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RESUMEN

Se examind un preparado experimental inyectable de larga accion en perros , elaborado a
base de hiclato de doxiciclina (DOX-h) constituido en una matriz polimérica de poloxdmero,
habiendo incluido la doxiciclina en B ciclodextrina. Estudios previos en otras especies
indican la posibilidad de obtener concentraciones terapéuticas por al menos 4 dias y por ello
se postuld como hipoétesis del trabajo que este fendmeno observado podria repetirse e perros,
pero requeria confirmacion y definiciéon. Adicionalmente se estableci6 la via de
administracién , el volumen maximo a inyectar, y el sitio de aplicacion para evitar la
presentacion de reacciones locales ( fistulaciones, abscesos, etc.) del preparado. El trabajo
inicia con éste ultimo punto y se llega a la conclusion que Doxiciclina Hiclato de Larga
Accion (DOX-h-LA) aplicada por via subcutanea con un volumen méaximo de 0.3-0.5 mL,
por sitio de aplicacion en el area de las costillas no induce reaccion local adversa inicamente
la formacion de una masa ocupativa de origen no inflamatorio, desplazable e indoloro que
desaparece a los 30-36 dias. Se tiene la percepcion al final del estudio que la respuesta en
términos del dolor y con los volumenes referidos puede considerarse no mayor al dolor que
inducen otros farmacos de acuerdo a la escala de Melbour. Para definir el intervalo de
dosificacion se realizaron estudios farmacocinéticos de doxiciclina por 3 vias oral (PO),
endovenosa (IV) y la referida para DOX-h-LA por via subcutanea (SC). El preparado
experimental inyectable mostrd valores de biodisponibilidad (199,48%), una Concentracion
Maxima en Suero (Cmax) de 2.8 + 0.3, con un tiempo para alcanzar la Cmax (Tmax) de
2.11 £0.12 h y una vida media de eliminacién ( T %2 B ) de 133,61 + 6,32 h que sugiere la
existencia de una cinética de “flip-flop”. Considerando las concentraciones minimas
inhibitorias en suero (CMIs) asentadas en la literatura para patogenos sensibles para la
doxiciclina de 0.1-0,5 pg / mL, los intervalos de dosificacion que se proponen en este estudio
fluctian de 5 - 7 dias para DOX-h-LA, y s6lo 48y 24 h después de la administracion de
hiclato de Doxiciclina (DOX-h) por via PO eIV en forma de comprimidos,

o como solucién respectivamente. Es factible concluir que la relacion PK/PD de la



Doxiciclina se ha optimizado con el preparado experimental inyectable descrito en este

trabajo.
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ABSTRACT

Based on its PK/PD ratios, doxycycline hyclate (DOX-h), a time-dependant antibacterial, is
ideally expected to achieve both sustained plasma drug concentrations at or slightly above
the MIC level for as long as possible between dosing intervals. Pursuing this end, 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 SC injection to dogs
(£ 03 mL per injection site), and results compared with the oral (PO) and IV
pharmacokinetics of DOX-h, prepared as tablet or as freshly made solution. A crossover (4 x
4 x 4) study design was employed with 12 Mongrel dogs, with washout periods of 21 days,
and at dose of 10 mg/kg in all cases. DOX-h-LA showed the greatest values for
bioavailability (199.48%); maximum serum concentration (Cmax) value was 2.8 + 0.3 with a
time to reach Cmax (Tmax) of 2.11 + 0.12 h and an elimination half-life of 133.61 + 6.32 h.
Considering minimum effective serum concentration of 0.5 pg/mL, a dose-interval of at
least 1 week h can be achieved for DOX-h-LA, and only 48 h and 24 h after the IV or PO
administration of DOX-h as a solution or as tablets, respectively. A non-painful small bulge,
apparently non-inflammatory could be distinguished at injection sites. These lumps

dissipated completely in 30 days in all cases.

Keywords: Pharmacokinetic, Doxycycline, dogs.
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1. INTRODUCCION

Doxiciclina es un derivado semisintético de la oxitetraciclina, de amplio espectro, se utiliza
comunmente como hiclato de doxiciclina (DOX-h). Se diferencia de la oxitetraciclina,
clortetraciclina y la tetraciclina en que es 5-10 veces mas lipéfilo;' por tanto, posee mayor
penetracion en el tejido, mayor volumen de distribucion y mejores propiedades
antimicrobianas. Ademas, presenta una mayor uniéon a proteinas plasmadticas y una
prolongada vida media ,> tanto en los seres humanos y animales. El efecto antimicrobiano
de DOX-h se basa en obstaculizar la sintesis de proteinas bacterianas, por la interferencia
con la uniéon de aminoacil-tRNA al complejo ARNm al ribosoma para detener el
crecimiento.” Este mecanismo de accion se ha relacionado con 6ptimos resultados clinicos
cuando el farmaco se administra para cumplir con una accién en funcién del tiempo.™® Es
decir, idealmente, las concentraciones séricas de Doxiciclina nunca debe estar por debajo
del MIC en cualquier momento durante el intervalo de dosificacion.® En los perros, ha sido
catalogada como farmaco de eleccion para el tratamiento de infecciones bacterianas
causadas por: Haemobartonella spp, Streptococcus spp, Haemophilus spp, Bordetella
bronchiseptica, Mycoplasma spp, Leptospira spp, Erclichia canis, Rickettsias, Borrelia

8,9,79-85
7:8.9.79-85 para tratar

burgdorferi, Brucella canis, Campylobacter jejuni, Fusobacterium spp.
las enfermedades causadas por estas bacterias, es habitual administrarla en forma de
comprimidos 1 o 2 veces al dia. Sin embargo, el cumplimiento de la dosificacién a largo
plazo es a menudo defectuosa, ya sea por negligencia o por los efectos secundarios del
medicamento como vomitos y otras reacciones gastrointestinales adversas.” La inyeccion
de una preparacion acuosa de DOX-hiclato no es una opcidn porque, como ocurre con otras

10,11

tetraciclinas, esta droga es muy irritante del tejido. > Una posible excepcion puede



encontrarse en la formulacion experimental de accidon prolongada de doxiciclina que se ha
propuesto para las vacas '> y cabras en el 2008 (DOX-h-LA)."> Teniendo en cuenta lo
anterior, los objetivos de este estudio fueron: establecer la farmacocinética en perros del
preparado experimental inyectable de DOX-h-LA después de su administracion
subcutdnea en una dosis de 10 mg / kg y comparar los resultados con la farmacocinética de
DOX-h después de su administracion oral en tabletas y la inyeccion IV de una solucion

acuosa de hiclato de doxiciclina recién hecha.



2. ANTECEDENTES

La mayoria de los antibidticos introducidos en la clinica para el tratamiento de las
infecciones bacterianas en los ultimos 50 afios, han sido productos naturales producidos por
bacterias del grupo de los actinomicetos; con su aparicion, desarrollo farmacéutico y el uso
en medicina veterinaria y humana se genera una de las medidas mds importantes para el

tratamiento y control de las infecciones bacterianas en el siglo XX.'"*

Actualmente el uso indiscriminado de los antibacterianos para el control o eliminacion de
las enfermedades ha propiciado el desarrollo de fendmenos de resistencia bacteriana
reduciendo o anulando su eficacia clinica.*'>'® Aunque se ha pretendido limitar su uso para
retardar la paricion de resistencias, poco se ha logrado, ya que segiin Burns'’ y Heinemann
et al."® un antibidtico no induce resistencia, solamente selecciona. En este proceso se lleva a
cabo una seleccion de las bacterias mas aptas para la supervivencia en el sitio del
organismo del que se trate, en presencia del antibacteriano, sobreviviran solamente aquellas
variantes capaces de resistir concentraciones de antibidtico presentes en ese lugar. Sin
embargo es claro pensar, que el uso racional de los antibioticos, es el factor mas decisivo
para abatir la tasa de aparicién de resistencias y con ello prolongar el éxito en la terapia

antimicrobiana o la vida tutil de un farmaco.

Evidentemente, las dosis deben ser las adecuadas para cada especie; se deberia cumplir con
el intervalo de dosificacion de la manera mas idonea y la duracion del tratamiento debe ser
la apropiadas para el perfil farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) que presenta cada
principio activo.'’Ademés, se deberia evitar el uso indiscriminado y deberd existir

congruencia entre las concentraciones de los antimicrobianos (pardmetro farmacocinético)



y el modo de actuar junto con los valores de la Concentracion Minima Inhibitoria

(parametro farmacodinamico).

Este concepto de PK/PD es actualmente considerado fundamental por la comunidad médica
para optimizar el uso de antimicrobianos pues permite asegurar que la dosis y el intervalo
de dosificacion seleccionados tengan congruencia con la manera de actuar del farmaco, con
su CMI y distribucion. Esto permite garantizar la eficacia en los estudios de farmacologia

;. .. . . 20
clinica de los antimicrobianos, desde sus primeras fases.

Con la aparicion de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos, a mediados de la década
de los 80 comenzaron a incorporarse nuevas moléculas, unas de nueva sintesis , otras por
modificacion de las ya existentes y combinando los firmacos o a redisefarlos.'
tendencia que ha continuado y probablemente seguird. No obstante, en las ultimas tres
décadas, los éxitos emanados de la investigacion de nuevos antibacterianos ha disminuido
notablemente debido a diversos factores como: la introduccion de reglamentaciones aun
mas estrictas por las que son sometidos los nuevos medicamentos, aumentado asi la
duracion de las tareas de investigacion y por 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. Un ejemplo claro es en el periodo de 1960 a 1980 donde se

., ’ ’ 1
estim6 que el costo para generar un nuevo farmaco se habia elevado 20 veces ' para

1E
Instituto nacional Estadistica, Geografia e Informatica. INEGI .http://degenesyp.INEGI.gob.mx/cgi.win/bdi.exe 05/16/03

¥ Camara Nacional de la Industria Farmacéutica http://www.canifarma.org.mx 05/04/10

% Food and Drug Administration. FDA. http://www.fda.gov/eder/handbook 13/01/09




mediados de 1985, la inversion ascendia a 150 000 000 de dolares y para el 2000 hasta 265
000 000 de dolares. Por otro lado, antes de 1962 un programa tipico de investigacion
requeria de 2 a 3 afios y para el 2000 se requirié un promedio de 7-10 afios " y con un
elevado riesgo cientifico y financiero, ya que aunque un antimicrobiano tuviera una
excelente actividad biocida tendra que ser inocuo para el medio ambiente, demostrar que no

. o . - ros o . SO 25,26
tiene efecto mutagénico, carcinogénico, genotdxico, teratogénico ni embriotoxico. >

En contraste, en América Latina se ha recurrido a la adopcion de medicamentos que han
resultado utiles en otra especie, sin llevar a cabo las pruebas necesarias para su adaptacion
farmacolodgica, 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 patogenos. En veterinaria no es suficiente extrapolar los preparados
comerciales de los seres humanos o incluso de otras especies, por lo que en la actualidad,
estd 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
antibacterianos de uso comin 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 aun dentro de los

mismos individuos de la especie.

Dada la escasa redituabilidad de las investigaciones encaminadas a encontrar nuevas
familiar de antimicrobianos, actualmente existe la tendencia natural a explorar el disefio de

nuevas formas farmacéuticas a fin de optimizar la eficacia de moléculas disponibles en el



mercado. »’ Este impacto se ha hecho extensivo a la industria farmacéutica y en muchos
casos ha sustituido sus formas farmacéuticas convencionales (comprimidos, jarabes,
suspensiones, etc.), la cual estd integrando dindmicamente el uso de Sistemas de Liberacion
Controlada (SLC: Cualquier preparacion farmacéutica cuya velocidad de liberacion de la
sustancia activa sea diferente a aquella de una forma farmacéutica convencional destinada a
la misma via) dentro de sus estrategias de desarrollo y haciendo congruente la relacion de
su comportamiento PK/PD ( Farmacocinético/Farmacodinamico) mediante el uso de
excipientes que modifiquen la liberacion y/o absorciéon del farmaco. En la Clinica
Veterinaria la tendencia obligada de la investigacion, en el caso de antibacterianos
dependientes del tiempo, es el uso de formulaciones cuya administracion permita mantener
concentraciones terapéuticas del antibiotico durante periodos prolongados. Tal es el caso de
tetraciclinas, macrélidos y B-lactamicos. En la practica de pequenas especies, el uso del
preparado de larga accion facilita completar en tiempo y forma , los esquemas de
tratamiento y se desliga un poco el quehacer médico de la idiosincrasia de los duefios de
perros y gatos. >> Por su parte para los propietarios es a veces mas facil llevar al médico
veterinario 1 vez cada 7 dias en lugar de administrar un mediamente una o dos veces al dia.
El éxito de los SLC esta basado en los evidentes beneficios econdmicos, terapéuticos y
sociales que hace que los sistemas elaborados con esta tecnologia gocen de un “valor
agregado”. La liberacion prolongada (LP) tiene grandes ventajas frente a las formulaciones
convencionales, dentro de las que se podrian mencionar la reduccion de efectos adversos,
disminucion del estrés por el manejo, disminucion de los costos por manejo, terapias
antibacterianas adecuadas en tiempo y concentraciones, mejora de la actividad terapéutica
de las sales existentes y disminucion de la presentacion de resistencias bacterianas , algunas

de las desventajas de los preparados LP incluyen: El conocimiento del sitio de absorcion,

6



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 liberacion 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

28,29

farmaco. La efectividad terapéutica de muchos medicamentos disminuye por su

imposibilidad para llegar en concentraciones adecuadas al lugar de accion, esto puede

30,31
" Por

deberse a su baja solubilidad o a su inactivacion por enzimas y fluidos corporales.
ejemplo: en farmacos de intervalos de dosificacion a corto plazo se podria optimizar el

manejo de obra si el disefio farmacéutico de los antibidticos 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 controlada son
actualmente una atractiva opcion terapéutica en el area veterinaria ya que reducen el
manejo de los animales y proporcionan un adecuado control terapéutico de las infecciones
bacterianas, ajustindose a las propiedades farmacocinéticas, por esta razon, a nivel mundial
estan tratando de desarrollar formulaciones de liberacion prolongada (LP) de diversos
antibacterianos de utilidad veterinaria para dar una mejor opcion terapéutica. Ejemplos de
esta tecnologia, son las tetraciclinas, las cuales son un grupo de antimicrobianos mas

32,33

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 farmacoloégico
para uso exclusivo en la medicina veterinaria.”® El preparado mas antiguo es considerado
uno de los medicamentos pioneros de LP, y dicho efecto se logra por un vehiculo a base de
2- pirrolidona y una pequefia proporciéon de propilenglicol.*** Vehiculos que moderan el
efecto irritativo de la oxitetraciclina al tiempo en que le permiten su liberacion sostenida
para generar concentraciones plasmaticas ttiles hasta por 120 horas.’®”” El éxito clinico de
este preparado fue notable y se debi6 no solamente a la potencia antimicrobiana de la
oxitetraciclina sino también a que se ha detectado que este antibidtico es mas “tiempo

dependiente” que “concentracion dependiente”, cuando se cuantifica su eficacia clinica.



2.1 TETRACICLINAS

A finales de la década de los afios cuarenta, se desarrolld las primeras tetraciclinas
obtenidas a partir del microorganismo Streptomyces aureofaciens presente en muestras de

. . 38,39
suelos recogidos en diferentes partes del mundo.”™

Los microorganismos de la familia
Streptomyceae resultaron ser la fuente més abundante de antibidticos utilizables para
combatir las enfermedades bacterianas en animales en las ultimas décadas. En 1948
aparecio el primero de estos compuestos, la clortetraciclina, y se da a conocer 2 afios mas
tarde la oxitetraciclina ( Streptomyces ryhmosus). A partir de este momento, se logra la
sintesis de nuevas tetraciclinas, en el orden siguiente: tetraciclina, 1952; demeclociclina,
1957; meticiclina, 1961; doxiciclina, 1966; minociclina, 1972 y limeciclina, 197620383
Esta familia de antibidticos se clasifica de acuerdo con cuatro apartados: productos
naturales de tetraciclina (clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina), compuestos de
segunda generacion o compuestos semisintéticos de tetraciclinas (minociclina, doxiciclina,
meticiclina), tetraciclinas de tercera generacion o glicilciclinas (tigeciclina) y las

tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTs), grupo que comprende al menos diez

analogos (CMTs-1 al 10) aun experimentales y no disponibles para la comunidad.*

El nombre de tetraciclinas deriva de que su estructura quimica es tetraciclina. Contiene
nicleo central de octahidronaftaceno y una gran variedad de grupos funcionales que se
unen a los cuatro anillos de la estructura. La estructura mas simple que muestra actividad
antimicrobiamna es la 6- deoxi-6-dimetiltetraciclina, (Vea figura. 1) el grupo C4
dimetilamino del anillo A confiere las propiedades antibidticas. La modificacion quimica
para la eliminacion de esta estructura funcional favorece la actividad no antibiotica de estos

. . .. . . g 20.40
compuestos y suprime las propiedades antimicrobianas de las tetraciclinas.”™



O\ O, N( CH)

7 OH
N CONH
oH 0 o1 0

Figura 1. Estrcutura de las tetraciclinas

Fisicamente las tetraciclinas se encuentran en forma de polvo de color amarillo, no tienen
olor, son amargas, anfoteras y se destruyen en soluciones alcalinas fuertes y soluciones

acidas (con pH inferior a 2).*!

2.2 HICLATO DE DOXICICLINA ( DOX-h)

2.2.1 DATOS GENERALES.

La doxiciclina forma parte del grupo de las tetraciclinas, es un farmaco semisintético
derivado de la oxitetraciclina aislada en 1966, aprobada por la FDA (Administracion de
Alimentos y Drogas) en 1967, como un antibidtico de amplio espectro para su uso en
medicina humana y en medicina veterinaria.*

Presenta una amplia penetracion tisular debido a su gran liposolubulidad lipidica, su
espectro antibacteriano es muy amplio, su vida media de eliminacion prolongada y su
eliminacién no depende del rifion.****

La doxiciclina es capaz de penetrar las membranas celulares y acceder a los organismos

intracelulares presenta propiedades antiinflamatorias e inhibe la matriz metaloproteinasa

(MMPs).*
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2.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.
Posee una accion antibacteriana de amplio espectro, actia contra bacterias Gram negativas,
Gram positivas.”” En general la doxiciclina es mas eficaz contra estreptococos,

43-50 . .
Miembros de las enterobacterias son

estafilococos y bacterias anaerobias facultativas.
sensibles (Escherichia coli y Vibrio cholerae), tiene buena actividad contra Ricketsias,
Mycoplasmas Chlamydia spp, Haemobartonella, Nocardia ,Ehrlichia sp. espiroquetas y

50-53 . . .
Es frecuentemente empleada en infecciones causadas por bacterias que

protozoarios.
no son susceptibles a los antibidticos cominmente empleados. Ejemplos de estas

infecciones incluyen: infecciones en tracto urinario y el genital, enfermedades del arbol

respiratorio, infecciones de transmision hematica y heridas infectadas.

La doxiciclina en perros se le considera como tratamiento de eleccion para
Haemobartonella canis, Staphylococus spp, Streptococcus spp, Haemophilus spp,
Bordetella bronchiséptica, Mycoplasma spp Leptospira spp, Erclichia canis, Borrelia
burgdorferi, Brucella canis, Campylobacter jejuni, Fusobacterium spp, Rickettsia,

Anaplasma y Chlamydia.7,8,9,54-56,79-86

Las tetraciclinas presentan actividad frente algunas MMPs (metaloproteinasas ), inhiben e
impiden su produccién de las colagenasas tipo I (MMP-1,8 y 13 ), de gelatinasas (MMP-2 y
9) y de estromeielisina 1 ( MMP-3), preferentemente en MMPs de neutrofilos. Las
tetraciclinas involucradas en esta accion son las tetraciclinas clasicas, minociclina y
doxiciclina.” La doxiciclina también presenta propiedades antiinflamatorias, al reducir la
produccion de citosina y oxido nitrico. A dosis subantimicrobianas, tiene efecto
anticolagenolitico por degradacion de metaloproteinasas matriciales (MMPs), e inhibe las

citocinas inflamatorias.*’ Se ha reportado que mediante este mecanismo reduce la severidad
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de la osteoartritis en perros, al inhibir la produccion de la matriz de metaloproteinasas
(MMPs), a través de dos mecanismos principales: Inhibicion de iones de Calcio y Zinc,

Inhibicion de la procolagenasa de los neutrofilos (MMP-8).”?
2.2.3 FARMACODINAMIA.

La doxiciclina atraviesa directamente por la doble capa de lipidos de los microorganismos
por un proceso de transporte pasivo, sin embargo también se requiere de un segundo
proceso dependiente de energia que transporta activamente todas las tetraciclinas a través
de la membrana citoplasmatica interna. Una vez en el interior de la célula bacteriana
inhiben la sintesis de proteinas y se ligan a la subunidad 30 S de los ribosomas, impiden el
acceso del aminoacil RNAt al sitio aceptor del complejo RNAm-ribosoma, y esto tiene
como consecuencia la no adicién de aminodacidos a la cadena peptidica en crecimiento. Una
caracteristica de este tipo de medicamentos al ser bacteriostaticos, es que el tratamiento
puede necesitar periodos prolongados de estancia, por lo que se le debe manejar como un
agente tiempo- dependiente.””® Su efecto bacteriostatico se da al entorpecer la sintesis
proteica deteniendo el crecimiento y/o multiplicacion , actuando a nivel del ribosoma

bacteriano. En el cuadro 1 se detallan los valores de la CMI que reporta la literatura.

Cuadro 1

CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (ug/mL) DE DOXICICLINA

Organismo MIC (ug/mL) No. De Referencia
Chlamydia trachomatis 0.008 - 0.06 - 0.2° 54,91
Bacillus anthracis 0.025-0.1° 3
Staphilococcus aureus 0.28%-1° 47,92
Streptococcus pneumoniae 0.16*- 0.64° 92
Actinomyces pyogenes 0.25-2° 47
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Mycoplasma pneumoniae 0.5-8° 93

Mycoplasma 93,94
hyopneumoniae 0.016-0.25"—0.5-2°

Actinobacillus 51,93
pleuropneumoniae 0.25-0.39* 1.56-2"

Actinobacillus suis 3.125%6.25 95
Pasteurella multocida 0.09-0.78*-0.2-1.56" 51,92,93
Anaplasma 96
phagocytophilum 0.125-0.25 *

Brachyspira pilosicoli 0.25-0.5 ° 49
Enterococcus faecalis 4° 45
Escherichia coli 1.0°- 4° 45,92
Leptospira sp. 0.10-3.13° 97
Borrelia sp 0.25-4° 98

a -(MIC50)

b - (MIC,)

2.2.4 RESISTENCIA.

La resistencia a la tetraciclina de algunos microorganismos es mediada por plasmidos (el
trasposon Tn 10 ), los cuales codifican para interferir con el transporte activo de las
tetraciclina impidiendo su entrada a las células con ello no logran la concentracioén de la
tetraciclina necesaria en el interior de la célula,’’ es un rasgo inducible y transferible, o lo
que es lo mismo, las bacterias se hacen resistentes so6lo después de expuestas a la droga y
son capaces de trasmitir esta resistencia a otras bacterias mediante la transferencia
plasmidica, 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 la

doxiciclina.’

2.2.5 CARACTERISTICAS QUIMICAS.

Principio Activo: Hiclato de Doxiciclina

Sin6nimos: Clorhidrato de Doxiciclina

Estructura Molecular: (C 22 H 24 N2 O8 * HCL ) 2 * C2H8O*H20
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Denominacién quimica desarrollada : monohidrato de [4S (4AR, 5S, 5AR, 6R, 12AS)] -
4 - (dimetilamino) -1,4,4 a, 5,5 a, 6, 11,12 a-octahidro-3, 5,10,12,12 pentahidroxi- 6-metil-
1, monohidrocloruro 11 deoxonapthtacene-2-carboxamida, compuesto con alcohol etilico
(2:1).

Propiedades Fisicas (Aspecto): Hiclato doxiciclina es una sal cristalina amarilla,
higroscopica, se solubiliza en agua y metanol. Se disuelve en soluciones alcalinas de
hidroxido y de carbonatos, en solucion a 1% en agua tiene un pH de 2, 3.Absorvancia
especifica de 300 a 335 y la méxima de 349 nm, metales pesados no mas de 50 ppm,
absorcion de luz por impurezas no mas de 0.07, anfotera y acida, que se encuentra como
hemihidrato, hemietanolato-clorhidrato de doxiciclina.*

Estabilidad del Principio Activo: La luz ultravioleta causa oxidacion, el agua oxigenada
causa oxigenacion, en pH menor a 2 y mayor de 8 causa pérdida en la potencia
antimicrobiana.

Incompatibilidades: Con gases disueltos en agua y soluciones alcalinas.

Desempeiio Bioldgico: Su clasificacion biofarmacéutica es Clase 1I- alta permeabilidad y

baja solubilidad.

Presenta ciertas ventajas sobre otras tetraciclinas en medicina veterinaria, por ejemplo:
tiene una elevada liposolubilidad y por ello presenta una amplia penetracion tisular y una
baja afinidad para unirse al calcio. La doxiciclina no se degrada a compuestos de tipo
epianhidro. Esta caracteristica la hace capaz de atravesar la membrana celular de los
microorganismos por un proceso de transporte pasivo que le de acceso al citoplasma. Otras

tetraciclinas necesitan de transporte activo relativamente rapido. Sin embargo, es muy
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inestable y genera subproductos de oxidacion rapidamente. El componente higroscopico en
solucion acuosa forma facilmente sales con bases o acidos.

La doxiciclina posee un peso molecular de 512.9 daltones. En la figura 2 se presenta la
formula estructural y condensada donde se puede observar que posee grupos acidos, enoles
y fenoles, su formula molecular es: C22H24N208, HCl, 2 C2H60, H20 YA
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.%

+ 2 HCI
« H.,O

-

- CszOH

Figura 2. Estructura quimica de la doxiciclina

2.2.6 FARMACOCINETICA.

La doxiciclina presenta una gran liposolubilidad lipidica caracteristica que la difiere
grandemente de otras tetraciclinas, su union a proteinas plasmaticas en perros es de
91.40%.>* Estas propiedades incrementan la penetracion tisular y prolongan la vida media

bilogica.*!

15



2.2.7 ABSORCION.

La doxiciclina puede ser administrada por via oral, endovenosa o intramuscular, con la
desventaja que la administracion por la Gltima via es sumamente dolorosa.”

A diferencia de las otras tetraciclinas 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 absorcion. '

En la administracion oral, debido por su gran liposolubilidad, la absorcion es muy rapida y
completa (93%) y se ve poco afectada por la presencia de comida.’® El pico de
concentracion sérica de doxiciclina ocurre entre 1.5 y 3 horas después de su
administracion.”>**

A menudo, al ser administrada la doxiciclina sin alimento y ain con ¢l en algunos casos, se
puede presentar efectos colaterales de irritacion gastrica y vomito, signos que limitan su

eficacia clinica en perros. Ademas no se puede aplicar IM ni SC como solucion simple

porque induce necrosis tisular severa.

Como se ha comentado, su penetracion a los tejidos es elevada y por ello tiene su volumen
aparente de distribucion es de los mas elevados dentro de las tetraciclinas a excepcion de la
minociclina. Tiene buena penetracion al SNC, mejores propiedades antimicrobianas por
baja resistencia y una mayor vida media (15 a 22 h), tanto en seres humanos como en las

especies animales en las que ha sido menos estudiada que las oxitetraciclinas naturales.*
2.2.8 DISTRIBUCION.
La doxiciclina se distribuye ampliamente en el organismo, se ha reportado que después de

la administracion oral en perro en dosis de 10 mg/kg, el pico de la concentracion sérica (4
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png/mL) fue alcanzado hasta las 2-3 horas y decrecié a 1.5 pg/mL después de las 24
horas,””**% la vida media bioldgica en perro se ha reportado de 10- 12 horas. La
doxiciclina y la minociclina presentan una amplia penetracion al SNC (7-17 % de la
concentracion sérica), al 0jo, a los bronquios y a las glandulas prostaticas.

2.2.9 BIOTRANSFORMACION Y EXCRECION.

Bocker en 1981 reportd que del 5 % al 10% de la doxiciclina aplicada, se metaboliza en
el organismo siendo el principal 6rgano excretor el intestino. En perros, la excrecion
urinaria es del 19% , la via en heces 75% y por bilis menos del 5% respectivamente. En
caso de ocurrir una falla renal, se da un incremento compensatorio en la excreciéon fecal del
medicamento, por lo que puede recomendarse como tratamiento en pacientes con falla
renal.” Las tetraciclina presentan circulacion enterohepatica.

La vida media de eliminacién en perro se ha documentado de 10-12 horas.®® En perros, la
excrecion fecal es la mayor ruta de eliminaciéon ya que se elimina con las secreciones
gastrointestinales. Segun Plumb ,*" un 18% se excreta a través de las vias biliares, mientras
que el resto del farmaco se inactiva en la pared intestinal mediante quelacion con iones Ca
y Zn que provienen del alimento y posteriormente se difunde hacia el lumen intestinal
quedando en su mayor parte inactiva y con ello genera menos alteraciones en la flora GI
que otras tetraciclinas que sufren ciclo enterohepatico como la oxitetraciclina.' Asi la
doxiciclina es excretada principalmente a través de las heces (50%) en forma de un
metabolito inactivo que no suftre ciclo entero-hepatico. En perros se biotransforma hasta en
un 40% y se excreta principalmente por bilis y secreciones intestinales (<5% y 75%,

respectivamente) en forma de un metabolito microbiolégicamente inactivo. Dada su
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excrecion via gastrointestinal se afirma que la doxiciclina se puede utilizar en pacientes con

insuficiencia renal.”!

2.2.10 TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS.

La doxiciclina cuando se administra por via oral, ocasionalmente puede causar vomito y
nausea en el perro y gato en éste Gltimo es mas comtin que ocurran dichos efectos.'” Por via
IM es muy dolorosa y puede causar inflamacion y lesion en los tejidos de aplicacion."*

En estudios con perros se ha documentado efectos colaterales ocasionales a dosis
terapéuticas como la fototoxicosis, hiperpigmentacion de la glandula tiroides y

hepatotoxicidad. No se ha reportado efectos teratogénicos.*®’

Agwuh y MacGowan'’ reportan que en la actualidad en la mayoria de los paises se
encuentra disponible una formulacion para administracion oral en medicina humana y
veterinaria, ya sea como tableta o en premezcla para cerdos o en solucion para el agua de
bebida en aves. En medicina humana, se cuenta con un preparado para administracion
endovenosa (IV). Se han hecho algunos estudios para mejorar su relacion
farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD) en medicina veterinaria. Por ejemplo, Haerdi-
Landerer ef al "'desarrollaron doxiciclina encapsulada en microesferas para ser aplicadas
por via articular para el tratamiento de artritis sépticas en bovinos y equinos con resultados
positivos. Zetner y Rothmueller,” informaron del tratamiento exitoso de la enfermedad
periodontal en perros de raza Beagle mediante implantes de doxiciclina incluidos en

polimeros.

12,13
L

Segun Vargas et a el preparado de doxiciclina hiclato de larga accion (DOX-h-LA), no

genera irritacion tisular severa después de la aplicacion parenteral en bovinos y cabras y

18



logra concentraciones terapéuticas durante mas de 80 h. Genera una masa ocupativa en el
sitio de aplicacion subcutdneo sin ser una reaccion inflamatoria aparente. Asi, se libera el
principio activo con una cinética aparentemente de orden cero. Los autores informan que
después de la administracion SC del preparado mencionado, la doxiciclina alcanza una Cyax
de 2.00 £ 0.96 ug/mL con una Tmax de 25 h en becerros pre-rumiantes y una Cpax de
2.4£0.95 pg/mL y un Tmax de 19.23 + 2.03 h en cabras. Las concentraciones tienden a
mantenerse por al menos 48 h y decrecen lentamente después, pero siempre excediendo el
limite menor fijado como concentracién plasmadtica terapeuticamente util de 0.5 pg/mL
hasta completar 80 horas en becerros y 84 horas en cabras con un tiempo medio de
residencia (MRT) de 44.83 h. Las concentraciones logradas se consideran terapéuticas; por
encima de las CMI la mayoria de los organismos sensibles. La biodisponibilidad para este
preparado reportado por los autores fue de 545%, lo que refleja un efecto de absorcion

prolongada y una cinética de flip-flop *'y como a menudo ocurre en los firmacos donde la

liberacion es de larga accion, la biodisponibilidad se eleva de manera extraordinaria.

2.3 DIFERENTES DOSIS DE DOXICICLINA EN PERROS.

En infecciones susceptibles:5 mg/kg PO o IV 12h; administrar con alimento si disturbios
gastrointestinales ocurren; evitar en animales jovenes; evitar o reducir la dosis en animales

con enfermedad hepatica severa.””5-10 mg/kg 12-24h PO o 5 mg/kg IV 24h.”

*“ Cinética flip-flop = se refiere a que el comportamiento farmacocinético es méas dependiente de la tasa de absorcion que

de la de eliminacién.
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En Ehrlichiosis: 5 mg/kg PO, IV una vez al dia durante 7 dias en casos agudos, y 10

mg/kg PO una vez al dia durante 7-21 dias en casos crénicos.”’
En traqueobronquitis infecciosa (Bordetella): 5-10 mg/kg PO dos veces al dia.”®

En Leptospirosis: 2.5-5 mg/kg PO dos veces al dia, durante 2 semanas, posterior a 2

semanas de terapia con penicilina con el fin de eliminar la fase renal portadora.’
En poli-artritis por Rickettsias: 5 mg/kg PO dos veces al dia "®

En fiebre manchada de las Montafias Rocallosas: 5-10 mg/kg PO q12 horas durante 14 a

21 dias.”
En enfermedad de Lyme: 10 mg/kg PO q24h durante 21-28 dias.”!

En artritis bacteriana asociada a formas L: 5 mg/kg PO dos veces al dia, durante 14

dias.”®
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dado que las tetraciclinas son antibidticos clasificados como tiempo dependiente, requieren
mas de una estancia prolongada a concentraciones plasmaticas terapéuticas, que
concentraciones elevadas en poco tiempo. Por esta razon, es factible pensar, que si
inclusion en un sistema de liberacion prolongada, mediante su inclusién en matrices
poliméricas, puede generar preparados farmacéuticos que brinden concentraciones
terapéuticas sostenidas por mds de 2 dias y con ello un disefio de aplicacion parenteral
mejor, con respecto a los preparados hasta ahora disponibles a nivel mundial. Dada la
dificultad técnica para generar nuevas opciones antibacterianas, con vida media de
eliminacion prolongada y que permitan un intervalo de dosificacion de dias, se ha recurrido
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al disefio farmacolégico de 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. Se contaba con un preparado (doxiciclina hiclato de larga accion; DOX-h-
LA) desarrollado por Vargas et al.**'"! sin datos farmacologicos — farmacodinamicos para
pequenias especies por lo que se requirieron estudios para determinar el sitio idoneo de
inyeccion y la definicion de su farmacocinética para proponer una dosis e intervalo de
dosificacion congruente con su farmacodinamia.

Este trabajo, propone una alternativa microbiana parenteral para perros, y pretende
impulsar la idea de que en México se pueden realizar disefios farmacéuticos,
farmacoldgicamente congruentes y con tecnologia de punta, éste preparado es unico en el
mundo y su incorporacion ética a la practica veterinaria de pequefias especies podria marcar
un nuevo rumbo en la manera en la que se desarrolla la industria farmacéutica veterinaria
en México. La formulacion del preparado experimental inyectable de liberacion prolongada
en perros clinicamente sanos, elaborado a base de hiclato de doxiciclina constituido en una
matriz polimérica de poloxdmero, habiendo incluido la doxiciclina en B ciclodextrina:

doxiciclina hiclato de larga accién (DOX-h-LA) fue desarrollada por Vargas et al.'"

y
actualmente no existian datos formales de la respuesta en perros por lo que se requirid
estudios para la definicion de su farmacocinética y poder proponer una dosis e intervalo de
dosificacion congruente con su farmacodinamia.

La doxiciclina, es un farmaco que presenta liposolubilidad alta, permitiéndole una amplia
penetracion tisular, confiriéndole cierta ventaja respecto a las otras tetraciclinas. Tiene un
amplio efecto antibacteriano; posee efecto bacteriostatico, es muy activa contra bacterias

102105 protozoarios v ricketsias.'”® Ademas debido a su

anaerobias, bacterias facultativas,
alta union a proteinas plasmaticas posee una prolongada vida media biologica. Sin

21



embargo, se han descrito desventajas para este tipo de medicamento, por un lado al ser
bacteriostatico, el tratamiento requiere periodos prolongados, para que se mantengan las
concentraciones plasmaticas terapéuticas optimas para inhibir a las bacterias’ (CMI), otra
desventaja de la doxiciclina es la irritacién del tubo gastrointestinal, nauseas y vomito que
presentan los pacientes. Existen formulaciones de doxiciclina que se administran tanto por
via oral como parenteral, la via parenteral se recomienda para minimizar el impacto en la
flora intestinal, pero existe la desventaja de que su administracion por via IM es muy
dolorosa e irritante.”*'"’

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 que se
cuenta. Es factible suponer que si se pudo 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, permitiendo con
una sola administracion mantener concentraciones antibacterianas adecuadas durante largo
periodos mas compatibles con el manejo moderno de pequefias especies. Una atractiva
opcion terapéutica en el 4rea veterinaria ya que reducen el manejo de los animales y
proporcionan un adecuado control terapéutico de las infecciones bacterianas, ajustandose a

las propiedades farmacocinéticas.
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4. JUSTIFICACION.

Para hacer 6ptimo el manejo de los antibacterianos dependientes del tiempo, se considera
ideal, contar con formulaciones que logren las concentraciones séricas adecuadas, al nivel
de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del patogeno o ligeramente arriba de éste por
el mayor tiempo posible. Dada la dificultad técnica para generar nuevas opciones
antibacterianas, con vida media de eliminacion prolongada, que permitan un intervalo de
dosificacion de dias, se acude al disefio farmacoldgico de moléculas ya existentes para
generar nuevas formulaciones en perros y lograr una liberaciéon controlada o sostenida
mediante la manipulacion de los vehiculos. La doxiciclina es un ejemplo claro de lo
anterior en el tratamiento de la erlichiosis canina que se prescribe generalmente por varios
dias, pero sus efectos colaterales como la irritacion gastrica y el vomito limitan su eficacia
clinica y no se puede aplicar en forma parenteral como solucidon simple porque induce
necrosis tisular severa. Una formulacion parenteral de liberacion sostenida de doxiciclina
que tenga limitada su capacidad irritante tiene ventajas como la disminucion del estrés por
manejo, terapias antibacterianas adecuadas en tiempo y concentracion y obviamente mejora
de la actividad terapéutico-clinica. Este trabajo, propone una alternativa microbiana
parenteral para perros, de disefio farmacéutico-farmacoldgico, en términos de su
farmacodinamia-farmacocinética con la factibilidad de adaptar la DOX-h-LA para su
aplicacion en perros y estudiar su cinética plasmatica a fin de proponer sus posibles
intervalos de dosificacion considerando un 100% de tiempo de concentracion sérica en o
por arriba de la CMI de los patdgenos para los cuales estd indicado este antibacteriano. Se
contd con un preparado experimental derivado de estudios previos, mismos que se
adaptaran con pequefias modificaciones. Vale la pena destacar que a la fecha no existe en el

mundo otra DOX-h-LA, éste preparado es Uinico y su incorporacion ética a la practica
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veterinaria de pequefias especies podria marcar un nuevo rumbo en la manera en la que se
desarrolla la quimioterapia de enfermedades sensibles a la Doxiciclina.

DOX-h-LA en el sitio de inyeccidon genera una protuberancia (no inflamatoria, solo una
masa ocupativa) que desaparece hasta los 30 dias generando una liberacion sostenida y de
larga accion. Esto, le confiere ventajas clinicas sobre otras tetraciclinas, como la
disminuciéon del estrés por manejo en tratamientos largos, terapias antibacterianas
prolongadas con buena concentracion, lo que obviamente mejora la actividad terapéutico-
clinica. A su vez, en perros esto puede dar como consecuencia la disminucion de problemas
asociados a la falta de seguimiento estrecho de las indicaciones del médico, que a menudo
no se sigue por que se presentan los efectos colaterales como el vomito, gastritis irritativa y

la falta de compromiso de los duefos.
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5. HIPOTESIS.

Se postula que la Doxiciclina Hiclato de Larga Accién aplicada por via subcutdnea en
perros clinicamente sanos repita el fendémeno de larga accion con una duracion terapéutica

util hasta por 96 horas, que mostro en estudios previos con otras especies.

6. OBJETIVO GENERAL.

Determinar los valores farmacocinéticos de doxiciclina de larga acciéon (DOX-h-LA) por
via subcutdnea en perros clinicamente sanos y su modelaje PK/PD para establecer
intervalos de dosificacién basados en la correlacion de la farmacocinética lograda y los
valores de concentracion minima inhibitoria de los principales patogenos sensibles al
farmaco.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el sitio idoneo de administracion del preparado experimental

( DOX- h- LA) al 10% en el perro por via SC.

2. Determinar el volumen maximo a inyectar del preparado experimental en perros

clinicamente sanos por sitio de aplicacion.

3. Determinar la concentracion plasmatica vs. Tiempo de la doxiciclina mediante
una modificaciéon de un método microbioldgico, posterior a la administracion SC

de DOX-h-LA 10 % en perros clinicamente sanos.

4. Determinar los valores farmacocinéticos después de su aplicacion por via SC del

preparado experimental inyectable ,por via VO de doxiciclina en capsula y por via
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IV de una solucién acuosa de hiclato de doxiciclina a una dosis de 10 mg/kg en

perros clinicamente sanos

5. Llevar a cabo una correlacion de los intervalos de dosificacion con respecto a las

CMI de los principales patogenos sensibles al farmaco y que afecta al perro.

6. Proponer una dosis e intervalo de dosificacion congruente con su farmacodinamia

en funcion de los valores CMI registrados del preparado experimental inyectable .

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 LUGAR DONDE SE LLEVO A CABO EL PROYECTO DE INVESTIGACION

El presente estudio fue aprobado por el Coémite de Investigacion de Posgrado, Cuidado y
Uso de Animales Experimentales, de acuerdo a la Regulacion Oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999. La fase experimental se realizd en el laboratorio del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la FMVZ de la Universidad Auténoma
del Estado de México (UAEM) y las perreras de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autonoma de México ( UNAM ), la fase analitica se realizd
en el laboratorio del departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
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7.2 GRUPO DE EXPERIMENTAL

Se hizo una seleccion de 30 canideos sin distincion de raza, sanos, adultos entre 4 y 10

afios, con pesos de 7-35 kg. Se formaron 5 grupos de 6 animales cada uno, cada grupo se

separo en dos bloques cada bloque constituido por 3 machos 3 hembras.

Grupo 1: Aplicacion Subcutanea de
DOX-h-LA en la region 1 ( por
determinar)

Grupo 2: Aplicacion Subcutanea de
DOX-h-LA en la region 2 ( por
determinar)

Grupo 3: Hiclato de Doxiciclina
Doxiciclina PO

Grupo 4: Doxiciclina Solucion
Acuosa VO

Grupo 5: Doxiciclina Hiclato
de Larga Accién SC (sitio
Idéneo)
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7.2.1 EXAMEN CLINICO.

Se hard un examen clinico a los animales antes de iniciar la prueba para determinar su
, , ro. < ey 3

estado de salud. Se anotaran parametros clinicos como condicidn corporal, peso corporal **

y constantes fisiologicas (temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria. (véase

Anexo 1).
7.2.2 MANEJO.

Todos los perros recibieron medicina preventiva (desparasitaciones y vacuna séxtuple del
laboratorio Merial), se mantuvieron en observacion para determinar que no presentaran
enfermedad o alguna fase de incubacion, 30 dias previos a la administracion por las

diferentes vias y presentaciones de Doxiciclina no se les administré antibiotico alguno.
7.2.3 HEMOGRAMA Y QUIMICA SANGUINEA.

Para determinacion de hemograma se tomaron muestras de sangre por la vena yugular con
un volumen de 5 ml en un tubo Vacutainer con EDTA con adaptador y para la quimica
sanguinea 5 ml de sangre en un tubo Vacutainer sin anticoagulante con adaptador con
énfasis en la determinacion de los perfiles hepatico, renal y muscular. Los valores incluidos
en el hemograma son: Hematocrito, hemoglobina, conteo total de eritrocitos, volumen
globular medio (VGM), concentracion globular media de hemoglobina (CGMH), proteinas
plasmaticas totales, fibrindgeno, cuenta leucocitaria total y cuenta leucocitaria diferencial.

La quimica sanguinea incluyo glucosa, colesterol, proteinas totales, albimina, globulinas

*“Se determinard mediante el uso de la cinta Purina Hills para medir el perimetro toracico
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urea, creatinina, fosfatasa alcalina sérica (SAP), aspartato amino transferasa sérica (AST),
creatinofosfoquinasa (CPK), bilirrubina total, directa e indirecta y electrolitos (potasio,

sodio, cloro, bicarbonato, calcio y fosforo).

Las muestras se procesaron en el Departamento de Patologia Clinica de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM (véanse Anexos 2y 3).

7.2.4 ALOJAMIENTO Y ALIMENTACION.
Los animales se alojaron en las perreras del CIESA , durante su estancia recibieron dieta

comercial y agua ad libitum.

7.3 DETERMINACION DEL SITIO IDONEO DE ADMINISTRACION DEL

PREPARADO EXPERIMENTAL INYECTABLE.

FASE I: CONOCER LOS SITIOS MAS COMUNMENTE UTILIZADOS PARA

LA APLICACION DE SUEROS Y MEDICAMENTOS EN PERROS.

Se llevo a cabo una revision bibliografica de diferentes fuentes de informacion,
destacandose las del acervo de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia para
conocer los sitios mas cominmente utilizados para la aplicaciéon de medicamentos y sueros

por via subcutdnea.

FASE II. ELECCION DEL SITIO IDONEO PARA LA APLICACION DE DOX-
H-LA POR VIA SUBCUTANEA.
De acuerdo a la literatura existente para la aplicacion de medicamentos por via subcutanea

son las zonas con abundante tejido subcutaneo y piel laxa como las parte superior del cuello
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en su union con el tronco o también en la region costal. ¥ Con base a lo anterior se eligen

estos dos sitios antes mencionados para la aplicacion de DOX-h-LA.( Vea figura 3)

ARura

ovpe ’ ala
’ Cruz cuelo
" Longitud del tronco ‘
anca :
P % codo, pecho
tarso .. g|vientre | . !
larrete . ~.J | esterndn| :
N -~ antebrazo
. 4 I muslo ;
mets- rodia brazo b
tarso carpo- — m acarpo

Figura 3. Zonas para la aplicacion de inyecciones o
’ , 5
sueros por via subcutanea.
Se utilizaron doce perros mestizos clinicamente sanos; 6 machos y 6 hembras. Los perros
se mantuvieron en el area de las perreras de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, U.N.A.M. con agua y alimento ad /ibitum. Se dividieron 12 horas antes en dos

grupos ( Grupo A y Grupo B), cada grupo estuvo constituido por 3 machos y 3 hembras.

* http://galgoschile.foroactivo.com/t1667-forma-de-inyectar-subcutanea-medicamentos-o-suero

’ http://www.veterinaria-online.com.ar/2009/11/tecnicas-de-aplicacion-de-inyecciones-en-perros-y-gatos/
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Después de medidas de antisepsia (rasurado y limpieza con una soluciéon de yodo-povidona
al 2%), se les administro a todos los perros por via subcutdnea Doxiciclina hiclato de larga
Accion a dosis de 10 mg/kg Para el grupo A se le administrd en el area de las cotillas y el
grupo B en la region interescapular.

Adicionalmente y con la finalidad de observar alguna reaccion dolorosa, algin tipo de
irritacion o lesion cutanea que llegara a causar la masa ocupativa y poder determinar el
tiempo de desaparicion de esta ultima y elegir sitio idéneo de aplicacion del preparado
experimental inyectable, se llevo a cabo la evaluacion del comportamiento al momento de
la aplicacién para determinar si sufre dolor de manera subjetiva por tres observadores
independientes y de manera ciega a la dosis. Se realizé por medio del cuadro del dolor de
Melboure.(Véase Anexo C)

FASE III: DETERMINACION DEL TIEMPO DE DESAPARICION DE LA MASA

OCUPATIVA DE DOX-h-LA

Se evalud la reaccion tisular mediante el reconocimiento visual y a la palpacion, en
diferentes intervalos de tiempo 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas, a los 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 y 60 dias después de la aplicacion. Se tomaron medidas mediante un Vernier
(suma del diametro mayor y diametro menor, y profundidad), se tomaron fotografias y se

anotaron los hallazgos.
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FASE IV: DETERMINACION DEL VOLUMEN MAXIMO DE ADMINISTRACION

DEL PREPARADO EXPERIMENTAL INYECTABLE DOX-h-LA.

Se inicié con un volumen de 1 ml, 0.5 ml y 0.3 ml por via subcutanea del preparado de
DOX-h-La en dos o tres sitios diferentes de acuerdo al tamafio del animal repartiendo la
dosis total con la finalidad de determinar el volumen maximo tolerable del preparado por
sitio de aplicacion, Los animales se observaron cada 12 horas para detectar algun signo que
mostrara alguna reaccion adversa o toxicosis, tales como anafilaxia, lagrimeo, salivacion,
diarrea, hepatotoxicosis, nefrotoxicosis, hemoglobinuria, reaccion inflamatoria en el sitio

de administracion o fotosensibilizaciéon.®?

7.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA VS. TIEMPO
DE LA DOXICICLINA MEDIANTE UNA MODIFICACION DE UN METODO
MICROBIOLOGICO, POSTERIOR A LA ADMINISTRACION DE DOX-H LA
POR ViA SC, SOLUCION ACUOSA DE DOXICICLINA POR VIiA IV Y POR ViA
PO DESPUES DE LA ADMINISTRACION ORAL DE TABLETAS DE HICLATO

DE DOXICICLINA EN PERROS CLINICAMENTE SANOS.

La concentracion sérica de doxiciclina (estudio cuantitativo) se determind por medio de un

108
[ enel

método microbioldgico modificado de difusion en agar, descrito por Bennet ef a
que se mide la concentracion en términos de la actividad antibacteriana in vitro del farmaco
utilizando Bacillus cereus ATCC 11778. La solucion estdndar se prepard usando plasma de

canino y se realizd una serie de diluciones del farmaco control. La concentracién de

doxiciclina se calculd por interpolacion, comparando el didmetro de la zona de inhibicion
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con una curva construida con el estandar. En el método microbiologico se mide la
concentracion del farmaco comparando el didmetro de las zonas de inhibicion de las
muestras con las producidas por la solucién estandar a varias diluciones. El limite de
deteccion en ensayos previos es de 0.07 pg/ml y el limite de cuantificacion de 0.1 pg/mL,
valores que garantizan la obtencion de datos ftiles para realizar estudios de
farmacocinética. Cabe sefialar que segn Pijpers et al.'* existe una buena correlacién entre
la determinacion de concentracion de doxiciclina medida mediante cromatografia de

105,106

liquidos de alta definicion y el método microbiologico indirecto. El mismo

procedimiento fue utilizado para los grupos control , DOX-h-LA, DOX-IV y DOX-PO.

Método de Bennet et al. Se utiliz6 el agar Mueller Hinton (Bioxon)® el cual se prepar6 de
acuerdo a las indicaciones del producto. Se utiliz6 una cepa bacteriana ATCC ( American

Type Culture Collection) 11778 de Bacillus cereus.

Estandar Bacteriano. En un tubo de tapon de rosca se colocaron 5 mL de agua destilada y
una asada del cultivo bacteriano joven (resembrado 24 horas antes) de Bacillus cereus. Por
medio de los estindares de Mc Farland’' se realizaron los ajustes necesarios a la dilucion
para obtener una concentracion al 0.5 de Mc Farland. La turbidez al 0.05 de Farland se
obtuvo por medio de un espectofotometro a una transmitancia del 60-65%, la cual

‘7 . 14.
corresponde a una concentracion bacteriana de 1x10

6 Becton Dickinson de México , SA de CV.
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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 min. Por medio de un hisopo estéril se

sembrd homogéneamente sobre todo el agar (400 pL de la suspensién bacteriana).'®

Preparacion de diluciones seriadas al 50 %. Se pesaron 20 g de estandar de doxiciclina
(98% de pureza), se colocod en una matraz y se aforé a 100 mL con agua desionizada. Se
marcaron tubos de 5 mL del 1 al 10 y uno de 15 mililitros con el nimero 0, en el matraz
numerado con el 0 se colocaron 9 mL de agua desionizada y en los demads tubos se coloco 1
mL en cada uno de ellos. Del matraz se tom6 1 mL y se agregd en el tubo 0 y se
homogenizd, de este se tom6 1 mL y se agrego6 al tubo 1, se homogeniz6 en seguida se
tomo6 1 mL y se agregd al tubo 2 y asi se continua hasta completar los 10 tubos, teniendo

.. . . 108
finalmente las siguientes diluciones que se muestran en el cuadro 3.

34



Cuadro 3

CONCENTRACIONES DE DOXICILINA

No MATRAZ 200 mL CONCENTRACION
HICLATO DE DOXICILINA
(ng/mL)
0 20
1 10
2 5
3 2.5
4 1.25
5 0.625
6 0.3125
7 0.15625
8 0.078125
9 0.0390625
10 0.01953125

Lectura de la Placa. Una vez preparada la placa y con ayuda de un
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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 realizd 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 incubaron 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 inhibicion de cada una de las diluciones . A
partir de los cuales y con ayuda de los programas Microcal origin y Excel , se obtuvieron

las graficas de milimetros de halo de inhibicién & concentracion.

Procesamiento de los sueros. Se prepararon las placas con la misma concentracion
bacteriana y del mismo modo en que se prepararon las placas para obtener el estandar
mediante las pruebas de Bennet, se realizaron los 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 100 pL de suero, se incubaron durante 24 horas y se realizaron las
lecturas de los milimetros de halos de inhibicidn, esto se repitid para cada uno de los

tiempos de muestreo de cada uno de los grupos.'®
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7.5 OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS PARA SU PROCESAMIENTO
DESPUES DE SU APLICACION POR LAS DIFERENTES VIAS ( SC,PO,IV) DE
DOX-h-LA, DOX-H Y DOXICICLINA EN SOLUCION ACUOSA.

Para Via subcutdnea: Preparado experimental inyectable DOX-h-LA

Via Intravenosa: Solucion Acuosa de Doxiciclina Via Oral: tabletas de Hiclato de
doxiciclina

Todas las presentaciones farmacoldgicas fueron aportadas por el laboratorio PARFARM
S.A

Cada perro se peso y se ajustod cada presentacion para las diferentes vias de administracion
de la doxiciclina, se les colocod un cateter heparinizado de 3 pulgadas de longitud (Becton
Dickinson, México City ) en la vena yugular para la obtenciéon de muestras sanguineas. Se
recolectaron 5 mL de sangre , en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 10,
24, 48 ,72 y 96 horas post administracion. Las muestras fueron colocadas a 45 grados y se
dejaron temperatura ambiente durante 30 minutos ,posteriormente centrifugadas durante
15 minutos 3500 rpm. El plasma fue extraido y depositado en viales, identificados y

congelados a -20° C hasta que fueron procesadas 8 dias después

7.6 DETERMINACION DE LOS VALORES FARMACOCINETICOS DE LA
DOXICICLINA MEDIANTE POSTERIOR A LA ADMINISTRACION SC,IV Y VO

DE DOX-H-LA 10 % EN PERROS CLINICAMENTE SANOS.

7.6.1 ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE LOS RESULTADOS.
De los resultados obtenidos por tiempo de sangrado y por grupo se extrapolaron en la

gréafica de concentraciones & halo de inhibicion obteniéndose asi los pg/mL de cada una de
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las muestras de suero. Los andlisis farmacocinéticos se procesaron por medio de los
programas Microcal Origin version 8.0 Software, en el cual se calculd la regresion lineal y
Micromath PkAnalysis Scientific Software en el que se obtuvo el modelo farmacocinético,
las variables farmacocinéticas que se compararon estadisticamente son aquellos que
reflejaron directamente la potencia clinica y la significancia clinica de la formulacion
prolongada (B-ciclodextrina-polimeros) se estimo6 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 media de eliminacion, biodisponibilidad a partir del AUC,
y concentracion sanguinea definida de mantenimiento, asi como el andlisis estadistico para
cada unos de los productos que se utilizaron . Posteriormente los datos obtenidos por
tiempo de sangrado por grupo se evalud la diferencia entre medias y analisis de varianza,
con los cuales se realizaron las graficas de concentracion vs tiempo, a partir de las cuales se
obtuvieron las farmacocinéticas de cada uno de los grupos.( Grupo3 IV, 4PO y 55C)
Los valores farmacocinéticos a determinar fueron:

* Area bajo la curva (AUC),

* Area bajo la curva al infinito (AUC)),

* Tiempo medio de permanencia (MRT),

* Constantes de la fase de distribucion (a) y eliminacion (b),

¢ Vida media de eliminacion (T ),

¢ Vida media de absorcion (T1/2,),

* Constante de eliminacion (Kejim),

* Constante de absorcion (Kgp),

¢ Concentracion maxima (Cpax),
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¢  Tiempo maximo (Tmax), €

* Concentracion sérica maxima al tiempo 0 (Csp).
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8. RESULTADOS.

8.1 DETERMINACION DEL SITIO IDONEO DE ADMINISTRACION DEL

PREPARADO EXPERIMENTAL INYECTABLE.

En la figura 4 se observa la formacion de una masa ocupativa de Doxiciclina Hiclato de
Larga Accion y se llega a la conclusion, avalada por 167 perros que la aplicacion
subcutanea del preparado experimental (Doxiciclina-Hiclato de Larga Accion) en el area de
las costillas no induce fistulaciones , abscesos o alguna otra reacciébn y que la masa

ocupativa desaparece a los 30-36 dias.

Figura 4. Imagenes donde se muestra la reaccion local en dias, una vez que se aplico el

preparado experimental de Doxiciclina hiclato de larga accion.
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8.2 DETERMINACION DEL VOLUMEN MAXIMO DE ADMINISTRACION DEL

PREPARADO EXPERIMENTAL INYECTABLE.

Estudios previos en otras especies indican la posibilidad de obtener concentraciones
terapéuticas por al menos 4 dias y por ello se postuld como hipotesis del trabajo que el
fenémeno de larga accion observado podria repetirse en perros, pero requeria confirmacion
y definicion. Adicionalmente fue necesario establecer el volumen a inyectar, para evitar la
presentacion de reacciones locales del preparado. Se llega a la conclusion, avalada por 167
perros que la aplicacion subcutdnea del preparado experimental (Doxiciclina-Hiclato de
Larga Accion) de 0.3-0.5 mL como volumen maximo por sitio de aplicacion en el area de
las costillas no induce reacciones locales indeseables. Se tiene la percepcion al final del
estudio que la respuesta en términos del dolor y con los volimenes referidos puede

considerarse no mayor al dolor que inducen otros farmacos

8.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA VS. TIEMPO
DE LA DOXICICLINA MEDIANTE UNA MODIFICACION DE UN METODO
MICROBIOLOGICO, POSTERIOR A LA ADMINISTRACION SC,IVY VO DE

DOX-H-LA 10 % EN PERROS CLINICAMENTE SANOS.

Las concentraciones de doxiciclina se determinaréon mediante el andlisis de difusion en agar
modificado, descrito por Abd al Aty et al.'™ con Bacillus cereus ( ATCC-11778) como
organismo de prueba que crece en agar Mueller Hinton (MCD LAB, SA de CV, México
DF) Las concentraciones farmaco fueron calculadas por interpolacion, comparando el
diametro de la zona de inhibicion con una curva construida con el estandar, usando un

analisis de regresion linear. El Coeficiente de variacion intraensayo fue de< 4.9, y el

41



interensayo de < 4.8. El ensayo analitico tiene una linearidad sobre un rango de
concentracion de 0.05 a 10 pg/mL y un porcentaje de recuperacion de 94 £ 2 y un
coeficiente de correlacion (r2) de 0.97 £ 0.1, el limite de deteccion fue de 0.005 pg/mL y el
limite de cuantificacion fué¢ de 0.01 pg/mL  Los analisis farmacocinéticos fueron
procesados por medio del programa PKAnalyst®, Micromath Scientific Software, SLM,
USA 2001 después de la administracion de DOX-h-LA y doxiciclina acuosa DOX-h por
las vias SC, IV y PO, este modelo se utiliza para ajustar y analizar los perfiles de
concentracion en funcion del tiempo de cada perro y la media de los valores derivados. La
curva obtenida de concentraciéon vs tiempo de doxiciclina hiclato después de la
administraciéon de las vias PO y SC fueron obtenidas mediante un modelo de dos
compartimientos (Modelo 13, r > 0.98) , cuya formula es:

. . T L Ti KAB - Ti
Concentration (Time) = Ae = "™ + Be+ """+ Ce e

La curva tiempo -concentracion de DOX-h IV se ajustdé mejor utilizando un modelo de un

compartimiento (Modelo 7 r>0.99 ) Con las siguiente formula:

Concentration(Time) = Ae """ + Be™/*Tm¢

La variables farmacocinéticas de doxiciclina de los tres tratamientos se presentan en el

cuadro 3 estas fueron obtenidas con PK Analyst y fueron las siguientes:

AUCO0-% = 4rea bajo la curva; AUMCO-% 4rea bajo la curva de momentos; MRT = tiempo
medio de residencia, A, B = constantes de velocidad hibrido, alfa y beta = constantes de

velocidad de hibridos para la distribucion y fases de eliminacion, respectivamente; T 2 =
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vida media de la eliminacion, t %2 b = vida media de la absorcion; Kelim = constante de
eliminacion del farmaco, Cméax = concentracion maxima, Tmax = tiempo de pico; CSO =
maxima concentracion sérica en el momento cero. Otras variables, tales como VdAUC =
volumen aparente de distribuciéon basada en el AUC; Vdss = volumen aparente de
distribucion en estado estacionario; Vdc = volumen aparente del compartimento central y
Cl = aclaramiento corporal, se obtuvieron con las formulas estandar, segin lo propuesto por

Welling.'*
Biodisponibilidad (F%) : Los valores fueron calculados usando las siguientes formulas:

Fo F% = AUC e.v. Dosis i.v.
T X X 100

AUC i.v. Dosis e.v.

AUC e.v.X t i

F% X 100

AUC i.v. t e

Los datos se presentan como media + desviacion estandar de 12 observaciones para cada
parametro y para las comparaciones estadisticas de Cmax, Tmax, AUC, MRT y T '2 B3 entre

los grupos de la prueba de ANOVA y Bonferroni, se utilizaron.

La comparacion de las variables AUC, TR y T!2f resultaron ser estadisticamente
diferentes para los 3 grupos (P < 0.05 < 0.001). La F% para DOX-h-LA fue de 141.21 %,
mientras que para la DOX-h-PO fue de 76.97 %. los valores obtenidos para T3 fueron

11991+ 1,27h para DOX-h-LA 3,70+ 0,09h para el DOX-h-PO,y 0,19+ 0,05h
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para DOX-H-IV. la diferencia entre estos medios estadisticos mostraron que la vida media

obtenida para DOX-h-LA fue estadisticamente mayor ( P <0.001) .

Basado en una arbitraria concentracion terapéutica minima una evaluacidon comparativa se
hizo de la longitud de tiempo durante el cual se mantuvo una concentracion dada de suero
de doxyxyclina. Valor elegido fue de 0,12mg / ml.Con esta opcion, DOX-h IV
mantiene adecuadas las concentraciones séricas de 8 h; DOX-h-PO durante 22 horasy
de DOX-h-LA extendid estos periodos de tiempo de aproximadamente 200 horas. El
momento en que las concentraciones séricas de Doxiciclina se encontraban en un nivel
adecuado fue estadisticamente diferente al comparar DOX-h-LA, ya sea con DOX-h-IV

y DOX-h-PO (P <0,001).

No se obtuvieron muestras de tejido de los sitios de inyeccion, sin embargo se observo que
no hay una respuesta inflamatoria en el sitio de inyeccion con el preparado experimental
inyectable DOX-h-LA. Sin embargo se observé un abultamiento bien definido indoloro, el
cual permanecio y fue detectable por poco mas de 30 dias. Estas protuberancias se cree que
no son respuestas inflamatorias, son grumos ocupados en el lugar del espacio causados
por el poloxamero al convertirse en gel a la temperatura corporal. Después de 30 dias estas
protuberancias desaparecen. Los animales no mostraron ningtn signo inusual de dolor o

malestar en la preparacion de accion prolongada o bien cuando se inyecta o después.
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8.4 GRAFICAS CON LOS RESULTADOS FARMACOCINETICOS

8.4 .1 VALORES FARMACOCINETICOS DE LA PRUEBA SE MUESTRAN EN LA
FIGURA 5 CON LA CURVA ESTANDAR DE LA DOXICICLINA Y SU LIMITE DE
DETECCION.

—* — CURVA ESTANDAR DE DOXICICLINA

10

0,1 —

CONCENTRACION (png/mL)

0,01 T T T T T T
10 20 30 40

HALOS DE INHIBICION ( mm)

Figura 5. Curva Estandar de la Doxiciclina y su limite de deteccion
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8.4.2 RESULTADOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
SC DEL PREPARADO EXPERIMENTAL DOXICICLINA HICLATO DE LARGA

ACCION (DOX-h-LA EN HEMBRAS CLINICAMENTE SANAS).

—®— Doxiciclina hiclato de larga accién

—=— Doxiciclina hiclato de larga accion |

Concentracién ( pg/mL )
f
[
Concentracion (pg/ mL )
L

T T T 1 0,1 T T T T T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 20 40 60 80 100

Tiempo ( hr) Tiempo ( hr)
Figura 5. Farmacocinética en perro (hembra 1) Figura 6. Farmacocinética en perro (hembra 2)
después de la administracion subcutdnea, a una dosis después de la administracion subcutdnea, a una dosis
de 10 mg/kg de DOX-h-LA de 10 mg/kg de DOX-h-LA

—®— Doxiciclina hiclato de larga accion

Concentracién(ug/mL)
L
.

T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo ( hr)

Figura 7. Farmacocinética en perro (hembra 3)
después de la administracion subcutdnea, a una dosis
de 10 mg/kg de DOX-h-LA
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8.4.3 RESULTADOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION

SC DEL PREPARADO EXPERIMENTAL DOXICICLINA HICLATO DE LARGA

ACCION (DOX-h-LA EN PERROS CLINICAMENTE SANOS).

Concentracién ( pug/mL ) Concentracién ( pg/mL )

Concentracién ( pg/mL )

‘7'7Doxiciclina hiclato de larga accién

Tiempo ( hr)

—* — Doxiciclina hiclato de larga accion

-

0,1

T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (hr)

—®— Doxiciclina hiclato de larga accion

] '.\'/'.\_/ \

Tiempo ( hr)
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Figura 8. Farmacocinética en perro (macho 2)
después de la administracion subcutdnea, a una dosis
de 10 mg/kg de DOX-h-LA

Figura 9. Farmacocinética en perro (macho 1)
después de la administracion subcutdnea, a una dosis
de 10 mg/kg de DOX-h-LA

Figura 10. Farmacocinética en perro (macho 3)
después de la administracion subcutdnea, a una dosis
de 10 mg/kg de DOX-h-LA




8.4.4 GRAFICA PROMEDIO DE DOX-H-LA POR ViA SUBCUTANEA

Concentracion ( pg/mL )

10-.

0,1

Tiempo ( hr)

Figura 11. Farmacocinética en perros (macho y
hembras) después de la administracion subcutanea, a
una dosis de 10 mg/kg de DOX-h-LA.
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8.4.5 RESULTADOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION

IV DE UNA SOLUCION ACUOSA DE HICLATO DE DOXICICLINA

CLINICAMENTE SANAS.

Concentracién (pg /mL )

Concentracién (pg /mL )

Concentracién (ug /mL )

0,1

—* — Doxiciclina solucién : acuosa

0,1

0,1

Tiempo ( hr)

‘7'7Doxiciclina solucién acuosa 2

Tiempo ( hr)

—=— Doxiciclina solucién acuosa

Tiempo ( hr)
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EN PERRAS

Figura 12. Farmacocinética en perro (hembras 1)
después de la administracion Intravenosa, a una dosis
de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion acuosa.

Figura 13. Farmacocinética en perro (hembras 2)
después de la administracion Intravenosa, a una dosis
de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion acuosa.

Figura 14. Farmacocinética en perro (hembra 3)
después de la administracion Intravenosa, a una dosis
de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion acuosa.




8.4.6 RESULTADOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
IV DE UNA SOLUCION ACUOSA DE HICLATO DE DOXICICLINA EN PERROS
CLINICAMENTE SANOS.

Concentracion (pug /mL )

Concentracién (pg /mL )

Concentracion (pug /mL )

10 o

°
1

—+— Doxiciclina solucién acuosa 4

L

e
1

Tiempo ( hr)

—=—Doxiciclina solucién acuosa

10 o

0,1

Tiempo ( hr)

—=— Doxiciclina solucién acuosa

Tiempo ( hr)
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Figura 15. Farmacocinética en perro (macho 1)
después de la administracion Intravenosa, a una dosis
de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion acuosa.

Figura 16. Farmacocinética en perro (macho 2)
después de la administracion Intravenosa, a una dosis
de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion acuosa.

Figura 17. Farmacocinética en perro (macho 3)
después de la administracion Intravenosa, a una dosis
de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion acuosa.




8.4.7 GRAFICA CON LOS PROMEDIOS FARMACOCINETICOS, EN PERROS

DESPUES DE LA ADMINISTRACION 1V.

Concentracién ( pg /mL )

—=— Doxiciclina solucidon acuosa

10 %
I
5
i
|
1 -
|
011 ‘
cl> l 1Io l 2Io l 3Io l 4Io l 5Io

Tiempo ( hr)

Figura 18. Farmacocinética en perros (machos y
hembras) después de la administracion Intravenosa, a
una dosis de 10 mg/kg de doxiciclina en solucion
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8.4.8 RESULTADOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
PO DE UNA SOLUCION ACUOSA DE HICLATO DE DOXICICLINA EN PERRAS
CLINICAMENTE SANAS.

Concentracion ( pg/mL )

0,1

—* —Hiclato de doxiciclina

Concentracién ( ug/mlL)

0,1

Tiempo ( hr)

—* —Hiclato de Doxiciclina ( Via Oral )‘

10 o

Concentracién ( pg/mlL )

0,1

5 10 15 20 25
Tiempo ( hr)

—= —Hiclato de doxiciclina

T T T T 1
5 10 15 20 25
Tiempo ( hr)
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Figura 19. Farmacocinética en perro (hembra 1)
después de la administracion oral en tableta, a una
dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.

Figura 20. Farmacocinética en perro (hembra 2)
después de la administracion oral en tableta, a una
dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.

Figura 21. Farmacocinética en perro (hembra 3)
después de la administracion oral en tableta, a una
dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.




8.4.9 RESULTADOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
PO DE UNA SOLUCION ACUOSA DE HICLATO DE DOXICICLINA EN PERROS
CLINICAMENTE SANOS.

Concentracion (pg/mL ) Concentracion ( pg/mL )

Concentracion ( pg/mL )

0,1

—* —Hiclato de doxiciclina

Tiempo ( hr)

—*—Hiclato de doxiciclina

10 4

0,14

T T T T T
5 10 15 20 25

Tiempo ( hr)

—* —Hiclato de doxiciclina ( Via Oral )‘

Figura 22. Farmacocinética en perro (macho 1)
después de la administracion oral en tableta, a una
dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.

T T T T T
5 10 15 20 25

Tiempo ( hr)
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Figura 23. Farmacocinética en perro (macho 2)
después de la administracion oral en tableta, a una
dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.

Figura 24. Farmacocinética en perro (macho 3)
después de la administracion oral en tableta, a una
dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.




8.4.10 PROMEDIOS FARMACOCINETICOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
PO DE UNA SOLUCION ACUOSA DE HICLATO DE DOXICICLINA EN PERROS
CLINICAMENTE SANOS.

10 7

0,1 1 ]

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

—m®— Hiclato de doxiciclina

Concentracion ( ug/mL )

Tiempo ( hr)

Figura 25. Farmacocinética en perros (macho y
hembras) después de la administracion oral en
tableta, a una dosis de 10 mg/kg de hiclato de
doxiciclina.
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8.4.11 RESULTADOS FARMACOCINETICOS, EN PERROS DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DE LOS PREPARADOS DE HICLATO DE DOXICICLINA Y
DEL PREPARADO EXPERIMENTAL DOXICICLINA HICLATO DE LARGA
ACCION (DOX-h-LA)

—— Hiclato de doxiciclina ( Via Oral)
Doxiciclina hiclato de larga accion (SC)

—— Doxiciclina solucién acuosa ( IV )
10 —
= |
£
oo a
3 1 T
[
«©
o
(]
=]
C
(]
c 0,1+
5 1
@
0,01 +——7——TF——F——1—

r ~ r - 1 - 1 111
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Tiempo ( hr)

Figura 26 . Farmacocinética en perros (macho y hembras) después de la administracion
oral en tableta, a una dosis de 10 mg/kg de hiclato de doxiciclina.,por via oral , intravenosa
y subcutanea. En esta grafica cada punto representa el promedio de las concentraciones
alcanzadas por intervalo de tiempo en horas para cada una de las presentaciones
farmacoldgicas de Doxiciclina, y cada barra son las desviaciones estandar.
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8.5 VALORES FARMACOCINETICOS

Cuadro 3.

VARIABLES FARMACOCINETICAS CALCULADAS PARA DOXICICLINA
( 10 mg/mL) EN PERROS A TRAVEZ DE UN ANALISIS

COMPARTAMENTAL.PREPARADO DE TABLETA Y UN PREPARADO
EXPERIMENTAL DE LARGA ACCION RSPECTIVAMENTE DESPUES DE SU
ADMINISTRACION IV, PO Y SC. DE UNA SOLUCION , UN

DOXICICLINA IV~ DOXICICLINA PO DOXICICLINA SC

Media + SD Media + SD Media + SD
AUC,. (pg'h/mL)  91.04 +17.24° 70.08 £ 6.4 129.07 + 12.52°
AUMC (pg-h’mL)  1107.5+ 124.23° 819.99 + 36.71° 10453.21 £ 134.57°
MRT (h) 11.19 + 6.4 9.56 +0.21° 153.36 + 11.49°
T'%a (ug/mL-h) 3.70 + 0.14° 3.37+0.2
TP (ng/mL-h) 0.19 +0.05° 3.70 £ 0.09° 119.91 +1.27°
T%ab(h) 0.89 + 0.03° 3.37+0.23°
Ko (b 0.09 + 0.003" 0.02 + 0.004°
Vdauc (mL/kg) 2.53+0.24° 3.12+04° 1.69 +0.1°
Cso (ng/mL) 23.54+4.32
Cmax (pg/mL) - 53+0.5° 2.8+03°
Tmax (h) 3.9+04° 2.11+0.12°
F (%) - 76.97 141.21
&P & 4 yalores dentro de una misma fila con diferente exponencial difieren significativamente (P <
0.05).
" Promedio

Area bajo la curva (AUC), Area bajo la curva el primer momento de concentracion tiempo (AUMC); Area
bajo la curva al infinito (AUC,),Tiempo medio de permanencia (MRT), Constantes de la fase de distribucion
(a) y eliminacion (b), Vida media de eliminacion (T, ), Vida media de absorcién (T1/2,,), Constante de
eliminacion (Kepy,), Constante de absorcion (K,,),Concentracion maxima (Cpax),Tiempo maximo (Tpax),
Concentracion sérica maxima al tiempo 0 (Csp),(F) biodisponibilidad.
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DISCUSION

El método analitico empleado se basa en la actividad antimicrobiana expresada en términos
de cantidad.'” De esta manera las concentraciones pueden correlacionarse directamente con
la farmacocinética y brindar de esta manera una visién del potencial clinico, de este
preparado en experimentacion. La cantidad de los datos cuantitativos es buena en virtud de
que se hizo una validacion previa del método con cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) y presenté un limite de deteccion de 0.07 pg/mL — 0.1 pg/mL y un error
intraensayo lo suficientemente bajo como para considerar los datos obtenidos aqui como

confiables y repetibles.

Considerando lo anterior es factible proponer para la doxiciclina de larga acciéon un
intervalo de dosificacion de 5-7 dias, dependiendo de las caracteristicas del patogeno y de
la enfermedad. A su vez este intervalo es factible que permita esquemas de dosificacion que
se ajusten mas a lo requerido por las caracteristicas PK/PD del farmaco. Esto es, se tienen
con las DOX-h-LA concentraciones en o por arriba de la minima inhibitoria, durante todo
el intervalo de dosificacion, esta caracteristica es ideal para antimicrobianos tiempo
dependientes.'” Se ha comentado que uno de los indices mas confiables para correlacionar
PK/PD con eficacia clinica es el de AUC /CML'™ Aunque no existen datos precisos en

Medicina Veterinaria se ha propuesto un rango de 40-70 AUC/CMI,'®

para esta proporcion
mencionada. En este ensayo el valor sobre AUC/CMI fue 140 lo que representa dos veces
mas que la sugerida y esto es predictivo de una mayor eficacia clinica. Sin embargo es

necesario realizar estudios clinicos de largo plazo para definir esta propuesta ventaja

clinica.
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Los aspectos mas delicados en el manejo DOX-h-LA es el posible dafio en el sitio de
inyeccion. La primera fase de este estudio permitié encontrar que volumenes entre 0.03-0.5
mL por sitio inyeccion no inducian dafio permanente. Si bien es cierto que se forma una
masa ocupativa, la experiencia que dejo en estos 21 perros, es que existe un poco de dolor a
la aplicaciébn en comparacion con otros medicamentos y si el volumen dicho no se
sobrepasa es bien factible que no se genere una reaccion local que pueda considerarse
adversa. No obstante este estudio abre posibilidades de andlisis para el preparado
experimental. Por ejemplo la reaccion en perros de talla chica ( menores de 5 kilos) quiza
requiera la division de la dosis en por lo menos 2 sitios. De la misma manera en perros de
tallas excesivamente grandes (arriba de 35 kilos) deberd ponderarse la necesidad de

fraccionarse la dosis en varios sitios y apartarse una de los otros.

También se requieren estudios adicionales para determinar las reacciones de los sitios de
inyeccion cuando se realiza aplicacion en varios sitios, particularmente en la enfermedad de
erlichiosis canina y leptospirosis cuyos esquemas de tratamiento pueden ser de varias
semanas.”> Por lo dicho anteriormente este medicamento deberd de ser manejado

particularmente por el médico veterinario y no por personas no entrenadas.

Los estudios de hematologia demuestran que no se observan alteraciones en este rubro,
pero deben de realizarse estudios adicionales en virtud de que en este ensayo se utilizo una
sola dosis. No obstante, existen datos en la literatura que validan que ni el poloxdmero ni la

. . . g .. 106.
ciclodextrina en las concentraciones indicadas generan toxicidad.

Si se considera el listado de patdgenos del cuadro 3 es factible proponer que el preparado

experimental DOX-h-LA, pueden ser utilizados en las enfermedades correspondientes, sin
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embargo , es particularmente relevante destacar que la DOX-h-LA es el medicamento de
eleccion para elichiosis canina, leptospirosis, enfermedades del arbol respiratorio,

brucelosis canina y borreliosis.

CONCLUSIONES

El preparado experimental inyectable DOX-h LA con el cual ya se contaba elaborado a
base de la combinacion de doxiciclina,p ciclodextrina y poloxamero, se determina que esta
combinacion evita el dolor y reduce irritacion local en la aplicacion subcutanea, ademas de

presentar caracteristicas propias de una liberacion sostenida .

De acuerdo con los resultados obtenidos en la PK y en la eficacia farmacolédgica de la
doxiciclina, ya se puede contar con un prospecto novedoso de DOX-h-LA para el uso
parenteral en peros y cuyo intervalo de dosificacion debe ser aplicado cada 5-7 dias, sin que
las CMI par bacterias sensibles caigan por debajo de las recomendadas. Sin embargo, otros
estudios podrian optimizar el preparado experimental inyectable, y alargar los estudios de
la B ciclodextrina y poloxamero ya que en investigaciones muestran evidencias que carecen
de toxicidad en varias especies,” se debe de valorar y garantizar la seguridad de este
preparado a la especie que va dirigido y ademds es necesario realizar evaluacion de

irritabilidad.
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