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RESUMEN

ROSTRO HERNANDEZ LESLIE BELEM. Evaluaciéon de
concentraciones séricas de tilmicosina administrada en un preparado
farmacéutico con metocel como modificador de biodisponibilidad en
aves Bovans White (bajo la direccion de: MVZ Itzcoatl Felipe Aquino

Diaz y MVZ Héctor Salvador Sumano Lopez)

Se evaluo si se lograba un aumento de la biodisponibilidad de la tilmicosina
mediante la cuantificacién de la concentracion sérica, administrando una dosis de
30 mg/kg incorporada en el alimento durante 3 dias consecutivos. Se utilizaron 19
aves de la linea Bovans White de 81 semanas, divididas en 2 grupos, al grupo TC
se le administro tilmicosina en polvo mezclado con el alimento (n=9) y al grupo TF
se le administré un pellet de liberacidén prolongada (n=10). Se obtuvieron muestras
de sangre a las 0, 24, 48, 72 y 168 horas y se determinaron las concentraciones
séricas mediante un método microbiolégico/cuantitativo. Se obtuvo una Cpax de
1.35 yg/mL a las 48 h y 113 uyg/mL a las 72 h para el grupo TF y TC
respectivamente. La vida media de eliminacion (T'2g) fue de 38.85 h para TF y
42.94 h para TC. Se alcanzé un area bajo la curva de concentracion plasmatica en
el tiempo (ABCy.163) de 148.61 pg/mL-h para TF y 158.52 para TC. Ambos grupos
mantuvieron concentraciones séricas hasta las 168 h, pero TF las present6
mayores hasta antes de 24 h. De acuerdo con la relacién
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD), la tilmicosina como antibiotico
dependiente del tiempo mejora su eficacia clinica cuando se logran
concentraciones por arriba de la MIC durante el mayor tiempo posible entre
intervalos de dosificacion (T>CMI), ademas a mayor ABC, mas eficacia se
presupone (ABCy.16s/CMI) contra patdégenos susceptibles. En cuanto a relaciones
de PK/PD, el grupo TF se mantuvo por lo menos 160 horas sobre la CMI de
patdgenos susceptibles, el grupo TC lo hizo por al menos 150 horas. Asimismo el
grupo TF se mantuvo por encima de CMIx5 por al menos 160 horas y el grupo TC

por 130 horas.



1. INTRODUCCION.

1.1 Generalidades de tilmicosina.

La tilmicosina (20-desoxo-20-(3,5-dimetilpiperidin-1-yl) desmicosina) (C4sHgoN2013)
se compone de isOmeros cis y trans-pirimidinilo en una proporcion de
aproximadamente 85:15 (Figura 1).1 Es un antibidtico semisintético extraido del
producto de la fermentacion de Streptomyces fradiae, pertenece al familia de los
macrolidos, especificamente a los de segunda generacién, posee 16 carbonos vy
fue sintetizada a partir de la tilosina para un uso exclusivo en medicina

veterinaria.>™

Los macrolidos de segunda generacidn poseen una mejor
biodisponibilidad oral comparados con los de primera generacion como la tilosina;
permitiendo que se administren por via oral una o dos veces al dia. También
poseen lipofilias mas altas, por lo que penetran mejor los tejidos y por lo tanto son

activos contra patdégenos intracelulares.?

La tilmicosina ejerce su accion bacteriostatica al unirse de manera reversible a la
subunidad ribosomal bacteriana 50S.2 Inhibe la sintesis proteica por medio de un
bloqueo de la union del ARNt con los complejos ribosomales; la tilmicosina ocupa
un sitio dentro del tunel de salida de un péptido naciente e interfiere con la
formacion de complejos de iniciacién para la sintesis de cadenas de péptidos
cuando ésta alcanza una longitud nominal de 5 a 11 aminoacidos o con las
reacciones de aminoacilo de translocacion, de esta forma se evita que la bacteria

contintie con su ciclo de vida.?®



v
’
‘y

Figura 1. Formula estructural de tilmicosina.?

La tilmicosina puede introducirse a los neutrofilos de mamiferos, por lo cual se han
reportado concentraciones intracelulares 40 veces mayores que las registradas en
el suero.® En bovinos y porcinos se ha demostrado que los macréfagos alveolares
pueden acumular tilmicosina via intracelular, obteniéndose altas concentraciones
de tilmicosina en sitios de infeccion o inflamacién.” También se ha demostrado
que los fagocitos de aves acumulan tilmicosina, alcanzando concentraciones
intracelulares mas altas en los heterdfilos que en macréfagos y monocitos-
macrofagos. Por otro lado, la captacion de tilmicosina por los fagocitos de aves
depende de la viabilidad celular, la temperatura y el pH, pero no esta influenciada
por los inhibidores metabdlicos.? Pueden existir concentraciones intracelulares de
tilmicosina aunque las concentraciones extracelulares sean bajas, debido a que no
solo se acumula tilmicosina sino que mantiene concentraciones durante al menos
4 horas después de que ya no hay tilmicosina en el espacio intersticial,
favoreciendo el efecto post-antibidtico (EPA).2 También se observd que el
alojamiento de tilmicosina intracelular aumenta la produccion de enzimas
lisosomales (fosfatasa acida, lisozima, avidina y beta-glucuronidasa). Por lo tanto,
la interaccion de la tilmicosina con fagocitos contribuye a su eficacia clinica tanto

ante patégenos intracelulares como extracelulares.®



Al entrar en contacto los macréfagos con las bacterias, éstos proyectan
pseuddépodos para que las bacterias pasen al contenido celular del macréfago y de
ahi al lisosoma en el qué se acumuld tilmicosina, generando dos acciones: 1) el
farmaco inhibe la sintesis proteica bacteriana evitando la multiplicacién y 2) las
enzimas lisosomales destruyen a la bacteria.® Al ingresar la tilmicosina en las
células fagocitarias, le confiere una excelente eficacia contra microorganismos
intracelulares como Mycoplasma spp, ademas de poseer actividad contra algunas
bacterias gram negativas como Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella
multocida, Chlamydia spp, Manheimia haemolytica y, gram positivos anaerdébios,

Staphylococcus aureus, Actinomyces pyogenes y Erysipelothrix rhusiopathiae.""6

1.2 Farmacocinética.

La tilmicosina es poco soluble en agua, su solubilidad depende del pH y de la
temperatura de este medio. Presenta una cinética de primer orden de absorcion y
de eliminacidn, aunque esta ultima es tan larga que puede convertirse en cinética
de orden cero. A pesar de su rapida absorcion tiene una baja biodisponibilidad
cuando se administra por via oral. Posteriormente se distribuye ampliamente con
un volumen de distribucion area (Vdagc) de 1.25 + 0.082 L/kg; su vida media de
eliminacion (T'23) es prolongada (44.3 + 7.22 h), presenta una Cmax 1.25 + 0.09
Mg/mL y puede alcanzar concentraciones mucho mas altas en tejido pulmonar.
Finalmente se elimina lentamente en las heces en mayor proporcion y en menor

por medio de la orina.>™"®

Se ha establecido el perfil farmacocinético de la tilmicosina en bovinos, ovejas,
cerdos y aves. En el Cuadro 1, se presentan los perfiles farmacocinéticos en estas

especies.



Cuadro 1.

Perfiles farmacocinéticos en diferentes especies. Adaptado de Modric, Webb and
Derendorf, 1998; Abu-Basha, Idkaidek and Al-Shunnaq, 2007; Rassouli et al.,
2016; Zhang, Ling. Zhao, Lin. Liu, Yonghong. Liu, Junfeng. Li, 2017; Abdelhakim
Elkomy et al., 2018.%71"13.14

Especie Dosis Vias de Parametros farmacocinéticos®
(mg/kg) administracion® [N Tmax  Vd(ss) T%B MRT
(g/mL) (horas) (L/kg) (h)  (h)

Cerdos 40 PO 1.77 3.53 - 43.53 16.81
Aves de 30 PO 212 5.82 1.0 45.0 67.15
engorda 25 PO 0.97 2.45 - 14.73 8.15

20 PO 1.21 2.40 204 293 420
Bovinos 10 SC 0.87 0.50 10906 29.4 36.9
Ovejas 10 SC 0.82 3.9 1651 346 40.6

'PO: via oral, SC: via subcutanea.
*Tmax: Tiempo en el que alcanza la maxima concentracion; C,.. Concentracion plasmatica, Vdss:
volumen de distribucidn al estado estable; T'4B: Vida media de eliminacion; MRT: Tiempo medio de

residencia.

En animales infectados experimentalmente se demostré que los valores
farmacocinéticos como la concentracidon sérica maxima (Cmax) y el area bajo la
curva de concentracion sérica vs. Tiempo (ABC), disminuyeron
considerablemente comparados con animales sanos; esto se atribuye a la
absorcion del farmaco de manera irregular y posteriormente aumenta la
distribucion a tejido pulmonar. No obstante, a pesar de que es un farmaco
dependiente del tiempo para su eficacia clinica 6ptima, siempre es importante
incrementar el tiempo de estancia de la tilmicosina y aumentar sus

concentraciones tisulares.'®™

1.3 Farmacocinética/Farmacodinamia (PK/PD).

En la produccién avicola el Mycoplasma gallisepticum y el Mycoplasma synoviae

son uno de los principales agentes causales de la enfermedad respiratoria crénica




complicada (ERCC)."®" A pesar de las practicas de bioseguridad en todas las
etapas de la produccion avicola, no se ha podido erradicar al Mycoplasma spp. y
por lo tanto, se han empleado métodos como la vacunaciéon y el uso de
antibiéticos, mismos que se consideran a la fecha necesarios para minimizar las

pérdidas econdmicas por esta enfermedad.'®

Se ha demostrado que el uso de tilmicosina en aves es efectivo contra la
micoplasmosis, por lo que es empleada en aves reproductoras como metafilaxia
para evitar su transmision vertical en la progenie. De esta manera se reduce o
elimina casi por completo los niveles de Mycoplasma sp. en las aves. En ellos la
transmision horizontal de esta enfermedad es muy rapida y eficiente, afectando la
productividad de las aves. "% Evidentemente, el uso prolongado de tilmicosina a
las dosis actuales puede generar resistencias y se deben aplicar adecuadas

proporciones PK/PD llegando a nuevas formas de dosificacion.?'>

Se eligio para este ensayo a la tilmicosina sobre otros antibacterianos por sus
notables efectos inmunomoduladores, antibacterianos e incluso

antiinflamatorios.®?4?° La

tilmicosina logra ademas concentrarse a nivel
intracelulares en macrofagos y células fagociticas.® No obstante, al igual que con
todos los antimicrobianos, su uso constante da lugar a la generacion de cepas
resistentes que requieren de proporciones PK/PD mayores. Los mecanismos de
resistencia a la tilmicosina, asi como a los macrélidos, se debe a mutaciones en
los dominios Il o V del ARNr 23S, o a los genes rpID y rplV que codifican las

proteinas ribosémicas L4 y L.22.2%2

Se ha postulado que el uso racional de antibidticos, con base en proporciones
PK/PD permite una adecuada terapéutica y evita o minimiza la generacién de
resistencias bacterianas.?®?® Por ello es necesario lograr relaciones PK/PD mas
favorables para antibidticos tiempo dependientes, esto es: que las
concentraciones séricas durante el intervalo de dosificacion estén siempre por
arriba del valor de la CMI del patégeno problema y durante todo el intervalo de
dosificacion si esto es posible. Esto se representa como T>CMI y se expresa

como porcentaje (véase Figura 2). Para macrélidos se ha documentado que la



concentracion maxima sérica (Cmax) inicial debe superar de 4 a 5 veces maximo
la MIC a manera de carga inicial y la T>CMI debe ser al menos del 70%.%°*" Parte
de este ultimo valor se debe a sus efectos postantibioticos prolongados (EPA).
Algunos autores han determinado también que ademas de T>CMI, la relacion
ABCy.,4/CMI puede ser correlacionada con éxito con su eficacia clinica.>?”*! Como
guia de la actividad antibacteriana de la tilmicosina se presentan algunos valores

de CMI referidos en la literatura.

Cuadro 2.
Valores de CMI para tilmicosina de diferentes microorganismos en aves. Adaptado
de Charleston et al., 1998; Abu-Basha, Idkaidek and Al-Shunnaq, 2007; Mohd-zain
et al., 2008; Huang, Lin and Wu, 2009; Elbadawy and Aboubakr, 2017, "015:20.32.33

Microorganismo CMI*
(Hg/mL)
Mycoplasma gallisepticum 0.048
Mycoplasma gallisepticum 0.0125
Mycoplasma gallisepticum 0.054
Mycoplasma synoviae 0.1
Staphylococcus aureus 0.04

Ornithobacterium rhinotracheale 0.06-1

Ornithobacterium rhinotracheale >128

Pasteurella multocida 8

" CMI: Concentracion minima inhibitoria.



Concentracion

Tiempo

Figura 2. Curva concentraciéon-tiempo: Tiempo>CMI como parametro

farmacodinamico a optimizar para antibiéticos dependientes del tiempo.29

Es importante recalcar que los antibacterianos dependientes del tiempo no
requieren concentraciones plasmaticas tan altas para ejercer una adecuada
eficacia clinica, por lo que aumentar las dosis de éstos no representa
necesariamente la mejor alternativa. Por otro lado, la tilmicosina posee actividad
cardiotoxica, por lo que al administrarla en dosis altas se han reportado efectos
adversos tales como ataxia, taquicardia, pulso yugular, taquipnea y colapso;
debido a esto es conveniente buscar una forma de incrementar el tiempo de
estancia de las concentraciones plasmaticas sin exceder sus dosis terapéuticas

recomendadas.>*%¢

1.4 Vehiculos gastrorretentivos.

La administracion de tilmicosina en aves, asi como de cualquier otro farmaco, se
enfrenta a varios desafios; su absorcion puede alterarse por la velocidad del
transito gastrointestinal y una superficie limitada de absorcién a nivel duodenal,
ademas, el disefio de los farmacos antibacterianos tiempo dependientes debe
optimizar la biodisponibilidad y aumentar el tiempo de contacto del farmaco con la

superficie de absorcién duodenal.®” La biodisponibilidad de un farmaco determina



su eficacia terapéutica debido a que puede afectar el inicio, la intensidad y la

duracion de la accion del farmaco.™

Uno de los desafios a los que se enfrenta la tilmicosina es la poca solubilidad en
agua y en medio basicos, en medios acidos ésta puede formar sales que
aumentan su solubilidad; actualmente se emplea la tilmicosina fosfato en
presentacion oral en mezcla con agua aunque posee baja biodisponibilidad
(22%)."*%>3% La biodisponibilidad de tilmicosina puede mejorar si se emplea a
dosis altas, pero los riesgos de toxicidad cardiaca aguda aumentan conforme
aumenta la dosis, por lo que la dosificacion y el preparado farmacéutico a emplear

debe optimizar su absorcion y la biodisponibilidad de la tilmicosina.>*®

Para atender esta Ultima problematica, existen formas farmacéuticas
gastrorrententivas que pueden liberar el farmaco de forma continua, optimizando
su absorcién y evitando asi que gran cantidad de farmaco sea eliminado en
heces.” La administraciéon de vehiculos gastrorretentivos permite que se
mantenga el farmaco en un sitio en particular mientras lo libera."® Un ejemplo de
los gastrorretentivos empleados en la industria farmacéutica es el metocel, éste es
un biopolimero y su capacidad para liberar el farmaco depende del pH del medio
donde se encuentre, siendo su mejor desempefio en un pH cercano a 5y 6. Es
importante sefialar que el pH del ingluvis (buche) de las aves se encuentra
alrededor de 6, y es en éste en el cual se pretende que el metocel comience su
funcion.®® Para que el metocel se vuelva un material gomoso flexible es necesaria
su hidratacion para que se hinche y forme poros en los que el fluido ingrese
lentamente y se disuelva el farmaco con base en su coeficiente de particién.***’
En un estudio in vitro se probaron formulaciones con metocel para un farmaco
altamente soluble en agua y un farmaco escasamente soluble en agua, en éste se
reveldé que algunas de las formulaciones mostraron un comportamiento inicial de

primer orden seguido de un comportamiento de liberacion de orden cero.*

El metocel se ha empleado como dispositivo para preparados de liberacion
controlada en aves de produccion como un vehiculo gastrorretentivo, situandose

en el ingluvis y ha logrado aumentar las concentraciones séricas del farmaco sin
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exceder la dosis terapéutica.’®*? Las concentraciones séricas alcanzadas con éste
dispositivo de administracion han logrado optimizar los regimenes de dosificaciéon
para farmacos dependientes del tiempo, en el que la administracion del farmaco
en las aves esta sujeto al consumo del preparado, por lo que mantener su
liberacién sostenida asegura que hasta su siguiente administracién del farmaco

mantenga concentraciones significativas.

1.5 Avicultura en México.

La produccion avicola representa un sector en crecimiento constante en el pais, el
CEDRSSA' (Centro de estudios para el desarrollo rural sustentable y la soberania
alimentaria) estim6 un aumento en la avicultura del 166.4% en el periodo de 1994
a 2018 y la UNA (Unién Nacional de Avicultores)" estimd que durante el 2020 ésta

representaba el 63% de la produccién pecuaria en México.

En el 2020, México se encontraba en 6to lugar entre los principales paises de
produccion de pollo y en el 5to lugar entre los principales paises productores de
huevo. Esto demuestra que la produccién avicola es una de las actividades
pecuarias mas importantes en el pais y que debe mantenerse en constante
crecimiento, haciendo mejoras en la produccion para evitar las pérdidas que
impacten en la economia del productor. En la figura 3 se resume la produccién de
los principales productos avicolas en México, en el cual, la carne de pollo y el

huevo son los mas representativos."

A pesar del nivel de la produccion en México de productos avicolas, ésta no ha
logrado satisfacer el consumo nacional, por lo que el CEDRSSA ha propuesto
incrementar la producciéon de carne 940 mil toneladas y la produccion de huevo a

3 millones de toneladas; asi como disminuir sus importaciones.'

' CEDRSSA. [Internet] Reporte La importancia de la industria avicola en México [citado Sep 07, 2021]
Disponible de: http://www.cedrssa.gob.mx/files/b/13/47Industria_Avicola_México.pdf

"UNA. [Internet] Compendio de indicadores econémicos del sector avicola 2021 [citado Dic 17, 2021]
Disponible de: https://una.org.mx/
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Producto Volumen toneladas Valor de la produccion®
Product Volume tons Produccion value*
HuevolEgg 2,923,331 65,876
Polle/Chicken 3.583,313 121,332
PavolTurkey 7,490 664

Fuente: DEE/UNA y SIAP ** Premilinares “Millones de pesos

Figura 3. Produccion de la industria avicola en el 2020 en México."

1.6 Tilmicosina en medicina aviar.

Las propiedades farmacocinéticas de la tilmicosina en aves la hace un farmaco
ideal para su uso en infecciones respiratorias, es por esto que es importante

conocer los principales patégenos que pueden invadir su sistema respiratorio.

Unos de estos patdogenos son Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae,
son bacterias muy pequefias y sin pared celular, estan presentes en parvadas
comerciales de pollos de engorda, gallinas reproductoras y de postura en todo el
mundo. Las aves se pueden infectar ya sea verticalmente (infeccion de 6vulos) u
horizontalmente (contacto directo o aerosoles) causando rinitis, traqueitis,
sinusitis, neumonia y aerosaculitis; ademas de poseer efectos sobre el sistema
respiratorio, también causan artritis, salpingitis, mala calidad del huevo y reduccion
en la postura. Estos micoplasmas pueden llegar a presentar sinergia con el virus

de Newcastle, virus de bronquitis infecciosa, adenovirus y E. coli.**™*°
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Otra bacteria es Pasteurella multocida, causante del célera aviar. Es un bacilo
gram negativo inmovil, que afecta a todas las aves, aunque las aves jovenes de
menos de 16 semanas son menos susceptibles. La via de entrada es oro-nasal, y
pueden causar septicemia aguda, inflamacion fibrino-purulenta de varios tejidos,
neumonia, depresion, plumas erizadas, fiebre, anorexia, pérdida de peso, diarrea,
tos, secresion nasal y ocular, barbilla y cara hinchada, cianosis, artritis y cojera.46‘
8 Se demostrd la susceptibilidad de P. multocida hacia la tilmicosina en un estudio
donde se usO microdilucion en microcaldo, por lo que se puede justificar su

empleo en brotes.>®

La infeccion por Ornithobacterium rhinotracheale afecta las vias aéreas de las
aves asi como reduccion la postura, retraso en el crecimiento y mortalidad. Es una
bacteria gram negativa de morfologia bacilar con tendencia al pleomorfismo, con
distribucion mundial. Las aves se infectan horizontalmente (aerosoles) vy
verticalmente (huevo) causando aerosaculitis, neumonia, reduccién en la postura,

retraso en el crecimiento, osteitis, meningitis e infecciones articulares.**™’

Bordetella avium, es un bacilo gram negativo que ocasiona infeccion del tracto
respiratorio superior (bordetelosis en las aves). Se disemina por contacto directo
causando descarga nasal, colapso traqueal, pérdida de peso, inflamacién de vias

aéreas e inflamacion de la barbilla.®*>3

La tilmicosina administrada via oral a dosis de 30 mg/kg ha demostrado alcanzar
concentraciones superiores a la CMI de los patégenos mencionados, a excepcion
de O. rhinotracheale y B. avium, donde en un estudio se demostr6 que se
necesitaba una alta concentracién de tilmicosina para inhibir su crecimiento en
aves, por lo que a pesar de estar indicado su tratamiento para estos dos
patdgenos éste es reservado hacia otras alternativas terapéuticas mas eficaces y
seguras.>?%3°1%455 Ademas, el uso de este antimicrobiano esta mas relacionado a
la micoplasmosis aviar, cabe sefalar que en brotes en los que se implique sinergia

con E. coli, tilmicosina no posee actividad antibacteriana frente este patégeno.33
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En los casos que se emplee tilmicosina como opcidn terapéutica, se debe tomar
en cuenta que posee un tiempo de retiro de 6 dias para tejidos animales cuando
es administrada a 25 mg/kg tres dias consecutivos y de 9 dias cuando es
administrada por 5 dias consecutivos.'**® La Agencia Europea para la Evaluacion
de Medicamentos (EMEA)", en 1998 establecié el limite maximo de residuos
(LMR) en distintos tejidos de aves: 75 ug/kg en musculo y piel con grasa, 1 g/kg en
higado y 250 pg/kg en rifiones, no existen datos para el huevo debido a que no
esta aprobado el uso de tilmicosina en gallinas de postura, sin embargo su empleo
en aves reproductoras es permitido ya que los huevos producidos no son

destinados para el consumo humano.

" EMEA. [Internet] Committee for veterinary medicinal products tilmicosin (extension to chicken) summary

report [citado Sep 07, 202] Disponible de: https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/tiimicosin-
extension-chicken-summary-report-2-committee-veterinary-medicinal-products_en.pdf
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2. HIPOTESIS.

La tilmicosina presentara concentraciones terapéuticas en el suero de aves por
mas tiempo al combinarla con un vehiculo gastrorretentivo que aumente su
estancia en el duodeno, esto mediante un preparado farmacéutico disefiado para

administrarse en combinacién con el alimento'.

3. OBJETIVO.

Evaluar si es posible incrementar el tiempo de estancia de las concentraciones
séricas de tilmicosina, optimizando la relaciéon farmacocinética/farmacodinamica
de T=CMI, mediante la administracion por via oral de preparados con tilmicosina y
un vehiculo gastrorretentivo que mantenga una liberacion continua del farmaco a

nivel gastrointestinal'.

V' Patente No.MX/a/2012/01,3222 y PCT/MX2013/000137; Universidad Nacional
Auténoma de México, 2017.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 Animales.

Se utilizaron 19 aves de la linea Bovans White al final de su ciclo de postura (81
semanas) con un peso promedio de 1.8 kg. Se encontraron albergadas en una
granja particular ubicada en la alcaldia Tlahuac, CDMX y se alojaron en jaulas de
postura en piramide con 3 aves por jaula durante toda su produccién y durante el
estudio. Se suministré 120 g/dia de alimento comercial para aves de postura por
ave de acuerdo con sus necesidades de materia seca (Cuadro 3) y agua ad
libitum.

Cuadro 3. Contenido nutricional del alimento comercial para aves de postura.

Proteina cruda minima 10%
Fibra cruda maxima 8%
Ceniza maxima 10%
Humedad maxima 12%
ELN 58%

Grasa minima 2%

4.2 Tratamientos.

Las aves se dividieron aleatoriamente en dos grupos. El primer grupo recibié un
tratamiento de tilmicosina (10%) con metocel (2.5%) (gastrorretentivo) en una
forma farmacéutica de liberacién prolongada¥ denominado TF y el segundo grupo
recibié un tratamiento de tilmicosina (10%) en polvo sin vehiculo gastrorretentivo
denominado TC. Los tratamientos se administraron a dosis de 30 mg/kg de
tilmicosina y se mezclaron en el alimento de 24 h y se administraron por tres dias
consecutivos.

¥ Patente No.MX/a/2012/01,3222 y PCT/MX2013/000137; Universidad Nacional Auténoma de
México, 2017.
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Los preparados con tilmicosina y metocel se elaboraron en el laboratorio de

investigacion 2317 de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UNAM.

4.3 Tomay procesamiento de muestras.

Se obtuvieron aproximadamente 3 ml de sangre de la vena radial en los tiempos 0,
24, 48, 72 y 168 horas. Las muestras sanguineas se recolectaron en tubos sin
anticoagulante y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpom durante 10 minutos. Se separ¢ el
suero con pipetas Pasteur y se vertid en viales y finalmente se congelaron a -20°C
hasta el momento de su procesamiento.*’ Las concentraciones séricas de
tilmicosina para ambos grupos se determinaron mediante el método microbioldgico
de Bennet, et al con una cepa de Staphylococcus aureus en agar tripticasa soya
(TSA).*® Se elaboré una curva estandar para tilmicosina con suero de aves sin
tratamiento con diluciones en serie de 16 ug / mL a 0.062 pg / mL.

Las variables farmacocinéticas se determinaron mediante el software Micro Math
PkAnalyst® para Windows™ versién 1.1 a partir de un modelo
monocompartamental. Los valores de tiempo/concentracién se graficaron con el
software Origin Lab-Pro 80©. Las concentraciones séricas de los tratamientos y los
parametros farmacocinéticos se analizaron mediante prueba de T para muestras

no relacionadas con el software JMP 5.0.1a.
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5. RESULTADOS.

Las concentraciones séricas promedio y el error estandar (EE) obtenidos en aves
Bovans white después de la administracion de los tratamientos TF y TC se
muestran en la cuadro 4 y figura 4. El promedio y EE de la concentracion sérica
obtenida a las 24 h para el grupo TF fueron superiores a las del TC con una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05), el resto de las concentraciones
no demostraron diferencia estadisticamente significativa (P>0.05), sin embargo,

para las 168 horas las concentraciones de TF superaron a TC por 0.10 pg/mL

Cuadro 4. Promedio y error estandar (EE) de las concentraciones séricas (ug/mL)

de tilmicosina obtenidas en los grupos TF y TC.

Concentraciones séricas (ug/mL)*

Tiempo (h) TF
24 1.22 +0.35°
48 1.35+0.37°
72 1.02 £+ 0.18°
168 0.25+0.16°

TC
0.26 +0.17°
0.98 +0.13°
1.13+0.19°
0.15+0.15°

'TF: Tilmicosina FOLA, TC: Tilmicosina polvo

b Diferentes literales indican diferencia estadisticamente significativa entre lineas.
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Figura 4. Concentraciones medias + EE de tilmicosina en suero en aves Bovans
White obtenidos con la administracion en el alimento de un preparado de
referencia de tilmicosina (TC; estrellas) y de un pellet disefiado para una mejor

biodisponibilidad y una accion mas prolongada (TF; circulos).

Con el promedio de las concentraciones séricas de cada grupo se obtuvieron los
parametros farmacocinéticos que se presentan en la cuadro 5. Los preparados de
tilmicosina administrados en el grupo TF se absorbieron facilmente en el tracto
digestivo de las aves, el grupo TF alcanz6 una Cmax mayor que la de TC,
superandola por al menos 0.22 pg/mL, ademas presentd una Tmax en menor
tiempo en comparacion con TC con una diferencia de 24 h; por lo que el grupo TF

alcanz6 una concentracion mas alta en menos tiempo respecto a TC desde la
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primera administracion. El grupo TF presentd una vida media de eliminacién mas

rapida que TC y un ABC menor, aunque con poca diferencia en ambos casos.

Cuadro 5. Promedio de los parametros farmacocinéticos de tilmicosina en aves a

razon de 30 mg/kg administrados en el alimento por tres dias consecutivos.

Parametros Grupos®
farmacocinéticos’ TE TC
Cmax (ug/mL) 1.35 113
Tmax (h) 48 72
Tiss () 38.85 42.94
AB Co.165 (Mg/mL-h) 148.61 158.52

'Cmax: Concentracion maxima, Tmax: tiempo en el que se alcanzd la concentracién maxima, Tzg:

vida media de eliminacion, ABCg.4¢5: area bajo la curva del tiempo 0 a la hora 168.

TF: Tilmicosina FOLA, TC: Tilmicosina en polvo.

En la cuadro 6 se muestra la relacién PK/PD de los preparados de tilmicosina ante
bacterias susceptibles reportadas. En el caso de tomar en cuenta solo una CMI,
los grupos TF y TC lograron alcanzar concentraciones superiores para las tres
especies reportadas de M. gallisepticum durante 167.4 h, 165.5 h, 166.5 h y 158.5
h, 160 h, 158.5 h respectivamente, para M. synoviae durante 166 h y 156 h
respectivamente, y en el caso de S. aureus en 167 h 'y 159.4 h. Para una especie
reportada de O. rhinotracheale los grupos TF y TC alcanzaron tiempos de 165.7 h
(CMI 0.06 pg/mL) — 50 h (CMI 1 yg/mL) y 159 h (CMI 0.06 ug/mL) — 36 h (CMI 1
Mg/mL) respectivamente; pero no lograron alcanzar concentraciones que
superaran las CMI reportadas de P. multocida y una especie de O. rhinotracheale.
Para el caso del grupo TF, se lograron concentraciones plasmaticas 5 veces la

CMI para las tres especies de M. gallisepticum hasta las 165, 165.7 y 161 h, M.
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synoviae hasta 133 h, S. aureus 164 h, la especie de O. rhinotracheale con CMI
de 0.06 pg/mL hasta las 156 h pero para la CMI de 1 pg/mL no se logré superarla.
En el grupo TC las concentraciones para M. gallisepticum se mantuvieron por
arriba de la CMI durante 133 h, 159 h y 130 h, para M. synoviae hasta las 92 horas
y para S. aureus durante 148 horas. Para la especie bacteriana de O.
rhinotracheale con CMI de 0.06 ug/mL fue durante 128 horas pero con una CMI de
1 ug/mL no se lograron concentraciones significativas. En el caso de otra cepa de

O. rhinotracheale y P. multocida no se superé nunca su CMI en ningun grupo.

En la figura 5 se presentan diferentes CMI reportadas para bacterias susceptibles
a tilmicosina y las concentraciones plasmaticas obtenidas para los grupos TF y
TC. En esta se muestra que para el caso de Mycoplasma sp., S. aureus y una
especie de O. rhinotracheale los grupos TF y TC obtuvieron concentraciones
superiores a la CMI desde la primera hora de administracion hasta las 166 horas
aproximadamente. Para la especie de O. rhinotracheale cuya CMI es de 1 ug/mL,
se alcanzaron concentraciones superiores hasta las 19 horas en el grupo TF y
para el grupo TC hasta las 49 horas. Ademas, que el grupo TF aumenté sus
concentraciones mas rapido que el grupo TC y a las 168 h el grupo TF fue

superior respecto a TC en 0.1 pg/mL.
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Cuadro 6. Evaluacion de la relacion PK/PD para los grupos TF y TC con la

relacién T> CMI.

TF? TC?
. . ] CMI
Microorganismo (ugimL) ! T>CMIx1 T>CMIx5 T>CMIx1 T>CMI x5
Hg/m
(h) (h) (h) (h)
M. gallisepticum 0.048 167.4 165 158.5 133
M. gallisepticum 0.0125 167.5 165.7 160 159
M. gallisepticum 0.054 166.5 161 158.5 130
M. synoviae 0.1 166 133 156 92
S. aureus 0.04 167 164 159.4 148
0.
_ 0.06-1 165.7-50 156-0 159-36 128-0
rhinotracheale
0.
) 128 0 0 0 0
rhinotracheale
P. multocida 8 0 0 0 0

T CMI: Concentracién minima inhibitoria, M.: Mycoplasma, S. aureus: Staphylococcus aureus, O.
rhinotracheale: Ornithobacterium rhinotrachele: P. multocida: Pasteurella multocida.

°T: tiempo en el que se supera la CMI en el 70% del intervalo de dosificacion, CMI: Concentracion
minima inhibitoria, TF: Tilmicosina FOLA, TC: Tilmicosina polvo.
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Figura 5. Promedio y EE de concentraciones séricas de TF (tilmicosina en FOLA a
razon de 30 mg/kg) (circulos) y TC (tilmicosina en polvo a razén de 30 mg/kg)
(estrellas) administrados en el alimento en aves, asi como las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) reportadas para tres especies de M. gallisepticum 0.048
pg/mL, 0.0125 pg/mL, 0.054 pg/mL respectivamente, M. synoviae 0.1 pg/mL, S.
aureus 0.04 pg/mL, O. rhinotracheale 0.06-1 pg/mL.
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6. DISCUSION.

Se ha reportado que al administrar una dosis de 25 mg/kg de tilmicosina en el
agua de las aves, se obtiene una vida media prolongada de 44.3 h y alcanza una
Cmax de 1.25 pug/mL y una Tmax de 3.15 h." Posee una buena distribucion en el
tejido pulmonar logrando concentraciones 14 veces mas altas que las séricas,
ademas a las 4 horas postadministracién alcanza rangos de concentraciéon
intracelular:extracelular en las células fagociticas como macréfagos, monocitos y
heterdfilos de 32, 66 y 138 respectivamente.?** Cuando los heterdfilos alveolares
fagocitan a las bacterias, el antibidtico es liberado y ejerce su efecto

antimicrobiano sin alterar la actividad de los heterofilos.® 324

En este estudio se cuantificaron unicamente las concentraciones séricas, en el
grupo TF y TC obteniendo una Cmax de 1.35 pg/mL y 1.13 pg/mL
respectivamente, y una Tmax de 48 h y 72 h para cada grupo. Respecto a lo
reportado y al grupo TC, el tratamiento administrado al grupo TF fue superior en
Cmax y con menor Tmax, lo que favorece que el farmaco alcance concentraciones
mas altas en tejido pulmonar en menor tiempo y a su vez posiblemente posea

mejor eficacia contra diversas especies bacterianas.'

Por otro lado, el grupo TF logré una ABC mas pequefia que la de TC, en el cual
las concentraciones de TF aumentaron mas rapido y la curva de eliminacion de
TC se redujo mas rapido, para la ultima muestra a las 168 h las concentraciones
de TF fueron mas altas por 0.96 pg/mL respecto a TC, a pesar de esto, el grupo
TF presento una T'2g mas corta. Respecto a lo reportado a una dosis de 25 mg/kg
en el agua de bebida, solo se han evaluado estos valores a las 72 horas siendo
mas cortos por el tiempo en el que se realizo el estudio.”™ Por lo tanto, las
concentraciones séricas del grupo TF serian mas efectivas contra las especies

susceptibles de Mycoplasma sp desde las primeras horas de administracion.'>%~°

Al ser administrado un vehiculo gastrorretentivo (grupo TF) se esperaria que éste

liberara el farmaco lentamente y logre una biodisponibilidad mayor, generando una



24

liberacion paulatina permitiendo que la tilmicosina se absorba continuamente en el
lumen intestinal y de esta forma incremente su biodisponibilidad, a esto podria
deberse el obtener una mayor Cmax y una pendiente que disminuye con menor

velocidad en comparacion al grupo TC a las 168 h."®

La tilmicosina es un antibiético macrdlido indicado para reducir la transmision de
M. gallisepticum y M. synoviae al huevo o como tratamiento profilactico, asi como
para el tratamiento de la infeccion por P. multocida y O. rhinotracheale.®® De
acuerdo con los indices PK/PD los macrdlidos son antibidticos dependientes del
tiempo y por lo tanto, deben lograr concentraciones plasmaticas superiores a la
CMI durante al menos el 70% del intervalo de dosificacién y para lograr su
eficacia terapéutica se requieren concentraciones plasmaticas 4-5 veces la
CMI.2*>% Ademas, poseen efectos postantibioticos prolongados (EPA) y debido a
esto algunos autores han determinado que ademas del indice PK/PD: T>CMI
(tiempo sobre CMI), la relacion ABCy.24/CMI permite mayor precision para
determinar su eficacia terapéutica, aunque este valor no se calculd, es importante
sefalar que las concentraciones se mantuvieron sobre la CMI de patégenos
susceptibles por mas de 160 h para el grupo TF y 150 h para el grupo TC después
de administrar el tratamiento por tres dias consecutivos, por lo que es posible

cubrir la relacion ABCg.o4/CMI.*’

De acuerdo con el promedio de los valores farmacocinéticos obtenidos en suero
de las aves, el parametro T>CMI que presentaron los grupos TF y TC superd la
CMI en diversas especies bacterianas de Mycoplasma (CMI 0.048, 0.0125, 0.054
y 0.1 yg/mL), S. aureus (CMI 0.04 ug/mL) y una cepa de O. rhinotracheale (CMI
0.06 pg/mL) por al menos 156 h continuas, por lo que estos tratamientos si serian
eficaces contra estos patégenos al administrar tres dosis consecutivas del
tratamiento a razon de 30 mg/kg. Para el caso de P. multocida (CMI 8 ug/mL)y una
cepa de O. rhinotracheale (CMI 128 ug/mL) a pesar de que se ha reportado como
tratamiento a la tilmicosina, esta no podria considerarse como un tratamiento
eficaz de acuerdo con las concentraciones obtenidas en este estudio para ambos

tratamientos, asi como lo reportado al administrar 25 mg/kg en agua, no se logra
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superar el indice de PK/PD debido a que poseen una CMI muy alta, es por lo
anterior que es importante considerar la susceptibilidad de los microorganismos de
acuerdo con las informacién en estudios farmacocinéticos en la especie objetivo y

no utilizar directamente la informacién de susceptibilidad in vitro,0:15:32.33

El grupo TF logré concentraciones plasmaticas 5 veces la CMI desde la primer
hora de administracion hasta poco mas de 161 horas frente a M. gallisepticum
(CMI 0.048, 0.0125 y 0.054 pg/mL), cerca de 133 h contra M. synoviae (CMI 0.1
pMg/mL) y de 164 h contra S. aureus (CMI 0.04 ug/mL). Respecto al grupo TC se
obtuvieron concentraciones efectivas a partir de las 12 h pos administracién y se
mantuvieron durante poco mas de 130 horas frente a M. gallisepticum (CMI 0.048,
0.0125 y 0.054 pg/mL), en el caso de M. synoviae desde las 30 h hasta las 92 h
(CMI 0.1 yg/mL) y para el caso de S. aureus desde las 20 h hasta las 164 horas
(CMI 0.04 pg/mL).?® Para la especie O. rhinotracheale (CMI 1 pg/mL), en el caso
de TF se lograron concentraciones superiores a su CMI desde las 22 h
manteniéndose hasta las 72 h, por lo que estuvo sobre la CMI 50 horas; por otro
lado en el caso de TC con este mismo patdégeno se lograron concentraciones
superiores después de las 48 h y se mantuvieron hasta las 84 h, teniendo
concentraciones superiores a la CMI solo por 36 h; por lo tanto TF resulta
presentar un efecto terapéutico en menor tiempo en comparacion a TC y se
mantiene durante mas tiempo presentando una mayor eficacia, en caso de
requerirse un tratamiento para un patdégeno menos susceptible como O.
rhinotracheale seria conveniente redosificar a las 72 h para el grupo TF y para el
grupo TC se deberia redosificar a las 84 h o de forma practica a las 72 h igual que
el grupo TF y de esta forma elevar sus concentraciones considerando no exceder

los 5 dias de tratamiento recomendados de tilmicosina en aves.?*

De acuerdo con las concentraciones séricas y los valores farmacocinéticos
obtenidos para el grupo TF, la administracién de modificadores de liberacion hace
posible incrementar las concentraciones séricas sin exceder la dosis administrada,
aunque al incrementar la dosis podria directamente aumentar las concentraciones

séricas y superar por mas tiempo las CMI de los patdgenos susceptibles, no es
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conveniente debido a la toxicidad que puede presentar sobre el miocardio de las
aves alterando el flujo del i6n calcio a la célula cardiaca impidiendo la contraccién
del corazén, ademas de aumentar los niveles de IL-22, TNF-a, y IFN-a
favoreciendo la inflamacion, sin dejar de lado las repercusiones econdmicas que
se puedan generar.**®" Por lo que, a pesar de estar indicado el uso de tilmicosina
en aves contra diversos patégenos, suele ser mas efectivo unicamente para las

diversas especies de micoplasma.®

Debido a la buena distribucion de tilmicosina a nivel pulmonar, hace de este
antimicrobiano una buena opcion terapéutica para bacterias susceptibles a nivel
respiratorio, sin embargo existen bacterias que ademas de afectar tejido pulmonar
también lo hacen en otros sitios como tracto reproductivo y articulaciones, tal es el
caso de M. synoviae, que genera malformaciones de huevo, reduccion de la
postura y sinovitis.®® En un estudio se demostro que esta bacteria poseia
excelente susceptibilidad a los macrdlidos de 16 atomos de carbono, como lo es la
tilmicosina; pero desarrollaba rapidamente resistencia en condiciones in vitro.>®
También se evaluo la susceptibilidad de M. gallisepticum a tilmicosina, y tanto in
vivo como in vitro fue susceptible, pero cuando ésta posee una CMI 21.25ug/mL
se reportd que ya habia presentado una mutacién en el dominio V del gen que
codifica el ARNr 23S.°%%2 Esto refuerza la idea de que los tratamientos con
antibacterianos deben administrarse unicamente con previo diagnostico y contra
bacterias susceptibles in vitro en el tiempo establecido para asegurar su maxima

eficacia y de esta forma evitar el desarrollo de resistencia a los antimicrobianos.*

En este estudio se administraron los preparados de tilmicosina mezclados con el
alimento, a diferencia de los productos comerciales en los que se administra el
polvo de tilmicosina en el agua de bebida de las aves. Tanto para su
administracion en el agua como para el alimento, la ingesta del antibidtico se
puede modificar por el consumo de las aves, pero es en el agua de bebida en
donde se ha demostrado interferencia entre la dureza del agua y el antibiético
diluido en ella; por lo que una alternativa para esto es la administraciéon en una

forma farmacéutica en el alimento.®® Por otra parte diversos medicamentos se
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recomiendan para su administracion en el agua de bebida, por lo que se podrian
presentar diversas interacciones al combinarlos en el agua y con esto reducir la
biodisponibilidad de la tilmicosina.®*®" Aunque la biodisponibilidad de la tilmicosina
pueda ser baja en aves cuando es administrada por via oral, en este estudio los
resultados obtenidos demuestran que al combinarla con un vehiculo
gastroretentivo y administrarla en el alimento a dosis de 30 mg/kg se obtienen
concentraciones Optimas para asegurar su eficacia contra M. gallisepticum y M.

synoviae, tal como se ha evaluado al administrase en el agua.’”**%

A pesar de que los resultados obtenidos en este estudio son favorables para la
administracion de tilmicosina en una forma farmacéutica de liberacion prologada,
aun es necesario determinar un 6ptimo tiempo de retiro. Cuando se administra en
el agua de bebida de las aves se sugiere que ésta tenga un tiempo de retiro de 9
dias si el tratamiento se administra por 5 dias consecutivos; al administrarse un
vehiculo gastrorretentivo no solo se incrementa la biodisponibilidad de la
tilmicosina, también el tiempo de estancia en los diferentes tejidos; por lo que se
deberia realizar una posterior evaluacion de los niveles séricos del farmaco y de
las concentraciones alcanzadas en tejidos como el adiposo, piel, rifidn, higado y
musculo, para tener una mayor certeza de la eficacia y de su seguridad en las

aves y en el consumidor.'*®

Por otra parte, es conveniente realizar las mediciones de las concentraciones
séricas cuando se administren 5 dias consecutivos del preparado utilizado en el
grupo TF, tal como se recomienda en los productos de administracion en el agua
de bebida, esto incrementaria sus concentraciones séricas y el tiempo de estancia
del farmaco, a su vez estaria mas tiempo sobre la CMI, logrando una mayor

eficacia terapéutica frente a las bacterias sensibles.®1%3233

Si bien las concentraciones séricas y los parametros farmacocinéticos son
indispensables para la evaluacién de la eficacia de un farmaco, es importante que
se evalue la eficacia clinica del preparado del grupo TF en animales con
micoplasmosis, ya que el tratamiento depende del consumo oral del preparado,

ademas del momento en el que se administre, se ha reportado que las aves
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infectadas con M. gallisepticum respondieron bien al tratamiento de tilmicosina a
una dosis de 25 mg/kg via oral en el agua de bebida administrado a partir del dia
22 post infeccién, presentando una reduccién de los signos clinicos, mortalidad y
lesiones en los sacos aéreos, estos datos nos ayudan a establecer una
terapéutica basada en la administracion de tilmicosina y al administrarse un
vehiculo de liberacién prolongada como en el grupo TF se esperaria una
reduccion en los tiempos de recuperacidon minimizando las alteraciones de los

parametros de productividad de las aves que se presentan con la enfermedad.
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7. CONCLUSION.

En este estudio se demostré que la administracién de tilmicosina con un vehiculo
gastrorretentivo (metocel 2.5%) (grupo TF) adicionado en el alimento a razén de
30 mg/kg de peso vivo durante 3 dias consecutivos, favorece la biodisponibilidad
de tilmicosina desde las primeras horas de administracién y cuando se adiciona el
polvo de tilmicosina en el alimento, éste logra concentraciones significativas hasta
después de las 24 horas. El grupo TF logra concentraciones sobre CMI de
patdgenos susceptibles por al menos 160 h, mientras que TC solo por 150 h sobre
la CMI de éstos. Las concentraciones séricas obtenidas de TF fueron éptimas para
superar las necesidades de un antibiético dependiente del tiempo, incluso mas de
lo alcanzado por TC por lo que puede considerarse como un tratamiento efectivo
contra patogenos como M. gallisepticum y M. synoviae. Seria recomendable
realizar un estudio complementario para prolongar hasta 5 dias la administracion
del preparado utilizado en el grupo TF, tal como lo indican los productos
comerciales de uso en el agua, sin olvidar que es necesario establecer un nuevo
tiempo de retiro adecuado al preparado aqui reportado debido al incremento en la

biodisponibilidad observada con el uso de éste.
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