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RESUMEN

El manejo del dolor es uno de los retos mas importantes a los que se enfrentan los
Médicos Veterinarios, debido a que los malos manejos terapéuticos pueden prolongar el
sufrimiento de los pacientes y/o inducir efectos secundarios indeseables. Existen
diferentes farmacos para controlar los distintos tipos de dolor (ligero, moderado, severo,
agudo o cronico). En pequefias especies es comun el uso de  analgésicos
antiinflamatorios no esteroidales (AINES); sin embargo sus efectos adversos imponen
limitantes. Uno de los analgésicos que destaca por su nula capacidad para producir
irritacién gastrica y por su notable efecto analgésico basado en acciones centrales y
relacionadas con receptores morfimomiméticos, es el tramadol. Este farmaco es un
analogo semisintético relacionado con los opioides. Se le ha usado con mucho éxito para
el control de dolor en humanos, se ha reportado en pacientes con: dolor agudo, dolor
cronico oncoldgico y no oncoldgico, dolor neuropético y dolor crénico; asi como para
analgesia pre y post-operatoria. Lo anterior abre una ventana importante para su uso en
perros, en esta especie, el tramadol se metaboliza rapida y extensamente después de la
administracion oral y posee una eliminacion renal muy réapida, haciendo que su intervalo
de dosificacion sea corto (<6 h). Por lo tanto, para adecuar este principio activo en perros
se necesita una liberacién modificada (larga accion). Esto se investigd6 mediante el disefio
y evaluacion de tres preparados de administracion subcutdnea de tramadol incluido en
matrices poliméricas. Los preparados se administraron inicialmente en ratas para evaluar
las reaccion en el sitio de aplicacion y elegir los mejores prototipos para administrarlos
posteriormente a 30 perros clinicamente sanos (10 por grupo) para realizar la evaluacion
farmacocinética, como comparativo se incluyeron dos productos farmacéuticos orales de
uso humano (liberacién inmediata y larga accién [LA], 10 animales por grupo) todos a
razon de 5 mg/Kg. Se analizaron las concentraciones séricas del tramadol por medio de
una técnica de cromatografia de liquidos (HPLC) con un detector de fluorescencia. A
partir de estas evaluaciones se encontré que hay un potencial efecto terapéutico de 12
horas para los preparados de carbopol y chitosan y de mas de 24 horas para el
poloxadmero. Estos preparados de tramadol para aplicacion subcutanea pueden llegar a
ser una herramienta muy importante en la clinica de pequefias especies ya que ofrecen

una alternativa analgésica con muy pocos efectos adversos.



ABSTRACT

Managing pain is one of the most important challenges that veterinarians,
face given that mismanagement on therapy can prolong the suffering of patients
and / or could induce undesirable side effects. There are several drugs to control
various types of pain (slight, moderate, severe, acute or chronic). It is common to
use non-steroidal anti-inflammatory painkillers (NSAIDs) on small species, but
there are limitations imposed adverse effects. One painkiller known for its inability
to produce gastric irritation and for its outstanding share-based analgesic effect
based to central actions related to morphine-mimetic receptors is tramadol. This
drug is a semi-synthetic analogue related to opioids. It has been used successfully
to control pain in humans, has been reported for patients with severe pain, chronic
non-cancer and cancer related pain, neuropathic pain and chronic pain and
analgesia pre-and post-operative. This opens opportunities for its use in dogs, in
this species; tramadol is rapidly and extensively metabolized after oral
administration and presents fast renal elimination, producing shorter dosing
intervals (< 6 h). Therefore, to bring this agent in dogs a modified release rate (long
acting) is required. This was researched through the design and evaluation of three
preparations subcutaneous administration of tramadol included in polymer
matrices. The preparations were administered initially in rats to evaluate the
reaction at the site of application and choose the best prototypes administrated
later to 30 healthy dogs (10 per group) for pharmacokinetic evaluation, also, two
oral pharmaceutical products for humans were included for comparison (fast
release rate and long-acting [LA], 10 animals per group) all at 5 mg/Kg rate. We
analyzed serum concentrations of tramadol by means of a liquid chromatography
technique (HPLC) with fluorescence detector. From these evaluations we found
that there is a potential therapeutic effect of 12 hours for carbopol and chitosan
preparations and more than 24 hours in the poloxamer. These preparations of
tramadol applied subcutaneously can become an important tool in the small animal

treatment and offer an alternative analgesic with few adverse effects.
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XIl. ANEXOS
Anexo 1 Escala de evaluacion de los signos del dolor en perros.

Anexo 2 Farmacos analgésicos antiinflamatorios no esteroidales (AINES) y
derivados narcoéticos utilizados en el perro.



|. INTRODUCCION

En la actualidad el manejo del dolor es uno de los retos mas importantes a
los que se enfrentan los Médicos Veterinarios Zootecnistas (MVZ). Precisamente
por el caracter subjetivo del dolor, en el area veterinaria se propician malos
manejos que pueden llegar a prolongar el sufrimiento del paciente. La
incapacidad de tasar la magnitud del dolor por el médico veterinario no niega la
posibilidad de que un individuo lo experimente. Esto obliga a proporcionar
tratamientos apropiados para su alivio .

El dolor se puede definir como una experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada con una lesién real o potencial del tejido®. La falta de
comunicacion verbal representa un obstaculo hasta ahora insalvable para
caracterizar la magnitud y el tipo de dolor que puede estar sufriendo un perro. Por
ello las clasificaciones que existe de severidad del dolor, se basan en una mezcla
de antropomorfismo y etologia®®. Existen diferentes tipos de dolor; como el
superficial que resulta de la estimulacion de los receptores del dolor en la piel y el
dolor profundo que se presenta de las estructuras subyacentes como el masculo,
articulaciones, tendones, el periostio y ligamentos. El dolor visceral que se
extiende desde los receptores de la pared visceral, susceptibles a cambios en la
forma y la tensién. En el anexo 1 se resumen las clasificaciones sugeridas y

detalladas en la literatura formal de la evaluacion de los signos del dolor.

Dependiendo de la duracién, el dolor puede ser agudo o crénico’. Sin
embargo, existen muchas otras formas de describirlo como punzante, sordo, con
ardor, etc. Existen dos vias de transmision del dolor, una rapida y otra lenta. El
dolor r4pido es conducido por fibras de tipo Ad que por ser mienilizadas, alcanzan
a transmitir el impulso a una velocidad de hasta 80 m/s; y el dolor lento que esta
dado por fibras tipo C amielinicas que conducen al estimulo doloroso a una

velocidad aproximada de 2 - 4 m/s>®°,



Por referencia al anexo 1 se pueden establecer 4 niveles de dolor y en
estudios de farmacocinética/farmacodinamia puede ser Util la siguiente escala:

- Forma no calificable del dolor: 0 — 6 puntos.
- Dolor leve: 6 — 12 puntos.

- Dolor moderado: 12 — 18 puntos.

- Dolor severo: 18 — 24 puntos.

- Dolor muy severo: 24 — 32 puntos.

En la clinica de perros y gatos se utilizan comunmente los analgésicos
antiinflamatorios no esteroidales (AINEs, anexo 2) aunque estos en general
proveen un buen estado de analgesia, la mayoria de ellos estan acompafados de
marcados efectos secundarios por su mecanismo de acciéon como gastritis, Ulceras
gastricas e incluso insuficiencia renal, que pueden poner en riesgo la vida del
paciente 31912,

Uno de los analgésicos, no AINE, que destacan por su virtual o nula
capacidad para producir irritacibn gastrica y por proveer un notable efecto
analgésico basado en acciones centrales y relacionadas con receptores

morfimomiméticos, es el tramadol*>*°,

[I. ANTECEDENTES

2.1Propiedades fisicoquimicas del tramadol

El clorhidrato de tramadol (1RS, 2RS)-2[(Dimetilamino)metil]-1-(3-
metoxifenil) ciclohexanol, (C1sH25NO2 Hcl); es un polvo blanco, cristalino, amargo
e inodoro, tiene una solubilidad de 0.75 mg/mL, es facilmente soluble en agua y
metanol, pero poco soluble en acetona. Posee un pKa del grupo amina de 8.3y de

9.41 para el grupo OH, un coeficiente de particion (log P octanol/agua) de 3.01, su



peso molecular es de 299.8 g/mol, con un punto de fusién de 179 — 181 °C y una
deteccion ultravioleta UV-Visible de 272 — 279 nm y espectro infrarojo (principal
pico de nimero de ondas: 1601, 1575, 1284, 1238, 1042 y 702 cm™) 7. Es un
analogo semisintético relacionado con la familia de los opioides, se le considera
un derivado de la codeina y estructuralmente relacionado con la morfina ya que
corresponde a una piperidina relacionada con el grupo fenantreno de los

alcaloides del opio*®*° (Figura 1).

OCH,

OH
N
CH,
a. b.

LCH,

Figura 1. Estructuras quimicas, a. Tramadol”® y b. morfina®.

El tramadol es administrado como una mezcla racémica de dos
enantiomeros (+ Yy -), el enantibmero (+) que tiene mayor afinidad a los receptores
My un mayor efecto inhibitorio en la recaptacion de 5-HT, mientras que el
enantiomero (-) muestra un mayor efecto inhibitorio en la recaptacion de
norepinefrina e incrementa su liberacién por activacion del autoreceptor?*?*. En
estudios in vitro se ha observado que la presencia de los enantémeros (+) y (-) son

necesarios para que se dé el efecto analgésico®.

2.2 Mecanismo intracelular de la analgesia opioide

Se han identificado varios genes que codifican los receptores opioides p
(mu), 5 (delta) y k (kapa)'®; dichos receptores pertenecen a la familia de los
receptores heterotriméricos pares de la proteina G (posee 3 subunidades, a (alfa),

B (beta) y y (gamma). Los agonistas opioides como el tramadol, dan lugar a la



activacion intracelular de esta proteina. Cuando se activan los receptores opioides
por medio de agonistas opioides, dan lugar a la activacion de la subunidad Gaiy a
la inhibicion de la enzima adenilato ciclasa, provocando una reduccién significativa
en los niveles basales intracelulares del AMPc. También los receptores opioides
ubicados en terminales presinapticos de fibras nociceptivas C y Ad activados
igualmente por agonistas opioides, inhiben de manera indirecta el voltaje
dependiente de los canales de Ca'™ (calcio) por medio de la disminucién del
AMPc; generando un bloqueo de la liberacién de los neurotransmisores como el
glutamato y la sustancia P, produciendo de esta forma analgesia. Por otro lado
estos receptores activan la subunidad By que permiten la apertura de los canales
de K' (potasio), provocando una hiperpolarizaciéon de la membrana celular,
disminuyendo la excitabilidad celular y por ende una atenuacion de la transmision

neuronal®2®,

2.3 Otros efectos farmacologicos del tramadol

Se ha encontrado que el tramadol tiene efectos anticolinérgicos, dentro de
los cuales se encuentra el aumento del pH gastrico por efectos sobre la inhibicion
en la funciéon de los receptores muscarinicos (Tipo M3) en la contraccion del
musculo liso y en la secreciéon glandular®’, posee actividad antitusiva'®; en
roedores induce efectos antidepresivos por disminucién del acoplamiento
frontocortical de los receptores P-—adrenérgicos, los 5-HT,, y los  a,-
adrenoreceptores; por otro lado incrementa el acoplamiento de los recpetores a1-
adrenoreceptores y los D,/D; dopaminoreceptores?®. Rojas-Corrales et al (2000)*
encontré que la combinacién de pindolol, un B-bloqueador antagonista de los
receptores somatodendriticos de 5-hidroxitriptamina (5-HT 1a.1g) Y €l tramadol,
inhibidor de la reabsorcion de serotonina; pueden potenciar el efecto de 5-HT a
nivel de las terminales nerviosas, produciendo una analgesia mas eficaz, al igual
que otros bloqueadores B-adrenérgicos a los narcoticos, como la meperidina y

propanolol®*®. En 2004 Rojas-Corrales et al, sugieren que el tramadol tiene muchas



de las caracteristicas neuroquimicas pre y post-sinapticas de un antidepresivo

convencional®!.

2.4 Farmacocinética del tramadol

El tramadol se ha usado con mucho éxito en humanos, se ha reportado en
pacientes con: dolor agudo®®, dolor crénico no oncolégico®, dolor oncolégico™,
dolor neuropatico y dolor crénico®; asi como para analgesia pre y post-

operatoria®*®.

La eficacia analgésica del tramadol, es el resultado de una interaccion
compleja de receptores opiaceos, adrenérgicos y serotoninérgicos. Actlia como un
opioide agonista débil, estimulador de los receptores u 'y por otro lado ejerce una
accion central sobre la vias inhibitorias descendentes, inhibiendo la recaptacion

de serotonina y noradrenalina®**®%’,

El tramadol presenta una farmacocinética de primer orden®**%3° No se han
observado efectos adversos en perros, administrando tramadol a dosis de 11.2 +
2 mg/Kg via oral y de 4.4 mg/Kg intravenosa®®; sin embargo, a la administracion
experimental del metabolito principal M1 (O-desmetiltramadol) a dosis de 1 mg/Kg
IV, se ha observado nausea, salivacion, aumento de la deglucién, vomitd y
sedacion moderada; todos los signos fueron transitorios y se corrigieron en un
lapso de 4 horas®®. Los principales efectos adversos reportados en humanos son:
nausea, mareo, somnolencia, sequedad en la boca y sudoracién; otros como
vomito, cefalea, estrefiimiento y dolor abdominal se observan en menos del 1%

de los pacientes .



Las concentraciones plasmaticas terapéuticas de tramadol establecidas en
perros van de 100 a 800 ng/mL y se sabe que a concentraciones terapéuticas por

debajo de los 100 ng/mL no generan un buen estado de analgesia®®.

En humanos, el tramadol se absorbe rapido y casi completamente después
de la administracion oral, teniendo una biodispobibilidad del 65 - 70% por el efecto
del primer paso. La biodisponibilidad se incrementa cuando se administra por via
rectal a 77% y hasta un 100% por via intramuscular*’, a dosis de 11.2 mg/Kg por

via oral®®

se obtiene concentraciones plasmaticas maximas (Cmax) de 1.402 *
0.695 pg/mL a las 1.04 + 0.51 horas (Tmax). En perros se ha observado una
biodisponibilidad del 65% a la administracibn oral de tabletas de liberacion

inmediata y del 10% con céapsulas de liberacién sostenida** (Cuadro 1).

Cuadro 1. Farmacocinética del tramadol en perros y otras especies

12,13,36,48

PO: 50 mg PO:5-11.2 PO: 5.2
DOSIS (mg/Kg) IV:1-4.4,1IM: 4 IV: 2 PO, IV, IM: IV, IM: 2.3
IV: 100 mg PO-LA: Tab. 100 mg IM: 4 2
Cmax PO: 1402 + 695 PO: 33 (21) IM: 0.44 +
(ng/mL) 280+49 | PO-LA:0.04 mg/mL | PO: 914 +232 +19 0.07 pg/mL*
Tmax PO: 1.04 +£0.51 PO: 50 (45) IM: 0.57
(h) 2 PO-LA: 3 PO: 25 min + 18 min 0.11
BIODISPONIBILID PO: 65 +38 PO: 101.62
AD (%) 65 - 75 PO-LA: 10 PO:93+7 PO: 3 +0.38
VOLUMEN DE PO: 3.01 £ 0.45 1V: 3103 + 132 V: 217 IV: 2.58 =
D'ST(FE'/BKU)C'ON 3 IV: 3.79 £ 0.93 mL/Kg 0.52 0.44
g
PO:1.71£0.12 PO: 134 + 18 min IV: 82 +10 IV:1.33 %
B1/2 (h) 6 IV:0.80£0.12 IV: 204 £ 8 min min 0.18
DEPUR_ACIC’)N PO: 52.33 £ 23.97 PO: 18.6 £+ 3.2 IV:1.94 +
(mL/min/Kg) 6 IV: 54.63 + 8.19 IV: 20.8 + 3.2 IV: 26 + 3 0.18 L/h/Kg
UNION A PT (%) 20 B _ ) )
CONCENTRACION
TERAPEUTICA B B _ ) )
(ULIL) 100 - 800
DOSIS TOXICA
(mglL) 1.0 - ; . .
DOSIS LETAL
(mg/L) 2.0 - - - -
. PT: Proteinas plasmaticas . PO: Viaoral . PO-LA: Via oral- larga accion

. IV: Endovenoso

. IM: Intramuscular

. Tab: Tabletas




Se han realizado estudios del metabolismo del tramadol en diferentes
especies como ratas®, conejos*, gatos®®, perros®, cerdo de guinea?, cabras*
caballos®®, camellos®®, burros*’ y humanos* (Cuadro 1). En perros se han
identificado 26 metabolitos®®; siendo el 0-desmetiltramadol (M1) el principal
metabolito activo®“?*°. En ratones, el M1 tiene hasta 200 veces mayor afinidad
por receptores p que el tramadol, lo cual le da hasta 6 veces mayor potencia
analgésica que el tramadol*. La reaccién de desmetilacién para producir M1, esta
dada por el citocromo P-450 2D6 (CYP2D6)%¥ en otros estudios se ha
observado que la actividad del CYP2D juega un papel muy importante en la
antinocicepcion después de la administracion del tramadol (+) ya que ejerce un
control en la formacién y eliminacién del M1 (+)**. La biotransformacién hepatica
para el M1 se da principalmente por la via de la O- y la N- desmetilacién***°
(Figura 2).
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Figura 2. Rutas metabdlicas del tramadol*".



En general, el tramadol presenta un metabolismo r4pido y una eliminacion
renal por un conjugado glucorénido®'. En humanos el M1, tiene una vida media de

h40,50

eliminacién de aproximadamente 6 y en perros es de 1 — 2 h para la via oral

y de 0.8 h para la via IV. Por consecuencia se requiere aumentar la frecuencia de

administracién para mantener una concentracién plasmatica adecuada®**°.

En perros dosificados a razén de 11.2 mg/Kg via oral, la eliminacién es
rapida y aproximadamente a las 6 horas las concentraciones estan por debajo de
los 100 ng/mL™3. En contraste, la Cnmax llega a valores superiores o cercanos a 800
ng/mL que, de acuerdo con las referencias clinicas pueden llegar a ocasionar
nauseas transitorias y otros efectos colaterales asociados a la ocupacion de
receptores morfinomiméticos*>*3°2,

Clinica y farmacologicamente resulta congruente postular que seria
deseable tener una absorcion inicial mas lenta y que lograra Cnax menores pero
terapéuticas (> 100 ng/mL < 800 ng/mL) y que se mantuvieran por al menos 12
horas para reducir los efectos colaterales y extender el efecto analgésico. Esto
puede ser posible mediante el disefio de un preparado de liberacién modificada de

tramadol%°%>4,

2.5 Teoria de la liberacién modificada

Los sistemas de liberacion modificada incorporan el agente bioactivo a un
soporte polimérico, lipidico o inorganico (matriz Unica, combinacion de varias o
reservorios)®. Considerando que los sistemas de liberacién modificada buscan
establecer concentraciones plasmaticas constantes por periodos prolongados en
comparacion con las formas farmaceéuticas tradicionales, se busca tener un efecto
terapéutico durante mas tiempo debido al control de la velocidad con la que se
libera el principio activo al organismo. Todo esto con base en las propiedades
fisicoquimicas de los polimeros, del principio activo, del pH, de la temperatura y

de los fluidos del organismo®3. Este tipo de disefios pretenden disminuir los



efectos adversos, mantener concentraciones terapéuticas por mas tiempo y

disminuir la frecuencia de dosificacion®®>*4,

2.6 Matrices poliméricas

En el cuadro 2 se presenta un resumen de las principales matrices
poliméricas utilizadas en la elaboracion de productos de larga accion. El principio

activo se encuentra ampliamente disperso dentro de la matriz polimérica.

Cuadro 2. Caracteristicas de las matrices poliméricas elegidas

55-63

CARACTE-

RISTICAS CARBOPOL POLOXAMERO CHITOSAN
Homopolimero del acido Copolimero no iénico del polio- Aminopolisacarido.

Tipo de acrilico. xietileno y del polioxipropileno.

polimero Se considera polianiénico Es un biopolimero polica-
por encima de su pKa (3.5) Es neutro a cualquier pH. tiénico a pH bajos.
Carbomer Pluronic Chitosani

Otros Carboximetileno Lutrol Glucosamine
nombres Polimero del &cido acrilico Monolan Deacetato chitin
Synperonic Deactilchitin
Polimero y

Concentracion
(%) ausar en

los preparados

Carbopol 934-P al 0.7

Poloxamero 407 (P-407) o
Pluronic F-127 al 10

Chitosan al 0.5

a-Hidro-w-hidroxipoli(oxietileno)

Poli-B-(1,4)-2-Amino-2

Nombre Carbomer 934 poli(oxipropileno)poli(oxietileno) deoxi-D-glucosa
guimico bloque copolimero.
H H
||
Estructura —¢ %\/ }
L te] Q.
quimica | re _ © N L
H C=0
| b
R =Hor COCHy
OH
L | n




CARACTE-

RISTICAS

CARBOPOL POLOXAMERO CHITOSAN
Peso Carbopol 934-P (29400 — 9840 — 14 600 (P-407: 12000) 10000 - 1°000000
Molecular 39400)
(Daltons)
Concentracion Para gelificacion 0.5 — 2% 15 - 50% p/v <1 % plv
% piv
pH 2.5-3.0 (1% piv 5.0 — 7.5 (p/v soluciones 4.0-6.0 (1% plv
dispersiones acuosas) acuosas) solucién)
Punto de 260 52 -57 -
Fusién (°C)
Ligeramente soluble en
agua.
Agua, alcohol y glicerina. Agua (+ a temperaturas bajas), | Soluble en disolventes or-
Solubilidad etanol y propan-2-ol. ganicos, en soluciones

neutras o &cidas y practi-
camente insoluble en

etanol al 95%.

Neutralizantes

Hidréxido de sodio y po-

tasio, bicarbonato, ami-
noécidos, trietanolamina,
bérax, sodio, aminas or-

ganicas y aminas lauryl-

stearyl.

Incompatibili-
dad

Fenoles, polimeros cati6-
nicos, acidos de cadena
corta, electrolitos alta-mente
concentrados, exposicion a
la luz (oxi-dacién y baja la

viscosi-dad).

Dependen de las concen-
traciones relativas. El polo-
xamero 188 es incompatible con

fenoles y parabenos.

Agentes oxidantes.

.p/v: peso/volumen
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CARACTE-
RISTICAS

CARBOPOL

POLOXAMERO

CHITOSAN

Estables a temperaturas de

stable en soluciones acuo-sas en

Muy estables a Tempera-
tura ambiente.

Estabilidad | hasta 104 °C por 2 horas. presencia de 4&ci-dos, alcalis y
metales idnicos.
En perros no se ha en- | Biocompatible con las célu-las y | Biocompatible y biodegra-
contrado dafios a 8 g/Kg fluidos del cuerpo. En perros a | dable, es considerado
concentraciones de 5y 10% no | como un material no
LDso enratas es de 4.1 g/Kg | se ha encontra-do irritacion ni | toxico e irritante.
Seguridad sensibiliza-cién en ojos y piel.

En un estudio de 14 dias a dosis
de 0.5g/Kg/IV/dia en perros no se
observaron efectos adversos.
LDso en ratas es de 7.5 g/Kg IVy
9.4 g/Kg via oral

La LDso en ratas es > 16
g/Kg

Aplicaciones

Desarrollo de formulacién en
la industria  cosmética y

farmacéutica.

Actla como material bioa-
dhesivo, como agente de
liberaciéon controlada, de
emulsificacion, de estaba-
lizacién, de gelificacién y de
suspension. Se utiliza en
tabletas, geles, emul-siones
y cremas; para el control de

la liberacion de farmacos.

Desarrollo de formulaciones en la
industria cosmeética y
farmacéutica. Actia como agente

solubilizante y emul-sificante.

Se utiliza en geles, emul-siones;
para el control de la liberacién de

farma-cos.

Desarrollo de formulacio-
nes en la industria
cosmé-tica y

farmacéutica.

Actlla como un agente de
capa, formador de pelicu-
las, mucoadhesivo y para
incrementar la viscosidad.
Se utiliza en tabletas, ge-
les, emulsiones, microes-
feras y  conteniendo
liposo-mas; para el
control de la liberacién de

farmacos.
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2.6.1 Carbopol

Los carbomeros son polimeros sintéticos de alto peso molecular, derivados
del acido acrilico, se caracterizan por ser de caracter hidrofilico y poseer una
estructura entrecruzada que les permite formar un sistema de liberacidn
modificada de farmacos®. El pH induce la capacidad de gelificacion in situ y
control de la liberacion del farmaco, en presencia de pH acidos puede llegar a
incrementar la fuerza iénica del medio y producir una disminucion en el grado de
hinchamiento del polimero® y a pH alcalino se ioniza el grupo carboxilico y
aumenta la microviscosidad de la matriz polimérica (relajacion de las cadenas
poliméricas - formacion de redes tridimensionales) que permiten la liberacion del

farmaco a través de los poros que se forman por el grado de hinchamiento®.

Se han administrado geles de carbopol por via oral, transdérmica, ocular,

rectal, nasal®® |66

y parenteral™. Se elimina del organismo sin degradarse, porque no

tiene enlaces susceptibles a la hidrélisis u otro tipo de degradacion.

2.6.2 Poloxamero

Es un tensoactivo no i6nico®” que se caracteriza por ser un copolimero
compuesto por tres bloques anfifilicos, dos cadenas laterales idénticas de
polioxietileno (hidrofilica) y una cadena central de polioxipropileno (lipofilica)®® en
una proporcidbn en masa de aproximadamente 70% (7 x 10) para la parte
hidrofilica y para la masa molecular relativa de la parte hidrofébica es de 3600 (12
x 300)%°.

Es considerado un gel termorreversible, ya que, a temperatura ambiente

logra una viscosidad muy alta y a temperaturas bajas disminuye la viscosidad y

se vuelve liquido®. Tiene la capacidad de autoagregarse, formando asi micelas,

12



microemulsiones o fases liquidas cristalinas®. Los poloxameros se han usado por
diversas vias de administracion como la oral, tdpica, intranasal, rectal, vaginal,

ocular y parenteral.®’

La hidratacidn de los bloques hidrofilicos se debe a su facil acomodamiento
en la estructura del agua; esta hidratacion depende en gran medida de la
temperatura, por lo tanto, la solubilidad y la formacion de los agregados
poliméricos en bloques que contienen este grupo polar puede ser regulada por
variaciones en la temperatura. Estos polimeros tienen la capacidad de adoptar
distintas estructuras cuando se dispersan en el agua, las cuales dependen
directamente de la proporcion de cada uno de los bloques y de su masa molecular

relativa®.

Se cree que el proceso de gelificacion del P-407 ocurre como consecuencia
de la deshidratacion del polimero que conduce a un incremento en el plegamiento
(enredo) de la cadena polimérica, produciendo una asociacién hidrofébica®’.

2.6.3 Chitosan

Es un polimero natural, derivado de la quitina a través de la desacetilacion
alcalina70, compuesto por un aminopolisacarido unido a una cadena de -N-acetil-
glucosamina®, es biodegradable y biocompatible’*. EI manejo de la temperatura y
del pH estimula el control de la respuesta de los sistemas de liberacion de
farmacos’?; se ha observado en dispersiones de chitosan un efecto similar al

carbopol, en la presencia de tensoactivos catiénicos®>.

El chitosan es uno de los polimeros que mas aplicaciones biomédicas ha
tenido, gracias a las caracteristicas antes mencionadas y por su baja toxicidad .
Se ha mostrado que tiene propiedades mucoadhesivas, debido a las fuerzas de

atraccion molecular formada por la interaccion electrostatica entre las cargas

13



positivas del chitosan y las cargas negativas de las superficies de las mucosas;
estas propiedades se pueden atribuir a los puentes de hidrégeno de los grupos —
OH y -COOH, a las fuertes cargas y al alto peso molecular’®. Se ha administrado

por las diferentes vias enterales y parenterales™.

I1l. JUSTIFICACION

Con base en experiencias clinicas y lo documentado en la literatura®®, el
tramadol ejerce un efecto analgésico adecuado y con un minimo de efectos
adversos. Sin embargo, para perros no existe una presentacion comercial que
proporcione concentraciones plasmaticas constantes por mas de 6 horas. En el
presente trabajo se propone el disefio de un preparado de liberacion modificada
de administracion subcutanea de este analgésico, que ofrezca un efecto

terapéutico por lo menos durante 12 horas.

IV. HIPOTESIS

El tramadol y su principal metabolito activo M1 (O-desmetiltramadol) tienen
una vida media corta en perros y para lograr un efecto analgésico adecuado en
plasma se requiere de una concentracién de 100 a 800 ng/mL. Se espera que la
administracion de liberacion modificada (larga accién-LA) de un preparado del
Tramadol (analgésico-polimero) por via subcutanea de como resultado en su
evaluacion farmacocinética un efecto analgésico potencial en perros de al menos
12 horas. Lo anterior se postula como posible, mediante el uso de una matriz
polimérica que permita modificar la velocidad de liberacién del farmaco y a su vez
su absorcién y eliminacion para tener concentraciones terapéuticas por mas

tiempo.
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V. OBJETIVOS

1. Elaborar varios prototipos y elegir por sus propiedades fisicoquimicas un
preparado de tramadol que proporcione una liberacion modificada-prolongada
que sea susceptible de aplicacion por via subcutanea en perros.

2. Establecer la farmacocinética de un prototipo de tramadol-LA para
administrar via subcutanea en perros, a dosis de 5 mg/kg y proponer un
intervalo de dosificaciébn basado en las concentraciones plasmaticas minimas

terapéuticas.

3. Realizar la extraccién en fase solida (EFS) del tramadol en suero de perros 'y
su cuantificacién por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 FASE I. Revision bibliografica de diferentes fuentes de informacion,
destacandose las del acervo de la Facultad de Medicina Veterinaria, asi como de
la Facultad de Quimica para establecer las matrices poliméricas que interactien

correctamente con el tramadol.

6.2 FASE II: Formulaciones y evaluaciones de las matrices poliméricas
elegidas de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas, en estudios experimentales

con ratas.

6.3 FASE lll: Establecimiento de las condiciones de andlisis para la extraccién
en fase sélida (EFS) y el andlisis por HPLC para su determinacion cualitativa y

cuantitativa.

Nota: La determinacion del tramadol se llevo a cabo mediante HPLC, teniendo
como referencia los métodos de Nobilis et al*’ y el de Gan et al’®. Se modificé y
estandarizo la técnica para este ensayo.
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6.4 Fase IV: Evaluaciones farmacocinéticas en perros, en funcién a los
resultados obtenidos en la fase Ill de los preparados de tramadol con las matrices
poliméricas que no produjeron necrosis en las ratas y farmacocinética comparativa
con preparados farmacéuticos humanos de uso oral de liberacion inmediata y de

larga accion.

6.5 DESARROLLO DE CADA FASE

6.5.1 Fase |: Se encontré que las matrices poliméricas de carbopol 934,
poloxamero 407 y chitosan son viables para el disefio y desarrollo del preparado

subcutaneo de tramadol®> "3,

6.5.2 Fase Il: Formulaciones y evaluaciones de las matrices poliméricas
elegidas de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas, en estudios

experimentales con ratas.

6.5.2.1 Prueba de tramadol en ratas

Se emplearon 3 ratas hembras sanas de la cepa Wistar adultas, a las
cuales se les administré por via subcutanea clorhidrato de tramadol (Tradol® 50
mg/mL) a dosis de 10 mg/kg, para observar alguna reaccion dolorosa, algun tipo

de irritacion o lesion cutdnea (Cuadro 3).

Caudro 3. Administracion subcutanea de tramadol en ratas.

IDENTIFICACION PESO DOSIS CONCENTRACION DIONIN

RATA (9) (mg/KQ) TOTAL (mg) (mL)
CARBOPOL 934-P 3725 10 3.725 0.07
POLOXAMERO 407 349 10 3.49 0.07

CHITOSAN 336 10 3.36 0.07
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6.5.2.2 Formacioén de polimeros y reacciones cutaneas

Se realizaron diferentes modelos poliméricos, hasta obtener el modelo
idoneo con las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para administrar los

preparados a los animales, ratas y perros (Cuadros 4,5, 6y 7).

Cuadro 4. Caracteristicas de las matrices poliméricas administradas en 3 ratas
hembras sanas de la cepa Wistar adultas.

VOLUMEN DE
IDENTIFICACION  PESO POLIMERO ADMINISTRACION

RATA (@) (mL)
carbopol 934-P, 0.7%

1 90 pH: 5.06 0.3
poloxamero 407, 10%

2 90 pH: 6.93 0.3

chitosan, 0.5%
3 90 pH: 5.01 0.3

Cuadro 5. Caracteristicas de las matrices poliméricas adicionadas con 1 mg/kg de
tramadol, administradas en 30 ratas. (10 ratas por polimero).

POLIMERO CONCENTRACION CANTIDAD pH CLORHIDRATO
% mL Inicial DE TRAMADOL
mg/mL
CARBOPOL 934-P 0.7 25 5.06 2.4 5.11
POLOXAMERO 10 25 6.93 25 6.90
407
CHITOSAN 0.5 25 5.01 2.0 5.00
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Cuadro 6. Caracteristicas fisicoquimicas de las matrices poliméricas que
mostraron las mejores caracteristicas en ratas para administrar en perros.

POLIMERO CARBOPOL POLOXAMERO CHITOSAN
934-P 407
Concentracion 0.7 10 0.5
%
Acido acético, mL - - 0.5
Solucién de NaoH 0.5 - 2500

0.5 M, pH 12.87 (L)

Solucion reguladora de pH 25 - -
0.1 M, pH 5.5 (mL)

Solucién reguladora de pH - - 225
0.1 M, pH 7.4 (mL)
Etanol (mL) - 25 -
Propilenglicol - 25 -
(mL)
Agua desmineralizada (mL) - 20 -
pH 5.23 6.90 5.26

.Soucién reguladora de pH NaH;Po4

6.5.2.3 Adicién del tramadol

Cuadro 7. Caracteristicas de los preparados subcutaneos que se
administraron en los perros.

CLORHIDRATO

POLIMERO CONCEN-TRACION  CANTIDAD pH DE TRAMADOL

% mL Inicial mg/mL
CARBOPOL 0.7 25 5.23 100 5.12
934-P
POLOXAMERO 10 20 6.93 100 6.90
407
CHITOSAN 0.5 25 5.01 100 5.00
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Para el estudio se emplearon 9 ratas de la cepa Wistar adultas sanas (3
hembras y 6 machos) con pesos promedio al inicio del experimento entre 245 y
350qg, las cuales fueron divididas aleatoriamente en 3 grupos; a cada uno se le
administré por via subcutanea 1 mg/kg de tramadol en una matriz polimérica
diferente (carbopol 934-P, poloxamero 407 y chitosan) en la region toracolumbar
dorsal. Los animales fueron donados por el bioterio de la Facultad de Medicina de
la UNAM. Posteriormente se evaluaron entre 4 y 72 horas; se les administro
pentobarbital sodico intraperitoneal a dosis de 150 mg/kg para eutanasiay se les
realiz6 una incision en la zona de inyeccion para observar alguna reaccion

cutanea y ver la presencia o no de la matriz polimérica.

6.5.3 FASE lll: Establecer las condiciones de analisis para la extraccion en
fase sélida (EFS) y el andlisis por HPLC para su determinacion cualitativa y

cuantitativa.

Nota: La determinacion del tramadol se llevd a cabo mediante HPLC, teniendo
como referencia los métodos de Nobilis et al*’ y el de Gan et al’*. Se modificé y

estandarizo la técnica para este ensayo.

6.5.3.1 Técnica Cromatografica

6.5.3.1.1 Reactivos Quimicos

Clorhidrato de tramadol (Sigma-Aldrich por Grunenthal, México), Fosfato
dihidrégeno de potasio (KH,PO,) reactivo grado analitico (Merck®, Germany),
Metanol, Acetonitrilo y Trietilamina disolventes grado HPLC (J.T. Baker®). Agua

destilada v filtrada a través de un sistema Prodigio de agua (Simplicity, Millipore®).
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6.5.3.1.2 Preparacion de las disoluciones estandar y de trabajo

La disolucién estandar de tramadol (98% de pureza) se preparoé disolviendo 10 mg
del farmaco en 10 mL de metanol (disolucién “stock” almacenada a 4°C,
posteriormente se tomd 250 pL de la mezcla y se afor6 a 1mL con metanol (0.25
mg/mL de tramadol), se realiz6 la extraccion en fase sélida, se reconstituyo a un
volumen de aforo de 1mL con metanol, se filtr6 al vial con una membrana de nylon
(0.45 um HNwp). Las concentraciones de tramadol en las disoluciones estandar
de trabajo seleccionadas para la curva de calibracién (Cuadro 10, Figuras 11y 12)
fueron 0.953, 3.813, 15.253, 61.015, 244.062, 976.25, 3905, 15625, 62500,
125000 y 250000 ng/mL. La ecuacién logaritmica (log y = 1/n log b + 1/n log X,
donde Y es la absorbancia AUC, X es la concentracion y b es la pendiente)
aplicada permiti6 obtener una recta, donde la absorbancia (respuesta AUC) es

proporcional a la concentracion.
6.5.3.1.3 Equipo

Se utilizé un sistema cromatografico de HPLC (Jasco®, Japén) equipado
con una bomba de gradiente cuaternario modelo Jasco PU-2089 plus, con un
detector de fluorescencia modelo Jasco — 2020 plus (Intelligent fluorescence
detector). La columna analitica de fase C-18 fue una Clipeus con un tamafio de
particula de 5u y de dimensiones de 100 x 6 mm de diametro interno, acoplada a
una pre-columna Cartridge C-18 (Opti-guard® USA) de 5 um y 3 mm de didmetro
interno). El sistema de HPLC fue controlado por un sistema de computo con el
Software EZChrom Elite® (Agilent Technologies 2007).

6.5.3.1.4 Condiciones cromatograficas

Se utiliz6 como fase mévil una disolucién reguladora a pH 6 de

fosfatos (KH,PO,4) a una concentracion 0.01 M, la fase organica es la mezcla de
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acetonitrilo con 0.1% de trietilamina (90:10 % v/v) en gradiente de elucion (Cuadro
8). El flujo empleado fue de 1 mL/min, el volumen de inyeccién de 20 pL. Las
longitudes de onda fueron de 296 nm para la excitacion y de 320 nm para la
emision. Para determinar la longitud de onda de maxima absorcion del tramadol,

se realizo el andlisis por UV-Vis (Ultravioleta Visible), (Figura 9, pag 31).

Cuadro 8. Gradientes de elucion de la fase movil en el sistema

cromatografico.

TIEMPO FLUJO FASE MOVIL FASE MOVIL
min mL/min ACUOSA % ORGANICA %
3-11 1 75 25
11-12 1 90 10
12-15 1 90 10

El Buffer de fosfato fresco, fue preparado en un matraz aforado de 1000 mL
con 1.36 g de KH,PO4 en agua destilada vy filtrada. El pH final de la mezcla fue
ajustado a 6.0, la disolucién fue degasificada previamente al vacio y filtrada a
través de una membrana de nylon Millipore® (0.45 pm HNwp), esta fase
reguladora se prepard periodicamente. La fase organica se prepard bajo las

mismas condiciones de filtrado y de forma regular.

6.5.3.1.5 Preparacion de las muestras

Las muestras de suero fueron descongeladas a temperatura ambiente y

agitadas en un sistema vortex por 30 seg.

6.5.3.1.6 Extraccion en fase solida (EFS)

Se tomaron 2 mL de suero de cada muestra y fueron pasados a través de
una columna de fase de extraccion sélida (Sep-pack® Vac 3 cc, 500 mg, C18
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cartridges); primero se activa el cartucho con 2 mL de metanol, seguido de 2 mL
de agua y se desecha el residuo, se hace un lavado con 2 mL de una disolucion
de agua-metanol en una proporcion de 95:5 %, igualmente se desecha el residuo.
Se colocaron los 2 mL del suero en el cartucho y se recupera la primera elucion,
se hacen 4 eluciones en un volumen de 2 mL de metanol cada una y se agitaron
en un sistema vortex por 30 seg. Las eluciones se juntan y se llevan a sequedad
con un sistema de bajo flujo, utilizando nitrdgeno durante 2 h en bafio seco
(Felisa®) a 40°C dentro de una campana de extraccién. El extracto seco fue
reconstituido con 1 mL de metanol, filtrado (Millipore-Millex®, HN nylon 0.45 UM,
13 mm, olietileno, 100/cx) y transferido a un vial. Un volumen de 20 pL de la

muestra fue analizado en el equipo de HPLC (Figuras 12 — 24).

6.5.3.1.7 Limite de deteccion y cuantificacién

La determinacién del limite de deteccién (Ld) y limite de cuantificacién (Lc)
de tramadol por Cromatografia de Liquidos se realiz6 mediante una serie de
diluciones de una solucidén “stock® (1mg/mL). De esta solucion se tomdé un
volumen de 500 pL y se aforé a 2 mL con metanol (0.25 mg/mL, C1), se inyectaron
20 pL al cromatégrafo, de C1l se tomaron 500 pL y se aforaron con 1 ml de
metanol (0.125 mg/mL de tramadol) y se inyectd el mismo volumen al HPLC, se
continuaron las diluciones hasta Cl11 de concentracion (0.953 ng/mL), véase
cuadro 13. Este experimento tiene la finalidad de determinar la minima
concentracion detectada (Ld) por el sistema y en funcion de ella determinar el
limite de cuantificacion (Lc). La disolucién C10 (3.813 ng/mL) presenté una sefial
en el tiempo de retencidon del tramadol que por su baja respuesta se confundia con
el ruido del sistema cromatografico. Se toma la disolucion C9 (15.253 ng/mL) y
en una serie de n =7 inyecciones se determina Ld y 10 veces mas este resultado
es el Lc. (Cuadros 13 — 15).
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- Ld =2txo/(n)*

Donde: .t; tstudent
.0 desviacion estandar

.n: tamano de la muestra.

- Lc=Ldx10

6.5.4 FASE IV: Para la experimentacion con perros, se emplearon 50
adultos sanos (30 hembras y 20 machos) mestizos con pesos entre 8 y 30 kg, los
cuales fueron divididos aleatoriamente en 5 grupos; cada uno de ellos recibi6é
tramadol en una presentacion diferente. Los perros del presente estudio fueron los
mismos que se utilizaron en las practicas quirdrgicas de licenciatura en el ciclo
escolar 2009-1 y 2 (proporcionados por la FMVZ, UNAM), dichos animales fueron
alojados en la Seccion de Ensefianza Quirargica del Departamento de Medicina,
Cirugia y Zootecnia para Pequefias Especies de la FMVZ-UNAM. Previamente al
estudio, a cada animal se le practic6 un examen fisico completo en la sala de

preparacion de las mismas instalaciones.

6.5.4.1 Conformacion de los grupos

. Grupo 1. Diez perros a los que se les administré tramadol a dosis de 5
mg/Kg en presentacion oral (Tradol®, liberacién inmediata, capsulas por 50

mgQ).

. Grupo 2. Diez perros a los que se les administré tramadol a dosis de 5

mg/Kg en presentacion oral (Tradol® Retard: Larga accién, tabletas por 200

mg).
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. Grupo 3. Diez perros a los que se les administré tramadol a dosis de 5
mg/Kg en presentacion subcutdnea experimental con matriz polimérica de
carbopol 934-P.

. Grupo 4. Diez perros a los que se les administré tramadol a dosis de 5
mg/Kg en presentacion subcutdnea experimental con matriz polimérica de

poloxamero 407.

. Grupo 5. Diez perros a los que se les administré tramadol a dosis de 5
mg/Kg en presentacion subcutanea experimental con matriz polimérica de

chitosan.

Los preparados orales y subcutaneos se administraron antes de los
procedimientos anestésicos y quirdrgicos (cuadro 8). Todas las dosis fueron
manejadas de acuerdo con el peso de cada animal y administradas segun el caso.
En cuanto a las capsulas de Tradol® se prepararon en otras nuevas, ajustando el
contenido al peso de cada perro. Los preparados subcutaneos se aplicaron en la

zona toracolumbar dorsal.

Todos los animales fueron tranquilizados con acepromacina a dosis de 0.1
mg/kg por via IV y anestesiados con pentobarbital sddico a dosis de 15 mg/Kg IV.
Durante el proceso quirargico se realiz6 un seguimiento de cada paciente. Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena yugular durante el
tiempo en que los animales permanecieron anestesiados (promedio de 4 h). Una
vez culminada la préactica quirdrgica los alumnos de licenciatura procedieron a
realizar la eutanasia mediante una sobredosis de pentobarbital sédico, todo esto
apegado a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999"°.
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Se realizaron diferentes tiempos de muestreo: 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 0.75, 1.
2,3,4,5, 6, 8 12 y 24 horas. El muestreo se tomd de acuerdo al tiempo de
dosificacion, adaptado a los horarios de las practicas quirargicas de licenciatura. El
sangrado se realiz6 posterior a la dosificacion (de acuerdo al tiempo de cada
grupo) y se obtuvieron entre 3 y 5 ml de sangre por tiempo de muestreo por perro,
muestreando 5 perros por tiempo por grupo, las cuales se colocaron en un
vacutainer sin anticoagulante, se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min,
posteriormente se separoé el suero; cada nuestra fue identificada y se conservaron
a -20° C, hasta el momento del andlisis cromatogréfico (Figuras 25 — 30 y Cuadros
16-17).

6.5.4.2 Procesamiento de los resultados

Se obtuvieron medias y desviaciones estandar de las concentraciones a
partir de las areas bajo la curva obtenidas de la técnica cromatografica.
Posteriormente con ayuda de los programas Microcal Origin®® y Excel®’, se
obtuvieron las graficas correspondientes a las concentraciones vs. tiempo de
tramadol en perros. Los valores farmacocinéticos obtenidos en los todos los
grupos fueron evaluados por el programa WinNonline®®. Los datos obtenidos se
sometieron a una prueba de andlisis de varianzas ANOVA (p < 0.05) y t de

Bonferroni.
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VIl. RESULTADOS

7.1 FASE |

7.1.1 Matrices poliméricas elegidas

Carbopol 934, poloxamero 407 y chitosan.

7.2 FASE I

7.2.1 Prueba de tramadol en ratas: Después de la administracion

subcutéanea de Tramadol (Tradol® 50 mg/ mL) a dosis de 10 mg/Kg, no se observé

ninguna alteracion, (Cuadro 9).

Cuadro 9. Reacciones en el sitio de aplicacion en 3 ratas después de la
administracion subcutédnea de tramadol.

IDENTIFICACION | Rx 0O Rx 5 Rx10 Rx15 Rx30 Rx1 Rx24 Rx48

RATA min min min min min h h h

3 - - - - - - - -

. Rx: Reaccion
. -2 No se observd dolor, ardor, prurito, eritema, exudado o cambios en el pelo y la piel.
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7.2.2 Reaccion en el sitio de aplicacion: Con las matrices poliméricas

en ratas y perros.
7.2.2.1 Ratas: Los resultados que se presentan a continuacién fueron

idénticos a los obtenidos en las ratas a las cuales se les administro los preparados
subcutaneos adicionados con tramadol (1 mg/Kg), (Cuadro 10).

Cuadro 10. Resultados de las observaciones en piel después de la administracion
de las matrices poliméricas en 9 ratas por via subcutanea.

IDENTIFICA- RxO0 Rx 5 Rx10 Rx15 Rx30 Rx1 Rx24 Rx48 | Rx72

CION RATA  min min min min min h h h h

carbopol
934-P

0.7 % - pH
5.06

poloxamero
407
10 % - pH
6.9

chitosan
0.5 % - pH
5.01
. Rx: Reaccién
. -2 No se observd dolor, ardor, prurito, eritema, exudado o cambios en el pelo y la piel.

Después de 4 horas de administrado los preparados subcutaneos, a 3
ratas de cada grupo, se le realizé una incisién en la zona de aplicacion para
observar la presencia o ausencia de la matriz polimérica y las reacciones que

estas pudiesen generar; (Figuras 3-5).
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Figura 3. Se observa la matriz polimérica de carbopol 934-P y la integridad del tejido
muscular y subcutaneo, después de la administracion subcutanea del preparado con
tramadol (1 mg/Kg) en rata.

Figura 4. Se observa la matriz polimérica de poloxamero 407 y la integridad del tejido
muscular y subcutaneo, después de la administracion subcutanea del preparado con
tramadol (1 mg/Kg) en rata.

Figura 5. Se observa la matriz polimérica de chitosan e irritacion del tejido muscular y
subcutaneo, después de la administracion subcutanea del preparado con tramadol
(1 mg/Kg) en rata.
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7.2.2.2 Perros: Después de la administracion de los preparados
subcutaneos adicionados con tramadol a 5 mg/Kg en las diferentes matrices
poliméricas en perros, se observo ligero dolor a la aplicacion e irritacion a las 4
horas de la dosificacion con el preparado de chitosan. (Cuadro 11 y Figuras 6 — 8).

Cuadro 11. Resultados de las observaciones en piel después de la administracion
de los preparados subcutaneos de tramadol con las matrices poliméricas en
perros.

IDENTIFICACION Rx 0 min Rx5 Rx15 Rx 30

PERRO min min

carbopol 934-P - - - - - - -
0.7 % - pH 5.12

poloxamero 407 - - - - - - ;

10% - pH 6.9
chitosan Dolor ligero a - - - - - Ligera
0.5%-pHS5.0 la aplicacion Irritacion

. Rx: Reaccion
. -2 No se observo dolor, ardor, prurito, eritema, exudado o cambios en el pelo y la piel.
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Figura 6. Se observa la matriz polimérica de carbopol 934-P y la integridad del tejido dérmico
y subcutaneo, después de la administracion subcutanea del preparado con tramadol (5 mg/Kg)
en perro.

Figura 7. Se observa la matriz polimérica de poloxamero 407, y la integridad del tejido
dérmico y subcutdneo, después de la administracion subcutdnea del preparado con tramadol
(5 mg/Kg) en perro.

Figura 8. Se observa la matriz polimérica de chitosan, y ligera irritacion del tejido dérmico,
después de la administracion subcuténea del preparado con tramadol (5 mg/Kg) en perro.
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7.3 FASE Il

7.3.1 Ultravioleta visible (UV-Vis)

1000 ~
800 -
Tramadol
600 - _
o
c
3 n acks
§ 400 4 | Excitacion: 296 nm a 25<C
=]
« \
200 \l f \
\
0 - \____ ) N P
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300 400 500 600 700 800 900 1000

longitud de onda (nm)

Figura 9. Gréfica de A de maxima absorcién del tramadol (296 nm) del tramadol por UV-
Vis.

7.3.2 Curva de Calibracion

- Ecuacién: logy = 1/nlog b + 1/n log X

Cuadro 12. Datos del logaritmo de la concentracion y de la absorbancia.

log concentracion Absorbancia
(ng/mL) (AUC) n=7

0.58 3.45

1.18 3.88 . Ordenada = 3.056 + 0.037

178 4.24 . Pendiente = 0.678 + 0.013

2.38 4.67

208 505 . Coeficiente de relacion = 0.9998
3.59 5.49

5.09 6.51
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Figura 10. Gréfica de la curva de calibracion.

Gréfico de residuos

log (concentracién, ng/mL)

Figura 11. Grafica de residuos de la curva de calibracién, donde se observan que
los datos son aleatorios y no presentan alguna tendencia.
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7.3.3 Limite de Deteccion (Ld) y Cuantificacion (Lc)

Cuadro 13. Diluciones de la solucién “stock” para determinar la concentracion
minima de tramadol en el sistema cromatografico (HPLC).

NOMBRE CONCENTRACION RESPUESTA

(ng/mL) (AUC)
C1 250000 4001894
Cc2 125000 3305551
C3 62500 2360850
C4 15625 871978
C5 3905 314922
C6 976.25 113939
C7 244,062 47659
Ccs8 61.015 17647
C9 15.253 7600
C10 3.813 2833
Cl1 0.953 0

C10: Presencia de ruido

Cuadro 14. Valores estadisticos del Ld y Lc.

Media Media‘ o ‘ Sy ‘ >y Fr  sConc  Ld Ld

Y AUC

ng/mL ng/mL

Cuadro 15. Respuesta de las 7 inyecciones de C9 en el HPLC

C9
15.253 ng/mL AUC

7600
31878
14573
10285
10110

9981

9403

N[O~ WIN|F

. n: Tamafo de la muestra

. ta: Grados de libertad

. ¢: Desviacién estandar de absorbancia

. Y% Sumatoria de X
. >y: Sumatoria de Y

. Fr:  Factor de respuesta
. sConc: Desviacion estandar de la concentracion

. Ld: Limite de deteccion
. LC: Limite de cuantificacion
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7.3.4 Cromatogramas

Las figuras 12 - 24 mantuvieron las siguientes condiciones

cromatograficas: Columna Cig de 4.6 X 150 mm X 5 um de didmetro de poro.
Fases moviles (A): Solucion amortiguadora de KH,PO,0.01 M pH 5.99, (B) MeCN
con 0.1% Et3N ; gradiente de elucién (A) 90% 0-3 min, (A) 75% 3-12min, (A) 90%

12-15 min; con un flujo de 1 mL/min, Longitud de onda: 296 y 320 nm.

00 o0
275 4 ==
250 4 | 2=z
225 4 - ==
200 4 2 =
175 4 [ a7=
150 4 L amo
1254 [ az=
100 4 [ oo

=5 =

S0 4 1 =

ES-J\M_/ - ==

o - —_— e ——— F o

- e — ==

Figura 12. Cromatograma del estandar de tramadol, disoluciéon C1 (0.25 mg/mL). Se

s

observa el pico de metanol (1) y de tramadol (2) con un tiempo de retencion de 6.88 min.
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Figura 14. Cromatograma del estandar de tramadol (2), disoluciéon C9 (15.253 ng/mL).
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Figura 15. Cromatograma del estandar de tramadol (2), disolucion C10 (15.253 ng/mL).
Se observa, la presencia de una sefial en el tiempo de retencién del tramadol que por su
baja respuesta se confunde con el ruido del sistema cromatografico.
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Figura 16. Cromatograma del estandar de tramadol, disolucién C11 (de 0.953 ng/mL). Se
observa la presencia de ruido del sistema y la ausencia de tramadol.
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Figura 18. Cromatograma de un suero fortificado con 50 uL de estandar de tramadol (2),
(3905 ng/mL).
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Figura 19. Cromatograma de un suero fortificado de perro con 195 ng/mL de tramadol
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Figura 20. Cromatograma de un suero de perro al que se le administré por via oral

5 mg/Kg de tramadol de liberacion inmediata a las 4h.

38



0T
i ] | =
E: a
o] .
] 2
241 L=
D:Ll-u..,_l ﬂjLJ \-\\j\*"w = £
E: \“'-w x
= 4
-] .
o] .
_1D; 1 =2 a 4 = a T = B 1=} [N e

Figura 21. Cromatograma de un suero de perro al que se le administr6 por via oral
5 mg/Kg de tramadol de liberacion retardada (LA) a las 4h.

Figura 22. Cromatograma de un suero de perro al que se le administré por via subcu-
tanea 5 mg/Kg de tramadol en una matriz polimérica de carbopol al 0.7%, a las 8h.
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Figura 23. Cromatograma de un suero de perro al que se le administr6 por via subcu-

tAdnea 5 mg/Kg de tramadol en una matriz polimérica de poloxamero al 10% a las 24h.

:_M_rj‘-_r'*

L N

Figura 24. Cromatograma de un suero de perro al que se le administr6 por via

subcutanea 5 mg/Kg de tramadol en una matriz polimérica de chitosan al 0.5% a las 8h.
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7.4 FASE IV

7.4.1 Resultados farmacocinéticos: En perros después de la

administracion de los preparados orales y subcutaneos de tramadol. (Figura 25 —
30y Cuadros 16 - 17).

|
1000 4 /\ —m— Tramadol Oral |
m-n |}

-

£ . I

2 100 " Figura 25. Farmacocinetica en perros

s después de la administracion a 5 mg/Kg de

S Tradol® oral de liberacion inmediata.
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T T T T T T
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1000 —m— Tramadol LA
5 Figura 26. Farmacocinetica en perros
% . después de la administracion a 5 mg/Kg de
£ 100+ . Tradol® Retard (LA).
S ] \
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concentracion (ng/mL)

Concentracion (ng/mL)

Concentracién (ng/mL)
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‘ —m— Tramadol + carbopol 0.7% ‘

Figura 27. Farmacocinetica en perros
después de la administracion a 5 mg/Kg de
Tramadol + carbopol al 0.7%.
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Figura 28. Farmacocinetica en perros
después de la administracion a 5 mg/Kg de
Tramadol + poloxamero al 10%.
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Figura 29. Farmacocinetica en perros
después de la administracion a 5 mg/Kg de
Tramadol + chitosan al 0.5%.
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Figura 30. Farmacocinetica en perros después de la administracion a 5 mg/Kg de
tramadol en diferentes preparados farmacéuticos. Por via oral, o: Tradol® liberacion
inmediata y A: Tradol® retard (Larga accién). Por via subcutanea, MW: carbopol 934P al
0.7%, ¥ : poloxamero 407 al 10% y @& chitosan al 0.5%.
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Cuadro 16. Concentraciones séricas de tramadol en perros a dosis de 5 mg/Kg. Grupos
comparativos TRADOL® y TRADOL® Retard (LA) por via oral y los experimentales en polimeros de
carbopol, poloxamero y chitosan por via subcutanea.

TRAMADOL TRAMADOL TRAMADOL
TRADOL®, PO TRADOL® LA, CARBOPOL, POLOXAMERO CHITOSAN
SC
Prom +DE | Prom | £DE | Prom | £+DE Prom +DE | Prom | £DE
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.08 - - - - 101.15 12 - - - -
0.16 - - - - - - - - 129.71 8
0.25 - - - - - - 1629.29 - - -
0.5 - - - - - - 1309.18 | 111 46.88 2
0.75 140.28 11 140.28 13 - - - - - -
1 779.83 68 92.46 - 107.89 - 1603.24 - 497.73 -
2 805.37 - 28.77 3 155.95 - 734.51 66 423.64 -
3 1294.19 | 100 | 278.61 - 92.46 10 - - 394.45 28
4 788.86 - nd nd 171.79 - 787.04 42 157.39 -
5 - - - - 496.59 41 - - 13.42 1
6 125.30 12 nd nd 924.69 - 924.69 - 214.78 18
8 nd nd nd nd 299.22 - 526.34 - 272.27 21
12 nd nd nd nd nd nd 291.07 - nd nd
24 nd nd nd nd nd nd 433.51 40 nd nd
.-: no evaluado .nd: no detectado

Cuadro 17. Farmacocinética de las concentraciones séricas de tramadol en perros a dosis de 5
mg/Kg. Grupos comparativos TRADOL® y TRADOL® Retard (LA) por via oral y los experimentales
en polimeros de carbopol, poloxamero y chitosan por via subcutanea.

TRADOL® TRADOL® LA TRAMADOL TRAMADOL TRAMADOL

PO carbopol SC poloxamero SC chitosan SC
Prom + DE Prom + DE Prom + DE Prom + DE Prom +DE

VARIABLE

Cmaxy
(ng/mL) 1294.22 22.3 149.3 21.3 155.9° 13.5 | 1629.3° | 98.3 497.7° 12.1

Cmaxg
(ng/mL) - - 278.6 | 321 924.7° 924.7° | 25.1 - -
Tmaxy
(horas) 3? 0 0.75" 0 2° 0 0.25° - 1° 0
Tmaxs
(horas) - - 3 0 6° 0 6" - - -

AUC 4223.6% | 153.2 323..9 83.2 | 2752.8° | 152.3 | 8583.4° | 215.6 | 1510.8° | 132.5

t%2B (h) 0.63° 0.08 | 0.29° | 0.04 0.59% 0.02 1.94° 0.09 0.64° 0.03

B 1.09% 0.02 | 2.33° | 0.10 | 1.163° | 0.09 0.35¢ 0.04 1.06% 0.04
.Prom: Promedio . +DE: Desviacion estandar

Diferentes literales significan diferencias estadisticas entre variables farmacocinéticas (p < 0.05).
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VIIl. DISCUSION

Uno de los puntos criticos en los estudios de farmacocinética y de disefio
farmacéutico es la confiabilidad de la técnica analitica empleada. En este sentido
se puede hacer énfasis en que se logré implementar un método de extraccion vy
un analisis cromatografico, que permitieron determinar un limite de cuantificacion
de 70 ng/mL y un limite de deteccion de 7 ng/mL, con un error entre ensayo <
2.5%. Los analisis reportados en la literatura de Nobilis et al y Gan et al se
utilizaron como guias iniciales, se modificaron los volimenes y los pesos, asi
como las proporciones de las fases moviles para lograr los valores ya
mencionados. La fortificacion en sueros permitié una regresion con una elevada
confiabilidad (R= 0.9998). Por lo anterior no es aventurado asegurar que las
concentraciones de tramadol determinadas son altamente confiables. Mas aun, el
intervalo de valores que se obtuvo en la determinacion cuantitativa de tramadol, es

muy similar a estudios previos reportados por Kukanich y Papich 2004.

Por otro lado, en estudios farmacocinéticos formales no es extraordinario
utilizar un nimero de perros como el utilizado en este trabajo. Sin embargo, como
punto adicional en la originalidad del disefio, se utiliz6 el denominado naive pool
sampling’®, basicamente maximiza el empleo de muestras sanguineas en perros

que estan destinados a otro procedimiento.

Los resultados obtenidos para los preparados de liberacion inmediata y de
larga accion (LA) destinados a humanos ofrece concentraciones paraddjicas, esto
es que, el LA da concentraciones que se eliminan mas rapido que el de liberacién
inmediata (0.29 h y 0.63 h, respectivamente). Esto puede explicarse en funcién de
qgue el pH en el estbmago de los perros y su actividad enzimética, asi como la
temperatura basal son esencialmente distintas a las del hombre (Hombre: pH de
1-3% en ayuno y 37°C®, perro: pH de 0.9-2.5% en ayuno y 37.8-39.3 °C®%). A

menudo estas pequeiias diferencias son suficientes para modificar el
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comportamiento de las matrices poliméricas en las que se incluyen los productos
de larga accion’?. No obstante, ninguno de los dos preparados puede considerarse
como adecuado para su utilizacion en perros, dado que el efecto analgésico es
extremadamente corto (menos de 6h para el Tradol® y menos de 4h para el
Tradol® LA) y se logran concentraciones demasiado altas en el de liberacion
inmediata (Cnax 1294 ng/mL) que estan relacionadas en la literatura con efectos
adversos como nausea, salivacion, aumento de la deglucion, voémito y sedacion

moderada®®.

Con respecto a los preparados experimentales utilizados en este ensayo,
destaca que ni el carbopol ni el chitosan brindaron una verdadera larga accion,
Gnicamente lograron superar el tiempo de estancia en el organismo a los
preparados sin vehiculo, logrando un intervalo de estancia de 8 a 12 h; por lo que
es discutible que se haya generado una farmacocinética flip-flop (Error en la
asignacion de constantes de velocidad a los procesos, normalmente el proceso
mas lento es el de eliminacioén, por lo que se acostumbra asignar la constate de
menor valor absoluto a este proceso. El efecto flip-flop se aprecia cuando el
proceso méas lento es el de incorporacion del farmaco®)). En contraste, las
concentraciones séricas de tramadol en el preparado a base de poloxadmero
generan concentraciones de la ventana terapéutica propuesta (100 — 800
ng/mL)*, por mas de 24 horas, dando lugar a una verdadera farmacocinética de

larga accion con una media de eliminacion evidentemente mayor (t81,= 1.94 h).

No se detectaron reacciones adversas en el sitio de inyeccién con el
preparado a base del poloxamero, ni de otra indole que sugirieran que lo obtenido
solo tiene un valor tedrico. Se sabe que el poloxamero 407 puede estar incluido en
formulaciones parenterales hasta en un 20-30 % (subcutaneo en ratas)®.
Considerando estos rasgos del vehiculo queda por corroborar en una muestra de
gran tamafio que en efecto no existe toxicidad (ni local, ni sistémica) a la

aplicacion unica ni a las multiples de un preparado como el descrito.
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Adicionalmente, si se tiene la intencion de hacer un seguimiento de los hallazgos
obtenidos, se deberd estabilizar quimicamente la formula y producir en
condiciones de esterilidad para inyectables. Mas adn, seria interesante determinar
si la adicion de algunos alcoholes puede dar al preparado una mejor inyectabilidad
dado que hay evidencias que indican que la reologia del poloxamero se puede
modificar, haciéndose mas fluida porque pierde poder de gelificacion; asi como

cambiar sustancialmente su tasa de liberacién del principio activo®®.

En la clinica de pequefas especies el manejo del dolor es esencial, para lo
cual se encuentran comercialmente disponibles una gran variedad de preparados
analgésicos, sin embargo la mayoria de ellos producen efectos secundarios
indeseables que no solo ponen en riesgo la salud del animal, sino que incluso,
llegan a ocasionarle la muerte. Los AINEs, son los méas utilizados ya sean los
COX1 o COX2 en los cuales se ha encontrado en mayor o menor grado cuadros
clinicos de gastritis irritativa, Ulceras gastricas, discrasias sanguineas como
hipoproteinemia, anemia que puede ser no regenerativa, metahemoglobinemia
(intoxicacién con paracetamol en gatos), deficiencia en la agregacion plaquetaria
(intoxicacién con aspirina en perros) e insuficiencias renales agudas que pueden
convertirse en crénicas (ver anexol). Uno de los analgésicos que destacan por su
virtual o nula capacidad para producir irritacion gastrica, discrasias sanguineas e
insuficiencia renal y por proveer un notable efecto analgésico basado en acciones
centrales no perteneciente al grupo de los AINE's ya que se encuentra
relacionado con receptores morfimomiméticos, es el tramadol**3. El tramadol es
administrado como una mezcla racémica de dos enantiémeros®?°, la presencia de

los enantiomeros (+) y (-) son necesarios para que se dé el efecto analgésico®®.

Kukanich y Papich (2004) administraron tramadol a dosis de 11.2 mg/Kg
via oral en perros, encontrando que el tramadol permanece mas tiempo en sangre
gue su metabolito M1, ademas de que el ultimo alcanza una Cpax menor que el

tramadol y se elimina mas rapido. No obstante, en ambos casos la eliminacién es
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rapida y aproximadamente para las 6 horas las concentraciones estan por debajo
de los 100 ng/mL (0.1 pg/mL), las cuales se ha encontrado que no generan una
buena analgesia’®. En contraste, las concentraciones iniciales llegan a valores de
Cmax cercanos a 800 ng/mL (0.8 pg/mL) que, de acuerdo con las referencias
clinicas causan nausea transitoria y otros efectos colaterales asociados a la

ocupacion de receptores morfinomiméticos'®**°%,

IX. CONCLUSIONES

A nivel mundial no existen preparados de tramadol para su uso en el area
veterinaria, los clinicos de pequefas especies utilizan preparados de linea
humana reportando muy buen efecto analgésico. En linea humana existen

preparados orales e intravenosos.

El preparado de tramadol en las 3 matrices poliméricas empleadas en este
trabajo de investigacion (carbopol 934-P al 0.7%, chitosan al 0.5% y poloxamero
407 al 10%) proporcionaron una farmacocinética de liberacién modificada en las
cuales se lograron concentraciones por arriba de las minimas para obtener un
efecto analgésico durante 12 h para el carbopol y chitosan, y de 24 horas para el
poloxamero, sin llegar a niveles que induzcan efectos adversos en una sola
administracion, a dosis de 5mg/Kg. Estos resultados ofrecen una nueva alternativa

en el control del dolor en pequeias especies.
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Al comparar las farmacocinéticas obtenidas con los preparados disefiados
para la administracion subcutanea, se obtuvieron biodisponibilidades relativas
superiores a las logradas en perros con los preparados comerciales para linea
humana y superiores a las reportadas por Kukanich y Papich (2004) para

preparados de linea humana en perros por via oral.

Los valores farmacocinéticos obtenidos proporcionan las bases para
continuar la linea de investigacion en disefios de liberacion modificada con
tramadol, y con modificaciones de matrices poliméricas para lograr preparados
que proporcionen hasta 24 horas de efecto analgésico con un minimo de efectos

adversos.

En la continuidad experimental de este trabajo se propone mejorar la
eficiencia en el proceso de Extraccién en Fase Sdlida (EFS) con la finalidad de
obtener porcentajes de recuperacion altos, asi como obtener una mejor resolucién

cromatografica en las muestras séricas en la determinacion de tramadol.

Se propone realizar evaluaciones clinicas a nivel hospitalario y en clinicas
particulares para valorar la respuesta analgésica del preparado de tramadol con

vehiculos de liberacién modificada.

Aparentemente, el paso consecuente con lo realizado en este ensayo es
dar a la formulacion propuesta hecha a nivel de laboratorio un proceso
farmoquimico escalado y verificar la estabilidad de lo obtenido. Logrando esto,
sera imprescindible realizar estudios multicéntricos que permitan correlacionar las
concentraciones séricas con el efecto analgésico, en un estudio de
faramacocinética/farmacodinamia (PK/PD) y de toxicidad para poder contar con un
analgésico de aparentemente gran eficacia clinica y disefiado ex profeso para

perros.
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