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RESUMEN

La clindamicina es un antibidtico de eleccién por su amplia distribucion a organos y
tejidos para tratamientos como la osteomielitis, infecciones periodontales y heridas
cutdneas. Sin embargo la medicacion resulta ser un inconveniente en el caso de
tratamientos largos, debido a que la mayoria de los propietarios no tienen la disciplina ni el
tiempo para completar el tratamiento, situacion que afecta la respuesta terapéutica. Con la
administraciéon de un nuevo formulado de liberacion modificada se alargara el tiempo de
redosificacion y reducira el numero de tomas del medicamento. En este contexto, se
disefiaron dos formulados orales para perros a una dosis de 20 mg/Kg de clindamicina a
base de Hidroxipropilmetilcelulosa + Poloxamero 188 y otro de
Hidroxipropilmetilcelulosa +  Carbopol, mismos que fueron comparados con un
tratamiento control de clindamicina sin excipientes. Las concentraciones sanguineas del
farmaco se determinaron a través del método de difusion en agar, colectadas a diferentes
tiempos posteriores a la administracion. Se realizo el analisis farmacocinético con ayuda
del software pkAnalyst. Con los resultados obtenidos se evalu6 la normalidad, mediante la
prueba de ANOVA vy las diferencias entre grupos por la prueba de Tukey. Efecto logrado
gracias a la adicion de los excipientes que formaron una matriz polimérica innovadora de
liberacion modificada de clindamicina, la cual, logr6 mantener las concentraciones
minimas inhibitorias bacterianas (CMI) hasta por 60 horas a diferencia de la clindamicina

de liberacion inmediata, que presentd una duracioén de 12 horas.

PALABRAS CLAVE: Canino, hidroxipropilmetilcelulosa, liberacion prolongada,

lincosamida.



ABSTRACT

Clindamycin is an antibiotic by choose, because of its wade distribution into organs and
tissues, it is used in the treatment of osteomyelitis, periodontal infections and cutaneous
wounds; however the medication can be an inconvenient in the case of long treatments,
because the owners of dogs does not have the time and the discipline necessary to complete
the treatment, affecting therapeutic response. The innovation of polymeric matrix made of
hydroxypropylmethylcellulose, poloxamer 188 and-or Carbopol with the addition in
different proportions of Clindamycin to the polymeric matrix, will result in modified
release formulations, this matrix may lengthen the time of dosages and lower the number of
take  medicine. Two  formulations of 20 mg/Kg orally made of
hydroxypropylmethylcellulose with poloxamer 188 and hydroxypropylmethylcellulose
with Carbopol were designed; they were compared with a control treatment of clindamycin
of conventional release. The clindamycin concentration in the serum was determined by the
diffusion method in agar, and the pharmacokinetic analysis was made with the software
PKAnalyst. The results were analyzed by the ANOVA test, and the difference between the
groups was analyzed by the Tukey test. Both formulations reach clindamycin therapeutic
concentrations until of sixty hours with one dose. An Innovative clindamycin design of
controlled released was achieve, they obtained antimicrobial effect, and they kept the
bacterial inhibitory minimum concentrations (IMC), unlike conventional release

clindamycin with a duration of 12 hours.

KEYWORDS: Canine, hydroxypropylmethylcellulose, lincosamides, long-acting,

osteomyelitis.
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L INTRODUCCION

En la clinica de perros es comun que se presenten casos de osteomielitis, siendo esta la
complicacién mas grave y frecuente en el tratamiento de las fracturas; otras enfermedades
como las periodontales y las heridas cutaneas infectadas; son enfermedades cuyo

tratamiento de eleccioén es la clindamicina por su amplia distribucion a 6rganos y tejidos 1.

Estas patologias requieren de tratamientos crénicos, con una administracion de 2 veces al
dia por via oral, intramuscular o intravenosa y con un tiempo de tratamiento de hasta 15 o
21 dias (2’3), sin embargo, la medicacion resulta ser un inconveniente debido a que la
mayoria de los propietarios no tienen la disciplina ni el tiempo para realizar dicho

@ no respetan los tiempos de redosificacion, lo que afecta la respuesta al

tratamiento
tratamiento, esto debido a que la clindamicina es un farmaco considerado bactericida y
tiempo-dependiente ®, lo que significa que para lograr su efecto terapéutico, requiere
lograr concentraciones 4 veces arriba de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

dependiendo del patogeno, ®),

En las ultimas décadas, han aparecido un nimero cada vez mayor de nuevas formas
farmacéuticas, se han logrado formulaciones de liberacion modificada por parte de la
industria farmacéutica que han mejorado el perfil farmacocinético y reducido los efectos
adversos de los principios activos, comparados con los farmacos de liberacién inmediata o

convencional 7,

Se ha observado un éxito en las formulaciones de liberacion prolongada para uso humano,

por esta razon también en medicina veterinaria se han venido disefiando, con el fin de



reducir el manejo y el estrés al paciente, ademas de lograr que se cumpla el efecto

terapéutico sin que llegue a ser toxico ®.

Las formas de dosificacion de los antibioticos desempeiian un papel critico para lograr una
buena relacion farmacocinética-farmacodinamia del antibiético y mejorar su uso clinico ©.
Asi, un sistema de liberacion convencional, produce una liberacién inmediata en el
organismo, manteniendo las concentraciones plasmaticas terapéuticas efectivas por tiempo
variable, con la desventaja de que se requiere administrar varias tomas del medicamento
durante todo el tiempo, y en el caso de no cumplirse cabalmente puede ocasionar que los

niveles caigan por debajo de los valores de la concentracion minima inhibitoria requerida

o, . . . . . . .. 6
por los agentes etiologicos infecciosos, o bien, que se genere resistencia o toxicidad ©.

En las ultimas décadas, tanto en la industria farmacéutica humana como en la veterinaria,
se han buscado formulaciones de liberacion modificada, la via oral es la mas utilizada
debido a que es econdmica, no requiere la esterilizacion del producto y ademas si se
utiliza un vehiculo adecuado, se puede controlar tanto la velocidad y el sitio de liberacion

en el tracto gastrointestinal ©:10)

Una liberacion efectiva del principio activo requiere una facil desintegracion de la tableta
en fluidos del tracto gastrointestinal, dependiendo de la via de administracion a la que se
destine. Un comprimido que no se disgregue adecuadamente limitara la disolucion y

absorcion del farmaco y, en consecuencia, la respuesta terapéutica no sera la esperada.
Generalmente, la disgregacion de un comprimido incluye las siguientes etapas:

1. Humectacién del comprimido.

10



2. Penetracion del disolvente en el espacio poroso.
3. Absorcion de agua e hinchamiento del disgregante.

4. Ruptura del comprimido en granulos debido al hinchamiento.

El tipo de desintegracion de una tableta estd controlado por un conjunto de factores
experimentales independientemente que incluyen el tipo de aglutinante, el uso de
lubricantes, el tipo y cantidad de disgregante y la fuerza utilizada en el proceso de

s (11
compresion ( ).

La liberacion modificada comienza con la hidratacion del polimero una vez que entra en
contacto con el agua, posteriormente forma una solucién concentrada alrededor de la
capsula que hace alusion a una capa de gel. Esta capa actia simultdneamente como una

. .y, oy . < . 12
barrera de difusion/erosion para la liberacion del farmaco ).

Las propiedades fisicoquimicas del polimero, estdn estrechamente relacionadas con su

capacidad para hidratarse rapidamente y proveer al gel de suficiente integridad mecanica.

En las formulaciones orales se puede lograr este efecto debido a las caracteristicas
fisicoquimicas que tienen los polimeros en una formulacion final, por ejemplo, los
farmacos que estan disefiados con wuna cubierta entérica, pueden liberar el farmaco
directamente en el intestino delgado, esto permite proteger al estobmago de la accion del

farmaco y al mismo tiempo proteger el farmaco de la accion del medio gastrico !°.

Las formas de liberacion modificada pretenden proporcionar concentraciones plasmaticas
casi cnstantes en periodos de tiempo prolongados, disminuyendo la velocidad de absorcion

del farmaco ¥,

11



Se ha reportado una gran variedad de sistemas de liberacion modificada mediante formas

L . 12
farmacéuticas recubiertas 2.

La tecnologia se aprovecha de este tipo de sistemas para su elaboracion, que se enfatiza
generalmente en los avances de la ciencia, un ejemplo es el uso de los polimeros y el
conocimiento sobre sus caracteristicas fisicoquimicas y el comportamiento que adquieren

en las formulaciones 1?.

Las matrices de Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) son muy utilizadas por los
formuladores, debido a sus propiedades de hinchamiento y solubilidad que permiten la
interaccion farmaco-polimero en este tipo de sistemas de liberacion . Son excipientes

(15, 16, 17)

que poseen una elevada capacidad de gelificacion y a su vez tiene un efecto en la

e . . ., , . . s sy 1
cinética de liberacion del farmaco incorporado en un sistema farmacocinético a8,

Los Poloxdmeros son usados principalmente en formulaciones farmacéuticas de liberacion

modificada !*.

Por otro lado, los carbomeros se caracterizan por contener un material bioadhesivo, se
consideran para liberacion modificada y como modificadores de las caracteristicas

reologicas, principalmente .

El objetivo del presente trabajo fue formular dos matrices poliméricas utilizando como
base la hidroxipropilmeticelulosa, Poloxdmero y otra matriz polimérica con Carbopol en

diferentes proporciones y mezclas.

12



II. ANTEDECENTES

2.1 Clindamicina
2.1.1 Monografia

La clindamicina es un derivado del acido trans-L-4-n-propilhigrinico, un aminoacido, que
esta unido a un derivado de una octosa que contiene azufre. Pertenece al grupo de la familia
de la lincomicina y es producido por Streptococcus lincolnensis var. lincolnensis @D La
sustitucion del grupo hidroxilo en el carbono 7 de la molécula de lincomicina por un 4tomo
de cloro da como resultado una mayor actividad antimicrobiana de la clindamicina. La

estructura del clorhidrato de clindamicina tiene un pH de 3 — 5.5 y pKade 7.6 . (Figura 1)

Figura 1: Estructura quimica de la clindamicina

2.1.2 Farmacocinética

13



La clindamicina posee una alta distribucion a o6rganos y tejidos, es de baja toxicidad, pero

posee un efecto terapéutico muy reducido en el organismo, ya que su tiempo de efecto es

de 12 horas @.

La clindamicina se absorbe mejor que la lincomicina en el tracto gastrointestinal, tanto en
los seres humanos como en los animales, produce concentraciones mas elevadas en el suero
(Cmax de 5 pg*h/mL), y es més activa que la lincomicina debido a la sustitucion del

radical hidroxilo por cloro 2.

La vida media de la clindamicina es de casi 2.9 h y de este modo se administra a intervalos

de seis horas @.

A diferencia de la lincomicina, la presencia de alimento no parece afectar la absorcion oral
de la clindamicina. Existe una buena penetracion en las secreciones respiratorias, al fluido
pleural, la préstata, los huesos y las articulaciones, y posee una baja penetracion en el
liquido cefalorraquideo. Las concentraciones de clindamicina en los fagocitos son de 10-20

veces superiores a las concentraciones del plasma .

La clindamicina ingresa a los macréfagos mediante un mecanismo de transporte activo y la
concentracion intracelular del principio activo en los macréfagos es 50 veces superior a la
.7 (2]) . . . . .
concentracion extracelular /. La clindamicina atraviesa la barrera placentaria, pero su

seguridad durante la gestacion todavia no se ha determinado ¥,

El clorhidrato de clindamicina no requiere un proceso metabdlico para activarse cuando se
administra por via oral, sin embargo el fosfato de clindamicina requiere una hidrélisis, que

tiene lugar en el plasma, para ser activo @2),
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Se sabe que la clindamicina se une a las proteinas plasmaticas en un 90% . En el perro, el
36% de la dosis administrada se excreta sin cambios en la bilis y la orina. Se elimina un
90% por via biliar y un 10 % por via renal. El 28% de la dosis es excretada por el higado
en forma de glucuronido (sin actividad antimicrobiana), un 28% se elimina como sulféxido
de clindamicina (que conserva solo un 25% de la actividad antimicrobiana del antibiotico
original) y el 9% es eliminado como N-desmetil-clindamicina la cual tiene de 4-8 veces la
actividad antimicrobiana del compuesto original(3). La via biliar es la principal ruta de

excrecion @,

2.1.3 Farmacodinamia

La clindamicina se liga exclusivamente a la subunidad 50s de los ribosomas bacterianos y
suprime la sintesis proteinica. Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo por el que
inhibe la sintesis de proteina, parece que inhiben a la peptidil-transferasa, interfiriendo en

la unién del sustrato aminoacil-ARNt al sitio 4 de la subunidad ribosémica .

2.1.4 Espectro

La clindamicina es mucho mas utilizada que la lincomicina debido a su mayor actividad
frente a microorganismos anaerobios, tal como Bacteroides spp., debido a su mayor
potencia antibidtica y por su mejor absorcion oral. La clindamicina es hasta 20 veces mas
potente que la lincomicina en el tratamiento de infecciones producidas por Staphylococcus

y Streptococcus en el ser humano @V,
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La clindamicina es una buena opcion para el tratamiento de las infecciones causadas por
microorganismos anaerobios en las pequefias especies, su espectro de actividad incluye a

Bacteroides fragilis, Fusobacterium spp, Steptococcu spp y Clostridium perfringens .

La clindamicina es también activa frente a microorganismos aerobios tal como
Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Actinomyces spp, Nocardia spp, Mycoplasma spp 'y

Toxoplasma spp .

2.1.5 Efectos Adversos

En general la clindamicina se considera un antibidtico poco toxico. El efecto secundario
mas serio en el ser humano es la colitis pseudomembranosa causada por el crecimiento
desmedido de Clostridium difficile *> con una incidencia publicada de un 2 al 20%. Sin
embargo la colitis pseudomembranosa no se ha observado en los animales. En perros y

@2 En rumiantes, caballos,

gatos se han reportado sélo casos leves de vomitos y diarrea
conejos y roedores si se han observado trastornos gastrointestinales. Los gatos pueden ser

renuentes en aceptar la administracion oral de la clindamicina por su mala palatabilidad .
2.2 Liberacion Modificada

Se define como liberacion modificada a cualquier forma de dosificacion que permita liberar
el farmaco durante un periodo de tiempo prolongado (constante, sostenida o prolongada).
Se implica que el sistema es capaz de proporcionar algin tipo de control terapéutico, que
puede ser de tipo temporal, espacial, o ambos tipos a la vez. Se entiende asi que la

25)

liberacion temporal es el control de la velocidad de liberacion del farmaco . Liberacion

modificada, se define como aquella presentacion farmacéutica en las que la velocidad y el
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lugar de liberacion de la sustancia o sustancias activas son diferentes al de la forma

, . . ., . .. . , (6
farmacéutica de liberacion convencional, administrada por una misma via ©.

Existen numerosas clasificaciones basadas en la forma de liberar el farmaco o bien en los
mecanismos que gobiernan dicha liberacion: tales como, sistemas de liberacion acelerada,
sistemas de liberacion diferida, sistemas de liberacion prolongada y sistemas flotantes o
bioadhesivos . Teniendo en cuenta estos factores, es posible conseguir sistemas de

liberacion que actien lentamente y de forma continua durante largos periodos de tiempo

©)

En los ultimos afios han aparecido un nimero cada vez mayor de nuevas formas
farmacéuticas o de liberacion modificada, que se presentan como dispositivos que aportan
mejores pautas posologicas, mejor perfil farmacocinético e incluso reduccion de efectos

adversos ©.

La velocidad de liberacion del farmaco, estd practicamente modificada por las propiedades
de los excipientes que se incluyen en la formulacion, aunque también existen otros factores

tales como el pH del medio en el que se va a realizar la liberacion ©.

Por la via oral, se han hecho intentos para mantener los sistemas de liberacion en el tracto
gastrointestinal durante largos periodos de tiempo; por medio de vehiculos que se adhieren
a las paredes del estdomago; tabletas y capsulas que flotan en los fluidos del tracto
gastrointestinal o con formas y tamafios diferentes que logran retener por un tiempo mas

prolongado al principio activo. Los sistemas de liberacion modificada emplean
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recubrimientos de distintos espesores y tamafos, para alcanzar un tiempo de transito mas

predecible y reducir el peligro de dosis efectivas ¢ % '%,

En general, se considera ideal una cinética de liberacion de orden cero, para cualquier
sistema de liberacion. Se debe tener en cuenta que cinéticas que in vitro son de orden cero,
no necesariamente in vivo deben tener una cinética de orden cero. Esto sélo ocurrird si el
tracto gastrointestinal se comporta como un modelo de comportamiento unico, que
significaria que todos los segmentos a lo largo del tracto gastrointestinal fueran
homogéneos respecto a la absorcion y la liberacion del farmaco. Se puede considerar que
el tiempo de liberacion del farmaco es la etapa limitante de la velocidad en el proceso de

., (25
absorcion ),

La liberacion oral ofrece una accesibilidad excelente, de modo que los sistemas de
liberacion de farmacos pueden ser incorporados y eliminados con facilidad. La adhesion a
la mucosa se puede conseguir empleando un polimero o la combinacion de polimeros, tal
como la Hidroxipropilmetilcelulosa, pues presenta propiedades adhesivas en contacto con

la saliva ®%.

2.3 Excipientes (Polimeros)

Para lograr un buen formulado de liberacion modificada es importante evaluar
cuidadosamente las propiedades fisico-quimicas del farmaco y de los excipientes, esta
evaluacion se basa en las caracteristicas del sistema de liberacién y en la fisiologia y/o

, Sy . 27
anatomia de la zona de aplicacion en el organismo *7.
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Asi pues, se deben conocer algunas propiedades de los materiales, tales como propiedades
organolépticas (color, olor); densidad (densidad verdadera, densidad compactada, entre
otras); forma cristalina (si la tiene) ®”. En el presente trabajo, con el fin de realizar la
mezcla de los ingredientes del formulado se utilizo la granulacion, la cual se alude en el

siguiente apartado.

Como ya se menciond, el uso de los excipientes tales como hidroxipropilmeticelulosa,
carbopol y poloxamero 188, logra un efecto de liberacion modificada debido a sus

caracteristicas bioadhesivas o de retencion géstrica.

Cabe mencionar, que la combinacion de hidroxipropilmeticelulosa y carbopol como
2
polimeros mucoadhesivos, adicionados en un mismo formulado, ya se ha reportado en la
. 28 . . . ,
literatura ®®. En correspondencia con este areumento, en seguida se listaran algunas de las
b

publicaciones que se han realizado sobre el uso de estos excipientes.

En un estudio, se reportd la formulacion de tabletas flotantes, no efervescentes de
liberacion controlada de glipizida fueron desarrolladas utilizando polimeros en forma de gel

como hidroxipropilmeticelulosa y carbopol **.

En otro estudio, Ximing Liu, menciona que la hidroxipropilmetilcelulosa es usada
frecuentemente para productos de liberacion sostenida, y que no es sensible a ningun tipo
de pH y que ademas es compatible con el carbopol, al disefar un gel de tolterodina para los

seres humanos .

En el estudio de Ahmed, se menciona que se utilizé hidroxipropilmeticelulosa y carbopol

para la elaboracion de un parche transdermal para la especie humana Gn,
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En el estudio de Mukherjee se experimentd la combinacion de excipientes para un
formulado de liberacion modificada de ofloxacina en ratas, el cual tiene caracteristicas
mucoadhesivas de retencidbn gastrica por ciertos polimeros biodegradables:

hidroxipropilmeticelulosa con carbopol 2.

La combinacion de hidroxipropilmeticelulosa con poloxamero 188 también es referida en

la literatura como a continuacién se presenta:

Mansour refiere en un estudio experimental, el wuso de poloxamero con
hidroxipropilmetielulosa, que es un formulado gelificante de clorhidrato de ciprofloxacina

de liberacion controlado para su uso en la cornea 2.

Por otro lado, Radivojsa, reportd la adicion de hidroxipropilmetilcelulosa con poloxamero
188 para un formulado gelificante por via subcutanea de heparina de liberacion prolongada,

con el cual obtuvo una liberacion de 9 dias ©¥.

2.4 Granulacion

La granulacion es un proceso de aglomeracion de particulas primarias de polvo para formar
estructuras mayores denominadas granulos. Generalmente, este granulado se utiliza como
producto intermedio en la fabricacion de comprimidos y cépsulas, aunque también puede

ser empleado como producto final 33),

Las principales razones por las cuales se recurre a la granulacion en una mezcla de polvos

son las siguientes:

e Prevenir la segregacion de sus componentes.
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e Megjorar las propiedades de flujo.

e Mejorar las caracteristicas de compactacion.

La preparacion de un granulado puede realizarse por via seca o via himeda segun se
adicione o no, un solvente a la mezcla de polvos. La eleccion del método de granulacion
dependera por un lado de la aplicacion que se quiera dar al granulado y por otro de las
propiedades fisico quimicas del principio activo y de los excipientes de la formulacion, en

particular de su sensibilidad a la humedad y al calor ©®.

En el presente proyecto, la técnica que se realizd para mezclar los excipientes fue por
medio de granulacion seca. La técnica de granulacion seca es también conocida como
“granulacion por doble compresion”, se produce mediante la agregacion de los
componentes en polvo sometidos a alta presion seguida de una fragmentacion o troceado y
la posterior granulacion mediante tamizacion para conseguir el tamafio de granulo deseado.
Esta via se puede utilizar como alternativa a la via himeda cuando el farmaco que se va a
granular llega a ser alterado por la humedad, a los liquidos de granulacion, o no es estable
a altas temperaturas de secado. Sus principales inconvenientes son que la mezcla debe
presentar ciertas propiedades cohesivas, la formacion de polvo y la baja reproducibilidad

en las propiedades finales del granulado ©°).
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2.5 Uso terapéutico de la clindamicina

Las enfermedades que son tratadas en perros por medio de clindamicina se muestran en el

cuadro 1

Cuadro 1: Enfermedades en perros tratadas comunmente con clindamicina

ENFERMEDAD AGENTE ETIOLOGICO Referencias bibliograficas

Osteomielitis Staphylococcus aureus ©7 38

Enfermedad periodontal Staphylococcus spp 4041424344

Streptococcus spp(38’39)

Infecciones cutaneas Stahpylococcus 46,47

pseudointermedius

2.6 Fisiologia digestiva del perro.

Una vez que el medicamento administrado por via oral es absorbido a través del tracto
gastrointestinal, es necesario comprender la fisiologia digestiva de la especie por estudio.

En lineas generales, se presenta un breve resumen de la digestion canina.

La digestion es la funcion primaria del tracto gastrointestinal, que consiste en la
degradacion de los grandes compuestos de los alimentos hasta formar particulas mas
sencillas que puedan ser absorbidas en el tracto digestivo, transportadas a los tejidos y

J .. ., .. . (48.49
utilizadas para el mantenimiento, reparacién, crecimiento o aporte de energia “**%,

Existen dos tipos de digestion: digestion mecéanica y digestion quimica. La digestion

mecanica implica la masticacion por medio de los molares, mezcla y desplazamiento del
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alimento por el tracto gastrointestinal y favorecidos por contracciones de las paredes
intestinales llamados movimientos peristalticos “***°?. La digestion quimica consiste en la
hidrolisis de los enlaces con catalisis enzimatica. Los tres tipos de nutrientes que requieren
digestion son los lipidos o grasas que son hidrolizadas hasta glicerol, acidos grasos libres y
algunos monoglicéridos y diglicéridos; los carbohidratos complejos que se hidrolizan a
azucares simples como glucosa, galactosa y fructosa; y las proteinas que se hidrolizan

hasta aminoacidos. #4539

El proceso comienza por la boca, donde se segrega saliva, la saliva actia como un
lubricante para facilitar tanto en masticacion como en deglucion y solubiliza los
componentes que estimulan las papilas para conferir el sabor “”. El perro cuenta con 4
pares de glandulas salivares: las parotidas, situadas delante de cada oreja, las sublinguales,
ubicadas bajo la lengua, las mandibulares, debajo de la mandibula inferior y las
zigomaticas, situadas sobre la mandibula superior debajo del ojo GD Los perros disponen
de una dentadura adecuada, como corresponde a una configuracion carnivora, para

desgarrar, roer y masticar sus alimentos **. El nimero de dientes del perro son 42 ©°.

El alimento pasa desde la boca hasta el estomago a través del esofago “®*”. Es un tubo
relativamente corto. Las células de la capa mucosa secretan un moco que contiene mucina
para lubricar al bolo alimenticio y asi se facilite su desplazamiento al estomago “**°%. La
presencia de los alimentos estimula los movimientos peristalticos de las paredes del es6fago
que los conducen hasta el estomago. En la base del es6fago, a su entrada en el estobmago,

existe un anillo muscular, conocido como esfinter del cardias 48.49.52) Cuando el alimento

llega al término del esofago, el cardias se relaja y permite su entrada al estomago. Este
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anillo se relaja en respuesta a los movimientos peristalticos del es6fago, pero una vez el
alimento en el estobmago, se ejerce una presion que no da lugar a la relajacion, sino por el

. . . . , . 48.52
contrario, se contrae para prevenir el reflujo del contenido géstrico “**?.

El estdémago participa en las fases iniciales de la digestion con la secrecion de acido
clorhidrico y de pepsindgenos. Los musculos del antro pilorico trituran las particulas
alimentarias y el movimiento peristaltico se desplaza desde el cuerpo del estdbmago al antro
en direccion a un piloro que suele estar parcialmente cerrado. A continuacion, un fuerte
movimiento retrégrado desplaza los alimentos de nuevo hacia el antro proximal, con lo
cual se trituran hasta quedar convertidos en particulas lo suficientemente pequefias como
para pasar por el piloro. El vaciado géstrico puede iniciar de 15 a 30 minutos luego de que

se administra la comida y puede tardar en vaciarse de 1 a 4 horas ©'~%.

Las principales enzimas digestivas del estomago del perro son la pepsina y la lipasa. La
pepsina inicia la digestion de las proteinas y la convierte en péptidos, y desarrolla su
funcién en condiciones Optimas cuando el pH es de 2.0, de modo que su funcion
disminuye cuando los alimentos llegan al intestino delgado. Su actividad es mas

importante en la digestion de las proteinas carnicas que en las vegetales.

La lipasa gastrica contribuye a descomponer los acidos grasos de cadena larga, pero,

comparada con la lipasa pancreatica, su contribucion resulta muy pequeia.,

La mayor parte de la digestion enzimatica de los alimentos se produce en el intestino

delgado que se divide en duodeno, yeyuno e ileon. El intestino delgado del perro presenta
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una longitud que oscila entre los 1.8 y los 4.8 m “Y. El intestino estd cubierto por

enterocitos, los cuales sufren un recambio celular completo de 3 a 6 dias .

La motilidad del intestino delgado mezcla el paso del contenido y lo desplaza en una
direccion. Las contracciones ritmicas hacen mas lento el movimiento, mientras que el
peristaltismo empuja el contenido en direccion opuesta a la boca, de modo que existe una
coordinaciéon de efectos “de rotura y aceleracion”. La duracion de la trasferencia de los

alimentos al intestino delgado en el perro parece oscilar entre una y tres horas '),

El intestino grueso estd compuesto por el colon, el ciego y el recto. El de un perro de
tamafia medio tiene una longitud de 0.6 m. La principal funcion del colon es la absorcion de
electrolitos y agua, y la fermentacién bacteriana de los nutrientes que no han sido
absorbidos. Los alimentos no digeridos permanecen aproximadamente 12 horas en el
intestino grueso del perro, aunque depende de la composicion de los alimentos, sobretodo

de la cantidad y el tipo de fibra 53),

2.7 Validacion de Métodos Microbiologicos

La validacion es un requisito con caracter obligatorio cuando se desarrolla un nuevo
método microbiologico; sin embargo, los métodos descritos en farmacopeas u otros textos
oficiales se consideran validados, aunque debe aclararse que ellos se refieren solamente a
métodos generales y a materia primas. Estos no precisan la validacion, aunque deben de ser
comprobados antes de su utilizacion rutinaria con la verificacion de la idoneidad en las

condiciones del laboratorio ©¥.
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En la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998 se establecen las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable, tales requisitos a
los que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas, misma que

(55 Esta Norma Oficial Mexicana se refiere al

establece lo que a continuacion se refiere
area farmacologica para la especie humana, sin embargo para la medicina veterinaria a

pesar de que no existe una Norma como tal, que establezca y obligue realizar este tipo de

pruebas de validacion, fueron realizadas como a continuacion se presenta.

Se define como método analitico, a la adaptacion especifica de una técnica analitica para un
propoésito de medicidon seleccionado. La validacion de un procedimiento analitico es un
procedimiento para establecer por medio de estudios de laboratorio una base de datos que
demuestren cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio
(exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad
e intervalo de linealidad) que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las
aplicaciones analiticas pretendidas. Implica la demostracion de la determinacion de las
fuentes de variabilidad y del error sistematico y al azar de un procedimiento, no solo

dentro de la calibracién sino en el analisis de muestras reales ©°.

La valoracion microbioldgica de antibidticos es un método analitico que permite bajo las
condiciones adecuadas demostrar la actividad (potencia) de los antibidticos por medio de
su efecto inhibidor sobre los microorganismos. Su métodos general es la valoraciéon en

difusion en gel en agar (cilindro placa).
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Basicamente en los dos métodos la potencia de un antibidtico se estima mediante la
comparacion de la actividad de un producto (problema) y la de una muestra estandar de

referencia (patron) en presencia de un microorganismo testigo 7.

A partir del criterio de que no existe un modelo Unico para validar yde que existe una
gran variedad de métodos microbiolédgicos, la validacion de los métodos microbiologicos se

fundamentan en diversos parametros.

2.7.1 Pruebas de Validacion

Los criterios de aceptacion para cada prueba de validacion del clorhidrato de clindamicina

se observa en el cuadro 2.

Cuadro 2: Pruebas de validacion para clorhidrato de clindamicina

PRUEBAS DE VALIDACION CRITERIO DE ACEPTACION
Linealidad del método El coeficiente de correlacion (r) debe ser mayor o
igual 0.99.
Exactitud de la curva de linealidad Para cada punto de la curva el %CV y %DEA

deberan ser menores o igual al 15% excepto para el

valor mas bajo, que puede ser hasta del 20%

Repetibilidad El coeficiente de variacion no debe ser mayor del 15
%
Reproducibilidad El coeficiente de variacion no debe ser mayor del
15%
Exactitud El valor promedio de las desviaciones absolutas de

las determinaciones en cada nivel de concentraciones
de los datos de repetibilidad y reproducibilidad

deben estar dentro de +£15% del valor nominal de
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concentracion

Selectividad No deben existir interferencias en el tiempo de

retencion del compuesto a cuantificar

Limite de deteccion La concentracién obtenida, cumple con los criterios
de precision y exactitud. El %CV no debe ser mayor

al 20%

Limite de cuantificacion El valor promedio de la concentracién evaluada debe
estar dentro del £20% del valor nominal (exactitud)

y no debe tener una variaciéon mayor al 20%

Estabilidad de la muestra Los resultados obtenidos para los puntos control
deben de cumplir con los criterios de repetibilidad y

exactitud

Recobro absoluto El porcentaje de recobro no necesariamente es del

100%, pero debe ser reproducible en los diferentes

. (55
niveles de concentracion ©2).

Linealidad del Método: Capacidad del método para proporcionar resultados que
son directamente (o promedio de transformaciones matematicas) proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido. Siempre que
sea posible se busca una respuesta de tipo lineal que facilitard su trazado,
interpolacion e interpretacion. La linealidad se refiere a la relacion entre la
concentracion y la medida de valoracion

Repetibilidad: Repetibilidad del sistema industrial, este parametro estudia la
variabilidad debida Unicamente al instrumento y se determina analizando
repetidamente una misma muestra de forma consecutiva de 6 a 10 veces. La
repetibilidad del método se efectiia sobre una serie de alicuotas de una muestra
homogénea que se analiza independientemente desde el principio (preparacion de la

muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el mismo instrumento y mismo
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analista. Se proponen dos alternativas para realizar este estudio: un minimo de 6
muestras a la concentracion nominal.

Reproducibilidad: Estudia la variedad del método bajo condiciones operativas
diferentes y en distintos laboratorios, diferentes analistas y utilizando condiciones
operativas y ambientales distintas pero siguiendo el procedimiento descrito en el
procedimiento.

Exactitud: Es un procedimiento que expresa la proximidad entre el valor que es
aceptado convencionalmente como el valor verdadero o un valor referencia y el
valor experimental encontrado.

Selectividad: Es la capacidad de un método para determinar el analito sin
interferencia de impurezas, productos de degradacion, excipientes u otras sustancias
presentes en la muestra. La selectividad es la capacidad de un método analitico para
medir y/o identificar simultdnea o separadamente los analitos de interés de forma
inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas que pueden estar presentes en
la muestra.

Limite de deteccion: Es la minima cantidad de analito en la muestra que se puede
detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones
experimentales descritas, la cantidad minima de la muestra que puede detectarse,
aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales
indicadas.

Limite de cuantificaciéon: Término cuantitativo mientras que el limite de deteccion

es solo cualitativo, encontrandose en ambos términos un rango de concentraciones
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en el que si bien no puede cuantificarse en cuestion con razonable certeza, si puede
detectarse su presencia sin incurrir en falsos positivos.
Estabilidad de la muestra: Se refiere a la propiedad del compuesto por analizar, de

conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis 67,
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III. JUSTIFICACION

La clindamicina pertenece al grupo de las lincosamidas, farmacos de tipo tiempo-
dependientes, que para lograr un mejor efecto terapéutico requiere mantener durante un
tiempo prolongado, que la concentracion del antibidtico, supere 4 veces la concentracion

minima inhibitoria durante el intervalo de administracion ¢,

Con el fin de mejorar la relacion farmacodinamica-farmacocinética se disefiaron
formulados de liberacion modificada a través de la adicién del principio activo con
excipientes con caracteristicas de bioadhesion en el organismo para lograr mantener las
concentraciones plasmaticas del farmaco por un tiempo mayor que el alcanzado por la

clindamicina sin excipientes después de su administracion por via oral y con una sola dosis.

Asi mismo se ha demostrado en la literatura que la adicion en conjunto de
hidroxipropilmetilcelulosa con poloxdmero 188 y de hidroxipropilmetilcelulosa con

carbopol ha logrado formulaciones de liberacion prolongada con éxito.

La liberacién modificada de la clindamicina podria resultar ser benéfica para tratamientos
tales como osteomielitis, enfermedades periodontales e infecciones cutaneas que son
enfermedades que requieren de tratamientos largos de hasta 21 dias y con una frecuencia de

o . 7 r . . r 2,5
administracion de 2 veces al dia principalmente por via oral >

La medicacion para estas enfermedades se realiza normalmente en casa por los
propietarios a través de la via oral, 2 veces al dia durante 21 dias, lo que suma un total de
(3.4

42 dosificaciones, esto resulta complicado y produce estrés al paciente por el manejo

En el presente trabajo, el fin de disefiar un formulado de clindamicina de liberacién
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modificada se realiz6 para ayudar a reducir el nimero de redosificaciones o tomas, durante

el periodo del tratamiento.

Ademas se buscé mantener la concentracion sérica del farmaco en un nivel terapéutico
adecuado durante un intervalo prolongado de tiempo y con esto, ayudar a reducir los
efectos adversos del farmaco, al disminuir el tiempo de contacto del principio activo con el

tracto gastrointestinal.

Esta situacion podria beneficiar la economia del médico sin afectar el tiempo de

tratamiento total.

Por estas razones, se disefio y se evalu6 la farmacocinética de dos formulados poliméricos
de clindamicina, con el fin de generar un sistema de liberacion modificada para lograr una
nueva presentacion farmacéutica que sera administrada por via oral en perros y que logre

una mejor eficacia en relacion a su farmacodinamia-farmacocinética.

IV. HIPOTESIS

Con la adicién de los excipientes, Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), Poloxdmero 188
y Carbopol a la clindamicina se logrard un formulado polimérico de liberacion modificada
que permitira mantener las concentraciones terapéuticas séricas por 60 horas después de la
administracion de una sola dosis por via oral en perros, mejorando asi la relacion

farmacocinética-farmacodinamia.
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V. OBJETIVOS

e Desarrollar un formulado de clindamicina a base de una matriz polimérica
compuesta por hidroxipropilmeticelulosa + Poloxdmero 188 y otro constituido por
Hidroxipropilmetilcelulosa + Carbopol con el fin de obtener sistemas de liberacion
modificada en perros.

e Aumentar el tiempo de permanencia sérica de la clindamicina de hasta 60 horas.

e Mejorar el perfil farmacocinético-farmacodinamico de la clindamicina por un

periodo 6 veces mayor.
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Se utilizaron los siguientes materiales obtenidos por diversas empresas manufactureras:

VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Equipo, materia prima y unidad experimental

6.1.1 Equipo: En la fase de laboratorio se utilizo:

Balanza analitica

Espéatula quimica

Cépsulas de gelatina dura.

Bascula (para medir el peso de los perros)

Termobalanza OHAUS MB 2000

6.1.2 Materia prima:

Clorhidrato de clindamicina ® (Halvet, México)
Hidroxi-Propil-Metil-Celulosa (HPMC) (Vivapharm K -100) ® JRS Mexicana
Poloxdmero 188 ® (Lutrol 127) BASF, ciudad de México, y

Carbopol ® 971 P NF polimero (Lubrizol, México).
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6.1.3 Unidad experimental:

Este estudio fue aprobado por el Subcomité Institucional de Investigacion, Cuidado y Uso
de Animales Experimentales (SICUAE) de la Universidad Nacional Auténoma de México

en enero del 2014, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM- 062- ZOO- 1999 8

Se utilizaron 21 perros sanos de 1-8 afios de edad, de diferentes razas y de ambos géneros
(macho y hembra), con un peso promedio de 15 Kg, los cuales estuvieron alojados en las
perreras del area de enseflanza quirtrgica de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México, dichos animales fueron
alimentados con producto comercial seco (Pedigree ®) y agua ad /libitum. Los animales
recibieron la vacuna de la rabia (IMRAB T-3®, Merial) y la vacuna polivalente
(RECOMBITEK ® C6-V, Merial), también se les administré una dosis de desparasitante

(Drontal Plus ®, Bayer) 2 semanas previas a la toma de muestras.

Después del examen fisico general y de la verificacion de que los animales se encontraban
dentro del rango normal de las constantes fisiologicas, se dio prioridad a la palpacioén
abdominal, linfonodos, condicidon corporal, temperatura corporal, frecuencia cardiaca y
frecuencia respiratoria, con el fin de evitar interferencias en la farmacocinética del

principio activo.
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6.2 Metodologia
6.2.1 Fase de Investigacion

Busqueda de la informacion publicada para conocer las propiedades fisicoquimicas de los

excipientes (polimeros) para el disefio del formulado.
6.2.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas del formulado:
6.2.1.1.2 Clindamicina
La clindamicina es un antibidtico que se encuentra dentro del grupo de las lincosamidas ®.

El Clorhidrato de clindamicina tiene como formula quimica C,gH33CIN,OsS, HCI, se utiliza

principalmente para ser administrada mediante capsulas ©).

El polvo tiene un color blanco, apariencia cristalina, es soluble en agua y ligeramente

soluble en etanol, tiene un pH: 3-5, un pK, de 7.6, peso molecular de 461.44 Da 9

6.2.1.1.3 Hidroxipropilmeticelulosa

Las matrices de Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) son las mas utilizadas por los
formuladores, no solo por la gran variedad que se encuentran en el mercado, sino por
propiedades de “hinchamiento” y solubilidad, que permiten interpretar con mayor certeza

, . ., , , . . . ., (14
los fenémenos de interaccion farmaco-polimero en los diferentes sistemas de liberacion 1.

Entre sus principales caracteristicas estan su elevada capacidad de gelificacion e

hinchamiento, que a su vez tiene un efecto significativo en la cinética de liberacion del
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(15, 16, 17)

farmaco incorporado en el sistema , es de facil compresion vy tiene la capacidad de

albergar una gran cantidad y diversidad de farmacos "*.

El HPMC es un derivado de celulosa hidrofilico que presenta cargas no idnicas, es inerte e

inodoro y se obtiene a partir de celulosa purificada (figura 2).

Figura 2: Estructura quimica de Hidroxipropilmetil

celulosa.

Es un polvo granular de color blanco, blanco-amarillento, o blanco-grisiceo, es
higroscopico, es insoluble en agua caliente, acetona, etanol anhidro y tolueno pero si se
disuelve en agua fria, metanol, diclorometano y alcohol. Es estable en soluciones con pH

de 320,

Se utiliza en la preparacion de formas farmacéuticas orales y topicas, en las primeras se
utiliza como aglutinante para granulacion himeda o seca; y para recubrimiento entérico,
dependiendo del grado de viscosidad. También se utiliza como matriz para comprimidos

de liberacion modificada ?°.

Las propiedades fisicoquimicas del HPMC son: solubilidad, temperatura de transicion

vitrea y viscosidad, se ven afectadas por la proporcion de grupos metoxilo e
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hidroxipropoxilo que posee, asi como por su peso molecular, el cual oscila entre 10 000 a

15 000 Daltons @,

La Hidroxipropilmetil celulosa es un material polimérico extremadamente versatil, estable
entre un intervalo de pH de 3-11 y se considera no toxico, siendo la Dosis Letal (DL*) en

ratones y ratas por via intraperitoneal de 5 y de 5.2 g/Kg respectivamente %%,

En formulaciones matriciales de liberacion modificada, la hpmc se puede incorporar entre
un 10 — 80% del total de la formulacion y se ha encontrado, que, sin importar la forma
farmacéutica en la que esté presente la hpmce, no sufre degradacion enzimatica, por lo que

, rqe . 1
puede provocar un efecto laxante y generar un sindrome metabolico a dosis elevadas 6n),

A este respecto, cabe mencionar que en el presente trabajo, la concentracion adicionada de

HPMC a los formulados elaborados fue de 0.04 g/Kg de peso.

Se reporta que el HPMC presenta una: densidad verdadera: 1.326 g/ecm’, densidad

compactada: 0.557 g/em’ @,

En la figura 3 se observa por medio de microscopia de barrido el excipiente de (HPMC) en
un lente de 200x (100 pm) (a) y de 500 x (10 um) (b).Figura 3 Microscopia de barrido de

HPMC, con un lente de 200 x (100 um) (a) y con un lente de 500x (10 um) (b).
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d (b)

Figura 3a: Microscopia de barrido de Figura 3b: Microscopia de barrido de
HPMC en un lente de 200x (100 pm). HPMC en un lente de 500x (10 um).

6.2.1.1.4 Poloxamero 188

Los Poloxdmeros estan constituidos por polimeros no idnicos de 6xido de propileno, 6xido
de etileno hidrofilo y oxido de etileno hidrofobo (Figura 4), principalmente usado en
formulaciones farmacéuticas como emulsificantes o agentes solubilizantes. Su estructura
posee un segmento hidrofobico y un segmento hidrofilico. Se ha reportado en la literatura
que el Poloxdmero se utiliza para firmacos de sistema de liberaciéon modificada. El
Poloxamero 188 tiene un peso molecular de 7680 — 9510 Da “®. La dosis letal (DL*) en
ratones y ratas por via oral es de 15g/Kg y de 9.4 g/Kg respectivamente. La dosis més alta

de Poloxamero que se maneja en el presente trabajo es de 0.002 g/Kg.
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Structural Formula

CH,
Q 8]
HO o] H
| o
h

188

Figura 4: Estructura quimica de Poloxamero

Generalmente se producen de color blanco, de una consistencia cerosa, de flujo libre,

granulos comprimidos o de apariencia como de yeso solido, tiene una densidad: 1.06 g/cm’

(20)

En la figura 5 se observa en un aumento de 100x (25 pm) del Poloxamero 188.

Figura 5 Microscopia de barrido de Poloxdmero 188 ©.

6.2.1.1.5 Carbopol

Los carbomeros son polimeros sintéticos de alto peso molecular compuestos de acido
acrilico (figura 6). Los carbomeros se caracterizan por ser un material bioadhesivo, y

funcionar como un agente de liberacion modificada, es un agente emulsificante,

oy . , . , . .. 20
estabilizador y es un modificador de las caracteristicas reologicas, principalmente 20),

(20)

Tiene un peso molecular de 104 400 Daltons Siendo la dosis letal (DL*") en cuyos,
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ratones y ratas, por via oral, de 2.5g/Kg, de 4.6 g/Kg y de 4.1 g/Kg, respectivamente. La
dosis mas alta de Poloxamero que se maneja en el presente trabajo en perros es de 0.00035
g/Kg, siendo esta dosis menor a la (DL”, la cual esta por debajo en un 99.72% de la
(DL? para la dosis de 2.5g/Kg en cuyos, debajo de la (DL*” en un 99.84% para la dosis
de 4.6 g/Kg en ratones y debajo de la (DL’” en un 99.82% para la dosis de 4.1 g/Kg en

. . )
ratas, como se cita en la literatura ®?.

Structural Formula

I—O—73I
Q—0O—0O—I
(@]

I

Figura 6: Estructura quimica del Carbopol

Es un polvo blanco o casi blanco, esponjoso, higroscopico que se hincha en agua y otros

solventes polares. Sus particulas promedio tienen un diametro de 0.2 um, es soluble en

(20)

agua, glicerina y en etanol al 95% Posee una densidad verdadera de 0.4 g/cm’® y una

densidad compactada: 0.3 g/cm’ 20),
La liberacion del principio activo de las capsulas fabricadas con carbopol es controlada por

. , . , . 4
difusion a través del hidrogel que el polimero forma en contacto con el medio acuoso (64, 65,

66, 67)

En la figura 7 (a) y (b) se muestran imagenes de microscopia de barrido de Carbopol .
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Figura 7 (b) Microscopia electronica del Carbopol con

un aumento de 600X “°.

6.2 Fase de Laboratorio

6.2.1 Estudio de pre-formulacion

Se realizaron estudios al principio activo solamente, con el fin de obtener datos suficientes
para la seleccion adecuada de los excipientes. Para el disefio de un nuevo producto
farmacéutico se requiere considerar cierta informacion baésica al inicio del proyecto, en la
etapa de pre-formulacion donde se recopila esta informacion a partir de la literatura o de
pruebas experimentales. Se involucra la investigacion de las propiedades fisicoquimicas del

principio activo por si solo y en combinacidn con excipientes.

42



En si estos estudios son aquellos que proceden al establecimiento que guian la fabricacion

del producto.

A continuacion se enlistan las pruebas realizadas.

6.2.1.1 Estudios Estructurales

Las propiedades estructurales determinan la huella digital y la identificacion del principio

activo.

e Espectroscopia Infarroja (IR)
¢ Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

e Difraccion de Rayos X

6.2.1.1.1 Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia tiene por objetivo determinar la composicion y el estado quimico de los

. 1 68,69
elementos presentes en materiales solidos “*%”,

Técnica que se basa en el hecho de que las moléculas tienen frecuencias a las cuales rotan y
vibran, es decir, los movimientos de rotacion y vibraciéon moleculares tienen niveles de
energia discretos (modos normales vibracionales). Las frecuencias resonantes o frecuencias
vibracionales son determinadas por la forma de las superficies de energia potencial
molecular, las masas de los atomos y, eventualmente por el acoplamiento vibronico
asociado. Para que un modo vibracional en una molécula sea activa al IR, debe estar

asociada con cambios en el dipolo permanente (68,69, 70)
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La espectroscopia de infrarrojo puede brindar informacion acerca de los grupos funcionales
de moléculas de estructura desconocida. La espectroscopia infrarroja es ampliamente usada
en investigacion y en la industria como una simple y confiable practica para realizar
mediciones, control de calidad y mediciones dindmicas. Al medir una frecuencia especifica
a lo largo del tiempo, se pueden medir cambios en el caracter o la cantidad de un enlace
particular. Esto es especialmente para medir el grado de polimerizacion en la manufactura

de polimeros 7V,

La espectroscopia en la region del infrarrojo medio es una de las técnicas analiticas
disponibles mas importantes para conseguir informacion sobre los procesos de absorcion y

., . . (70,71
emision de las moléculas que se encuentran en la materia 7%"".

6.2.1.1.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC), es una técnica experimental dinamica que nos
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es
mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es calentada

o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de temperaturas (72),

Consiste en calentar una muestra, asi como un compuesto de referencia, de tal manera que
la temperatura es un todo momento igual en la muestra y en el compuesto de referencia.
Esto se consigue midiendo las temperaturas con sensores y ajustando las potencias de
calentamiento. Se aplican velocidades de calentamiento uniformes a la muestra y a la

. . . 2
referencia para realizar el barrido de temperaturas %",
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La representacion de la potencia de calentamiento frente a la temperatura es lo que se

denomina diagrama DSC o, dado que se realiza frente a la temperatura, termograma .

Este es un método ampliamente utilizado para establecer identidad y pureza, obtener
capacidad calorifica y calor de fusién, monitorear cinéticas de descomposicion, estudio de
polimorfos, entre otros. Pero, su uso se limita a compuestos puros que fundan sin

descomponerse. ¥,

6.2.1.1.3 Difraccion de Rayos X

La difraccién de Rayos X es la técnica mas poderosa actualmente disponible para estudiar

la estructura de grandes moléculas .

Cuando el haz de rayos X incide sobre un cristal, provocara que los atomos que conforman
a este dispersen a la onda incidente, tal que cada uno de ellos produce un fenémeno de
interferencia que para determinadas direcciones de incidencia serd destructivo y para otras

constructivo surgiendo asi el fendmeno de difraccion (75.76)

La informacion que
proporciona el patron de difraccion de Rayos X, se puede ver como dos aspectos diferentes
pero complementarios: por un lado, la geometria de las direcciones de difraccion
(condicionados por el tamafio y forma de la celdilla elemental del cristal) nos ofrecen
informacion sobre el sistema cristalino. Y por otro lado la intensidad de los rayos
difractados, estdn intimamente relacionados con la naturaleza de los atomos y las

posiciones que ocupan en la red, tal que su medida constituye la informacién tridimensional

necesaria para conocer la estructura interna del cristal 77,
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Esta técnica presenta un alto grado de exactitud y una absoluta especificidad ya que en una
mezcla de polvos cada fase cristalina produce su propio patron de difraccion independiente.
Esta caracteristica es una ventaja para identificar principios activos en una forma

farmacéutica sin necesidad de hacer una extraccion del activo 7.

6.2.1.2 Propiedades Reologicas
e Densidad Aparente
e Densidad Compactada
e Densidad Verdadera
e Porcentaje de Compresibilidad o Indice de Carr
e Radio de Hausner
e Angulo de Reposo
e Velocidad de Flujo

e Higroscopicidad (Balanza de humedad)
6.2.1.2.1 Densidad Aparente

Se obtiene a partir del volumen que ocupa la muestra sin tener en cuenta los espacios que
existen entre las particulas, es decir, se permite el libre acomodo de las particulas para

realizar la lectura del polvo.

Esta densidad se determina mediante el volumen inicial de la muestra y el peso: Densidad

Aparente = Peso/Volumen Inicial 7.

6.2.1.2.2 Densidad Compactada
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Se obtiene considerando el volumen que ocupa la muestra luego de promover su
compactacion al someter el contenedor de la muestra a vibraciones que hacen que las
particulas vayan cerrando espacios entre ellas. No es necesario aplicar una fuerza de

compresion.

Se obtiene con el volumen final junto con el peso de la muestra para determinar la densidad

compactada, mediante la siguiente formula: Densidad Compactada = Peso/Volumen Final

(78, 80)

6.2.1.2.3 Densidad Verdadera

Se obtiene al dividir la masa del volumen de la muestra en el volumen real ocupado por
esta. La técnica se realiza mediante un picnémetro de gases o liquido, con el fin de asegurar

que los espacios entre las particulas se eliminen completamente ®

6.2.1.2.4 Porcentaje de Porosidad

Es una caracteristica de los polvos que se debe al arreglo entre las particulas por la

presencia de distintos tamafios, formas irregulares e interacciones electrostaticas.

Es la proporcion de volumen de aire o volumen vacio entre las particulas en una muestra de

polvo con respecto al volumen total y se calculé a partir de una relacion entre las

densidades aparente y compactada ®2.

6.2.1.2.5 Porcentaje de Compresibilidad o Indice de Carr

47



Parametro empirico para inferir el flujo del polvo a partir de la relacion entre la densidad

compactada y la densidad aparente del polvo, a partir de la siguiente ecuacion:

%c:(

Da = Densidad Aparente

Dc = Densidad Compactada .

En el 3 se pueden observar los parametros para la interpretacion de este resultado

Dc — Da
Dc

)x 100

Cuadro 3: Relacion de las propiedades del flujo con el porcentaje de compresibilidad de

una muestra.

COMPRESIBILIDAD (%) PROPIEDADES DEL FLUJO
(INDICE DE CARR)

0-10 Excelentes

11-15 Buenas

16-20 Correctas

21-25 Pasables*

26-31 Pobres*

32-37 Muy Pobres

>38 Extremadamente Malas

6.2.1.2.6 Radio de Hausner

Se basa en las densidades aparentes y compactadas del polvo para proporcionar una

relaciéon empirica con el flujo 7.

Se determina mediante la siguiente formula:

Hausner = D¢/,
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Los valores menores a 1.25 son indicativos de buen flujo y los mayores a 1.5 indican flujo

pobre, en el cuadro 4 se observa una interpretacion mas precisa del resultado.

Cuadro 4: Relacion de las propiedades del flujo segun el Indice de Hausner

PROPIEDADES DE FLUJO INDICE DE HAUSNER

Excelentes 1.00-1.11
Buenas 1.12-1.18

Correctas 1.19-1.25

Pasables 1.26-1.34

Pobres 1.35-1.45

Muy pobres 1.46-1.59

Extremadamente malas >1.6

6.2.1.2.7 Angulo de Reposo

Medida relativa de la friccion y cohesion de particulas en el polvo. Entre mayor sea fuerza

: . 1 s . 83
cohesiva, mayor ser4 el angulo de reposo entre las particulas .

Basicamente se permite que el polvo se acomode en forma de cono apilado. Se deja caer el
polvo desde un embudo puesto a una altura fija de una superficie plana de manera que solo

la gravedad actue sobre ¢l (79, 84)

El angulo formado entre la base sobre la que cae el polvo (plano horizontal) y una de las
aristas del cono se le conoce como angulo de reposo. Se deben obtener los valores de altura
del monticulo (h) y radio del mismo (r), para obtener el valor del 4ngulo. Generalmente
varia entre 25 y 45° y los valores mas altos indican un mal flujo del polvo 7 *". Para

determinarlo se utiliza la siguiente formula:
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Angulo = tan™? (h/r)

La adecuada relacion de este pardmetro con las propiedades de flujo de una muestra se

describe en el cuadro 5 que a continuacion se presenta:

Cuadro 5: Caracteristicas del flujo del polvo de acuerdo a su Angulo de Reposo.

Angulo de reposo Caracteristicas del Flujo
<25 Excelente
26-30 Bueno
31-40 Regular
>4(0 Pobre

6.2.1.2.8 Velocidad de Flujo

La velocidad de flujo es el tiempo necesario para que fluya una cantidad especifica de
polvo, a través de un cilindro hueco colocado a una determinada altura, la velocidad de

flujo de un polvo es un indice directo de las fricciones entre las particulas que lo componen

84

6.2.1.2.9 Higroscopicidad

La humedad (contenido de agua) en una muestra influye notoriamente en el flujo de los
polvos. El agua tiende a formar aglomerados no fluentes y si es excesiva se tiene a pegar

en las paredes Y.
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6.3 Fase de Formulacion

Para el preparado de clindamicina de liberacion modificada se mezclo el principio activo

en 2 diferentes formulados, ambos preparados tienen como base una matriz formada de

clindamicina mezclada con Hidroxipropilmetilcelulosa, lo que difiere en

preparados, es que el primer preparado también contiene Poloxamero 188 a diferencia del

ambos

preparado 2, que contiene Carbopol , ambos formulados en este proyecto fueron

nombrados como CLI-H-P y CLI-H-C respectivamente, también se considero un grupo

control, el cual s6lo contiene clindamicina sin excipientes y se identific6 como CLI,

(cuadro 6).

Cuadro 6: Composicion de los formulados realizados en este proyecto, teniendo como base
la clindamicina e Hidroxipropilmetilcelulosa y variando el porcentaje de adicion del

Poloxamero y el Carbopol en los preparados

FORMULADO Clindamicina HPMC" Poloxdamero 188 Carbopol
M @
CLI-H-P 20 mg/Kg 40% 5.6 mg/Kg -
dela
preparacion
CLI-H-C 20 mg/Kg 40% --- 5%
de la dela
preparacion preparacion
CLI 20 mg/Kg - - -

" Handbook of Pharmaceuticals Excipients, 2009.

@ FDA/Center for Drug Evaluation and Research, 2005.
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6.4 Tratamiento y Determinacion de la actividad de la Clindamicina:

La dosis de clindamicina recomendada en la clinica de pequefias especies es de 11-22
mg/Kg ?, para este estudio se decidié utilizar una dosis de 20 mg/Kg por via oral, la cual
fue mezclada con los excipientes anteriormente mencionados a través de la técnica de
granulacion seca. Una vez mezclado el formulado total fue pesado en una balanza analitica
de acuerdo a los porcentajes y concentraciones ya seialadas. Posteriormente el contenido
del granulado final fue encapsulado por medio de capsulas de gelatina dura y preparado

segun el peso de cada perro que incluyo en el estudio.

Los animales fueron divididos en 3 grupos. El primer grupo (n=7) cuyo tratamiento es
CLI-H-P, el segundo grupo (n=7) con el tratamiento de CLI-H-C y se mantuvo un grupo
control (n=7) con tratamiento CLI (sin excipientes), en todos los grupos la administracion

fue por via oral.

Se obtuvieron 3 mL de muestra sanguinea, a las 1, 2, 4, 12, 24, 36, 48 y 60 horas
respectivamente por la vena yugular, posteriormente se centrifugo la muestra a 5000 rpm
durante 15 minutos para separar el suero, que se conservé en congelacion a — 20°C hasta el

momento de su analisis.

Las concentraciones séricas de clindamicina fueron determinadas por el analisis de método

(98) (85-93)

de difusion en agar con la cepa de Staphylococcus aureus CDBIB -1006 como
microorganismo de prueba. Se cultivaron durante 24 horas a 37°C en agar Mueller-Hinton
para su crecimiento. Se midieron los halos de inhibicion de las muestras séricas de los

pacientes para compararlos contra el principio activo puro (sin excipientes).
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La curva estandar de clindamicina se realizd en las siguientes concentraciones: 20, 10, 5,
2.5, 1.25, 0,625, 0.312 ng/mL, se midieron los halos de inhibicién de las muestras de los
pacientes y de la curva estandar con la ayuda de un calibrador digital electronico

TRUPPER ®.

Las curvas de concentracion-tiempo de los formulados (CLI-H-P, CLI-H-C y CLI) se

graficaron por medio del programa computarizado Software ORIGIN PRO 8.6®.
6.5 Analisis Farmacocinético:

El analisis farmacocinético, se realizdo mediante un programa computarizado PKAnalyst ®

(MicromathScientific Software, Salt Lake City, UT, USA).

El modelo farmacocinético que mejor se ajustd (R > 0,99) a los 3 formulados result6 ser el

Modelo 3 de primer orden y de un compartimiento, con la siguiente formula:

DosexKab (e—Kelim*Time) _ (e—Kab*Time)
Volume Kab—Kelim

Tiempo Maximo de Concentracion =

Las variables farmacocinéticas obtenidas con el software fueron: K % ab: Vida media de
absorcion, K ¥ el: Vida media de eliminacion; Cmax: concentracion plasmatica maxima;

Tmax: Tiempo de concentracion plasmatica méxima y AUC: Area bajo la curva.
Las variables obtenidas mediante formulas matematicas fueron las siguientes:
Clb: Depuracion total del farmaco: Clb = Dosis/AUC

Se demostr6 una cinética tipo flip-flop puede ser demostrada con la siguiente formula ©?.

Velocidad de Absorcion =V, (K c+ i—i)
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6.4 Analisis Estadistico:

Se calculd la normalidad de las concentraciones de las tres formulaciones para cada
paciente, mediante la prueba de ANOVA. Los datos se presentan con media £+ desviacion

estandar. Las diferencias entre los grupos se obtuvieron mediante la prueba de Tukey.

54



VII. RESULTADOS

7.1 Curva de Calibracion o Curva Estandar del clorhidrato del clorhidrato de

clindamicina

En la figura 8 se observa la grafica estandar del clorhidrato de clindamicina en un

formulado sin excipientes a una dosis de 20 mg/Kg. Se obtiene una R = 0.99

Figura 8: Curva de calibracion del clorhidrato de clindamicina a 20 mg/Kg
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7.2 Estudios Estructurales

7.2.1 Espectroscopia Infrarroja

Los resultados de esta técnica se pueden observar en la figura 9, se observa el espectro
caracteristico de clorhidrato de clindamicina puro, sus bandas permiten establecer una

identidad del principio activo.

Figura 9: Espectroscopia infrarroja del clorhidrato de clindamicina.
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6.2.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los resultados se observan en la figura 10, el pico endotérmico determina el punto de

fusion del principio activo, a los 81°C.

Figura 10: Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) del clorhidrato de clindamicina
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7.2.3 Difraccion de Rayos X

En la figura 11 podemos ver que los picos muestran la estructura cristalina del principio

activo

Figura 11: Difraccion de Rayos X del clorhidrato de clindamicina.
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7.3 Pruebas Reoldgicas

7.3.1 Densidad Aparente y Densidad Compactada

Los resultados obtenidos de densidad aparente y densidad compactada para la muestra de

clorhidrato de clindamicina de las pruebas reoldgicas se observan en el cuadro 9.

Cuadro 9: Resultados obtenidos de 3 pruebas de densidad aparente y densidad

compactada del clorhidrato de clindamicina, promedio y desviacion estandar

Peso (g) Volumen Inicial Volumen Final Densidad Densidad
(mL) (mL) Aparente (g/mL) Compactada

(g/mL)
56.18 40 38 1.4 1.47
55.4 40 35 1.38 1.58
57.25 40 37 1.43 1.54
PROMEDIO 1.40 1.53

DESV. EST. 0.025 0.056

7.3.2 Porcentaje de Compresibilidad o indice de Carr

Los resultados obtenidos para las pruebas de compresibilidad se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10: Se observan los datos del % compresibilidad o Indice de Carr del clorhidrato

de clindamicina.

Peso (g) Densidad Aparente Densidad Compactada % Compresibilidad
56.18 1.4 1.47 4.76
55.4 1.38 1.58 12.65
57.25 1.43 1.54 7.1
PROMEDIO 8.17
DESV. EST. 4.052
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7.3.3 Radio de Hausner

O indice de Hausner se determina en el cuadro 11.

Cuadro 11: Se observan los datos del Indice de Hausner del clorhidrato de clindamicina

Peso (g) Densidad Aparente Densidad Compactada Radio de Hausner
56.18 1.4 1.47 1.05
55.4 1.38 1.58 1.14
57.25 1.43 1.54 1.07
PROMEDIO 1.087
DESV. EST. 0.0473

7.3.4 Angulo de Reposo

Los resultados obtenidos para estas pruebas se muestran en el cuadro. Dénde ha es la altura

del monticulo, r es ¢l radio del monticulo, como se observa en el cuadro 22.

Cuadro 12: Se observan los datos del Angulo de Reposo del clorhidrato de clindamicina.

Altura (h) Radio (r) Tan™ (h/r)
2.3 4.5 27.02
2.5 4.35 29.68
2.1 4.25 26.1
PROMEDIO 27.6
DESV. EST. 1.859
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Siguiendo lo que se especifica anteriormente sobre el &ngulo de reposo = 27.6, se deduce

que tiene una la caracteristica del flujo del polvo es buena.

7.3.5 Velocidad de Flujo

Los resultados obtenidos para la velocidad del flujo se muestran en el cuadro 23.

Cuadro 13: Se observan los datos de la Velocidad de Flujo del clorhidrato de clindamicina

Velocidad del Flujo 40 g (seg) Gramos/segundo
16.07 2.6
14.89 2.5
14.23 2.7
PROMEDIO 2.6
DESV. EST. 0.1

7.3.6 Higroscopicidad (Balanza de humedad)

Los resultados obtenidos mediante la balanza de humedad, con el fin de determinar el

porcentaje de humedad de las muestras se expresa en el cuadro 14.

Cuadro 14: Se observan los datos de la Higroscopicidad del clorhidrato de clindamicina.

Peso Inicial (g) Peso Final (g) % final % humedad
5.12 4.98 97.26% 2.74
5.01 4.84 96.60% 34
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5.06 491 97.03% 2.97
PROMEDIO 3.03
DESV. EST. 0.33

7.4 Resultados de Validacion del Método Microbioldgico

7.4.1 Linealidad

Se evaluo la relacion lineal entre concentracion y respuesta antimicrobiana (halo de

inhibicion), dentro del intervalo (0.31 — 5 pg/mL) del clorhidrato de clindamicina, se utilizd

como diluente agua destilada.

Para los 3 graficos de calibracion, se obtuvo el coeficiente de correlacion, la pendiente y la

ordenada al origen.

Se observa en el cuadro 15 los resultados sobre la linealidad.

Cuadro 15: Resultados sobre la linealidad del clorhidrato de clindamicina

Clorhidrato de

Halo de inhibicion (mm)

clindamicina Halo 1 Halo 2 Halo 3 Promedio C.V%
pg/mL
5 12.25 12.4 12.26 12.3 0.7
2.5 10.5 10.45 10.62 10.5 0.8
1.25 9.88 9.68 9.9 9.8 1.2
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0.62 9.15 9.7 9.4 9.4 2.9
0.31 9 9.59 9.3 9.3 3.2
Intercepto 0.9537 0.96479 0.96181
Pendiente 0.0254 0.02449 0.02493
Coeficiente de | 0.9981 0.9974 0.99971
correlacion

7.4.1.1 Exactitud de la curva de linealidad

Para determinar la exactitud del halo de inhibicidn, se calculdé la desviacion estandar

absoluta y el coeficiente de variacion, como se muestra en el cuadro 16.

Cuadro 16: Resultados sobre la exactitud de la curva de linealidad

Clorhidrato de Halo de inhibicion (mm)
clindamicina Halo 1 Halo 2 Halo 3 Promedio C.V% D.E
pg/mL

5 12.25 12.4 12.26 12.3 0.7 0.1
2.5 10.5 10.45 10.62 10.5 0.8 0.1
1.25 9.88 9.68 9.9 9.8 1.2 0.1
0.62 9.15 9.7 9.4 9.4 2.9 0.3
0.31 9 9.59 9.3 93 32 0.3

7.4.2 Validacion del método analitico

7.4.2.1 Linealidad del método
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Para realizar el estudio de linealidad del método, se basé con la muestra de estudio, es

decir, suero de perro blanco (libre de fArmaco) como se observa en el cuadro 17.

Cuadro 17: Resultados sobre la linealidad del método analitico.

7.4.2.2 Exactitud de la curva de linealidad

Clorhidrato de Halo de inhibicion (mm)
clindamicina Halo 1 Halo 2 Halo 3 Promedio C.V%
pg/mL
5 12.45 12.5 12.65 12.5 0.8
2.5 10.45 10.55 10.35 10.5 1.0
1.25 9.98 9.9 9.58 9.8 2.2
0.62 9.09 9.52 9.59 9.4 2.9
0.31 8.8 9.1 8.5 8.8 34
Coeficiente de 99535 99905 99244
correlacion

Para determinar la exactitud de la curva de calibracion, se calculo la desviacion estandar

absoluta y el coeficiente de variacion, este estudio se observa en el cuadro 18.

Cuadro 18: Valores que determinan exactitud de la curva de linealidad del clorhidrato de

clindamicina
Clorhidrato de Halo de inhibicion (mm)
clindamicina Halo 1 Halo 2 Halo 3 Promedio C.V % D.E

pg/mL

5 12.45 12.5 12.65 12.5 0.8 0.1

2.5 10.45 10.55 10.35 10.5 1.0 0.1

1.25 9.98 9.9 9.58 9.8 2.2 0.2

0.62 9.09 9.52 9.59 9.4 2.9 0.3

0.31 8.8 9.1 8.5 8.8 3.4 0.3
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7.4.3 Precision y Exactitud

7.4.3.1 Repetibilidad

Se analiz6é en un mismo dia por quintuplicado, tres concentraciones conocidas (alta, media
y baja) de clorhidrato de clindamicina. Los valores de las respuestas se interpolaron en una
curva de calibracion y se calcul6 la concentracion recuperada. Para cada nivel se determin6
el promedio, la desviacion estandar, la desviacion estandar absoluta y el coeficiente de

desviacion, mismos datos que se observan en el cuadro 19.

7.4.3.2 Repetibilidad y exactitud del método analitico

Cuadro 19: Repetibilidad y exactitud del método analitico del clorhidrato de clindamicina

Concentracion de clindamicina (ug/mL)
Réplica 5 1.25 0.31
1 4.9 1.2 0.3
) 4.8 1.23 0.29
3 491 1.22 0.28
4 4.89 1.21 0.29
5 4.9 1.19 0.28
Promedio 4.88 1.21 0.288
D.E 0.05 0.02 0.01
C.V (%) 0.9 1.3 2.9
Exactitud %
DEA 2.45 3.2 7.09
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7.4.3.3 Reproducibilidad entre dias

Se efectud por quintuplicado durante tres dias concentraciones conocidas (alta, media y
baja) del compuesto. De cada una de las determinaciones se calculd la concentracion
recuperada. Para cada nivel se determind el promedio, la desviacion estandar, la desviacion

absoluta y el coeficiente de variacion, estos datos se presentan en el cuadro 8.
7.4.3.3 Exactitud

A partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad, se determind la desviacion
estandar absoluta (DEA) de las determinaciones en cada nivel de concentracion conocida
(alta, media y baja), se emple6 la siguiente relacion matematica, los datos se muestran en el
cuadro 20.

(Conc.Nominal) — (Conc.Obtenida)

%DEA = x 100
% Conc.Nominal

Cuadro 20: Reproducibilidad al quintuplicado por 3 dias del clorhidrato de clindamicina.

Dia Concentracion de clorhidrato de clindamicina (ug/mL)

5 1.25 0.31

4.99 1.22 0.3

4.89 1.29 0.3

1 4.92 1.2 0.28
4.99 1.23 0.3

4.87 1.25 0.29

4.85 1.24 0.3

5 4.88 1.19 0.28
4.89 1.22 0.3
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4.78 1.22 03
4.79 1.21 0.29
498 1.22 03
497 1.23 0.29
3 498 1.19 03
4.96 1.22 0.29
4.95 1.23 03
Promedio 4913 1.224 0.295
D.E 0.07 0.02 0.01
C.V (%) 1.4 2.0 25
Exactitud % DEA 1.75 2.08 4.95

7.4.3.5 Reproducibilidad entre analistas

Se realizd en un mismo dia por quintuplicado, por dos analistas diferentes, tres

concentraciones conocidas (alta, media y baja) de clorhidrato de clindamicina. Los valores

de las respuestas se interpolaron en una curva de calibracion y se calculo la concentracion

recuperada. Para cada nivel se determino el promedio, la desviacion estandar, la deviacion

absoluta y el coeficiente de variacion. Estos valores se determinan en el cuadro 21.

Cuadro 21: Reproducibilidad entre analistas de clorhidrato de clindamicina

Concentracion de clorhidrato de clindamicina (ng/mL)
Réplica 5 1.25 0.31
4.9 1.24 0.29
4.99 1.21 0.3
ANALISTA 1
4.89 1.22 0.29
4.8 1.2 0.3
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5 4.86 1.22 0.29
1 4.98 1.24 03
2 4.99 1.22 03
ANALISTA 2 3 4.87 1.24 0.29
4 4.96 1.2 03
5 4.98 1.25 0.3
Promedio 4.922 1.224 0.296
D.E 0.07 0.02 0.01
C.V (%) 1.4 1.5 1.7
Exactitud % DEA 1.56 2.08 452

7.4.4.1 Recobro absoluto

Se realiz6 por quintuplicado tres concentraciones conocidas de clorhidrato de clindamicina
(alta, media y baja) y se compararon con soluciones de clorhidrato de clindamicina en fase
movil a concentraciones equivalentes. Se calculd el promedio del porcentaje de recobro
para cada nivel de concentracion y para cada analista. El % de recobro absoluto se obtuvo

mediante la siguiente relacion matematica:

Respuestamuestra
%X 100

% Recobroabsoluto = Respuestasoluci n

Los valores se representan en el cuadro 22.

Cuadro 22: Recobro absoluto por quintuplicado de 3 concentraciones de clorhidrato de
clindamicina.

Clorhidrato de Analista 1 Recobro Analista 2 Recobro
clindamicina Areas Areas
pg/mL Sistema Método Sistema Método
4.9 4.8 97.96 4.8 4.7 97.92
5
4.9 4.7 95.92 4.9 4.7 95.92
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4.8 4.6 95.83 4.9 4.8 97.96
4.9 4.5 91.84 4.8 4.7 97.92
4.8 4.7 97.92 4.7 4.6 97.87
Promedio 4.86 4.66 95.88 4.82 4.7 97.51
1.24 1.22 98.39 1.22 1.2 98.36
1.25
1.25 1.21 96.80 1.24 1.22 98.39
1.24 1.22 98.39 1.23 1.21 98.37
1.24 1.23 99.19 1.22 1.2 98.36
1.23 1.2 97.56 1.24 1.23 99.19
Promedio 1.24 1.216 98.06 1.23 1.212 98.54
0.3 0.27 90.00 0.3 0.29 96.67
0.31
0.31 0.28 90.32 0.296 0.28 94.59
0.3 0.285 95.00 0.28 0.25 89.29
0.3 0.25 83.33 0.27 0.25 92.59
0.29 0.24 82.66 0.29 0.24 82.76
Promedio 0.3 0.265 88.33 0.27 0.25 92.59
Promedio parcial 94.08 Promedio parcial 95.82

7.4.4.2 Limite de deteccion y cuantificacion

Para el limite de deteccion se calculd la concentracion cuya respuesta es tres veces mayor a

la respuesta promedio del blanco por triplicado. Por su parte el limite de cuantificacion, se

analiz6 por quintuplicado una concentracion del farmaco.
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7.4.4.3 Efecto de dilucion

Se prepararon seis muestras de recuperacion control alto y de control alto diluido.
Posteriormente se obtuvieron los valores correspondientes a la D.E y %C.V, sus valores se

demuestran en el cuadro 23.

Cuadro 23: Efecto de dilucion de 6 muestras de clorhidrato de clindamicina.

Réplica Concentracion recuperada control alto Concentracion recuperada control alto
(ng/mL) diluido (ng/mL)

50 50

1 5 5

2 4.8 4.7

3 4.9 4.8

4 4.8 4.7

5 4.9 4.8

6 49 4.7
Promedio 4.8 4.76

Desviacion Estandar
4.85 4.7
% Coeficiente de

variacion 0.055 0.050

% Desviacion Absoluta 5.13

7.4.5 Estabilidad de 1a muestra

Por medio de este andlisis se pudo determinar las condiciones y tiempo bajo las cuales el
clorhidrato de clindamicina permanecid estable antes de ser procesado y cuantificado. En
todos los casos se evalud la respuesta por duplicado a tres concentraciones conocidas (alta,
media y baja), se prepar6 cada dia de andlisis una curva de calibracion y se interpold en ella
la respuesta obtenida de los puntos control. De igual modo se calculd el promedio de la
desviacion absoluta, el coeficiente de variacion y la deviacion estdndar para cada nivel de

concentracion.

7.4.5.1 Estabilidad de la muestra en la mesa de trabajo
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Esta prueba sirvi6 para conocer la estabilidad que presenta la muestra, mientras permanece
en la mesa de trabajo a temperatura ambiente durante el proceso de analisis simultdneo de
otras muestras. Para ello se prepararon por duplicado los puntos control de clorhidrato de
clindamicina, se realizaron dos series; una que es inyectada inmediatamente (t=0 horas) y la
otra que se inyectd después de 5 horas (las muestras se mantuvo a temperatura ambiente

sobre la mesa de trabajo), valores que se observan en el cuadro 24.

Cuadro 24: Estabilidad de la muestra procesada y mantenida a temperatura ambiente

Muestra Concentracion de clorhidrato de
clindamicina (ng/mL)
5 1.25 0.31
1 5 1.24 0.31
2 4.9 1.23 0.3
Promedio 4.95 1.235 0.305
D.E 0.07 0.01 0.01
C.V (%) 1.4 0.6 23
% DEA 1.00 1.20 1.61

7.4.5.2 Estabilidad de 1a muestra sin reconstituir

Se prepararon dos series de los puntos control (alto, medio y bajo) por duplicado; una serie
se procesO e inyectd inmediatamente (t=0 horas), la otra serie fue procesada, pero sin

reconstituir, se mantuvo por 24 horas a 4°C, valores que se observan en el cuadro 25.
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Cuadro 25:

Concentracion inicial de muestras de clorhidrato de clindamicina

Muestra Concentracion de clorhidrato de
clindamicina (ng/mL)

5 1.25 0.31

1 4.98 1.24 0.31

2 4.93 1.23 0.3
Promedio 4.955 1.235 0.305
D.E 0.04 0.01 0.01
C.V (%) 0.7 0.6 23
% DEA 0.90 1.20 1.61

7.4.5.3 Estabilidad de la muestra a largo plazo

Se prepararon por duplicado los puntos control de clorhidrato de clindamicina, se realizaron
tres series, una fue inyectada inmediatamente (t=0 horas), las otras dos se almacenaron a

-20 °C por 15 y 30 dias, los valores se pueden observar en el cuadro 18.

7.4.5.4 Estabilidad a largo plazo (tiempo de 15dias)

Cuadro 26: Tres series de clorhidrato de clindamicina durante 15 dias

Muestra Concentracion de clorhidrato de
clindamicina (ug/mL)
5 1.25 0.31
1 4.9 1.24 0.3
2 4.87 1.2 0.29
Promedio 4.885 1.22 0.295
D.E 0.02 0.03 0.01
C.V (%) 04 2.3 2.4
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% DEA 2.30 2.40 4.84

7.4.6 Intervalo

Se analizaron tres concentraciones (alta, media y baja) en las cuales se comprobd que el

método fue preciso, exacto y lineal.

Criterios de aceptacion para las distintas pruebas de validacion de acuerdo a la NOM-177-

SSA1- 1998 9,

7.5 Variables Farmacocinéticas de los 3 formulados

Las variables farmacocinéticas se puede observar en el cuadro 27 y las concentraciones
plasmaticas obtenidas después de la administracion de clorhidrato de clindamicina, se

muestran en la figura 12.
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Cuadro 27: Promedio y desviacion estandar de las variables farmacocinéticas para clindamicina

después de su administracion por via oral en perros, tratados con 3 formulaciones: CLI-H-P

(Clindamicina + HPMC + Poloxdamero 188)/ CLI-H-C (Clindamicina + HPMC + Carbopol)/

CLI (Clindamicina control sin excipientes). Los superindices *

significativa entre las 3 formulaciones (p <0.05).

vy ¢ indican si existe diferencia

Variables

Farmacocinéticas CLI CLI-H-P CLI-H-C
K %el (hrs) 6.33+1.14° 18.04 + 1.08 ° 19.10+0.86°
K 'ab (hrs) 2.17+0.62° 458+0.98" 4.82+0.50°
Clb (mL/min/Kg) 0.43+0.01° 0.09+0.01° 0.12+0.01°
Tmax (hrs) 270+035° 1.54+029° 235+0.60°
Cmax (ng*h/mL) 5.01+031° 8.10+1.64° 5.80+0.84°
AUC (ng*h)/mL 45.67+3.51° 210.97 +12.09° 162.28 +26.0 ¢

AUMC  (ng*h?*/mL)

417.25+£29.62°

5492.13 + 4.02°

4471.70 £21.88 ¢

AUCo0 (ng*h/mL)

50.87+2.10*°

25097 £ 5.62°

186.27 +£2.32°

K%el (Vida Media de Eliminacion), K¥%ab (Vida Media de Absorcion), Clb (Depuracion total del farmaco),
Tmax (Tiempo de Concentraciéon Mdxima), Cmax (Concentracién Plasmatica Mdxima), AUC (Area bajo la
Curva), AUMC (Area bajo el primer momento de la curva concentracion-tiempo) y AUCw (Area bajo la
curva concentracion-tiempo desde cero hasta © con la extrapolacion de la fase terminal).

De acuerdo a los resultados observados se observd que con los formulados poliméricos

CLI-H-P y CLI-H-C se lograron concentraciones plasmaticas detectables hasta por 60

horas a diferencia de CLI, que s6lo alcanzo6 12 horas. (Figura 12).
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Debido a que se requiere 4 veces la Concentracion Minima Inhibitoria para lograr el mejor

efecto bactericida, ademés debera mantenerse por el mayor tiempo posible ya que es un

farmaco son tiempo-dependiente (Tiempo-Dependiente).

Figura 12: Promedio y desviacion estandar de las concentraciones plasmaticas obtenidas

después de la administracion de clorhidrato de clindamicina a una dosis de 20 mg/Kg a

Serum concentration of clindamycin (ug/mL)
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0.1
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VIIIL. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que con la adiciéon de los excipientes HPMC,
Poloxdmero 188 y Carbopol se consigui6é formar dos preparados de clindamicina de
liberacion modificada que al ser administrados en una sola dosis de 20 mg/kg por via oral
se logré6 mantener un efecto de hasta 60 horas, con lo cual se generaron preparados

farmacéuticos innovadores que incrementaron la eficacia del principio activo.

De acuerdo a los resultados observados, se encontrdé que los formulados poliméricos CLI-
H-P y CLI-H-C lograron mantener 4 veces la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes por 60 horas; mientras que para

Staphylococcus aureus lograron mantener 4 veces la CMI por 50 horas.

Estos resultados muestran que se mejoro el perfil farmaocinético-farmacodinamico de la
clindamicina, que al ser un antibidtico tiempo dependiente, requiere mantener por mayor

tiempo la CMI (T > CMI) *.

Se ha reportado que las mezclas de diferentes polimeros utilizando HPMC y Carbopol se
han utilizado con éxito para producir sistemas de suministro de retencion gastrica logrando
formulado de liberacion modificada. El Poloxamero también tiene propiedades
mucoadhesivas, es de baja toxicidad y posee buenas caracteristicas para prolongar la

. e I ’ . oo 20, 24
liberacion del farmaco, ademas de ser compatible con otros productos quimicos %%,

Sin embargo no se han reportado mas estudios sobre liberacion modificada de clindamicina

que logren concentraciones superiores a 12 horas en perros. Existen estudios sobre
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liberacion convencional o inmediata de clindamicina en perros que muestra una velocidad
de liberacion constante de hasta 8 horas . En cuanto a la medicina humana se han
reportado estudios de antimicrobianos de liberacion modificada para su utilizacion, tales
como en periodoncia con enjuagues bucales, ungiientos y geles con sustancias activas
como clorhexidina, metronidazol y doxiciclina principalmente ©~.

A este respecto, en el estudio de Norling " a través de una formulaciéon de metronidazol
en forma de suspension, obtuvo una liberacion modificada de 60 horas. En otro estudio se
reporta una invencion farmacéutica de una presentacion tdpica en gel que constituido por
clindamicina y un agente antifingico (butoconazol) como tratamiento de infecciones

vaginales en humanos logrando una liberacién modificada de hasta de 10 dias ¥,

De acuerdo al trabajo de Saridomichelakis se reporta un valor de Cmax de clindamicina
con dosis de 5.5 mg/Kg PO BID fue de 1.659 + 0.57 pg/g y con dosis de 11 mg/Kg PO
SID fue de 3.812 = 1.560 pg/g %6) comparando estos valores con el presente, la Cmax fue
mayor en las 3 siendo de: 5.01 pg/g £ 0.3, 8.10 = 1.64 pg/g y de 5.89 £ 0.84 pg/g, CLI,

CLI-H-P y CLI-H-C respectivamente.

En otro estudio, Lavy O determind también el valor de Cmax de 4.4 + 0.5 pg/mL, este
valor es menor, aunque se administr6 por via IM con dosis de 10 mg/Kg SID en
comparacion con los formulados realizados en este estudio. En conclusion se puede
mencionar que los formulados CLI-H-P y CLI-H-C poseen un valor de Cmax superior al

formulado CLI, debido a la utilizacion de HPMC que le confiri6 caracteristicas
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mucoadhesivas y por sus propiedades de viscosidad, lo que permitio controlar la liberacion

del farmacos .

Por otro lado el valor farmacocinético de Tmax fue de 3 horas, tanto para la dosis de 5.5y

de 11 mg/Kg PO en el estudio de Saridomichelakis ©°

mientras que en el presente
proyecto, necesitd un tiempo menor para alcanzar la Cmax, para el formulado CLI que fue
de 2.70 horas, para CLI-H-P de: 1.54 horas y para CLI-H-C de: 2.35 horas. Estos valores

solo son superados por la via parenteral en el estudio de Lavy ©7

con dosis de 10 mg/Kg,
donde se obtuvo como resultado la Tmax de 73 minutos para la via IM. Este resultado es

razonable, debido a que por via parenteral la absorcion de cualquier principio activo es mas

rapida y completa que por via la enteral.

(96)

Respecto al Area bajo la Curva (AUC) en el estudio de Saridomichelakis ©® con dosis de

5.5 mg/Kg PO BID se obtuvo un valor de 11.7h (pg*h)/mL £ 4.99 vy a la dosis de 11
mg/Kg PO SID de 30.1 (pg*h)/mL, siendo menores a los encontrados en el presente
estudio: 45.67 (ug*h)/mL £ 3.51, 210.97 (ug*h)/mL £ 12.09, 162.28 (pg*h)/mL + 26, para

los formulados de CLI, CLI-H-P y CLI-H-C respectivamente.

El valor de AUC que determina las concentraciones plasmaticas de un firmaco después de
su administracion resultd superior en los formulados CLI-H-P y CLI-H-C a diferencia de lo
encontrado con los otros autores. Esto se puede explicar debido a la presencia de la matriz
polimérica creada por la adicion de los excipientes: HPMC + Poloxdmero 188 y HPMC +

Carbopol en sus respectivas formulaciones, que lograron caracteristicas mucoadhesivas y
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de agentes de recubrimiento, que ademas de permitir la granulacion lograron un efecto de

liberacién modificada ®?.

Superaron a los valores encontrados por la via parenteral donde el AUC fue de 24.3 horas
para la dosis de 10 mg/Kg por via IV, de 30.1 horas para la via IM y de 87.63 horas para la

via SC ®Y. Por otro lado en el estudio de Batzias ®®

se reportd un valor menor de AUC
PO SID con dosis de 11 mg/Kg de 16.19 £+ 2.83 mg*h/mL y por via IV fue de 22.52 +4.30
mg*h/mL siendo estos valores menores a los valores logrados en el presente estudio,

donde se pudo observar que el valor de AUC es menor por su via de administracion PO en

un sistema de liberacion convencional.

La depuracion (Clb) encontrada en este estudio para el formulado CLI: 0.433 mL/min/Kg,
CLI-H-P: 0.09 mL/min/Kg y para CLI-H-C: 0.12 mL/min/Kg. En el estudio de Lavy ©”
se obtuvo un valor mayor en este parametro de 6.10 mL/min/Kg. Este valor de Clb fue
menor en los formulados CLI-H-P y CLI-H-C del presente estudio  debido a las
caracteristicas de los excipientes para producir sistemas de suministro de retencion gastrica
en un formulado de liberaciéon modificada. Logrando asi un mayor tiempo terapéutico
dentro del organismo y elimindndose mas lento a diferencia de los valores reportados en el

estudio de Lavy én,

Por otro lado la biodisponibilidad “relativa” (F%) que se encontrd en el formulado CLI-H-

P presentd un valor de 116.93% + 4.48 vy el formulado CLI-H-C un valor de 112.53% =+

)

2.66, a diferencia del estudio de Lavy ", que con dosis de 11 mg/Kg PO SID se obtuvo

un valor menor: 72.55% =+ 9.86. El valor encontrado de F% en CLI-H-P y CLI-H-C se
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puede explicar debido a que la HPMC se encuentra incluida en una matriz polimérica que
ademas de conferir una liberaciéon modificada, protege al activo de la degradacion por los
acidos y enzimas presentes en el estdmago de los perros, aumentando la biodisponibilidad

del farmaco.

Ademas el empleo de HPMC en sistemas de liberacion modificada ocurre debido al
comportamiento de las matrices en contacto con los fluidos bioldgicos, a su tamafio de
particula, a la solubilidad del polimero, a la fuerza de compresion y a su peso molecular ).
El Carbopol es un material bioadhesivo, agente de liberacion modificada, que aumenta el

tiempo de residencia gastrointestinal y mejora la biodisponibilidad de los farmacos % *¥.

Los formulados de liberacion modificada de este proyecto presentaron una farmacocinética
de tipo flip-flop. De acuerdo a Boxenbaum “*, la condicién de flip-flop para CLI-H-P y

CLI-H-C se demostro con la siguiente formula:
Velocidad de Absorcion =1V, (K c+ AA—i)

En donde, para CLI-H-P se tomaron los valores de concentracion-tiempo a las 24 y 60
horas, AC/At = 0.018 pg/mL/h. Y en el punto medio de este periodo de tiempo (36 horas)
(K)(C) = 0.9 pg/mL/h. Asi se encontré que KC >> AC/At, lo que sugiere que la velocidad
de absorcion = velocidad de eliminacidn, con este valor se puede comprobar que si existe
una condicion de flip-flop para CLI-H-P y que su efecto se puede considerar como una
verdadera liberacion prolongada. Mientras que para el tratamiento de CLI-H-C, se encontrd
lo siguiente, AC/At = 0.016 pg/mL/h y de (K) (C) = 0.2 pg/mL/h. Asi KC >> AC/At, por lo

cual la velocidad de absorcién = velocidad de eliminacidn, con este valor, igual que en
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CLI-H-P, CLI-H-C se puede comprobar que si existe una condicion de flip-flop y se puede

considerar como una verdadera liberacion prolongada.
IX. CONCLUSIONES

Entre los beneficios encontrados en los farmacos de liberacion modificada se incluye el
mantenimiento por largos periodos de las concentraciones terapéuticas séricas, con lo que
se logra un mayor tiempo de efecto del f&rmaco y reducir la manipulacion del paciente por
la administracion del farmaco, el estrés y lograr el cumplimiento de la terapia
antimicrobiana '°”. En este contexto, tanto CLI-H-P como CLI-H-C fueron capaces de
lograr con una dosis oral unica concentraciones terapéuticas séricas durante 60 horas, lo
que puede ayudar a incrementar el tiempo de redosificacion de clindamicina, reduciendo
el numero de tomas cinco veces con respecto a un formulado convencional o de liberacion

inmediata.

En el presente trabajo se mejor6d la relacion farmacocinética-farmacodinamia (PK/PD) de
la clindamicina, ya que es un firmaco considerado como tiempo-dependiente, y para
ejercer su accion de tipo bactericida, logré6 una mejor eficacia del antimicrobiano, que
logr6 mantener las concentraciones minimas inhibitorias bacterianas (CMI) durante el

mayor tiempo posible (60 horas).

Con los resultados encontrados en las variables farmacocinéticas de CLI-H-P y CLI-H-C
se consiguid mejorar la eficacia clinica de clindamicina, comparada con una presentacion

de liberacion inmediata.
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En resumen, los formulados innovadores orales realizados en este trabajo a base de matriz
polimérica (HPMC, Carbopol y Poloxamero 188) obtuvieron una liberacion modificada
de clorhidrato de clindamicina, con concentraciones séricas terapéuticas de hasta 60 hrs en
perros, optimizaron su eficacia en relacion a su PK/PD por lo que su uso en la clinica
permitira cumplir con la terapia. No se observaron efectos adversos (vomito, diarrea) en
los pacientes, mismos que se monitorearon durante un mes para observar su condicién
fisica. Sin embargo para poder recomendar el uso de estos preparados se requiere primero

realizar pruebas de toxicidad cronica para garantizar la inocuidad del formulado.

Cabe mencionar que el método microbiologico de difusion en agar usado en esta
investigacion  para determinar las concentraciones séricas de clindamicina, fueron
validados, ademas han sido reportadas en otros trabajos como suficientemente confiables,
pudiendo reemplazar a los resultados o conclusiones analiticas derivadas de una

cromatografia liquida de alta resolucion (101)

ya que la técnica microbioldgica determina la
fraccion activa del farmaco y su eficacia, ofreciendo resultados y conclusiones clinicas mas
precisas que las derivadas de una cromatografia que son puramente quimicas. Sin embargo

en un futuro trabajo se recomienda el estudio cromatografico para poder cuantificar las

concentraciones de forma precisa.
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