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12- Glosario de términos

AUC = Area bajo la curva

AUC,.. Area bajo la curva al infinito

AUCss = Area bajo la curva al estado estable

MRT = Tiempo medio de residencia

A, = Intercepto de la fase de distribucion

B = Intercepto de la fase de eliminacion

alpha, a= Coeficiente de la constante de la fase de distribucion

beta, B Coeficiente de la constante de la fase de eliminacion;

K12 = El indice de transferencia del primer compartimento a el segundo compartimento;
K21 = El indice de transferencia del segundo compartimento a el primer compartimento;
Ty, = Tiempo de la vida media de eliminacion;

Ty = Tiempo de la vida media de absorcion;

Ke= Constante de eliminacion;

K= Constante de absorcion;

Cmax = Pico de concentracion,

Tmax = Tiempo maximo en que ocurre el pico de concentracion;

Clg = Depuracién corporal;

F = Biodisponibilidad,

F = Biodisponibilidad corregida (considerando la vida media de eliminacion).
CMI = Concentracion minima inhibitoria

DOX-h = Doxiciclina hiclato

DOX-h-LA = Doxiciclina hiclato de larga accién

CD = Ciclodextrina

Cl = Complejo de Inclusion

PK = Farmacocinética

PD = Farmacodinamia

IV, SC, IM, PO = Administracion endovenosa, subcutanea, intramuscular y oral



I- RESUMEN

Hiclato de doxiciclina se considera un antibiético tiempo-dependiente, por lo que un disefio
parenteral de larga accion podria tener mayor validez farmacoldgica para este farmaco en
rumiantes. Se disefié un formulado parenteral inyectable, con un vehiculo formado por una
matriz de poloxamero y beta-ciclodextrina (DOX-h-LA). Después de las pruebas de
difusion in vitro se investigd el perfil de las concentraciones séricas Y tisulares vs tiempo
en ratas Wistar inoculadas con DOX-h-LA por via subcutanea en dosis de 10 mg/kg. El
promedio del indice entre la concentracién pulmén:suero varié en un rango de 1.1:1 hasta
9.4:1 en un periodo de 24 h. El andlisis histopatolégico del sitio de inyeccién, no muestra
toxicidad por lo que se probdé en rumiantes. Se midié el perfil de las concentraciones
séricas vs tiempo para DOX-h-LA en becerros, y se compararon con los obtenidos con
doxiciclina diluida en agua destilada administrada por via intramuscular (DOX-h-IM) vy
endovenosa (DOX-h-1V). La biodisponibilidad obtenida con DOX-h-LA fue de 602% y de
115% para DOX-h-IM. La concentracion sérica maxima para DOX-h-LA fue de 2.0 pg/mL
en un tiempo maximo alcanzado de 25 h, para DOX-h-IM de 2.9 ng/mL y 4. 5 h. La vida
media de eliminacién fue de 40.81 para DOX-h-LA; de 9.56 h para DOX-h-IM y 5.8 para
DOX-h-IV. EIl intervalo de dosificacion se calcul6 tomando en consideracion la
concentracion minima de inhibicion bacteriana en suero de 0.5 pg/mL, donde: para DOX-
h-LA fue de 80 h y con los preparado acuosos DOX-h-IV y DOX-h-IM de 9.7 h'y de 17 h,
respectivamente. Similares resultados farmacocinéticos fueron obtenidos en cabras Otros
estudios como el andlisis de residuos se podrian garantizar la incorporacion de este
preparado al tratamiento antibacterial en rumiantes, sin embargo ya se puede contar con

un preparado parenteral cuyo intervalo de dosificacion es de 72 h.



II- ABSTRACT

Considering doxycycline-hyclate as a time-dependant antibacterial drug, a parenteral long-
acting formulation becomes a pharmacologically sound design for this drug in ruminants.
To achieve this end a poloxamer-based matrix/beta-cyclodextrine vehicle was designed as
an injectable preparation (DOX-h-LA). After in vitro drug diffusion testing, serum and tissue
concentrations vs. time profiles were investigated in Wistar rats after the SC injection of 10
mg/kg of DOX-h-LA. Mean lung:serum ratios ranged from 1.1:1 shortly after injection to
9.4:1 towards a 24 h period and no tissue adverse effects were seen after histopathological
analysis of injection sites. This encourage studies in ruminants. Serum concentrations vs.
time profiles for DOX-h-LA in calves, were compared to the corresponding ones obtained
with an agueous formulation of DOX-h (IM [Dox-hIM] and IV [Dox-hl1V]). The bioavailability
for DOX-h-LA was of 602% and 115% for DOX-h-IM. Maximum serum concentration
(Cmax) value was 2.0 yg/mL with a time to reach Cmax (Tmax) of 25 h with Dox-h-LA, and
2.9 h for DOX-h-IM. The elimination half-life for DOX-h-LA was 40.81 h; and 9.56 h for
DOX-h-IM and 5.8 for DOX-h-IV. Dosing interval for doxyxycline as calculated by
considering minimal inhibitory concentrations (CMI) of 0.5 pug/mL were: 80 h for DOX-h-LA,
and only 9.7 h and 17 h for Dox-h-IV and Dox-h-IM, respectively. Similar pharmacokinetic
data was also obtained when injecting Dox-h-LA in goats. Further studies, such as drug
residue analysis are warranted to incorporate this preparation for the treatment of
antibacterial infections in ruminants. Yet, it is encouraging to report that this is the first long-
acting preparation available world-wide and that it can be injected every 72 h and achieve

drug concentrations above the CMI.



lll. Planteamiento del problema

Generar una nueva opcion antimicrobiana parenteral para rumiantes, de costo
razonable y disefio farmacéutico-farmacolégico ideal en términos de su
farmacodinamia-farmacocinética.

Eleccion. Doxiciclina (DOX-h), en funcion de que es hasta 60 veces mas
potente que oxitetraciclina (OXT), que es el inyectable méas vendido en
Latinoamérica y México. Tiene una distribucion elevada, incluso a nivel
intracelular, presenta menos resistencia bacteriana, dado que ingresa a las
bacterias y protozoarios por difusién simple a diferencia de la OXT que lo hace
por transporte activo. Es Gtil contra una amplia gama de patdgenos: Salmonella
sp Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Proteus sp, Pasteurella sp,
Actinobacillus sp, cepas resistentes de Anaplasma sp y otras ricketsias y
protozoarios.

Reto. Igual que otras tetraciclinas, es un antibiético tiempo-dependiente. Por ello
el preparado ideal debe permanecer en el organismo el mayor tiempo posible, es
decir debe ser un preparado de larga acciéon (LA). La DOX-h es muy irritante por
via IM o SC, por lo que se debe recubrir y/o bloquear esta propiedad indeseable.
Se busca generar al inicio una concentracion de carga y luego una
concentracion estable por muchas horas. Es muy inestable cuando se le cambia
el pH y no debe generar residuos peligrosos o debe implementarse una forma de
saber si el animal puede incorporarse a la cadena alimenticia.

Logro. Se cuenta ya con DOX-h-LA que tiene una duracion de concentraciones
eficaces en el plasma de 72-96 h y se logran concentraciones pulmonares
promedio de 4 veces mayores a las plasmaticas. Se ha logrado que se obtenga
una rapida carga plasmatica y después un periodo prolongado en “estado
estable”, lo que resulta ideal para el efecto de este antibidtico tiempo-
dependiente. No es irritante y genera en el sitio de inyeccion una protuberancia
(no inflamatoria, solo una masa ocupativa) que desaparece hasta los 30 dias, lo
gue indica al usuario el tiempo de retiro al rastro. El preparado es estable y
requiere un minimo de equipamiento para su manufactura.

Dado el entorno comercial y tecnoldgico globalizado, México debe enfrentarse al
reto de elevar su tecnologia farmacéutica, poco se puede hacer a estas alturas
en la sintesis de principios activos, paises como China e India , son lideres en
este rubro y marcan la pauta y los precios a nivel mundial de los genéricos, es
inminente la llegada de dichos paises para conquistar nuestro mercado. La
propuesta de DOX-h-LA que se presenta en este trabajo pretende enarbolar la
idea de que en Meéxico se pueden realizar disefilos farmacéuticos
farmacol6gicamente congruentes y con tecnologia de punta. No existe en el
mundo otra DOx-h de LA, el disefio de DOX-h-LA es Unico y su incorporacién a
la préactica veterinaria puede marcar un nuevo rumbo en la manera en la que se
desarrolla la industria farmacéutica veterinaria en México.



1- Introduccion

Se ha sugerido que el uso indiscriminado de los antibacterianos para el control o
eliminacién de las enfermedades ha propiciado el desarrollo de fenédmenos de resistencia
bacteriana hacia éstos medicamentos, lo que reduce o anula su eficacia clinica.*® Por
esta razon, se convierten las infecciones potencialmente curables, en severas, lo que
evidentemente se traduce en enormes pérdidas econdmicas. Aunque se ha pretendido
limitar su uso para retardar la aparicioén de resistencias, poco se ha logrado, ya que segun
Burns, 1995 * y Heinemann et al, 2000 > un antibiético no induce resistencia, solamente
selecciona, es una interferencia en el proceso de seleccion natural. Proceso en el cual, se
seleccionan las bacterias mas aptas para la supervivencia en el sitio del organismo del
gue se trate, en presencia del antibacteriano, sobreviviran solamente aquellas variantes
capaces de resistir a las concentraciones de antibidtico presentes en ese lugar. Sin
embargo, esto no implica que, con el uso racional de los antimicrobianos, no se pueda
limitar al maximo la emergencia de resistencias. Es claro pensar, que, si los
antibacterianos se utilizaran, en todos los casos, en forma racional, las resistencias serian
mucho mas raras de lo que efectivamente son. A continuacion se presenta un breve
listado de posibles causas del fracaso de un antibiético: Uso de antibidticos cuando no son
necesarios, la dosis incorrecta, cuando no se cumple con el intervalo entre dosis, la

duracion del tratamiento y el uso de medicamentos de mala calidad.

Esta problematica ha obligado a la industria farmacéutica a introducir nuevas opciones

antibacterianas, a combinar los farmacos o a redisefiarlos.®® No obstante, el impulso por
encontrar alternativas antibacterianas se ha visto frenado en los ultimos 30 afios, debido a
dos factores: el primero, la introduccion de mas severas reglamentaciones a que son
sometidos los nuevos medicamentos, aumentando asi la duracion de las tareas de
investigacion. Segundo, una creciente dificultad para investigar nuevos principios activos y
los consecuentes cambios en los campos terapéuticos explorados por la industria y en la
metodologia utilizada en la investigacion *°** Estos dos factores provocan un incremento
en los costos, asi en el periodo de 1960 a 1980 se estimd que el costo para generar un

nuevo farmaco se habia elevado 20 veces ”. Para mediados de 1985, la inversién

*Instituto Nacional Estadistica, Geografia e Informatica. INEGI.http://dgenesyp.INEGI.gob.mx/cgi.win/bdi.exe 05/16/03



ascendia a 150 millones de dolares y para el 2000 hasta 265 millones de dolares. Por otro
lado, antes de 1962 un programa tipico de investigacion requeria de 2 a 3 afios y para el

2000 se requiri6 como promedio de 7-10 afios

y con un elevado riesgo cientifico-
financiero, ya que aunque un antimicrobiano tuviera un excelente actividad biocida tendra
que ser inocuo para el medio ambiente, demostrar que no tiene efecto mutagénico,

©1415  Debera ser faciimente

carcinogénico, genotoéxico, teratogénico ni embriotdxico
detectado por métodos cromatograficos en tejidos animales al tiempo en que se elimine
con relativa rapidez. No deberd promover la generacién de cepas resistentes de otras
bacterias aparte de la que es objeto de trabajo. Pero ademas debera haber salvado el
obstaculo de no ser Util para el ser humano, de otra manera ya no podra ingresar al &mbito

veterinario 116,

Con base en lo expuesto, para muchos laboratorios veterinarios, el riesgo financiero que
representan los costos de seguir toda la metodologia ya descrita puede resultar
incompatible con su persistencia en el mercado. De tal suerte, no es extrafio, que en los
ultimos 20 afios no se haya generado ninguna familia novedosa para medicina veterinaria.
Ejemplos notables del desarrollo de ultimos antimicrobianos incluyen a las cefalosporinas

de 32. Generacion y las fluoroquinolonas.

No obstante, el dltimo antibacteriano disefiado exclusivamente para uso veterinario, la
enrofloxacina esta sujeta a revisién de su uso, en muchos paises'®: En contraste, en
América Latina se ha recurrido a la adopcién de medicamentos que han resultado utiles en
otra especie, sin llevar a cabo las pruebas necesarias para su adaptacién farmacoldgica,
su aprobacion en cuanto a seguridad y efectividad. Esta situacion unida a la resistencia
bacteriana provoca a corto plazo una falta total de tratamientos eficaces contra algunos
agentes patdgenos. No es suficiente extrapolar a veterinaria los preparados comerciales
de los seres humanos o incluso de otras especies. Por lo que en la actualidad, esta siendo
blanco de las regulaciones de la Comunidad Europea (EMEA) y Estados Unidos (FDA).

La FDA hace énfasis en la falta de estudios de biodisponibilidad (F) de muchos

5 Camara Nacional de la Industria Farmacéutica http;//www.canifarma.org.mx 05/04/03
€ Food and Drug Administration. FDA. http://www.fda.gov/eder/handbook 13/01/03
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antibacterianos de uso comun en medicina veterinaria; pondera que las dosificaciones
parenterales no pueden ser extrapoladas entre especies, ya que las variaciones de
absorcion, distribucion, biotransformacion y excrecion llegan a diferir enormemente aln

dentro de los mismos rumiantes.

Cabe mencionar que en particular los estudios de farmacocinética en rumiantes son
escasos; solamente el 22% de las publicaciones de farmacocinética en veterinaria a nivel
mundial corresponden a los rumiantes y obvia decir que los parametros farmacocinéticos
son indispensables para establecer las dosis correctas y los regimenes de dosificacion
adecuados, considerando datos clave como el conocimiento bacteriol6gico del problema,
la susceptibilidad del agente etioldgico presuntivo, la biodisponibilidad del antimicrobiano a
sistema y a oOrgano o tejido para determinar que se logren las concentraciones
terapéuticas de acuerdo a las propiedades farmacoldgicas del grupo de antibacteriano

(tiempo dependiente o concentracion dependiente)

Para resolver la adecuacion de muchos antibacterianos en la medicina veterinaria, se ha
comentado que existen muchos preparados antimicrobianos cuyo disefio farmacéutico
podria ser mejorado’’. De hecho, se han modificado radicalmente los medios para
desarrollar nuevos farmacos, y hay un auge en el disefio farmacoldgico de moléculas ya
existentes en el mercado, generando nuevas formulaciones que permiten una liberaciéon

controlada o sostenida mediante la manipulacién de los vehiculos. *81°

Estas formulaciones se han convertido en elementos de gran utilidad en medicina
veterinaria, ya sea para uso metafiladctico o terapéutico. Permiten con una sola
administracion mantener concentraciones antibacterianas adecuadas durante largos
periodos mas compatibles con el manejo moderno de hatos de rumiantes. La liberacion
sostenida (LS) tiene grandes ventajas frente a las formulaciones convencionales, dentro
de las que se podrian mencionar la reduccion de efectos adversos, disminucion del estrés
por manejo, disminucién de los costos por manejo, terapias antibacterianas adecuadas en
tiempo y concentraciones, mejora de la actividad terapéutica de las sales existentes vy

disminucién de la presentacion de resistencias bacterianas algunas de las desventajas de



los preparados LS incluyen: El conocimiento del sitio especifico de absorcion, potencial
presencia de residuos tisulares, reacciones en tejidos, inyectabilidad del producto y su

retencion en el sitio de aplicacion, estabilidad del producto y procesos de manufactura.

En medicina humana como en veterinaria, se han introducido preparados farmacéuticos
con caracteristicas de liberaciéon modificada, a fin de adecuar la farmacocinética del
principio activo y optimizar la biodisponibilidad. Se ha tratado de incorporar grupos
funcionales a los principios activos, que le den especificidad, mejoren su solubilidad y
estabilidad, y favorezcan su llegada al sitio de accion, sin comprometer la eficacia del
tratamiento. Esto agrega otra dimension a las funciones tradicionales del preparado como
simple vehiculo para el almacenamiento, el transporte y la administracion y la dosificacion
de un farmaco ?°?!. La efectividad terapéutica de muchos medicamentos disminuye por su
imposibilidad para llegar en concentraciones adecuadas al lugar de accién. Esto puede
deberse a su baja solubilidad, o a su inactivacién por enzimas y fluidos corporales 24?3
,pero ademas, a esto se le puede agregar, como ya se mencion0, que en las granjas la
administracion de antibacterianos esta sujeta a manejos ineficientes. Por ejemplo en
farmacos de intervalos de dosificacion corto se podria optimizar la mano de obra si el
disefio farmacéutico de los antibioticos se ajustara, no solo a la farmacocinética de estas

especies, sino a sus sistemas habituales de manejo.

Finalmente cabe resaltar que las formulaciones parenterales de liberacion sostenida son
actualmente una atractiva opcién terapéutica en el area veterinaria ya que reducen el
manejo de los animales y proporcionan un adecuado control terapéutico de las infecciones
bacterianas, ajustandose a las propiedades farmacocinéticas, por esta razon, a nivel
mundial estan tratando de desarrollar formulaciones LA de diversos antibacterianos de
utilidad en veterinaria para dar una mejor opcion terapéutica. Ejemplos de esta tecnologia,
son las tetraciclinas, las cuales son un grupo de antimicrobianos mas utilizados en la

Medicina Veterinaria, desde 1953 y hasta la fecha ***>

. En particular la forma inyectable
de oxitetraciclina es uno de los pocos ejemplos de disefio farmacolégico para uso
exclusivo en la medicina veterinaria %°. El preparado méas antiguo es considerado uno de

los medicamentos pioneros de liberacién prolongada (LP), y dicho efecto se logra por un



12728 vehiculos

vehiculo a base de 2-pirrolidona y una pequefia proporcion de propilenglico
gue moderan el efecto irritativo de la oxitetraciclina al tiempo en que le permiten su
liberacién sostenida para generar concentraciones plasmaticas Uutiles hasta por 120
horas(Véase Figura 1) **3%. El éxito clinico de este preparado fue notable y se debi6é no
solamente a la potencia antimicrobiana de la oxitetraciclina sino también a que se ha
detectado que este antibidtico es mas “tiempo dependiente” que “concentracidon

dependiente”, cuando se cuantifica su eficacia clinica.

La doxiciclina, farmaco del que se ocupa el presente trabajo, tiene cierta ventaja respecto
a las otras tetraciclinas, por su alta liposolubilidad, lo que le da una amplia penetraciéon

tisular. Posee un amplio efecto antibacteriano; es muy activa contra bacterias anaerobias y

31-34 3

facultativas , ricketsias y protozoarios *° y presenta efecto bacteriostatico. Ademas
debido a su alta union a proteinas plasmaticas le confiere una prolongada vida media
bioldgica. Sin embargo, se ha descrito una desventaja de éste tipo de medicamentos, y es
que el tratamiento requiere periodos prolongados, que mantengan las concentraciones

plasmaticas terapéuticas para inhibir a las bacterias *°

(CMI). Existen formulaciones de
doxiciclina que se administran tanto por via oral como parenteral. Sin embargo, la via
parenteral se recomienda para minimizar la irritacion del tubo gastrointestinal y el impacto
en la flora intestinal, pero existe la desventaja de que su administracion por via IM es muy

dolorosa e irritante 243738,

Si se toma en cuenta que no se ha generado y es poco probable que se genere en corto
plazo una nueva familia de antimicrobianos para medicina veterinaria, la tendencia natural
es la de disefar presentaciones que hagan optimo el efecto de los antimicrobianos con los
gue se cuenta. El costo para producir un nuevo preparado es menor y el retorno financiero
mayor, amen de los beneficios para la salud animal. Por ejemplo la enrofloxacina que
inicialmente salié al mercado al 5%, se redisefio para que estuviera al 10% al poco tiempo
y recientemente se ha disefiado una nueva presentacion que prolonga su estancia en el

16

organismo Luego entonces, es factible suponer que si se puede manipular a la

doxiciclina inyectable para destacar su caracteristica farmacoldgica, esto es, que se le



encuentre en el plasma por largos periodos hasta de 5 dias, se lograria virtualmente un

nuevo antimicrobiano, pero con la ventaja de un gasto de desarrollo farmacol6gico menor.

1.1 Clasificacion farmacodinamica de los antibioticos (dependientes de la
concentracion o del tiempo)

Los métodos de determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana son imprescindibles
debido a que guian al veterinario en la eleccién del tratamiento adecuado. Esas pruebas
se basan en descripciones hechas por el National Comitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), que inicialmente fueron desarrolladas para aplicaciéon en medicina
humana, y adn hoy son utilizadas por muchos laboratorios de diagndéstico veterinario.
Entre las pruebas utilizadas, la prueba de dilucion en tubos sigue siendo la mas usada y
probada para la obtencion de informacion cuantitativa para finalmente interpretarse como
CMI la mas baja concentracion capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo,
estos meétodos solamente son orientadores dadas las diferencias que existen entre las

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

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es una herramienta valiosa cuando se le
interpreta en funcion de las concentraciones que el farmaco puede alcanzar en el
organismo. Para poder hacer una correcta interpretacion, se deberé tener un conocimiento
completo de la distribucién poblacional de la bacteria problema (susceptibilidad de muchos
aislamiento de campo), la farmacocinética del agente (no soélo la plasmatica, sino la tisular)
y los resultados de los estudios de eficacia. Por esta razén surge la disciplina conocida
como la modelizacion farmacocinética-farmacodinamica que representa la union final entre

estos datos y hace posible la administracion eficaz y racional de los antibidticos.

Al estudiar la susceptibilidad a un determinado antibiético a través de su CMI, podremos,
al correlacionar este parametro con sus variables farmacocinéticas, estimar su eficacia “in
vivo”. *Los efectos antibacterianos pueden ser medidos “in vitro” y atn “in vivo” a través
de la exposicion de cultivos de microorganismos a diferentes concentraciones de
antibidticos, tomando muestras a diferentes tiempos durante un periodo de 24 horas y

determinando la cantidad de bacterias en cada muestra se realizan una serie de curvas de



muerte para una determinada bacteria puesta en contacto con un antibiotico al cual es
susceptible a concentraciones iguales, menores y mayores que la CMI de ese antibidtico

para esa cepa.’’.

De la integracion farmacocinética-farmacodinamica, surgen algunos parametros que son
de gran utilidad en la terapéutica y se consideran como determinantes en la eficacia “in
vivo” de los agentes antimicrobianos.* Dichos parametros se utilizan de acuerdo a la
clasificacion del antibidtico por el perfil de su actividad bactericida: a) T> CMI, que se
refiere al tiempo en el cual las concentraciones de los antibidticos permanece sobre la CMI
y es util para antibiéticos clasificados como tiempo dependientes. b) pico/CMI, describe la
proporcion entre el pico de concentracion y la CMI y es valido para antibiéticos
concentracién-dependientes y por ultimo, la relacion entre AUC/CMI que es util para

antibiéticos concentracion dependiente o antibiéticos independientes. *?

El grupo clasificado como concentracion-dependiente se caracteriza por alcanzar la
muerte bacteriana en dependencia de la concentracion del farmaco, en este grupo es
necesario altas concentraciones del farmaco, para incrementar la actividad bactericida,
(fluoroquinolonas, aminoglicosidos), es mucho mas importante la relacion Cmax/CMI que
el tiempo que las concentraciones del farmaco se encuentren por encima de la CMI. Con
una relacion Cmax/CMI mayor de 8, se puede estar seguro de que el farmaco esta
ejerciendo el maximo de su accion antimicrobiana y el méximo de su efecto post-
antibiotico. No es demasiado importante el intervalo entre dosis, dado que estos agentes
funcionan, en general con una dosis diaria. Son farmacos con gran residualidad
terapéutica (efecto post-antibiotico). EI grupo clasificado com Tiempo-dependiente, se
caracteriza por su actividad bactericida totalmente dependiente del tiempo que la
concentraciéon de la droga se mantiene por encima de la CMI, pasa a ser mas importante
que el nivel en que la supere (no es necesario que la concentracion supere la CMI en mas
de 2 a 4 veces) y es suficiente que la concentracion supere la CMI en aproximadamente
un 50 por ciento del periodo entre dosis. Se trata de farmacos con poca residualidad
terapéutica. Las concentraciones cerca de estos valores no mata el organismo. La

ausencia de grandes concentraciones para matar a los microorganismos es una



caracteristica comun de los antibioticos beta lactamicos, doxiciclina, vancomicina,
clindamicina y los macrélidos. El caso de las tetraciclinas, azitromicina y glucopéptidos es
interesante porque si bien son tiempo dependientes, tienen persistencias terapéuticas

prolongadas.*?

Para lograr el uso correcto y racional de los productos farmacéuticos en la medicina
veterinaria, se deben destinar recursos a la investigacion basica y aplicada, especialmente
vinculada a aspectos de la farmacocinética y la farmacodinamia de los antibacterianos, a
la investigacion clinica de sus efectos y, especialmente a la educacién y entrenamiento de
todos aquellos involucrados en la elaboracion, comercializacion, utilizacién, fiscalizacion y

control de los antibidticos.

1.2 Hiclato de Doxiciclina (DOX-h)

Es un antibidtico que forma parte del grupo de las tetraciclinas y derivado sintético de la
oxitetraciclina . Disponible en el mercado desde 1966 4, la doxiciclina tiene cierta ventaja
sobre otras tetraciclinas en la medicina veterinaria, ya que presenta una amplia
penetracion tisular debido a su gran solubilidad lipidica, su espectro antibacteriano es muy
amplio, su vida media de eliminacién prolongada y su eliminacién no depende del rifion®.
La doxiciclina es capaz de penetrar las membranas celulares y acceder a los organismos
intracelulares ***!. Se ha mencionado que las tetraciclinas, particularmente doxiciclina y
minociclina tienen propiedades antiinflamatorias, independientemente de su accion

2

antibacteriana, al reducir la produccién de citosina y oxido nitrico ** y afectan menos la

flora bacteriana en comparacién con oxitetraciclina y clortetraciclina *°.

1.2.1 Actividad Antimicrobiana
El espectro antimicrobiano de doxiciclina es similar a otras tetraciclinas. Son

medicamentos de amplio espectro véase Cuadro 1. En general la doxicilina es mas eficaz

46-52

contra estreptococos, estafilococos y bacterias anaerobias y facultativas (a diferencia

de la oxitetraciclina que presenta cierta resistencia) *°. La mayoria de los miembros de las

53

enterobacterias son sensibles hacia la doxiciclina (Escherichia coli ®° y Vibrio cholerae).

Algunas cepas de Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa demuestran cierta



resistencia in vitro. Similar a las tetraciclinas, la doxiciclina tiene una buena actividad
contra micoplasma sp *!, Ureaplasma sp, Clamidia sp, >*°"-Coxiella sp vy rickettsia. Se han
utilizado con buenos resultados en el tratamiento contra Haemobartonella sp, en gatos,
Ehrlichia sp. en perros®®, Anaplasma sp. en bovino y psitacosis en aves®®, Se considera
como un medicamento de eleccion para el tratamiento de campilobacteriosis y
leptospirosis®®. La doxiciclina en bovinos ha sido utilizada para tratamiento en

31,61

enfermedades infecciosa del tracto respiratorio superior e inferior también se ha

utilizado en el tratamiento de piel y mucosas®, en el tracto urinario y genital®®, en el tubo

1°® y como profilaxis en la cirugia *.

gastrointestina
1.2.2. Mecanismo de accion

La doxiciclina es un antibidtico bacteriostatico; atraviesa la membrana celular de los
microorganismos por un proceso de transporte pasivo, a diferencia de otras tetraciclinas
que requieren de transporte activo dependiente de energia. En el citoplasma, la doxiciclina
se une reversiblemente a receptores de la subunidad ribosomal 30s. Inhiben la sintesis de
proteinas al interferir con la unién de la ARN-aminoaciltransferasa al sitio aceptor en el
complejo RNA mensajero. Esta unién inhibe la incorporacion de aminoacidos a la cadena
peptidica en crecimiento, inhibiendo de ésta manera la sintesis de proteinas®®®*. Una
caracteristica de éste tipo de medicamentos al ser bacteriostatico, es que el tratamiento
puede necesitar periodos prolongados de estancia, por lo que se le debe manejar como un

agente tiempo-dependiente, a diferencia de los antibiéticos bactericidas **®°.

1.2.3. Resistencia

La resistencia de algunos microorganismos hacia las tetraciclinas es transmitida por
plasmidos (el trasposén Tnl0), los cuales codifican para interferir con el transporte activo
de las tetraciclinas impidiendo su entrada a las células con ello no logran la concentracion
de la tetraciclina necesaria en el interior de la célula®®. Por ello la resistencia a la
doxiciclina es menos comun. No obstante, se ha propuesto que las bacterias llegan a

desarrollar pérdida de permeabilidad pasiva hacia las doxiciclina®.

1.2.4. Caracteristicas quimicas



Todas las tetraciclinas son sales cristalinas, anfoteras y acidas. EI componente
higroscopico en solucion acuosa forma facilmente sales con bases o &cidos. La
doxiciclina, es soluble en agua. Tiene un peso molecular de 462.4. Aparentemente el
coeficiente de particion de la doxiciclina entre octanol y bufer acuoso (HOH) se presenta
en un rango de pH de 2.1-8.5 y su punto isoeléctrico ocurre con pH de 5.6 *3. Una reaccién
similar ocurre también con cloroformo. La férmula estructural de la doxiciclina posee
grupos acidos, enoles y fenoles. En la Figura 2 se muestra la férmula estructural de la

doxiciclina hiclato.

1.2.5. Farmacocinética

La farmacocinética de la doxiciclina difiere grandemente de otras tetraciclinas. La mayor
diferencia es el incremento de la solubilidad lipidica y la unién a proteinas plasmaéticas °3
(en gatos de 98.35 %, en perros de 91.40%). Estas propiedades incrementan la

penetracion tisular y prolongan la vida media biolégica*®.

1.2.5.1. Absorcion

En la administracion oral, debido a su gran liposolubilidad, la absorcion es muy rapida y
completa (93%) y se ve muy poco afectada por la presencia de comida, a diferencia de la
tetraciclina,?> que forma quelatos con algunos iones bi- y trivalentes como el calcio,
magnesio, hierro y sales de zinc® La doxiciclina parece ser menos susceptible para
interaccionar con el calcio® y el zinc, ya que tiene baja afinidad por estos iones *° |
mientras que con el hierro se ha reportado que si decrece marcadamente su absorcién 2.
El pico de concentracién sérica de doxiciclina ocurre entre 2 y 3 horas después de su
ingestion. La doxiciclina pueden ser administradas por via IV o IM, con la desventaja que
su administracién por via IM es muy dolorosa *>*°. Esto ha evitado que se le comercialice

en el mundo.

1.2.5.2. Distribucién
La doxiciclina se distribuye en el organismo ampliamente. Se ha reportado que después
de la administracion oral en perros en dosis de 10 mg/kg, el pico de la concentracion

sérica ( 4 pg/mL) fue alcanzado hasta las 2-3 horas y decrecié a 1.5 yg/mL después de



las 24 horas®®. La vida media biolégica en perro se ha reportado de 10-12 horas. En
perros la proporcién de la concentracion tejido /suero fueron las siguientes: en corazon 2,
en pulmén, 1.3, en misculol.4, en higado 2.8 y en rifién de 3.8, De todas las tetraciclinas
solo la doxiciclina y la minociclina muestran una mayor penetracion al SNC (7-17 % de la

concentracion sérica), al 0jo, a los bronquios y a las glandulas préstaticas.

1.2.5.3. Biotransformacién y Excrecion

Hasta 1981 no se habian aislado metabolitos de la doxiciclina en orina y en heces, por lo
que se consideraba que la doxiciclina no se metabolizaba, no obstante, Bocker®’ reporté
gue del 5 % al 10% de la doxiciclina aplicada, si es metabolizada en el organismo. El
principal organo excretor de la doxiciclina es el intestino. En perros, la excrecion urinaria,
fecal y biliar es de 19%, 75% y menos del 5%, respectivamente®®. Aunque la doxiciclina
alcanza altas concentraciones en la bilis, la excrecion biliar se considera una via menor
en la eliminacion del farmaco, la excrecion fecal es la mayor ruta de eliminacion. La
primera generacion de tetraciclinas es eliminada principalmente por el rifion, pudiendo
alcanzar concentraciones téxicas cuando la funcioén del rifiébn se encuentra comprometida.
No siendo éste el caso de la doxiciclina, que en caso de ocurrir una falla renal, se da un
incremento compensatorio en la excrecion fecal del medicamento, por lo que puede
recomendarse como tratamiento en pacientes con falla renal®. Cuando el pH de la orina
es alcalino (7.5-8.0) se incrementa de 19 a 24% la eliminacién de la doxiciclina®. Las
tetraciclinas presentan circulacién enterohepatica. El tratamiento con doxiciclina en
animales de abasto podria ser limitado, debido a la persistencia del farmaco en el

organismo, en la leche®y el huevo’®.

1.2.6 Toxicidad y efectos adversos

Se ha publicado, que la doxiciclina, cuando se administra por via oral, ocasionalmente
puede causar vomito y nausea en el perro y gato®®, en éste Ultimo es mas comdn que
ocurran dichos efectos. También se ha reportado que puede llegar a causar fototoxicosis.
A la doxiciclina se le ha relacionado con reducida irritacion del tracto gastrointestinal y
superinfecciones®*. En el caballo, se ha recomendado la via IV de para minimizar la colitis

que pudiera causar,'® aunque se ha reportado que presenta un bajo impacto en la flora



intestinal, ya que cuando es eliminada por ésta via, se encuentra inactiva, conjugada o
quelada, lo que reduce la toxicidad ?*. Y por ultimo, su administracién por via IM es muy

dolorosa y puede causar inflamacion y lesién en los tejidos de aplicacion. "3

1.3 Sistemas de liberacion prolongada de medicamentos

Para un principio activo, la eleccion del o los vehiculos es determinante en modular la
intensidad y la duracién de los efectos terapéuticos. La mayoria de los estudios cinéticos
se basan en la tasa de depuraciéon del farmaco, dado que es la fase méas lenta de una
cinética IM o SC, sin embargo, si se disefia un vehiculo que obligue a una liberacion
sostenida y lenta de un farmaco, se dice que se define mejor con un modelo flip flop en el
que la fase de absorcién define mejor la estancia del farmaco en el organismo >%. Las
formas farmacéuticas simples presentan farmacocinéticas con limitaciones, para extender
su efecto mas alla de lo que la tasa de depuracién permite. Exceptuando el caso de la
administracion por infusion intravenosa continua, la liberacién del principio activo, se
produce generalmente de una manera rapida, ocasionando una gran fluctuacion entre las
concentraciones maxima y minima que se obtienen, tanto en el plasma, como en los
diferentes tejidos, lo que puede traer riesgo de toxicidad en algunos casos, o pérdida de

eficacia en otros.”®

Hay varios disefios de formas farmacéuticas de liberacién modificada ‘* que se pueden
observar en la Figura 3, entre ellas se encuentra el sistema de liberacion repetida, la cual
logra la liberacién del principio activo inmediatamente después de su administracion y
después de manera repetitiva e intermitente por un periodo mas prolongado. Sin embargo,
no mantiene niveles sanguineos uniformes dentro del rango terapéutico, otra modalidad
son los farmacos de liberacién prolongada, en la cual se da una liberacion lenta del
farmaco durante un periodo prolongado, logrando niveles casi constantes en el tejido o
células blanco, otra forma, es la liberacién retardada o diferida, que logra concentraciones
plasmaticas hasta de 72 h, pero se necesitan de 12 a 24 h para comenzar a liberarse 2>
En la actualidad se estan estudiando formas farmacéuticas o sistemas de liberacion

modificada que incluyen varias modalidades de liberacion en una sola presentaciéon y lo



que destaca es que las modificaciones estratégicas en su farmacocinética se basan en la

manipulacién de su liberacién. ™

El Objetivo de los sistemas de liberacion programada es el hecho de permitir la obtencion
a lo largo de todo el intervalo de dosificacion del medicamento, de niveles plasméticos y
tisulares sostenidos y terapéuticos, con un minimo de fluctuacién en las concentraciones
plasmaticas, lo que conlleva por otra parte a un mejor aprovechamiento y rendimiento del
farmaco utilizado particularmente en medicina veterinaria donde el manejo no puede
realizarse a intervalos cortos. Una ventaja adicional es que la cantidad de farmaco
administrada, en términos absolutos, se reduce significativamente, en comparacion con
formas farmacéuticas convencionales, dado que se logra un estado estable rapidamente.”®
Una de las formas de lograr liberacion programada es mediante la utilizacién de vehiculos
viscosos, formacion de suspensiones, que limitan la cesion por disolucion, preparacion de
derivados muy poco solubles en el medio acuoso, utilizacion de vehiculos no miscibles en
el agua, implantacion de formas farmacéuticas solidas en tejido subcutaneo, o por ultimo,
una de las mas exitosas, es la dispersion en microesferas de polimeros.?° Por otra parte,
la liberacién controlada de farmacos por procesos de difusion se clasifican en 1- Sistema
de membrana-reservorio, 2-Sistema matricial: y 3-Sistema de permeacion de membrana
2L77 "En el sistema matricial, el depésito de farmaco se prepara por dispersién homogénea
de las particulas de este Ultimo en una matriz polimérica, que es la que controla la
liberacién. Los polimeros pueden ser lipofilicos, hidrofilicos y polimeros porosos®. En el
presente trabajo se disefiard un sistema matricial de doxiciclina para la liberacion

prolongada del farmaco en bovinos a base de ciclodextrinas y polimeros.

1.3.1 Las ciclodextrinas (CD) como sistemas de liberacion
La CD son carbohidratos ciclicos formados por glucosa unidas mediante enlaces a-(1,4)
glucosidicos. Las CD presentan forma toroidal cuya cavidad muestra propiedades

hidrofébicas y los bordes exteriores resultan ser hidrofilicos 7973

(Ver figura 4). Una de las
propiedades mas relevantes de las ciclodextrinas es su habilidad para formar complejos
de inclusién (Cl) con una extensa variedad de moléculas, tanto en medio sé6lido como

liquido, asi como con algunos gases*®®. La formacién del CI se refiere al entrampamiento



de una o mas moléculas huésped incluida en la cavidad de una molécula anfitrion (CD),
sin tener lugar algin enlace covalente entre ambos®. Son dtiles como acarreadores de
farmacos al lograr mejorar algunas propiedades fisicas como disminuir la inestabilidad del
farmaco®, mejorar su solubilidad. Las CD cuentan con una estructura quimica bien
definida, con varios lugares susceptibles de sustitucion. Se puede contar con diferentes
tamafios de cavidades para albergar a huéspedes de diferente tamafio y poseen toxicidad
relativamente baja. Tienen cierta solubilidad en el agua. Proporcionan proteccion en contra

de la biodegradacion de algunos farmacos albergados labiles®3%4,

Los Cl son preparados usualmente en un medio liquido, los métodos dependen
esencialmente de las propiedades de la molécula huésped. En general las moléculas
hidrofdbicas tienen una alta afinidad por la cavidad de la CD en presencia de agua, debido
a que ésta proporciona una matriz microheterogénea semejante a un disolvente no polar®.
En solucion acuosa, la cavidad altamente apolar de la CD es ocupada por moléculas de
agua que estan en un estado energéticamente desfavorable (repulsion polar-apolar) y son
por consiguiente rapidamente substituidos por moléculas “huésped,” menos polares aun,
que esa fraccion del agua, generando una alta entalpia ° del sistema®*. Los complejos en
solucion no son especies estaticas, por el contrario, continuamente se intercambian con
las moléculas de substrato libre generando un equilibrio termodinamico y cinético.®

En solucion acuosa, la molécula “huésped” se encuentra dentro de la cavidad de la CD,
por lo cual el complejo es rodeado completamente por una multicapa de moléculas de

agua®.

La solubilidad acuosa del huésped usualmente se incrementa al aumentar la
concentracion de CD. Hay varios tipos de CD en el presente trabajo se utilizara la B-CD, la
técnica que se utilizara para formar el Cl de doxiciclina y B-CD es el “método de
amasado”, el cual es util para farmacos solubles en agua, ya que tanto la CD como el
substrato pueden ser disueltos en agua'®’®. Los Cl obtenidos son generalmente amorfos,

siendo por ello muy solubles y presentando una alta biodisponibilidad®.

D P . . . - . < . .
Entalpia cantidad de energia de un sistema termodinamico para romper enlaces y que éste puede intercambiar con su

entorno.



Algunas de las ventajas de las CD como vehiculo acarreador de farmacos, que son de

interés para la elaboracion del sistema matricial son las siguientes:

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

posteriormente entrar en la circulacion sistémica 5848°,

Reduccién de la irritacion local. La encapsulaciéon molecular de un farmaco en la
cavidad de la CD puede prevenir el contacto directo del medicamento con superficies

8789 En la

biolégicas, la irritacion local disminuye sin afectar los tejidos adyacentes
liberacion de un farmaco, el complejo se disocia en sus componentes (de acuerdo a la
constante de estabilidad) sin pérdida de los beneficios terapéuticos del medicamento. Por
consiguiente las CD actian como portadores que disminuyen el dafio al tejido debido a la
reduccion en las concentraciones efectivas de farmaco en contacto con la membrana. El
efecto de proteccion de las CD puede atribuirse principalmente a la afinidad pobre de los

complejos hidréfilos de los medicamentos por las membranas sarcolemales®®’.

Liberaciéon lenta de farmacos. Las CD hidrdfilas ionizables refuerzan la absorcion del
farmaco, mientras que las CD hidréfobas son utiles para la descarga lenta. Se pueden
obtener formulaciones de liberacion retardada usando la 6-0-(carboximetil)-O-etil-B-CD.
Las CD hidréfobas (como los derivados alquilados o acilados) son atiles como portadoras
de liberacién lenta para farmacos solubles en agua. Se ha reportado que se han
preparado sistemas de liberacion farmacolégica a base de algunos polimeros para
complejar la ciclodextrina, la velocidad de liberacion de éste farmaco depende del método
usado y puede ser incrementado o disminuido, por lo anterior es factible formar un sistema
de liberacion con ciclodextrina y polimeros (poloxamero, chitosan y carbopol) y liposomas

para lograr un sistema de liberacion prolongada con doxiciclina®®.



1.3.2 Polimeros como sistemas de liberacion modificada
Una vez incluida la doxiciclina en la ciclodextrina se procedera a incluir esta preparacion
en un polimero, se realizaran formulaciones con carbopol, poloxamero y chitosan con el fin

de seleccionar la presentacion que logre una liberacion prolongada de mas de 2 dias.

1.3.2.1. Carbopol

Los carbémeros son polimeros sintéticos de alto peso molecular entrecruzados, derivados
del &acido acrilico. Su caracteristica mas importante consiste en su gran capacidad de
hidratacion y que al absorber el agua son facilmente hinchables. Su naturaleza hidrofilica y
Su estructura entrecruzada, los hacen candidatos altamente potenciales para su uso en
sistemas de liberacion controlada de farmacos®” ademas de que generan en la mayor

parte de los casos mecanismos de liberacion de orden cero %*.

El polimero en pH alcalino, sufre una ionizacion del grupo del acido carboxilico, debido a
qgue ocurre una repulsion ionica, la cual es manifestada a nivel macro como un aumento de
volumen y la cadena del polimero se relaja completamente, lo cual facilita la formacién de
redes tridimensionales que permiten la liberacién o la retencién del farmaco. Cuando las
cadenas de carbopol se relajan lo suficiente permiten la liberacion del farmaco a través de
los poros que se forman como producto del hinchamiento. (Véase Figura 5). Como se trata
de un polimero sintético, es eliminado del cuerpo sin sufrir degradacién alguna, ademas es
importante mencionar que los efectos producidos por el carbopol son mas reproducibles
que aquellos que puedan obtenerse de polimeros naturales, dado que su método de
sintesis es mas controlado, lo que permite conocer el porcentaje de polimero obtenido, la

cantidad de monémero residual y la composicion total del mismo (peso molecular) %.

En los Ultimos afios, las resinas carboméricas han tenido gran éxito como matrices para la
liberacién controlada de farmacos administrados por via oral y parenteral.*® Este polimero
es compatible con muchos ingredientes activos y excipientes, 10 que permite disefar
presentaciones con caracteristicas deseables.?> *>* Debido a sus propiedades, ha sido
usado como matriz en gel en suspensiones y cremas para uso externo 0 como matriz

bioadhesiva para formulaciones bucales, rectales y nasales. Se ha investigado la adicion



de carbopol en diferentes formulaciones como transportador de farmacos. MaclLean,
(1995) °2 estudi6 la liberacién de péptido /proteina a partir de un polimero de hidrogel
(carbopol-940) por via SC en ratas, se observé un incremento en la vida media y la
concentracién. Por otro lado Ikechukwi, (1999) * investigé a su vez, la formulacién de
carbopol 971 P que contenia apomorfina, agonista dopaminérgico para el tratamiento de
Parkinson, para evitar la redosificacion (10-15 veces/dia), se midi6 la liberacion in vivo
después de la administracion SC e intranasal en conejos y se observé una liberacion
sostenida del farmaco por encima de 8 h en comparacion con las 3 h que se logran con las
presentaciones convencionales. Otros ejemplos de los farmacos que se han estudiado

formulados en vehiculo de carbopol se incluyen piroxicam®!, y diclofenaco sédico®.

1.3.2.2. Poloxémero

También se le conoce como lutrol o pluronic. Estos copolimeros han sido utilizados en las
formulaciones farmacéuticas como vehiculos de liberacion de farmacos, a causa de su
habilidad para autoagregarse, formando micellas, microemulsiones o fases liquidas
cristalinas. (Véase Figura 6). Tales estructuras son interesantes porque pueden mejorar la
solubilidad, pueden también reducir la degradacion hidrolitica y se puede lograr una

d®1% [ as micelas

liberacion controlada, lo que consigue mejorar la biodisponibilida
poseen un centro hidrofobico de éxido de propileno y una corona hidrofilica de 6xido de
etileno que son capaces de solubilizar sustancias hidrofobicas, una notable caracteristica
de este sistema, es que su autoensamble es altamente dependiente de la temperatura.
Méas especificamente, un incremento en la temperatura facilita la autoasociacion,
resultando una fuerte disminucién en la concentracion critica de micelizacion (cmc).
Varias técnicas han sido descritas en la literatura para medir la cmc de los polimeros, tales
como espectroscopia con luz fluorescente, y resonancia magnética nuclear. La
micelizacion y la gelacién son afectadas por varios factores como son: la temperatura, la
composicién de los copolimeros, el peso molecular, la concentracion y la presencia de
cosolutos, tales como surfactantes, electrolitos y sustancias hidrofébicas. Para lograr que
el sistema tenga una temperatura de gelacion entre la temperatura ambiente y la
temperatura corporal dependera del pH (ionizacién del farmaco) y la concentracién de los

componentes de la formulacién®®1.



Estos sistemas de microemulsion presentan varias ventajas sobre las formulaciones
basadas en emulsién entre las que se incluyen: buena estabilidad, facil preparacién, se
logra un pequefio tamafio de particula comparado con la emulsion y por ultimo el
mejoramiento en el manejo debido a la transparencia de la formulacion. Las propiedades
de gelacion pueden ser controladas al incrementar la concentracion de solutos

adicionados a la formulacion®*.

Las emulsiones oleosas en agua presenta ciertas ventajas en la administracion topica,
como son: miscibilidad en agua, puede ser lavable, facil difusidén en el sitio de aplicacion y
un bajo grado de irritacion. Las microemulsiones son sistemas bien conocidos por su
excelente larga estabilidad y facil preparacion. Estos son definidos como sistemas que
contienen agua, aceite y constituyentes amfifilicos constituidos de un Unico punto
isotrépico oOptico y termodinamicamente estable en solucion liquida. La emulsion
homogenizada es cinéticamente estable, pero termodinamicamente inestable a la
dispersion. Por lo anterior el tamafio de la gota de la emulsion aumenta continuamente a
través del tiempo separando la emulsion en 2 fases macroscépicas. Las propiedades de
las microemulsiones por otro lado, son independientes del tiempo (en la ausencia de
degradacion quimica) y son independientes en el orden de la mezcla. La estructura de la

microemulsién puede ser aceite en agua (o/w) o agua en aceite (w/o) o bicontinua®®.

Se ha investigado sobre el poloxadmero como vehiculo para farmacos, tanto para la

aplicacion oral como parenteral. °%%%1%7

un ejemplo es la formulacion que contiene
tetraciclina para el tratamiento periodontal, en la que se prepararon 2 poloxameros semi-
solidos, poli (oxietilen) poli (oxipropilen) y monoglicéridos respectivamente. Su
administracion se realiz0 con un equipo inyectable para la liberaciéon del paquete
periodontal, la liberacién del farmaco, se caracterizé por una transicion sodlida-gel que
partié de la presentacion semisélida del paquete peridontal. También se determiné in vitro
la liberacion del farmaco. Estos estudios indican que ambos poloxameros y gel
monogliceridos pueden ser aplicados subgingivalmente y producen una significativa

8

mejora en la liberaciéon sostenida de farmacos.'®®. Por otra parte se desarrollé una

formulacién a base de gel de poloxamero 407 para la liberacion de insulina en ratas,



aplicada por via SC, se observo que el efecto hipoglicemiante fue mas prolongado que con
la formulacién convencional (0.5 h a 4 h)®, En otras investigaciones se elaboré una
formulacién topica con lidocaina y pilocarpina, los resultados mostraron que dicha
presentacion tuvo un rapido inicio de accion y no fue irritante. Los copolimeros logrados
mostraron gelacion dependiente de temperatura inversa, la formulacion mostro baja
viscosidad a temperatura ambiente y se consiguié un gel rigido elastico a temperatura
corporal. Esta presentacion pudo ocupar la cavidad periodontal y se aplicé facilmente,
debido a la baja viscosidad después de la forma de gel rigido, que asegurd una efectiva
fijacion de la formulacion en el sitio de aplicacion. Después del tratamiento el gel puede
ser removido por simple lavado con agua fria.’®®, Entre otras formulaciones que se han
preparado destacan ibuprofeno. ' Estos estudios demuestran que el poloxamero como
vehiculo para la aplicacion parenteral incrementa la estabilidad de los farmacos labiles y

para prolongar la liberacién, en aquellos que tienen corta vida media biolégica. %

1.3.2.3. Chitosan.

La historia del chitosan data de 1859, pero apenas en los ultimos 20 afios se ha venido
investigado sobre este polimero. Recientemente las microesferas o nanoesferas de
chitosan se han considerado con un gran potencial en la aplicacién farmacéutica para la
liberacion controlada de farmacos, principalmente para incrementar la absorcion y

prolongar la liberacién de farmacos y macromoléculas *?*1°

, se ha demostrado que
mejora la disolucién de farmacos poco solubles en agua y también por sus propiedades
bioadhesivas y porque se considera biocompatible, biodegradable y carece de efectos
alergénicos (DL 50 16 g/kg administrado por via oral en ratones) y por su alta densidad de

carga. '’

El chitosan es un polimero natural biodegradable linear de biopoliaminosacarido B (1,4)
unida a N-acetil-glucosamina. El chitosan consta de copolimeros de glucosamina y N-
acetil-glucosamina (Ver Figura 7). El chitosan tiene un amino béasico y dos grupos hidroxilo
libre por cada Cg formados. Es facilmente obtenido por desacetilacion alcalina de chitin el
segundo polisacarido mas ampliamente distribuido en la naturaleza, después de la

celulosa 8. Debido a la facil disponibilidad de los grupos amino libres de chitosan puede



cargarse positivamente y debido a las fuerzas electrostaticas pueden interaccionar con
superficies mucosas cargadas negativamente en su superficie o0 bien quelar metales

i6nicos (cobalto).

El chitosan es una base débil e insoluble en agua y disolventes organicos, es soluble en
soluciones acidas y ligeramente soluble en soluciones alcalinas®. Su formacién de gel
puede ser obtenido por interaccién de chitosan con iones opuestos de bajo peso molecular
como polifosfatos, sulfatos y con la unién de glutaraldeido. La propiedad de gelacion del
chitosan permite un amplio rango de aplicaciones como la de recubrir productos
farmacéuticos y alimentos. °'?> Entre otras aplicaciones farmacéuticas en que se ha
utilizado destacan su uso como vehiculo para la comprension directa de las formas
farmacéuticas sélidas, como desintegrante. El 93% de los farmacos cargados en chitosan

presentan un perfil de liberacién cercano al orden-cero.

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

farmacos por via oral como parenteral.

El uso de chitosan en preparacion inyectable ha recibido reciente atencion. Los
transportadores poliméricos biodegradables ofrecen una ventaja como transportadores de
farmacos para la liberacién prolongada de componentes de bajo peso molecular hasta
farmacos macromoleculares. Jameela et al, mostro0 al usar toxoide de difteria (DT)-
cargado en chitosan, que los anticuerpos se mantuvieron constantes por un periodo, de 5
meses demostrando el potencial para el uso de las microesferas de chitosan como
vehiculo de liberacion de farmacos de larga accion. Se ha preparado prednisolona
retenida en perlas de gel de chitosan, al 10% de solucién acuosa de aminoacidos (pH 9.0)

y fue administrada SC en el dorso de ratones y se observd una liberacion sostenida que



permitié una dosis efectiva minima local y una prolongada duracion de la actividad del

farmaco.

El chitosan es biodegradado naturalmente por hidrolisis con lisozima. El producto de
degradacion es atoxico, no inmunogénico y no carcinogénico. Por otra parte Onishi y
Machida®*® investigaron in vivo la biodegradacién del chitosan soluble en agua en ratones.
Los resultados muestran que aproximadamente el 50% del material fue desacetilado y que
no hay bioacumulacion de estos productos. Basado en estos estudios, se hace evidente
que el uso del sistema de las microparticulas de chisosan representa una efectiva opcién

para la liberacién de medicamentos por via parenteral.

De ésta manera la formulacién a partir de un polimero (carbopol poloxamero o chitosan) y
la ciclodextrina, puede mejorar el efecto sistémico de los antimicrobianos y otros farmacos
al tiempo en que se reducen los efectos colaterales y respuestas inmunes de rechazo. No
obstante debe cuidarse que sus componentes no sean tOxicos, inmunogenicos y sean
preferentemente biodegradables. Si se considera que los antibacterianos tiempo-
dependientes requieren sistemas que permitan controlar la velocidad de liberacion de un
farmaco, se pueden basar en la generacion de polimeros y hacer Optima la
farmacocinética del principio activo, asi como favorecer su llegada al sitio de accién con un
régimen de dosificacion que permitan una buena absorcién y eliminacion. Desde esta
perspectiva, es factible que se pueda elaborar un preparado de liberacién prolongada a
base de ciclodextrinas — polimeros que incluyan en su interior doxiciclina y de esta manera
alargar su tiempo de accion, una variable, que como ya se mencion0, se considera muy
importante para este grupo de antibacterianos y al mismo tiempo aliviar el dafio a tejido

muscular que sigue a la aplicacion de la doxiciclina.

1.4. Justificacion

Dado que las tetraciclinas son antibacterianos clasificados como tiempo dependiente,
requieren mas de una estancia prolongada a concentraciones plasmaticas terapéuticas,
gue concentraciones elevadas en poco tiempo. Por esta razén, es factible pensar, que su

inclusiéon en un sistema de liberacion prolongada, mediante su inclusibn en matrices



poliméricas, puede generar preparados farmaceéuticos que brinden concentraciones
terapéuticas sostenidas por mas de 2 dias y con ello un disefio de aplicacion parenteral
mejor, con respecto a los preparados hasta ahora disponibles a nivel mundial. Se eligié a
la doxiciclina porgue es en términos generales 60 veces mas potente que la tetraciclina, de
los denominados de corta accion y también por su alta liposolubilidad. Si se estudia la
doxiciclina para su inclusién en estos sistemas de liberacién y se define la farmacocinética
de este tipo de preparados, se puede contar con un nuevo farmaco, sin haber invertido los
costos que habitualmente exige el reto de generar un nuevo antimicrobiano en medicina

veterinaria, en particular para becerros.



2. Hipotesis

Si se logra una formulacion matricial de doxiciclina hiclato a partir de B- ciclodextrina y
polimeros (carbopol , poloxdmero y chitosan) entonces se puede obtener una liberacion
sostenida logrando concentraciones terapéuticas por mas de 2 dias, después de una sola
aplicacion del preparado después de la aplicacion de una dosis de 10 mg/kg por via

subcutanea.

3-Objetivo General
Lograr una formulacién de liberacion prolongada de hiclato de doxiciclina para aplicacion
parenteral a partir de preparados a base de [B- ciclodextrina y polimeros (carbopol ,

poloxamero y chitosan) y definir sus variables farmacocinéticas en becerros.

4-Objetivos Particulares

4.1 Elaborar el rotocolo de preformulacién, Formulacién y Estabilidad.

4.2  Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de los disolventes a emplear y los cuales
deben de estar aceptados por las regulaciones sanitarias.

4.3 Estudiar la formacion de complejos de inclusion con la B-ciclodextrinas por el método
de amasado

4.4 Determinar cuél es la proporcion oOptima de B-CD:huésped para obtener una
formulacidn final de liberacién prolongada que mantenga la concentracion terapéutica
de DOX-h por més de 48 h.

4.5 Elaborar formulaciones a base de DOX-h -8 ciclodextrina —carbopol para evaluar los
componentes de la mezcla mas adecuados para obtener una formulacion estable.
4.6 Elaborar formulaciones a base de DOX-h -B ciclodextrina —poloxamero para evaluar
los componentes de la mezcla mas adecuados para obtener una formulacion estable.
4.7 Elaborar formulaciones a base de DOX-h -chitosan para evaluar los componentes
de la mezcla mas adecuados para obtener una formulacion estable.

4.8 Obtener una formulacion final de liberacién sostenida que mantenga la
concentracion terapéutica de doxiciclina.

4.9 Seleccionar la formulacion de liberacion sostenida de DOX-h logrando su
reproducibilidad.

4.10 Evaluar la actividad microbiolégica del preparado de liberacion sostenida



4.11 Evaluar la toxicidad de la presentacion farmacéutica de liberacion sostenida en
ratas y despueés en becerros.

4.12 Determinar la concentracién plasmatica vs. tiempo de la doxiciclina mediante un
método microbioldgico y de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), posterior a
la administracion SC del preparado de liberacion sostenida de DOX-h en ratas y
becerros clinicamente sanos.

4.13 Determinaciéon con modelos compartamentales para calcular las variables
farmacocinéticas del preparado de liberacién sostenida de DOX-h, con la ayuda del

programa de cémputo Origen 4 y Pk Analisis Software.

5. Justificacién

Dado que las tetraciclinas son antibacterianos clasificados como tiempo dependiente,
requieren mas de una estancia prolongada a concentraciones plasmaticas terapéuticas,
gue concentraciones elevadas en poco tiempo. Por esta razén, es factible pensar, que su
inclusion en un sistema de liberacion prolongada, mediante su inclusion en matrices
poliméricas, puede generar preparados farmaceéuticos que brinden concentraciones
terapéuticas sostenidas por mas de 2 dias y con ello un disefio de aplicacion parenteral
mejor, con respecto a los preparados hasta ahora disponibles a nivel mundial. Se eligié a
la doxiciclina porque es en términos generales 60 veces mas potente que la tetraciclina, de
los denominados de corta accion y también por su alta liposolubilidad. Si se estudia la
doxiciclina para su inclusién en estos sistemas de liberacién y se define la farmacocinética
de este tipo de preparados, se puede contar con un nuevo farmaco, sin haber invertido los
costos que habitualmente exige el reto de generar un nuevo antimicrobiano en medicina

veterinaria, en particular para becerros.



6-Material y métodos

La fase analitica se realizé en los laboratorios del departamento de Farmacia de la
Facultad de Quimica y en los laboratorios del departamento de Farmacologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, ambas de la Universidad Nacional
Auténoma de México, ubicada en la Ciudad Universitaria. El presente estudio fue
aprobado por el Comité de Investigacion de Posgrado, Cuidado y Uso de Animales
Experimentales, de acuerdo a la Regulacion Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999, y fue llevado a cabo en granjas experimentales de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Autonoma de México. El trabajo de campo
se realiz6 en las instalaciones del Centro de Ensefianza, Préctica, Investigacion en
Produccion y Salud Animal (CEPIPSA), que se encuentra ubicada en la carretera
federal México-Cuernavaca en el km 28.9 en la delegacion Tlalpan del DF, en la
latitud Norte 19° 11" y longitud oeste de 99° 8, a una altura de 2760 msnm, con
una temperatura promedio de 19° C y una precipitacion pluvial de 800 a 1200
mm*?® y en el CEIEPASP. Este centro se localiza en el Km 68 de la carretera
Atizapan-Jilotepec, Chapa de Mota, Edo. de México. Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Produccion Agro-Silvo Pastoril. Las ratas Wistar
incluidas fueron obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, también de
la UNAM. El principio activo y los excipientes utilizados se mencionan adelante.
Para el disefio y formacioén del sistema matricial de liberacion prolongada de hiclato

de doxiciclina se siguid el siguiente diagrama de flujo
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— Evaluacion
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6.1 Fasel deinvestigacion

Protocolo de preformulacién. Estudios que se realizaron sobre el principio activo,
solo y acompafado de excipientes con el fin de aportar elementos suficientes para
obtener un medicamento estable, biodisponible, aceptable por el paciente y el

médico, y que pudiera ser fabricado por medio de un proceso industrializable.

En el presente estudio se trabajé con un producto innovador ya que se trata de una
nueva ruta de administracién, forma farmacéutica y sistema de liberacion, aunque
el principio activo hiclato de doxiciclina ya es un farmaco conocido por lo que sus
propiedades ya se encuentran reportadas, tales como la relacion toxicidad-
actividad-seguridad, la influencia con la ruta de administracion, la frecuencia de la

dosis y el riesgo potencial de toxicidad clinica.

Los resultados de los estudios de preformulacion tuvieron como propdsito obtener
informacion tanto bibliografica como experimental que permitiera al formulador
tomar decisiones sustentadas a lo largo del proceso de desarrollo del
medicamento. Ya que un trabajo de preformulacién completo, planea y organiza los
estudios para que éstos sean Utiles y especificos a los objetivos proyectados,
reduce el riesgo de fracaso en el desarrollo asi como el tiempo y costo empleados,
debido a que es posible identificar los factores criticos en el desarrollo de un

medicamento.

Después del disefio y administracion de varios Sistemas matriciales de hiclato de
doxiciclina de liberacion prolongada en ratas Wistar y becerros, se procedié a

seleccionar uno de los preparados, tomando en cuenta lo siguiente: Estabilidad,



gue mantuviera concentraciones terapéuticas de mas de 2 dias y que no
presentara toxicidad en los animales. Se eligio el preparado de hiclato de
doxiciclina de larga accion (DOX-h-LA) formulado a base de poloxamero 407 y B-
ciclodextrina. Unicamente de este preparado se presenta el protocolo de
preformulacion y formulacion, asi como también las pruebas de toxicidad aguda en
becerros y ratas, también se inoculé la DOX-h-LA en bovinos adultos, en borregos
y cabras, con el fin de determinar si no hay diferencia en las concentraciones

séricas en estas especies.

6.1.1 Definicion del proyecto y perfil del producto
Se llevé a cabo la definicidbn del medicamento que se deseaba desarrollar, se
establecieron los objetivos claros que permitieran concentrarse en el perfil del

producto y poder de esta manera plantear la mejor estrategia de trabajo.

a) Nombre del proyecto: Hiclato de doxiciclina inyectable de larga accion
(DOX-h-LA)

Principio Activo: Hiclato de doxiciclina

Dosis: 10 mg/kg

Forma Farmacéutica: Inyectable

Via de Administracion: Subcutanea

Tipo de liberacion: Liberacién modificada

Indicacién Terapéutica: Antibiético de amplio espectro para ganado bovino

b)Tipo de producto Innovador Genérico
Combinacion de Activos: No

Otra Combinacion: doxiciclina + 3-Ciclodextrina + poloxamero 407 de esta manera
se pretende evitar el dolor y reducir la irritacion local a la aplicacion parenteral
ademas de incrementar la estabilidad del principio activo y lograr una liberacién
modificada del activo.

A que mercado va dirigido Nacional Internacional




Tipo de poblacion a la que va dirigido: Becerros

c) Restricciones de disefio
Aspecto del producto: Solucion liquida de color amarillo claro.
Material de empaque: primario: Frasco ampula de vidrio (Tipo 1) de dosis
multiple de color ambar de 100 mL / tapones y casquillos/ secundario:
caja con 1 frasco
Excipientes: R-Ciclodextrina, antioxidante, propilenglicol, etanol,
poloxamero 407.

Formulacién de los componentes: Hiclato de Doxiciclina 10.0g

excipientes cbp 100mL

Restricciones del proceso: Fabricar en areas con poca humedad relativa,

y aséptica clase 1000 y pesar en campana de flujo laminar

d) Estudios especiales proyectados: Se probo en animales de laboratorio y en

ganado bovino, caprino y ovino.

e) Autorizacion
Realiz6: MVZ MC Dinorah Vargas Estrada
Asesor: Dr. Héctor Sumano Lopez

Asesor Tecnico: QFB MC Norma Gonzalez Monzon,

6.1.2. Estudio de Factibilidad
Se realiz6 un analisis del entorno, se identificaron aquellos factores externos que
pudieran, en un momento dado, cambiar el rumbo del proyecto, se replantearon
algunos de los objetivos e incluso se evaluo la factibilidad de los primeros objetivos
ya establecidos.

a) Datos Generales:
Principio Activo: Hiclato de doxiciclina
Sinénimos: Clorhidrato de Doxiciclina
Estructura molecular:

{Cz22H2sN20ge HCljz «C2HaC+H20



2-Naftacenecarboxamida, 4- (dimetilamino)- 1, 4, 42, 5, 5%, 6, 11, 12%-
octahidro- 3, 5,10,12,12%-pentahidroxi-6-metil-1-1 1-dioxo-
monohidroclorada, compuesto. Con etanol (2:1), monohidrato (4S-(4a , 4% a
, 9 a, Sa a, 6 a, 12a a))-4-(Dimetilamino))-1.4.4%.5.5%.6.11,12%*-octajodrp-
3,5,10,,12,12%-pentahidroxi-6-metil-1,11-de monohidroclorado, compuesto

con etilalcohol (2:1), monohidrato (24390-14-5)

b) Propiedades fisicas Aspecto: Polvo cristalino amarillo, higroscopico, se
solubiliza libremente en agua y en metanol, Con moderacién es soluble en alcohol.
Si se disuelve en soluciones alcalinas de hidréxido y de carbonatos,. en solucién a
1% en agua tiene un Ph de 2 — 3. Rotacion optica — 105" a — 120°. Absorbancia
especifica de 300 a 335 y la méxima a 349 nm, metales pesados no mas de 50
ppm, absorcién de luz por impurezas no mas de 0.07, etanol no méas de 4.3 — 6.0%,

agua 1.4 — 2.8%. Peso molecular: 513 g.
c) Estabilidad del Principio Activo. La luz ultravioleta causa oxidacion. El agua
oxigenada causa oxidacion. En pH menor a 2 y mayor de 8 causa pérdida en la

potencia antimicrobiana.

d) Incompatibilidades: Con gases disueltos en agua y es incompatible con

soluciones alcalinas.

e) Polimorfos: No se han reportado

f) Desempeio Biol6gico. Su clasificacion biofarmacéutica es Clase Il — Alta

permeabilidad, Baja solubilidad ©

Farmaco doxiciclina

Maxima fuerza de dosis 100 mg

Definicién de solubilidad Vss (muy ligeramente soluble en agua)*
Solubilidad (mg/mL) 0.1/1

Numero de dosis (Do) 4

CLogP 0.60

pKa(s) 3.66

Clase terapéutica antibacterial, antimalarial




log P-based 4
CLogP- base 4

E Table . Drugs in the Top 200 U.S. Drug Product List® Molecular Pharmaceutics, ASAP Article
10.102}g{np034006h S1543-8384(03)04006-1 Web Release Date: December 17, 2003 Copyright ©
2003.

g) Farmacopea en las que se encuentre reportado el principio activo.

Farmacopea Pagina | Forma farmacéutica
USP NF 2002 619 Polvo

USP NF 2002 621 Inyectable

Britdnica 2004 702 Polvo

h) Productos de hiclato de doxiciclina inyectable de larga accion que existan
en el Mercado Nacional e Internacional:

Ninguno

i) Patentes del Principio Activo: No existe ninguna patente que trate acerca de

un

producto matricial de doxiciclina de liberacion prolongada.

J) Fabricantes de Materias Primas:

Materia Prima Proveedor Direccion
Doxiciclina hiclato Pronaquim, Cerrada Calzolco No. 22 Col. Pedregal Sto
S.A.de C.V. | Domingo 04369 México, D.F Tel: (+55) 5421-
1552, Fax: (+55) 5617-5153
Doxiciclina hiclato Anglo Corp. Teléfonos: 55-74-29-06 / Fax: 55-74-06-18/
S.A.de C.V. | bixter@mail.internet.com.mx / Direccién: Auv.
México #99-202, Col Hipédromo Condesa CP
06170, Mex. D.F.
B-cyclodextrina. Sigma- Cerestar Pharmaceutical Excipients
Cycloheptaamylose; Aldrich http://www.cerestarexcipients.com/cyclodextrin.ht
Schardinger B-Dextrin; Quimica S.A. | ml
cyclomaltohepatose [7585- | de C.V.
39-9] Cyp Hyp O35 FW
1135 C4767 min 98%
Antioxidante, Propilenglicol y | Central de Naucalpan de México Tels: 55 60 81 11, 55 60 81
Etanol Drogas S.A. 23 www.cedrosa.com.mx
de C.V.
Poloxamero 407 BASF de Calle 4 #25-C Fraccionamiento Industrial Alce
Mexico, Blanco, Naucalpan Edo. De Mexico. Tel 10 83 45
Nutrer de 00 10 83 45 02 www.nutrer.com.mx
Mexico

6.1.3. PREFORMULACION
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Poloxamero 407

Sinonimos: Lutrol F127, Pluronic, Monolan, Pcloxalkol, Copolimero polietilen-
propilen glycol, Copolimero polioxietilen-polioxipropilen, Supronic, Synperonic

Categoria Funcional: Agente Emulsificante, Solubilizante e Humidificante

Uso Concentracién Recomendada( % ) ***

Agente gelante 15-50

Agente estabilizante 1-5

Agente Humectante 0.01-5

Via Concentracién en medicamentos aprobados por la FDA'®

Oftalmico | 0.16-0.2%

Oral 5-12.6%

ToOpico 1-155%

Seguridad | Via | Dosis Tiempo del | Toxicidad **

Tratamiento

Conejos y v 0.5 g/kg/dia 14 dias No se observé

perros

Ratas Oral | 3—-5% alimento | 2 afios No se observé

Ratas Oral | 75 % Disminuyo el porcentaje
de crecimiento

Especie Via Toxicidad aguda ( LD50) ¥/
Raton \Y 1 g/ kg
Ratén SC 5.5 g/kg
Rata \Y% 7.5 g/kg
Especie | Via Tratamiento Porcentaje de Poloxdmero que se
propuso en el preparado DOX-h-LA
Becerro | SC 1 sola 15% en 100 mL
aplicacion
Especie | Via Tratamiento Cantidad de Poloxamero administrada
del preparado DOX-h-LA
Becerro | SC 1sola 0.015 g/ kg de peso corporal
aplicacion

Nota: La cantidad de Poloxamero 407 propuesta en el preparado DOX-h-LA
esta dentro de las especificaciones de bioseguridad investigadas.




Propilenglicol

Sinénimos: 1,2-Dihidroxipropano, 2-hidroxipropanol, metil etilen glicol, metil glico,
propano 1,2 diol.
Categoria Funcional: Preservativo antimicrobial, Desinfectante, Humectante,

Plastificante, Solvente, Estabilizante para vitaminas, Cosolvente miscible en agua.

Uso Forma de dosificacion | Concentracion recomendada ( % ) ***
Humectante | Topica 15
Preservativo | Soluciones y 15-30
Solvente o semisolidos 10-60
Cosolvente Parenteral Topica 5-80
Via Concentracién en medicamentos aprobados por la FDA'®
IM 40-82%
\Y, 30-82%
Transdermal 25 %
Seguridad Via Dosis Tiempo Toxicidad™*
Tratamiento
Ratas Oral 30 ml/ kg en la | 6 meses No se observé
dieta
Perros Oral 2 g/kg 2 afnos No se observé
Especie Via Toxicidad aguda (LD50)***
Ratén \Y 7.6-8.3 g/ kg
Ratén SC 15.5-19.2 g/kg
Rata \Y% 6.2-12.7 g/kg
Rata SC 21.7-29 g/kg
Rata IM 13-20.7 g/kg
Perro \Y 25.9 g/kg
Especie | Via | Tratamiento | Porcentaje propuesto en DOX-h-LA
Becerro | SC | 1sola 15% en 100 mL
aplicacion
Especie | Via | Tratamiento Cantidad administrada en DOX-h-LA
Becerro | SC | 1 sola aplicacion | 0.015 g/ kg de peso corporal

Nota: La cantidad de propilenglicol propuesta en el preparado de DOX-h-LA
esta dentro de las especificaciones de bioseguridad investigadas.




Etanol

Sinénimos: Alcohol etilico, hidréxido de etilo, carbinol metilico.

Categoria Funcional: Preservativo antimicrobial, Desinfectante, Solvente.

124

Uso Concentraciéon (%)
Preservativo antimicrobial 10
Solvente en solucion inyectable Variable
Solvente en productos topicos 60-90
Via Concentracién en medicamentos aprobados por la FDA™®
IM 6.1-12%
v 0.94 - 49%
SC 0.945 - 6.1- %
Especie Via Toxicidad aguda (LD50)***
Ratén \Y 1.97 g/ kg
Ratén SC 8.29 g/kg
Rata \Y% 1.44 g/kg
Especie | Via Tratamiento Concentracion propuesta en DOX-h-LA
Becerro | SC 1 sola 10% en 100 mL
aplicacion
Especie | Via Tratamiento | Concentracién administrada en DOX-h-LA
Becerro | SC 1 sola 0.010 g/ kg de peso corporal
aplicacion

Nota: La cantidad de etanol propuesta en el preparado DOX-h-LA esta dentro
de las especificaciones de bioseguridad investigadas.

Bisulfito de Sodio

Categoria Funcional: Antioxidante

Uso Concentracién recomendada ( % ) ***
Antioxidante 0.01-1

Via Concentracion en medicamentos aprobados por la FDA'*
IM 0.1-5.18%

v 0.1-10%

SC 0.1-0.15%




Seguridad Via Dosis Toxicidad***
WHO (humanos) Oral 7 mg/kg/dia No se observd
Especie Via Toxicidad aguda (LD50)'**
Rata \Y 0.12 g/kg
Especie | Via | Tratamiento Concentracion propuesta en DOX-h-LA
Becerro | SC | 1 sola aplicacion | 1% en 100 mL
Especie | Via Tratamiento | Concentraciéon administrada en DOX-h-LA
Becerro | SC 1sola 0.001 g/ kg de peso corporal

aplicacion

Nota: La cantidad de bisulfito de sodio propuestal en el preparado de DOX-h-
LA esta dentro de las especificaciones de bioseguridad investigadas.

Beta ciclodextrina

Sindnimos: beta-cicloamilosa, betadex, beta-dextrina cicloheptaamilosa,

cicloheptaglucano, ciclomaltoheptosa, kleptosa.

Categoria Funcional: Solubilizante, Estabilizante.

Via Concentracién en medicamentos aprobados por la FDA™*
IM 44.1 %
\Y; 0.4%
Especie Via Toxicidad aguda (LD50)'**
Ratén SC 0.41 g/ kg
Rata W 1 g/kg
Rata SC 3.7 g/kg
Especie | Via Tratamiento Concentracién propuesta en DOX-h-LA
Becerro | SC 1 sola 2% en 100 mL
aplicacion
Especie | Via Tratamiento | Concentracién administrada en DOX-h-LA
Becerro | SC 1sola 0.00022 g/ kg de peso corporal
aplicacion

La cantidad de beta ciclodextrina propuesta en el preparado de DOX-h-LA esta
dentro de las especificaciones de bioseguridad investigadas.




b) Efectos secundarios reportados en presencia de algunos de los

componentes del vehiculo arriba mencionados:

Excipiente |Preparadoy Efecto Secundario Observado Cita
Dosis Bibliografi
administrada ca
(mg/kg)

13- Tetraciclinas con | Examen Histolégico: moderada inflamaciéon | Domingue

ciclodextri- | R-ciclodextrina 1:1 |alas 24 h, z, 2004 ®

na molar implante
subcutaneo en
ratén

Poloxamero | 15 mg/ kg de No induce hiperlipidemia, no altera los|Blonder,

407 P-407 (22%) 0 niveles sanguineos de triglicéridos y|1999%%
27.5 mg/kg por via | colesterol. como se ha reportado
intramuscular en | previamente. Este porcentaje de adicion de
conejos P-407 se puede utilizar con seguridad para

la liberacién farmacéutica controlada.

Poloxamero | 1 g/kg en ratas Induce hiperlipidemia asociada con marcada | Johnston,

407 Intraperitoneal alteracién en enzimas responsables del|2003%2®

metabolismo lipidico

Poloxamero | 500 mg P-407/kg | Induce hiperlipidemia y lesion vascular,| Johnston,

407 intramuscular en | efectos en vivo se elevaron niveles de|2003%%"
ratéon lipidos oxidados en el plasma. Lo que

sugiere la formacion de arteroesclerosis.

Poloxamero | Insulina con No menciona posibles reacciones Barichello,

407 poloxamero 407 al 1999 ©9
20 y 30%
subcutaneo en
raton

Poloxamero | Poloxdmero 407 | No menciona posibles reacciones de Papciak,

407 (intramuscular) Citotoxicidad, Mutagenocidad, ni 1985128

Genotoxicidad
Poloxamero | Poloxdmero 407 | Niveles de CPK (Creatinin fosfoquinasa) no | Johnston,
407 intramuscular en | mayores de 5 U/ ml Es aceptable como 1985129

conejos

vehiculo IM, ya que causa toxicidad e
irritabilidad muscular semejante a los
vehiculos tradicionales IM

6.1.4. FORMULACION

Formula cuali-cuantitativa de DO X-h-LA:
Doxiciclina Hiclato

Antioxidante

R-Ciclodextrina
Poloxdmero 407
Propilenglicol

Etanol

10.0g
109
209
15.0¢9
15.0¢9
10.0g




Agua inyectable cbp 100.0 mL

Todas las materias primas empleadas son grado USP. Todas las materias primas
son estériles. (excepto el etanol) al igual que los materiales empleados.

6.1.5 ESTABILIDAD de las materias primas a diferentes condiciones

Materia HCI1N HCI0.5N |NaOH 0.2 | Luz UV H,0, Aguay
prima N Aire
doxiciclina | Sin Sin Negra Sin Negra Negra
pH 2.0 cambio cambio cambio

3- Sin Sin Sin Sin Sin Sin
Ciclodextrina | cambio cambio cambio cambio cambio cambio
pH 6.0

Poloxamero |Sin Sin Sin Sin Sin Sin
407 pH 6. cambio cambio cambio cambio cambio cambio

b) Modificacion de latemperatura de gelacién del poloxdmero 407 cuando se
agregan cada uno de los componentes del preparado propuesto.

PREPARADO T® pH
GELACION
Poloxamero 407 20 % 22 6
Poloxamero 407 15 % 35 6
Propilenglicol 15% + Poloxamero 407 20% 21 6
Propilenglicol 15% + Poloxamero 4077 15% 34 6
Bisulfito de Sodio 0.5 % + Poloxamero 407 20% 23 8
Bisulfito de Sodio 0.5 % + Poloxamero 407 15% 55 8
Bisulfito de Sodio 0.5 % + Propilenglicol 15% +Poloxamero 407 | 24 6

20%

Bisulfito de Sodio 0.5 % + Propilenglicol 15% +Poloxamero 407 |42 6
15%

Bisulfito de Sodio 0.5 % + Propilenglicol 15% +Poloxamero 407 | 37 4.5
15% + Doxiciclina 10%

Bisulfito de Sodio 0.5 % + Propilenglicol 15% +Poloxamero 407 | 39 4

15% + Doxiciclina 10%-+ B-ciclodextrina 2 %.




6.2 Fase 2 de Laboratorio
6.2.1. Formacion del complejo de inclusion de doxiciclina hiclato- beta

ciclodextrina.

Se mezcld en un mortero la la -
ciclodextrina (0.1M) y el agua
destilada (1.7 ml) hasta obtener una
pasta homogenea

{

Se adiciond lentamente la doxiciclina

!

‘ Se triturd durante un tiempo

Durante este proceso, se mezclo con
una cantidad de agua con el fin de
mantener la consistencia

La pasta se secd a 450 C por 24
horas

El complejo secado se pulverizo a

fino polvo
Y
Caracterizacion del complejo DOX-
HCL -BCD
| — ¥ ¥
Evaluacion Actividad Antimicrobiana Estudio de liberacion Estudio In vivo
- - . Celdas de difusion de Toxicidad
Inhibicidn crecimiento bacteriano " L
Franz modificada Farmacocinética
Becerros

Se prepar6 el complejo de inclusién por el método de Amasado *°, durante un
periodo de 24 h. ElI complejo de inclusion de doxiciclina hiclato: B cyclodextrina
(DOX-HCL : B —CD), se prepar6 y normalizo, con concentraciones de doxiciclina
del 20%, 10%, 2%. Se utilizaron concentraciones crecientes de ciclodextrina (0.01
M, 0.1 M, 1 M) y concentraciones constantes de la doxiciclina. Se mezclé en un

mortero la B-ciclodextrina y el agua destilada necesaria hasta obtener una pasta



homogénea, se adicion6 lentamente la DOX-HCL, y se mezclo durante un tiempo
Durante este proceso, se mezcl6 con la cantidad de agua necesaria con el fin de
mantener la consistencia. La pasta se secO a 45° C por 24 horas. El complejo

secado se pulverizé a fino polvo

Evaluacion de liberacion

Se midieron las muestras por triplicado con las celdas de difusion de Franz. La
concentracion de la doxiciclina se determinara por espectroscopia UV-VIS a 350
nm. La curva de calibracion de la concentracion de la doxiciclina se establecera

usando concentraciones conocidas de DOX-h en solucién PBS.

Estudio in vivo

Una vez seleccionada la formulacion. Se utilizaron ratas las cuales se dividieron en
2 grupos con 10 animales c/u, que fueron tratados de la siguiente manera: el primer
grupo con la preparacion seleccionada DOX-h - B —CD en dosis de 10 mg/ kg, Los
animales se observaron durante 7 dias posteriores a la inoculacién para evaluar si
existian cambios en el comportamiento y signos de toxicidad aguda.

Una vez que no se hallo toxicidad del complejo DOX-h - B —CD en las ratas, se

procedié a incluirlos en los polimeros (carbopol, poloxamero y chitosan).

6.2.2. Elaboracién del preparado del poloxdmero-inyectable

Se adicion6 B-CD-DOX
HCL en agua fria (5 -

¥

Se adiciondé
lentamente
Poloxamero 407

Se mezclé hasta
lograr su completa
disolucién

| Caracterizacion

Estudio de Evaluacién actividad . .

X L. A R Estudio In vivo
liberacion antimicrobiana

Celdas de
difusién de Inhibicidn crecimiento Toxicidad y

Franz bacteriano Farmacocinética
modificada
1

ratas | | becerros




Se prepard la formulaciéon de poloxdmero-inyectable segun Barichello et al
(1999)%°. Por el método frio (cold method).

Material: Pluronic F-127 de BASF con un peso molecular de 10 kD, Agua destilada
estéril. Una cantidad previamente pesada de PF127 ( 20, 15 y 10 %) que fue
lentamente adicionada a una solucion fria (5-10 °C) del complejo DOX-h , la cual se

mezcl6 gentilmente hasta lograr la completa disolucion del polimero.

Excipiente Porcentaje de Inclusién
Poloxamero 15 10 20
B ciclodextrina 2 1 0
Doxiciclina hiclato 20 15 10
6.2.3. Preparacion del carbopol-inyectable
| B-CD-DOX-HCL
| Se disolvid en agua
estilada
| Carbopol 971 P
Se dispersd y se disolvio
Congelacion
Se guardd a temperatura
ambiente
| Caracterizacion
Evaluacion Estudio In
Actividad Estudio de liberacion .
S ) vivo
Antimicrobiana
Inh.ibif:ion Celdas de difusion de Franz TOXiCida.d .
crecimiento . Farmacociné
) modificada .
bacteriano tica
A
I Ratas

Se prepard la formulacién de carbopol-inyectable segun Ikechukwu et al (1999)%.




6.2.4. Preparacion de chitosan.

Se prepard la solucion A, en la cual se adiciona el complejo doxiciclina hiclato +
ciclodextrina + antioxidante (Ver las combinaciones en el siguiente cuadro) en agua
poco a poco, hasta su completa disolucion. En la solucion B, se adiciona chitosan
en agua, se calienta a 50°C, durante este proceso se mezcla con unas gotas de
acido acético glacial, con el fin de lograr la transparencia. Se deja enfriar. Se
mezclan ambas soluciones (A y B) a temperatura ambiente y se ajusta a pH 5.
formulacion del chitosan adicionando una cantidad previamente pesada de
chitosan ( 0.2, 0.5 y 1.0 %) que fue lentamente adicionada en agua destilada (5-10

°C) del DOX-h , la cual se mezcl6 gentilmente hasta lograr la completa disolucion

del polimero.

Excipiente Porcentaje de Inclusién

Chitosan 0.2 0.5 1
Poloxamero 15 10 5
B ciclodextrina 2 1 0
Doxiciclina hiclato 20 15 10

Evaluacion de la Toxicidad aguda de los preparados de hiclato de doxiciclina
de liberacion prolongada en ratas de laboratorio. Los primeros formulados de
lotes pilotos se inocularon a ratas de la cepa Wistar en grupos de 6, se observaron
durante 5 dias para encontrar algin signo de toxicidad (dolor, inflamacién,

Necrosis).

Obtencion de las variables farmacocinéticas a través del analisis del suero de
ratas inoculadas con el preparado de doxiciclina de liberacién prolongada por

medio del método microbiolégico de Bennet et al**°

6.3. Fase 3 de Campo
a) Grupos y productos.
Una vez seleccionado un preparado de cada una de las formulaciones

(ciclodextrina, poloxamero, carbopol y chitosan. Se formaron cuatro grupos de diez




becerros cada uno, y recibieron los diferentes tratamientos de DOX-h
seleccionados, aplicados por via SC en dosis de 10 mg/kg.

El grupo 1 DOX-h- 3 —CD- poloxamero

El grupo 2 DOX-h- 3 —CD- carbopol

El grupo 3 DOX-h- 3 —CD- chitosan

El grupo 4 se le aplicara DOX-h en polvo diluida en agua inyectable.

b) Disefio de la prueba. Se tomaron muestras sanguineas (10 mL) por puncién de
la vena yugular a los 5, 10, 20 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48, 60, 72 y 96 h.
Las cuales se colectaron en tubos con EDTA de 10 mL. Las muestras sanguineas
se centrifugaron a 1,500 X g, por 15 minutos y el plasma obtenido se refrigeré a -
20°C. Después se realizo el analisis microbiolégico y de cromatografia liquida de
alta resolucion HPLC. Para evaluar la toxicidad de la doxiciclina, se tom6 una
muestra sanguinea de 10 mL. antes de la aplicacion del producto y a las 24 y 120
h. las cuales se guardaron en tubo de vacutainer con EDTA y otro sin aditivo para

su posterior analisis de hemograma y quimica sanguinea respectivamente.

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

incluidos en el estudio y conviviendo con integrantes de otros grupos.

6.3.1. Evaluacion de la toxicidad de hiclato de doxiciclina

Se evalu6 antes de la aplicacion del tratamiento, la condicion fisica de los animales
(FR, FC, temperatura), se tomaron muestras sanguineas (10 mL) por puncion de la
vena yugular., antes del tratamiento y a las 24 y 120 h. post-tratamiento. 5 mL de
la muestra se colect6 en tubos con EDTA para su analisis hematoldgico y 5 mL en
tubos sin aditivo que se centrifugaran a 1500 X g y se separd el suero para su
analisis bioquimico. El anélisis hematologico incluyo conteo de WBC y RBC, PCV,
VCM, HCM, CHCM, hemoglobina, proteinas totales, y concentracion de
fibrinbgeno. Las muestras colectadas para analisis bioquimico incluyeron ALT,

FAS, amilasa, AST, bilirrubinas, Urea, Creatinina, BUN. Los animales se



observaron diariamente para detectar algun signo que mostrara alguna reaccion
adversa o0 toxicosis, tales como anafilaxia, lagrimeo, salivacién, diarrea,
hepatotoxicosis, nefrotoxicosis, hemoglobinuria, reaccion inflamatoria en el sitio de

administracion y fotosensibilizacion.

Andlisis cuantitativo de la concentracion de doxiciclina en plasma de becerro.
El estudio cuantitativo de la concentracion de doxiciclina sera desarrollé usando un
método microbiologico de difusion en agar y por el método de espectofotometria

UV-visible en plasma con precipitacion de proteinas plasmaticas con metanol.

Método de extraccion del complejo doxiciclina-B-CD polimero del suero de
los becerros. Reactivos. Los reactivos y disolventes fueron grado analitico y se
pasaron a través de cartuchos Sep-Pak. Los reactivos incluyeron: Metanol,
solucion amortiguadora de fosfatos salino (PBS) de Biomerieux, Agua grado Milli-Q
(millipore), cartuchos Sep-Pak de 360 mg de fase reversa Cig de silicagel de
Waters. Los cartuchos, antes de su utilizacién, se activaron pasando 3 mL de
metanol en 6 ml de PBS. La extraccion de la doxiciclina del suero, se desarroll6 de
la siguiente manera: Primero el plasma se aplicé a un cartucho, el farmaco libre y
sus metabolitos fueron eluidos con metanol. Las muestras de suero se aspiraron en
una jeringa de polipropileno de 5 mL y se pasaron a través de un cartucho Sep-pak
Cis. El farmaco (doxiciclina y sus metabolitos presentes) y el estandar interno
fueron eluidos en tubos de polipropileno de 5 mL con 2 X 1.5 mL de metanol, el
cual se evapor0 y sec6 con nitrogeno. El metanol (2X1.5 mL) se pas6 a través del
cartucho y se colecté en tubos de polipropileno de 5 mL y se evapor6 hasta su
secado con nitrégeno. Los residuos se reconstituyeron con 200 ul de fase mévil y

20 pul se transfirieron a viales de HPLC, para ser inyectado en el sistema de HPLC.

6.3.2 Analisis de la concentracion de doxiciclina por el método de

espectofotometria UV-visible.



Para realizar el analisis se decidi6 utilizar el método utilizado por Santos MDF et
al,. el cual es un mecanismo de separacién de fase reversa para HPLC ! . Se
utilizé Demeclociclina hidroclorada como estandar interno. Acetonitrilo grado HPLC,
acido perclorico, acido oxalico dihidratado y hidroxido de sodio todos grado
analitico, acido ascorbico, etilacetato, n-hexano, metanol, anhidro-sulfato-

sédico,dihidrato dihidrogenfosfato sédico, y agua grado analitico.

Equipo y disolventes. Equipo: Cromatografo de liquidos de alta resolucion
(HPLC) modelo Waters 6000 A con inyector Waters modelo U6K y detector
ultravioleta UV, visible de arreglo de diodos de 365 nm. Columna de fase reversa
(particulas de 5 um LiChrospher RP-18: 125 X 4 mm, Merck), equipado con una
precolumna de (particulas de 5 um RP-18: 4 X 4 mm, Merck), Fase mavil: agua-
acetonitrilo- 70% HCIO,4 (699:298.5:2.5, v/v), Na; EDTA (0.6 mM) y acido oxalico (5
mM). El pH se ajustara a 2.5 usando 1 M NaOH. La fase movil se degasifico antes
de su uso. La velocidad de flujo fue de 1 ml/min' y la columna a temperatura

ambiente.

Preparacion de la muestra. La solucién stock de doxiciclina h (10 mg mLY) y
democlociclina (0.5 mg ml*) se prepar6 con metanol —0.01 M HCL. Esta solucién se
guardd a —20 ° C hasta el momento de su analisis. La solucién de trabajo se hizo
por dilucién de la solucion madre y solucién acuosa 0.001 M HCI. Todas las
preparaciones se realizaron en tubos. Para la preparacion de las muestras de
calibracion, doxiciclina- HCI se uso6 en concentracion de 0, 0.1, 0.2, 0.5,1, 2.5, 5,
7.5, 10, 25 pg mL' y 0,25, 50, 75, 100, 150, 200,250, 300 y 600 ug mL * en agua
(matriz de referencia) y plasma de becerro. La concentracion de estandar interno
(democlociclina-h) fue de 5 pg ml para doxiciclina-HCI en un rango de
concentracién entre 0 y 300 pg mL * . Se utilizé un volumen de 250 pl de plama de
becerro o agua como blanco. Se pasaron a los tubos 50 pl de solucién de HCI a
0.001 M que contenia doxiciclina y demeclociclina. Enseguida se adicionaron 50 pl
de una solucion acido ascoérbico acuoso (6 % w/v). Posteriormente se adiciond 1
mL de bufer sulfito-fosfato de pH 6 (25.2 g de sulfito sédico-36.3 g NaH,PO4-2H,0,



y se adicion6 a 100 mL de agua bidistilada) y 6 mL de acetato de etilo, se mezclo
en el vortex por 2 minutos. Después se centrifug6 por 10 min. a 2600 g. 5 mL de
fase organica, el cual fue transferido a otro tubo que contenia 100 uL de una
solucion de acido ascorbico (0.2% (w/v) en metanol) y evaporado por desecacion a
temperatura ambiente con nitrégeno. La muestra se redisolvio en 300 pL de fase
movil y 4 mL de n-hexano se adicioné. Enseguida, los tubos se mezclaron con
vortex por 1 min y se centrifugd por 5 min a 2600 g. Después se elimind el hexano

por aspiracion. 100 pL de fase acuosa y se inyecto en el sistema de HPLC.

Estabilidad de doxiciclina y agua en el plasma de becerro. Cantidades
conocidas de DOX-h se adicionaron en agua destilada y plasma de becerro blanco
en concentraciones de 0.5, 5, 50 y 250 ug mL* .Se guardaron a temperatura
ambiente y a -20° C, y se analizaron en el HPLC. La curva de calibracién se
calculd por regresion lineal a partir de la razon del éarea pico contra la

concentracion.

6.3.3. Andlisis para la evaluacion microbiolégica de doxiciclina

El estudio cuantitativo de doxiciclina se desarroll6 usando un método
microbioldgico de difusion en agar, se utilizé el microorganismo de prueba Bacillus
cereus ATCC 11778. La solucion estandar se prepard usando plasma de bovino y
se realizé una serie de diluciones del farmaco control. La concentracion de
doxiciclina se calculd por interpolacién, comparando el diametro de la zona de
inhibicidon con una curva construida con el estdndar. Se tomaron 5 mL de sangre,
las muestras obtenidas se centrifugaron, y refrigeraron (- 4°C) hasta el momento de
su analisis. El procesamiento de los sueros se llevd acabo mediante el método

microbiolégico de Bennet et al **, tan sensible como el uso de HPLC.

Método de Bennet et al. Se utilizé el agar Mueller Hinton (Bioxon)® el cual se
prepar6 de acuerdo a las indicaciones del producto. Se utilizé6 una cepa bacteriana
ATCC (American Type Culture Collection) 11778 de Bacillus cereus.

! Becton Dickinson de México, SA de CV.



Estandar bacteriano. En un tubo de tapdn de rosca se colocaron 5 mL de agua
destilada y una asada del cultivo bacteriano joven Resembrado 24 horas antes) de
Bacillus cereus Y por medio de los estandares de Mc Farland? se realizaron los
ajustes necesarios a la dilucion para obtener una concentraciéon al 0.5 de Mc
Farland. La turbidez al 0.5 de Mc Farland se obtuvo por medio de un
espectrofotometro a una transmitancia del 60-65%, la cual corresponde a una

concentracion bacteriana de 1X10**.

Preparacion de las placas. Se colocaron 300 mL de agar en un refractario tipo
Pirex® de 21 X 20 cm, estéril, y se dejo enfriar durante 10 minutos. Por medio de
un hisopo estéril se sembr6 homogéneamente sobre todo el agar (400 pL de la

suspension bacteriana).

Preparacion de las diluciones. Se pesaron 20 g de estandar de doxiciclina (98%
de pureza), se colocé en un matraz y se afor6 a 100 mL con agua desionizada. Se
Marcaron 10 tubos de 5 mL del 1 al 10 y uno de 15 mililitros con el numero 0, en el
matraz numerado con el 0 se colocaron 9 mL de agua desionizada y en los demas
tubos se colocé 1 mL en cada uno de ellos. Del matraz se tom6 1 mL y se agrego6
en el tubo 0 y se homogenizé, de este se tomdé 1 mL y se agregd al tubo 1, se
homogenizo, en seguida se tomdé 1 mL y se agrego al tubo 2 y asi se continua

hasta completar los 10 tubos, teniendo finalmente las siguientes diluciones:

No Concentracion (ug/mL)
Matraz 200
Tubo O 20
Tubo 1 10
Tubo 2 5
Tubo 3 2.5
Tubo 4 1.25
Tubo 5 0.625
Tubo 6 0.3125
Tubo 7 0.15625
Tubo 8 0.078125
Tubo 9 0.0390625
Tubo 10 0.01953125

2 BioMérieux



Lectura de la placa. Una vez preparada la placa y con ayuda de un sacabocados
se realizaron a lo largo del refractario dos hileras de 10 pozos cada una. Se coloco
en cada pozo 100 pL de cada una de las diluciones, se realiz6 por duplicado. Se
realizaron 5 placas en el mismo dia con la misma metodologia con la finalidad de
tener un total de 10 lecturas, se incuban durante 24 horas a 37 °C. Transcurridas
las 24 horas se realizaron las lecturas de milimetros de halo de inhibicion por pozo

y por placa.

Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibicién. Se obtuvieron medias
y desviaciones estandar del didmetro de halo de inhibicibn de cada una de las
diluciones. A partir de los cuales y con ayuda de los programas Microcal Origin® y
Excel*, se obtuvieron las gréficas de milimetros de halo de inhibicién vs

concentracion.

Procesamiento de los sueros Se prepararon las placas con la misma
concentracién bacteriana y del mismo modo en que se prepararon las placas para

[**° se realizaron los

obtener el estandar mediante las pruebas de Bennet et a
pozos en la misma forma que los anteriores y en la misma placa se sembraron los
mismos tiempos de muestreo de los 10 grupos, colocandose 100uL de suero, se
incubaron durante 24 horas y se realizaron las lecturas de los milimetros de halos
de inhibicion, esto se repitié para cada uno de los tiempos de muestreo de cada

uno de los grupos.

Andlisis y procesamiento de los resultados. De los resultados obtenidos por
tiempo de sangrado y por grupo se extrapolaron en la gréfica de concentracion vs
halo de inhibicion obteniéndose asi los pg/mL de cada una de las muestras de
suero. Los analisis farmacocinéticos se procesaron por medio de los programas:
Microcal origin versién 6.0 Software, en el cual se calcul6 la regresion lineal y

Micromath PkAnalysis Scientific Software en el que se obtuvo el modelo

® Microcal Origin version 4.0 Scientific and Technical Graphics in Windows. Microcal Software Inc.
* Microsoft Excel. 1985-97



farmacocinético, los parametros farmacocinéticas que se compararan
estadisticamente son aquellos que reflejaron directamente la potencia clinica y la
significancia clinica de la formulacion prolongada (B-ciclodextrina- polimeros) se
estimo el area bajo la curva (AUCs), vida media terminal por regresion lineal,
volumen aparente de distribucion, pico de concentracion sérica del farmaco, valor
de vida % de eliminacién, biodisponibilidad a partir del AUC, y concentracion
sanguinea definida de mantenimiento, asi como el analisis estadistico para cada
uno de los productos que se utilizaron. Posteriormente a los datos obtenidos por
tiempo de sangrado por grupo se realizd diferencia entre medias y analisis de
varianza, con los cuales se realizaron las graficas de concentracién vs tiempo, a

partir de las cuales se obtuvieron las farmacocinéticas de cada uno de los grupos.

6.3.4. Eleccién de un preparado de liberacion controlada

Después de las pruebas in vivo en las ratas, (Toxicidad, concentraciones séricas y
obtencion de las variables farmacocinéticas), aquellos productos que no cumplieron
con lograr una liberacion sostenida de 120 h se desecharon y Unicamente se

selecciono el preparado a base de DOX-h- B —CD- poloxamero 15% (DOX-h-LA).

En seguida se resume en un cuadro los resultados obtenidos después de la

aplicacion de los prototipos seleccionados en dosis de 10 mg/kg por via SC

Formulado Concentracion | Maxima Toxicidad | Facilidad ala | Se
sérica a las Concentracién aplicacién acepta
120 h

DOX-h- poloxamero 15% | ------------ 1.2 ug/ mL +++ Si No

DOX-h- B —CD- -poloxamero | 0.5 yg/ mL 2 yg/ mL + Si Si

15%

DOX-h- 3 —CD- -poloxamero | 0.3 ug/ mL 0.8 ug/ mL +++ Si No

20%

DOX-h- § —CD- carbopol | ------------ 0.5 yg/ mL ++ Si No

DOX-h- 3 —CD- chitosan 0.2 yg/ mL 0.8 pg/ mL +++ Si No

DOX-h- B —-CD- chitosan- | 0.3 ug/ mL 2 ug/ mL +++ Si No

poloxamero 10 %

DOX-h- B -CD- chitosan- | 0.3 pyg/ mL 1.8 ug/ mL +++ Si No

poloxamero 5 %

+ Inflamacion ligera

++Inflamacién Media

+++Inflamacién grave y dolor.
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Abstract

Doxycycline hyclate (DOX-h) can be regarded as a time-dependant antibacterial. Hence, a parenteral long-acting formulation may be
regarded as more pharmacologically sound. A poloxamer-based matrix was used to produce a long-acting injectable preparation (DOX-
h-LA) and its serum concentrations vs. time profile investigated after its s.c. injection to calves. Serum concentrations profiles for such a
prepartion were compared to the corresponding profiles obtained with an aqueous formulation of DOX-h injected either i.m. or i.v. in 10
calves in a crossover study at dose of 10 mg/kg, with washout periods. DOX-h-LA showed the greatest values for bioavailability (602%);
maximum serum concentration (Cpax) value was 1.99 ug/mL with a time to reach Cyax (Tmax) Of 25 h and an elimination half-life of
40.81 h. Considering minimum effective serum concentration of 0.5 ng/mL a dose-interval of 80 h can be achieved for DOX-h-LA,

and only 9.7 h and 17 h after the i.v. or i.m. administration of DOX-h, respectively.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Doxycycline; Calves; Pharmacokinetic; Sustained-release

1. Introduction

Doxycycline, a semi-synthetic derivative of oxytetracy-
cline is a potent antibacterial drug commonly used as doxy-
cycline hyclate (DOX-h). As other tetracyclines it is
remarkably tissue-irritating when injected (Ole-Mapenay
et al., 1997; Riond et al., 1980); hence, parenteral prepara-
tions are not commonly available in most parts of the
world. DOX-h differs from oxytetracycline, chlortetracy-
cline and tetracycline in that it is 5-10 times more lipophilic
(Riond and Riviere, 1989). Yet, it has a greater plasma pro-
tein binding rate than oxytetracycline and chlortetracycline
(Shaw and Rubin, 1986). Nevertheless, it possesses higher
tissue penetration, larger volume of distribution, better
antimicrobial properties and a more prolonged half-life,

* Corresponding author. Tel./fax: +52 55 56 22 59 80.
E-mail address: sumano@servidor.unam.mx (H. Sumano).

0034-5288/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
d0i:10.1016/j.rvsc.2007.07.003

than the already mention tetracyclines, both in humans
and animals. The bacteriostatic effects of DOX-h are based
on hindering bacterial protein synthesis, by interference
with the binding of aminoacyl-tRNA to the mRNA ribo-
some complex thus arresting growth (Suzuka et al.,
1966). This antibacterial mechanism of action is mainly
regarded as time-dependant (Prescott et al., 2000; Craig,
1998). Also, DOX-h is a relatively inexpensive antibacterial
drug, potent and possesses a broad-spectrum antibacterial
action. Yet, it has found no place in bovine medicine as
compared with oxytetracycline. DOX-h spectrum may be
useful to treat important bacterial infections in calves, such
as pneumonias (Ole-Mapenay et al., 1997), skin and soft
tissue infections (Chopra et al., 1981), genital tract and gas-
trointestinal tract bacterial diseases such as salmonelosis
and colibacilosis (Cunha et al., 1982).

An important limitation of DOX-h to be used in bovine
medicine, is that potential tissue irritation impedes daily

(2007), doi:10.1016/j.rvsc.2007.07.003
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i.m. or s.c. injections (Vomand and Sumano, 1990). Con-
sidering the above, the objectives of this study were to
design a non-irritating, long-acting preparation of DOX-
h and establish its pharmacokinetics after its s.c. injection
at a dose of 10 mg/kg of body weight in calves and com-
pare these results with i.m. and i.v. pharmacokinetics of
an aqueous preparation.

A poloxamer-based matrix was used to produce a long-
acting formulation (DOX-h-LA). A poly(ethylene oxide)-
poly(propylene oxide)—poly(ethylene oxide) block copoly-
mer (poloxamer) was used as delivery vehicle-matrix,
because it improves solubility, reduces hydrolytic degrada-
tion, achieves controlled release and often results in
improved bioavailability (Kabanov et al., 1992; Tarr and
Yalkowsky, 1987). In part these effects are obtained by
its reversed temperature-dependant gelation; that is polox-
amer-based formulation exhibit low viscosity at room tem-
perature and become gel at body temperature (Schmolka,
1991).

To reduce irritation B-cyclodextrin was included. DOX-
h/B-cyclodextrin complexes may diminish or prevent tissue
irritation by reducing the local concentration of free drug
below the irritancy threshold (Yoshida et al., 1990; Uek-
ama et al., 1998). Additionally B-cyclodextrin may enhance
absorption rate, acting as initial boosting phase (Szeman
et al., 1988; Szejtli, 1985).

2. Materials and methods

This study was approved by the Institutional Committee
of Research, Care and Use of Experimental Animals (CIC-
UAL), according to de Mexican Official Regulation NOM-
062-Z00-1999. This study was carried out at the experi-
mental farm of the Facultad de Medicina Veterinaria of
the Universidad Nacional Auténoma de México, located
in Mexico City.

A subcutaneous LA preparation (100 mg/mL) of doxy-
cycline hyclate (PARFARM Pharmaceuticals, Mexico
City, Mexico) was developed, under sterile conditions.
Inclusion complexes of doxycycline 10% (w/v) with B-
cyclodextrin (1:0.1 M) (Cerestar Pharmaceutical Excipi-
ents, USA) were first formed by the kneading method
which can be described as follows: B-cyclodextrin (0.1 M)
and distilled water were mixed together in a mortar so as
to obtain a homogeneous paste. Then, doxycycline (1 M)
was added slowly. The mixture was ground for 30 min
and an appropriate quantity of water was added to main-
tain a suitable consistency. The paste was dried in oven
at 40-50 °C for 24 h. The dried complex was pulverized
into a fine powder (Bekers et al., 1991). The resulting pow-
der was diluted with a solution of 15% propylenglicol-10%
ethyl alcohol in water. Then, this mixture was included in a
reverse gel copolymer polyoxypropile-polyoxyethylene
(poloxamer) (BASF (Mexico City, Mexico)) adjusting pH
to 7.0 with a phosphate buffer solution under constant stir-
ring at 4 °C to reach a final concentration of 10% of doxy-
cycline in 15% poloxamer. The preparation was regarded

as ready when a microemulsion is formed and this can be
pin-pointed when the mixture clarifies. Then, 100 mL vials
were prepared, stored at 4 °C and utilized during the fol-
lowing week.

Ten clinically healthy, 3-months-old Holstein—Friesian
calves males, weighing a mean of 85 4 5.8 kg were included
in this trial. Animals were determined to be clinically nor-
mal on the basis of physical examination. Body weights
were recorded for each animal on the day prior to initiation
of the study. They had not been medicated with any anti-
bacterial for at least 30 days. Each animal was maintained
indoors on a diet of milk, alfalfa hay and pelleted feed con-
centrate and had access to water ad libitum. The same ani-
mals were used throughout and received all three
treatments according to a three-way crossover model, ran-
domly assigning the calves to a given treatment and with
two washout periods of 30 days. Ten percent aqueous solu-
tions were made from powder DOX-h diluted in sterile dis-
tilled water immediately before injection. A dose of 10 mg/
kg in a volume approximately of 8.5 mL was administered
by i.v. or i.m. in the jugular vein or in the semitendenosus/
semimembranosus muscle of the right and left hind-limbs,
respectively. The experimental, long-acting preparation of
DOX-h developed for this trial (DOX-h-LA), was injected
s.c. at the same dose. To minimize variations in absorption
patterns from sites of injection, all animals received their
dose of DOX-h-LA in two equally divided volumes in the
neck. In order to achieve a close timing interval between
administration of the drug and blood sampling from the
jugular vein, a permanent-heparinised long catheter gauge
No. 18 (Becton Dickinson®) was placed in each calf. Ten
milliliters of blood samples were withdrawn after discard-
ing the first 10 mL of heparinised blood. The times for col-
lection after each dose were: 5, 10, 20, 30 min and 1, 2, 3, 4,
6, 12, 24, 48, 60, 72 and 94 h post-administration of the
drug in all three groups. A basal sample before injection
was also obtained. Blood was allowed to clot at room tem-
perature for 2 h, serum harvested by centrifugation at
1500g for 5 min and frozen at —20°C for one week until
analyzed.

Serum doxycycline concentrations were determined by
the modified agar diffusion analysis, described by Bennett
et al. (1966) with Bacillus cereus (ATCC 11778) as a test
organism growed on Miieller-Hinton agar (Bioxon®). Drug
concentrations were determined by comparing the diameter
of zones of inhibition with those of various dilutions of the
standard prepared in pooled antibacterial-free calf serum
by the use of linear regression analysis. The intra-assay
coefficient of variance was <4.9 and inter-assay error
<4.8. The analytical assay was linear over a range of con-
centrations from 0.1 to 10 ug/mL, with a percent recovery
of 94+ 2 and a correlation coefficient (+*) of 0.97 +0.1.
Limit of detection was 0.014 pg/mL and limit of quantifica-
tion was 0.1 pg/mL.

A computerized curve-stripping program (PKAnalyst,
Micromath Scientific Software) was used to fit and analyze
the concentration vs. time profiles of each individual calf
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and for the mean values. Best fitting models were chosen
after analysis with residual sum of squares and the minimal
Akaike’s information criterion. The concentration vs. time
profiles of doxycycline hyclate after i.m. administration of
the drug were best fitted using a two compartment model
with first-order input and first-order output using Model
14 (r = 0.99). Whose equation is

Concentration (Time) = e *Tme |- Be=FTime | Cg~KuTime

The concentration—time curve of DOX-h i.v. was best
fitted using a two compartment model as presented in
Model 13 (r = 0.99), with the following formula:

Concentration (Time) = 4e*T™e 4 pe~fTime

The concentration—time curve of DOX-h s.c. was best
fitted using a one compartment open model as presented
in Model 3 (r = 0.98), with the following formula:

. . Dose - K,
Concentration (Time) = = el
( ) Volume(Kab — Kclim)

K- Time)

Kelim-Time)

_ el

Pharmacokinetic variables obtained with PKAnalyst
were: AUC = Area under the curve; AUCoo area under
the curve to infinite; MRT = mean residence time; A,
B, = hibrid rate constants; alpha, «, f =rate constants
for the distribution and elimination phases, respectively;
T/ = half-life of the elimination; T/, = half-life of
the absorption; Kg;,= constant for drug elimination;
K,, = constant for drug absorption; Cp,.x = peak concen-
tration, T, = peak time; Csy = maximum serum concen-
tration at zero.

Other variables, such as Vd,.., = apparent volume of
distribution based on trapezoid AUC; Vd,, = apparent vol-
ume of distribution at steady state; Vd. = apparent volume
of the central compartment; AUCoo = area under the
curve-infinitum and Cl = body clearance, were obtained
with standard formulas, as proposed by Welling (1997).
Absolute bioavailability (F%) for the s.c. administration
was calculated using the equation:

AUC e.v. o Dose i.v.
AUC iv. Dose e.v.

Data are presented as mean =+ standard deviation of 10
observations for each parameter and for statistical compar-

isons of Crax, Tmax, AUC, MRT and T'/,3 among groups
the ANOVA and Bonferroni-test, were used.

F% = x 100

3. Results

Mean +1 SD serum concentrations—time profiles of
doxycycline for the three treatments are presented in Figs.
1 and 2. Table 1 summarizes all pharmacokinetic variables
obtained, which showed normal distribution for the three
groups. A statistical comparison of means, made for those
variables shared by the three administration routes, is also
presented in Table 1.

—un— DOX-h-LAs.c.

AT

N

T T T
80 100

Serum concentration of doxycycline (ug/mL)

T T T T T T
0 20 40 Time (h) 60

R=minimum serum concentration for susceptible bacteria
S=minimum serum concentration for resistant bacteria

Fig. 1. Mean+ 1 SD serum concentrations of doxycycline in calves
(n=10), following the s.c. injection of 10 mg/kg of a long-acting
preparation of doxycycline hyclate.

Serum concentration of doxycycline (ug/mL)

011 . ; . r . r . r ; .

Time (h)

Fig. 2. Mean+ 1 SD serum concentrations of doxycycline in calves
(n = 10), following the i.v. or i.m. injection of 10 mg/kg of an aqueous
preparation of doxycycline hyclate.

Comparisons for AUC, MRT and T /54, showed that all
these variables were statistically larger in group DOX-h-
LA as compared to groups DOX-h-i.m. and DOX-h-i.v.
(P ranging from <0.05 to <0.001). Bioavailability for the
DOX-h-LA group was 602%, while the same variable for
the DOX-h-i.m. group was 115%.

The mean elimination half-lives obtained were 40.81 +
2.97 h for DOX-h-LA; 9.56 h & 1.84 for the DOX-h-i.m.
and 5.8 £0.66 for DOX-h-i.v. Differences among these
means was statistically significant in all comparisons
(P <0.001).

Based on an arbitrary minimal therapeutic concentra-
tions a comparative assessment was made of the length
of time for which a given serum concentration of doxyxy-
cline was maintained or exceeded. Chosen values were:
S = for susceptible bacteria, when MICs were <0.5 pg/
mL and R = for resistant bacteria, when MICs were above
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Table 1

Mean + SD. of the pharmacokinetic parameters of doxycycline hyclate
following i.v., i.m and s.c. injection of 10 mg/kg™ in calves (n = 10) DOX-
h powder dissolved in sterile distilled water for administration routes i.v.

or im. and DOX-h-LA (poloxamer and p-cyclodextrin) for s.c.

administration

Parameters DOX-h i.v. DOX-h i.m. DOX-h-LA s.c.
Mean + SD Mean + SD Mean + SD

AUC (pg h/mL) 2046 +1.13*  20.16 £ 1.70°  130.68 + 5.99°

AUCoo (pgh/mL)  21.46 4 2.71 21.16 +2.01 166.00 + 6.11

MRT (h) 1248 +£1.99°  12.00 + 1.62* 54.30 4 2.75°

A (ng/mL) 1.80 +0.35 281+£1.56 -

a (h™h 0.25 4 0.02 0.96+0.06 —

B (pg/mL) 0.53 4 0.09 1644020 -

B (h7h 0.04 + 0.01 0.074+0.02 -

Tyap (h) 5.80 =+ 0.66° 9.56 +1.84°  40.81 +2.97°

Ty 2 (h) - 2.68 4 0.08 5.89 +0.35

Kejim (h™h) 0.03 £ 0.03 0.16 4 0.05 0.02 4 0.008

Kap (h™h - 0.18 + 0.06 0.33 +0.008

Cinax (ng/mL) - 2.90 4 0.96° 1.99 + 0.83¢

Cso (ng/mL) 3.10£0.05 - -

Tnax (D) - 450 +0.12°  25.00 +2.03°

Vdyrea (L/Kg) 3.21+0.13 1.12 + 0.09 0.38 £ 0.01

Vdss (L/kg) 8.15+0.15 — -

Vde (L/kg) 330 +£0.09 - -

CI (L/h kg) 0.09 + 0.05 0.03 4 0.001 0.02 £ 0.002

F (%) - 115 + 2.41% 602 +2.91°

AUC = area under the curve; AUCoo = area under the curve to infinite;
MRT = mean residence time; 4 = intercept of the distribution phase,
B = intercept of the elimination phase; alpha, o, beta, § = rate constants
for the distribution and elimination phases, respectively; 7,3 = half-life
of the elimination; 7’5, = half-life of the absorption; K¢, = constant for
drug elimination; K,,= constant for drug absorption; Cy,.x = peak con-
centration, Csy = maximum serum concentration at zero time; 7p.x = -
peak time; Vd,., = apparent volume of distribution based on trapezoid
AUC; Vdy = apparent volume of distribution at steady state; Vd, =
apparent volume of the central compartment; Cl=body clearance;
(F%) = bioavailability.

¢ The values within a row with no common superscript differ signifi-
cantly (p <0.05).

1.5 pg/mL. Then, DOX-h-i.v. was above the S level for
9.7 h, but only 1.5 h for the R level; DOX-h-i.m. formula-
tion exceeded the same concentrations for 17h and 3 h,
respectively and DOX-h-LA extended these time-periods
to 80 h and 30 h, respectively. The time at which serum
concentrations were above the S or R concentrations were
statistically different when comparing DOX-h-LA with
either the DOX-h-i.v. and DOX-h-i.m. preparations
(P <0.001).

No inflammatory response was observed at the injection
site with the DOX-h-LA preparation. However, a well
defined apparently painless bulge remains detectable for
up to 30 days beginning with an approximate size of
5x8x1cm and disappearing steadily. This bulge is not
believed to be an inflammatory response, but rather space
occupied by poloxamer when becoming gel at body tem-
perature. After this time no lesion could be detected. Ani-
mals did not show any sign of pain or discomfort with the
long-acting preparation. In contrast pain and swelling were
evident with aqueous formulation for 4-5 days.

4. Discussion

A flip-flop pharmacokinetic model can be established by
the overall appearance of the serum concentration vs. time
profile of the drug, considering that the rate of absorption
is slower than the rate of elimination; this is not always a
clear-cut panorama. According to Boxenbaum (1998) a
flip-flop model can be recognized when the plasma concen-
tration—time profile tends either to closely parallel rate of
absorption. This provides a simple and effective way to
visualize the shape of the rate of absorption profile. Thus
applying the following equation, a “flip-flop” condition
may be demonstrated for this preparation:

Rate of absorption = Vz(KC + (AC/At))

where, Vz is the terminal exponential volume of distribu-
tion, K is the terminal disposition rate constant once drug
absorption is complete (best determined from i.v. dosing),
C is the plasma concentration at time ¢ and AC is the
change in plasma concentration over the time interval At.
For DOX-h-LA plasma concentration-time data at 24
and 48 h, AC/At = 0.024 ng/mL/h. At the midpoint of this
time period (36 h), (K)(C)=1.54 pg/mL/h. Since KC >
AC/At, rate of absorption ~ rate of elimination, a “flip-
flop” condition exists and the DOX-h-LA here described
can be regarded as a true long-acting one.

With the purpose of defining bacterial susceptibility to
doxycycline, minimal inhibitory concentrations (MIC)
reported in cattle can be categorized as sensitive (from
<0.5 ug/mL) and resistant (>1.5 pg/mL) (Brook et al.,
2001; Hospenthal and Murray, 2003; Guerin-Faublee
et al., 1993; Jee et al., 2004; Yoshimura et al., 2001). For
human isolates, Cunha et al. (1982) found MIC for Esche-
richia coli of 1.5 pg/mL, for Staphylococcus aureus 0.28 ug/
mL, for Pasteurella multocida 0.09 ug/mL, and for Strepto-
coccus pneumoniae 0.16 pg/mL. These data is in agreement
with Notari (1980) who suggested a serum concentration
from 0.5 to 1 pg/mL as the therapeutic range for this anti-
bacterial drug. Considering the above and the fact that
doxycycline can be regarded as a time-dependant antibac-
terial drug, the best pharmacokinetic-pharmacodynamic
profile would be achieved when serum concentrations of
the drug are never below the MIC at any time during dos-
ing interval (Prescott et al., 2000; Craig, 1998). Then, for
susceptible bacteria, aqueous DOX-h-i.v. should be
injected every 9.7 h, aqueous DOX-h-i.m. every 17 h and
DOX-h-LA every 80 h. For the two former preparations,
it appears unpractical to comply, while a 3 day dosing
interval for the DOX-h-LA preparation seems reasonable.

According to Cunha et al. (1982) doxycycline has a max-
imum clinical efficacy when the drug achieves serum con-
centrations of four times the MIC. However, AUCoo/
MIC ratios for bovine or human pathogens have not been
established. Nevertheless, taking MIC data from Cunha
et al. (1982), such ratios for the DOX-h-LA will vary from
27 for E. coli to 259 and 461 for S. pneumoniae and
P. multocida, respectively. Empirically, these ratios comply
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well with suggested AUC/MIC values for the treatment of
pneumonia in humans (Ailani et al., 1999); yet lack of reli-
able data when relating AUC/MIC ratios for tetracyclines
is still lacking.

The DOX-h-LA preparation based on a poloxamer, [3-
cyclodextrin combination achieved a Cp,x of 1.99 +
0.83 ug/mL at a Ty, of 25 h. Then serum concentrations
declined slowly, always exceeding the lower set limit of
0.5 pg/mL for 80 h with a MRT of 54.30 h. In preruminant
calves Meijer et al. (1993) found a Cp,uy of 2.3 +0.19 pg/
mL with a T}, of 3.4 h after repeated oral administration
of doxycycline at a dose of 5 mg/kg twice daily during five
days. These values largely exceed previously reported data
for doxycycline in goats (Cpax = 1.60 h pg/mL and Ty, =
0.86 h) (Abd et al., 2004). A dose of 20 mg/kg i.m. in goats
resulted in a Cy,y of 3.87 pg/mL in neumonic animals and
5.56 pg/mL in healthy ones (Ole-Mapenay et al., 1997).
But, the same dose was reported to achieve only a Cpax
of 1.87 ug/mL with a Ty, of 0.85h in African goats
(Ole-Mapenay and Mitema, 1995). Thus, considering the
above is safe to state that C,,,, achieved by the DOX-h-
LA provides therapeutic levels.

For doxycycicline, Ziv and Sulman (1974) found a T4
0of 9.24 + 1.0 h and 9.5 4+ 1.2 h after intravenous adminis-
tration to cows and ewes, respectively. After i.v. adminis-
tration of doxycycline to calves with mature and
immature rumen function, a Tp of 14.9h and 9.5 to
9.9 h was obtained respectively (Riond et al., 1980; Meijer
et al., 1993). In this study 7'/ for DOX-h-i.v. was 5.8 h;
9.56 h for DOX-h-i.m. and 40.81 for the DOX-h-LA prep-
aration. For non-LA preparation differences in T/
among these studies may be related to vehicles used to dis-
solve and stabilize doxycycline. The drug turns black in less
than an hour after dissolving it in injectable water. This
was not the case for the LA preparation. In part poloxamer
and cyclodextrin—doxycycline complexes may delay such
degradation. DOX-h-LA preparation remained unaltered
at 4 °C for more than 3 months.

Bioavailability of doxycycline for the DOX-h-LA group
was 602%, while the same variable for the DOX-h-i.m.
group was 115%. It is theoretically possible for a controlled
release formulation to have a much greater plasma AUC
than a non-formulated form of the drug (Inskeep and Dar-
rington, 2000). The combined influences of a low clearance
of the drug and its high lipid solubility may account for this
unusual high F value.

In spite of the absence of second serum peaks of the
drug, redistribution phenomena and enterohepatic recir-
culation could explain, in part, the large F values
obtained. Additionally, it is known that LA preparations
usually present large values of F (Gibaldi and Perrier,
1982). In studies in goats, systemic bioavailability of
doxycycline after i.m. injection of 5mg/kg was 99.4%
(Abd et al., 2004) and 70% in calves (Riond and Riviere,
1988). It is not uncommon to obtain large F value for
sustained release preparations (Gilbert et al., 1987; Law-
rence, 1994). It has been stated that it is possible for a

controlled release formulation to have a much greater
plasma AUC than a non-formulated form of the same
active principle (Inskeep and Darrington, 2000). Apart
from this, a list of various factors leading to bioavailabil-
ity higher than 100% has been provided by Toutain and
Bousquet-Mélou (2004). They include chemically oriented
reasons, sampling and handling errors or experimental
design flaws, and analytical deficiencies or miscalcula-
tions. A careful review of these and other factors listed
by these authors offered no clear explanation as to the
large value of F obtained by the DOX-h-LA preparation
in this study. Hence, a recycling phenomenon due to the
noticeably high lipid solubility of doxycyline (Aronson,
1980; Chopra et al., 1981) and the controlled release of
doxycycline from the DOX-h-LA preparation, are so
far, the only reasons to explain this result. The adequate
Chax obtained for the DOX-h-LA preparation is thought
to be partly due to an enhanced absorption caused by [-
cyclodextrins.

The principal purpose of designing a DOX-h-LA prepa-
ration was to provide, with a single injection, serum doxy-
cycline concentrations equivalent in practical terms to one
or various injections of a conventional doxycycline product
per day. Being a time-dependant antibacterial drug it can
be expected that clinical efficacy of the DOX-h-LA prepa-
ration should be at least equivalent to the one obtained
with non-LA preparations administered once or twice per
day, but with a significant reduction in work load, cost
and animal stress. Hence, among other considerations,
clinical trials and residue studies are needed to assess if this
preparation can be is regarded as potentially useful in
bovine medicine.

Undoubtedly, further studies may optimize the formula-
tion, and it is necessary to state that the use of this drug
could not be recommended until tissue concentration and
residue studies have been performed. Also, in spite of evi-
dence that indicate lack of toxicity of poloxamer and (-
cyclodextrin in various species (Lawrence, 1994), assess-
ment of the safety of this preparation in the targeted spe-
cies, is warranted.
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Abstract

Doxyeyeline hyclate (CAS 24390-14.5,
doxyveveline-h), an antibacterial with
time-dependent action. was formulated
as a non-irritating long-acting parenteral
formulation based on a ji-cyclodextrin:
poloxamer based matrix {doxycyeline-h-
LA). Hissue and serum concentrations os
time profile were investigated after its
subcutaneous injection to Wistar rats. Se-
rurn concentration profiles and key phar-
macokingtic [PK} variables of doxycy -
eline-h-1.A were compared o the corre-
sponding profiles and PK values obtxined
with an aqueous formulation of doxycy-
cline-h administered either intramuscu-
lagly, orally or intravenously to Wistar

rats. in all groups, the dose was 10 mg/ky.
Doxycycline-h-LA showed outstanding
bloavailabllity (951 % or 4779 if a correc-
tion formula is considered), as compared
to the one obtained with an aqueous for-
mulation (106-82%, respectively). Corre-
sponding values for maximum serum
concentration were 3.19 pg/ml and 3.00
ug/ml, respectively, and elimination haif-
lives were completely different: 42,49 h
and 2.77 h for doxycyeline-h-1A and the
agueous formulation, respectively. Con-
sidering minimal inhibitory concentra-
tions of doxycyeline lor sensitive and re-
sistant bacteria {(from < 0.5 to 1.5 pg/mi),
doxyeycline-h-LA could be Injected every
2 or 3 days, while aqueous doxycyeline-h
would require a dosing interval from 7.5
to 11 h. But if tissue concentrations are
taken as braking points, the dosing inter-
val will vary from 48 (o 94 h. For doxycey-
cline-h-LA, mean tissueserum ratios
were 2:1 for lungs, 9.8:1 for Kidneys and
2.2:1 lor intestine homogenates. These
vitlues are in close agreement with those
found for the distribution of doxyevcline
in other species.



1. Introduction

Doxyeyeline, usually avaiiable as hydrochloride (CAS
24390-14-5), is a highly lipid-soluble antimicrobial, ef-
fective against a broad range of Gram-positive and
Gram-negative bacteria, AMyeoplasma sp and rickettsias.
The antibacterial effects of doxycycline hyclate are
mainly based on hindering bacterial protein synthesis
by interfering with the binding of aminoacyl-tRNA to the
MRNA ribosome complex thus arresting growth [ 1) This
mechanism of action appears to be time-dependent
rather than concentration-dependent |2|. Hence, aclear
therapeutic advantage of this drug will be ebrained if the
elimination haif-life can bhe prolonged by means of a
fong-acting preparation. it has been proposed that this
antibacterial drug may be of use to treat respiratory {31,
skin and soft tissue §4], urinary tract, genital ract and

gastrointestinal tract bacterial diseases, including sal-
manellosis and colibacilosis [5]. Doxycycline calcium or
monohydrate are administered orally as conventional
oral suspensions, white dexveveline hyclate or monohy-
drateare available as conventional capsules, film-coated
tablets oreven delayed-release capsules or tablets. To re-
duce the risk of esophageal irritation and ulceration,
capsules or 1ablets containing doxycycline hyclate or
doxyeyeline monohydrate should be administered with
adequare amounts of fluid er food, and should not be
given at hedtime or to patients with esophageal obstruc-
tion ar compression. Also, depending on the dose, 1. v
infusions of doxyeyveline hyclate usually are given over
1-4 h and extravasation should be avoided. [MTowever,
doxycycline hyelare has found no place as an extravas-
cularly administered drug because thei. m. or s. ¢. injec-
tion causes severe pain and tissue irritation {6, 7). In
spite of this disadvantage, pharmacokinetic (PR} vari-
ables of doxyeyeline have been established after oral and
I, v. administration in calves |8, 9), cats and dogs (10| and
ather species |11, 12]. [n goats, PK was established after
i v. and 1. m. administration |3, 13, 14]. Yel, no comines-
cial preparations are avaifable world-wide. The major
elimination route of doxyeyeline in man and dogs occurs
through the intestinal secretions into the lamen (75%],
with the urinary and biliary excretion accounting for 16
1022 % and <5 %, respectively [15]. Renal impairment in-
creases intestinal excretion: hence doxyeyeline does not
accumulate in rats, humans and dogs with renal failure
116, 17]. If urinary ptl is increased to 7.5 to 8 in humans,
the clearance of doxyeycline is increased by 65 % [18].
The pharmacaokinetic/ pharmacodvnamic (PK/PD)
relationship of doxyeycline suggests that it can be re-
garded as an antibacterial with time-dependent action.
Hence, a paventeral long-acting preparation could im-
prove its antibacterial effects. These considerations
were the impetus 1o prepare an experimental non-irri-
tating, long-acting preparation of doxyeycline and de-
termine its pharmacokinetics as well as the tissue con-
centrations achieved after its s. ¢. injection to rats.

2. Materials and methods

“This study was approved by the Institutional Committee of Re-
search. Care and Use of Expenimental Amimals (CICUALY of Na-
tional Autanomaus University of Mexico, according 10 the Mex-
ican Officaal Regulation NOM-062-Z00-1999,

2.1 Animals (care and dosing)

One hundred and ninety-two clinically healthy male Wistar rats
were used. The rats were obtained from the Animal House of
the Instituto de Fistologia Celular at National Autonomous Uni-
versity of Mexico: The animals had an average weight of 345 g
and were 3 months old. They had been non-medicated for at
least 30 days prior 1o this trial and were fed with Rodent Lab
Chow 3001 (Puring México, México), and polable-water was
made available ad (ihitem. Four experimentzl groups of ras
were randomly formed in accordance with two preparations of
doxycycline hyciate and three administration toutes with a sin-
we dose of 10 mg ke

Group 1 (n - 48) received a single | v. dose of an aquecous
preparaton of doxycycline hyclate (doxveycline-h) in a volume
of approximately 400 ul.

Group 2 {n - 40) was dosed p. o with a semi-rigid tube with
the same aqueous doxyeycline-h.

Group 3 (n « 56) was injected s, ¢ i the dorsal region with
aqueous doxveyeline-h under pentobarbital anesthesia

Group Jd [n = 1) receved a single s ¢ injection of 4 long-
acting preparaton of dosveyeline-h ina -cyclodexunn- poloxamer
miatrix (doxyeyeline-h-LAL using the specilied dose.

2.2 Chemicals

Allnjectable preparations utilized in this trial were prepared in
a sterile environment with laminar flux alr turmover and the re
sulting preparation was hottled prior to filtration with Durapore
0.45 pm (Millipore, México D. E}. The aqueous formulation of
doxyeycline-h {Pacfarm Phanmaceuticals, Mexico Clty, Mexico)
was prepared (rom powder. dissolved in sterile disidled water
just befare administration. The subcutancous LA preparation of
doxveycline-h (100 mg/mb was prepaced under sterile condi-
tions, First, inclusion complexes of doxyeyelne 107 (w/!v) with
f-cvclodextrin (1:0.1 mol/L} (Cerestar Pharmaceutical Excipi-
ents, IN, USA) were induced through the kncading method [19).
The resulting powder was diluted with 15% propyleneglyvcol —
1075 ethyl aleohol agqueous solution. Then, this mixmre was in-
cluded in a reverse gel made with copolymer polyoxypropy! -
polyexvethylene (poloxamer) (BASF Mexicana, Meéxica DEL
The pH was adjusted to 7.0 with a phosphate buflee solution
under canstant stermng at 4°C o reach # final concentraton of
10% ot doxveyeline in 155 poloxamer. The preparation was re-
garded s ready when the microcmmulsion was formed |20 and
this could be pin-pointed when the preparation became clear,
Thern. 10 ml vials were boaled, sealed and stored at 4°C until
utilized within one week. This preparation was stable as as-
sessed by a standard accelerated stability 1est. Yer, gel forma-
tian occurs at 35°C, This change was also reversibic. changing
to the stable clear-cmulsion preparadon il celngerated a4°C at
any e,

2.3 Sample collection and analysis

Blood samples were collected froms 4 rats per tme in all groups
by direct cardiac puncture under sodinm pentobarbital anes
thesia, according to the following time schedule: gooups 1, 2
and 3 at0.25, 0.5, 1,2, 3. 4.6, 8, 10, 12, 24 hi group 4 at 1, 2, 4, 8.
24, 48, 72,96, 120 h after drug injection. A basal sample (400 ul)
before injection was also obtained wn all groups. Eight e e wl
could be collected. Blood was allowed to clot at room tempera-
tuce for 2 he serumwas harvested by centrifugation at 1,500 g for
5 min and frozen at <20"C for one week untid analvzed. After
blood collection animals received an overdose of pentobarbital
10 induce enthanasis

In group 4, lungs, kidneys and intestine were removed alter
euthanasia from all 4 rats at each sampling time. Samples were
placed into Eppendort tubes and (rozen in liquid nitrogen until
analvzed to detenmine concentrations of doxycyeline. In groups
3 and 4, local tssue vitation was assessed by removing the in-
jection site and analyzing it histopathologically at 24 h. 120 h



ancl 13 days after injection.

Serum and tissue concentrations of doxyeveline were deter-
mined by the modified agar diffusion analysis (21], using Bagil-
fuy cereus (ATCC 11778) as @ west organism grown on Mueller-
Hinton agar (Bioxon®, Becton Dickinson de Mexico SA de C.V,
Carretera Mexico Queretaro, Mexico) and pooled antibacteriai-
free rat serum as diluent. Doxyeyeline was extracted from ris-

sues using the method described in (2218ok?, Fortified tissuc
samples rendercd a percent recovery of 88%. The intra-assay
coefficient of varience was <1.4 and inter-assay error was <1.5.
The analvtical assav for tissue samples was linear over @ con-
centration range from 0.1 to 10 ug/ml with a correlation cocl-
ficient {t%) of 0.2 £ 0.3, Percent recovery from seruns samples
was 94 = 2 and a correlation coeflicient (r*] of (.97 = 0.1 was
abtataed, The limitof detection was 0,03 pgdml and the limit of
guantification was (105 pglml

2.4 Data analysis

A computerized curve-stripping program (PKAnalyst. Micro-
math Scientific Software. Salt Lake City, UT, USA} was used to fit
and analyze the concentration vs. time profiles of cach indi-
vidual rat and for the mean values. Best fiting models were
chosen after analysis with residual sum of squares and the fin-
imal Akaike's information eriterion. For the p. 0. and s, ¢ oule
of an aguenus preparation (doxyeycline-h) best fit was obtained
using a two-compartment model with first-order input and
first-order output using Model 13 (¢ 2 0.98), with the following
formula

Cancentrtion {Time) = A /0 1ime o Bait Tiwe 4 Cprfitt T

The concemration-time curve of doxyeycline-h i v. was best fit-
1ed using a np-compartment model as presented in Model 7 (r
20,993, with the following formula:

Concentration (Time) = Ap ™ U™ 4 fab ™
for the s.c. administration of doxycycline-lv-LA a one compart-
ment open model (Model 14, v > 0.98) was chosen. with the fol-
lowing formula:

Concentration [ Tinie) = Ag® (e Tz o geril-Tnee Tiag o

(‘-‘_,i A% Tlewet gt
Pharmacokinetic vanables obtained with PRAnalyst were; AUC
. area under the curve; MRT = mean residence time; A, B = hy-
brid rate constants: @, [§ = rate constants for the distribution
and elimination phases, respuctively: Ky = transfer rate from
the first companment 1o the second compartment; Ky, = trans-
ter rate from the sccond compartment o the fitst compart.
went; T, Mok? = hall-life of the elimination: T, = halt-life of
the absorption: K, = constant for drug elimination; K, = con-
stant for drug absorption; Cupe = peak concentration. T, . =
peak time; Cs; = maximum serum concentration at timeMok?
7ero,

Other variables, such as Vd,,,, = apparent volume af distri-
bution based o trapezoid AUC; AUC, = area under the curve.
infiniaum and Cl = body elearance, were obtained with standard
formulas (23], Two biowvailability (F%) values were caleutated
using the following eguations [24]

F (%) = {AUC el L)  (Dosts Lu/Dosts e )| x 100

F (%) = IAUC el AUC L) x (T4 Lod T ev )l x 100
WAuthor: Do you agree to the changed presentation of above
two formulas?®

Statistical analysis was carried ous by means of ANOVA, [ol-
lowed by Banferroni t test. Data is presented as mean = 15D,

3. Results

Mean + 15D serum and tissue concentrations/time pro-
files of doxycyeline are presented in Fig. 1 and 2. Table |
shows the corresponding pharmacokinetic variables.
Comparison of means revealed statistically significant
differences for the doxycyeline-h-LA preparationin AUC,

AUC,., MRT, T, Kot T Gl and both F values.

The histopathology of the injection sites of the doxy-
cycline-h-1.A preparation (group 4) showed a lack of in-
flamunatory response, [However, a well defined, appar-
ently painless bulge remained detectable during 5-7
days. This bulge was not accompanied by an inflamma-
tory respanse. rather the space was accupied by the
poloxamer matrix when becoming a gel at body tem-
perature. In this group of rats no lesion or bulge could
be detected beyond this time, The animals did not show
any sign of pain or discomfort with the long-acting
preparation, contrary to the group receiving the s ¢
dose of doxyeyeline-h. In these rats a clear inflamma-
tory response and tenderness were easily distinguished
for at least 7 days. Fig. 3 shows typical histupathological
inages of the injection site at 96 h for the group medi-
cated with doxyeyvcline-h-LA and the comparative im-
age of the group receiving aqueous doxyeveline-h. Focal
to multifocal inflammatory infiltrates with mononu-
clear cells, paniculitis, and necrotic-suppurative diffuse
myositis became apparent in the latter group. In the
former one, only light diffuse mononuclear cells caused
by the presence of poloxamer matrix when becoming a
gel at body temperature were apparent and the pres-
ence of these cells was transient.

W Fig. 1-3, Tab. | ®

4. Discussion .

The benefits of contrelled delivery of drugs include
maintenance of serum drug concentration at an optimal
therapeutic level for a prolonged time-interval, reduc-
tion in handling and, consequently, a possible improve-
ment in drug-administration compliance [25]. In this
context, the doxyveycline-h-1A preparation here de-
scribed was capable of providing, with a single s. ¢ injec-
ton, serum concentrations of doxyeycline almost equiv-
alent to the ones that various injections of an agueous-
based doxycycline preparation could have achieved. Yet,
this can only be speculated because anticipated severe
rissue irritation and animal welfare avoided multiple
duse pharmacokinetic assays. However, it appears that
due to the rapid body clearance of doxyeveline after the
s. ¢ administration of the aqueous preparation thera-
peutic concentrations of the drug were achieved after
12 h (see Fig. 1). Although it has been stated that high
concentrations of doxyeycline in vitro, equivalent to 8 to
16 times the value of an average minimum inhibitory
concentration (MIC), could render doxyeyeline a con-
centration-dependent antibacterial [26], cardiac toxicity
of this drug has been reported in calves with a single
overdose 5-10 times the therapeutic dose (plasma con-
centrations ranging {rom 50-100 ug/ml), making the lat-
ter approach unsafe [27, 28]. Hence, doxyeycline should
Wsafery®?(not understandable) be regarded as a time-
dependent antibacterial drug (26 and improved clinical
efficacy of a doxveycline-h- LA preparation should be ex-
pected.

It is quite commaon that long-acting preparations of a

drug show considerably greater AUC, .. values than the
corresponding non-long-acting preparations. However,
this is not always the case whon tissueserum ratios are
investigated 129, TFor doxveycline-h-LA, mean tissue:
serum ratios were 2:1 for lungs. 9.8:1 for Kidneys and
2.2:1 inintestine homogenates, These values are in close

agreement with results obtained in dogs after oral ad-



ministration of doxveveline at 10 mg/kg (1.3:1 for lungs
and 4.8:1 for kidneys) and in humans with 100 mg of the
drug administered orally (1.4:1 for lungs) [30]. These ra-
tios were somehow predictable considering the large
volume of distribution values obtained and because
doxyveyeline has been classified as a highly lipid-soluble
tetracycline {31].

The MIC values of doxycychine for sensitive and re-
sistant bacteria range from <0.5 pg/ml o L5 pg, re-
spectively [32-37. If serum concentrations of this drug
are to remain within these limits throughout the dosc
interval {D1). doxyeyeline-h-1.A should be injected every
2-3 days. But if tissue concentrations are taken as in-
dicatory, the DI will vary from 2-4 days. However, if 4
fold MIC values of serum concentrations are necessary
1o obtain an optimal amibacterial effect (51, the DI of
doxveycline-h-1A for Staphylococcus aureus (1.12 ug/
ml). Streptococeus pneumoniae (0.64 ug/ml) and Pas-
terrella mudtocida (0.36 ug/mi) will be 52. 60, 94 h, re-
spectively, If lung concentrations are considered, the DI
will be 64, 64 and 72 h, respectively. These values con-
tast favorably with maximum DI calues for agueous
doxveycline-h, considering the referred MIC limits,
ranging from 7.5 hto L1 h
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Fig. I: Mean {(t | $D) serum concentrations of doxycycline in
Wistar rats (n = 132] following s. c,, p. 0. and i. v. injection of 10
mg/kg of an aqueous preparation of dexycydine-hvclate.

It is feasible to assume that a longer action and per-
haps better pharmacokinetics can be achieved with
other velectes or by adjusting the ones used in this trial.
Nevertheless. this trial is, to the best of our knowledge,
the first report of 2 long-acting preparation of doxycy-
cline with improved pharmacokinetics. For example, &
Conae Value of 3.19 pg/ml with a Ty, of 2.18 h suggest
that a priming effect was made possible, perhaps
through improved absorption of the cyclodexwrin-doxy-
cyeline complexes. Also, serum concentrations above
0.1 pg/nl for 94 h and an MRT of 40.45 b have not been
abtained before. Although not comparable, itis of inter-
est to bear in mind that in calves a dose of 5 mg/kg of
doxveycline b.i. d., arally, resulted in a Cp,,, 0f 2.3 pg/ ml
with @ Ty of 3.4 1 [8]. Using the same dose, Cyy and
T Values in goats were 1.60 yg/ml and 0.86 h [13]. To
achieve a Cuu 0f 3.87 pg/iul an oral dose of 20 mgikg b.

i, d, was necessary in sick goats [3i. None of the above
mentinned studies reported a To g as large as the onc
achieved with doxyveyeline-h-1A (42,49 h), Hence, it
seems reasonable to propose further studies of this LA
preparation in other experimental species, bearing in
mind humans as target species.

The bioavailability (1) of doxyeyeline for the doxycy-
cline-h-LA group was 951%, ot 477 % if the corrected
formula for I' was considered. The same variable for
doxyeycline for oral administration in preruminant
calves was 69% [8]. Systemic hioavailability of doxycy-

Concaatration of doxycycing (ua/mi)
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Fig. 2: Mean (2 1 SD) serum and tissue coneentrations of doxy-

cycline hyclate in Wistar rats (n = 32) following s, . injection

1[:; 10 mg/kg of a long-acting preparation of the drug (DOX-h-
).

cline alter i m. injection of 5 mg/kg was 99.4% in goats
[13] and 70% in calves [38]. As stated before, contralled
release formulations often exhibit much greater F val-
ues than a non-formulated form of the drug (20, 24, 39].
The combined influences of a low clearance of the drug
and its high lipid solubility may account for these un-
usual high I vaiues. Various factors leading to bioavail-
ability higher than 100 have been reported [39]. They
include chemically oriented reasons, sampling and
handiing ercors or experimental design flaws, and ana-
Iytical deficiencies or miscalculations, A carelul review
of these and ather factors offered no clear explanation
as to the large value of F obtained with the doxveycline-
h-I.A preparation in this study. Hence, a recyeling phe-
nomenon due o the noticeably high lipid solubility of
doxyeyline [4, 38, and the controlled release of doxvey-
cline from the doxyvevcline-h-LA preparation, inducil;g
flip-Hop kinetics, are so far the only tenable explana-
tions. I'n humans, secondary peaks, typical of recyeling
phenomena, have been reported in the doxveycline se-
rum concentration-time profiles after oral dosage, per-
haps contributed by enterohepatic recyeling 140}, Con-

sequently. and considering the adequate PK/PD profile
here abtained for doxveyeline-h, it is reasonable to pro-

pose further studies of this and other improved LA

preparations, in order to complete a doxycycline for-

mula for use in the chosen target species.



Table [: Mean + 1 SD pharmacokinetic values of doxyeyeline hyclate in rats following p. 0., s. c. and i. . injection of 10 mg/kg of

an aqueous preparation of doxyeycline and after s. ¢, administration of doxycycline-h-LA.

-hiw DOX-hs. c -hp. o 5. €.

= | Paramoter L’;’,’:, : 15D Mean = 15D Sﬁ’iﬁ".% D&\m: :‘1\ D
AUC (ug - Wl 16,02 £ 1.23* 1712211 ToRL23 1340 2 §.13%
AUC. ing - h/mal) 16.39 223! 17.67 £ 1.03° 1311 £33 160 = 6.23"
MRT (hi T04:089* 620+ 1.09* 343 0,090 046 « 3777
A (pgimb) 2364055
wih" 260+ 0.02°
B (pg/ ml) 203+ 0.09°
Binh 00132001 025 + 0.05" 0.26 + 0.01° 0.4+ 002"
Ky 1Y) 1202 0.01%
Ky (1) 1.29 4 0.0
Kbl 0.27 £0.03: .56 & 0.028 (.57 005" 0.09 £ 0.03
Kab th') - 0.25+0.01 .26 + 0.03* 0,30 = 0.008°
T, () 211 2007* 277 002" 259 =03k 4249+ 005"
[an bl = 27804 266 1 0.58* (.9 + 0.07"
Crae (U7 t0d) - 3.00 £ 0.35" 3.200 2 0,65 3191075
Oy (ugd ml) 3304 045 - =
T e th) - 23 1 065 2.50 = 0.05¢ I8 4 066
Cly (b - kgl 044 2 0.05° 041 £ 0024 (137 + D.01Y 0.09 + 0,01
Vs 1K) 1.32 £+ 0357 164 +0353 " 144 2015 1.0 = D05
(%) 05 +7911° 109 £ 691+ 951+ 291"
FFeoreected (%) B2+491° 95 = 6491+ 477 x20L°

0 Che values within a row with no common superseript differ significantly (P < 0.05),

n = 1492 rats; AUC = area under the curve; AUC,, = drea under the curve (o infinite; MRT = mean residence time: A = intercepr of the dist-
bution phase, B = intercept of the elimination phase; alpha, «, beta, i = rate constants for the distribution and elimination phases, respec-
tvely; Ky = the transter rate from che flest comparunent w the second compactment; Xy = transfer rate from the second compartment 1o
the first compartment; To,q = half-life of the elimination; T.., = half-life of the absorption; Ky= constant for drug elimination; K,,= drug ab
sarption constant; ., = peak concentration, Ty, = peak time; Cly = body clearance; F = hivavailability, F corrected = bivavatability con-
sidering climination half-life

B2

Fig. 3: Histopathologic aspect of the injection Sites 120 h alter the administration of aqueous DOX-h {A) or the long-acting prep-
aration of doxyeycline hyclate, in a -cyclodextrin:poloxamer matrix (DOX-h-LA) (B). [n A1 the arrow shows a large zone of ne-
crotic fat bordered by a layer of macrophages and giant cells. Arrows in A2 show panniculitis, and necrotic-suppurative diffuse
myositis. BI and B2 show light diffuse mononuclear cell infiltration caused by the poloxamer gel.

B Author: Please give new magnification values. Thank you. &
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SUMMARY

Objective — To determine the pharmacokinetic of an
experimental, long acting parenteral f determined prior to
and at various time-intervals following drug
administration.

Results — DOX-h-LA showed the greatest
bioavailability (545 %); with a maximum serum
concentration (Cpay) of 2.4 0.95 pug/mL and a peak time
(Tmax) Of 19.23 0 2.03 h, and an elimination half-life of
40.92 0 4.2%. Considering minimum effective serum
concentration of 0.4 pg/mL a dose-interval of 84 h can
be achieved with DOX-h-LA; while only 11.8 h and 12.99
h dosing intervals are necessary for the IV and IM routes
of administration, respectively.

Conclusions and Clinical Relevance — Results
indicated that DOX is distributed quickly and widely in
the body following a single SC dose of DOX-h-LA. Then,
a prolonged half-life follows. This allows a very high
bioavailability as compared with the same values after IV
and IM administration of DOX-h. Although no local tissue
irritation and no clinical side effects were observed,
clinical  assessment,  drug-residue  studies and
toxicological  evaluations are warranted before
DOX-h-LA can be regarded as an option for the treatment
of antibacterial infections in goats.

Key words: DOXYCYCLINE; GOATS,
PHARMACOKINETIC, SUSTAINED-RELEASE.

1. Introduction

Doxycycline, a  semi-synthetic ~ derivative  of
oxytetracycline is a potent bacteriostatic drug commonly
used as doxycycline hyclate (DOX-h). It possesses a
broad-spectrum antibacterial action through inhibition of
protein synthesis." Additionally, it is highly lipophilic,
shows large apparent volume of distribution and a
prolonged half-life in domestic species.” It has a greater
plasma protein binding rate than oxytetracycline and
chlortetracycline.® In dogs, doxycycline is metabolized up
to 40%, and is largely excreted in faeces by bile and
intestinal secretion (< 5% and 75% respectively) mostly in
a microbiologically inactive form.* Urinary excretion
accounts only for 16 to 22% of the dose. Renal
impairment increases intestinal excretion, hence
doxycycline does not accumulate in rats, human beings
and dogs with renal failure.> ® DOX-h may be useful to

treat bacterial infections in goats as it has done it in
pneumoniae,” skin and soft tissue infections,® urinary
tract, genital tract and gastrointestinal tract bacterial
diseases such as salmonellosis and colibacillosis.’
However DOX-h is remarkably tissue-irritating when
injected’; and parenteral preparations are not commonly
available world wide. Additionally, daily administration
of an aqueous preparation would be required to maintain
therapeutic ~ concentrations in  plasma, as its
pharmacokinetics  suggests’ ' and  because
pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) relationship
of DOX-h theorizes that optimal clinical efficacy can be
obtained if the drug is regarded as a time-dependant
antibacterial.**** Considering the above, the objectives of
this study were to test a new non-irritating, long acting
preparation of DOX-h and establish its pharmacokinetics
after its SC injection at a dose of 10 mg/kg of body weight
in goats and compare these results with the intravascular
and intramuscular pharmacokinetics of an aqueous
preparation.

2. Materials and methods

This study was approved by the Posgraduate Committee
of Research, Care and Use of Experimental Animals,
according to de Mexican Official Regulation
NOM-062-Z00-1999, and it was carried out at one of the
experimental farms of the Facultad de Medicina
Veterinaria at the Universidad Nacional Auténoma de
México.

A subcutaneous LA preparation (100 mg/mL) of
doxycycline hyclate (PARFARM Pharmaceuticals,
Mexico City, Mexico) was developed, under sterile
conditions. Inclusion complexes of doxycycline 10%
(w/v) with B-cyclodextrin (Cerestar Pharmaceutical
Excipients, U.S.A)) (1:0.1M) were first formed by the
kneading method which can be described as follows:
B-cyclodextrin (0.1 M) and distilled water were mixed
together in a mortar so as to obtain a homogeneous paste.
Then, 1 M of DOX-h was added slowly. The mixture was
ground for 30 min and an appropriate quantity of water
added to maintain a suitable paste consistency. The paste
was dried in oven at 40-50° C for 24 hours and the dried
complex was pulverized into a fine powder."* The
resulting powder was diluted with a solution of 15%
propylenglicol - 10% ethyl alcohol in water. Then, this

1
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mixture was included in a reverse gel copolymer
polyoxypropile—polyoxyethylene (poloxamer) (BASF,
Mexico City)adjusting pH to 7.0 with a phosphate buffer
solution under constant stirring at 4° C to reach a final
concentration of 10% of doxycycline 15% poloxamer.
The preparation was regarded as ready when a
microemulsion was formed and this could be pin-pointed
when the mixture clarified. Finally, 100 ml vials were
prepared, stored at 4°C and utilized during the following
week.

Ten per cent aqueous solutions were made from powder
DOX-h diluted in sterile distilled water immediately
before injection. Animals were individually weighed and
dose of 10 mg/kg in a volume approximately of 5.0 mL
was administered by IV in the jugular wvein or
intramuscularly in the semitendenosus or
semimembranosus muscle of the right or left hind-limbs.
The experimental, long-acting preparation of DOX-h
developed for this trial (DOX-h-LA), was injected SC at
the same dose in the scapular region and to minimize
variations in absorption patterns from sites of injection, all
animals received their dose of DOX-h-LA in two equally
divided volumes.

Thirty clinically healthy, 1-years old Alpine females
goats, weighing a mean of 50 % 5.8 kg were included in
this trial. Animals were determined to be clinically normal
on the basis of physical examination. They had not been
medicated with any antibacterial for at least 30

days. Animals were maintained on a diet of alfalfa hay and
pelleted feed concentrate. Goats had access to water ad
libitum.

In order to achieve a close timing interval between
administration of the drug and blood sampling from the
jugular vein, a permanent-heparinised long catheter gauge
No. 18 (Becton Dickinson®) was placed in each goat and
5 mL blood samples were withdrawn after discarding the
first 5 mL of heparinised blood. The times for collection
after each dose were: 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, and
24 hours for IV or IM route and 1, 2, 4, 8, 24, 30, 48, 72
and 96 h post-administration of the drug for SC route. A
basal sample before injection was also obtained. Blood
was allowed to clot at room temperature for 2 h, serum
harvested by centrifugation at 1500 g for 5 min and frozen
at -20°C for one week until analyzed.

Serum doxycycline concentrations were determined by
the modified agar diffusion analysis™ with Bacillus cereus
(ATCC 11778) as a test organism grown on
Mdeller-Hinton agar (Bioxon®). Drug concentrations
were determined by comparing the diameter of zones of
inhibition with those of various dilutions of the standard
prepared in pooled antibacterial-free goat serum by the
use of linear regression analysis. The intra-assay
coefficient of variance was < 1.9 and inter-assay error <
1.8. The analytical assay was linear over a range of
concentrations from 0.1 to 10 pg/mL, with a percent

recovery of 94 + 2 and a correlation coefficient of 0.97 £
1.1. Limit of detection was 0.07 pg/mL and limit of
quantification was 0.1 pg/mL.

A computerized curve-stripping program (PKAnalyst,
Micromath Scientific Software) was used to fit and
analyze the concentration vs. time profiles of each
individual goat and for the mean values. Best fitting
models (r > 0.99) were chosen after analysis with residual
sum of squares and the minimal Akaike’s information
criterion. For IM and SC route, best fit were obtained
using either of two compartment models with first — order
input and first — order output (Model 13 and 14
respectively).

Concentration (Time) = Ae ™ "™ + Be# " Time 4 CgAB Time

Concentration (Time) = Ae " (TmeTla0) 4 g/ (Time-Tlag) 4
Ce—KAB - (Time-Tlag)

Variables obtained for the extravascular routes were: AUC
= Area under the curve; MRT = mean residence time; g =
rate constants for the elimination phases; T, = half life of
the elimination; T, = half life of the absorption; K=
constant for drug elimination; Kg= constant for drug
absorption; Cax = peak concentration, T = peak time.

The concentration-time curve of DOX-h 1V was best fitted
using a two compartment model as presented in Model 13
(r=0.99), with the following formula:

Concentration (Time) = Ae -a-Time | po-f Time

Pharmacokinetic variables obtained with PKAnalyst for
the IV route were: AUC = Area under the curve; MRT =
mean residence time; A, B, = hibrid rate constants; alpha,
o, beta, p = rate constants for the distribution and
elimination phases, respectively; K12 = the transfer rate
from the first compartment to the second compartment;
K21 = transfer rate from the second compartment to the
first compartment; T, = half life of the elimination; T,
= half life of the absorption; K= constant for drug
elimination; K= constant for drug absorption; Cpax =
peak concentration, T = peak time; Csp - maximum
serum concentration at zero.

Other variables, such as Vd,e, = apparent volume of
distribution based on trapezoid AUC. AUCo = Area under
the curve-infinitum and Cl = body clearance, were
obtained  with  standard  formulas.'®  Absolute
bioavailability (F) and a half-life corrected F value were
calculated using the following equations:

AUC EV Dosis IV
F% ="AUCIV _XDosisev X 100

Fo% = AUC EV )El/z [\ X 100




AUC IV t% EV

Data is presented as mean * standard deviation of ten
observations for each parameter and for statistical
comparisons of Cpax, Tmaxe AUC, MRT and T, among
groups the ANOV A and Bonferroni-test, were used.

3. Results

Mean + 1 SD serum concentrations vs. time profiles of
doxycycline for the three groups are presented in figure 1
and 2. Table 1 summarizes all pharmacokinetic variables
obtained for the three groups and a statistical comparison
of means, made for those variables shared by the various
administration routes, is also presented in table 1.
Comparisons for AUC, MRT and T, showed that all
these variables were statistically larger in group
DOX-h-LA as compared to groups DOX-h-1V or IM (P <
0.05). The mean elimination half-lives obtained were
40.92 1 4.25 hours for DOXh-LA; 4.11 [1 0.46 for
DOX-h-IVand 4.19 0 0.66 for DOXh-IM, respectively
Differences among these means was statistically
significant in all comparisons (P < 0.05).

Based on minimal therapeutic concentrations (MIC)
divided from minimal inhibitory concentration values, a
comparative assessment was made of the length of time
for which a given serum concentration of doxyxycline was
maintained. Chosen values were: S = for susceptible
bacteria, when MICs were < 0.4 pg/mL and R = for
resistant bacteria, when MICs were above 1.5 pg/mL.
Thus, DOX-h-IV was above the S level for 11.9 h, but
only 2.7 h for the R level and DOX-h-LA extended these
time-periods to 84 h and 53, respectively. The time at
which serum concentrations were above the S or R
concentrations  were  statistically  different when
comparing DOX-h-LA with either the DOX-h-IV (P <
0.05).

No inflammatory response was observed at the injection
site with the DOX-h-LA preparation. However, a well
defined apparently painless bulge remained detectable in 3
animals for 7 days beginning with an approximate size of
2 x 1 x 1 cm and disappearing steadily. This bulge is not
believed to be an inflammatory response, but rather space
occupied by poloxamer when becoming gel at body
temperature. After this time no lesion or induration could
be detected. Animals did not show any sign of pain or
discomfort with the long-acting preparation. In contrast
pain and swelling were evident with aqueous formulation
for at least 15 days.

4. Discussion

According to Cunha et al.? doxycycline shows maximum
clinical efficacy when serum concentrations of the drug
are four times the MIC and remain so as long as possible
within the dosing interval. However, AUC./MIC ratios

have not been established for any species. Nevertheless,
taking MIC data from Cunha et al.’, such ratios for the
DOX-h-LA will vary from 27 for E. coli to 259 and 461
for Streptococcus pneumoniae and Pasteurella multocida,
respectively. Empirically, these ratios comply well with
suggested AUC/MIC values evaluated from an
experimental trial published on pneumonia in humans
and defining bacterial susceptibility to doxycycline can
also be assessed with available MIC values, which can be
categorized as sensitive (from < 0.4 ug/mL) and resistant
(>1.5 pg/mL)"®%. These values agree with reports from
human isolates, for example: Cunha et al.”® found for E
coli a MIC of 1.5 pg/mL, for Staphylococcus aureus 0.28
pg/mL, for Pasteurella multocida 0.09 pg/mL, and for
Streptococcus pneumoniae 0.16 pg/mL. Additionally,
Notari * suggested a serum concentration from 0.5 to 1
pg/mL as the therapeutic range for this antibacterial drug.
Yet, no similar data could be found for goats after a
thorough review of literature. Considering the above and
that the best PK/PD of this drug profile is achieved when
serum concentrations of the drug are never below the MIC
at any time during the dosing interval®*®3, it is safe to
regard DOX-h-LA as complying with PK/PD profiling of
doxycycline. Then, for susceptible bacteria, aqueous
DOX-h-IV should be injected every 11.8 h, agueous
DOX-h-IM every 12.99 h and DOX-h-LA every 84 h. For
the two former preparations such frequent injection
appears unpractical while a 3 day dosing interval for the
DOX-h-LA preparation seems a reasonable time schedule.

The DOX-h-LA preparation achieved a Cra 0Ff 2.4 11 0.95
pg/mL at a Trax Of 19.23 h, these values largely exceed
previously reported data for doxycycline in goats with a
Cinax 0F 1.60 h pg/mL and a Ty of 0.86 h.'° A dose of 20
mg/kg IM in goats resulted in a Cpax Of 3.87 pg/mL in
neumonic animals and 5.56 pg/mL in healthy ones. ’ But,
the same dose was reported to achieve only a Cy,s Of 1.87
Hg/mL with a Tpax of 0.85 h in African goats."* After
reaching the Cmax the serum concentrations of
doxycycline declined slowly with DOX-h-LA, but always
exceeded the lower set limit of 0.4 pg/mL for 84 hours
with a MRT of 44.83 h. The elimination half -life (T,
)for DOX-h-IV was 4.11 h; 4.19 h for DOX-h-IM and
40.92 for the DOX-h-LA preparation.

Bioavailability of doxycycline for the DOX-h-LA group
was 545 %, while the same variable in other studies in
goats after IM injection of 5 mg/kg was 99.4%. It is not
uncommon to obtain large F values for sustained release
preparations.”®?  According to  Toutain  and
Bousquet-Mélou®® this phenomenon is either a fact or a
flaw in sampling handling of samples, experimental
design misconceptions, or analytical deficiencies or
miscalculations. A careful review of these and other
factors listed by these authors offered no clear explanation
as to the large value of F obtained by the DOX-h-LA
preparation in this study, excepting, a recycling
phenomenon due to the noticeably high lipid solubility of
doxycyline” ® and the controlled release of doxycycline
from the DOX-h-LA preparation.



The principal purpose of designing a DOX-h-LA
preparation was to provide, with a single injection, serum
doxycycline concentrations equivalent in practical terms
to one or various injections of a conventional doxycycline
product per day. A poly (ethylene oxide)-poly (propylene
oxide)-poly  (ethylene oxide) block copolymer
(poloxamer) was used as delivery vehicle-matrix, because
it improves solubility, reduces hydrolytic degradation,
achieves controlled release and often results in improved
bioavailability®*®**.  Poloxamer possesses  reversed
temperature-dependant gelation properties, that is, the
preparation exhibit low viscosity at room temperature
(28-32°C) and become gel at body temperature (37-40°C),
*thus allowing the long-acting effect observed. To reduce
irritation and promove an initial priming absorption,
B-cyclodextrin - was included. DOX-h-B-cyclodextrin
complexes may diminish or prevent tissue irritation by
reducing the local concentration of free drug below the
irritancy  threshold, * 3% and it is known that
B-cyclodextrin enhances absorption rate of various
drugs® %,

Being a time-dependant antibacterial drug it can be
expected that clinical efficacy of the DOX-h-LA
preparation should be at least equivalent to the one
obtained with non-LA preparations administered once or
twice per day, but with a significant reduction in work
load, cost and animal stress. Hence, among other
considerations, clinical trials and residue studies are
needed to assess if this preparation can be regarded as
potentially useful in goat’s medicine.

Undoubtedly, further studies may optimize the
formulation, and it is necessary to state that the use of this
drug could not be recommended until tissue concentration
and residue studies have been performed. Also, in spite of
evidence that indicate lack of toxicity of poloxamer and
B-cyclodextrin in various species,?® assessment of the
safety of this preparation in goats, is warranted.
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8-Discusion

La relacion entre costo y beneficio en el desarrollo e investigacion de nuevos
farmacos en la industria farmacéutica, resulta mas atractiva para medicina
humana que para medicina veterinaria. Las razones incluyen en el primer caso:

un mercado natural de 6, 880 millones de seres humanos ©

, la posibilidad de
elevar considerablemente el precio de venta y con ello recuperar mas rapido y
facilmente las cuantiosas inversiones hechas para obtener el preparado final y
los desarrollos fallidos. En contraste, en el desarrollo de muchas entidades
farmacoldgicas en la medicina veterinaria, las consideraciones econdmicas

pesan mas sobre las decisiones terapéuticas.

Bajo las condiciones anteriores, es dificil coordinar, conjuntar y solventar un
equipo tecnoldgico que dedique sus esfuerzos al desarrollo e investigacion de
una nueva entidad farmacolégica (NEF)® en medicina veterinaria. El resultado
de la situacion descrita es una escasa generacion de estos productos en
medicina veterinaria. No obstante, como respuesta de la industria se tiene una
activa investigacion de nuevas y mas adecuadas formas farmacéuticas. El auge
de los preparados de LA-LS en la industria farmacéutica veterinaria es tal, que
se puede afirmar que mas del 40% de los preparados farmacéuticos esta
representado por productos de liberacion controlada, cuyos uso principales son
el tratamiento de enfermedades respiratorias, aumentar la eficacia alimenticia y
mejorar el crecimiento y produccién de leche'®. Por ejemplo, la inyeccién de
ceftiofur cada 12-24 h puede ahora hacerse cada 7 dias al aplicar un implante de

133

ceftiofur cristalizado , 0 la manipulacion quimica de la molécula de un

macrélido o una cefalosporina para generar tulatromicina *** y cefobecina "
respectivamente, con T'23 y depuraciones tan prolongadas que solo requieren 1
sola dosis, si es que requieren una segunda dosis se aplica a los 14-21 dias.

Uno de los preparados pioneros de larga accién (LA) en medicina veterinaria fue

F http://www.esi.unav.es/asignaturas/ecologia/Hipertexto/14PolEcSoc/120PobHum.htm

¢ NEF Término gue describe un grupo quimico novedosos, de una nueva aplicacion de un farmaco ya
conocido o el redisefio farmacéutico de un preparado cuya farmacocinética se ajuste mejor a la
farmacodinamia del principio activo y o las condiciones de manejo de una especie en particular.

H http://www.emea.europa.eu/vetdocs/PDFs/EPAR/convenia/V-098-Pl-es.pdf



la oxitetraciclina (OXT) y actualmente es el antibacteriano inyectable mas
vendido en Latinoamérica y en muchas otras partes del mundo **°>. No obstante
no se hicieron ensayos para lograr un efecto similar con otras tetraciclinas mas
potentes como la doxiciclina (DOX-h) derivado del mismo grupo que la OXT pero
descrito como 60 veces mas potente que esta y con menor tasa de resistencia

por no requerir de transporte activo para ingresar a la bacteria **3

. Es posible
especular que parte de esta falta de preparados LA de doxiciclina se haya
debido a que es un farmaco extremadamente irritante, que induce necrosis
tisular severa y en virtud de que la doxiciclina es muy inestable a cambios de pH,

a la oxidacion, fotdlisis e hidrdlisis®>.

Con los antecedentes mencionados y con la motivacion de generar una
presentacion novedosa de doxiciclina, se estableci6 como meta de este trabajo
generar un preparado de doxiciclina que reuniera las siguientes caracteristicas:
1) forma farmacéutica razonablemente estable, 2) que no generara irritacion
tisular después de la aplicacion, 3) que lograra concentraciones terapéuticas por
mas de 48 h y 4) si fuera posible que pudiera ser patentable. Posteriormente se
obtuvo como bono adicional al disefio logrado que, al menos en bovinos,
generara una masa ocupativa en el sitio SC de inoculacion, que, sin ser una
reaccion inflamatoria, permite visualizar que se ha tratado un animal en
particular y que durante al menos 30 dias no se debe procesar para consumo
humano, tiempo en el que esta masa desaparece por completo. Al respecto vale
la pena sefialar que aun no se realizan estudios de residualidad del preparado
en estudio y en el caso de introducir este preparado comercialmente serian
imprescindibles, teniendo como limite maximo de residuos el valor de 600 ppm /
kg en rifion, 300 ppm / kg en higado y de 100 ppm / kg en musculo, segun

recomenda la EMEA en bovinos. '

Otras ventajas que se buscaron al disefiar un formulado de liberacion sostenida-

prolongada o de larga accion (LS-LA) frente a las formulaciones convencionales

! http://www.emea.europa.eu/pdfs/vet/mrls/010196en.pdf



son: La reduccion de efectos adversos, disminucion del estrés por manejo,
disminucién de los costos por manejo, terapias antibacterianas adecuadas en
tiempo y concentraciones, mejora la actividad terapéutica de las sales existentes

y disminucién de la presentacién de resistencias bacterianas.'*.

En el presente trabajo, se seleccionaron a la ciclodextrina, al carbopol, al
chitosan y al poloxdmero para incluirlos en los preparados de LA-LS, ya que por
sus caracteristicas fisicoquimicas tienen la habilidad de transportar farmacos no
solo en su papel de vehiculos, sino porque también logran modificar algunas
propiedades fisicas del principio activo, tales como disminuir su inestabilidad a
cambios de pH e incrementan la capacidad de disolucion. El uso de estos
vehiculos también tiene que ver con el mejoramiento de la absorcion, debido a
gue la velocidad y la magnitud de la biodisponibilidad del farmaco pueden ser
optimizados, principalmente al ajustar varios factores que afecten el equilibrio de
la disociacion del complejo en la formulacion y la biofase en la que el complejo
formado se administra lo que trae como consecuencia una reduccion de la
irritacion local al reducir las concentraciones efectivas del farmaco en contacto
con las membranas adyacentes al sitio de administracién. Y sobre todo la
liberacion lenta y prolongada de los farmacos. Y lo que es mas importante
carecen de efectos toxicos. En este punto cabe hacer mencién que cualquiera
de los excipientes seleccionados han sido aprobados por la FDA en productos
farmacéuticos para uso humano'® y ninguno tiene problemas en cuanto a

restricciones sanitarias en México por la COFEPRIS.’

Para estudiar la compatibilidad de la doxiciclina y los excipientes, se realiz6 una
investigacion de las propiedades fisicas y quimicas del principio activo solo y en
combinacion con cada uno de los excipientes propuestos para el preparado final
y que cumplieran con los objetivos de la formulacién. Con ello se logré un perfil

bien estructurado del estandar y de los vehiculos que formarian parte del

J http://cofepris.salud.gob.mx/bv/index.htm



sistema matricial de liberacion sostenida de doxiciclina hiclato, adicionalmente
se pondero la disponibilidad comercial y el costo de los materiales, puntos clave

para el desarrollo farmacéutico veterinario.

En el estudio de preformulacién también se seleccionaron los procesos o
métodos de formulaciodn tentativos, tomando en cuenta que la DOX-h no sufriera
una degradacion por sensibilidad al calor, agua o cambios de pH. Para tal fin, se
realiz6 un analisis termogravimétrico de DOX-h, que determina la masa de una
muestra como una funcion de temperatura, o tiempo de calentamiento, también
se realizaron pruebas de solubilidad y de estabilidad. De esta manera, se puede
asegurar que el principio activo no sufriera una degradacion al momento de
preparar los diversos sistemas o prototipos disefiados (Ver Anexo 8.1).
Inicialmente, se disefiaron preparados a base de chitosan y carbopol y los
resultados no fueron satisfactorios, en lo que se refiere a mantener
concentraciones adecuadas por un largo periodo de tiempo (arriba de 48 h) y

alcanzar concentraciones al menos 2 veces por arriba de la CMI.

En el caso del carbopol 971 P NF la falla en la eficiencia como formador de una
matriz de liberacién controlada pudo ser debida a su porcentaje de adicién, ya
gue la maxima concentracion sérica lograda fue de 0.5 pg/mL a las 24 h,
postadministracion. El porcentaje de inclusién se aumenté a mas del 10%, ya
que la densidad del entrecruzamiento de las cadenas del polimero se ve
influenciado por el porcentaje de adicion del mismo y con esto se buscaba que el
principio activo difundiera de manera sostenida y prolongada. * No obstante,
dado que es necesario que ocurra erosion de la matriz formada por el carbopol,
para que el principio activo difunda, no se logré un punto de equilibrio, amen de
gue se detecto toxicidad local en las ratas en las que se hicieron ensayos

preliminares.

Con respecto al Chitosan, en ensayos preliminares en ratas, aunque si se

lograron concentraciones maximas aceptables (1.8-2 pg/mL) a las 2 h



postadministracién, solo se consiguié una concentracion de 0.3 pyg/mL a las 120
h. El porcentaje maximo de adicion del chitosan al formulado fue de 1%, con la
desventaja de que al aumentar dicho porcentaje se obtuvieron problemas de
estabilidad entre los excipientes y el principio activo. Sin embargo podrian
realizarse mas trabajo de desarrollo farmacéutico con estos dos polimeros para
lograr otros nuevos preparados de liberacion controlada, mediante la adicion de

interfaces que estabilicen a los ingredientes.

Los mejores efectos en cuanto a PK se lograron cuando se utilizé una matriz de
poloxdmero para obtener un formulado de larga — accién. (DOX-h-LA). La
formulacién se caracteriz6 por ser un deposito subcutaneo en virtud de sus
propiedades termoreversible, que generaron una masa ocupativa visible al

clinico y al propietario.

Para el preparado elegido en este estudio, se empled el copolimero tribloque poli
(oxido etileno)-poli (oxido propileno)-poli (oxido etileno) como vehiculo-matriz de
liberacion modificada, se observé que esta matriz reducia la degradacion
hidrolitica y lograba una liberacién controlada y por los datos de la literatura,®’*°°
se pudo predecir un incremento en la biodisponibilidad del farmaco en los
animales. La formulacion elegida present6 baja viscosidad a temperatura
ambiente (28-32°C) y se convirtié en gel a temperatura corporal (37-40°C) .%8102
Con el propo6sito de reducir la irritacion causada por la doxiciclina, se incluyo la
B-ciclodextrina para producir un complejo de inclusion de DOX-h-B-ciclodextrina.
Se postulé que tal complejo podria disminuir 0 prevenir la irritacion tisular al
reducir la concentracion local de farmaco libre y con ello abatir el contacto
directo del activo con el tejido.®>® Adicionalmente la B-ciclodextrina puede
incrementar la velocidad de absorcidn inicial actuando como un promotor en la

fase de carga. 3*#?

El porcentaje de adicion del poloxamero se seleccion6 con base a ensayos para

determinar la disminucion de la temperatura de gelacion de disoluciones



progresivamente mas concentradas de P-407. Asi mismo se emplearon
cosolventes para evitar la gelacion rapida con base a lo informado por
Gonzélez, 2007 **® y se verificé la influencia de propilenglicol y etanol en las

propiedades de viscosidad y en la temperatura de gelacion.

Ademas fue necesaria la adicion de disolventes organicos al formulado. Su
porcentaje de adicion tuvo que ver con la interaccion de la doxiciclina, polimeros
y excipientes considerando su influencia sobre la liberacion controlada. Asi la
presencia de disolventes organicos modifico la temperatura de transicién sol-gel,
ya que estudios realizados con este tipo de polimeros demuestran que también
los disolventes organicos tienen una influencia significativa en la velocidad de
liberacion de farmacos. **" Se estudié la influencia de las sales de doxiciclina
hiclato, de etanol y propilenglicol en las caracteristicas reologicas del
Poloxdmero 407 y se encontré en general que disminuyen la temperatura de
gelacién, excepto en la adicion de etanol que no modifica dicha variable, en
concentraciones menores del 10%. Concentraciones mayores de etanol,
incrementan la temperatura de gelacion, hasta que la formacion del gel se
inhibe. Estos efectos principalmente pueden atribuirse a la habilidad de varios
iones para modificar la estructura del agua y principalmente por la influencia de
la hidratacién de los bloques de oxido de etileno y de oxido de propileno,
ademas de otros factores como la formacién de complejos entre las cadenas
polioxietilenadas y la parte hidrofébica del farmaco y de la interaccion de la parte

i6nica del farmaco con el agua %1,

La adicion de propilenglicol a las disoluciones de P-407 promovio la formacién
de la fase de cristal liquido al abatir la temperatura de gelacion por incremento
en las concentraciones del glicol, lo que aumentdé la viscosidad de las
disoluciones. Las estructuras cristalinas que se formaron mediante arreglos
hexagonales y cubicos le confirieron estabilidad al sistema. El intervalo de
estabilidad de estas estructuras vario con el tipo de disolvente empleado, se ha

reportado que el etanol y el propilenglicol hinchan los bloques de PEO y PPO y



participan en la formacién de la interface polar apolar . 3139141 De esta manera,
el porcentaje de adicion de los solventes organicos en interaccion con el
polimero, la ciclodextrina y el principio activo lograron una liberacion controlada y

prolongada que cumplia con el objetivo del presente trabajo.

Una vez seleccionado el preparado de doxiciclina hiclato (DOX-h-LA), se
realizaron estudios farmacocinéticos tomando como referente a la doxiciclina de
un preparado acuoso. Inicialmente se realizaron estudios farmacocinéticos en
ratas a dosis de 10 mg/kg del peso corporal y posteriormente en becerros,
bovinos adultos, cabras y borregos. Sin embargo se discuten solamente los
resultados obtenidos en los becerros y las cabras en funcion de que la respuesta
farmacologica fue muy similar en las demas especies. Adicionalmente, se

determind la concentracion tisular en ratas tratadas por via SC.

Los productos de liberacion modificada tipicamente se aplican por via
intramuscular o0 subcutanea. Los sistemas pueden aplicarse como
microparticulas o soluciones que cambian de estado en el sitio de inyeccion
formando algo semejante a un implante. El limite de la cantidad de material que
puede inyectarse no esta definido del todo, pues en parte dependera de la
perfusion y deberan considerarse las estructuras normales y la fisiologia del
tejido subcutaneo o intramuscular, segun sea el sitio donde se aplicara la
inyeccién. Por tal virtud el preparado DOX-h-LA, se decidi6é aplicarlo por via
subcutanea, puesto que las inyecciones subcutaneas buscan liberar el producto
en el espacio entre la dermis y la grasa subcutanea y con el fin de reducir las
variaciones en el patron de absorcion desde el sitio de inyeccidn, se dividié en
dos sitios el depdsito del gel termoreversible del poloxdmero que como ya se
menciond genera una masa ocupativa visible en los animales y que en el caso
contrario de aplicarlo en un solo sitio, podria causar mayor compresion al tejido
muscular, pudiendo causar dolor. Es comun, que las inyecciones subcutaneas
formen un depdsito, cuyo tamafo, forma y naturaleza esta determinado por la

composicién del preparado que se aplicd, volumen inyectado, propiedades



reoldgicas del sistema, tasa de dispersion, y las fuerzas internas debido a la
contraccion de tejidos adyacentes (musculo). Una vez que se ha formado el
depdsito con el farmaco, éste debera liberarse y difundir hacia la circulacion
sanguinea y capilares linfaticos. En el espacio subcutaneo, la cantidad de
capilares sanguineos es menor que en el tejido muscular y dependiendo de la
profundidad de la inyeccion y la cantidad de grasa presente, la tasa de absorcién
es mas lenta que en el musculo. El retardo en la absorcion de farmacos
depositados en el tejido subcutaneo es mayor para aquellos que tienen altos

coeficientes de particion de lipido/agua, pero aun ese factor puede modificarse.

Se realizaron estudios de la farmacocinética en ratas Wistar, clinicamente
sanas. El preparado experimental de DOX-h de larga-accion desarrollado para
este ensayo (DOX-h-LA), se inyectd SC y se compararon con el preparado DOX-
h (un preparado acuoso (DOX-h) por 3 vias de administracion (IV, SC y PO con
una dosis Unica de 10 mg/kg).se obtuvieron muestras sanguineas a diferentes

tiempos de muestreo hasta completar 94 h.

Las concentraciones séricas de doxiciclina, inicialmente se llevaron a cabo por
medio de cromatografia de liquidos de alta resolucion con lampara de UV visible,
se obtuvo el espectro y la curva estandar (Ver Anexo 8.2 y 8.3), sin embargo
debido a lo costoso del método, se realiz6 una validacion del analisis modificado
de difusion en agar,**® con Bacillus cereus (ATCC 11778) como organismo de
prueba y agar Mueller-Hinton (Bioxon® para su crecimiento) con excelentes
resultados (Ver Anexo 8.4), por lo que se continué trabajando con esta

metodologia.

Se utilizo el programa (PKAnalyst, Micromath Scientific Software) para ajustar y
analizar el perfil de la concentracion vs tiempo en todos los animales. Dicha
curva obtenida después de la administracién IM, IV .y SC de DOX-h se ajusto
mejor cuando se usé un modelo de dos compartimentos de primer — orden de

entrada y salida. Los resultados de las variables AUC, MRT y Ty, entre grupos



mostraron que las diferencias fueron estadisticamente significativas en el grupo
de DOX-h-LA cuando se compar6 con los grupos DOX-h-IM y DOX-h-IV (en un

rango de < 0.05 a < 0.001) en las especies utilizadas.

Se midi6 la distribucién tisular de hiclato de doxiciclina, después de aplicar
eutanasia por sobredosis con pentobarbital sédico, se removieron los pulmones,
rifones e intestinos. En éste grupo también se realizaron pruebas
histopatolégicas del sitio de inoculacién a las 24 h, 120 h y 15 dias después de
la inoculacién para evaluar la toxicidad aguda de la aplicacion del preparado de
doxiciclina (DOX-h-LA). La extraccién de doxiciclina a partir de los tejidos se
realizd el proceso de extraccion.'*? Se obtuvo un porcentaje de recobro de 88%.
+2.0.

Los resultados obtenidos con el preparado de larga accién de doxiciclina en
ratas muestran una mejor farmacocinética de la doxiciclina. Por ejemplo, se
logré una Cmax de 3.19 pg/ml y un Tmax de 2.18 h. Ademas, las concentraciones
séricas permanecieron arriba de 0.1 pg/ml por 94 h y una MRT de 40.46 h,
dichos resultados a pesar de que no son comparables, si es de interés
mencionar que este valor supera a los encontrados en previos estudios en otras
especies, como becerros ** y en cabras. *** Asi mismo, ninguno de los antes
mencionados estudios reportados supera una t¥23 mas larga que la alcanzada
con DOX-h-LA (42.49 h).

El preparado DOX-h-LA, alcanzé una Cpax de 2.90 + 0.96 pg/mL y un Tpax de 25
h en los becerros y de 2.4 + 0.95 pg/mL y de 19.23 £ 2.03 h , en cabras,
después las concentraciones séricas decrecieron lentamente, pero siempre
excediendo el limite menor fijado de 0.5 pg/mL hasta completar 80 horas y en
cabras de 84 horas con un MRT de 44.83 h. Si se comparan estos resultados
con otros ensayos realizados en becerros y cabras, se puede afirmar que la
DOX-h-LA logré concentraciones por encima de estos valores, y que provee

niveles terapéuticos adecuados y se piensa, que es en parte debido a un



incremento en la absorcion causada por la B-ciclodextrina, ya que se ha
reportado que en becerros .prerumiantes tratados con 5 mg/kg/cadal2 h/
durante cinco dias por via oral se logré una Cpax de 2.3 £ 0.19 pg/mL y un Tpax
de 3.4 h)™ también en otros estudios en cabras con la misma dosis, (Cmax =
1.60 h y Tmax = 0.86 h).**®, por otro lado, en otros resultados reportados en la
misma especie pero con dosis de 20 mg/kg IM se logré una Cmax de 3.87 pg/mL
en animales neumoénicos y de 5.56 pg/mL en animales sanos***. Sin embargo, la
misma dosis se reportd en otro ensayo, que alcanzé una Cpax de 1.87 pug/mL con

una Tmax de 0.85 h en cabras africanas **’.

La vida media de eliminacion obtenida en becerros, fue de 40.81 + 2.97 horas
para DOX-h-LA; yde 9.56 h + 1.84 para la DOX-h-IMy de 5.80 + 0.66 para
DOX-h-1V. Estos resultados son similares en las cabras (40.92 + 4.25 h, 4.19 *
066 .y de 4.11 + 0.46). Las diferencias entre estas medias fueron
estadisticamente significativas en todas las comparaciones (P < 0.001). Los
valores obtenidos con DOX-h-LA superan en mucho a los encontrados para
doxiciclina por Ziv & Sulman (1974)*® ( Typ of 9.24 + 1.0 h y 95 = 1.2 h)
después de la administracion intravenosa a bovinos y corderos,
respectivamente. También fue superior a los obtenidos con la administracién 1V
de doxiciclina en becerros con funcion ruminal madura e inmadura, (Tyg de 14.9
h'**y9.5a9.9 h'*).

Para los preparados de no-LA las diferencias en la Tyg entre estos estudios se
puede deber a los vehiculos usados para disolver y estabilizar a la doxiciclina.
Esta aseveracion se pudo demostrar, debido a que el farmaco se torné a color
negro en menos de una hora después de que se disolvié en agua inyectable,
este no fue el caso de el preparado LA. en parte debido a que el complejo de
poloxdmero y [ ciclodextrina-doxiciclina puede retrasar la degradacion. El
preparado DOX-h-LA permanecio inalterado a 4°C por mas de 3 meses.

La Biodisponibilidad (F) obtenida para el grupo tratado con el preparado

novedoso de larga accion DOX-h-LA en las ratas, el valor fue de 951% o de



477% con la formula corregida, en becerros y cabras fue de 602 % y de 545 %,
valores que superan en mucho a las encontradas en becerros tratados con
Doxiciclina-h acuosa (115%). En otros estudios la misma variable para la
doxiciclina por via oral en becerros prerumiantes fue de 69%.* En cabras, se ha

reportado que en dosis de 5 mg/kg IM, la F fue de 99.4%'® y 70% en becerros.
143

No es raro obtener valores de F mayores para preparaciones de liberaciéon
sostenida. 1**%® Se ha sugerido que es posible que un formulado de liberacién
controlada presente una AUC mucho méas grande que un formulado con el
mismo principio activo, pero que no sea de liberacién controlada.'* Ya que el
uso de estos vehiculos tiene que ver con el mejoramiento de la absorcion,
debido a que la velocidad y la magnitud de la biodisponibilidad del farmaco
pueden ser optimizados, principalmente al ajustar varios factores que afecten el
equilibrio de la disociacion del complejo en la formulacion y la biofase en la que
el complejo formado se administra. Solo la forma libre del farmaco que esta en
equilibrio con el farmaco complejado en la solucion es capaz de penetrar las
barreras lipofilicas para posteriormente entrar en la circulacién sistémica, lo que

trae como consecuencia una liberacion lenta del principio activo.

También la influencia combinada de la doxiciclina caracterizada por su baja
depuracion y de que presenta un fendmeno de redistribucién debido a su notable
alta liposolubilidad son razones que pueden explicar el valor de F encontrado.?*
® Ya en humanos, se ha informado de picos secundarios, los cuales son
caracteristicos de un fenébmeno de reciclaje en la curva sérica de concentracion-
tiempo después de la administracion de doxiciclina por via oral, tal vez

favorecido por el fenomeno de ciclo enterohepatico.

Otra explicacion de el valor de la Biodisponibildad obtenida en los becerros,
cabras y en las ratas tratadas con el preparado DOX-h-LA es mas alta que las

reportadas en otros estudios, se da porque los formulados con prolongada



absorcioén, presentan una cinética de flip-flop *>. La razén de este fenémeno es
gue la pendiente usada para la extrapolacion al infinito no es representativa de la
fase de eliminacion. Sino que la AUC extrapolada producto de las
concentraciones obtenidas durante un periodo de tiempo suficientemente largo,
es por consiguiente mas larga hasta que todo el farmaco haya sido absorbido.

De acuerdo a Boxenbaum (1998)**!

un modelo farmacocinético de flip — flop
puede ser reconocido por la apariencia total de la curva concentracion sérica vs.
tiempo del farmaco, si se considera que el indice de absorcion es mas lento que
el indice de eliminacién. De acuerdo con este autor un modelo de flip-flop puede
ser reconocido cuando el perfil de la curva concentracion plasmatica contra
tiempo tiende a acercarse o ser paralela con el indice de absorcion. Esto provee
un simple y efectivo camino para visualizar la forma y determinar el indice de
absorcion. Si se aplica la siguiente ecuacion, se puede demostrar una condicion
"flip-flop" para este preparado: Indice de Absorcion= Vz( KC+( AC/At)) Al aplicar
esta ecuacion al preparado DOX-h-LA se pudo comprobar que en efecto puede

ser considerado como un verdadera larga-accion.

Con el propésito de definir la sensibilidad bacteriana de doxiciclina y por el
hecho de que doxiciclina es un antibiético tiempo-dependiente, por lo cual, el
mejor perfil farmacocinético-farmacodinamico ideal es mantener concentraciones
ligeramente superiores a la CMI durante el mayor tiempo posible>* se midi6 el
tiempo a lo largo del cual la concentracién sérica de doxiciclina fueron
mantenidas , segun las CMI reportadas en bovinos fueron categorizadas como S
= Para las bacterias susceptibles, cuando las CMIs fueron < 0.5 yg/mL y MR =
para bacterias medio resistentes, cuando las CMIs se encontraron arriba de 1.5

pg/mL 32325680152 Eqios datos son apoyados por Notari (1980) **3

, quien ha
sugerido una concentracion sérica desde 0.5 a 1.5 pg/mL como el rango
terapéutico para este antibiotico. También en este rango se han encontrado para
aislamientos en humanos una CMI para E coli de 1.5 pg/mL, para
Staphylococcus aureus de 0.28ug/mL, para Pasteurella multocida de 0.09ug/mL,

y para Streptococcus pneumoniae de 0.16 pg/mL. **



Para medir la eficacia clinica de doxiciclina, se uso6 el parametro T > CMI . En los
becerros, la DOX-h por via IV e IM estuvo por encima del nivel S por 9.7y 17 h
pero solamente por 1.5 h y 3 h para el nivel MR; si se comparan estos resultados
con los logrados con DOX-h-LA, estos ultimos superaron dichos periodos de
tiempo por 80 h y 30 h, respectivamente. (P < 0.001). En las cabras, tratadas
con DOX-h-LA este periodo de tiempo se extendié a 84 h (S) y 53 (MR).

Cuando se utilizé el indice de AUCq.. /CMI **° los resultados obtenidos para
DOX-h-LA varia de 27 para E. coli, de 259 y 461 for Streptococcus pneumoniae
y Pasteurella multocida, respectivamente. El resultado obtenido para bacterias
resistentes fue de 110 y de 332 para bacterias sensibles. Aunque en la literatura,
estos parametros aun no han sido determinados para doxiciclina en bovinos,
empiricamente, este valor es adecuado con lo sugerido por el valor de AUC/MIC
de tetraciclina para Rickettsia y Bartonella spp.'*® y para el tratamiento de

neumonia en humanos. **’

Otros autores han reportado que el indice PK/PD que ha sido aceptado como el
mejor pronostico de la eficacia terapéutica para las tetraciclinas es el indice AUC
a el estado estable (AUCss) / MIC **® y aunque el valor de AUCss obviamente
no pudo ser obtenido después de la aplicacion de una dosis Unica de DOX-h-SC
en las especies animales utilizadas en este experimento, una repeticidon tedrica
de 5-veces la concentracion vs. tiempo mostré el perfil que se hubiera obtenido
de la dosificacion de DOX-h-LA cada 72 h, lo que da una prediccion del valor de
AUCss de 227 pg/mL/h y el cual fue calculado por el método trapezoidal. Con
este valor obtenido, se calculo el indice AUCss) / MIC, que dio como resultado
568 0 151, para cepas bacterianas S o0 MR. En contraste el indice AUCss para la
DOX-H-IV 'y DOX-h-IM fue de 26.09 pg/mL/h y de 32.2 pg/mL/h,
respectivamente. En estos ultimos casos, el indice AUCss/MIC fue notablemente
mas bajo, i.e.. 65.2 y de 17.4 para bacterias S y MR después de la
administracion de DOX-H-1V, y de 80.5 y de 21.5 considerando el mismo valor

después de la administracion de DOX-H-IM.



El indice calculado de 568 o de 151 para DOX-H-LA, en el caso de cepas
bacterianas clasificadas como S o MR, respectivamente, resultaron ser 8 veces
mas grandes, que a las obtenidas a partir de la administracion DOX-h-IM y
ademas ser considerablemente mayores a las obtenidas para los ensayos
experimentales publicados para neumonia en humanos®™’. Considerando lo
anterior y por el hecho de que las concentraciones séricas de la DOX-h no
deben ser menores a la CMI durante todo el tiempo que dure el intervalo de
dosificacion *** con seguridad se puede recomendar la aplicacién del preparado
de DOX-h-LA para cumplir con los perfiles PK/PD antes descritos si es inyectado
cada 72 h para las cepas de bacterias susceptible. En contraste, considerando el
mismo caso DOX-h-1V deberia ser inoculada cada 11.8 h, y el preparado acuoso
de DOX-h-IM cada 12.99 h. Para estos dos ultimos preparados la frecuencia en
el intervalo de inyeccion es completamente inpractica, a diferencia del intervalo

de dosificacion requerido para el preparado DOX-h-LA.

Por otro lado, de acuerdo a Cunha y otros (1982)*** la doxiciclina alcanza una
méxima eficacia clinica cuando alcanza concentraciones séricas de 4 veces la
CMI y permanece en este intervalo el mayor tiempo posible. Considerando lo
anterior se midié el tiempo en horas que se mantuvo cuatro veces la CMI para
algunas bacterias en suero y pulmén en ratas con el preparado de doxiciclina
hiclato de larga accién. Para Staphylococcus aureus se encontré que el tiempo
en horas fue de 52 y de 54 en suero y pulmén, para Streptococcus pneumoniae
de 60 y de 64 horas y para Pasteurella multocida de 72 y 94 h. Estos valores
muestran un adecuado intervalo de dosificacién para cubrir la CMI propuesta

para una maxima eficacia.

Es relativamente comun que un preparado de larga accién de un farmaco
muestre una considerable mayor AUC,.. a diferencia de los preparados de
liberacion inmediata. Sin embargo, esto no es siempre el caso cuando la relacion
tisular:suero es investigada.”* Para doxiciclina-h-LA, la media la relacién
tisular:suero fue de 2:1 para pulmén, 9.8:1 para rifién y 2.2:1 en homogenados

de intestino. Estos valores son cercanos con los resultados que se han obtenido



en perros después de la administraciéon oral de doxiciclina en dosis de 10 mg/kg
(1.3:1 para pulmones y 3.8:1 para rifiones) por otro lado en humanos tratados
con 100 mg por via oral (1.4:1 para pulmones), se han encontrado
concentraciones en tejido pulmonar, vias bronquiales, y secreciones bronquiales
de 1.1 a 1.4, 0.50 a 0.75 y 0.15 a 0.40 veces las concentraciones en suero,
respectivamente. * Este indice fue de algin modo predecible, si se considera el
gran volumen de distribucion y debido a que la doxiciclina ha sido clasificada,
junto con la minociclina como altamente liposoluble del grupo de las

tetraciclinas.*®®

Por otro lado, de acuerdo a Cunha et al (1982)'** la doxiciclina en grandes
concentraciones (8 a 16 veces la CMI de los organismos), puede exhibir accion
bactericida como concentracion dependiente. Tomando los valores vya
mencionados de CMI para las bacterias para Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae y Pasteurella multocida, se hallé que el preparado de
DOX-h-LA, segun las concentraciones halladas en tejido pulmonar de rata,
puede actuar tanto como concentracion dependiente, como también
concentracién dependiente, ya que el tiempo en horas que se mantuvo de 8 a 16
veces la CMI para algunas bacterias, en pulmén de rata, fue de 8-10 horas, de
12 a90 h. yde 10 a 12 horas, para las bacterias S. aureus, S. pneumoniae y P.
multocida, respectivamente.

Sin embargo, Yeruham et al, 2002

reportd toxicidad cuando administré 10
veces la dosis terapéutica de doxiciclina (100 mg/kg, en lugar del0 mg/kg )
durante 10 dias en becerros por via oral (n=10). Observd a los 2-3 dias signos
de toxicidad y muerte por insuficiencia cardiaca aguda a los 5 dias, al examen
histopatoldgico se hall6 edema pulmonar, degeneracion y necrosis de miocardio.
Estos resultados muestran claramente que la toxicidad de la doxiciclina es dosis-
dependiente, y ademas que el margen de seguridad es muy pequefio. Estos
resultados convierten aiin mas valioso el preparado DOX-h-LA, que con una sola

dosis se alcanzan las concentraciones y la eficacia que ya se discutio



anteriormente y sin causar toxicidad, ni estrés a los animales por la manipulacion

al tratamiento. (Ver Anexo 8.4 —8.7)

Se ha reportado que las desventajas de los preparados LA-LS son: presencia de
residuos titulares, reacciones en tejidos, inyectabilidad del producto y su
retencién en el sitio de aplicacion y estabilidad del producto. Para evaluar en los
becerros, la toxicidad aguda de la aplicacion de los diferentes preparados de
doxiciclina hiclato (DOX-h-LA y DOX-h), se realizaron analisis hematolégicos y
guimicas sanguineas, sin embargo no se observo ningun signo de toxicidad

aguda por la administracion del preparado DOX-h-LA. . (Ver Anexo 8.4 —8.7)

Asi mismo, como ya se mencion0, no se observo una respuesta inflamatoria en
el sitio de inyeccion con el preparado DOX-h-LA. Aunque, se detectd un
abultamiento bien definido aparentemente indoloro que permanecié por poco
mas de 30 dias con un tamafio aproximado de 5 x 8 x 1 cm. Este abultamiento
No se cree que sea una respuesta inflamatoria sino, mas bien es ocasionada por
el poloxamero que gela con la temperatura corporal. Después de este tiempo no
fue posible detectar dicha lesién. Los animales no mostraron ningun signo de
dolor o malestar con el preparado de larga-accion. En contraste al dolor e
inflamacion obtenida con la formulacion acuosa por 4-5 dias. En las cabras se
presentd este abultamiento indoloro solo en 3 animales por no mas de 7 dias y
con un tamafio aproximado de 2 x 1 x 1 cm. En las ratas, también se presenté
un pequefio abultamiento bien definido e indoloro, detectable durante 5-7 dias.
Dicho abultamiento al realizar el analisis histopatologico del sitio de inyeccién del
preparado DOX-h-LA mostré una pequefia respuesta inflamatoria, pero mas bien
el espacio fue ocupado por la matriz de poloxadmero que se vuelve gel cuando se
encuentra a temperatura ambiente. En este grupo de ratas no se presenta lesion
o abultamiento después de este tiempo. Los animales no mostraron ningun
signo de dolor o molestia con el preparado de larga-accién, contrariamente a el
grupo que recibio el preparado de doxiciclina-h también por via SC a la misma

dosis, en estas ratas se observo una clara respuesta inflamatoria que se observo



por minimo 7 dias. El Anexo 8.7 muestra una imagen histopatolégica tipica del
sitio de inyeccion a las 96 h para el grupo medicado con DOX-h-LA y la imagen
comparativa del grupo tratado con el preparado acuoso de DOX-h. Se observan
infiltrados inflamatorios de distribucién focal a multifocal con la presencia de
células mononucleares, paniculitis, y miositis necroética-supurativa difusa en este
grupo; mientras que en el primer grupo, solo se observan células mononucleares
ligera difusa transitorias causada por la presencia de la matriz de poloxamero

gelada a temperatura corporal.

Conclusiones. Con el preparado matricial inyectable DOX-h-LA realizado a
base de la combinacion de doxiciclina + R-Ciclodextrina + Poloxamero 407 se
pudo evitar el dolor y reducir la irritacion local a la aplicacion parenteral ademas
de una liberacion lenta del activo. Con la R-Ciclodextrina y el Poloxamero 407
se mejoro la estabilidad fisica de la doxiciclina, se logro resistir la oxidacion, la
fotolisis y la hidrdlisis , ademas que la vida de anaquel se extiende. Por otro
lado, la via parenteral se recomienda para el ganado bovino (rumiantes) debido
a que no afecta la microflora y microfauna existente en su pre-estomago util para
el aprovechamiento de alimentos ricos en fibras (celulosa), absorbiendo como
productos finales &cido graso volatiles y proteinas microbiana de calidad
superior a la vegetal. El metabolismo del nitrégeno y las

vitaminas del grupo B se sintetizan mediante fermentacion microbiana en el
tracto digestivo. De acuerdo con los resultados obtenidos en la PK y en la
eficacia farmacolégica de la doxiciclina, ya se puede contar con un prospecto
novedoso de DOX-h-LA para el uso parenteral en rumiantes y cuyo intervalo de
dosificacion debe ser aplicado cada 72 h, sin que las CMI para bacterias
sensibles caigan por debajo de las recomendadas. Sin embargo, otros estudios
podrian optimizar el formulado y también, a pesar de la evidencia que indica que
el poloxamero y la p-ciclodextrina carece de toxicidad en varias especies®, se
debe valorar y garantizar la seguridad de este preparado en las especies a las
gue va dirigido y ademas es necesario realizar evaluacion de residuos en

subproductos de origen animal.
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~ CUADRO 1.
CONCENTRACIONES MiNIMAS INHIBITORIA (ug/mL) DE DOXICICLINA

Organismo CMI (ug/mL) |No. De Referencia
Chlamydia trachomatis 0.008 - 0.06 - 0.2b 54, 55,57
Bacillus sp. 0.025 - 0.03 32,33
Staphilococcus aureus 0.25 a,b 46
Staphylococcus intermedius 0.125a- 8b 47,49, 62
Staphylococcus coagulasa neg. 0.25a-8b 46
Streptococcus pneumoniae 0.25ab 46
Haemophilus influenzae 0.5al1b 51
M. Catarrhalis 0.25ab 46
Mycoplasma pneumoniae 0.5b 31,61
Anaplasma phagocytophilum 0.12 34
Brachyspira pilosicoli 0.25 50
E. aerogenes la2b 51
Salmonella sp 2a4b 51
Neisseria gonorrhoeae 2a 46
Escherichia coli 1 51

a -(M|C50)
b - (MICg0)
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Figura 1. Farmacocinética de diferentes presentaciones comerciales de oxitetraciclinas

convencionales y de larga accion aplicadas por via IM en bovinos. (modificado de
32,118,143)
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Figura 2. Férmula estructural de la Doxiciclina Hiclato
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Figura 3. Niveles plasmaticos vs. tiempo para una forma farmacéutica convencional y
diferentes sistemas de liberacion de activos: 1) Liberacion convencional o inmediata; Il)
Liberacion inmediata doble dosis; Ill) Liberacion a velocidad constante (SLC 6 infusion
I.V. continua); IV) Liberacion repetida; V) Liberacion prolongada; VI) Liberacion
retardada o diferida. &



Figura 4. Las ciclodextrinas son carbohidratos ciclicos formados por glucosa unidas
mediante enlaces a-(1,4) glucosidicos. Presentan forma tronco-cénica cuya cavidad
muestra propiedades hidrofébicas y los bordes exteriores resultan ser hidrofilicos

a)
HOOD

mH 4 + INH 4 LM 4

+ MH 4

Figura 5 Efecto del pH en la estructura del Carbopol. a) Con pH acido la cadena se
encuentra colapsada, b) con pH neutro, la cadena se encuentra relajada y c) con pH
ligeramente basico las cadenas se encuentran completamente relajadas.

Figura 6. Esquema del poloxamero
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11.1. Andlisis termogravimeétrico de doxiciclina hiclato. Determinacion de la masa
de una muestra como una funcion de temperatura, o tiempo de calentamiento
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11.2. Espectro encontrado en UV-visible de la molécula de doxiciclina hiclato en

suero de becerro por medio de HPLC.
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11.3. Curva estandar de doxiciclina en suero de rata, mediante la prueba

microbiolégicade Bennet et al.>*° Y la prueba cromatografica de HPLC.
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11.4. Validacién del Método Microbiolégico (Bennet et al) **°

Concentracion de doxiciclina Microbioldgico HPLC DE+
pg/mL
5 4.8 5.1 0.3
2.5 24 2.5 0.1
0.5 0.52 0.51 0.2

Buuﬂ% coreys




11.5. Fotografia del sitio de administracion después de la inyeccion de los
preparados de doxiciclina hiclato en los becerros. A. Las flechas muestran zonas
de abultamiento indoloro de aproximadamente 10 X 10 cm en el sitio de
inoculacion causada por el gel de poloxamero (DOX-h-LA.) B. Aproximadamente
a los 30 dias desaparece el abultamiento. C. Zonas de inflamacion dolorosa en
bovinos a los cuales se le administré una sola dosis de 10 mgkg por via SC de

DOX-h en polvo disuelta en agua destilada estéril.




11.6. Resultados de los examenes de laboratorio obtenidos a los 5 dias después

de la inyeccion del preparado de doxiciclina hiclato de liberacién prolongada en los

becerros.
EXAMENES DE LABORATORIO
HEMOGRAMA
TIPO DE EXAMEN VALOR VALOR OBTENIDO | VALOR NORMAL
OBTENIDO DESPUES
ANTES
HEMATOCRITO 32.4-38.6 33-36.7 0.30- 0.40 L/L
HEMOGLOBINA 109 - 140.4 105 -111.9 90 — 140 g/dI
ERITROCITOS 6.5-12.28 7-9.86 5.8
VOLUMEN GLOBULAR 38.3 -50.7 37.2-39 40 — 60 fl
C.MH.G. 32.1-35.9 30.2-32.5 30 - 36 gm/dl
PROTEINAS PLASMATICAS 6.2-8 6.2-7 7 — 8.5 gm/dI
PLAQUETAS 379 - 600 350 - 654 100 - 8001%3
FIBRINOGENO 300- 650 485 - 500 300 — 700 mg/dl
LEUCOCITOS 7-10.6 6-9.1 4127103
LINFOCITOS 37-60 35 - 69 2-65 109
NEUTROFILOS SEGMENTADOS 3.1-3.9 1.7-1.8 1 —4 109
MONOCITOS 0.3-0.31 0.1-0.13 0-0.81*
QUIMICA SANGUINEA
TIPO DE EXAMEN VALOR VALOR VALOR NORMAL
OBTENIDO | OBTENIDO
ANTES DESPUES
UREA 29-6.1 3-6.5 2.0 —6.66 mmol/L
CREATININA 82 - 149 979 -167 88.4 —176.8 umol/L
TGO 10-41 9-46.1 <90 U/L
CPK 0-0.11 0.1-0.13 <0.120 U/ml




11.7. Gréfico del andlisis bioquimico de los becerros inoculados con DOX-HCL-LA

en dosis de 10 mg/kg por via SC. (n=10)
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11.8. Aspectos histopatoldgicos del sitio de administracién en ratas de laboratorio.

Aspecto histopatolégico del sitio de inyeccion 120 h después de la administracion
del preparado acuoso de doxiciclina hiclato DOX-h (A) y del preparado de larga
accion de doxiciclina hiclato incluida en B-ciclodextrina y poloxdmero (DOX-h-LA)
(B). En A1 (40 X) las flechas muestran una gran zona de necrosis grasa rodeada
por una capa de macrofagos y células gigantes. Las flechas en A2 (10 X)
muestran paniculitis, y una miositis necrotica-supurativa difusa.

Las figuras B1 y B2 (40 X y 4 X, respectivamente) muestran una ligera infiltracion

ligera difusa de células mononucleares causada por el gel de poloxamero.
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