos de inclusion;
caracteristica que confieren las ciclodextrinas, y que se caracteriza por entrampar moléculas con
el farmaco y cambiarlas, eventualmente con moléculas libres, formandose un “equilibrio cinético”.
Para el tercer prototipo (poloxamero, enrofloxacina) se buscé la caracteristica de formacion de
micelas y mediante estas, la liberacién controlada del farmaco, ademas de la mejora en la
solubilidad del principio activo. Para el cuarto prototipo (poloxamero ciclodextrina, enrofloxacina)
se intento combinar los 2 vehiculos para otorgarle una liberacion controlada, por las micelas
formadas por el poloxamero y la formacion de complejos de inclusion entrampando moléculas

del farmaco.

El analisis farmacocinético de los prototipos 1, 3 y 4 Con respecto al preparado de referencia de
baytril, en ratas mostré que el prototipo a base de poloxamero (prototipo 3) generé en un tiempo
4 veces mayor un aumento en Cmax de 0.45 y un porcentaje de 681 % mayor de AUC en
comparacion con el preparado de referencia; También destaca el prototipo 4 a base poloxamero
y ciclodextrina que género en un tiempo 2 veces mayor un aumento en Cmax de 0.44 y un
porcentaje de 6,802.25% en comparacién con el preparado de referencia; por ultimo el prototipo
1; que gener6 en un tiempo 2 veces mayor un aumento en Cmax de 0.18 y un porcentaje de

141.88% en comparacion con el preparado de referencia.
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El andlisis farmacocinético de los prototipos 1 y 3 Con respecto al preparado de referencia de
baytril, en perros mostré que el prototipo 3; a base de poloxamero generd en el mismo tiempo
(3 horas) un aumento en Cmax de 0.42 y un porcentaje de 315.95 % de AUC en comparacion
con el preparado de referencia; También destaca el prototipol a base chitosan que género en el
mismo tiempo un aumento en Cmax de 0.16 y un porcentaje de 161.61% en comparacién con el

preparado de referencia.

Debido a la importancia que tiene la biodisponibilidad en la relacion PK/PD de la enrofloxacina
PO y por lo tanto de su efecto terapéutico en el paciente, resulta de interés destacar la
farmacocinética del prototipo 3 a base de poloxamero. En el presente estudio se puede observar
que estadisticamente existe una diferencia entre las variables de Cmax y AUC de este prototipo
con las del referente. Adicionalmente se detectaron diferencias en la Tmax entre el referente y el
prototipo 3 que indican diferencias en la liberacion y disolucion del principio activo en los fluidos

organicos.

Clinicamente la relevancia de estos resultados radica tanto en la relacion Cmax/CMI como en la
relacion AUC/CMI si se consideran las sensibilidades a tres niveles, como se indica en el cuadro

Y en el que detallan los puntos de inflexién o breakpoints para enrofloxacina.

Cuadro 23. Sensibilidad de grupos bacterianos a enrofloxacina %

TIPO DE BACTERIA CMI (pg/ml) SENSIBILIDAD
Gram negativo <05 Muy sensibles
Gram positivo <2 Medianamente sensibles

Anaerobios obligados >4 Resistentes

Por ejemplo: en el caso de la relacion Cmax/CMI90, los resultados obtenidos en el presente
estudio para el prototipo 3 quedarian de la siguiente manera: Cmax 3.76 pg/mly CMI90 de 0.06
pg/mL para Escherichia coli sensible, lo que da un factor de 62 que obviamente es suficiente
para un efecto clinico optimo. Si la misma E. coli es moderadamete sensible, por ejemplo con

una CMI90 de 0.5 como se indica en el cuadro 24, entonces la relacién sera de 7.52, que sera
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sub-6ptima dado el limite sugerido de Cmax = 10-12. No obstante esta relacién es superior a la

de la tableta de referencia que, dado su Cmax de 3.4 es de 6.8.

Para Staphylococcus aureus, esta misma relacion arroja un valor de 15 para el prototipo y 13
para la tableta de referencia, considerando el denominado breakpoint de este microorganismo3®
Ambas proporciones son ideales para este microorganismo. En contraste, para la CMI90 de
Staphylococcus aureus (1 pg/mL), como se lista en el cuadro 24, las relaciones serian de 3.74 y
3.4 para el prototipo y el referente, respectivamente. Obviamente estos valores son subdptimos
y no se recomendaria el uso de estos preparados para una infeccion causada por patégenos de

este nivel de resistencia.

Cuadro 24. CMI 50 y CMI 90 de los microorganismos sensibles a Enrofloxacina *

MICROORGANISMO CMI 50 (ug/ml) CMI 90 (ug/ml)
Staphylococcus aureus 0.25 1
Streptococcus spp 0.5 2
Salmonella spp 0.06 0.25
Pseudomona aeruginosa 0.5 1
Proteus mirabilis 0.125 0.5
Pasteurella multocida 0.125 0.5
Klebsiella spp 0.06 0.5
Escherichia coli 0.125 0.5
Enterococcus fecalis 0.5 2
Ehrilicha canis s/d 2
Chlamydia psittaci s/d 1
Bordetella bronchiseptica 0.125 0.5
Brucella canis 0.06 0.25
Anaerobios obligados 1 16

De la misma manera, la relacion AUC/CMI es favorable para el prototipo 1 con respecto al
referente, aunque las diferencia no son suficientemente grandes como para marcar una
diferencia en la clinica. Por ejemplo, para el tratamiento de la traqueitis inespecifica o tos de las
perreras por Bordetella bronchispetica, se tienen valores de AUC/CMI para el prototipo 1 de 20.46
y tan solo de 12.66 para la enrofloxacina de referencia.De ahi que predeciblemente se tendran
mejores resultados clinicos con la pasta del prototipo 3 que con la tableta de enrofloxacina del

preparado referente. No obstante, seria de valor confirmar esta hipotesis en estudios posteriores.
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El preparado que se hizo se prob6 en dosis Unica; es necesario es necesario hacer estudios
adicionales para determinar las variables farmacocinéticas en estado estable. También es
importante determinar si los vehiculos generan efectos adversos, porque al administrarlos en
multiples ocasiones. La FDA no reporta reacciones adversas a la administracion oral pero es
necesario probarlo. Se sefiala como desventaja para esta pasta del prototipo 3 el sabor, aunque
el poloxamero disminuyo en parte el sabor amargo de la enrofloxacina no fue lo suficiente para

evitar muestras de desagrado por parte de los perros.

Por lo que habra que ensayar con saborizantes que otros vehiculos bloguean el sabor, por

ejemplo con eudragit que se ha usado en medicamentos para medicina humana®®.

9.0 Conclusiones

Los estudios realizados permiten deducir que es factible modificar la presentacion de la tableta y
obtener valores farmacocinéticos mas adecuados a los requerimentos pk/pd que existen para
este principio activo, no obstante el prototipo logrado como ideal en este ensayo no supera de
manera significativa a lo logrado por el referente. A pesar de lo anterior la presentacion en pasta
permite una dosificacion mas agil en el perro y con mayor seguridad para el veterinario, pues
puede administrar la dosis mediante una jeringa dosificadora. Falta ain mejorar el sabor y la

aceptacion del preparado.
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