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Resumen

La Ehrlichiosis monocitica canina es una enfermedad transmitida por garrapatas
gue afecta principalmente a caninos a nivel global, el tratamiento de eleccion para
su erradicacion consiste en el suministro de doxiciclina hiclato (dox-H) durante
periodos de hasta 28 dias, lo que sumado a la capacidad irritativa de la misma
favorece la aparicion de lesiones sobre el tracto gastrointestinal cuando se
suministra por via oral; la irritacién en el punto de aplicacién cuando es usada por
via parenteral también ha sido descrita, razén por la cual se ha optado por elaborar
sistemas de liberacion de doxiciclina que favorezcan la disminucion de los efectos
adversos como las formulaciones liposomales. En la urgencia por desarrollar
nuevas alternativas de liberacién controlada que sean mas amigables con los
pacientes se ha recurrido a la elaboracién de estudios citotoxicos para determinar
sus efectos dafinos antes de escalar al modelo canino. El presente estudio tuvo
como objetivo comparar concentraciones plsmaticas y evaluar los efectos
citotoxicos de una formulacién liposomal para aplicacion intravenosa. Los estudios
de toxicidad arrojaron altos indices de mortalidad celular cuando se utilizé a una
concentracion 10 veces superior a la concentracion minima inhibitoria, razén por la
cual se sugiere la elaboracion de nuevos estudios en los que se contemple el uso
de concentraciones similares a la dosis terapéutica reportada antes de escalar al

biomodelo canino.

Palabras clave: Doxiciclina, Ehrlichia canis, liposomas, citotoxicidad.



Introduccion

La doxiciclina es una tetraciclina de segunda generacion la cual se encuentra
disponible en el mercado generalmente como doxiciclina hiclato (Dox-h), esta difiere
de la oxitetraciclina, clortetraciclina y tetraciclina ya que presenta mayor
liposolubilidad (Riond & Riviere, 1988) lo que favorece a una mayor capacidad de
penetracion tisular, mayor volumen de distribucion y mejores propiedades
antimicrobianas gracias a que su ingreso a las bacterias no depende de
mecanismos de transporte activos, ademas esta tiene un mayor tiempo de vida
media y una mayor capacidad de unién a proteinas plasmaticas (Gutierrez, Velasco,
Vasquez, Vargas, & Sumano, 2012). Dox-H presenta un efecto bacteriostatico,
gracias a su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas bacterianas mediante la
unién reversible a la sub unidad ribosomal 30s y al interferir en la union de
aminoacyl-tRNA al complejo mRNA ribosoma impidiendo el crecimiento bacteriano
(Holmes & Charles, 2009). Su efecto antimicrobiano 6ptimo ha sido vinculado a
tratamientos tiempo-dependientes ya que su mayor eficacia antimicrobiana se logra
cuando es utilizada 2 a 4 veces por encima de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) (Ruiz, Olvera, Chacoén, & Estrada, 2015). Dox-h ha sido utilizado en animales
y humanos como profilaxis y tratamiento de varias enfermedades bacterianas,
generadas tanto por gram-positivas como por gram-negativas (Gutierrez et al.,
2012; Riond & Riviere, 1988)., siendo a su vez considerado como el tratamiento de
eleccion en ehrlichiosis monocitica canina (CME) (Igbal & Rikihisa, 1994),
enfermedad de distribucion global generada por Ehrlichia canis, la cual requiere

tratamientos por hasta 28 dias (Eddlestone et al., 2007) La forma mas comun de



administracion de Dox- H es por via oral (Unica presentacion disponible en
Colombia) (ICA, 2016), lo que sumado a las terapias prolongadas necesarias
favorece la aparicion de lesiones sobre el tracto gastrointestinal (TGI) (Ruiz et al.,
2015); sin embargo también presenta propiedades irritantes cuando es aplicada por
via intramuscular o subcutanea (Ole-Mapenay, Mitema, & Maitho, 1997). Es por esto
y gracias al avance tecnologico de la industria farmacéutica que se ha buscado la
creacion de nuevas estrategias de liberacion controlada de doxiciclina dirigidas a
dirminuir los efectos indeseados (Gutiérrez, Ocampo, Espinosa, & Sumano, 2014;
D. Vargas-Estrada, Gracia-Mora, & Sumano, 2008). El presente estudio pretende
realizar la descripcion de un perfil farmacocinético de una formulacion liposomal de
Dox-H mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) in
vitro y en un biomodelo canino luego de determinar la toxicidad celular en células

DH82.



Justificacion

El tratamiento de la CME requiere del uso de doxiciclina por periodos
prolongados de hasta 28 dias (Neer, Breitschwerdt, & Greene, 2002) lo que puede
generar efectos adversos cuando se suministra por via oral, tales como irritacion
gastrica, vomito e incluso ulceraciéon de la mucosa gastrica(Arciniegas Ruiz,
Gutiérrez Olvera, Bernad Bernad, Caballero Chacoén, & Vargas Estrada, 2015), a
pesar de esto las Unicas presentaciones comerciales en el pais se limitan a esta
via(ICA, 2016). La irritacion tisular y dolor en el sitio de aplicacion también han sido
reportadas cuando se usa inyectada(Gutierrez et al., 2012; Ole-Mapenay et al.,
1997; Smith & Leyden, 2005). Es por esto que ha habido un creciente interés en la
creacion de estrategias de liberacion controlada de doxiciclina tales como las
formulaciones liposomales las cuales han sido reconocidas como una excelente
alternativa en la liberacién de medicamentos , ya que estos imitan membranas
biologicas y tienen la capacidad de almacenar medicamentos de naturaleza acuosa
en su ndcleo y a su vez medicamentos de naturaleza oleosa en su membrana
bilipidica, estas presentan caracteristicas importantes como la biocompatibilidad y
la facilidad que tienen para adaptarse a necesidades propias. (Cornell, Fletcher,
Middlehurst, & Separovic, 1982). Sin embargo estas formulaciones requieren de
estudios detallados de toxicidad, asi como estudios de farmacocinética para
establecer las concentraciones plasmaticas que describen la interaccion entre el

antibiotico y el organismo(Beltran, 2004),



Con este estudio se pretende comparar diferentes concentraciones
plasméticas y los efectos citotdxicos de un estructurado liposomal de doxiciclina
intravenosa suministrada a diferente dosis e intervalos de tiempo invitro y en el

biomodelo canino.
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Marco teorico

La doxiciclina (Dox), descubierta en 1967 es un derivado semisintético de las
tetraciclinas (segunda generacion) ampliamente usada en humanos y animales
domeésticos como profilaxis y tratamiento de enfermedades causadas por multiples
agentes biologicos (Ruiz et al., 2015), generalmente se encuentra disponible como
doxiciclina clorhidrato hemietanolato hemihidrato (hiclato) (Dox-h)(Ole-Mapenay et
al., 1997); esta difiere de la oxitetraciclina, clortetraciclina y tetraciclina, las cuales
son 5 a 10 veces mas lipofilica y presenta una mayor capacidad de union a
proteinas, lo que resulta en una mayor facilidad para penetrar tejidos, mayor
volumen de distribucion, mejores propiedades antimicrobianas y una vida media
mas prolongada tanto en humanos como en animales (Abd EI-Aty, Goudah, & Zhou,
2004; Gutierrez et al.,, 2012; Riond & Riviere, 1988). Dox-h presenta efecto
bacteriostatico gracias a su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas
bacterianas mediante la union reversible a la sub unidad ribosomal 30s y al interferir
en la uniébn de aminoacil-tRNA al complejo mRNA ribosoma impidiendo el
crecimiento bacteriano (Holmes & Charles, 2009).Esta presenta mejor eficacia
clinica cuando es usada a dosis bajas, como 2 a 4 veces la concentracion minima
inhibitoria (CIM) para microorganismos susceptibles por lo que este mecanismo
antimicrobiano se considera principalmente tiempo dependiente (Ruiz et al., 2015;
D. Vargas-Estrada et al., 2008). En caninos es usada para controlar infecciones
generadas por agentes como Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., Haemophilus spp., Brucella spp., Pasteurella spp.,

Mycoplasma spp., Chlamydia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp. y Ehrlichia
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canis(Arciniegas Ruiz et al., 2015; Gutierrez et al., 2012; Riond & Riviere, 1988),
siendo la dltima de vital interés ya que es considerada como agente causal de la
ehrlichiosis monocitica canina (CME), enfermedad crénica y a veces fatal en perros
que presenta distribucion global y es transmitida por garrapatas(Aguiar, Zhang,
Braga, Taques, & McBride, 2016; McClure et al., 2010) la cual también ha sido
reportada en humanos generando ehrlichiosis humana (Bouza-Mora et al., 2017;
Perez, Bodor, Zhang, Xiong, & Rikihisa, 2006). A pesar de ser el tratamiento de
eleccion en CME hay reportes que cuestionan la eficacia de Dox-h para la
eliminacion total de Ehrlichia canis durante fases pos-agudas de la infeccion,
sometiendo a los animales a tratamientos prolongados (Harrus, Waner, Aizenberg,
& Bark, 1998; Igbal & Rikihisa, 1994), mientras que otros reafirman su eficacia,
cuando se instaura tratamientos por hasta 4 semanas en la fase aguda (Eddlestone
et al., 2007). Segun Neer, M. Et al. El tratamiento mas efectivo contra la Ehrlichiosis
se logra suministrando doxiciclina a 10 mg/kg via oral (VO) cada 24 horas por 28
dias(Neer et al., 2002), lo que favorece la aparicion de alteraciones sobre el TGI
como irritacién del eséfago y estdbmago, riesgo de ulceracion, vomito, entre
otros(Riond & Riviere, 1988; Ruiz et al., 2015; Smith & Leyden, 2005; Xiao, Zhao,
Hart, & Semrad, 2013),también ha sido reportada la aparicién de irritacién y dolor
en el sitio cuando se aplica inyectada por via subcutanea o intramuscular (Gutierrez
et al., 2012; Ole-Mapenay et al., 1997; Smith & Leyden, 2005) lo que explica por
qué las presentaciones parenterales de Dox-h no estan disponibles en todo el
mundo (Vargas, Gutierrez, & Gonzalez, 2008) incluyendo a Colombia (ICA, 2016).
Gracias al desarrollo tecnoldgico en la industria farmacéutica, se ha generado un

creciente interés en la creacion de nuevas estrategias de liberacion controlada de
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medicamentos (Lam & Gambari, 2014) como los nanoestructurados liposomales,
los cuales han sido reconocidos como un excelente sistema de liberacion de
medicamentos, ya que estos basicamente imitan membranas biologicas y tienen la
capacidad de almacenar medicamentos de naturaleza acuosa en su nucleo y a su
vez medicamentos de naturaleza oleosa en su membrana bilipidica, estas vesiculas
pueden tener tamafios que varian desde los 20 nm hasta varias decenas de
micrometros, estas presentan caracteristicas importantes como la biocompatibilidad
y la facilidad que tienen para adaptarse a necesidades propias. Las formulaciones
liposomales pueden variar en multiples factores como la composicion, fluidez de la
membrana bilipidica, diametro, carga de la superficie o lamelaridad (Cornell et al.,
1982). A pesar de que los liposomas tienen un potencial prometedor en el transporte
de farmacos, varios factores como la baja eficacia de encapsulacion, la vida media
corta, la inestabilidad, la agregacién, la mala reproducibilidad y las posibilidades
limitadas de esterilizacibn son limitantes frecuentes en su produccion.
Adicionalmente los liposomas una vez ingresan al sistema circulatorio pueden
generar activacion inmediata del sistema inmune innato al entrar en contacto con
diferentes componentes sanguineos, dependiendo del tamafio de las vesiculas, la
forma, carga y composicion (Senior, 1987). Varias formulaciones de liberacion
controlada de doxiciclina han sido estudiadas, en caninos una formulacién de
doxiciclina de larga accion inyectable demostr6 los méaximos valores de
biodisponibilidad y concentracion maxima en suero en un estudio realizado en el
que se comparé con Dox-h aplicada por via intravenosa e intramuscular, sin
embargo se encontro la presencia de pequefios abultamientos no dolorosos en el

area de inyeccion (Gutierrez et al., 2012). En terneros se prob6 una formulacion en
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la que fue adicionado B-Cyclodextrina para prevenir la irritacion local luego de su
aplicacion sub cutanea, lo cual se demostrdé como efectivo al disminuir la irritacion
local, ademas se obtuvieron grandes valores de biodisponibilidad comparada con
Dox-h y se describié un intervalo de aplicacion de hasta 80 horas (D. Vargas-
Estrada et al., 2008), estudios similares fueron desarrollados en pequefios
rumiantes (Vargas et al., 2008), cerdos (Gutiérrez et al., 2014) y ratas (Dinorah
Vargas-Estrada, Gutiérrez, Juarez-Rodriguez, & Sumano, 2008), en los cuales se
estudié la farmacocinética y se demostré6 mejores resultados que con Dox-h en
todos los casos; en caninos también fue probada una formulacion oral de doxiciclina
con polimeros de acido acrilico y polimetacrilato la cual demostrd una liberacion
controlada que permite intervalos de aplicacién de hasta 48 horas (Ruiz et al., 2015).
En general las nuevas estrategias utilizadas para liberacion controlada de
medicamentos han demostrado ser Utiles ya que pueden reducir la frecuencia de
administracion del tratamiento, el estrés del paciente durante la aplicacion, los
efectos adversos y el costo del mismo (Arciniegas Ruiz et al., 2015). En el caso del
desarrollo de nuevas formulaciones se requiere de la realizacion de ensayos In vitro
los cuales permiten conocer el comportamiento de las mismas antes de ser
probadas en estudios clinicos (Marovac, 2001), ademas de la realizacion de
estudios farmacocinéticos, ya que son una herramienta Util para evaluar la forma de
dosificacion luego de la administracion In vivo de la nueva formulacion a probar,
esto requiere de métodos analiticos sensibles que permitan determinar
concentraciones bajas del farmaco en muestras pequefias(Ruz et al., 2004). Varios
meétodos han sido utilizados para la medicion analitica de doxiciclina, como técnicas

espectrofotométricas, microbioldgicas, fluorimetria, cromatografia gas-liquido,
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cromatografia en capa delgada (Axisa, Naylor, Bell, & Thompson, 2000; Ramesh et
al.,, 2011; Ramesh, Basavaiah, & Rajendraprasad, 2010), las cuales han
demostrado ser efectivas pero poco especificas cuando se mide doxiciclina en
muestras bioldgicas sino hay una buena eliminacién de metabolitos y componentes
enddgenos ya que estos interfieren con la medicion (Ruz et al., 2004). La técnica de
medicion con HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) ha demostrado ser
mas sensible y especifica ya que permite una mayor velocidad de determinacién en
ensayos, por lo que ha sido la técnica més utilizada para la medicién analitica de
doxiciclina (Axisa et al., 2000).La cromatografia se basa en una serie de técnicas
utilizadas para separar los diferentes componentes en una muestra basandose en
las afinidades relativas de estos componentes entre una fase movil y una fase
estacionaria. Para generar dicha separacidbn es necesario hacer uso de un
cromatdgrafo el cual estd compuesto por un sistema de control de fase mévil, un
inyector, una columna (fase estacionaria) y un detector. La cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), es una técnica de cromatografia liquida que utiliza columnas
rellenas de particulas de 3-10 mm de diametro, en el cual se requiere que la fase
movil sea forzada a través de una bomba, a menudo a presiones superiores a 500
psi, con la finalidad de separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y dicha

columna (Sadek, 2004)
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Objetivos

Objetivo General:

Comparar concentraciones plasmaticas y el efecto citotoxico de un

nanoestructurado liposomal de doxiciclina hiclato in vitro y en el biomodelo canino.

Objetivos especificos:

1. Determinar los efectos citotoxicos de un nanoestructurado liposomal de

doxiciclina hiclato en lineas celulares DH82.

2. Evaluar la efectividad bacteriostatica de un nanoestructurado liposomal de

doxiciclina hiclato.

3. Determinar el perfil farmacocinético en plasma y en un biomodelo canino de

un nanoestructurado liposomal de doxiciclina hiclato.
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Metodologia

Preparacién y caracterizacion de la formulacion liposomal

Esta fue desarrollada en un estudio previo (Gallego Londofio, 2017)

Determinar los efectos de toxicidad celular de un nanoestructurado

liposomal de Doxiciclina hiclato en cultivos de lineas celulares DH82

Cultivos celulares: Se hizo uso de lineas celulares DH82 (provenientes de
un histiocitoma maligno de canino) las cuales fueron donadas gentilmente por el
Doctor Esteban Arroyave Sierra. Estas fueron cultivadas en frascos Falcon de 25
cm en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con 5% de suero fetal
bovino (SFB) y 1% de Hepes en una incubadora a 37°C de temperatura y una

atmosfera de 5% de CO2 hasta que el cultivo alcanz6 una formacion en monocapa.
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imagen 1. Se muestra la formacion de monocapa en el fondo del frasco de cultivo

Ensayo de citotoxicidad: Para esto se utiliz6 una adaptaciéon de las
metodologias propuestas por (Chikazawa et al., 2014; Gomes & Fernandes, 2007;
Igartta et al., 2015; Silva, Fachin, Beleboni, Franca, & Marins, 2013) modificAndola
a las condiciones propias de trabajo en el laboratorio. La toxicidad celular se
determind mediante la formula de viabilidad celular luego de la aplicacion de
diferentes concentraciones de la formulacion liposomal y de un control en células
sembradas en platos de cultivo (Cellstar) de 12 pozos. Una concentracién final de
4x10° células fueron sembradas en cada pozo y se adicion6 1 ml de medio DMEM
con 5% de SFB y 1% de Hepes. En el momento en el que aprecio la formacion de
la monocapa se adiciond diferentes concentraciones conocidas del
nanoestrucurado liposomal y de Dox-H comercial, y se comparé con un control
(phosphate buffered saline, PBS). Concentraciones de Dox-H y de la formulacion
liposomal (0.03 mg/mly 0.3 mg/ml para ambos) al igual que el control (1:10) fueron
diluidas medio DMEM con 5% SFB y 1% HEPES en tubos previamente marcados y

esterilizados, logrando un volumen final de 1 ml/ pozo. Cada una de las diluciones
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realizadas a partir de las dos concentraciones de Dox-h, de la formulacion liposomal
y el control fueron adicionadas en células cultivadas bajo las condiciones
previamente establecidas. Cada concentracion se adicioné por duplicado y se
realizo lectura a las 4, 24, 48 y 72 horas (4 platos de 12 pozos cada uno). Al
momento de la lectura se adicion6 150 pl de tripsina a cada pozo, se llevé a incubar
por 15 minutos bajo las mismas condiciones y posteriormente se utilizé un embolo
de jeringa de 1 ml para facilitar el desprendimiento de las células realizando un
raspado suave sobre la superficie del pozo. Un total de 1 ml fue recuperado de cada
uno de los pozos y se depositd en tubos eppendorf previamente marcados y
esterilizados, los cuales fueron llevados a centrifugar durante 5 minutos a 3500 rpm
con el fin de precipitar las células. El sobrenadante resultante fue desechado y las
células se resuspendieron posteriormente en medio DMEM nuevo con el fin de
inactivar la tripsina. Luego de realizar un buen mezclado con ayuda de una
micropipeta se tomd 10 ul de la suspension y se mezclé con 10 ul de azul de Evanz
para realizar la correspondiente lectura y conteo con ayuda de la camara de
neubauer® en un microscopio a 10X . Este proceso se repitié para cada uno de los

tratamientos.

Evaluar la efectividad bacteriostatica de una formulacion liposomal de

Doxiciclina hiclato Vs control, en cultivos bacterianos

Para lo cual se hizo uso de colonias de Bacillus cereus, las cuales se

encontraban almacenadas a -80°C. Estas fueron inoculadas en medio cerebro-
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corazon (BHI) y se mantuvieron a 37°C durante 24 horas, momento en el cual se
determind su concentraciéon final con ayuda del patrén McFarland.( 250 ul del
inéculo a una concentracion final de 4x10° fueron depositados en agares mueller
hinton, los cuales fueron mantenidos a 37°C durante 48 horas y se realizé
antibiogramas con sensidiscos de tetraciclina (30 pg) con el fin de determinar el halo
de inhibicién y hacer comparaciones del mismo con la formulacion liposomal y Dox-
H comercial a la misma concentracion (30ug). Tanto la formulacion liposomal como
la Dox-h comercial fueron previamente diluidas en buffer fosfato Ph 7.4 para
posteriormente ser depositadas en el agar en un trozo de papel absorbente del
mismo tamafio empapado con las mismas. Esto ademéas permitié establecer un
perfil de atrapamiento y liberacion. (Shanmuganathan, Shanumugasundaram,
Adhirajan, Ramyaa Lakshmi, & Babu, 2008). Los halos de inhibicion desarrollados
fueron medidos con ayuda de una regla para determinar a su vez la sensibilidad del
agente a los antibiéticos usados. El estudio fue realizado por triplicado para obtener

un mayor nivel de confianza.

Determinar el perfil farmacocinético en plasma y en un biomodelo

canino de una formulacion liposomal de Doxiciclina hiclato.

Estabilidad coloidal en plasma canino
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La posible agregacion o aglutinacion de la formulacion liposomal fue
evaluada y comparada al agregar muestras con diferentes concentraciones de la
siguiente manera: A. 100 pl de plasma canino, B. 100 pl de plasma canino + 1pl de
la formulacion sin Dox-h, C. 100 pl de plasma canino + 10 pl de la formulacion sin
Dox-H, D. 100ul de plasma canino + 0.003mg de Dox-h, E. 100ul de plasma canino
+ 0.03mg de Dox-h, F. 100ul de plasma canino + 0.003mg de Dox-h en la
formulacion liposomal, G. 100ul de plasma canino + 0.03mg de Dox-h en la
formulacion liposomal. La concentracion inicial de la formulacion liposomal fue de
0.33905 mg/ml la cual fue diluida en buffer fosfato hasta alcanzar las
concentraciones mencionadas. El estudio se realiz6 en un plato para ELISA (Nunc-
ImmunoTM MicroWellTM 96-Well Plates Clear Pinchbar MaxiSorpTMFlat-Bottom),
en el cual se prepararon las muestras por duplicado y posteriormente se hizo lectura
en un espectrofotébmetro (Synergy HT Multi-detection reader) a 400, 450, 500 y 550
nm. La estabilidad de la formulacién en plasma se bas6 en comparar la turbidez

obtenida respecto al plasma solo (Li et al., 2016; Lopes De Azambuja et al., 2015)
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imagen 2. Se muestra el plato utilizado para el ensayo de aglutinacion con los
tratamientos adicionados por duplicado

El tratamiento final aplicado al biomodelo canino sera realizado siempre y
cuando se obtengan resultados (citotoxicidad y aglutinacién) que al ser analizados

permitan la aplicacion sin generar ningun tipo de riesgo para la salud del animal.
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Resultados

Determinar los efectos de toxicidad celular de un nanoestructurado liposomal

de Doxiciclina hiclato en cultivos de lineas celulares DH82

Luego de determinar que las células en los pozos dentro de los platos de
cultivo habian alcanzado una estapa de crecimiento exponencial se procedié a

realizar las respectivas lecturas.

Imagen 3. Platos de cultivo inmediatamente después de ser sembrados, sin
alcanzar una fase de crecimiento exponencial y luego de 24 horas de recibir los
tratamientos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos luego de realizar el

ensayo previamente descrito:
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Tabla 1. Se muestra el estado de las células luego de 24 horas de la aplicacion de
los tratamientos

DMPC (0.03 Mg/ mli DMPC (0.3 mg/ ml Dox-H (0.03 mg/ Dox-H (0.3 mg/
Dox-H) Dox-H) ml)... ml)....

DMPC (6 mg/ml) Control (PBS)

Tabla 2. Estado de las células luego de 48 horas de aplicar los tratamientos

DMPC (0.03 Mg/ ml | DMPC (0.3 mg/ ml | Dox-H (0.03 mg/ | Dox-H (0.3 mg/
Dox-H) Dox-H) ml)... ml)....

DMPC (6 mg/ml)
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Tabla 3. Estado de las células luego de 72 horas de aplicar los tratamientos

DMPC (0.03 Mg/ ml
Dox-H)

DMPC (0.3 mg/ ml
Dox-H)

Dox-H
ml)...

(0.03 mg/

Dox-H

(0.3

mg/

Control (PBS)

Tabla 4. Conteo individual luego de realizar un promedio entre 4 lecturas de cada

concentracion, se aprecia que cada muestra se encuentra por duplicado

Tiempo de lectura

4 horas 24 horas 48 horas 72 Horas
Muestras | repeticion | Vivas | Muertas | Vivas | Muertas | Vivas | Muertas | Vivas | Muertas
DMPC + R1 231,8 | 7.3 |2473| 103 | 280 15 263 6.3
0.03ug R2 2623 6 20903| 13 |3045 9 2458 | 105
Dox-H
DMPC + R1 1237 | 143 | 174 94 1 204.7 0 265
0.3ug R2 3045| 30.8 |147.3| 448 0 171.3 0 265
Dox-H
Dox-H R1 395 | 395 |2346| 10 |2555| 95 |2233| 923
0.03 R2 257 27 258 | 12.6 |2833| 15 |2293| 87
Dox-H R1 400 | 745 | 147 61 10 | 271.3 | 1.5 265
0.3 g R2 187.3| 155 |1023| 398 | 1.7 | 2177 1 265
DMPC R1 206.3| 11 349 93 |259.7| 63 273 | 233
R2 1825| 6.5 |321.6 9 257 | 12.3 | 285 13
PBS R1 100.8| 3.8 |3288| 153 |266.7| 173 | 35 265
R2
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Tabla 5. Porcentaje de viabilidad de cada uno de los tratamientos en funcion del

tiempo
MUESTRAS % DE VIABILIDAD

4 H 24H 48H 72H
DMPC + R1 96,97 96,00 94,92 97,65

0.03ug Dox-
H R2 97,76 95,84 97,13 95,90
DMPC + R1 89,61 64,93 0,49 0,00
0.3pg Dox-H R2 90,83 76,69 0,00 0,00
Dox-H 0.03 R1 90,91 95,91 96,42 95,99
Mg R2 90,49 95,34 94,97 96,36
Dox-H 0.3 R1 84,30 70,67 3,55 0,56
Mg R2 54,72 72,01 0,76 0,38
PBS R1 94,94 97,40 97,62 92,13
R2 96,56 97.45 95,42 95,64
DMPC R1 96,41 95,57 93,90 1,30

Tabla 6. Grafica de barras de la media y desviacion estandar del porcentaje de
viabilidad de los tratamientos vs tiempo

Viabilidad celular

EDMPCO0,03 mDMPCO,3 DOX 0,03 mDOXO0,3 mDMPC

120

100

8
6
4
2
0 —

4 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
TIEMPO

% DE VIABILIDAD
o o© o

o
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Se observa una estabilidad de las células en general durante las primeras 4y 24
horas, sin embargo en ambas se nota una pequefia diferencia con Dox-H (0.3
mg/ml), que se vuelve similar a las 24 horas entre Dox-H (0.3 mg/ml) y DMPC +
Dox-H (0.3 mg/ml) posiblemente ligado a la alta saturacion con Dox-H. Luego de
48 horas la mortalidad celular en los mismos tratamientos mencionados
anteriormente aumenta considerablemente, lo cual también ocurre con la
formulacion DMPC a las 72 horas de aplicacion. No se observa una mortalidad
uniforme entre los diferentes tratamientos y se aprecia una viabilidad levemente

mayor en la formulacion DMPC + Dox-H (0.03 mg/ml) a las 72 horas de lectura.
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Evaluar la efectividad bacteriostadtica de una formulacién liposomal de

Doxiciclina hiclato Vs control, en cultivos bacterianos

Una vez las colonias de Bacillus cereus llegaron a una fase de crecimiento
exponencial, aproximadamente a las 48 horas de sembradas fueron retirados de la
incubadora y se hizo mediciones de los halos de inhibicion obtenidos con los

diferentes tratamentos aplicados.

imagen 4. Distribucién de los tratamientos en el hagar mueller hinton inoculado
con Bacillus cereus. A. Sensidisco de tetraciclina (30ug). B. Dox-H estandar
(30ug) C. Formulacién liposomal (30ug) D. Blanco (Buffer phosphate saline ph 7.4)

La medicién de los halos de inhibicion se realizé en milimetros, arrojando
los resultados expresados a continuacion: A. Sensidisco de tetraciclina 30 pg (13
mm), B. Dox-H estandar comercial 30 pg (18 mm), C. Formulacién liposomal 30 ug

(18 mm) y D. Blanco (0 mm)



Se realiza la prueba no paramétrica para dos muestras independientes de
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igual tamafio (mann Whitney- Wilcoxon), la cual arroja que no existe una diferencia

estadistica significativa (p=0.25) entre las medias obtenidas entre los tratamientos

DMPC vs Dox-H, igualmente la significancia es inexistente entre DMPC Vs

Tetraciclina (p=0.100).

imagen 5. Graficos en los que se representa las medias de las muestras

18+

YTitle
2

14+

12

Unpaired t test data

YTitle

evaluadas.

19.517
19.04
18.54
18.04
17 64

17.0 4

16.5

Unpaired t test data
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Determinar el perfil farmacocinético en plasma y en un biomodelo

canino de un nanoestructurado liposomal de doxiciclina hiclato.

La influencia de las diferentes concentraciones de los tratamientos utilizados fue
monitoreada por cambios en la turbidez a 400, 450 y 500 nm, en las formulaciones
DMPC + Dox-H (0.3 mg/ml), DMPC (0.3 mg/ml) y Dox-H (0.3 mg/ml) se not6 un
marcado aumento en la turbidez en todas las longitudes de onda utilizadas, 1o que
puede indicar un proceso de aglomeracion resultado de un crecimiento del tamafio

de las particulas. (Lopes De Azambuija et al., 2015)

Tabla 4. En la cual se aprecia los resultados obtenidos luego de someter los tratamientos al

espectrofotometro y medir a 400, 450 y 500 nm.

Estabilidad en plasma

1,200
1,000
0,800
0,600
0,400

0,200 —0—100
0,000

oD

S & O & 450
F & O % 500
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Conclusiones y recomendaciones

Los altos niveles de toxicidad arrojados por la formulacion liposomal y Dox-
H a partir de la 48 horas de agregados los tratamientos indican la necesidad de
realizar un nuevo estudio de citotoxicidad en donde se incluyan nuevas

concentraciones como la concentracion terapéutica (0.09 a 0.160 mg/ml).

La incapacidad de la formulacion liposomal para atravesar las membranas
utilizadas de 0.02 um establecen que luego de realizar el proceso de fabricacion
de la misma, incluso al pasar por un extrusor con una membrana con tamafos de
poro igual hay agregacion nuevamente de los liposomas generados, lo que se
debe corregir con procesos que garanticen una homogeneidad mayor en el

resultado final.

El proceso de fabricacion de la formulacion liposomal no garantiza una
esterilidad completa del producto final, lo que sumado a la variacion del tamafio de
la misma implica un riesgo para la salud del animal que seria sometido al
tratamiento intravenoso con la formulacion, esto sumado a la ausencia de estudios
de interaccion inmunoldgica con el biomodelo canino soporta la no utilizacién de la

formulacién en el mismo.
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