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Resumen

El sistema digestivo de los equinos es propenso a presentar desequilibrios y posibles
patologias, por tal motivo se han instaurado diversos tratamientos médicos y quirtrgicos para
la resolucion de los mismos. Una de las complicaciones mas comunes en el tubo digestivo,
independientemente de la etiologia, es la presentacion de diarreas. Actualmente se busca
innovar desarrollos de las formas farmacéuticas de facil utilizacion para el médico veterinario
que le permitan instaurar un tratamiento eficaz y practico. El objetivo del trabajo fue
desarrollar una forma farmacéutica de pasta, a base de Subsalicilato de Bismuto, adyuvante
en el tratamiento de diarreas, indistintamente de la etiologia. Se plante6 el desarrollo de una
pasta de administracion oral a una dosis inicial de 9 g de Subsalicilato de Bismuto para un
caballo adulto de 450 kg (20 mg/kg) la cual se administr6 a los equinos disponibles en el
Hospital de Equinos de la FES-Cuautitlan, UNAM. Se realiz6 un disefio de experimentos de
Plackett-Burman modificado. Posteriormente se llevo a cabo el estudio de estabilidad fisica
entre el principio activo y los excipientes empleados para el desarrollo de la formulacion, asi
como la evaluacion de la densidad y velocidad de flujo seguidamente de las pruebas para la
determinacion de salicilatos y bismuto. Una vez realizados dichos andlisis se selecciond una
de las diez formulaciones iniciales y se administré a los equinos disponibles realizando
posteriormente pruebas microbiologicas exploratorias en heces para Salmonella, coliformes
y mesofilos.

Palabras clave: Subsalicilato de Bismuto, pasta, formulacion, diarrea, equino.

Abstract

The equine digestive system is one of the most likely to present imbalances and possible
pathologies, for this reason several medical and surgical treatments have been set up for their
resolution. One of the most common complications within the digestive tube, regardless the
etiology, is the presentation of diarrheas. At present, the development of the easy-to-use
pharmaceutical forms for the veterinarian is being sought to enable effective and practical
treatment. The objective of this work was to develop a paste pharmaceutical form, based on
Bismuth Subsalicylate, adjuvant in the treatment of diarrhea, regardless the etiology. It was
developed an oral administration paste at an initial dose of 9 g of Bysmuth Subsalicylate for
an adult horse of 450 kg (20 mg / kg), which was administered to the equines available at the
Equine Hospital of FES-Cuautitlan, UNAM. A Plackett-Burman modified experiment was
performed. Subsequently, the study of physical stability between the active ingredient and
the excipients used for the development of the formulation was carried out, as well as an
evaluation of the density and flow rate followed by the tests for the determination of
salicylates and bismuth. Once these analyzes were performed, it was selected one of the ten
initial formulations which was given to the available horses and microbiological exploratory
tests in feces were performed for Salmonella, coliforms and mesophiles.

Key words: Bismuth subsalicylate, paste, formulation, diarrhea, equine.
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SR Maestria en Ciencias de la Produccién y de la Salud Animal  Introduccion
I. INTRODUCCION

La diarrea amenaza potencialmente la vida, causada por un niimero de diferentes etiologias,
que puede resultar en aberraciones en la homeostasis de fluidos y electrolitos y, en casos
severos, incrementar la absorcion de productos bacterianos y toxinas hacia la circulacion
sistémica (Stampfli et al., 1992). Por tal motivo se ha sugerido que el Subsalicilato de
Bismuto disminuye la inflamacién y secrecion en el colon mayor y puede entonces ser

benéfico en el tratamiento de la diarrea equina (Feary y Hassel, 2006).

Extrapolando las dosis de la medicina humana, volimenes mayores de un litro, son
requeridos en el paciente equino adulto (Clark et al., 1996; Lawler et al., 2008). Asi el
desarrollo de esta formulacion permitiria disminuir los grandes volimenes de medicamento
a utilizar. Por otro lado, se trata de una innovacion ya que se emplearia la via oral en lugar
de la via nasogastrica, lo que representa una forma de administracion mas practica para el
médico veterinario e incluso para el propietario quien podria administrarlo bajo prescripcion
médica al paciente en la misma explotacion o cuadra. Al mismo tiempo, esta forma de
administracion disminuiria de manera importante el factor estrés al reducir el manejo del
paciente el cual se encuentra en muchas ocasiones, inmunodeprimido y/o

inmunocomprometido.

El presente trabajo se compone de 9 partes incluyendo la actual introduccion. Después
de la misma se muestra la justificacion de la investigacion realizada asi como la hipotesis
planteada. Posteriormente se enumeran los objetivos los cuales se encuentran seguidos del
marco tedrico que sustentan el trabajo. Posteriormente se explica el desarrollo experimental
el cual comprende la elaboracion de distintas formulaciones en pasta basada en un disefio de
Plackett-Burman de siete factores con dos niveles cada uno. A continuacion se describen las
distintas pruebas empleadas para la evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de dichas
pastas. Se llevo a cabo la seleccion de una formulacion con las caracteristicas deseadas la
cual fue administrada a distintos caballos para realizar cultivos y conteos en muestras de

heces de algunos grupos bacterianos representativos de la flora coldnica de los caballos y
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conocer el comportamiento de los mismos después de la administracion de dicha pasta. En
seguida se explican los resultados y el andlisis de los mismos para continuar con las
conclusiones del presente trabajo de investigacion. Al finalizar se encuentran los anexos asi

como la referencia bibliografica consultada.
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1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

A. Justificacion

Los trastornos digestivos en los equinos se presentan de manera comun en la practica clinica,
tanto a nivel ambulatorio, asi como en hospitales. El tracto gastrointestinal es uno de los
sistemas mads afectados en la especie y por lo tanto es de frecuente consulta o ingreso a

hospitalizacion.

En la industria farmacéutica veterinaria actual se encuentra disponible la presentacion
en suspension lo que implica administrar grandes cantidades del producto empléandose la
via nasogastrica a intervalos de 8, 12 a 24 horas, lo que representa un manejo constante del

paciente equino contribuyendo al estrés del mismo.

El estudio se propone, dado que en el Hospital de Equinos de FES-Cuautitlan se
ingresan en su mayoria casos de problemas que afectan al sistema digestivo, predisponiendo
a la presentacion de diarrea, siendo ésta una de las complicaciones nosocomiales mas

frecuentes.

B. Hipotesis

El disefio y desarrollo de una formulacién Optima para la obtencion de una pasta a base de
Subsalicilato de Bismuto facilitard la administracion de los tratamientos a la especie equina.
Después de ser administrada en intervalos regulares, se podra reducir y/o mantener los
conteos de los grupos bacterianos mds importantes que se encuentran probablemente
involucrados en la presentacion de los cuadros de diarrea, reduciendo los signos que la

acompanan.
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I11. OBJETIVOS

A.

Objetivo general

Desarrollar una formula innovadora en pasta para facilitar la administracion de
Subsalicilato de Bismuto con el fin de sustituir su administracion nasogastrica y poder

administrarla via oral y con ello disminuir el estrés en el equino.

Objetivos particulares

Definir un disefio experimental para seleccionar los componentes de la formulacion
de una pasta con Subsalicilato de Bismuto para su administracion via oral.

Definir atributos de calidad de un prototipo de pasta para su administracion oral.
Seleccionar una formulacion que esté conforme a los atributos de calidad definidos
para el prototipo de pasta.

Caracterizar la pasta que cumple con los atributos de calidad previamente
establecidos utilizando el infrarrojo cercano y su comportamiento sobre la flora

bacteriana en heces de equinos.
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IV. MARCO TEORICO

1. Tracto gastrointestinal del equino

1.1. Anatomia

El tracto gastrointestinal de un herbivoro tipico consiste en cavidad oral, faringe, es6fago,
estomago, intestino delgado, intestino grueso y recto. Se extiende a través del cuerpo y se

encuentra en gran parte dentro de la cavidad abdominal (Al Jassim y Andrews, 2009).

Los caballos son mejor descritos como fermentadores en el intestino posterior con un
ciego aumentado y colon que alberga una comunidad microbiana compleja. Estos microbios
contribuyen a los procesos digestivos que habilitan al caballo para extraer energia de los
componentes dietarios que de otra manera serian desperdiciados. Ademas de la fermentacion
en el intestino posterior, una fermentacion extensa ocurre en el estomago cuando los caballos
consumen dietas ricas en carbohidratos no estructurales. Las caracteristicas anatomicas y
fisiologicas del sistema digestivo del caballo necesitan ser consideradas cuando se decide

con qué¢ alimentar los caballos (Al Jassim y Andrews, 2009).

1.2. Los segmentos mas caudales del tracto gastrointestinal

El intestino grueso (colon mayor del equino) consiste del ciego, colon y recto (Figura 1) los
cuales albergan una poblacién microbiana compleja. Las condiciones en el intestino grueso
coinciden con la descripcion de un reactor quimico continuo, en el cual la entrada de los
nutrientes es continua, la mezcla es adecuada, los productos son removidos y los reactivos
estan en contacto con las enzimas producidas ya sea por el cuerpo del animal o por los
microbios del tracto gastrointestinal (TGI). La mezcla de los contenidos permite el control
sobre la temperatura, pH y la eliminacion de los gases. El intestino grueso comprende

aproximadamente el 64% del volumen del TGI equino, pero solo 30% de su longitud total
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(Kohnke et al., 1999). Es un 6rgano voluminoso pero corto, que sostiene aproximadamente
95 a 112 litros de liquido, aproximadamente el tamafio del estdmago compartamental de una
vaca adulta. Es similar al rumen, en el hecho de estar habitado por una comunidad microbiana
fermentativa. Las paredes del intestino grueso carecen de vellosidades y las células epiteliales
carecen de microvellosidades, pero contienen glandulas para secretar moco. Las paredes del
intestino grueso también contienen fibras musculares longitudinales y circulares. A
diferencia de otros herbivoros, el intestino delgado del caballo se abre directamente hacia el
ciego, el primer segmento del intestino grueso, a través de una vélvula muscular.
Relativamente cerca a esta valvula hay otra segunda valvula donde el alimento pasa del ciego

hacia el colon ventral derecho (Al Jassim y Andrews, 2009).

\ kg
Recto t”u Colon menor (colon descendente)
f Estémago
B X ? f __— Colon transverso Eséfago
f l "\ / - Ka—"" Curvatura mavyor

v'—«
* Curvatura menor
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\\ . Duodeno (extendido)

Flexura pélvica -

Flexuraduodeneﬂ‘%‘_’ " .d " T ‘;'f\'” \ " Antro pilérico
. 3

# - ; ol — Colon dorsal izquierdo
Base del ciego- N ot .‘) . - Colon ventral izquierdo
~ .
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Yeyuno é ,I" - Colon dorsal derecho
g" ~ Colon ventral derecho
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Figura 1. Estomago aislado e intestinos del caballo (McCracken et al., 1999).
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El ciego es una estructura grande, ciega, en forma de coma de aproximadamente 1 m

de longitud con una capacidad entre 25 y 35 litros. Se extiende desde la entrada pélvica hacia
el piso abdominal dentro del area del flanco derecho del caballo. La base del ciego se extiende
hacia adelante para extenderse debajo de la cobertura de las ultimas costillas, con su apice
justo detras del diafragma. El intestino grueso en el caballo no tiene una capa muscular
longitudinal. En cambio, tiene bandas de musculo (llamadas “tenias”) que siguen la longitud
del ciego y unen la pared cecal en saculaciones llamadas ‘“haustras”. El haustra acttia como
deposito, retardando el transporte del quimo a través del intestino grueso y contribuyendo a

la mezcla de los contenidos colonicos (Al Jassim y Andrews, 2009).

En el caballo el colon ascendente es llamado “colon mayor” y consisten en un colon
ventral y un colon dorsal (Reece, 1997). El primer segmento o colon ventral, puede sostener
un volumen de aproximadamente 150 litros, tiene un didmetro de 250 a 300 mm, y tiene
alrededor de 2 a 4 m de longitud. La transicion entre el colon ventral y el colon dorsal es
estrecha; este segmento estrecho retarda el transporte de particulas grandes del colon ventral
hacia el colon dorsal, incrementando su tiempo de retencion y fermentabilidad. El didmetro
varia significativamente entre regiones, pero es mas grande en el colon dorsal derecho,
formando saculaciones con un diametro de 500 mm. El colon mayor estd doblado de manera
que forma una doble vuelta consistiendo de los colones ventral derecho e izquierdo y los
colones dorsales izquierdo y derecho. Las cuatro partes del colon mayor estan conectadas por
estructuras llamadas las flexuras “esternal”, “pélvica” y “diafragmatica”. Su importancia
descansa probablemente en las diferencias en las poblaciones microbianas y funciones de los
segmentos (Frape, 1998). El colon menor o descendente une el colon dorsal al recto y tiene
aproximadamente 3 m de longitud. El recto tiene aproximadamente 30 cm de longitud y es
la continuacién del colon menor en la entrada, terminando en el ano. Debido al tamafio,
localizacion e importancia en la digestion, el intestino grueso del equino puede ser referido

como “intestino posterior” (Al Jassim y Andrews, 2009).
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1.3. Intestino grueso del equino
Teniendo pasto como alimento basico, los caballos son dependientes del uso de la energia
quimica provista por los carbohidratos estructurales de las plantas. Ya que las enzimas para
su degradacion no son producidas endogenamente, el caballo depende de la fermentacion
microbiana en el intestino grueso. La ampliacion de esta parte del tracto gastrointestinal es
caracteristico de los caballos. El ciego y el colon del equino representan el 65% del volumen

del TGI (Frape, 2004), facilitando la fermentacion de la fibra.

1.4. Digestion de la fibra

Para hidrolizar la fibra, los microorganismos necesitan un tiempo relativamente largo, lo cual
es apoyado por la tasa lenta de paso en el intestino grueso. El pH considerablemente alto en
el intestino posterior, cercano a lo neutral, también apoya el ambiente favorable para la
poblacion microbiana que degrada la fibra. La fermentacion de la fibra resulta en la
produccion de acidos grasos volatiles de cadena corta, principalmente acetato, propionato y
butirato, los cuales son absorbidos en el flujo sanguineo y son usados como fuente de
produccion de ATP. Los AGVs representan la principal fuente de energia en los caballos que
pastan con proporciones molares de 85:10:3 para acetato, propionato y butirato en el intestino

posterior (Mackie y Wilkins, 1988).

2. Microbiologia del tracto gastrointestinal del caballo

La microbiota intestinal es compleja y tiene impactos en la digestion, la estimulacion inmune,
la proteccion contra patdgenos y el metabolismo en el hombre y animales (Costa y Weese,
2012). A pesar de su importancia, la comunidad microbiana del intestino posterior del equino
ha recibido poca atencion cientifica (Mackie y Wilkins, 1988; Daly et al., 2001; Endo et al.,
2007) comparado con la microbiota de otras especies (Simpson et al., 2000; Eckburg et al.,
2005; Sundset et al., 2009).
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De acuerdo con Gronvold et al. (2010), debido a la apariencia individual de la
microbiota de cada caballo en su estudio, cada caballo puede servir como su propio control

si el mismo es suficientemente muestreado antes de cualquier intervencion.

Los trastornos de la microbiota (disbiosis) pueden ser asociados con un amplio rango
de enfermedades en el tracto intestinal y mas alla (Jones et al., 2014). Las enfermedades
asociadas con cambios en la microbiota en caballos incluyen colitis (Costa et al., 2012),
laminitis (Milinovich et al., 2007; Steelman et al., 2012), enfermedad de los pastos (Garrett
etal., 2002) y colico (Weese et al., 2014).

Los caballos sometidos a anestesia y cirugia ocasionalmente desarrollan enfermedad
gastrointestinal como diarrea, colitis y colico (Andersen et al., 2006; Nelson et al. 2013). Las
razones subyacentes de esto no son claras y podrian involucrar alteraciones en la microbiota
intestinal por estrés del transporte, ayuno, efectos de los agentes anestésicos, impacto de la
cirugia o la terapia antimicrobiana (Gronvold et al., 2010; Costa et al., 2012). Se ha mostrado
que la administracion de medicamentos incluyendo antibidticos, antiinflamatorios no
esteroidales (AINES) y otros fdrmacos, transporte, ayuno y cambios abruptos en la dieta
inducen cambios de la microbiota intestinal equina (Willing et al., 2009; Gronvold et al.,

2010; Perkins et al., 2012).

Después del transporte y el ayuno, hubo una tendencia a disminuir los Clostridiales,
los cuales son componentes nucleares de la microbiota intestinal del equino (Costa et al.,
2012; Shepherd et al., 2012). Solo C. difficile y C. perfringes son enteropatogenos conocidos
en animales, mientras que la mayoria de los miembros de este orden son bacterias
celuloliticas importantes con diversas funciones (Songer, 1996). Un decremento de
Clostridiales también fue observado en caballos afectados con colitis aguda, indicando un

enlace potencial de este orden a la enfermedad gastrointestinal (Costa et al., 2012).
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Fueron identificados cambios significativos en la estructura de la microbiota después

de la anestesia, sugiriendo que la anestesia tiene un efecto medible en la estructura de la
comunidad microbiana, potencialmente similar a lo que fue demostrado en caballos afectados
por colitis (Costa et al., 2012). La composicion microbiana fecal no refleja completamente
la composicion microbiana de diferentes regiones en el tracto gastrointestinal, haciendo la
interpretacion mas dificil (Dougal et al., 2012; Schoster et al., 2013). Sin embargo, cada vez
hay mas evidencia de que la dieta tiene un efecto significativo en la microbiota de los caballos
(Daly et al., 2012; Dougal et al., 2014; Fernandes et al., 2014; Proudman et al., 2014),
mientras que una estabilidad temporal de la microbiota es alta cuando son alimentados con

la misma dieta (Blackmore et al., 2013).

Se sabe que un pH intestinal y del tracto posterior <6.0 inhibe las bacterias celuloliticas
y protozoarios y favorece el crecimiento de bacterias tolerantes al dcido como Streptococcus
bovis/equinus y Lactobacillus spp. (Al Jassim y Rowe, 1999; Schwartzkopf et al., 2003). Un
pH cecal de 6.0 se considera que representa una acidosis subclinica (Radicke et al., 1991), y
un pH del intestino posterior menor a 6 estd asociado con condiciones clinicas como una
diarrea osmdtica, sobrecrecimiento de bacterias gram-positivas y lisis de bacterias gram-

negativas lo cual puede culminar en laminitis en los caballos (Garner et al., 1978).

Mackie y Wilkins (1988) reportaron mayor poblacion bacteriana en las partes distales
del TGI entre el duodeno y el colon. Los caballos que fueron alimentados con una dieta de
pasto tuvieron una poblacion bacteriana de 2.9 x 10%/g peso humedo en el duodeno, 29.0 x
10° en el yeyuno, 38.4 x 10° en el ileon, 2.05 x 10° en el ciego, y 1.26 x 10? en el colon. Al
Jassim y Andrews (2009) obtienen a menudo conteos para anaerobios totales de alrededor de
4.3 x 10% en el estomago, 4.2 x 10® en el ciego, 1.0 x 103 en el colon proximal, 6.7 x 107 en

el colon distal, y 1.7 x 108 en el recto.
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2.1. Poblacion microbiana en el intestino grueso
El intestino grueso ofrece un ambiente favorable para microbios, el pH es neutro y la tasa de
paso es lenta. Consecuentemente la poblacién microbiana en el intestino posterior es diversa
y esta presente en cantidades de 10° en el ciego y 10%en el colon (Mackie y Wilkins, 1988).
La concentracion de zoosporas fiingicas es alrededor de 10 a 10*/mL en el contenido cecal
(Julliand, 2005) y 10° a 10°/mL de protozoarios también es descrita en el contenido del ciego

y colon con grandes variaciones individuales (Kern et al., 1973; Moore y Dehority, 1993).

Los numeros de bacterias celuloliticas varian de 10* a 107 por mL en el contenido
intestinal (Kern et al., 1973; Jullian et al., 2001) con mayor abundancia en el ciego que en el
colon, indicando que es el ciego probablemente el principal sitio de digestion de la fibra.
Julliand et al. (1999) identificaron Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus y
Fibrobacter succinogenes son las especies bacterianas celuloliticas principales en el ciego
equino, mientas que Daly et al. (2001) describieron Clostridium spp., Ruminococcus spp.,
Butyrivibrio spp. y Eubacterium spp. como los organismos celuloliticos y fibroliticos mas

importantes.

Streptococci y Lactobacilli son consideradas las principales bacterias glicoliticas y
amiloliticas en el intestino posterior. Streptococcus bovis y S. equinus (Julliand, 2005), asi
como Lactobacillus salivarius, L. mucosae, L. delbrueckii y Mitsuokella jalaludinii (Al
Jassim et al., 2005) fueron reportados como los productores dominantes de acido lactico,
mientras que Veillonella sp. y Megasphaera spp. son los principales habitantes que utilizan

lactato en el intestino posterior (Julliand, 2005).

Un nimero relativamente alto de bacterias proteoliticas (10 bacteria/g) ha sido
encontrado en el ciego (Kern et al., 1973; Mackie y Wilkins, 1988), lo cual sugiere que hay

una disponibilidad sustancial de proteinas para la degradacién microbiana.
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Los carbohidratos facilmente fermentables, como el almidon, son digeridos
eficientemente por las enzimas propias de los caballos produciendo glucosa como fuente de
energia. Sin embargo, el almidon también es utilizado eficientemente por bacterias en el TGI,
principalmente por bacterias productoras de acido lactico como Streptococcus y Lactobacilli
(Varloud et al., 2007). Esto resulta en la produccion de grandes cantidades de lactato a través
del TGI y la produccion de AGVs con una mayor proporcion de propionato (Hintz et al.,
1971).

3. Diarreaen el equino

La microflora intestinal normal tiene un efecto protector contra patdgenos exdgenos pero
también contra la proliferacion de bacterias oportunistas endogenas, un fendémeno
denominado resistencia a la colonizacion (Vollard y Clasener, 1994). Asi la diarrea se define
como un contenido de agua incrementado en las heces comparado con la homeostasis. La
diarrea aguda es el signo clinico de enfermedad del colon mayor (tiflocolica) en caballos
adultos. Frecuentemente, los signos clinicos principales incluyen colico, deshidratacion y
endotoxemia, los cuales algunas veces progresan rapidamente hacia el choque y
ocasionalmente hacia la muerte. La diarrea es una condicion que amenaza potencialmente la
vida causada por un numero de diferentes etiologias (Stampfli et. al., 1992) y cuyas causas
patologicas subyacentes son en su mayoria alteraciones en la flora del colon resultando en
sobrecrecimiento de patogenos y alteraciones en la motilidad gastrointestinal asi como
pérdidas de fluido intestinal y electrolitos y desequilibrios acido-base (Oliver y Stampfli,
2006) y en casos severos, incrementar la absorcion de productos bacterianos y toxinas hacia
la circulacion sistémica (Stampfli et al., 1992). La diarrea aguda puede ser ligeramente
diferente en los potros y en los caballos adultos, debido a las diferencias en los agentes
infecciosos causantes, el sitio intestinal afectado y la diferente capacidad de absorcion del
colon. La causa inicial del problema de la diarrea aguda es frecuentemente (>60% de los
casos) no determinada. La colitis aguda también produce rapidamente condiciones

catabolicas severas con marcada pérdida de peso aguda (Oliver y Stampfli, 2006).
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El desarrollo de diarrea entre caballos hospitalizados es una preocupacion mayor para
hospitales veterinarios equinos y centros de remision. Es una complicacion potencial de
hospitalizacion para procedimientos quirargicos o médicos y puede contribuir a la morbilidad
y mortalidad de caballos con enfermedades gastrointestinales y no gastrointestinales.
Desafortunadamente, puede ser dificil sefialar la causa exacta de diarrea aguda o colitis, y en
la mayoria de los casos, el agente etioldgico especifico es presuntivo o indeterminado

(Chapman, 2009).

3.1. Presentacion clinica de la diarrea

La diarrea aguda y colitis pueden ser especialmente alarmantes para los propietarios y
veterinarios cuando ocurre en caballos admitidos en un hospital veterinario para
procedimientos de rutina o electivos, particularmente procedimientos no relacionados con
una enfermedad gastrointestinal. El monitoreo cercano durante la estancia hospitalaria es
importante para el reconocimiento temprano de una colitis en desarrollo. Los parametros
clinicos que deben ser monitoreados estrechamente incluyen temperatura rectal, ritmo
cardiaco, ritmo respiratorio, hidratacion, color y calidad de membranas mucosas, tiempo de
retorno capilar, apetito y caracter y frecuencia de defecacion. Si la excrecion fecal se vuelve
mas liquida pero la frecuencia de defecacion y los parametros clinicos permanecen normales,
esto puede representar una diarrea leve de consecuencias minimas. Unas heces acuosas con
sangre o un mal olor que persiste y que es acompanada con fiebre, taquicardia, taquipnea,
membranas mucosas hiperémicas inyectadas, deshidratacion, pérdida del apetito, depresion,
y signos de incomodidad abdominal sugieren la existencia de una condicién mas seria. En la
mayoria de los casos, los parametros clinicos anormales preceden al establecimiento de una
diarrea. En ese caso, los diagndsticos deben hacerse inmediatamente para identificar el estado

hemodinamico del paciente y determinar si se requiere intervencion (Chapman, 2009).
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3.2. Patofisiologia de la diarrea aguda

En aproximadamente el 40% de los caballos presentados con queja de diarrea aguda, la
asociacion causal puede ser conocida y en aproximadamente 60% de los casos la causa de
origen nunca se encuentra (Stampfli et al., 1992). La diarrea representa una perturbacion en
el balance normal de fluidos incluyendo un desequilibrio en la secrecion de electrolitos y la
absorcion en el intestino grueso (Cohen y Divers, 1998). Debido a la enorme capacidad de
absorcion del colon mayor, las lesiones del intestino delgado no causan diarrea en caballos
adultos en comparacion con otras especies. Se puede ver diarrea de intestino delgado en
potros. Existen diferentes mecanismos en el desarrollo de diarrea; estos incluyen
hipersecrecion, aumento de la permeabilidad (exudacion), malabsorcion y motilidad anormal
(Schiller, 2000; Magdesian y Smith, 2002). Los pacientes con diarrea aguda severa también
presentan signos de procesos inflamatorios activos, principalmente en el colon mayor. El
problema de la diarrea aguda es la flora intestinal cecocélica. Cualquier “trastornador” de la
flora puede crear un medio que libere toxinas bacterianas (lipopolisacaridos [LPS])
induciendo inflamacion (citocinas y otros mediadores inflamatorios), dando como resultado
una pérdida de liquido hacia el lumen intestinal y dafio a las capas celulares y al lecho
vascular de la mucosa cecocolica como la formacion de edema local, exudacion y la
absorcion de toxinas hacia la sangre. El resultado neto es la pérdida masiva de fluidos,
electrolitos, sustancias anticoagulantes y procoagulantes y proteina con signos secundarios
como hipovolemia, acidemia, hipoalbuminemia, disturbios de la coagulacion y choque

cardiovascular y endotoxico (Murray, 1988).

La diarrea puede resultar de manera secundaria a una variedad de causas infecciosas y
no infecciosas llevando a un incremento en la secrecion de fluidos y electrolitos hacia el
lumen intestinal e inflamacion causando aumento en la permeabilidad de la pared intestinal.
El incremento en la permeabilidad favorece la pérdida de proteinas hacia la luz del intestino
y la absorcion de productos bacterianos y toxinas hacia la circulacion desencadenando

respuesta inflamatoria sistémica. Los lipopolisacaridos (LPS) son las toxinas bacterianas
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mejor investigadas capaces de incitar una inflamacion sistémica en caballos (Mott et al.,

1997; Matsuda y Hattori, 2006).

Las alteraciones en los fluidos y electrolitos pueden resultar rapidamente en
hipovolemia clinica y deshidratacion, las cuales si no son tratadas apropiadamente pueden
progresar rapidamente a alteraciones mayores del sistema cardiovascular resultando en una
perfusion organica reducida y finalmente en disfuncion organica. La absorcion de toxinas
puede conducir a una activacion sistémica descontrolada de las cascadas inflamatorias y de
coagulacion (Collatos et al., 1995), resultando en una hipotension severa y potencialmente

amenazante de la vida y a un estado de hipercoagulacion (Naylor y Dunkel, 2009).

3.3. Causas de diarrea

Las causas de diarrea pueden ser clasificadas en infecciosas y no infecciosas (Traub-Dargatz
et al., 2004). Las no infecciosas incluyen colitis asociada a antimicrobianos, colitis asociada
a anti-inflamatorios no esteroidales (AINES) (ej. colitis dorsal derecha), causas relacionadas
a la alimentacion (sobrecarga de carbohidratos, cambios en la dieta), peritonitis, toxicosis
(cantaridina, arsénico, mercurio), enteropatia por arena, neoplasia y enfermedad intestinal
inflamatoria (Cohen et al., 2008). Las principales subpoblaciones de caballos hospitalizados
reciben antimicrobianos ya sea terapéuticamente para tratar infecciones conocidas o
profilacticamente antes de procedimientos quirturgicos. Los AINES son dados
frecuentemente a caballos para causar analgesia antes de la presentacion, durante la admision
y durante la estancia hospitalaria. Una sobredosis de AINES induce una colitis severa; sin
embargo, reportes en la literatura demuestran que la colitis asociada a AINES puede ocurrir
en caballos que reciben la dosis recomendada de fenilbutazona (Cohen et al., 2008) y que la
ulceracion del tracto gastrointestinal e inflamacion pueden ser evidentes tan pronto como
desde el inicio de la terapia (McConnico et al., 2008). Las prostaglandinas son inhibidores

importantes de inflamacion intestinal y ayudan a mantener el flujo sanguineo de la mucosa;
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bloqueando la formacion de estas sustancias puede incrementarse la severidad de colitis

(Chapman, 2009).

Finalmente, a pesar de los esfuerzos para replicar la dieta normal del paciente equino,
muchos caballos son sometidos a un cambio significativo en la dieta durante la
hospitalizacion. Muchos caballos que se presentan por colico estdn frecuentemente
anoréxicos antes de la admision, y el alimento se suele retener por periodos de tiempo
variables antes y después de los procedimientos quirtrgicos. La pérdida del apetito y
alteraciones de la alimentacion no causan colitis severa pero la evidencia indica que los
cambios en la composicion de la dieta pueden alterar la flora entérica (Moore y Dehority,

1993; Kobayash et al., 2006) y contribuir a la enfermedad (Goodson et al., 1988).

Las causas infecciosas de diarrea en caballos incluyen Salmonella, enterocolitis
clostridial (Clostridium difficile, Clostridium perfringens), Neorickettsia risticii, y
ciatostomiasis (Palmer, 1993; Lyons et al., 2000).

Es importante tener en cuenta que el desarrollo de colitis en caballos hospitalizados
puede ser multifactorial y ocurrir en conjunto con enfermedades gastrointestinales y no
gastrointestinales. Los factores infecciosos y no infecciosos pueden tener un efecto

combinado o sinérgico para inducir la enfermedad (Chapman, 2009).

3.3.1. Causas no infecciosas de diarrea

3.3.1.1. Alteraciones en la dieta y sobrecarga de carbohidratos

El liquido del colon del caballo es un ecosistema microbioldégico complejo y dindmico
compuesto por varios cientos de especies de bacterias, protozoarios y hongos residentes y
transitorios (Maczulack et al., 1985). Bacterias comensales y patologicas colonizan el colon

equino, de los cuales los bacilos gram-negativos predominan (50%), seguidos de bacilos
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gram-positivos (23%), cocos gram-positivos (22%) y finalmente cocos gram-negativos (4%).
Las bacterias anaerobicas son abundantes y juegan un papel vital en la fermentacion del
intestino grueso. En caballos sanos, los organismos comensales deben competir con bacterias
patogenas para sobrevivir en un balance delicado que puede ser interrumpido facilmente por
varias circunstancias. Los estudios han demostrado que las alteraciones en la composicion
microbiana intestinal pueden ocurrir con cambios en la temporada (Kobayash et al., 2006) y
alteraciones en la dieta (Goodson et al., 1988; Jullian et al., 2001). Por ejemplo, la adicién
de cebada a la dieta de ponies incrementa las bacterias que utilizan el lactato (Streptococcus
spp. y Lactobacillus spp.), disminuyen las bacterias celuloliticas, alteran las concentraciones
de AGV y disminuye el pH del colon (Julliand, 2001). Una variedad de condiciones
luminales intestinales (poblaciones bacterianas, pH, nutrientes, tension de oxigeno) pueden

afectar la habilidad de los microorganismos patdogenos para invadir (Chapman, 2009).

En la hospitalizacion, los caballos estan sujetos inevitablemente a un cambio de dieta
a menos que el propietario provea un suministro de forraje. Generalmente es recomendado
imitar la dieta nativa tanto como sea posible y evitar cambios drasticos, especialmente en la
cantidad de concentrados ofrecidos durante la estancia hospitalaria. Cambios menores en la
dieta no causan diarrea profunda como puede verse con una sobrecarga severa de
carbohidratos. Sin embargo, pueden ocurrir cambios sutiles en la flora bacteriana entérica y
podrian desempefiar un papel en las infecciones oportunistas con patdogenos entéricos como

Salmonella (Chapman, 2009).

Inversamente, algunos pacientes equinos hospitalizados pueden tener una reduccion en
la ingesta dietética ya sea voluntariamente (hipofagia, anorexia) o debido a un retiro impuesto
antes de los procedimientos quirtirgicos. Puede ser necesaria una retencion de alimento
extensa en caballos con disfagia o disfuncion intestinal y reflujo géstrico (ej. ileo, duodeno-
yeyunitis proximal). Cambios perjudiciales en la microflora intestinal (como defaunacion) o
atrofia de las vellosidades en la mucosa intestinal pueden ocurrir en un ayuno prolongado

(mas de 72 horas), resultando en diarrea severa. Cuando la ingesta voluntaria esta
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contraindicada o no es posible, se recomienda una nutricién parenteral o enteral (cuando la
funcion intestinal estd presente) para prevenir una diarrea inducida por ayuno (Magdesian,
2003; Sweeny y Hansen, 1990). Sin embargo, se requiere precaucion cuando se inicia un
programa de nutricion enteral porque una alimentacion excesiva después de un periodo

extenso de retiro de alimento puede conducir a una colitis severa (Chapman, 2009).

3.3.1.2. Diarrea asociada a antimicrobianos

El intestino parece ser un compartimento farmacocinético relativamente independiente
(Vollaard y Clasener, 1994), y la concentracion del farmaco activo en el contenido intestinal
esta determinado por la via de administracion, la dosis administrada, las proporciones del
medicamento absorbido del intestino y excretado en la saliva, bilis 0 moco y el grado en el
cual el medicamento es inactivado por el contenido intestinal (Jones, 2000; Wistrom et al.,

2001; Papich, 2003).

En un ambiente hospitalario, la terapia antimicrobiana puede ser necesaria para tratar
infecciones conocidas o puede ser necesaria profilacticamente para prevenir una infeccion
durante los procedimientos quirurgicos (Southwood, 2006). Los antibidticos perioperatorios
desempefian un papel importante en reducir las infecciones quirtrgicas y mejorar los
resultados de los pacientes; sin embargo, no carecen de riesgos en los pacientes equinos. Los
antibidticos pueden tener un efecto adverso en la distribucion y numero de bacterias y
protozoarios normales en el ciego y colon interrumpiendo el balance de organismos
comensales y patogenos, lo cual puede permitir el sobrecrecimiento de especies patdgenas
(Papich, 2003). Consecuentemente, ciertos antibioticos con una pobre absorcion intestinal
como los macrolidos (eritromicina) (Gustafsson et al, 1997) y lincosamidas (lincomicina)
(Raisbeck, 1981) y clindamicina han sido asociados con una severa colitis inducida por
antibidticos cuando se administran oralmente en modelos experimentales, incluso en dosis

bajas (Chapman, 2009).
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Los antibioticos parenterales u orales que han sido asociados temporalmente con el
inicio de una diarrea aguda incluyen tetraciclinas, lincomicina, eritromicina, cefalosporinas,
sulfas-trimetoprim y penicilinas. Los casos de colitis también han sido asociados con la
administracion de cloxacilina, florfenicol, ampicilina/sulbactam, cloranfenicol vy

metronidazol, asi como con ciprofloxacino mas recientemente (Weese et al., 2002).

La diarrea asociada a antibidticos en equinos puede iniciar dentro de las 24 horas de
haber administrado una sola dosis de antimicrobiano, pero ocurre mas comunmente en los
primeros dias después del inicio del tratamiento (Andersson et al., 1971; Cook, 1973; White
y Prior, 1982; Prescott et al., 1988; Staempfli et al., 1992; Ensink et al., 1996; Gustafsson et
al., 1997; Stratton-Phelps et al., 2000). Weese (2000) reportd que la diarrea comenzd en
promedio 5.7 dias después del inicio del tratamiento; sin embargo, el comienzo oscild desde
un dia después del inicio del tratamiento a 7 dias después del cese del tratamiento.
Curiosamente, en un estudio, al inicio de la diarrea, la administracion de antimicrobianos
habia sido descontinuado por 1-7 dias en el 20% (8/40) de los caballos (McGorum vy Pirie,
2009).

La administracion de oxitetraciclina a caballos caus6 un cambio marcado en las
poblaciones bacterianas fecales dentro de las 24 horas después de la primera dosis (White,
1982). En este estudio, después de la administracion de oxitetraciclina, Veillonella sp., una
flora intestinal normal, desaparecid, mientras que coliformes, Streptococcus spp. y
Bacteroides spp. y especies bacterianas patogenas (como Clostridium perfringens tipo A)
incrementaron (White, 1982). Otros estudios demostraron que las yeguas estaban en riesgo
de desarrollar una enterocolitis clostridiana cuando sus potros fueron tratados con

eritromicina y rifampicina por infeccion con Rhodococcus equi (Baverud, 1998).

El centro del problema es la alteracion de la flora cecocolica normal (White y Prior,
1982). Tedricamente, cualquier antibiotico de amplio espectro tiene el potencial de trastornar

la flora protectora local y permitir que los patdgenos potenciales “crezcan demasiado” y

19
M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya



Uniam Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal Marco

tedrico
causen enfermedad (Hogenauer et al., 1998). Ademas, los efectos procinéticos directos de
los antimicrobianos pueden influenciar la consistencia fecal y la frecuencia de defecacion.
Los macroélidos como la eritromicina tienen una accion procinética intestinal bien reconocida,
debido a la accidn directa en los receptores de motilidad del musculo liso y una via indirecta
de estimulacion de la liberacion de acetilcolina en las neuronas entéricas via motilina y/o

receptores 5-HT. (Roussel et al., 2003).

Los antibidticos parenterales también son capaces de causar diarrea o colitis. Algunos
antimicrobianos parenterales se someten a la circulacion enterohepética o excrecion biliar y
son capaces de afectar la microflora intestinal. En un estudio, los caballos hospitalizados que
recibieron antibidticos parenterales fueron 10.9 veces mas propensos a tener resultados
positivos de cultivo fecal de Salmonella cuando se compararon con los caballos que no
recibieron antibioticos parenterales (Hird, 1984). Este hallazgo sugiere que los antibidticos
cambian la relacion antagonista de la microflora intestinal para favorecer el crecimiento
excesivo de las cepas patogenas. Esencialmente, todos los antibidticos son capaces de causar
diarrea en caballos y los propietarios deben ser advertidos de la colitis potencial antes de
iniciar una terapia antimicrobiana. Si la diarrea se desarrolla poco tiempo después de iniciada
la terapia antimicrobiana, entonces se debe sospechar de una colitis asociada a antibioticos

(Buechner, 1989).

La administracion antimicrobiana también puede promover la colonizacion entérica
por C. difficile en potros. Beier et al. (1994) reportaron una alta prevalencia de C. difficile y
su toxina en las heces de potro que desarrollaron diarrea después de un tratamiento
antimicrobiano. Baverud et al. (2003) demostraron una mayor prevalencia (44%) de C.
difficile en las heces de potros no diarreicos que estuvieron recibiendo eritromicina o
gentamicina y rifampicina, que de aquellos que recibieron trimetoprim/sulfonamidas y/o
penicilina (15%), mientras que C. difficile no fue detectada en heces de potros que no

recibieron antimicrobianos (Baverud et al., 1998).
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Un estudio retrospectivo por Cohen y Woods (1999) demostrd que los caballos con
diarrea aguda tuvieron 4.5 veces menos probabilidad de sobrevivir si tuvieron una exposicion
previa a los agentes antimicrobianos comparado con los caballos que no la tuvieron. En este
estudio, las sulfonamidas potenciadas o la penicilina G fueron los antimicrobianos
administrados mas cominmente antes del desarrollo de la diarrea. Sin embargo, la relacion
entre los antibidticos y la colitis no siempre es consistente. Otro estudio retrospectivo no
encontro una diferencia significativa entre la evidencia historica y documentada del uso de
antimicrobianos y la no sobrevivencia en caballos con enterocolitis idiopatica aguda
(Stampfli et al, 1991). La relacion entre los agentes antimicrobianos y la diarrea es compleja.
La mayor controversia de los agentes antimicrobianos es su uso indiscriminado en caballos
y sin evidencia documentada de infecciébn bacteriana o con el uso excesivo de
antimicrobianos criticos. Una amplia evidencia sugiere que el uso inapropiado de antibidticos
contribuye a la aparicion de bacterias multirresistentes (Dargatz y Traub-Dargatz, 2004) de
las cuales la mas preocupante en enfermedad gastrointestinal en equinos es la Salmonella

multirresistente.

3.3.1.3. Anti-inflamatorios no esteroidales

La diarrea asociada con sobredosis de AINES ha sido documentada experimental y
retrospectivamente en caballos (MacAllister et al., 1993; Collins y Tyller, 1984).
Clinicamente, la toxicidad con AINES se describe como causante de dos sindromes clinicos:
toxicidad generalizada con AINES y colitis dorsal derecha (CDD) (Mott et al., 1997; Karcher
et al., 1990). Todos los AINES son potencialmente capaces de causar toxicidad. La CDD es
una inflamacion ulcerativa localizada del colon dorsal derecho que ha sido asociada con
AINES administrados en cantidades excesivas en presencia de deshidratacion (Meschter et

al., 1990).

La enteropatia asociada a AINES puede ocurrir cuando estos medicamentos son

administrados en una dosis apropiada y por breves periodos de tiempo (Cohen et al., 2008;
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McConnico et al., 2008) lo cual puede sugerir una respuesta idiosincratica. Estudios recientes
han mostrado que la concentracion de &cido acético en el colon disminuye significativamente
en caballos a los cuales se les administré fenilbutazona por 21 dias. Los AGV del colon son
importantes subproductos de la fermentacion bacteriana para facilitar la absorcion de agua
en el colon. La terapia prolongada con fenilbutazona a una dosis de 4.4 mg/kg oral puede
predisponer al colon a una inflamacién (MacConnico et al., 2008). Debido a que los caballos
hospitalizados pueden recibir terapia con AINES por periodos prolongados para aliviar dolor
y disminuir los signos clinicos asociados con endotoxemia, pueden estar en riesgo de una
enteropatia inducida por AINES. La diarrea severa puede no ser el distintivo de esta
enfermedad inicialmente, pero el reconocimiento de los signos tempranos, como letargia,
anorexia, produccion fecal reducida y colico, es imperativo para iniciar un tratamiento y

evitar complicaciones posteriores (Cohen, 2002).

Los signos clinicos mas evidentes de una CDD son depresion, anorexia, fiebre, célico,
diarrea, deshidratacion y evidencia de endotoxemia. Los signos clinicos de una toxicidad
generalizada con AINES pueden variar de signos no sistémicos a diarrea severa acompanada
con otros signos de toxicidad, como anorexia, ulceracion oral, fiebre y edema periférico
(Meschter et al., 1990). Los AINES inhiben la actividad de la ciclooxigenasa (COX 1 y COX
2). Se cree que los AINES, que son inhibidores indiscriminados de la COX 1 y la COX 2,
tienen una mayor capacidad de producir mayor toxicidad (ej. fenilbutazona, aspirina). Las
lesiones gastrointestinales causadas por AINES se manifiestan como ulceracion de la
mucosa, sangrado, enteropatia con pérdida de proteina, y una respuesta significativa a los
productos microbianos expuestos a la lamina propia (Meschter et al., 1990; Collins y Tyler,

1984).

Es recomendable el monitoreo de laboratorio periddico de los caballos hospitalizados
que reciben terapia con AINES para detectar indicadores sutiles de inflamacion intestinal
(hipoalbuminemia, hipoproteinemia, anemia y neutropenia). Los clinicos deben hacer

esfuerzos para limitar el uso de AINES en la dosis mas baja posible que proporcione el alivio
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del dolor deseado del dolor en el paciente, pero minimiza los efectos secundarios no

deseados, particularmente al tracto gastrointestinal (Chapmann, 2009).

3.3.2. Causas infecciosas de diarrea

3.3.2.1. Salmonelosis

La salmonelosis equina ha sido reconocida desde hace tiempo como una causa infecciosa
importante de colitis en caballos adultos (Smith, 1981; Bryans et al., 1961). La prevalencia
de la eliminacion fecal de Salmonella spp. se reporta que ocurre en 0.8% en caballos
residentes y un 3-13% en caballos hospitalizados (Traub-Dargatz et al., 1990; Traub-Dargatz
etal., 2000; Kim et al., 2001; Alinovi et al., 2003; Dallap et al,. 2012; Hartnack et al., 2012;
Ermnst et al., 2014;). La diferencia en la prevalencia de la eliminacion de Salmonella entre
estas dos poblaciones es probable que resulte de multiples factores a los cuales los caballos
hospitalizados han estado expuestos, incluyendo el transporte, cambio en el medio ambiente,
cambio en la dieta, enfermedad preexistente, cirugia o administracion de antimicrobianos

(Kim et al., 2001; Alinovi et al., 2003; Ernst et al., 2004; Hartnack et al., 2012).

Salmonella pertenece a una familia de bacterias llamada Enterobacteriaceae, que se
compone de bacilos facultativos anaerdbicos gram-negativos. El modo principal de
transmision de Salmonella es la ruta fecal-oral; sin embargo, la transmision aérea ha sido
demostrada en algunas especies (Centers for Disease Control, 2006). Puede invadir la mucosa
faringea, del intestino delgado y del colon. Invade las células intestinales M, es fagocitada
por macrofagos y células dendriticas en la ldmina propia y tejido linfoide y luego pasa al

torrente sanguineo (Smith, 1981; Spier, 1993).

Después de la ingestion, el organismo debe sobrevivir al medio acido del fluido

gastrico. La mayoria de las bacterias perecen en el estdmago, pero con un indculo grande,
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suficientes bacterias sobreviven para alcanzar el intestino delgado distal y el colon (Oliveira

et al., 2006).

Es 16gico pensar que los cambios en el contenido y composicion intestinal de nutrientes
(composicion de aminoacidos, carbohidratos) pueden ser necesarios para que Salmonella
reciba las sefiales fisiologicas y ambientales para invadir el epitelio intestinal (Gruenheid y
Finlay, 2003). Salmonella es capaz de entrar a células no fagociticas, se replica
eficientemente y después se disemina a través de una serie compleja de translocaciones
celulares. Haciendo explotar las células fagociticas, Salmonella puede propagarse a sitios
extraintestinales. Este hecho es evidenciado mediante una infeccion experimental con
Salmonella typhimurium en ponies, la cual reveld cultivos positivos de los nodos linfaticos

mesentéricos 20 horas después una inoculacion quirurgica en el colon dorsal (Murray et al.,

1989).

La caracteristica clasica de una salmonelosis clinica en la mayoria de las especies de
vertebrados es una diarrea liquida profusa y voluminosa. Esta diarrea ocurre como resultado
de las pérdidas de fluido intestinal por dos mecanismos: (1) pérdida activa de fluido a través
de la hiperestimulacion secretora y (2) pérdida pasiva de fluido por malabsorcion mediada
por inflamacion. Se pueden observar edema de la mucosa y la submucosa, cambios
microvasculares e inflamacion neutrofilica secundarias a una infeccion experimental con
Salmonella en ponies (Murray et al., 1989). Salmonella también produce varios factores de
virulencia, incluyendo exotoxina, citotoxina y enterotoxina que median el desarrollo de la
diarrea (Murray, 1986). La causa principal de la diarrea es probablemente la habilidad de que
Salmonella induzca una reaccion inflamatoria intestinal severa (Ohl y Miller, 2001). Los
efectos sistémicos causados por Salmonella pueden ser atribuidos a los LPS, resultando a
menudo en discapacidad cardiovascular y liberando factores que desencadenan una respuesta
inflamatoria del huésped acumuldndose en mas dafio a los tejidos y signos de endotoxemia

(Smith, 1981; Clarke y Gyles, 1993).
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Las infecciones mas leves suelen ser auto-limitadas y los pacientes generalmente
muestran mejoria clinica en un periodo de tiempo relativamente breve. Otra caracteristica
clinica importante de la salmonelosis es la posibilidad de que algunos animales infectados
diseminen el organismo sin demostrar los signos clinicos de la enfermedad (eliminador

silencioso) (Smith et al., 1979).

En poblaciones de caballos altamente concentradas, la infeccion por Salmonella es de
una preocupacion particular. Los brotes han ocurrido en hospitales veterinarios de remision,
en granjas de cria y en hipodromos. Los centros veterinarios de referencia son de particular
preocupacion porque las congregaciones de animales potencialmente susceptibles estan
sujetas a mezclas en estas instalaciones. La transmision horizontal de la enfermedad es una
preocupacion particular en estas situaciones. Existen numerosos reportes de brotes de
Salmonella dentro de los hospitales veterinarios (Baker, 1969; Dorn et al., 1975; Carter et
al., 1986; Donahue, 1986; Powell et al., 1988; Castor et al., 1989; Hartman y West, 1995;
Hartmann et al., 1996; Pare et al., 1996; Tillotson et al., 1997; Amavisit et al., 2001; Schott
et al., 2001; Weese et al., 2001; Ranking, 2005; Ward et al., 2005). La mayoria de estos
brotes infecciosos son causados por cepas de Salmonella resistentes a multiples farmacos.
Los estudios de salmonelosis en caballos en centros veterinarios de referencia han
identificado factores de riesgo que incrementan la probabilidad de una infeccion durante la
hospitalizacion (Hird et al., 1986; Mainar-Jaime et al., 1998; House et al., 1999; Kim et al.,
2001; Alinovi et al., 2003; Ernst et al., 2004) o durante un brote (Traub-Dargatz et al., 1990;
Tillotson et al., 1997; Schott et al., 2001). A pesar de algunas inconsistencias entre estos
estudios, posiblemente debido a las diferencias en las poblaciones de muestra o a las técnicas
de muestreo, existen muchos factores de riesgo similares. Los caballos que recibieron terapia
con antibioticos (Hird et al., 1986; House et al., 1999; Ermnst et al., 2004) y que estuvieron
sometidos a restriccion de piensos o cambios en la dieta (Traub-Dargatz et al, 1990; House
et al, 1999) estuvieron en mayor riesgo de desarrollar salmonelosis; esto es mas probable
debido a las alteraciones en la microflora entérica. En otro estudio, los potros estuvieron en

mayor riesgo de una infeccion por Salmonella (Ernst et al., 2004), muy probablemente
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debido a una inmunocompetencia reducida, falta de una microflora competidora y coprofagia

(Chapman, 2009).

Los factores de riesgo establecidos que se asocian con la progresion de una infeccion
latente a una infeccion nosocomial de eliminacién activa y enfermedad clinica incluyen
“estresores” como el transporte (Owen et al., 1983), desordenes del TGI (Schott et al, 2001;
Ermnst et al., 2004), temperatura ambiental alta (Carter et al., 1986; House et al., 1999), y
terapia antimicrobiana (House et al., 1999; Schott et al., 2001; Ernst et al., 2004).

El estrés también puede desempefiar un papel en la infeccion por Salmonella porque
varios estudios encontraron que el transporte prolongado (Owen et al., 1983; Kim et al.,
2001) o exposicion al calor (House et al., 1999) incrementan la probabilidad de salmonelosis.
Otros estresores que han sido identificados incluyen cirugia mayor, particularmente cirugia
abdominal (Baker, 1970; Smith et al. 1978; Ernst et al., 2004; Ekiri et al., 2008), enfermedad
gastrointestinal (Hird et al., 1984; Hird et al., 1986; Weese et al., 2000; Kim et al., 2001;
Ernst et al., 2004) y enfermedad respiratoria (Alinovi et al., 2003). En general, estos estudios
sugirieron que los factores que influyen en la infeccion no son exclusivos y pueden variar

dentro y entre los hospitales veterinarios (Chapmann, 2009).

La incidencia de una infeccion zoonoética en personas que se encargan de los caballos
infectados con Salmonella es desconocida. Sin embargo, en un estudio, Salmonella no fue
aislada de las heces del personal asociado con un hospital veterinario de ensefianza durante
un brote de salmonelosis (Tillotson et al., 1997). Otro estudio encontré que Salmonella fue
identificada en los hogares del personal que tiene contacto regular con el ganado infectado
(Rice et al., 2008). Se ha sugerido que la enteritis por Salmonella en personas esta
subnotificado y que la diferenciaciéon entre la transmision zoonoética de la enfermedad
transmitida por alimentos puede ser dificil; el verdadero riesgo para la transmision del

organismo de los caballos a las personas sigue siendo impreciso (Chapmann, 2009).
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La salmonelosis equina ha sido reconocida como una causa infecciosa importante de
colitis en caballos adultos (Bryans et al., 1961; Smith, 1981) pero puede causar diarrea en

caballos de cualquier edad (Mallicote et al., 2012).

Las etiologias infecciosas de diarrea aguda son de notable preocupacion ya que son una
amenaza para una extensa propagacion en hospital (Rikihisa et al., 1990). Por lo tanto, el
reconocimiento temprano de los signos clinicos y la iniciacion de la terapia es esencial para
un desenlace positivo, ya que la tasa de fatalidad para caballos hospitalizados que desarrollan

diarrea aguda oscila del 25 al 42% (Buechner 1989; Cohen y Woods, 1999).

3.3.2.2. Enterocolitis clostridiana

La enterocolitis por Clostridium difficile es una inflamacion del colon causada por
sobrecrecimiento de las cepas toxigénicas de C. difficile, causando mas cominmente diarrea
y variando los grados de toxemia (Fekety y Shah, 1993; Baverud y Franklin, 1998;
Donaldson y Palmer, 1999; Weese et al., 2001). La proliferacion del este organismo ocurre

cuando hay una alteracion en la flora normal del colon (Songer, 1996; Arroyo et al., 2004).

Clostridium difficile es un bacilo obligado anaerobio formador de esporas gram-
positivo. Como Salmonella, la transmision del organismo ocurre por la ruta oral-fecal; sin
embargo, la infeccion por C. difficile puede ocurrir por ingestion ya sea del organismo
vegetativo o de las endosporas resistentes. Como anaerobio obligado, la forma vegetativa de
la bacteria no sobrevive bien bajo condiciones aerdbicas; sin embargo, las endosporas son
capaces de sobrevivir bajo condiciones ambientales adversas en suelo y agua. Un estudio
examind la presencia de esporas de C. difficile en un hospital veterinario y se aislé el
organismo de los establos, pisos, equipo médico y el calzado del personal médico (Weese,
2000). El organismo es mas frecuentemente identificado en muestras de suelo de los
criaderos de caballos (11%) que de granjas solamente con caballos maduros (1%) (Baverud

et al., 2003). El mismo estudio detect6 C. difficile en las heces de caballos y potros sanos,
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sugiriendo que los potros sanos pueden servir como potencial reservorio del organismo

(Baverud et al., 2003).

La produccion de toxinas es un componente importante en la virulencia de C. difficile.
Se han identificado por lo menos cinco toxinas, de las cuales la toxina A y B son las mas
estudiadas y més claramente entendidas. La toxina A es una efectiva enterotoxina la cual es
capaz de causar acumulacion de fluido intestinal e iniciar inflamacion, mientras que la toxina
B es una potente citotoxina (Lyerly et al., 1982). Los genes de las toxinas A y B son
identificados en la mayoria de los aislamientos de C. difficile de los caballos con enfermedad
entérica aguda (Magdesian et al., 2006). Un cultivo positivo de C. difficile en heces no es
necesariamente diagndstico, porque hay cepas toxina-positivas y cepas toxina-negativas de
este organismo presente (Weese et al., 2000; Arroyo et al., 2004). Es necesaria la deteccion
de toxinas clostridianas en heces mediante inmunoensayos o ensayos de citotoxicidad (toxina

B) para establecer una diarrea asociada a C. difficile (Baverud, 2004).

En personas, esta bien establecida una fuerte relacion entre C. difficile y una diarrea
asociada con antimicrobianos (Barbut y Petit, 2001) y en afos recientes esta asociacion ha
sido probada en caballos (Magdesian et al., 1993-1997; Baverud et al., 1997; Arroyo et al.,
2004; Gustafsson et al., 2004; Weese et al., 2004). Los cambios inducidos por
antimicrobianos en la microflora intestinal pueden tener un papel permisivo en el
establecimiento o proliferacion de C. difficile; sin embargo, son reconocidos casos de diarrea
asociada a C. difficile que no estan relacionados con una terapia con antibidticos. Varios
antibidticos que han sido implicados en el desarrollo de diarrea asociada con C. difficile
incluyen los antibidticos B-lactamicos (Baverud et al., 1997, Magdesian et al., 2002;
Gustafsson et al., 2004), eritromicina (Gustafsson et al., 1997; Baverud et al., 1998),
gentamicina (Magdesian et al., 2002) y sulfonamidas potenciadas (Baverud et al., 1997,
Magdesian et al., 2002). En un modelo experimental, la enterocolitis por C. difficile fue
inducida en potros de pony por inoculacion ya sea con endosporas o células bacterianas

vegetativas. Un factor importante en la induccion de la diarrea asociada con C. difficile con
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endosporas en estos potros fue la interrupcion de la flora gastrointestinal normal con la
administracion de clindamicina (Arroyo et al., 2004). Esto muy probablemente imita la
enfermedad adquirida naturalmente porque las endosporas son mas persistentes en el
ambiente que las células vegetativas. Estudios recientes han demostrado que el C. difficile
obtenido de caballos con diarrea asociada a antibidticos mostraron un acoplamiento
preferencial a las células intestinales equinas contra las células intestinales humanas in vitro
(Taha et al., 2007), sugiriendo que puede existir una dependencia y preferencia de la especie

huésped.

El desarrollo de la diarrea asociada con C. difficile en caballos hospitalizados ha sido
examinado en la literatura. No hay una diferencia significativa en el desarrollo de una diarrea
nosocomial y la identificacion de C. difficile en un estudio prospectivo en 81 caballos
(Scantlebury et al., 2008). Se desarrolld un brote de diarrea asociada a C. difficile en nueve
caballos hospitalizados en dos dias en otro reporte (Madewell et al., 1995). A pesar de que
se determino que varias cepas diferentes de C. difficile fueron responsables del desarrollo de
la diarrea, un grupo de casos merece atencion. Los factores de riesgo para la diarrea asociada
a C. difficile son similares a aquellos discutidos para la salmonelosis (ej. antimicrobianos,
cambios de dieta, cirugia) y estan muy probablemente relacionados con factores que alteran
la microflora cecocdlica y permiten la colonizacidn, proliferacion y produccion de toxinas.
La mayoria de estas asociaciones son anecdoticas y se necesitan mas estudios para expandir

nuestro entendimiento de la infeccion nosocomial clostridial (Chapman, 2009).

Divers (2002) ha sugerido que la distension timpénica es mas comun en caballos con
diarrea por C. difficile que en caballos con otras enfermedades diarreicas infecciosas; sin
embargo, esto no ha sido demostrado objetivamente. Ahora, si las heces son toxina-positivas,
un curso con metronidazol oral a una tasa de 15-25 mg/kg administrados cada 8 horas esta
indicado hasta que las heces sean toxina-negativas y se hayan vuelto firmes (McGorum et

al., 1998).
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3.3.2.3. Enteritis parasitarias

Los parasitos mas comunmente implicados que pueden resultar en enterocolitis aguda o
cronica en caballos son Strongylus. Las infecciones por estrongilos son causadas por dos
grupos de nematodos: grandes (strongilosis) y pequenos (ciatostomiasis) estrongilos. Aunque
las infecciones por grandes estrongilos fueron identificaaos como una causa importante de
colico, y ocasionalmente diarrea cronica, en caballos antes del desarrollo de los
antihelminticos modernos, los pequenos estrongilos han emergido en afios mas recientes
como causa mayor de diarrea aguda y cronica, asi como han estado implicados como causa

de colico (Feary y Hassel, 2006).

Actualmente se cree que los ciatostomas son la causa mas comunmente identificada de
diarrea crénica en el caballo y también pueden estar asociados con una aguda y
potencialmente fatal colitis (Jones, 2004). Paraddjicamente, un riesgo asociado con el
desarrollo de ciatostomiasis larvaria aguda es el tratamiento reciente con antihelminticos
adulticidas. Otros factores de riesgo para la ciatostomiasis clinica son la edad del caballo,
con caballos entre 1 a 6 afios mas comUnmente afectados, y ocurrencia estacional (Reid et

al., 1995).

3.4. Diarrea en los potros

La diarrea se encuentra en las quejas clinicas mas comunes en potros (Mallicote et al., 2012).
La diarrea del “calor del potro” es por si misma un nombre incorrecto para los periodos cortos
de diarrea vistos entre una y 2 semanas de edad en potros sistémicamente sanos (Johnston et
al., 1970). Esta forma de diarrea ocurre sin signos de enfermedad sistémica o inflamacion y
usualmente no es severa. Los potros permanecen brillantes y alertas, mantienen una
hematologia y resultados de laboratorio normales, y continlan mamando. Estos potros no
requieren terapia, aunque deben ser monitoreados atentamente porque las formas tempranas
de una enteritis pueden imitar la diarrea del calor del potro. Cualquier signo de enfermedad

sistémica, incluyendo depresion o apetito reducido deberian justificar una investigacion
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cercana de ese neonato (Magdesian, 2005). Un sindrome de enterocolitis necrotizante es
reconocido en el prematuro y neonatos a término en humanos y reportado en potros. En
potros (aunque no en infantes), el sindrome se ha relacionado indefinidamente a infeccion

clostridiana (Bueschel et al., 1998; East et al., 1998).

La diarrea es una causa significante de morbilidad y mortalidad en el potro neonato
(Cohen, 1994). La consistencia fecal alterada en el potro puede ser la manifestacion de una
simple diarrea o una enteritis, en donde en la ultima esta asociada con un sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica (Magdesian, 2005).

Otras posibles causas de diarrea en el potro incluyen la ulceracién gastroduodenal,
enterocolitis mecanica, causas nutricionales o dietarias, enteritis clostridiana por C. difficile
y C. perfringens, Salmonella (como S. typhimurium), y rotavirus (siendo la causa viral mas

comun de diarrea neonatal).

3.5. Consideraciones terapéuticas en casos de diarrea aguda

Un examen fisico exhaustivo proporciona los medios mas faciles y menos costosos para
detectar los déficits de volumen y perfusion, recordando que las anomalias clinicas
generalmente son indetectables hasta que el grado de deshidratacion alcanza mas del 5%. Los
indicadores fisicamente detectables de hipovolemia incluyen los siguientes: (1) taquicardia,
(2) membranas mucosas palidas, (3) tiempo de llenado capilar retardado, (4) mentalidad
aburrida, (5) extremidades frias, (6) pulso periférico de calidad pobre, (7) llenado yugular
prolongado, y (8) produccion de orina reducido. Los indicadores fisicamente detectables de
hipoperfusion incluyen los siguientes: (1) membranas mucosas secas, (2) ojos hundidos
(especialmente en potros), (3) produccion reducida de pelicula lagrimal, y (4) turgor de la

piel reducido comparado con el normal (Macintire et al., 2005).
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Los principios generales para tratar al paciente equino con diarrea son los mismos,

independientemente de la causa subyacente, y pretenden:

1. Restablecer la perfusion periférica reemplazando los déficits de fluidos y electrolitos;
Combatir la inflamacion sistémica;
Reducir la inflamacion intestinal;

Promover la reparacion de la mucosa;

A

Restablecer la microflora intestinal normal (Naylor y Dunkel, 2009).

Debido a que los resultados netos de cualquier caso de diarrea aguda severa son
pérdidas masivas de fluidos, electrolitos y proteina con signos secundarios, como
hipovolemia, acidemia y choque cardiovascular y endotoxico, el objetivo principal del
tratamiento es restablecer la homeostasis con tratamiento de soporte. Basados en las
alteraciones de la homeostasis descritas previamente, los objetivos del tratamiento de colitis,
sin importar la causa, pueden involucrar remplazo de fluidos y electrolitos, corrigiendo los
desajustes acido-base, soporte circulatorio, tratamiento de la hipoproteinemia, control de la
inflamacién, control de las endotoxinas, manejo del dolor, proteccion y reparacion de la

mucosa, y el uso de antibidticos y anticoagulantes (Oliver y Stampfli, 2006).

3.5.1. Reemplazar pérdida de fluidos y electrolitos

Para corregir la pérdida de fluidos, la cantidad de fluidos requerida para ser reemplazada es
calculada con la formula: PC x % DH, donde PC es peso corporal y DH es deshidratacion.
La cantidad calculada es administrada a una velocidad basada en el estatus cardiovascular.
La velocidad usada puede ser entre 10 y 40 ml/kg/h. El uso de una solucion salina hipertonica
al 7.5% (5-7 ml/kg en 20 minutos) es una maniobra de resucitacion para revertir la
hipovolemia; sin embargo, en casos de colitis con hiponatremia severa, se debe administrar

con precaucion (Sterns et al., 1994). Siempre necesita ser seguida por la administracion de
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soluciones isotonicas, con la cantidad comparada con la pérdida de fluido total mas el

requerimiento de mantenimiento diario calculado (Seahorn y Seahorn, 2003).

El bicarbonato de sodio es usado para tratar acidosis metabdlica severa que no se
corrige con la expansion del volumen (Oliver y Stampfli, 2006). También se pueden
administrar agentes inotropicos para incrementar la presion sanguinea sistémica cuando ésta
cae marcadamente. El clorhidrato de dopamina, 1 a 5 pg/kg/min, es dado mediante la

administracion intravenosa continua (Oliver y Stampfli, 2006).

La dobutamina, 2 a 5 pg/kg/min, es dada mediante administracion intravenosa continua

(Hosgood, 1990).

3.5.2. Controlar la inflamacién sistémica

El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS por sus siglas en inglés) ocurre
secundario a un insulto infeccioso o no infeccioso capaz de incitar a una inflamacion
sistémica severa. Esto puede surgir secundario a una lesion por quemadura, trauma o
productos bacterianos, incluyendo LPS, los cuales son absorbidos a través de la pared
intestinal hacia la circulacion sistémica y provocar una respuesta inmune exagerada y

descontrolada (Sykes y Furr, 2005).

Los AINES (ej. meglumine de flunixin, ketoprofeno, fenilbutazona, aspirina) son
usados frecuentemente para atenuar la cascada inflamatoria. El meglumine de flunixin parece
tener los efectos antiendotdxicos mas potentes a una tasa de 1.1 mg/kg administrados cada 8
a 12 horas o a 0.25 mg/kg cada 6 a 8 horas; 6 el ketoprofeno puede ser administrado a una
tasa de 0.5 mg/kg cada 6 horas. La aspirina también previene la formacion de trombos. Los
AINES inhiben las prostaglandinas vasodilatadoras; por ello, se debe tener cuidado con

respecto al dafo renal (Moses y Bertone, 2002).

33
M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya



RE#T‘L';YN' Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal Marco
tedrico

La DTO-esmectita es un silicato aluminomagnésico hidratado natural que esta
disponible comercialmente para el uso en caballos. Se ha demostrado que la DTO-esmectita
adsorbe efectivamente sustancias, como endotoxinas y exotoxinas, en el tracto
gastrointestinal humano, y mas recientemente, que se une a las toxinas A y B del C. difficile
de origen equino asi como a la enterotoxina del C. perfringens in vitro sin ningin efecto en
el crecimiento bacteriano o la accion del metronidazol (Weese et al., 2003). El tratamiento
con DTO-esmectita parece tener pocos o ningun efecto adverso en caballos maduros y potros,
y reportes anecdoticos sugieren que es efectivo reduciendo el volumen y duraciéon de la

diarrea aguda en caballos (Feary y Hassel, 2006).

Los antisueros hiperinmunes o plasma son usados en la endotoxemia. Diferentes
bacterias gram-negativas comparten centros antigénicos en comun; por lo tanto, los
anticuerpos tienen como objetivo el centro de los LPS (Spier et al., 1989). Estos anticuerpos
pueden promover la opsonizacion y aclaramiento reticuloendotelial e inhibir las interacciones
de los LPS. Sin embargo, algunos estudios han fallado en mostrar resultados positivos

(Morris et al., 1986).

El uso de antibidticos en el tratamiento de la enterocolitis aguda es controversial
(Papich, 2003). Aunque la siembra bacteriana a los otros Organos es rara, en pacientes
severamente neutropénicos, el uso de antibioticos de amplio espectro parece estar indicado.
Los antibioticos orales usados como tratamiento adyuvante en el cuidado de soporte son
metronidazol (15-25 mg/kg administrado cada 8 horas) en casos de colitis asociada a toxinas
de C. difficile y bacitracina de zinc (10 mg/kg administrado cada 12 horas) en colitis aguda
por C. difficile toxina-negativa con un diagnostico abierto para la causa de la diarrea
(Stampfli et al., 1992; McGorum et al., 1998). Normalmente se deberia ver mejoria dentro
de 2 6 3 dias. El metronidazol es potencialmente teratogénico y no debe ser usado en yeguas

gestantes (Oliver y Stampfli, 2006).
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En casos de Salmonella hay diferentes opiniones con respecto al uso de antibioticos en
caballos adultos. Sin embargo, los potros septicémicos con salmonelosis son tratados
rutinariamente con agentes antimicrobianos. Existen razones para usar antibidticos (pueden
matar una Salmonella existente, pueden prevenir la propagacion de la Salmonella en el tracto
gastrointestinal hacia otros 6rganos, y pueden prevenir la propagacion de bacterias entéricas
a través de la mucosa intestinal dafiada hacia otros 6rganos), pero también hay razones para
no usarlos (probablemente no maten a la Salmonella existente, matar bacterias gram-
negativas puede liberar LPS adicionales hacia el sistema, pueden prolongar la eliminacién
fecal de Salmonella, pueden contribuir a la resistencia a los antibioticos y pueden favorecer
la alteracion de la flora colonica). Los antimicrobianos usados en el tratamiento de
salmonelosis incluyen la combinacion de penicilina y gentamicina, la combinacion de

ceftiofur y gentamicina, y fluoroquinolonas (ej. enrofloxacina, orbifloxicina) (Murray, 2002).

Asi como en humanos, el metronidazol ha sido considerado la primera linea de
tratamiento para la colitis causada por C. difficile en caballos (Weese et al., 2001; Magdesian
et al., 1993-1997). Se han reportado cepas resistentes al metronidazol por arriba del 43% en
los aislamientos de caballos en ciertas regiones geograficas (Magdesian et al., 1993-1997;
Jang et al., 1997). La terapia con metronidazol solo o en combinacion con penicilina esta
recomendada, asi el riesgo de una colitis inducida por antimicrobianos es mucho mayor en
caballos adultos; es por eso, que estos medicamentos deben ser usados cautelosamente

(Lawson y Gebhart, 2000).

3.5.3. Reducir la inflamacion intestinal y secrecion de fluidos

Subsalicilato de bismuto

Se ha sugerido que el Subsalicilato de Bismuto disminuye la inflamacion y secrecion en el
colon mayor y puede entonces ser benéfico en el tratamiento de la diarrea equina (Feary y
Hassel, 2006). Se piensa que el bismuto cubre la mucosa mientras que el salicilato puede

tener efectos antiprostaglandinicos aunque no existe evidencia in vitro disponible (Soriano-

35
M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya



SR Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal Marco

tedrico
Brucheretal., 1991; Chowdhury et al., 2001). Extrapolando las dosis de la medicina humana,
se requieren grandes volimenes, arriba de un litro, en el paciente equino adulto (Clark et al.,

1996; Lawler et al., 2008).

3.5.4. Promover la reparacion de la mucosa
El sucralfato (un complejo disacarido (sucrosa) sulfato-aluminio) ha sido usado para la
proteccion y tratamiento de la ulceracion gastrica debido a sus efectos citoprotectores y su

capacidad para incrementar la biodisponibilidad de diversos factores de crecimiento.

(Konturek et al., 1991).

3.5.5. Restablecer la microflora intestinal normal

Los probidticos son ingredientes alimenticios no digeribles que afectan benéficamente al
huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o actividad de una o un nimero

limitado de bacterias en el colon, y asi mejorar la salud del huésped (Chouraqui et al., 2008).

Durante la fase aguda, estos animales demuestran un catabolismo pronunciado y una
pérdida rapida de la condicion. Los pacientes leucopénicos e hipoproteinémicos se benefician
del suero hiperinmune y/o transfusiones de plasma asi como de los antibidticos parenterales
de amplio espectro para prevenir la siembra de infecciones periféricas. El requerimiento de
energia de un caballo de 500 kg en descanso en un estado normal es de 33 kcal/kg/dia; un
caballo con colitis aguda severa necesita aproximadamente 50 kcal/kg/dia. Para contrarrestar
el catabolismo severo con colitis aguda, también se ha reportado una nutriciéon parenteral
parcial. Se ha usado un régimen: dextrosa 50% (2 L) es combinada con aminoacidos 8.5%
(1.5 L) y LRS (1.5 L). Esto rinde como solucién hipertonica; es por esto, que la infusion
intravenosa parenteral tiene que evolucionar lentamente sobre el tiempo y debe ser iniciada

en 140 ml/h e incrementar gradualmente a 280 ml/h y después a 560 ml/h. Este enfoque de
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tratamiento ha reducido la cantidad de plasma usado, reducido la mortalidad, acortado el

tiempo de hospitalizacion y reducido la factura total (Oliver y Stampfli, 2006).

3.5.6. Reduccioén de la inflamacion

El tratamiento anti-inflamatorio enteral en el caballo estd dirigido a limitar la absorcion de
endotoxinas y exotoxinas, asi como a interrumpir las vias inflamatorias. Ambos, el
caolin/pectina 'y el Subsalicilato de Bismuto han sido wusados como agentes
protectores/adsortivos; sin embargo, estan faltando los estudios de eficacia sustanciando
estas propiedades. Se cree que el Subsalicilato de Bismuto es desglosado en el intestino
delgado en carbonato de bismuto y salicilato (Plumb, 1995). El bismuto es pobremente
absorbido y el probable responsable de recubrir la mucosa, mientras que el salicilato parece
ser absorbido en humanos y puede tener alguna actividad antiprostaglandinica (Plumb,
1995). Es por esta razon que el Subsalicilato de Bismuto es preferido anecddticamente sobre
el caolin/pectina, el cual puede ofrecer solamente algun grado de recubrimiento de la mucosa.
El salicilato es excretado via renal; asi, debe ser usado con precaucion en caballos con funcidon
renal dafiada. Las dosis oscilan de 0.5 a4 mL/kg cada 4 a 6 horas. Usando la dosis méas baja,
un caballo adulto requeriria aproximadamente 250 mL cada 4 a 6 horas. Se debe tener
cuidado cuando se mezcla el Subsalicilato de Bismuto con otras farmacos, porque hay un
potencial para inactivar otras drogas; sin embargo, los estudios de interaccion no estan
disponibles. Las heces se vuelven negras grisaceas con el uso del Subsalicilato de Bismuto.

Esto no debe ser confundido con melena (Tillotson y Traub-Dargatz, 2003).

En relacion al prondstico de los casos con colitis aguda, hay nimeros limitados de
estudios en la literatura. En un estudio retrospectivo en un hospital de ensefianza veterinaria,
la tasa de casos de fatalidad fue de 42% (Staempfli et al., 1991), aunque en un estudio mas
reciente, la tasa de casos de fatalidad fue de 25.4% (Papich, 2003). Los caballos que estaban

severamente deshidratados tenian siete veces mas probabilidades de morir (Murray, 2002), y
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los caballos con antecedentes de administracion de antimicrobianos por un problema previo

a la diarrea tuvieron 4.5 veces mas probabilidades de no sobrevivir (Cohen y Woods, 1999).

4. Subsalicilato de Bismuto

El Subsalicilato de Bismuto tiene la formula quimica empirica de C7HsBiO4 (Figura 2). La

estructura actual es desconocida y la férmula solo es aproximada.

|

Figura 2. Estructura quimica del Subsalicilato de Bismuto.

El Subsalicilato de Bismuto se presenta como un polvo blanco o casi blanco, insaboro,
inoloro y contiene alrededor de 58% de bismuto. Es insoluble en agua, glicerina y alcohol.
También puede ser conocido como SSB, salicilato de bismuto basico, oxisalicilato de

bismuto, salicilato de bismuto entre otros (Plumb, 2008).

En medicina veterinaria, los productos con SSB son usados para tratar diarrea y como
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componente de la “triple terapia” para tratar infecciones gastrointestinales causadas por
Helicobacter. El farmaco también es usado en humanos para otros sintomas

gastrointestinales (indigestion, colico, dolor por timpanismo) y en el tratamiento y profilaxis

de la diarrea del viajero (Plumb, 2008).

Se cree que posee propiedades protectoras, anti-endotdxicas y de debilitamiento
bacteriano. Se cree que el compuesto original es dividido en el intestino delgado en carbonato

de bismuto y salicilatos (Plumb, 2008).

Se piensa que las propiedades protectoras, anti-endotoxicas y de debilitamiento
bacteriano se deben al bismuto. El compuesto salicilato tiene una actividad
antiprostaglandinica que puede contribuir a su efectividad y reduce los signos clinicos

asociados con diarreas secretoras (Plumb, 2008).

En cuanto a su farmacocinética, no hay informacion veterinaria especifica. En
humanos, la cantidad de bismuto es insignificante mientras que el componente salicilatos es
absorbido rapida y completamente. Los salicilatos se unen fuertemente a las proteinas
plasmaticas y son metabolizadas en el higado en &cido salicilico. El acido salicilico,
metabolitos salicilatos conjugados y cualquier bismuto absorbido son todos excretados via

renal (Plumb, 2008).

Debido a que puede ocurrir la absorcion de salicilatos, se debe usar con precaucion en

pacientes con trastornos de la coagulacion preexistentes (Plumb, 2008).

El bismuto es radiopaco por lo que puede interferir en exdmenes radiologicos del TGI

(Plumb, 2008).

Los productos antidiarreicos no son substitutos de una terapia de fluidos y electrolitos

adecuada cuando ésta es requerida. Puede cambiar el color de las heces a gris-negruzco o
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negro-verdoso; no confundir con melena (Plumb, 2008).

4.1. Empleo farmacéutico

Las preparaciones de bismuto han sido usadas en el tratamiento de un nimero de
enfermedades gastrointestinales (Raedsch, 1991). Un nimero de diferentes preparaciones
basadas en bismuto estas disponibles, como el Subsalicilato de Bismuto, que es comunmente
usado en Estados Unidos (Scarpignato y Pelosini, 1999), y el subnitrato de bismuto y el
subcitrato de bismuto coloidal, los cuales son usados principalemente en Europa (de Boer,
1999; Tefera et al., 1999). La revision de diferentes estudios sugiere que la forma quimica,
solubilidad y caracteristicas de absorcion de estas preparaciones de bismuto pueden diferir
significativamente (Scarpignato y Pelosini, 1999), aunque no se han hecho comparaciones
directas (Phillips et al., 2000). Sorprendentemente, los indices de erradicacion de H. pylori
en diferentes continentes parece comparable con todos los regimenes basados en bismuto,

independientemente de la forma fisica y quimica del bismuto (Scarpignato y Pelosini, 1999).

Hay una cantidad substancial de evidencia clinica de que el Subsalicilato de Bismuto
es efectivo en el tratamiento de desordenes de diarrea (DuPont et al., 1977; DuPont et al.,

1987, Steffen et al., 1988).

El Subsalicilato de Bismuto comunmente es usado en la prevencion de la diarrea del
viajero y dispepsia (Coleman et al., 1990). Los compuestos insolubles en agua como el
Subsalicilato de Bismuto muestran una pobre absorcion, mientras que compuestos solubles
en agua como el subcitrato de bismuto son absorbidos en mayor medida. Estudios en
humanos también han confirmado que el subcitrato de bismuto es absorbido en mayor medida
comparado con otros compuestos como el nitrato de bismuto, el subsalicilato, galato y el

aluminato (Dresow et al., 1991).

DuPont et al. (1977) mostraron que el Subsalicilato de Bismuto redujo la frecuencia de
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las heces no formadas, incremento la consistencia de las heces, y disminuy¢ la frecuencia de
nausea y calambres abdominales en estudiantes americanos residiendo en México. Steinhoff
et al. (1980) encontré que el bismuto tiene un efecto benéfico cuando es dado para
gastroenteritis viral debido al agente Norwalk. El virus Norwalk es la cepa prototipo en el
género Norovirus (NoV) dentro de la familia Caliciviridae (Glass et al., 2000; Jiang et al.,
1992; Jiang et al., 1993). Los NoVs humanos son la causa mas comun de brotes y
gastroenteritis esporadicas no bacterianas en Estados Unidos asi como la causa de
enfermedad significativa en los paises en desarrollo (Fankhauser et al., 1998; Mead et al.,
1999; Patel et al., 2008). Las infecciones por NoVs constituyen un importante problema de
salud, con un estimado de 23 millones de casos de gastroenteritis que ocurren anualmente en
los Estados Unidos, causando 50,000 hospitalizaciones y 300 muertes (Mead et al., 1999).
Los sintomas incluyen vomito severo, diarrea acuosa, ndusea, calambres adbominales, fiebre

y malestar general (Glass et al., 2009).

Soriano-Briicher et al. (1991) mostraron que el Subsalicilato de Bismuto en una dosis
de 100 mg/kg por dia disminuyo la duraciéon y frecuencia de heces no formadas en nifios con

diarrea aguda, comparado con el placebo.

4.2. Mecanismo de accion

A pesar del extendido uso del Subsalicilato de Bismuto en el tratamiento de la diarrea, su
mecanismo de accidon no esta completamente entendido. Alguna evidencia sugiere que tiene
propiedades antisecretoras y antimicrobianas (Ericsson et al., 1977; Ericsson et al., 1990;
Manhart, 1990). La literatura indica que los posibles mecanismos de accion son la prevencion
del acoplamiento de los microorganismos a la mucosa intestinal, un efecto antimicrobiano
directo en la viscera, inactivacion de enterotoxinas y un efecto antisecretor del salicilato
presente en el medicamento (Figueroa-Quintanilla et al., 1993). Graham et al. (1983)
mostraron que los patdgenos eran aislados menos frecuentemente en pacientes con diarrea

que recibieron bismuto que en aquellos que recibieron placebo. Los investigadores raramente
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recuperaron E. coli enterotoxigénica de las heces de voluntarios que ingirieron estos
organismos y recibieron Subsalicilato de Bismuto profilacticamente, pero si aislaron E. coli
enterotoxigénica en casi 87% de los pacientes que fueron tratado con placebos. Estos
hallazgos sugieren una interaccion especifica del bismuto con la bacteria. Ademas de sus
efectos antibacterianos, el bismuto puede influenciar el curso de las infecciones virales
entéricas. Se ha mostrado que inhibe la replicacion in vitro de cuatro cepas de rotavirus en
células de cultivo de tejidos y causar una reduccion dosis-dependiente en el crecimiento de

un numero de virus entéricos (Ward et al., 1985).

Se han propuesto una serie de posibles explicaciones sobre el mecanismo de accion del
Subsalicilato de Bismuto, incluyendo (1) prevencion del acoplamiento de organismos a la
mucosa intestinal, (2) efectos antimicrobianos directos causando su muerte o una pérdida de
virulencia, (3) inactivacion de toxinas, (4) efectos anti-inflamatorios del componente
salicilato del SSB debido a un efecto inhibitorio en la formacion de prostaglandinas y (5)
union de los acidos biliares que pueden contribuir a la diarrea (Gryboski et al., 1985).
Ademés, el SSB probablemente estimula la absorcion de fluidos y electrolitos, adsorbe acidos

biliares y enterotoxinas (Farris et al., 1976).

Para algunos compuestos de bismuto, se ha demostrado actividad antimicrobiana
directa contra H. pylori (Scarpignato y Pelosini, 1999) y otros organismos entéricos (Graham
et al., 1983; Scarpignato y Pelosini, 1999), usando concentraciones de bismuto encontrados
tipicamente en el lumen gastrointestinal. El bismuto puede agregar la pared bacteriana y el
espacio periplasmico (Lambert y Midolo, 1997) y varias acciones bactericidas del bismuto
han sido implicadas, incluyendo la inhibicion de la ureasa (Prewett et al., 1992) y la sintesis
de adenosintrifosfato (Lambert y Midolo, 1997). Ademas, distintos cambios morfoldgicos y
una adhesion celular reducida (Lambert y Midolo, 1997; Scarpignato y Pelosini, 1999) de H.
pylori han sido observados, ambos in vitro e in vivo, después de desafiar con subcitrato de
bismuto coloidal o Subsalicilato de Bismuto; concentraciones minimas inhibitorias de 8 a 64

ug/mL son comunmente reportadas para estos agentes contra H. pylori (Scarpignato y
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Pelosini, 1999). En contraste, se ha encontrado actividad no detectable del subnitrato de
bismuto contra H. pylori (Whitehead et al., 1993), a pesar de su probable eficacia in vivo
(Graham et al., 1989; Lerang et al., 1989; Tefera et al., 1999).

El bismuto puede alterar los mediadores inflamatorios de la mucosa, por ejemplo
incrementando la prostaglandina E2 (Mertz-Nielsen et al., 1991), inhibiendo la lipasa y
fosfolipasa A, (Slomiany et al., 1991) ¢ incrementando los niveles de otros factores
citoprotectores (Pugh y Lewin, 1990) que pueden promover la cicatrizacion de la ulcera, pero
es poco probable que éstos influyan directamente en la erradicacion de H. pylori. Un posible
blanco para un efecto antibacteriano indirecto del bismuto es la capa mucosa adherente, ya
que la mayoria de los metales divalentes y trivalentes —e incluso sus complejos particulados-
interact@ian fuertemente con el moco gastrointestinal (Whitehead et al., 1996). En efecto, el
bismuto incrementa la viscosidad del moco gastrointestinal y esto, por ejemplo, reduce la

difusion de protones a través de la capa (Turner et al., 1985).

Los compuestos de bismuto experimentan una precipitacion en el tracto gastrointestinal
para formar complejos extremadamente insolubles y pobremente absorbidos como el

oxicloruro de bismuto y el sulfuro de bismuto (Gorbach, 1990).

La efectividad del bismuto ha sido atribuida a su accion bactericida contra H. pylori.
Se piensa que la inhibicion enzimatica desempefia un papel importante en la accion de los
medicamentos que contienen bismuto. El mecanismo por el cual el bismuto inhibe el
crecimiento de H. pylori todavia no esta bien comprendido. Se ha demostrado previamente
que los medicamentos con bismuto pueden inhibir la alcohol deshidrogenasa citosolica
(ADH) de H. pylori (Blaser, 1992; Roine et al., 1992; Salaspuro, 1992). Las ADHs son

metaloenzimas de zinc que catalizan la oxidacion de los alcoholes en aldehidos o cetonas:

R-CH,-OH + NAD* "2'R-CHO + NADH + H*
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Donde NAD*/NADH son coenzimas (NAD, nicotinamida adenina dinucleotido;

NADH, nicotinamida adenina dinucleo6tido reducida).

H. pylori contiene ADH citosolica la cual es capaz de producir acetaldehido, el cual
puede formar aductos con fosfolipidos y proteinas, del etano exdgeno y enddgeno (Bode et
al., 1984; Kenney, 1982; Sorrell et al., 1985). Los aductos acetaldehido-proteina pueden
después inhibir la secrecion de proteinas, desplazar el fosfato piridoxal de sus sitios de union
en proteinas o afectar algunas funciones biologicas de las enzimas (Lumeng, 1978; Matsuda
et al., 1979; Roine et al., 1993). Los aductos acetaldehido-proteina pueden formarse en la
mucosa gastrica y pueden interferir subsecuentemente con los factores de defensa de la
mucosa que causa la morbilidad gastrointestinal. Se ha demostrado que la inhibicion de la
ADH por los medicamentos de bismuto suprime la produccion de acetaldehido, el cual es

toxico para las células de la mucosa (Salaspuro. 1994).

El mecanismo antimicrobiano exacto no es conocido, pero se piensa que el bismuto se
une a la bacteria, afectando la pared celular y el transporte transmembrana (Manhart, 1999;

Sox y Olson, 1989).

La efectividad del SSB en pacientes con diarreas de diferente etiologia sugiere un
mecanismo de accion no especifico propuesto por Ericsson et al. (1977). El rapido cambio
en las caracteristicas de las heces junto con la marcada reduccion en los requerimientos de
fluidos vistos en pacientes en el reporte de Soriano-Briicher et al. (1991) apoyaron esta
hipoétesis. Burke y Gracey (1980) demostraron que los salicilatos son capaces de antagonizar
la secrecion intestinal inducida por toxinas producidas por un amplio rango de organismos
incluyendo E. coli, Shigella y Salmonella. E1 SSB es hidrolizado en acido en el estomago en
oxicloruro de bismuto y el componente salicilato es facilmente absorbido y disponible

sistémicamente (Pickering et al., 1981).
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL
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2. Materiales y métodos

2.1. Localizacion

Los ensayos para la determinacion de la densidad, velocidad de flujo y salicilatos se llevaron
a cabo en el Laboratorio 5 de la UIM (LEDEFAR) de Campo 4 en la FES-Cuautitlan de la
UNAM. Las pruebas bacteriologicas se realizaron en el Laboratorio de Diagnostico
Bacteriologico y Micologico Veterinarios del mismo campus, asi como en el Laboratorio 14

de la UIM en la misma institucion.

2.2. Animales

Se emplearon dos equinos clinicamente sanos pertenecientes al Hospital de Equinos de la
FES-Cuautitlan UNAM, asi como el caso de un equino que presentd diarrea ingresado al
nosocomio. Los equinos clinicamente sanos siguieron las condiciones ambientales, de

alimentacion y estabulacion a las que estan acostumbrados.

2.3. Material de laboratorio
e 10 Recipientes de plastico con tapa
e Espatula
e Agitador de vidrio
e Picnometro de acero inoxidable
e 40 Jeringas de 5 ml
e Quantes
e Matraz volumétrico aforado de 200 mL
e 2 soportes metalicos
e 4 barras metélicas

e Bolsas de plastico
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Vaso de precipitados de 200 mL

Matraz volumétrico de 100 mL

Matraz de 25 mL

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4, 5,6, 7 y 25 mL
Probeta de 10, 100 y 500 mL

Matraz aforado de 10, 25, 100 y 250 mL

Papel Whattman 540

Matraz de 50 mL

Matraz volumétrico de 20 mL

30 viales de vidrio para muestras del NIR

Pastas desarrolladas a base de SSB

Suspension veterinaria comercial de SSB

Sonda nasogastrica de desaparasitacion para equino adulto
Embudo de plastico

Vasos de precipitados de 50, 100, 500 y 1000 mL
Puntas para micropipetas 1000 pL, Finnpipette
100 tubos de cultivo de polipropileno con tapa
Barras magnéticas

35 Jeringas de 20 mL

7 Jeringas de 50 mL

Tubos Vacutainer de 10 mL

1000 cajas de Petri estériles desechables

Agar Verde Brillante

Agar MacConkey

Agar Cuenta Estandar

Autoclave
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Formulaciones
e 10 lotes a base de SSB

2.4. Equipo e instrumentos
e Balanza analitica Mettler Toledo Mod. AB- 204S
e Crondmetro Citizen Mod: AZ1200
e Micropipetas 1000 uL Finnpipette
e pH metro Mettler Toledo mod: A165
e Agitador magnético Mettler Toledo
e Infra Rojo Cercano (NIR) FOSS Mod: NIR — 6500
e Espectrofotometro Varian UV — Vis Mod: Cary 100 Conc
e Balanza granataria Mod: OHAUS
e Balanza digital 5000 g Mod: VE — 5000
e Estufa de calor seco (60°C)
e Lamparade luz UV

e Ultracentrifuga

2.5. Reactivos y materias primas

2.5.1. Subsalicilato de Bismuto

El Subsalicilato de Bismuto ha sido ampliamente comercializado en Estados Unidos por mas
de 80 anos. En el tracto gastrointestinal, el SSB es convertido en 4cido salicilico y en sales
insolubles de bismuto. La porcion de salicilatos del SSB es extensamente absorbida (mas del
90%) y excretada en orina. En humanos, la dosis diaria méxima (4.2 g de SSB) resulta en
concentraciones maximas de salicilato en plasma considerablemente por debajo del nivel de
toxicidad por salicilatos. En contraste, poco bismuto del SSB es absorbido del tracto

gastrointestinal (menos del 0.005%) (Bierer, 1990).
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El SSB se presenta como un polvo blanco o cercanamente blanco, insaboro, inodoro y
contiene alrededor del 58% de bismuto. Es insoluble en agua, glicerina y alcohol. Puede ser

conocido también como oxisalicilato de bismuto (Plumb, 2008).

2.5.2. Glicerina

La glicerina es usada en una amplia variedad de formulaciones farmacéuticas incluyendo
preparaciones orales, Oticas, oftalmicas y parenterales. La glicerina es usada en geles acuosos
y no acuosos. La glicerina es higroscopica y también es propensa a la oxidacioén por la
atmosfera bajo condiciones ordinarias de almacenamiento. Las mezclas de glicerina con

agua, etanol (95%) y propilenglicol son quimicamente estables (Rowe et al., 2009).

2.5.3. Optiphen™ (Fenoxietanol y caprilil glicol)
Una formula tnica conservante liquida que consta de fenoxietanol y una base emoliente. La
combinacion de estos ingredientes proporciona una proteccion optimizada contra el

crecimiento microbiano de bacterias y levaduras (Ashland, 2017).

2.5.4. Silicato de magnesio y aluminio

El complejo estd compuesto por una capa tridimensional de aluminio octaédrico y dos hojas
de silice tetraédrica ademas de silicon, oxigeno y agua. El aluminio es substituido para variar
los grados de magnesio (con sodio o potasio para el balance de las cargas eléctricas). Los
elementos adicionales presentes en pequenas cantidades incluyen hierro, litio, titanio, calcio
y carbon. Funciona como adsorbente, agente estabilizante, agente suspensor y agente

viscosante (Rowe et al., 2009).
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2.5.5. Raphitix™ A-60 (Poliacrilato de sodio, polideceno hidrogenado o trideceth-6)

El poliacrilato es un emulsificante comtn para obtener diferentes estructuras de emulsiones.

Ha sido usado tanto como emulsificante; asi como, modificador reologico. Engrosa

rapidamente cuando se adiciona al agua y proporcionard resistencia a la deformaciéon y

viscosidad al sistema (Oguz y Sariisik, 2000).

2.5.6. Aerosil® (Didxido de silicio)

El diéxido de silicio es una silice ahumada submicroscopica con un tamafio de particula de
alrededor de 15 nm. Es un polvo ligero, suelto, color blanco azulado, inodoro, insaboro y
amorfo. Es higroscopico pero absorbe grandes cantidades de agua sin licuarse. En un pH
mayor a 7.5 las propiedades para aumentar la viscosidad se ven reducidas. El polvo de

dioxido de silicio debe ser almacenado en un contenedor bien cerrado (Rowe et al., 2009).

2.5.7. PEG 400 (Polietilenglicol 400)

Las soluciones acuosas de polietilenglicol se pueden usar como agentes suspensores o para
ajustar la viscosidad y consistencia de otros vehiculos suspensores. Cuando se utiliza junto
con otros emulsionantes, los polietilenglicoles pueden actuar como estabilizadores de la

emulsion (Rowe et al., 2009).

2.5.8. Natrosol™ 250 HHX (Hidroxietilcelulosa)

La hidroxietil celulosa se presenta como un polvo higroscopico blanco amarillento o blanco
grisaceo inodoro e insaboro. La hidroxietilcelulosa es un polimero no i6nico, soluble en agua
ampliamente utilizado en formulaciones farmacéuticas. Se utiliza principalmente como
espesante en formulaciones oftalmicas y topicas, aunque también se utiliza como aglutinante

y agente de revestimiento de pelicula para tabletas. Estd presente en las preparaciones
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lubricantes para ojo seco, para el cuidado de lentes de contacto y sequedad bucal. (Rowe et
al., 2009).
2.6. Disefio experimental

Se aplico un disefio experimental Plackett-Burman con 7 factores cada uno con dos niveles

(Tabla 1). El disefio se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1. Niveles de los factores del disefio experimental.

Cadigo Niveles
Factores (unidades) del

factor -1 1
Agua (%) X1 0 35
Glicerina (%) X2 30 68.9
Silicato de magnesio y aluminio (%) X3 0 10
Rapithix (%) X4 0 3
Aerosil (%) X5 0 4.5
Polietilenglicol 400 (%) X6 0 1
Natrosol (%) X7 0 1

Tabla 2. Disefno experimental para estudiar el efecto de los excipientes sobre las variables
de respuesta implicadas en este estudio.

Cadigo de . Factores codificados
Formula
Lote X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
P-GA-00 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
P-GA-05 2 1 -1 -1 1 -1 -1 -1
P-G-01 3 -1 1 1 -1 -1 -1 -1
P-G-05 4 -1 1 -1 1 -1 -1 -1
P-GA-04 5 1 -1 -1 -1 -1 -1 1
P-G-04 6 -1 1 -1 -1 -1 -1 1
P-GA-01 7 1 -1 1 -1 -1 -1 -1
P-GA-03 8 1 -1 -1 -1 1 1 -1
P-G-03 9 -1 1 -1 -1 1 1 -1
P-G-00 10 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1
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Las variables de respuesta evaluadas fueron:
e Atributos de calidad
e Velocidad de Flujo
e Densidad

2.6.1. Atributos de calidad requeridos de la pasta

Dado que la administracion es oral se establecieron previamente los atributos descritos en la

Tabla 3 los cuales se consideraron para seleccionar la formulacion 6ptima:

Tabla 3. Especificaciones de la pasta dptima.

Atributo de calidad Especificacion

Pasta cremosa uniforme sin grumos

Aspect .
Specto estable con respecto al tiempo

Que la pasta pueda administrarse por

Velocidad de flujo , . .
via oral a través de una jeringa

Contenido de Subsalicilato de Bismuto

0
por cada 100 g de pasta 30%

Sin variacion en su comportamiento

Estabilidad . .
espectral en infrarrojo

El 30% de Subsalicilato de Bismuto en la pasta se establecid porque en la suspension
comercial de Subsalicilato de Bismuto que se encuentra en el mercado mexicano tiene como
especificacion que por cada 100 mL de suspension se tiene 1.75 g de Subsalicilato de
Bismuto. Por lo tanto, si consideramos que la dosis a aplicar a un caballo adulto promedio

(450 kg) seria de 500 ml de la suspension comercial, el contenido de Subsalicilato de Bismuto
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es de 8.75 g. Por lo tanto, esto se considerd para que en 30 g de pasta se tuvieran 9 g de

Subsalicilato de Bismuto, cantidad muy cercana a la utilizada en la suspension.

2.6.2. Velocidad de flujo

Se lleno una jeringa de 5 mL con una cantidad de pasta la cual fue desplazada por unas placas
de acero de un peso determinado y se tomd el tiempo que tardo en ser desplazada la materia.
La prueba se realizd por triplicado para cada lote cambiando de jeringa en cada repeticion y

se obtuvo la media para cada elemento de la siguiente formula:

VelFlujo = (P2—P1) — (Ps—Pd)
T

Donde P; es el peso del vaso de precipitados vacio al inicio de la prueba, P> es el del
vaso de precipitados conteniendo la jeringa llena de la pasta de interés, P3 es el peso de la
jeringa vacia después de la prueba dentro del vaso de precipitados, P4 es el peso del vaso de
precipitados vacio al final de la prueba y t es el tiempo que tardd en desplazarse el contenido

de la jeringa fuera de la misma.

2.6.3. Densidad.

La evaluacion de la densidad se llevo a cabo con un picnometro de acero inoxidable con el
cual se comparo6 el peso del agua desionizada que ocupaba su volumen y el peso de cada
pasta que ocupaba el mismo volumen del picnémetro. La prueba se realiz6 por triplicado para

cada lote y se emple6 la media de cada elemento en la siguiente formula:
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oo MMy
(Ms —M))

Donde P es la densidad, M; es el peso del picndmetro vacio, Mz es peso del

picnémetro lleno de la muestra y M3 es el peso del picndmetro lleno de agua desionizada.

2.6.4. Pruebas a realizar a la formulacion éptima

Una vez que se selecciond la pasta 6ptima en base a los criterios de aceptacion establecidos
previamente, se realizaron pruebas de estabilidad fisica con el espectro de infrarrojo cercano
(NIR) y se estudi6 su efecto sobre la flora bacteriana de interés en heces de dos equinos

clinicamente sanos y uno con diarrea (Figura 3).
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Pasta zeleccionada

Estabilidad Efzcto zobre la flora b.?fctf:ria_ﬂa
en heces de equino

Clinicamente sano Con diarrea

Sin tratamiento Con suspension Con pasta

L1 Coliformes

— Mezofilos

— Salmonella

Figura 3. Diagrama de flujo de las pruebas realizadas a la pasta seleccionada como 6ptima.

2.6.4.1 Estabilidad fisica con el espectro de infrarrojo cercano

Empleando un equipo de infrarrojo cercano marca FOSS 6500, se determinoé el espectro del
Subsalicilato de Bismuto y de la formulacion seleccionada como 6ptima (Formula 8 = Lote
P-GA-03). Posteriormente esta formula se sometio a condiciones de estrés de luz UV y alta
temperatura (60°C en estufa incubadora) y se ley6 nuevamente el espectro a los 60 y los 160

dias para determinar si hubo interacciones entre los componentes de la formula.
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2.6.4.2. Efecto de la pasta sobre la flora bacteriana de interés en heces de equinos
clinicamente sanos y con diarrea
Se obtuvieron muestras de heces de los equinos (Unidades Experimentales) clinicamente
sanos, antes y después de la administracion de la suspension de Subsalicilato de Bismuto
existente en el mercado. Las muestras se obtuvieron a las 0, 2, 4, 8 y 12 horas y se sembraron
en medios de cultivo agar verde brillante, agar método estandar y agar MacConkey realizando
diluciones exponenciales para el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de

Salmonella, mesofilos y coliformes respectivamente. La lectura de las UFC se realizo a las

48 hrs. de incubacion a 37°C.

Se dejaron descansar los equinos durante 1 mes y se realizé el mismo procedimiento

administrando la pasta de Subsalicilato de Bismuto seleccionada como 6ptima (P-GA-03).

Para el equino que presento el cuadro de diarrea, se obtuvo una muestra de heces previo
a iniciar el tratamiento con la pasta de SSB seleccionada como 6ptima. Una vez obtenida
dicha muestra, se inicio la administracion de 4.5 g de SSB en pasta via oral y se repitio la
dosis cada 4 horas durante 48 hrs. Los muestreos de heces se realizaron a las 0, 2,4, 8 y 12
hrs. Las muestras se sembraron en los mismos medios de cultivo y se siguieron las mismas

condiciones de incubacion y lectura.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Atributos de calidad requeridos de la pasta.
Después de un mes de haber fabricado las formulas, éstas fueron separadas y agrupadas. Se
ordenaron de acuerdo a la denominacion de la formula tomando en cuenta la presencia o

ausencia de agua dentro de la misma asi como el resto de los excipientes (Figura 4).

Se evalu6 de manera visual y al momento de mezclar nuevamente la pasta con un
agitador, si hubo separacion entre el o los agentes humectantes y el resto de los componentes
de cada formulacion; asi como cambios de color, textura o consistencia y si hubo

contaminacion por microorganismos principalmente de tipo fungico (Tabla 4 y Figura 5).

Figura 4. Agrupacion de las diez diferentes formulaciones para la evaluacion de los
atributos de calidad de las pastas.
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Tabla 4. Atributos observados en las pastas obtenidas a través del disefio experimental

después de un mes de su fabricacion.

M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya

Se:pfa racion Cambio de . . Contaminacion Observaciones
Formula Lote visible de .. |Consistencia por
coloracion . . al mezclar
elementos mMicroorganismos
1 | P-GA-00 i No | Ligeramente No No
seca
2 P-GA-05 Si No Muy seca No Suave al mezclar
Lig. viscosa v
3 P-G-01 No Si altamente No No
densa
4 P-G-05 No No Levemente No Suave al mezclar
pesada
5 P-GA-04 No No Muy viscosa No Adherente
6 P-G-04 Si No Pesada No Pesada al
mezclar
7 | P-GA-01 No Si Dura, seca. No No
arcillosa
8 P-GA-03 No No Muy suave No No
- - Ligeramente - -
9 P-G-03 No No No No
espesa
10 P-G-00 No No Viscosa No Sedimentacion
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Formula 1l Formula 2

Formula 8

1 mes

Formula 9 Formula 10

Figura 5. Aspecto de las pastas de las diez formulas del disefio experimental, recién
elaboradas y a un mes de almacenamiento.
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La forma farmacéutica elegida tiene un papel importante al momento de seleccionar el
principio activo y los excipientes que formaran parte de aquella. Por lo anterior, en este
trabajo fue esencial realizar una evaluacién de la estabilidad fisica de los distintos lotes con
el objetivo de seleccionar la pasta mas adecuada. Ademas de que una alteracion fisica es
indeseable, en este caso fue esencial considerar que la pasta se administra a los equinos a
través de una jeringa por via oral; por lo tanto, si no hay estabilidad fisica, es decir que se
muestra separacion de sus componentes, no seria posible realizar alguna accién fisica para
reincorporarlos y devolverle la homogeneidad. Otro indicador de la inestabilidad de las pastas
es un cambio de coloracion, la cual es probable que interfiera en los puntos importantes del

medicamento como son la seguridad y eficacia.

Finalmente, fue importante la observacion minuciosa para detectar o descartar un

posible crecimiento de microorganismos principalmente de tipo fingico.

De los diez lotes que se elaboraron, tres presentaron una separacion de sus componentes
que fue detectable a simple vista (formulas P-GA-00, P-GA-05, P-G-04). Por otro lado, las
formulas P-G-01 y P-GA-01, que contienen silicato de magnesio y aluminio, presentaron un
cambio de coloracion del dia de su fabricacion al dia en que se realiz6 la evaluacion. Por su
parte, la formula P-GA-04 present6 una consistencia muy viscosa con alta adherencia a las
paredes y al agitador mientras que la formula P-G-00 mostré una sedimentacion evidente de
la fase solida. Dichas caracteristicas fueron consideradas al momento de realizar la seleccion
de la féormula 6ptima. Siguiendo la Tabla 4, las tres formulas restantes fueron las que no

presentaron cambios en su aspecto (P-G-05, P-GA-03, P-G-03).

2. Resultados de las variables de respuesta del disefio experimental

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de las variables de respuesta de la
velocidad de flujo y de la densidad de las pastas elaboradas en funcién del disefio

experimental Plackett-Burman.
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Tabla 5. Resultados de las variables de respuesta del disefio experimental Plackett-Burman
con 7 factores.

Resultados del Disefio Experimental
Codigode [ . Y1 _]ﬂ‘u_el““d"f de Y2= D“E’td"d Y, = Salicilatos (%)* |Y, = Bismuto
Lote o (g ml) |

Media S Media s Media s (%)
P-GA-00 1 532 1.12 115 0.00 1132 044 17 49
P-GA-05 2 11.95 1.14 1.46 0.02 12.14 0.49 17.48
P-G-01 3 0.78 0.06 151 0.01 11.86 1.03 17.49
P-G-05 4 0.20 0.05 149 0.01 12 .45 138 17 49
P-GA-04 3 10.54 0.80 1.18 0.02 12.35 2.13 17.44
P-G-04 6 126 0.17 1.40 0.01 11.87 0.30 17 49
P-GA-01 7 0.04 0.00 147 0.02 12.07 0.77 17.47
P-GA-03 8 11.63 174 141 0.02 12 44 247 1748
P-G-03 9 338 027 142 0.01 11.20 0.16 17.52
P-G-00 10 1.90 0.31 151 0.02 12.12 1.10 17.49

3. Velocidad de flujo de las pastas (Y1)

El analisis de variancia de la velocidad de flujo de las diez féormulas mostrd diferencias
significativas entre ellas (p<0.05), como lo muestra la Tabla 6 y su comportamiento grafico
en la Figura 6; en donde se marca con un circulo rojo la férmula P-GA-03 porque fue la que
presentd mayor facilidad para dosificarla a través de una jeringa y no presentd problemas de

estabilidad.

Tabla 6. Analisis de variancia que se aplico para comparar la velocidad de flujo de las diez
férmulas del disefio experimental.

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razoén-F Valor-P
gErSggS 641.25 9 71.25 111.01 0.0000
Intra 12.84 20 0.64
grupos
Total 654.09 29
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Velocidad de Flujo de la Pasta por Formula - Medias y 95.0% de Fisher LSD

® !

14

1

VelFlujo (afs)

II III

PG00 PG-01 PGO3 PGO4 PGOS PGADD P-GAD1 P-GAD3 PGA-D4 P-GA-DS

4]
[T T T T T T T T T T T
na

Formula

Figura 6. Comparacion de las medias de las velocidades de flujo de las diez formulas del
disefio experimental. Los intervalos mostrados estdn basados en el procedimiento
de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con 95% de confianza. Se
marco con un circulo rojo la formulacion 6ptima.

Para determinar el efecto de cada uno de los siete factores considerados en el disefio
experimental sobre la variacion de la velocidad de flujo de las pastas de Subsalicilato de
Bismuto, se analizaron los resultados a través de modelos lineales generalizados con el

programa de Statgraphics Centurion version XV.

El modelo determinado para explicar la variacion de la velocidad de flujo de las pastas

de Subsalicilato de Bismuto (Y1) fue:

+ 120X, X, X5

R? =0.9804 con nivel de significancia de los coeficientes del modelo p < 0.05
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El modelo determinado nos permitié determinar que la variacion de la velocidad de

flujo de las pastas depende principalmente de la interaccion entre el agua (X1), la glicerina
(X2) y el silicato de aluminio y magnesio (X3). Los coeficientes del modelo indican el peso
de la influencia de los factores y su signo indica el tipo de relacion entre los factores. En la
Figura 7 se muestra el efecto que tiene de cada uno de los factores implicados en el modelo
sobre la variacion de la velocidad de flujo de las pastas de Subsalicilato de Bismuto. Se
muestra que la interaccion entre el agua (X1), la glicerina (X2) y el silicato de aluminio y
magnesio son los que mas influyen en la variacion de la velocidad de flujo de las pastas con
Subsalicilato de Bismuto. El agua y la glicerina tienen una relaciéon inversamente
proporcional con la velocidad de flujo de la pasta es decir cuando aumentan, la velocidad de
flujo de la pasta disminuye; mientras que el silicato de aluminio y magnesio tiene una relacion
directamente proporcional, es decir, que cuando aumenta el silicato de aluminio y magnesio
aumenta la velocidad de flujo de la pasta de Subsalicilato de Bismuto. Los otros factores
considerados en el disefio tienen un efecto muy pequefio en relacion con los tres factores

antes mencionados.
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Figura 7. Coeficientes del modelo determinado para la velocidad de flujo (Y1) de la pasta,
graficados en orden decreciente de afectacion de los factores a la variable de
respuesta Y1.

4. Densidad de las pastas (Y2)

El andlisis de variancia de la densidad de las diez férmulas se compararon y mostrd
diferencias significativas entre ellas (p<0.05), como lo muestra la Tabla 7 y su
comportamiento grafico en la Figura 8, en donde se marca con un circulo rojo la formula P-
GA-03 porque fue la que presentd mayor facilidad para dosificarla a través de una jeringa y
no presentd problemas de estabilidad, por lo cual fue seleccionada como la formulacién

optima.
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Tabla 7. Analisis de variancia que se aplico para comparar la densidad de las diez formulas
del disefio experimental.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0.44209 9 0.04912 224.43 0.0000
Intra grupos 0.00438 20 0.00022
Total 0.4465 29

Densidad de la Pasta por Farmula - Medias y 95.0% de Fisher LSD
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P.G-00 P-G-01 P-G-03 P-G-04 P-G-05 P-GA-00 P-GA-01 P-GA-03 P-GA-04 P-GA-05
Formula

Figura 8. Comparacion de las medias de las densidades de las diez formulas del disefio
experimental. Los intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher con 95% de confianza. Se marco

con un circulo rojo la formulacion 6ptima.

Para determinar el efecto de cada uno de los siete factores considerados en el disefio
experimental sobre la variacion de la densidad de las pastas de Subsalicilato de Bismuto, se
analizaron los resultados a través de modelos lineales generalizados con el programa de

Statgraphics Centurion version XV.
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El modelo determinado para explicar la variacion de la densidad de las pastas de

Subsalicilato de Bismuto (Y») fue:

YZ == _0.23 - 0.52X1 - 0.40X2 + 0.27X3 + 0.15X5 - 2.48X1X2 - 0.22X1X3
- 0.08X1X5 - 0.16X1X2X4

R? =0.9899 con nivel de significancia de los coeficientes del modelo p < 0.05

El modelo determinado nos permiti6é determinar que la variacion de la densidad (Y2)
de las pastas depende principalmente de la interaccion entre el agua (X1) y la glicerina (X3).
En la Figura 9 se muestran los coeficientes del modelo que son indicadores del efecto que
tiene de cada uno de los factores implicados en el modelo sobre la variacion de la densidad
de las pastas de Subsalicilato de Bismuto. El agua y la glicerina tienen una relacion
inversamente proporcional con la densidad de las pastas y el silicato de magnesio y aluminio
tiene una relacion directamente proporcional. Estos factores presentan el mismo tipo de

relacion con la velocidad de flujo de las pastas.

67
M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya



M
CUAUTITLAN

Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal

Resultados
y discusion

EEY 0.27 0.15
©
E 020
- ’ -0.22 -0.16 -0-08
3 -0.40
3 -0.70 -0.52 C
&
&
g 120
&
8
9 170
3
S 220
o
(] -
2 L7 2.48
w =) ~ ) ) 3 m n
x x pod x x x x x
b r © o 2 = = e,
Y & £ ) g ) K =
c < ] s < = b K
= k= = x < e
] = v S = a
Q (L) = = <
= b =
[G] * (=9 *
* ] V] ©
[v] =1 o 3
& & s <
[T
c
< =
Q
o
(U]
*
(1]
&
<

Figura 9. Coeficientes del modelo determinado para la densidad (Y2) de las pastas,
graficados en orden decreciente de afectacion de los factores a la variable de

respuesta Y.
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5. Férmula seleccionada como éptima

La formula que presentdé mayor facilidad de aplicacion a través de una jeringa y mejor

estabilidad fisica fue la Formula 8 cuyo codigo de lote fue P-GA-03 (Figura 10) la cual se

seleccion6 como la formula dptima y cuya composicion es la que se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Composicion de la Formula 8 con codigo de lote P-GA-03 considerada como

optima.

Componente %
Subsalicilato de Bismuto 30.0
Glicerina 32.2

Polietilenglicol 400 1.0

Aerosil 4.5

Optiphen® 0.1

Agua 32.2

Formula 8

(B)

Figura 10. Imagenes de la formulacion 6ptima seleccionada después de las pruebas de
evaluacion de atributos de calidad, velocidad de flujo y densidad. A)
Observacion visual de la estabilidad fisica; B) Jeringa contenedora de la
pasta P-GA-03 con dosis de 9 g de Subsalicilato de Bismuto.
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Ademas, dicha formulacion presentdé una densidad intermedia (1.41 g/mL) con
respecto al resto, asi como una velocidad de flujo de 11.63 g/s, siendo una de las dos pastas

con mayor fluidez.

Por estos motivos, la pasta con la denominacion P-GA-03 fue seleccionada como
optima porque cumple con los atributos de calidad previamente establecidos y por lo tanto a
esta formula se le evaluo su estabilidad con el NIR y se evalud su efecto sobre Salmonella,

mesofilos y coliformes en heces de equinos.

6. Caracterizacion de la Formula 8 con codigo de lote P-GA-03 con NIR considerada

como Optima

La Formula 8 con cédigo de lote P-GA-03 seleccionada como Optima se caracterizd por
infrarrojo cercano (NIR) para explorar su estabilidad. Se analizé el comportamiento del
espectro de infrarrojo cercano de este lote con 2 condiciones de estrés, a 60°C y bajo la luz
ultravioleta y se compararon sus comportamientos al tiempo 0, 60 y 160 dias (Figuras 11, 12
y 13). En la Figura 12 y en la Figura 13 se observan cambios en los espectros a los 60 y 160
dias por lo que se deduce que la pasta no es estable bajo las condiciones de estrés estudiadas.
Por lo que se recomienda hacer un estudio detallado posterior a éste, de la estabilidad de la

pasta para determinar fecha de caducidad y condiciones de almacenamiento en anaquel.
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W Muestra P-GA-03

Subzalicilato de Bigmuto

Figura 11. Comparacion de los espectros del NIR del Subsalicilato de Bismuto y de la
formulacion 6ptima seleccionada (P-GA-03) al tiempo cero previo a someterla
bajo condiciones de estrés.

/" Subsalicilato de Bismuto

v Pasta P-GA-03 con UV O dias

v Pasta P-GA-03 con UV 60 dias
Pasta P-GA-03 con UV 160 dias

Figura 12. Espectros de NIR de la Formula 8, con codigo de lote P-GA-03 evaluada a los 0,
60 y 160 dias de encontrarse bajo condiciones de luz ultravioleta.
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Figura 13. Espectros de NIR de la Férmula 8, con codigo de lote P-GA-03 evaluada a los 0,
60 y 160 dias de encontrarse bajo condiciones de temperatura de 60°C.

7. Pruebas bacteriol6gicas en heces de equino

Dada la gran diversidad en la poblacion bacteriana que existe como flora normal del tracto
gastrointestinal del equino clinicamente sano, se evaluaron 3 grupos de bacterias
considerados dentro de los trastornos digestivos de la especie equina: Salmonella, mesoéfilos

y coliformes.

Los conteos inicales de UFC de meso6filos y coliformes muestran una amplia diferencia
intra-individuo e inter-individuos, por tal motivo cada equino funcioné como su propio

control (muestreo al tiempo cero).

Los resultados de las evaluaciones comparativas del comportamiento de la suspension
y de la pasta en los dos equinos sanos (Unidad Experimental 1 y Unidad Experimental 2) se
muestran en la Tabla 9, correspondiente a la comparacion de mesoéfilos y en la Tabla 10 se
presentan los resultados de coliformes. En ninguna de las unidades experimentales se observo

crecimiento de Salmonella por lo que no se reporto.
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Por limitantes de tiempo y de disponibilidad de unidades experimentales solo se hizo

una exploracion en un equino con diarrea (Unidad Experimental 3), cuyos resultados se

muestran en la Tabla 10 y las Figuras 14 y 15.

Tabla 9. Comparacion del conteo de Unidades Formadoras de Colonias de mesofilos en heces
de equinos tratados con Subsalicilato de Bismuto en suspension comercial o pasta

optima seleccionada (P-GA-03).

MESOFILOS
Suspension de SSB Pasta de SSB
Tiempo de UE1 UE2 UE1 UE2 UE3
muestreo
(horas) UECig Log UFClg UECig Log UFClg UEC/g Log UFClg UEC/g Log UFC/g UEC/g Log UFC/g
0 10,000,000 7.0 100,000 5.0 1,000,000 6.0 10,000,000 7.0 2.040,000,000 9.3
2 1.000.000 6.0 10,000,000 7.0 1.000 3.0 Incontables #WVALOR! 10,000,000 7.0
4 200,000 5.3 100,000 5.0 900,000 6.0 3,000,000 6.5 10,000,000 7.0
8 Incontables #VALOR! 10,000,000 7.0 4,000,000 6.6 3,000,000 6.5 1,000,000 6.0
12 500,000 5.7 500,000,000 8.7 10,000,000 7.0 520,000,000 8.7 10,000,000 7.0

*UE1 y UE2 — equinos clinicamente sanos; UE3 — equino con diarrea.

Tabla 10. Comparacion del conteo de Unidades Formadoras de Colonias de coliformes en
heces de equinos tratados con Subsalicilato de Bismuto en suspension comercial o
pasta Optima seleccionada (P-GA-03).

COLIFORMES
Suspension de SSB Pasta de SSB
Tiempo de UEL UE2 UE1 UE2 UE3
muestreo
(horas) UEC/g Log UFC/g UEC/g Log UFC/g UEC/g Log UFC/g UEC/g Log UFClg UFClg Log UFC/g
0 10000000 7.0 1.000.000 6.0 1.400.000 6.1 40,000 4.6 400.000 3.6
2 400000 5.6 1.000 3.0 300 2.5 Incontables | #VALOR! 1.000.000 6.0
4 100000 5.0 30.000 4.5 400.000 3.6 20.000 4.3 1.000.000 6.0
g 1000000 6.0 7.000.000 6.8 6.000.000 6.8 100,000 5.0 10.000.000 7.0
12 100000 5.0 50,000 4.7 5.000.000 6.7 580.000.000 3.8 1.200.000 6.1
*UE1 y UE2 — equinos clinicamente sanos; UE3 — equino con diarrea.
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Se observd que al administrar la suspension de Subsalicilato de Bismuto hubo una
disminucién del numero de UFC de mesofilos a las 4 hrs. post-administracion en la UE1 asi

como en la UE2. Posteriormente el nimero de colonias aument6 en ambos casos (Tabla 9).

Con la administracion de la pasta P-GA-03 (formula 6ptima seleccionada) se observo
una disminucion en el nimero de UFC de mesofilos a las 2 hrs. en la UEIL, el cual
posteriormente aumento6 paulatinamente. En la UE2, la disminucion de mesofilos se observo

a las 4 hrs., mantieniéndose hasta las 8 hrs (Tabla 9).

En el equino con diarrea (UE3) se observé una disminucion en el numero de UFC de
mesofilos a las 2 hrs., manteniéndose a las 4 hrs. Posteriormente el nimero de mesoéfilos

disminuy6 nuevamente a las 8 hrs. (Tabla 9 y Figura 14).

Al ser administrada la suspension de Subsalicilato de Bismuto, se observo una
disminucion en el nimero de UFC de coliformes a las 2 horas post-administracion en la UE1
y continud disminuyendo a las 4 hrs. En la UE2, se observo una disminucion a las 2 hrs. y

posteriormente se observd un aumento paulatino hasta las 8 hrs. (Tabla 10).

Con la administracion de la pasta P-GA-03 (formula optima seleccionada) se observo
una disminucion en el conteo de UFC de coliformes a las 2 hrs. post-administracion en la
UEL; posteriormente el nimero de colonias comenzo6 a aumentar paulatinamente. En la UE2
se observo disminucion en el nimero de UFC de coliformes a las 4 hrs. post-administracion

y aumento paulatinamente (Tabla 10).

Las UFC de coliformes en el equino con diarrea (UE3) mostré un aumento a las 2 hrs.
que se mantuvo hasta las 4 hrs. Posteriormente se observd un aumento a las 8 hrs. y

finalmente una disminucioén a las 12 hrs. (Tabla 10 y Figura 14).
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Equino con diarrea tratado con pasta de SSB
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Figura 14. Grafico que muestra el conteo bacterioldgico de mesofilos en heces pos-
tratamiento con SSB en pasta en un equino con diarrea.
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Figura 15. Grafico que muestra el conteo bacteriologico de coliformes en heces pos-
tratamiento con SSB en pasta en un equino con diarrea.
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Los caballos son descritos como fermentadores en el intestino posterior y dependen de

la fermentacion microbiana in situ ya que no producen endogenamente las enzimas para la
degradacion de los carbohidratos estructurales de las plantas. La compleja comunidad
microbiana albergada tanto el ciego como el colon contribuye a los procesos digestivos
habilitando al caballo para extraer energia de los componentes de su dieta. El plan alimenticio
que se instaure para el caballo debe también tomar en consideracion las caracteristicas

anatomicas y fisioldgicas del sistema digestivo del mismo (Al Jassim y Andrews, 2009).

La disbiosis, o trastornos de la microbiota, se puede asociar a distintas enfermedades
en el tracto intestinal incluyendo colitis (Costa et al., 2012) y célico (Weese et al., 2014).
Ademas del tipo de alimentacion suministrada al caballo asi como cambios abruptos en la
misma, existen otros factores que pueden contribuir al desarrollo de enfermedad
gastrointestinal como son el estrés del transporte, ayuno, efectos de los agentes anestésicos,
impacto de la cirugia o la terapia antimicrobiana (Gronvold et al., 2010) y desarrollar cuadros

de diarrea, colitis y colico (Andersen et al., 2006; Nelson et al., 2013).

Debido a que la composicion microbiana fecal no refleja por completo la composicion
microbiana de distintas regiones en el tracto gastrointestinal, la interpretacion de los cambios

en la microbiota se hace dificil (Dougal et al., 2012; Schoster et al., 2013).

El uso del Subsalicilato de Bismuto en pasta desarrollada en el presente estudio, mostrd
que los conteos de bacterias mesofilas en heces del caballo disminuyen y se controlan de
mejor manera que las bacterias coliformes, sobre todo en el caso de diarrea. Esto es de gran
importancia, ya que la presentacion de diarrea, no solo puede deberse a algin
microorganismo patégeno, sino también por desequilibrios en la microbiota normal y
crecimiento de bacterias oportunistas enddgenas del tracto gastrointestinal. De manera
general, estas bacterias requieren condiciones de crecimiento entre 30-37°C, lo que las

clasifica, por su temperatura, en el grupo de las bacterias mesofilas.
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VII. CONCLUSIONES

Se desarroll6 una féormula innovadora en pasta a base de Subsalicilato de Bismuto que facilita
la administracion del SSB en el equino minimizando el estrés que es provocado por la

administracion via sonda nasogastrica de la suspension existente en el mercado veterinario.

A través de una jeringa de 20 mL se pudo administrar 30 g de la pasta seleccionada
como Optima, que equivale a 9 g de SSB y comparando con la suspension que se aplican 9 g
en un volumen de 500 mL a través de sonda nasogéstrica, esto facilita la administracion del

SSB a nivel ambulatorio.

La formulacion 6ptima seleccionada aparentemente tiene efecto mayor sobre mesoéfilos
que sobre coliformes, incluyendo el caso de diarrea, pero esto requiere ser verificado
posteriormente con un numero mayor de unidades experimentales para ver su significancia

estadistica.
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VIIl. PERSPECTIVAS

1. Evaluar la estabilidad de la pasta de acuerdo a la normatividad internacional del VICH

GLA4 (Stability Testing for New Veterinary Dosage Forms).

2. Comparar la eficacia de la pasta de SSB con la suspension comercial de SSB en

padecimientos de diarrea en el equino.
3. Comparar la farmacocinética de la pasta de SSB contra la de la suspension de SSB.

4. Definir el tiempo de retiro de la pasta de SSB para el caso de que sea administrada a

equinos destinados a la produccion de alimentos para humanos.
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IX. ANEXOS

1. Procedimientos

1.1. Procedimiento para la evaluacion de los atributos de calidad requeridos de la pasta

1. Un mes después de haber fabricado los lotes, separarlos y agrupar las 10 formulas
disefiadas inicialmente.

2. Ordenarlos de acuerdo a la denominacion de la formula que se les dio tomando en
cuenta la presencia o ausencia de agua dentro de la formulacion asi como el resto de
los excipientes.

3. Inicialmente evaluar de manera visual si hay separacion entre el o los agentes
humectantes, segun sea el caso, y el resto de los componentes de la formulacion; asi
como cambios de coloraciéon, textura o consistencia y contaminacion por
microorganismos (principalmente de tipo fungico).

4. Anotar las observaciones de los cambios fisicos que sean evidentes comparando las
fotografias tomadas al momento de la preparacion y volver a cerrar los envases
empleados.

5. Después de un mes de la fecha de fabricacion separar nuevamente por lotes y agrupar
las 10 férmulas.

6. Evaluar de manera visual si existe la separacion entre el o los agentes humectantes,
segin sea el caso, y el resto de los componentes de la formulacién; cambios de
coloracion, textura o consistencia asi como contaminacién por microorganismos
(principalmente de tipo flingico).

7. Anotar las observaciones de los cambios fisicos que sean evidentes comparando las
fotografias tomadas al momento de la preparacion y volver a cerrar los envases

empleados.

1.2. Procedimiento para la evaluacion de la velocidad de flujo

1. Pesar un vaso de precipitados de 100 mL vacio.
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2. Colocar dentro de una jeringa de 5 mL una cantidad determinada de pasta de
modo que se llene hasta la Gltima linea y compactandola para evitar variaciones
por la presencia de aire dentro de la misma.

Una vez llena, pesar la jeringa con la pasta en el vaso de precipitados de 100 mL.

4. Posteriormente colocar y estabilizar la jeringa en la boquilla de un matraz aforado
de 200 mL como soporte.

5. Por otro lado, preparar el dispositivo con los dos soportes metalicos y entre ellos
colocar las pesas en forma de barras metalicas y asegurarse de que el sistema
funciona correctamente.

6. Colocar el matraz que contiene la jeringa entre los dos soportes metélicos y debajo
de las pesas, verificando que todo el sistema esté alineado.

7. Soltar las pesas sobre el émbolo de la jeringa para que la pasta sea desplazada.

8. Cronometrar el tiempo que las pesas tardan en desplazar la pasta de la jeringa
hacia el matraz.

9. A continuacidn pesar la jeringa vacia en el mismo vaso de precipitados que se
empled al inicio.

10. Pesar nuevamente el vaso de precipitados vacio.

11. Realizar la prueba por triplicado para cada lote utilizando una jeringa nueva en
cada repeticion para evitar la acumulacion de solidos en el émbolo que pueda
modificar el resultado.

12. La velocidad de flujo de cada formulacion es determinada empleando la media de

cada elemento en la siguiente férmula:

VelFlujo = (P2—Py) — (Bs—P)
T

Donde P; es el peso del vaso de precipitados vacio al inicio de la prueba, P> es el del
vaso de precipitados conteniendo la jeringa llena de la pasta de interés, P3 es el peso de la

jeringa vacia después de la prueba dentro del vaso de precipitados, P4 es el peso del vaso de
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precipitados vacio al final de la prueba y t es el tiempo que tard6 en desplazarse el contenido

de la jeringa fuera de la misma.

1.3. Procedimiento para la evaluacion de la densidad

1. Pesar el picnometro de acero inoxidable vacio y anotar su peso.

2. Colocar una muestra de la formulacion en el picnémetro compactandola para evitar
variaciones en las determinaciones por la presencia de aire.

3. Limpiar los excedentes de la muestra que se encuentren por la parte externa del
picnémetro.

4. Pesar el picndmetro con la muestra y anotar su peso.

5. Lavar el picnometro y secarlo por completo.

6. Llenar el picnémetro con agua desionizada y secarlo por la parte externa para evitar
variaciones en las determinaciones.

7. Secar el picndémetro por completo por la parte interna y externa.

8. Realizar 2 repeticiones para la misma formulacion siguiendo el mismo
procedimiento.

9. Realizar el procedimiento completo para cada una de las formulaciones hasta
completar los 10 lotes.

10. La densidad de cada formulacion es determinada empleando la media de cada

elemento en la siguiente férmula:

b 02— M)
(Ms —M;)

Donde P es la densidad, M; es el peso del picndmetro vacio, M» es peso del
picnémetro lleno de la muestra y M3 es el peso del picndometro lleno de agua

desionizada.

81
M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya



SR Maestria en Ciencias de la Produccién y de la Salud Animal Anexos

1.4. Procedimiento para las pruebas de estabilidad de la pasta seleccionada como
optima (P-GA-03)
1. Pesar en la balanza analitica cantidades iguales (aproximadamente 500 mg) de los
activos y los excipientes a evaluar por infrarrojo cercano.
2. Mezclar todas las posibles combinaciones entre principio activo vs. excipientes de la
formula seleccionada estableciendo una mezcla 1:1 partes.
3. Inicialmente colocar una muestra de la mezcla en un vial de vidrio para evaluar el
infrarrojo cercano en el tiempo cero.
4. Dejar reposar la mezcla a evaluar en condiciones ambientales (luz y temperatura) por
un periodo de 60 dias.
5. Después del periodo de tiempo, colocar una muestra de la mezcla en un vial de vidrio
para evaluar en el infrarrojo cercano.
6. Compactar la muestra y leer en el NIR para obtener las lecturas de reflectancia de
todas las combinaciones y evaluar si existe algiin cambio en la huella quimica inicial.
7. Posteriormente dejar reposar nuevamente la mezcla a evaluar en condiciones
ambientales (luz y temperatura) por un periodo de 100 dias que corresponderan a 160
dias desde el inicio.
8. Después del periodo de tiempo, colocar una muestra de la mezcla en un vial de vidrio
para evaluar en el infrarrojo cercano.

9. Comparar las respuestas iniciales y finales del presente analisis.

1.5. Procedimiento para la obtencion de muestra de heces
Para llevar a cabo la evaluacion in vivo de la pasta a base de Subsalicilato de Bismuto en
desarrollo y poder compararla con la suspension existente en el mercado se realizard lo

siguiente:
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1.5.1. Parael estudio empleando la suspension a base de Subsalicilato de Bismuto

existente en el mercado veterinario nacional

Se requeriran 2 equinos de cualquier raza, edad y sexo que se encuentren

clinicamente sanos.

Inicialmente y antes de la administracion de la suspension, realizar a cada equino
una toma de muestra de heces via transrectal con guante de palpacion limpio para la

obtencion de aproximadamente 10 g de heces, la cual correspondera al tiempo cero.

Posteriormente sondear al equino via nasogéstrica y administrarle por dicha via 500
mL de suspension comercial a base de SSB (o el equivalente a 9 g de Subsalicilato
de Bismuto) diluidos en 1,200 mL de agua aproximadamente. Una vez que se haya

realizado dicha administracion retirar la sonda nasogastrica.

Realizar la toma de muestras de heces en las cantidades previamente mencionadas
por las vias y métodos antes establecidos a las 2, 4, 8 y 12 horas después de la

administracion de la suspension e identificarlas correctamente.

Dejar descansar los equinos al menos durante el periodo correspondiente a 10 vidas
medias que en el caso del Subsalicilato de Bismuto corresponde a 30 horas. Una vez
transcurrido este tiempo realizar el mismo procedimiento para la evaluacion de la

pasta en desarrollo en los mismos equinos (Figuras 16 y 17).
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1.5.2. Parael estudio empleando la pasta en desarrollo a base de Subsalicilato de

Bismuto

1.5.2.1. Equinos clinicamente sanos

Se requeriran 2 equinos de cualquier raza, edad y sexo que se encuentren clinicamente

sanos.

Inicialmente y antes de la administracion de la pasta, realizar a cada equino una toma
de muestra de heces via transrectal con guante de palpacidon limpio para la obtencion

de aproximadamente 10 g de heces, que correspondera al tiempo cero.

Posteriormente administrar al equino via oral 30 g de la pasta en desarrollo a base de

SSB (o el equivalente a 9 g de Subsalicilato de Bismuto).

Realizar la toma de muestras de heces en las cantidades previamente mencionadas
por las vias y métodos antes establecidos a las 2, 4, 8 y 12 horas después de la

administracion de la suspension e identificarlas correctamente (Figuras 16 y 17).

1.5.2.2. Equino con cuadro de diarrea

Se requerird 1 equino que presente cuadro de diarrea, esto es, cambios en la

consistencia de las heces siendo mas acuosas.
Inicialmente y antes de la administracion de la pasta, realizar una toma de muestra de

heces via transrectal con guante de palpacion limpio para la obtencion de

aproximadamente 10 g de heces, que correspondera al tiempo cero.

84

M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya



&

=

i T
¥ 4

SR Maestria en Ciencias de la Produccién y de la Salud Animal Anexos

3. Posteriormente administrar al equino via oral 15 g de la pasta en desarrollo a base de

SSB (o el equivalente a 4.5 g de Subsalicilato de Bismuto).
4. Repetir la dosis establecida cada 4 horas.

5. Realizar la toma de muestras de heces en las cantidades previamente mencionadas
por las vias y métodos antes establecidos a las 2, 4, 8 y 12 horas después de la

administracion de la suspension e identificarlas correctamente (Figura 16 y 17).

1.6. Procedimiento para la identificaciéon de grupos bacterianos y conteo de UFC de

interés en muestra de heces

1. Realizar la preparacion de medios asi como la siembra de la muestra y lectura de
resultados bajo condiciones de esterilidad y procedimientos habituales en el
laboratorio de Bacteriologia.

2. Preparar SSF 9% para las diluciones de las muestras fecales.

3. Preparar los medios de Cuenta Estandar, MacConkey y Verde Brillante de acuerdo a
las indicaciones del fabricante.

4. Para la siembra de la muestra:

5. Abrir cuidadosamente el guante de palpacidon y tomar con una espatula 1 g de la
muestra fecal y pesarla en una balanza digital.

6. Transferir la muestra fecal a un tubo de ensaye con 9 mL de SSF 9% y comenzar a
hacer las diluciones 1 en 10 asi como la siembra de la muestra en los 3 diferentes
agares en cajas de Petri y cambiando la punta de la micropipeta en cada dilucion.

7. Incubar a 48°C en la estufa incubadora durante 24 horas.

8. Transcurridas las 24 horas leer los resultados y anotar la cantidad de UFC de la Gltima

dilucion que tuvo crecimiento en cada medio de cultivo (Figura 17).
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©
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Figura 16. Imagenes de los procedimientos realizados para las pruebas bacteriologicas post-
tratamiento con SSB en suspension (comercial) y pasta. A) y B) Administracion
de SSB en suspension comercial, C) y D) Administraciéon de SSB en pasta (P-
GA-03).
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© | (D)

Figura 17. Imagenes de los procedimientos realizados para las pruebas bacteriologicas post-
tratamiento con SSB en suspension (comercial) y pasta. A) Obtencion de muestra
fecal, B) Diluciones logaritmicas, C) Siembra de cada dilucién en medios de

Agar Verde Brillante, MacConkey y Cuenta Estandar, D) Cultivos bacterianos a
las 24 horas.
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2. Formulaciones de las pastas de Subsalicilato de Bismuto

Anexos

Tabla 11. Descripcion de las diez formulaciones de la pasta de Subsalicilato de Bismuto
utilizando diferentes porcentajes de glicerina y agua asi como distintos
modificadores reoldgicos y un conservador. (Todas las formulaciones
contienen 0.1% de Optiphen como conservador).

M.V.Z. Lizeth Desire¢ Contreras Montoya

Lote Agua Glicerina | SiMgAL | Rapithix Aerosil Peg 400 | Natrosol

% % % % % % %

@ P-GA-00 350 350 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
E P-GA-05 33.5 33.5 0.0 3.0 0.0 0.0 0.0
é P-G-01 0.0 599 10.0 0.0 0.0 0.0 0.0
= P-G-05 0.0 669 0.0 3.0 0.0 0.0 0.0
8 P-GA-04 345 345 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0
g P-G-04 0.0 689 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0
i) P-GA-01 30.0 30.0 10.0 0.0 0.0 0.0 0.0
E P-GA-03 322 322 0.0 0.0 4.5 1.0 0.0
- P-G-03 0.0 64 4 0.0 0.0 4.5 1.0 0.0
P~ P-G-00 0.0 69.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
P-GA-00 1.0 -0.8 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0

a P-GA-05 0.9 -0.8 -1.0 1.0 -1.0 -1.0 -1.0
E P-G-01 -1.0 0.5 1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
= P-G-05 -1.0 09 -1.0 1.0 -1.0 -1.0 -1.0
E P-GA-04 1.0 -0.8 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 1.0
:.," P-G-04 -1.0 1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 1.0
E P-GA-01 0.7 -1.0 1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
> P-GA-03 0.8 -0.9 -1.0 -1.0 1.0 1.0 -1.0
: P-G-03 -1.0 07 -1.0 -1.0 1.0 1.0 -1.0
P-G-00 -1.0 1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
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