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Resumen

La doxiciclina es el antibiotico de eleccion en caninos para el tratamiento de la ehrlichiosis
monocitica (CME). Aunque el farmaco es considerado seguro, no estd exento de reacciones
adversas. Estos efectos indeseables estan relacionados con sus propiedades irritantes
(gastrolesividad principalmente con presencia de vomito). El objetivo general de esta tesis fue
describir la farmacocinética y demostrar la seguridad de una nueva formulacion microencapsulada

para la liberacion de doxiciclina en el biomodelo canino (Formicrodox).

Para dicho fin se estudi6 inicialmente la cinética, por medio de dos ensayos piloto (cruzado sin
ayuno, y paralelo en ayunas) en ejemplares considerados sanos; y posteriormente se realiz un
ensayo preclinico en pacientes con CME (estudio explicativo de grupos paralelos de equivalencia:
Formicrodox vs. control, unicéntrico, triple ciego y con asignacion aleatoria) en donde fue medido,
durante 28 dias, el nimero de eventos de vomito como desenlace primario, cambios hematoldgicos

como desenlace secundario e inferencia bacteriostatica como desenlace terciario.

En los estudios piloto y preclinico, se logré obtener valores por encima de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) establecida para el manejo de CME. En las intervenciones de animales sanos, no
se presentaron para los dos procesos (con ingesta de alimentos y en ayuno) diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p=0,453 y p=0,262 respectivamente). El
parametro AUCo-24:MIC, en los dos ensayos piloto, se encontraron por encima de 215. Para el
estudio preclinico no se obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p= 0,843) entre la
formulacion innovadora y el grupo control, y el valor AUCo-24:MIC obtenido en este ensayo fue

de 791,05 y 1789,6 respectivamente.



Para en estudio preclinico de seguridad en perros enfermos con CME, cinco (5/198) ejemplares
cumplieron con los criterios de inclusion, y cuatro fueron reclutados por medio de asignacion por
bloques balanceados. En el estudio de seguridad se presentaron 3 eventos de vomito durante los
28 dias de tratamiento, tanto en el grupo microencapsulado como para el grupo control (p=1.0).
Luego de comparar la diferencia entre tratamientos, la interaccion entre el tratamiento y los
tiempos de estudio, y el valor inicial y final de los pardmetros hematoldgicos obtenidos; se
determind una diferencia estadistica entre el valor inicial de plaquetas (p=0,022) y proteinas
plasmaticas (p=0,03) en comparacion con el valor final. Todos los datos hematoldgicos para el
altimo dia de la intervencion se encontraron en los rangos considerados normales para la especie
en los dos grupos estudiados. En el desenlace terciario se evidencio un descenso de manera
constante de copias de DNA de Ehrlichia canis (16S rRNA) durante las primeras 48 horas de
tratamiento en los dos grupos, donde apenas fue perceptible la amplificacion del gen por encima

de la linea Ct por qPCR.

El estudio demostr6 que el microencapsulado no tuvo diferencias significativas con la doxiciclina
hiclato comercial como control, respecto al comportamiento farmacocinético e indicadores de
seguridad. Se deben realizar estudios clinicos que puedan ser llevados a cabo en un mayor nimero
de ejemplares caninos y que confirmen la eficacia y eficiencia de esta estrategia innovadora, con

el fin de considerar el microencapsulado estudiado, en un escenario comercial a futuro.



Abstract

Doxycycline is the antibiotic of choice for dogs for the treatment of monocytic erlichiosis (CME).
Although this drug is considered to be safe, it is not free of adverse reactions. These undesirable
effects are related to its irritant properties (principally gastrolesivity with the presence of
vomiting). The general objective of this thesis is to describe its pharmacokinetics and to
demonstrate the security of a new formulation microencapsulated for the liberation of doxycycline

in the canine biomodel (Formicrodox).

Toward this stated aim, kinetics were studied through two pilot tests (crossed without fasting, and
parallel with fasting) on healthy canine exemplars, followed by a preclinical test (explanatory
study of parallel equivalent groups: Formicrodox vs. control), unicentric, triple blind with a
random design) in which the number of vomiting events were measured over a period of 28 days
as a primary outcome, hematological changes were measured as a secondary outcome, and

bacteriostatic inference was measured as a tertiary outcome.

In pilot and preclinical studies, values were obtained that were above the minimum inhibitory
concentration (MIC) established for the management of CME. In healthy animal interventions,
they were not found for either of the two processes (with ingestion of foods and during fasting),
with statistically significant differences between the two treatments (p=0.453 and p=0.262,
respectively). The parameter AUCO0-24:MIC was found to be above 215 in the two pilot trials. For
the preclinical study, statistically significant differences were not obtained (p=0.843) between the
innovative formulation and the control group, and the AUCO0-24:MIC values obtained in this test

were 791.05 and 1789.6, respectively.



For the preclinical study of safety in dogs ill with CME, five (5/198) exemplars met the criteria of
inclusion and four were recruited through the assignation of balanced blocks. In this safety study,
3 vomiting events presented during 28 days of treatment in the microencapsulate group, as well as
in the control group (p=1.0). After comparing the difference between treatments, the interaction
between treatments and study times, and the initial and final values of the hematological
parameters obtained, it was determined that a statistical difference was found between the initial
plaque value (p=0.022) and plasma proteins, (p=0.03), as compared to the final value. All of the
hematological data for the last day of the intervention were found within ranges considered to be
normal for the species in the groups studied. In the tertiary outcome, a constant decline in copies
of the DNA of Ehrlichia canis (16S rRNA) was found during the first 48 hours of treatment in the
two groups, in which the amplification of the gene above the Ct line for gPCR was barely

perceptible.

This study demonstrated that the microencapsulate did not present significant differences with the
commercial doxycycline hyclate as a control with respect to pharmacokinetic behavior and
security indicators. Clinical studies must be done that can be implemented for a larger number of
canine exemplars and that confirm the efficacy and the efficiency of this innovative strategy with

the goal of considering the microencapsulate studied for its future in the commercial arena.



Introduccion

Ehrlichia canis es el patdgeno causante de la Ehrlichiosis monocitica canina (CME). Esta
enfermedad fue reportada en el afio 1935 en Argelia a partir de experimentos realizados con perros.
El agente descrito por Donatein y Lestoquard en el afio 1935 fue Ilamado en un inicio Rickettsia
canis. Posteriormente, fue renombrado en el afio 1945 como Ehrlichia canis en honor al
bacteridlogo aleman Paul Ehrlich. En la década del 60, muchos ejemplares caninos militares de
raza pastor aleman, que estuvieron en la guerra de Vietnam, sufrieron sintomas caracterizados por
hemorragias y emaciacién, con una elevada mortalidad. La etiologia le fue atribuida a la bacteria
Ehrlichia canis y la enfermedad fue llamada Pancitopenia Tropical Canina. Desde entonces, este
microorganismo de la familia Anaplasmataceae ha sido considerado el causante de una de las
dolencias infecciosas mas comunmente detectadas en perros, principalmente localizados a nivel
del trépico. Finalizando el siglo 20, varios autores reportaron en sus investigaciones, el potencial
bacteriostatico que tiene la familia de las tetraciclinas en el tratamiento de los microorganismos
del orden Rickettsiales. En perros, la doxiciclina (farmaco incluido en esta familia) es el antibidtico
de eleccion para pacientes con CME, debido a su mecanismo de accién, propiedades
antibacterianas, y a que, hasta la fecha, no han sido reportados mecanismos de resistencia por parte
del patégeno a las tetraciclinas. Durante afios, el protocolo terapéutico fue establecido a una dosis
de 10 mg/Kg al dia, durante 14 a 21 dias. Sin embargo, en el afio 2002, Neer y colaboradores
(Grupo de estudio de enfermedades infecciosas del Colegio Americano de Medicina Interna
Veterinaria - ACVIM), plantearon la necesidad de extender la administracion oral por 28 dias. Este
cambio de paradigma pudo haber logrado mejorar la respuesta al tratamiento, sin embargo, por las
caracteristicas fisico-quimicas de las tetraciclinas, la presencia de efectos indeseables fue

habitualmente reportada (principalmente efectos gastrolesivos, esofagitis y efectos por quelacion



del calcio). En el afio 2011, Shultz y colaboradores demostraron, por medio de un estudio
retrospectivo, que el efecto secundario mas comunmente reportado en perros tratados con
doxiciclina era el vémito (18,3%). En la actualidad se viene presentando un auge en el desarrollo
de productos microencapsulados, que han logrado adaptar nuevas formas farmacéuticas de
antibidticos, y han permitido obtener mejores indicadores de seguridad, gracias a la liberacion de
los principios activos por medio de mecanismos controlados. Debido a esta problematica, y a las
nuevas perspectivas en el area de la biotecnologia, un equipo de trabajo interdisciplinario (grupos
de investigacion GIVET y GAMA adscritos a la Corporacion Universitaria Lasallista), disefio y
desarroll6 un sistema de liberacion controlada de doxiciclina a partir de un prototipo de
encapsulacién (utilizando carboximetil celulosa, azucar y gelatina) por medio del método de
secado por aspersion (spray drying) (Gallego-Londofio, 2017), y probado de manera preliminar en
lineas celulares DH82 (Mazabel-Riera, 2017).

La tesis esta compuesta de tres capitulos: el primero es una revision de tema en el cual se describe
el estado del arte de la farmacocinética y efectos adversos de la doxiciclina en el tratamiento de la
ehrlichiosis para ensayos clinicos en caninos, el segundo es un andlisis farmacocinético de un
microencapsulado para la liberacion de doxiciclina en el biomodelo canino sano (luego de la
ingesta de alimentos y en ayunas), e infectado naturalmente con Ehrlichia canis; y en el tercero se
demuestra la seguridad de un microencapsulado para la liberacion de doxiciclina en el tratamiento

de la ehrlichiosis monocitica canina.



Capitulo 1

Farmacocinética y efectos adversos de la doxiciclina en el tratamiento de la ehrlichiosis:

Fundamentos tedricos para ensayos clinicos en caninos.

Introduccion

Las tetraciclinas han sido utilizadas ampliamente desde su descubrimiento en 1953 cuando fue
comercializada por primera vez por Lederle Laboratorios. Durante muchos afios, estos antibioticos
fueron la primera opcion en el tratamiento sistémico del acné en pacientes humanos (Smith &
Leyden, 2005). Con el tiempo las dificultades que representaba la ingesta de 4 dosis al dia, y la
necesidad de tomarla en ayunas para que cumpliera un buen efecto bacteriostatico, llevd al
desarrollo de antibioticos sintéticos, empezando con la produccion y comercializacion de la

doxiciclina en 1967 (Barza & SchieFe, 1977; Nelson & Levy, 2011).

La doxiciclina es considerado el farmaco de eleccion para el tratamiento de la Ehrlichiosis
Monocitica Canina (CME) (T. Neer, Breitschwerdt, Greene, & Lappin, 2002). La CME es una
enfermedad infecciosa canina causada por la bacteria Ehrlichia canis, la cual es transmitida
principalmente por garrapatas de la especie Riphicephalus sanguineus (Keefe, Holland, Salyer, &
Ristic, 1982). El género Ehrlichia es clasificado dentro del orden Rickettsiales y familia
Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001) y se caracterizan por ser organismos intracelulares
obligados, pleomorficos, con frecuencia esferoide u ovoide, que se establecen en monocitos,
linfocitos, neutréfilos y plaquetas, produciendo morulas intracitoplasmaticas, la infeccién dentro
del animal se disemina via sanguinea o linfatica dentro de las células mononucleares infectadas (T
Waner et al., 2001). A pesar de ser considerado el farmaco de eleccidn, la doxiciclina causa una

amplia gama de efectos indeseables en pacientes caninos con CME debido a las altas dosis y



tiempos prolongados que se requieren para el cumplimiento del protocolo bacteriostatico con el
fin de combatir esta enfermedad. Esta revision presenta los aspectos farmacocinéticos y posibles

efectos adversos relacionados con el uso de la doxiciclina en el tratamiento de la CME.

Aspectos generales y fundamentos basicos de los ensayos preclinicos y de fase |

Los ensayos clinicos son de carécter prospectivo, y por el nUmero de observaciones sucesivas
realizadas durante el periodo de estudio, son catalogados como longitudinales. Generalmente,
incluyen poblaciones homogéneas que puedan ser comparables en cuanto a su condicién de
enfermedad y caracteristicas biolégicas (Lazcano-Ponce et al., 2004). Inicialmente, en la
evaluacion toxicologica de nuevas sustancias, se emplean baterias de ensayos en diferentes
sistemas, que comprenden modelos experimentales in vitro (cultivos y lineas celulares) e in vivo
(biomodelos alternativos y/o un reducido nimero de animales). Las mismas abarcan diferentes
dianas, que van desde la toxicidad intrinseca de la sustancia evaluada, hasta la evaluacion de sus
posibles efectos toxicos en los diferentes sistemas y 6rganos. La valoracion armdnica de los
resultados de estos estudios permite llegar a un criterio mas integral de la toxicidad de nuevas

formulaciones y sus posibles consecuencias (Gamez & Mas, 2007).

Disefio
El disefio experimental clasico de los ensayos clinicos tiene ciertas caracteristicas que lo definen.

a. Control de las condiciones bajo estudio (seleccion de los sujetos, la manera como el
tratamiento es administrado, la forma en la que las observaciones son obtenidas, los instrumentos

usados para realizar las mediciones, entre otras).



b. Definicion clara de la intervencion bajo estudio y al menos un grupo control.

c. Asignacion aleatoria a los grupos de intervencion, por lo tanto, en los estudios triple
ciego, ningun investigador, clinicos participantes, o sujetos de estudio, deben interferir por si

mismos en la decision del tratamiento que ellos recibiran.

d. Estratificacion de la poblacion de sujetos de estudio en subgrupos, por diversos factores,

como edad, sexo, grupo étnico y condicion clinica estudiada.

e. Definicion y cuantificacion de los desenlaces (outcome), antes y después de haber
recibido la intervencién (Alfonso, Guerrero, & Lorenzana-Jiménez, 2009; Lazcano-Ponce et al.,

2004).

Importancia de los ensayos preclinicos y de fase | para la evaluacién de nuevas

formulaciones

Los ensayos preclinicos, dentro del tamizaje toxicoldgico inicial en el estudio de nuevas
formulaciones, permiten detectar alteraciones de las funciones celulares bésicas, debido a la
exposicion a un compuesto (Gamez & Mas, 2007; Straughan, Fentem, & Balls, 1997). La seleccion
de los diferentes ensayos, especies, tiempo, vias de exposicion y dosis a emplear, estaran en
dependencia de las caracteristicas propias de la sustancia estudiada, y de los objetivos de su posible
uso (medicina humana o veterinaria) (Gamez & Mas, 2007).

Para evaluar una nueva formulacion, los objetivos principales de los ensayos preclinicos y de fase
I, comprenden el estudio de la seguridad al valorar la presencia de efectos indeseables. Estos
estudios determinan la tolerabilidad al establecer los limites probables de valores de dosis clinicas

seguras; y estudian la farmacocinética al valorar la absorcion, distribucion, metabolismo y
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excrecion del farmaco. En ocasiones, en los ensayos clinicos de fase I, las pruebas son realizadas
en individuos enfermos, y no es ético exponer a voluntarios sanos a posibles efectos tdxicos
predecibles (Alfonso et al., 2009). Los ensayos preclinicos y de fase I, estan disefiados para
determinar las acciones farmacoldgicas, el metabolismo de las drogas, asi como los posibles
mecanismos de accidn, las reacciones adversas asociadas con las dosis, y si es posible, obtener
evidencia temprana de su efectividad. De igual manera, también incluyen estudios en los que los
nuevos agentes farmacoldgicos son utilizados como herramientas de investigacion para explorar
fendmenos bioldgicos o en el proceso de enfermedad. Durante esta fase se cuantifican
ampliamente los efectos farmacocinéticos y de seguridad que permitirian planear las fases

subsiguientes (Alfonso et al., 2009; Lazcano-Ponce et al., 2004).

Doxiciclina

Los primeros intentos que se realizaron al tratar de modificar la estructura quimica de las
tetraciclinas se vieron obstaculizados por la inestabilidad inherente a los compuestos. El
descubrimiento en la década de 1950 del grupo 6-hidroxilo, dio paso en 1962 (gracias al trabajo
de Schach Von Wittenau y colaboradores) a la posibilidad de remover dicha estructura de estos
antibidticos (Nelson & Levy, 2011), dando como resultado una molécula de 6-deoxitetraciclina
con propiedades farmacocinéticas e incremento en la actividad antibacteriana en comparacion con
la familia precursora (Cunha, Sibley, & Ristuccia, 1982; Von Wittenau, Beereboom, Blackwood,
& Stephens, 1962). La doxiciclina puede ser sintetizada por diferentes procesos. Esta puede ser
aislada como sal hidroclorhidrato solvatada. La doxiciclina hiclato es la abreviacién de doxiciclina

clorhidrato hemietanolato hemihidrato (Cunha et al., 1982). La doxiciclina es considerado un
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antibidtico de segunda generacion (Saivin & Houin, 1988) que en términos de estructura se puede

distinguir de las originales tetraciclinas por sustituciones en las posiciones 5y 6 (Figura 1).

OH 0 OH 0
| | ! I
' 1N A /12 1 2//CO-NHz
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.
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Figura 1. Estructura quimica de la doxiciclina.

Parametros para el estudio de la farmacocinética de la doxiciclina, y su relacion con
posibles efectos adversos

La absorcion, distribucion y eliminacién de la doxiciclina dependen de factores tales como el
tamafo de particula, coeficiente de particion de lipidos/tampdn, acople a proteinas plasmaticas,
acidez de los medios bioldgicos, exposicion a cationes multivalentes (Ca2 +, Mg2 +, Zn2 +, Cu2
+, Fe2 +, Fe3 +, AI3 +) y el nivel de expresion de la P-glicoproteina (P-gp) en las membranas
celulares que enfrentan. En particular, su lipofilia es bastante diferente a la de las tetraciclinas, la
doxiciclina tiene un coeficiente de particion mas alto (0.63) en comparacidn con las tetraciclinas

(0,102). La mayor lipofilia le permite un mayor paso por las membranas bioldgicas, lo que facilita
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la penetracion en tejidos corporales (Barza & SchieFe, 1977; Fourtillan & Saux, 1977; Riond,

Vaden, & Riviere, 1990; Saivin & Houin, 1988).

Absorcion
El proceso de absorcion comprende los mecanismos de liberacién del farmaco de su forma
farmacéutica, su disolucion, la entrada al organismo desde el lugar de administracion, los
mecanismos de transporte y la eliminacion presistémica, asi como las caracteristicas de cada via
de administracion, la velocidad, la cantidad de farmaco que accede a la circulacién y los factores
que puedan alterarla (Armijo, 2003). La doxiciclina por tener un coeficiente de particion alto
cuenta con una mayor solubilidad en lipidos, esto explica su absorcion superior en comparacion
con otras tetraciclinas después de una administracion oral, caracteristica util para una buena
distribucion hacia los tejidos (exceptuando el liquido cefalorraquideo) (Barza & SchieFe, 1977;
Deck & Winston, 2012; Fourtillan & Saux, 1977; Riond et al., 1990; Saivin & Houin, 1988). La
doxiciclina presenta una mayor absorcion por via oral con rangos que oscilan entre el 90% vy el
100% de biodisponibilidad debido a su alta liposolubilidad, sin embargo esto tiene como
inconveniente la union en mayor medida a proteinas plasmaticas (principalmente a la albimina)
(Del Castillo, 2013) en comparacion con otras tetraciclinas (Lemos, 2002). Esta puede estar
cercana entre un 82 a un 93% (Agwuh & MacGowan, 2006), lo cual representa un problema para
poder mantener concentraciones minimas inhibitorias (MIC), ya que los farmacos que se fijan
facilmente a las proteinas, pueden reducir su capacidad de accion que es exclusiva de la fraccion
libre (Chambers, 2007). La doxiciclina también se ha asociado a la unién con transferrina en su
fraccion B-globulina en humanos (Bocker, Muhlberg, Platt, & Estler, 1986). Desde el punto de

vista terapéutico, una alta biodisponibilidad no siempre es lo mas apropiado ya que una mayor
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absorcion podria asociarse con un incremento en la aparicion de efectos adversos, pues como
premisa farmacocinética lo deseable de un farmaco es que mantenga niveles séricos adecuados
durante tiempos prolongados (Armijo, 2003).

Las tetraciclinas en general, en disolucion, suelen ser méas estables frente al PH &cido, y en su
mayoria se comportan como anfoteros, por lo tanto pueden actuar como aniones (formando sales
de sodio) o como cationes (como clorhidratos) (Lemos, 2002). La absorcién ocurre principalmente
en el intestino delgado superior (Deck & Winston, 2012) y al entrar en contacto con la dieta se
puede dar una interaccién por la formacién de precipitados insolubles que pueden llegar a causar
una reduccién en la cantidad del antibidtico que se absorbe debido a la presencia de cationes
divalentes tales como Ca+2, Mg+2y Fe+2) (Lemos, 2002). A pesar de esto, se ha reportado que la
absorcion de doxiciclina, a diferencia de otras tetraciclinas, no se ve significativamente afectada
por los efectos de quelacién luego de un tratamiento en conjunto con la ingesta de alimentos
(Kukanich & Kukanich, 2015; Saivin & Houin, 1988; Saux, Mosser, Pontagnier, & Leng, 1983).
Los cationes divalentes son elementos considerados bajos en la dieta y en consecuencia la
interaccion con las tetraciclinas no ha sido considerada representativa (Armijo, 2003; Carou, Font,
& Jover, 1999; Deck & Winston, 2012). A pesar de esto se ha reportado que algunos parametros
farmacocinéticos como la biodisponibilidad y el area bajo la curva (AUC) podrian verse afectados
(hasta un 20%) cuando el antibidtico es suministrado en conjunto con alimentos (Agwuh &
MacGowan, 2006; Del Castillo, 2013; Saux et al., 1983), esto podria ser inconveniente debido a
la imposibilidad de cumplir con las concentraciones minimas inhibitorias en la gama de patdgenos

sensibles.
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La concentracion de doxiciclina sérica requerida, en el tratamiento de CME, debe permanecer por
encima de niveles superiores a 0,03 pg/ml (Branger, Rolain, & Raoult, 2004), durante 28 dias (T.

M. Neer, Breitschwerdt, Greene, & Lappin, 2002).

Distribucion
La cinetica de absorcion cuantifica la entrada de farmaco en la circulacion sistémica y engloba los
procesos de liberacion del farmaco de su forma farmacéutica, disolucion, absorcion propiamente
dicha y eliminacién presistémica. La distribucién incluye el estudio de la velocidad de absorcion,
de la cantidad absorbida y de los factores que la alteran (Armijo, 2003). En términos generales,
luego de empezar el proceso de absorcion de doxiciclina se pueden encontrar trazas en sangre
después de 15 minutos de administracién oral (Saivin & Houin, 1988) con un volumen de
distribucion en promedio de 0,7 I/Kg, y con una concentracién maxima (Cmax) detectable entre
las 2 y 3 horas después de ser administrada en humanos (Agwuh & MacGowan, 2006). Las
caracteristicas lipofilicas y el alto volumen de distribucion de la doxiciclina facilita una amplia
distribucion por todo el organismo que permite la acumulacion en diversos tejidos (Vicente &
Pérez-Tallero, 2010). La doxiciclina es clasificada dentro del grupo de la familia de las tetraciclinas
como farmaco de accion prolongada, por presentar un largo tiempo de vida media, con una
semivida promedio de 10.36 horas en perros (Wilson, Kemp, Kitzman, & Goetsch, 1988) y entre
16 a 18 horas en humanos (Deck & Winston, 2012; Perez-Trallero & Iglesias, 2003; Vicente &

Pérez-Tallero, 2010).



15
Eliminacion

La eliminacién de la doxiciclina se realiza principalmente a través de la bilis a diferencia de las
otras tetraciclinas las cuales tienen, como mecanismo de excrecion, la via renal (Lemos, 2002). Su
eliminacion por via urinaria es muy escasa (30 - 42%) (Fourtillan & Saux, 1978; Perez-Trallero &
Iglesias, 2003; Saivin & Houin, 1988) y por lo tanto la doxiciclina, en contraste con otras
tetraciclinas, no se acumula de manera significativa y no requiere un ajuste de la dosis en casos de
insuficiencia renal (Deck & Winston, 2012; Perez-Trallero & Iglesias, 2003). La doxiciclina puede
atravesar la barrera placentaria, y de igual manera puede ser eliminada por la leche. En el feto, las
concentraciones alcanzan niveles similares a las séricas maternas (Del Castillo, 2013). No se ha
determinado la relacion entre niveles terapéuticos con doxiciclina, e indicadores de teratogenicidad
(Cross et al., 2016; Czeizel & Rockenbauer, 1997). Las tetraciclinas se someten a la circulacion
entero-hepatica y gran parte del farmaco excretado en la bilis se reabsorbe en el intestino, este
proceso contribuye a expandir su tiempo de vida media (Del Castillo, 2013). En el caso de la
doxiciclina, las concentraciones hepaticas pueden alcanzar datos similares a las concentraciones
séricas, mientras que la bilis puede contener una concentracion 11 veces mayor (Fourtillan & Saux,
1977; Saivin & Houin, 1988), sin embargo se han reportado concentraciones 25 veces superiores
en bilis que en suero (Agwuh & MacGowan, 2006). Una vez la doxiciclina ha alcanzado la luz
intestinal, una parte de esta es quelada con Ca2++, Mg2+. La doxiciclina no quelada se reabsorbe
gracias al reciclaje entero-hepatico (Saivin & Houin, 1988).
El aclaramiento renal en ejemplares caninos normalmente se encuentra en valores cercanos a 1,68
+ 0,44 ml/min/Kg (Wilson et al., 1988), este dato es similar en humanos (Fourtillan & Saux, 1977,

Saivin & Houin, 1988). El pH de la orina puede cambiar la difusion de la doxiciclina en el tejido
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renal, por lo tanto una orina acidificada aumenta las concentraciones en este tejido, mientras que

una alcalinizacion favorece el aclaramiento renal (Saivin & Houin, 1988; Welton, 1980).

Ehrlichia canis

Ehrlichia canis fue la primera especie del género Ehrlichia reconocida y, desde su descubrimiento
en Argelia en 1935 por Donatien y Lestoquard, ha sido identificada en regiones tropicales y
subtropicales alrededor del mundo (Dolz et al., 2013; Donatien & Lestoquard, 1937; Little, 2017).
Denominada inicialmente como Rickettsia canis, cobrd importancia durante la guerra de Vietham
por causar la muerte a cientos de perros militares (Dolz et al., 2013; Keefe et al., 1982). Ehrlichia
canis es una bacteria altamente pleomorfica envuelta en dos membranas fosfolipidicas (Shimon
Harrus & Waner, 2011; Hildebrandt, Conroy, Nyindo, & Huxsoll, 1973; Rikihisa, Perry, & Cordes,
1985; Rikihisa et al., 1997), y cuenta con un material genético acoplado dentro de un cromosoma
simple circular que contiene 1,315,030 nucleétidos (Harrus & Waner, 2011; Mavromatis et al.,
2006). Esta bacteria se replica dentro de una vacuola derivada de la membrana de la célula
eucariota del hospedero, vertebrado o invertebrado (Harrus & Waner, 2011), principalmente
dentro de los monocitos (Figura 2). La CME es considerada la enfermedad infecciosa de tipo
bacteriana mas comun encontrada en la casuistica veterinaria en ejemplares caninos del tropico.
Actualmente se discute su importancia como agente con potencial zoondtico, debido a la deteccion
de infeccién en humanos de Venezuela con y sin asociaciéon de signos clinicos (Perez, Bodor,
Zhang, Xiong, & Rikihisa, 2006; Perez, Rikihisa, & Wen, 1996), y posible evidencia serolégicay
molecular en humanos de Argentina (Ripoll et al., 1999), Brasil (Calic et al., 2004; Labruna et al.,
2007), Colombia (Hidrén, Mufioz, & Vega, 2014; Rios, Franco, Mattar, Urrea, & Tique, 2008) y

Costa Rica (Bouza-Mora et al., 2017). En caninos, la patogénesis de la enfermedad depende de
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varios factores como la cantidad del inoculo, el genotipo, el estado inmunoldgico y la presencia de
coinfecciones. No existe predileccion de edad o sexo, sin embargo ha sido reportado que
ejemplares de la raza pastor aleman podrian tener una mayor susceptibilidad y un peor pronostico
en comparacion con otras razas (Little, 2010, 2017). La CME es transmitida principalmente por
garrapatas de la especie Riphicephalus sanguineus (Keefe et al., 1982). La transmision de
Ehrlichia canis en las garrapatas se da por via transestadial, pero no ocurre por via transovarica,
con lo cual, la bacteria es adquirida solamente al alimentarse sobre un hospedador infectado
(Cicuttin, De Salvo, Silva, Brito, & Nava, 2017). La infeccion del hospedero vertebrado, que
incluyen miembros de la familia Canidae como el coyote, zorro, chacal y el perro doméstico,
ocurre cuando el ectoparasito infectado ingiere sangre del macro-vertebrado y con sus secreciones
salivales contamina el sitio de ingestion; ademas de la trasmision por transfusiones de sangre de

donadores infectados con el patoégeno (Dumler et al., 2001; Little, 2010, 2017).
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Figura 2. Origen, trasmision y patogenia de Ehrlichia canis sobre un monocito. Cuando el canino
entra en contacto con los vectores (a través de la picadura), por la convivencia o la exposicién
accidental con reservorios, se puede adquirir la enfermedad. Ehrlichia canis ingresa por
endocitosis al monocito, formando un fagolisosoma donde entra en replicacion, dando como
resultado la conformacién de la mérula tipica; y por exocitosis las nuevas bacterias llegan a la

circulacién repitiéndose el ciclo. Adaptacion (Little, 2010; Rikihisa, 2010).
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Indicadores de la circulacién de Ehrlichia spp. en ejemplares caninos en Colombia

La deteccidn en ejemplares caninos seroldgica y molecular del género Ehrlichia spp. en Colombia,
ha sido descrita en diferentes regiones. Sin embargo, debido a la complejidad geografica del pais,
y al uso de diversas metodologias clinicas utilizadas para este fin, los resultados publicados en las
ltimas dos décadas, deberian ser analizados con prudencia. Se sigue considerando que existen
vacios en el conocimiento respecto a los aspectos ecoepidemioldgicos y a la distribucion de este
patogeno (Pesapane, Foley, Thomas, & Castro, 2019).

Los ejemplares caninos han sido el modelo méas estudiado para detectar la frecuencia y/o
circulacion de género Ehrlichia. Los primeros trabajos en Colombia, fueron reportados en el
departamento del Meta en el afio 2002 en un grupo de ejemplares caninos con sintomatologia y
presencia de factores asociado s, en el cual se demostrd la frecuencia inmunodiagndstica en el
34,6% (9/26) de los perros estudiados (Parrado, Vargas, Hernandez, & Vergara, 2003). En el afio
2003, se detectaron anticuerpos en un ejemplar canino con sintomatologia de CME, en la ciudad
de Manizales (Benavides & Ramirez, 2003). En el afio 2008, se estudio la circulacion del patogeno,
gracias al uso de un inmunodiagnéstico, en muestras sanguineas obtenidas entre los afios 2004 y
2005, en ejemplares caninos de la ciudad de Cali, y se determind la deteccidn de anticuerpos en
un 49,5% (50/101) de las muestras estudiadas (Silva-molano, Sanchez-ucrdés, & Loaiza-echeverri,
2008). En este mismo afio, en ejemplares caninos del departamento de Cundinamarca, por medio
de un ensayo de inmunofuorescencia, se establecio la circulacion del agente gracias a la presencia
de anticuerpos en el 31.8% de los animales muestreados (7/22 ejemplares con titulos superiores a
1:128) (Hidalgo, Vesga, Lizarazo, & Valbuena, 2009). En el afio 2012 se realizaron los primeros
ensayos moleculares de deteccion de DNA de Ehrlichia spp. en el pais. En este estudio, se

establecio la deteccion inmunodiagnostica, y la amplificacion de segmentos del gen 16S rRNA, en
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ejemplares caninos de la ciudad de Villevicencio (IFA (1:20) 84% (26/31), PCR anidada (16S
rRNA) 45% (14/31)); de Bucaramanga (IFA (1:20) 84% (26/31), PCR anidada (16S rRNA) 45%
(14/31)); y de Bogota (IFA (1:20) 66% (14/21), PCR anidada (16S rRNA) 0% (0/21)) (Vargas-
Hernandez et al., 2012). También en el afio 2012 se estudio en el Valle de Aburra la presencia de
anticuerpos en muestras de laboratorio de caninos en el 45,8% (479/1046) (Gonzélez & Loaiza,
2012); y la deteccion molecular de genes conservados de Ehrlichia spp. en perros con
sintomatologia clinica en un 33% (11/33) (Carrillo B et al., 2012). En 2013, en diferentes
municipios del departamento del Valle del Cauca, se determind la deteccion molecular de
fragmentos del gen 16S rRNA en el 54,2% (39/72) de caninos de albergues (Rojas-Trivifio et al.,
2013). También en el departamento de Cordoba se amplificaron secuencias del gen dsb (disulfido
oxidoreductasa, involucrado en la expresion de proteinas que involucran vias de oxidacion en el
periplasma de bacterias Gram negativas) (Kaakoush, Kovach, & Mendz, 2007) y 16S rRNA, en
muestras obtenidas de garrapatas de animales domésticos, encontrando una frecuencia del 3,4%
(3/87) para DNA de Ehrlichia spp. (Miranda & Mattar, 2015).

En los ultimos dos afios, las investigaciones que se han publicado, estdn encaminadas a los
diagnosticos moleculares, complementados con algunos inmunodiagnosticos. Los resultados
demuestran la deteccion de material genético del género Ehrlichia spp. en diferentes regiones y
modelos de estudio en el pais. En la regién caribe, en el municipio de Aboletes (Departamento de
Antioquia) se establecio una frecuencia del 19,4% (7/36) para el género, en perros que habitan en
la playa de este municipio (Serna-Vergara, Colorado-Duarte, & Monsalve, 2017); mientras que en
Santa Marta, en el afio 2017, el 35,6% (26/73) de los perros muestreados amplificaron para el gen
dsb (L. R. Castro, Santodomingo, Villamizar, & Foley, 2017). De igual manera, en 2018 en las

ciudades de Barranquilla y Cartagena se determind la circulacion de Ehrlichia spp, por medio de
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inmunodiagnosticos (SNAP 4Dx) en perros con propietarios y de albergues, en el 65% (250/399)
de los ejemplares estudiados (Labarthe, Rodriguez, Couto, Mendes-De-Almeida, & Guerrero,
2018). En el afio 2019, se determind la deteccion del gen 16S rRNA, por PCR en tiempo real, en
el 15,3% (26/170) de ejemplares caninos muestreados en las ciudades de Santa Marta y Ciénaga,
Magdalena (Pesapane et al., 2019), y en Ovejas, Sucre, se encontrd una prevalencia de infeccién
del 16,6% (16/98), gracias al uso de técnicas moleculares (16S rRNA) (Navarro-Davila, Pérez-
Doria, Bejarano Martinez, & Rivero Rodriguez, 2017). En la ciudad de Medellin, y Valle de
Aburra se han realizado varios estudios, en donde se ha podido demostrar la deteccion
inmunodiagnostica y molecular de Ehrlichia en ejemplares caninos. En un estudio realizado en
perros que ingresaron a clinicas veterinarias, se encontrd, a través del test SNAP 4Dx, una
seroprevalencia del 25,33% (76/300) para el género; por IFI hubo un 32,6% (98/300) ejemplares
positivos, y por la técnica de ELISA (TRP19) la deteccion fue en el 24,66% (74/300) de los
animales muestreados (Arrollave et al., 2017). De igual manera en un estudio realizado en un
albergue canino del sur del Valle de Aburra, se determind una frecuencia molecular (dsb) en el
11% (5/46), e inmunodiagndstica en el 6,5% (3/46) de los ejemplares estudiados (Posada-Zapata
et al., 2017). En el afio 2020, fue publicado un estudio, en ejemplares caninos que ingresaron a
consultorios veterinarios de la ciudad de Medellin, y se detecté una frecuencia, por medio de la
amplificacion de segmentos de los genes 16S rRNA, dsh, y TRP36, en el 18% (53/300) de los
ejemplares caninos muestreados (Arroyave et al., 2020).

En 2018, en la ciudad de Ibagué, se realiz6 un estudio de deteccion molecular de microorganismos
de la familia Anaplasmataceae, en el cual se analizaron muestras de animales domésticos y sus
garrapatas, dando como resultado una deteccion de fragmentos de los genes 16S rRNA y dsb del

4.2% (5/119) y 6.7% (8/119) respectivamente (Osorio, Miranda, Gonzélez, & Mattar, 2018).
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Genotipos

Gracias a la diversidad del gen trp36 de Ehrlichia canis, se ha podido identificar hasta la fecha, 4
genotipos (Arroyave et al., 2020):

1. Genotipo Estados Unidos (US), detectado en Norteamérica, Brasil, Nigeria, Camerun, Espafia,
Turquia e Israel (Ferreira et al., 2014; Kamani et al., 2013; Zweygarth et al., 2014). 2. Genotipo
Brasil (BR), identificado en Brasil y Turquia (Aguiar et al., 2013; Aktas & Oziibek, 2019).

3. Genotipo Taiwan (TWN), identificado en Sudéfrica, Tailandia, Turquia y Taiwan (Hsieh, Lee,
Tsang, & Chung, 2010; Nambooppha, B., Rittipornlertrak, A., Tattiyapong, M., Tangtrongsup, S.,
Tiwananthagorn, S., Chung, Y. T., & Sthitmatee, 2018).

4. Genotipo Costa Rica (CR), detectado en donantes de sangre humana de Costa Rica (Bouza-
Mora et al., 2017), y también descrito en caninos de cuatro asentamientos peruanos (Geiger et al.,

2018).

En Colombia, hasta la fecha, existe solo un estudio, realizado en caninos de la ciudad de Medellin,

en el cual se demostro la circulacion de los genotipos EU, BR y CR (Arroyave et al., 2020).

Fases de la Ehrlichiosis Monaocitica Canina (CME)
La incubacion se da en el transcurso de 8-20 dias en donde el microorganismo se multiplica en los
macrofagos del sistema fagocitico mononuclear por fision binaria, y luego se produce la
diseminacion en el animal afectado (Figura 2) (Dumler et al., 2001). El curso de la enfermedad

tiene tres fases: aguda, subclinica y cronica (McClure et al., 2010).
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Fase aguda
La fase aguda tiene una duracion promedio de 2 a 4 semanas; presenta signos inespecificos como
fiebre, exudado oculonasal, anorexia, depresion, baja de peso, linfadenomegalia, petequias,
equimosis, hepato-esplenomegalia y cambios hematologicos como trombocitopenia secundaria a
la inflamacion de endotelios vasculares, destruccion inmunoldgica de plaquetas y secuestro
esplénico de las mismas; leve anemia y leucopenia. La mayoria de los perros tienen una
recuperacion satisfactoria con un adecuado tratamiento, de lo contrario entran a la siguiente fase

de infeccion (McClure et al., 2010).

Fase subclinica

La fase subclinica puede aparecer luego de 60 dias post-infeccion (McClure et al., 2010), y tiene
una duracion reportada de hasta de 3 afios (Villaescusa, Garcia-Sancho, Rodriguez-Franco,
Tesouro, & Sainz, 2015). Los pacientes se pueden encontrar aparentemente saludables o con
disminucion en el peso, al examen de laboratorio el conteo plaquetario se reporta en rangos sub-
normales con deteccién de hiperglobulinemia (Trevor Waner, Harrus, & Bogin, 1997). En esta
fase los microrganismos, se mantienen en células del sistema fagocitico mononuclear de tejido
esplénico, evadiendo la respuesta del sistema inmune. Se desconoce el mecanismo por el cual
desencadena la fase cronica en el animal enfermo, pero estudios experimentales indican que, el
bazo es el principal érgano de almacenamiento de Ehrlichia spp en la fase subclinica; y debido a
esto, éste drgano, ha sido considerado importante en la patogenia de la enfermedad (McClure et
al., 2010; Villaescusa et al., 2015). El aumento en el tamafio de las plaquetas en esta etapa,

sugiriere trombopoyesis, y por lo tanto, una médula Gsea activa en respuesta a una disminucion
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patoldgica en el nimero de plaquetas circulantes. Esto contrasta con la depresion de la médula

Osea que se observa en la fase crénica de la enfermedad (Trevor Waner et al., 1997).

Fase crénica
La fase crdnica se caracteriza por la presentacion de signos inespecificos, y atribuibles a
desordenes de coagulacion, ocasionalmente con lesiones oculares, anormalidades neuroldgicas,
signos musculo esqueléticos, linfadenomegalia, hepato-esplenomegalia y deterioro de la
produccion medular de elementos sanguineos (pancitopenia) debido a una afeccion de la medula
6sea. La fase cronica puede observarse luego de 500 dias post-infeccion y ser persistente en el
tiempo (McClure et al., 2010). La diatesis hemorragica es mas comun en la fase cronica y se
manifiesta por petequias y equimosis de mucosas, epistaxis, hematuria, melena y sangrado
prolongado en zonas de venopuncion debido a alteraciones de la hemostasia primaria. La
trombocitopenia severa de la etapa cronica causa hemorragias retinales, hifema y petequias
conjuntivales. El paciente puede morir debido a infecciones secundarias, sangrados incontrolables

0 ambos (Gutierrez, Pérez-lbarra, & Agrela, 2016; McClure et al., 2010).

Respuesta inmune a la enfermedad
Ehrlichia canis es un microorganismo capacitado para modular la respuesta inmune. El proceso de
invasién, dentro de la célula hospedadora, incluye la adhesidon, internalizacién y la proliferacién
intracelular; seguido por exocitosis y diseminacién intercelular (Harrus, 2015). Se ha demostrado la
polimerizacién de actina durante la internalizacion, en presencia de moléculas de hierro y calcio (Alves et
al., 2014). Diferentes proteinas de membrana, incluyendo a las glicoproteinas (gp) 19, gp36 y gp140

(proteinas ricas en serina/treonina, con procesos de o-glucosilacion), se encuentran asociadas a la



25

adhesién e internalizacién dentro de las células hospedadoras (Mcbride & Walker, 2011). La molécula
gp200 contiene numerosas repeticiones de ankirina, lo que media las interacciones proteina — proteina
(Harrus, 2015). La translocacidon de esta proteina en el nucleo de los monocitos, facilita la activacidn
intracelular de vias de sefializacién de la célula hospedadora, resultando en la generacidon de defensas
antimicrobianas (Nethery et al., 2007). Las inclusiones citoplasmaticas de algunas especies del género,
son albergadas dentro de endosomas tempranos, que presentan los marcadores Rab5, antigeno
endosémico temprano 1 (EEA1), y el receptor de transferrina (TfR); moléculas indicadores de la evasién
lisosémica, y la adquisicion de hierro de la célula huésped; estos eventos son considerados esenciales para
los procesos de replicaciéon bacteriana (Alves et al., 2014). Otros mecanismos celulares incluyen la
participacién de la via de senalizacidn de inositol 3-fosfato (IP3), indicada por un aumento en los niveles
de calcio intracelular y de los componentes del citoesqueleto (actina y microtubulos) (Alves et al., 2014;
Mcbride & Walker, 2011; Yasuko Rikihisa, 2010b). En la especie Ehrlichia canis, de igual manera, se ha
demostrado que la fusién fagosoma-lisosoma, rara vez se observa en las vacuolas, en cultivos celulares
(Alves et al., 2014). Estos datos sugieren que, el proceso de propagacion del microorganismo (in-vitro),
depende de la evasidn lisosdmica; e involucra el citoesqueleto, los componentes de la via de sefializacién

IP3 / DAG (como la fosfolipasa C, proteina quinasa C y el calcio), y el hierro (Alves et al., 2014).

Mecanismos de evasion inmune bacteriana
Se han documentado multiples estrategias de evasion, por parte de bacterias del género Ehrlichia, contra

diferentes mecanismos inmunolégicos (Harrus, 2015).

- Inhibicién del tréfico bacteriano, y la imposibilidad de formacion de los fagolisosomas, a través de
la fusion lisosomal.

- Decrecimiento de las especies reactivas de oxigeno (ROS).
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- Inhibicién de la apoptosis cellular.

- Disminucién en la expresidon de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il
(MHC-I1).

- Disminucion en la capacidad inmunoldgica en la presentacién de antigenos.

- Recombinacién de genes que expresan proteinas de membrana, resultante en la variacién

antigénica (Harrus, 2015; Liu, Bao, Lin, Niu, & Rikihisa, 2012; Mcbride & Walker, 2011).

Anemia hemolitica inmunomediada por el género Ehrlichia

La anemia no regenerativa, estd incriminada en la hipoplasia de la médula ésea que conduce a la
incapacidad de produccidn de componentes celulares. Muchos de los sintomas clinicos de CME, como le
fiebre, son atribuidas la sopreproduccién de interleucina-1, causado por las células (M. B. De Castro,
Machado, De Aquino, Alessi, & Costa, 2004; Parashar, Kumar, & Ashish, 2015). Los mecanismos
inmunopatoldgicos que involucran el incremento de IgG antiplaquetas en suero, es el resultado del
reconocimiento anormal por parte de estos anticuerpos y la fagocitosis resultante en las células
fagociticas mononucleares en el higado y bazo, lo que contribuye aun mas con la trombocitopenia (Harrus,
2015; Parashar et al., 2015; Trevor Waner et al., 2000). La induccién de anemia hemolitica autoinmune, y
la presencia de complejos inmunes de anticuerpos antiplaquetarios, sugieren la importancia de los

mecanismos inmunes en la patogénesis de la enfermedad (Harrus, 2015; Trevor Waner et al., 2000).

Protocolo de tratamiento contra CME
Las enfermedades trasmitidas por bacterias del género Ehrlichia spp pueden cursar de forma

similar a otras patologias febriles en caninos, el éxito del tratamiento solo se logra mediante un
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diagnostico preciso que permita la aplicacion de una terapia adecuada desde estadios iniciales de
la enfermedad, por lo que cobra trascendental importancia el establecimiento de un diagnéstico
sensible y especifico, sumado a un tratamiento que disminuya el tiempo de administracién y los
efectos indeseables. Actualmente para el tratamiento de la CME se recomienda el manejo con
antibidticos de la familia de las tetraciclinas, principalmente la doxiciclina. Sobre este antibiotico
han sido publicados multiples estudios que demuestran su efectividad bacteriostatica (Brouqui &
Raoult, 1990; Donatien & Lestoquard, 1937; Eddlestone, Diniz, Gaunt, & Hosgood, 2007; Hidron
et al., 2014; Little, 2017; McClure et al., 2010). Anteriormente se utilizaban protocolos con
doxiciclina menores a 3 semanas en fase aguda (Plumb, 2011), sin embargo en el afio 2002, luego
de comprobar la inefectividad de la terapéutica establecida (Breitschwerdt, Hegarty, & Hancock,
1998; Schaefer et al., 2007) y de surgir un consenso por parte del Grupo de Estudio de Las
Enfermedades Infecciosas del American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM), la
recomendacion reportada fue el uso de la doxiciclina a una dosis de 10 mg/kg por via oral cada 24
horas durante 28 dias (T. Neer et al., 2002). Actualmente no se ha demostrado una evidencia de
mecanismos de resistencia bacteriana propios del género Ehrlichia spp. a la doxiciclina, y por lo
tanto se considera en la actualidad el antibidtico de eleccion. La mejoria clinica de los pacientes
caninos es rapida y generalmente ocurre dentro de las 24 a 48 horas posteriores al inicio del
tratamiento en perros con enfermedad de fase aguda o crénica leve. Los conteos de plaquetas
aumentan constantemente durante este tiempo y generalmente se restablecen dentro de los

parametros normales después de 14 dias (T. Neer et al., 2002).
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Doxiciclina como tratamiento de eleccion

La doxiciclina es un antibiotico bacteriostatico miembro de la familia de las tetraciclinas que ha
sido utilizado por vias sistémicas en medicina humana y animales domésticos desde hace mas de
40 afios (Riond et al.,, 1990). La doxiciclina (y tetraciclinas en general) ingresa a los
microorganismos de diferentes formas ya sea por difusion pasiva, a través de canales hidrofilos
formados por porinas o por procesos de transporte activo dependientes de energia. En el interior
de la célula bacteriana, se unen a la subunidad ribosomal 30s y de esta forma bloquean la union
del aminoacil-tRNA al sitio aceptor del complejo ribosomal del mMRNA, impidiendo el proceso de
transcripcion proteica (Del Castillo, 2013; Sumano & Ocampo, 2006; Vicente & Pérez-Tallero,
2010). Debido a su mayor liposolubilidad en comparacion con otras tetraciclinas, la doxiciclina
posee un mayor volumen de distribucion que le permite una mejor penetracion a los tejidos a pesar
de su union a las proteinas plasmaticas (Barza, Brown, Shanks, Gamble, & Weinstein, 1975; Riond
et al., 1990). La doxiciclina, como las demas tetraciclinas, posee un amplio espectro de accion
incluyendo microorganismos del orden Rickettsiales, Mycoplasmas y Chlamidiales (Sumano &
Ocampo, 2006). Aungue las tetraciclinas son consideradas seguras, no estan exentas de reacciones
adversas (Sumano & Ocampo, 2006). Su toxicidad ha sido reportada en diferentes biomodelos
(Chiers et al., 2004; Riond et al., 1990; Scholkens, Gerhards, Lindner, 1971). En general, estos
efectos estan relacionados con sus propiedades irritantes, entre los que se consideran mas comunes
los efectos gastrolesivos con presencia de vomito (Schulz, Hupfauer, Ammer, Sauter-Louis, &
Hartmann, 2011) y diarrea, abscesos asépticos después de aplicacion parenteral, y alteracion de
la microbiota intestinal (Bartlett, Bustetter, Gorbach, & Andrew, 1975), quelacién del calcio en
sangre, intestinos y huesos en crecimiento; y posibles efectos tdxicos sobre las células hepaticas y

renales utilizando altas dosis (Lepper, Zimmerman, Carroll, Caldwell, Spies, Wolfe, 1951).
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Ademas, la doxiciclina esta contraindicada en hembras gestantes en diferentes biomodelos
animales por ser clasificada como teratogénica (Sumano & Ocampo, 2006). En ejemplares
caninos, el vomito se ha considerado la reaccion adversa mas comun durante el tratamiento con
doxiciclina, ya que se ha demostrado la presencia de este efecto gastrolesivo en un 18,3% de los

perros a los que se les ha tratado con dosis terapéuticas (Schulz et al., 2011).

Perspectivas terapéuticas de los microencapsulados

El empleo de un sistema de transporte de medicamentos con alta especificidad y actividad, en
células diana u érganos blanco, sin efectos toxicos, es considerado un modelo ideal (Saez, 2004).
Entre las estrategias biotecnologicas, que hacen parte de estas alternativas de administracién
controlada de farmacos, se encuentran los sistemas microencapsulados, los cuales cumplen con
ciertos criterios considerados deseables (selectividad por el tejido y minimizacién de efectos
indeseables). Los sistemas de liberacion controlada transportan farmacos que no pueden ser
administrados adecuadamente por via oral (porque son degradados facilmente por las enzimas del
tracto gastrointestinal, o porque cuentan con propiedades gastrolesivas). Los sistemas
microencapsulados tienen como finalidad conseguir una optimizacion en la liberacion del principio
activo por medio de mecanismos controlados (Torchilin, 2000), esto se traduce en un
mejoramiento de algunos parametros farmacocinéticos (por ejemplo, un aumento en la
biodisponibilidad reportada como AUC). A pesar que el desarrollo de productos
microencapsulados farmacéuticos de uso animal es adn incipiente, al compararlo con los
producidos para humanos (méaxime en los paises en via de desarrollo como Colombia, en donde el
disefio y la formulacion de medicamentos de uso veterinario es una extension de los productos

usados en terapéutica humana), los sistemas de liberacion controlada representan una tecnologia
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capaz de mejorar la farmacocinética de muchas sustancias, las cuales pueden ser adaptadas para
ser usadas por diferentes vias de administracion, permitir la reduccion del nimero de dosis
necesarias, minimizar los efectos toxicos, y aumentar y/o mantener concentraciones deseadas

(Séez, 2004).

Contexto nacional en la reglamentacion de nuevas formulaciones

Colombia ha venido introduciendo en la normativa nacional, las diferentes disposiciones que se
deberian tener, respecto al tema de los medicamentos. Las normas actuales no solo contemplan la
reglamentacion de los productos en si mismo, sino también todo lo relacionado con los procesos
de fabricacion, calidad, seguridad y efectividad, transporte y almacenamiento adecuados,
prescripcién, accesibilidad, sistemas de control de precios, expendio y despacho, correcta
administracion y la farmacovigilancia (Huertas, 2012). Sin embargo hoy todavia existen vacios
legales respecto a los procesos de formulaciones de liberacidon controlada y sus pardmetros de
bioequivalencia y biodisponibilidad. EI Decreto 677/95 es una norma expedida hace 24 afios
(actualmente vigente), la cual contiene varios aspectos que requieren posiblemente revision y
actualizacion debido a que las circunstancias del mercado farmacéutico (producto de la
globalizacién) se ha modificado notoriamente desde la expedicidn del decreto a la fecha. Por otro
lado, no existen disposiciones legales explicitas relativas al cumplimiento de buenas préacticas de
manufactura (BPM) para productos en fase de investigacion (obtencién de productos seguros para
el consumo humano, que se centralizan en la higiene y la forma de manipulacion, en nuevas
estrategias innovadoras de formulaciones de liberacion controlada). Sin embargo, de acuerdo al
Decreto 549 modificado por el Decreto 162 de 2004, los medicamentos deben cumplir con las

BPM, y esto aplica para los que sean objeto de investigacion. En el pais hay disposiciones legales
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que establecen las funciones y responsabilidades del Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (INVIMA) (en su calidad de autoridad reguladora nacional de
medicamentos), esta entidad ejecuta y regula politicas en materia sanitaria. La normativa existente
no refleja algunos pardmetros y criterios acogidos internacionalmente para productos de liberacion
controlada, por tanto es necesario definir una regulacion clara que se ajuste a la necesidad

colombiana, y que a la vez permita garantizar la calidad y eficacia de los mismos (Huertas, 2012).

Conclusiones

Diferentes publicaciones demuestran la necesidad de ahondar en los ensayos clinicos con el fin de
lograr moléculas con parametros farmacocinéticos seguros. En referencia al tratamiento con
tetraciclinas para el manejo de Ehrlichia canis en el paciente canino, es importante desarrollar mas
estudios de nuevas formulaciones (productos microencapsulados o nano-estructurados recubiertos
con liposomas, biopolimeros, sistemas de liberacion controlada de doxiciclina etc.), que brinden
una mayor especificidad y efectividad en el tratamiento, y una disminucion de efectos indeseables
propios de este tipo de antibidticos. Las nuevas estrategias en el area de la tecnologia farmacéutica
podrian favorecer la liberacion controlada del farmaco, el aumento de la vida media, la distribucion
y la biodisponibilidad necesaria, para producir efectos bacteriostaticos en donde se garantice una
accion terapéutica éptima, con efectos secundarios minimos y la resolucion médica del paciente

canino.
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Capitulo 11
Analisis farmacocinético de un microencapsulado para la liberacion de doxiciclina en el

biomodelo canino sano e infectado naturalmente con Ehrlichia canis.

Introduccion

La doxiciclina es un antibidtico bacteriostatico miembro de la familia de las tetraciclinas que se ha
utilizado en medicina humana y animales domésticos desde hace mas de 40 afios (Aronson, 1980;
Cunha, Sibley, & Ristuccia, 1982; Riond, Vaden, & Riviere, 1990). Esta molécula posee un mayor
volumen de distribucién que le permite una mejor penetracion en los tejidos, al compararla con
otras tetraciclinas (Barza, Brown, Shanks, Gamble, & Weinstein, 1975; Riond et al., 1990;
Villaescusa, Garcia-Sancho, Rodriguez-Franco, Tesouro, & Sainz, 2015), y ha sido empleada en
el tratamiento de mdltiples infecciones caninas, incluyendo las causadas por la bacteria Ehrlichia
canis, en donde se recomienda un régimen de 10 mg/kg, durante un periodo de 28 dias (Neer,
Breitschwerdt, Greene, & Lappin, 2002; Villaescusa et al., 2015). La ehrlichiosis monocitica
canina (EMC) es una enfermedad que afecta principalmente a perros domésticos y ha sido
demostrada su circulacion en humanos y fauna silvestre (Bouza-Mora et al., 2017; Perez, Bodor,
Zhang, Xiong, & Rikihisa, 2006; Prince, Shah, Martinez, & Moran, 2007; Unver, Perez, Orellana,
Huang, & Rikihisa, 2001). Aunque las tetraciclinas son consideradas seguras, no estan exentas de
efectos indeseados, y han sido reportados indicadores de toxicidad en diferentes biomodelos luego
de su uso (Deck & Winston, 2012; Gutierrez, Ocampo, Espinosa, & Sumano, 2014; Schélkens,
Gerhards, Lindner, 1971). Se ha determinado que el vomito se puede presentarse hasta en el 18,3%
de los ejemplares caninos, luego de la administracién de doxiciclina en dosis terapéuticas; este

signo es considerado como la mas frecuente reaccion adversa (Villaescusa et al., 2015). En el caso
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de infecciones intracelulares tratadas con doxiciclina, el farmaco ingresa con facilidad las
membranas celulares, sin embargo, con el fin de garantizar concentraciones en la células blanco
(monocitos y macréfagos) (Aguiar et al., 2013; Aktas & Oziibek, 2019; Alfonso, Guerrero, &
Lorenzana-Jimenez, 2009; Rikihisa, 2010) se generan altos niveles séricos de la molécula; razén
por la cual, es comdn, la presentacion de efectos no deseados (Lemos, 2002) durante el
mantenimiento de concentraciones consideradas terapéuticas (MIC > 0,03 pg/ml) (Chambers,
2007).

Una estrategia que ha sido implementada en las ultimas décadas para contrarrestar los efectos
adversos de diversas moléculas en la medicina alopatica son los sistemas microencapsulados, estos
se han convertido en soluciones eficaces y cientificamente validadas, dando lugar a su aplicacién
en productos comerciales (Ahsan, Rivas, Khan, & Torres Suarez, 2002; Fidler & Kleinerman,
1994; Hirota & Terada, 2012). La doxiciclina es un antibidtico especialmente susceptible de
incorporarse en un sistema de liberacion controlada por su alta lipofilicidad en el tratamiento de
diversas infecciones intracelulares (Nelson & Levy, 2011; Villaescusa et al., 2015). En la presente
investigacion se estudio la farmacocinética de un microencapsulado para la liberacion de

doxiciclina a nivel preclinico y en el biomodelo canino infectado naturalmente con Ehrlichia canis.

Metodologia

Aspectos éticos
El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Corporacion Universitaria Lasallista para
Experimentacion con Animales (Acta de 8 de junio 06 de 2013), siguiendo las normas estipuladas
por el Codigo de Etica (COMVEZCOL); Capitulo VI de la ley 84 de 1989; Articulo I11 de la ley

1774 del 2016 y Capitulo VI, titulo 3, de la ley 576 del 2000 de la Republica de Colombia. A los
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duefios de los albergues caninos se les explico el tipo de estudio y se obtuvo su consentimiento

informado.

Elaboracion de microencapsulados
Se prepararon formulaciones mezclando doxiciclina hiclato con un 97,4% de pureza (Arshine
Pharmaceutical Co., Ltd, Changsha, Hunan, China) conjuntamente con agentes encapsulantes:
sacarosa comercial (Incauca SAS, Colombia), gelatina (Merck, Alemania) y carboximetilcelulosa de
sodio 3000 cP (Bell Chem Internacional SA, Colombia) (CMC). Cada componente fue solubilizado
independientemente en agua destilada bajo agitacion magnética. La solucion de doxiciclina y
sacarosa fue mezclada y homogeneizada, sobre esta ultima se adicioné la mezcla de CMC y
gelatina. Las suspensiones fueron alimentadas a un equipo de secado por aspersion Mini B-290
(Buchi, Suiza) siguiendo metodologias previamente establecidas por Gallego-Londofio (Figura 3)
(Gallego-Londofio, 2017). Las microparticulas obtenidas fueron colectadas en empaques de
polietileno autosellable, y posteriormente almacenadas en un cuarto con humedad y temperatura

controlada a 45% y 20°C hasta su administracion.
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Figura 3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las microparticulas. Doxiciclina
recubierta por sacarosa, gelatinay CMC, obtenidas por secado por aspersion. Tomado de Gallego-

Londofio (Gallego-Londofio, 2017)

Determinacion de la cantidad de doxiciclina en microencapsulado
Para determinar el contenido de doxiciclina en las microparticulas se pesaron 25 mg del producto
microencapsulado en un microtubo de 2 pl. Primero se eliminé la doxiciclina libre por la adicion
de 500 pl de etanol y luego de centrifugar se elimino el sobrenadante. Posterior al lavado, el
precipitado se disolvié con una mezcla de acido acético — metanol — acetonitrilo. Finalmente, la
doxiciclina en la solucién fue cuantificada por HPLC-DAD en un cromatégrafo liquido de alta
eficiencia HPLC UltiMate 3000® (Dionex, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, Estados Unidos)
acoplado a un detector de arreglo de diodos DAD-3000RS, con los protocolos establecidos por
Gallego-Londofio 'y Mazabel (Gallego-Londofio, 2017; Mazabel-Riera, 2017). Al
microencapsulado obtenido por secado a través de aspersion (Spray Drying) le fue medida la
eficiencia de encapsulacién, la cual fue calculada como la relacién entre la masa de doxiciclina en

las microparticulas y la masa tedrica encapsulada (cantidad inicial adicionada a la suspension).

Sitios de estudio y toma de muestras
Diez ejemplares caninos, obtenidos de manera aleatoria, del albergue canino “El Hogar de Alicia”
localizado en la vereda La Miel, a 2.5 Km del perimetro urbano del municipio de Caldas,
Antioquia, fueron muestreados y analizados durante los meses de enero a julio de 2017. El area de
estudio se localiza a una altura de 1.750 metros sobre el nivel del mar, tiene una temperatura

promedio de 19°C + 3°C, una humedad de 82% % 5% Yy una precipitacién aproximada de 2.334
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mm/afio. Luego de la toma de muestras de sangre con el anticoagulante EDTA, estas fueron
transportadas y procesadas en el Laboratorio de Diagnostico Clinico Veterinario hermano “Marco
Antonio Serna” f.s.c, de la Corporacion Universitaria Lasallista. Las muestras de hematologia
(para el reclutamiento de los animales) fueron procesadas de manera inmediata. Las muestras de
diagnostico molecular (como criterio de inclusion y exclusion en los estudios) y de cromatografia,

fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis.

Perfil farmacocinético de una formulacién oral microencapsulada para la liberacion
de doxiciclina (Formicrodox) en ejemplares caninos sanos (con suministro de

alimentos y en ayuno).

Disefio de un ensayo piloto de seguridad cruzado y paralelo, en ejemplares caninos
sanos
Se estudid el perfil farmacocinético de una formulacion oral microencapsulada para la liberacion
de doxiciclina (microencapsulado compuesto de sacarosa, gelatina y carboximetilcelulosa)
(denominado Formicrodox) comparada con control (Doxiciclina Hiclato Comercial) en el
biomodelo canino. Ensayo piloto cruzado y ciego (para el analista de laboratorio) en donde se
distribuyeron las intervenciones a 2 ejemplares caninos por medio de asignacion aleatoria

balanceada.

Criterios de inclusion
Los perros elegibles ingresaron al estudio una vez que el duefio del albergue de origen diera su

consentimiento informado. Para que un ejemplar canino fuera elegible, tenia que estar en una edad
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estimada entre uno y 12 afios, y ser considerado sano de acuerdo con los parametros de normalidad

en el hemograma.

Criterios de exclusion
Infeccion por Ehrlichia spp y Anaplasma spp detectada molecularmente por gPCR y PCR
utilizando los cebadores EC16S F (5-TCGCTATTAGATGAGCCTACGT-3) y EC16S R (5'-
GAGTCTGGACCGTATCTCAGT-3") (Cabrera, 2018; Peleg, Baneth, Eyal, Inbar, & Harrus,
2010; Waner, Nachum-Biala, & Harrus, 2014), los iniciadores del gen 16S rRNA, 16SANA-F (5°-
CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACG-3) y 16sANA-R (5-
AGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTA-3) (Almazan et al., 2016; Cabrera, 2018; De la Fuente et
al., 2006) y los cebadores del gen dsb, dsbF2 (5-
CTTAGTAATACTAGTGGCAAGTTTTCCAC-3)) y dsbR2 (5-
GTTGATATATCAGCTGCACCACCG-3) (Cabrera, 2018; Cruz et al.,, 2012). También se
consideraron como criterios de exclusién la infeccién por hemoprotozoarios caninos (Babesia spp,
Hepatozoon spp) detectados a través de un protocolo de PCR que amplifica un fragmento del gen
de la subunidad 18S rRNA, para esto fueron utilizados los iniciadores pla-HS475F
(5 AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTAY) y pla-HS1198R
(5" CATAGTCTGAAGTGGAGGACZ?) (Cicuttin, Tarragona, De Salvo, Mangold, & Nava, 2015;
Inokuma et al., 2002; Posada-Zapata et al., 2017) y los iniciadores PiroAl (5'-
AGGGAGCCTGAGAGACGGCTACC-3') y PiroB (5-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3)
(Cabrera, 2018; Jefferies. R, Ryan. U, Muhlnickel. C, 2003). De igual manera fueron utilizados
los primers HEP144-169 (5'-GGT AAT TCT AGA GCT AAT ACA TGA GC-3') y HEP743-718

(5'-ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3') (A. Almeida et al., 2012; Cabrera, 2018). A
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los animales confirmados molecularmente como negativos se les realizé un hemograma completo
y un chequeo en sus historias clinicas para determinar anormalidades fisicas 0 sanguineas.
También se tuvieron en cuenta antecedentes en el Gltimo mes de terapia de quimioprofilaxis con
tetraciclinas, historia de hipersensibilidad a antibidticos, cambios evidentes y repetidos en las
constantes fisioldgicas reportados al chequeo médico veterinario (pulso inconstante,
anormalidades en los sonidos cardiacos y respiratorios y alteracion en la saturacion de oxigeno en
la sangre), realizacion simultanea de otros tratamientos con interaccion medicamentosa o
incompatibles con alguno de los farmacos usados en el estudio (antiacidos, y antibidticos con
sinergismo) (Del Castillo, 2013); gestacion, ejemplares caninos menores de un afio y mayores de
12 afios (o estado juvenil o en senectud evidentes), y la no autorizaciéon del consentimiento

informado por parte del representante legal del albergue canino.

Intervencion
Para el estudio cruzado, los ejemplares reclutados fueron transportados a las instalaciones de la
Clinica Veterinaria de la Corporacién Universitaria Lasallista. Los animales fueron confinados en
guacales de metal para hospitalizacion lo suficientemente amplios para que los perros tuvieran
movimiento dentro de los mismos, y contaron con una bandeja metélica inferior para la recoleccion
de sus desechos. Todos los animales recibieron el mismo tipo de alimento y agua a voluntad. El
estudio cruzado se realizo luego del suministro de alimentos tomando en cuenta lo publicado por
Kukanich y colaboradores (Kukanich & Kukanich, 2014). Para cada experimento el tiempo de
administracion del farmaco se design6 como tratamiento a las 0 horas. Se realiz6 la primera
intervencion a los pacientes divididos en dos grupos aleatorizados: a. Control: Doxiciclina Hiclato

Comercial (Ronaxan® - Lote: RXP0271AG) para perros a una dosis de 10 mg/Kg via oral después
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de la administracion de comida; y b. Formicrodox a una dosis de 10 mg/Kg via oral después de la
administracion de comida. Las intervenciones fueron suministradas dentro de una porcion de
alimento balanceado humedo de aproximadamente 25 gramos. Basado en los resultados obtenidos
en estudios preclinicos in vitro (Mazabel-Riera, 2017), los tratamientos del microencapsulado
fueron administrados dentro de capsulas de gelatina dura (Globalguimia Itda., Bogota-Colombia).
Se obtuvieron muestras de sangre obtenidas en las venas cefalica y safena, (3 ml) mediante
venopuncién en tubos con el anticoagulante EDTA, a las 0, 0.1 (6 minutos), 0.2 (12 minutos), 0.5
(30 minutos), 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, y 120 horas. Se utiliz6 el condicionamiento
operante con premios (aproximadamente 25 gramos de alimento balanceado himedo) en cada una
de las extracciones de sangre. Se realiz6 un periodo de lavado entre los tratamientos de 15 dias
(Kukanich & Kukanich, 2014). Luego de este tiempo se cruzaron las intervenciones a las mismas

dosis y se tomaron muestras a los mismos tiempos.

Dos meses posteriores al estudio cruzado, se realiz6 una intervencion de vias paralelas, teniendo
en cuenta la misma metodologia preliminar, pero en condiciones de ayuno de 12 horas antes de
cada intervencion y sin el suministro de premios. A los ejemplares reclutados para este estudio se

les proporciono alimento luego de 6 horas del tiempo 0.

Deteccidn de doxiciclina en sangre
Se realiz6 segun la metodologia usada por Kukanich y colaboradores (Kukanich & Kukanich,
2014), y modificada y adaptada por Mazabel (Mazabel-Riera, 2017). Se tomaron 100 ul de sangre
por muestra, a la cual se le adicion6 una preparacion de 300 ul de acetonitrilo y acido formico al
0,1% como método de precipitacion de proteinas. Esta mezcla fue homogenizada durante 30

segundos. Se centrifug6 a 14.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos a temperatura
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ambiente, y posteriormente, fue extraido el sobrenadante que se llevd a viales ambar de
cromatografia de 2 ml, usando filtros de nylon de 0,22 um con acople a jeringa (acrodiscos). Este
proceso se repitio 3 veces hasta completar los 900 pl de acetonitrilo y acido férmico al 0,1% para
su andlisis cromatografico, con el fin de detectar concentraciones del analito. El andlisis de la
doxiciclina se realizo por medio de UPLC-MS/MS. El equipo de cromatografia usado fue un Xevo
TQD (Waters Corporation ®) con un detector TQD. Para este proceso se realiz6 una curva usando
9 nueve puntos de calibracion (0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 1, 2 y 5 pg/ml), a los cuales se les
calculé el R? (coeficiente de determinacion) con la ecuacion: y= mx + b, donde: y = AUC, m =

intercepto, X = concentracién y b = pendiente.

Evaluacion de parametros farmacocinéticos
Se evaluaron multiples variables farmacocinéticas. Los parametros analizados fueron area bajo la
curva (AUC), concentracion maxima en plasma (Cmax), tiempo de vida media (t1/2), y tiempo
maximo en alcanzar la concentracion maxima (Tmax) y el parametro AUCo.:MIC, por medio del

software PKSolutions 2.0™ y el complemento del programa Excel PKSolver.

Perfil farmacocinético de una formulacion oral microencapsulada para la liberacion

de doxiciclina (Formicrodox) en el tratamiento de la CME.

Disefio de un ensayo preclinico de seguridad, en pacientes caninos con CME
Se estudio el perfil farmacocinético de una formulacion oral microencapsulada para la liberacion
de doxiciclina (compuesto de sacarosa, gelatina y carboximetilcelulosa) (denominado

Formicrodox) comparada con control (Doxiciclina Hiclato Comercial), en el tratamiento de CME
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durante 28 dias, en perros procedentes de albergues caninos del municipio de Caldas, Antioquia -
Colombia. Ensayo preclinico explicativo de grupos paralelos de equivalencia, unicéntrico, triple

ciego y con asignacion aleatoria por blogues balanceados.

Criterios de inclusion
Los perros elegibles solo ingresaron al estudio una vez que el duefio del albergue de origen diera
su consentimiento informado. Para que un ejemplar canino fuera elegible, tenia que estar en una
edad comprendida entre uno y 12 afios, con infeccion por Ehrlichia canis confirmada por deteccion
molecular por gPCR y PCR con los mismos protocolos utilizados para los estudios en ejemplares

caninos considerados sanos (Almazan et al., 2016; Cruz et al., 2012; Peleg et al., 2010).

Criterios de exclusion
Como criterios de exclusion se tuvo en cuenta la coinfeccion por hemoprotozoarios caninos
(Babesia spp, Hepatozoon spp) (A. P. Almeida et al., 2012; Jefferies. R, Ryan. U, Muhlnickel. C,
2003) y por Anaplasma platys confirmada por deteccion molecular (Almazan et al., 2016; Peleg
et al.,, 2010) con los mismos protocolos utilizados para los estudios en ejemplares caninos
considerados sanos. A los animales confirmados molecularmente positivos a Ehrlichia canis se les
realizd un chequeo en sus historias clinicas con los mismos criterios de exclusion tenidos en cuenta

en el ensayo piloto, excepto los cambios en los pardmetros hematoldgicos.

Reclutamiento de los ejemplares caninos
198 ejemplares caninos provenientes de los albergues “El Hogar de Alicia” localizado en la vereda

La Miel y el “Albergue Municipal de Caldas” en la vereda La Salada, a 2.5y 7 Km respectivamente
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del perimetro urbano del municipio de Caldas, Antioquia, fueron muestreados y analizados durante
los meses de julio de 2017 a febrero de 2018. Las muestras de sangre, tanto para hemogramas
como para el diagnostico molecular, fueron tomadas con jeringas estériles de 3 ml y agujas de
calibre 21, y depositadas en tubos con EDTA vy sin anticoagulante. Las muestras fueron
transportadas y procesadas en el Laboratorio de Diagnostico Clinico Veterinario hermano “Marco

Antonio Serna” f.s.c de la Corporacion Universitaria Lasallista.

Aleatorizacion
Después de haber escogido a los pacientes, la aleatorizacion se produjo a través de un esquema
computarizado. Se generd una secuencia de asignacion al azar usando nimeros aleatorios creados
por computadora para los grupos Formicrodox y Doxiciclina Hiclato Comercial como control. Se
utilizo asignacion aleatoria por bloques balanceados y razén de asignacién 1:1, para garantizar el
mismo tamafo de los grupos usando el software SPSS version 22. Se ocultd la secuencia de
asignacion en sobres opacos y sellados. Estos sobres fueron guardados en el laboratorio de
diagnostico clinico veterinario de la Corporacion Universitaria Lasallista y s6lo tuvo acceso a ellos

un médico veterinario, quien fue asignado responsable del suministro de los tratamientos.

Intervencion
Los ejemplares escogidos para el estudio fueron transportados a las instalaciones de la Clinica
Veterinaria de la Corporacion Universitaria Lasallista y 15 dias antes de la intervencion fueron
desparasitados con Fluralaner, Febantel, Prazicuantel y Pamoato de Pirantel. Los animales fueron
mantenidos en las mismas condiciones de los estudios piloto (cruzado y paralelo), confinados en

guacales de metal de hospitalizacion lo suficientemente amplios para que tuvieran movimiento
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dentro de los mismos, y contaron con una bandeja metalica inferior para la recoleccion de sus
desechos. Todos los animales recibieron el mismo tipo de alimento y agua a voluntad. Se utilizd
el condicionamiento operante con premios en cada uno de los muestreos (aproximadamente 15
gramos de alimento balanceado humedo). La intervencion tuvo una duracion de 28 dias, y para
cada experimento el tiempo 0 de administracion del farmaco se designé como tratamiento a las 0
horas. Se asignaron los tratamientos en dos grupos paralelos asi: el primer tratamiento a los
pacientes aleatorizados con Doxiciclina Hiclato Comercial, y en el segundo se utilizé la
formulacion oral microencapsulada de doxiciclina (Formicrodox) a una dosis de 10 mg/Kg por via
oral cada 24 horas por 28 dias (dosis establecida en estudios preliminares) (Mazabel-Riera, 2017).
Durante el estudio se obtuvieron muestras de sangre (3 ml) mediante venopuncion alas 0, 0.1, 0.2,
05,1,2,4,6,8,12, 24,48, 72, 96, 240, 360, 480 y 672 horas. Un médico veterinario fue asignado
como encargado de la administracion de los tratamientos y no tomd parte en el analisis de los
resultados. La medicacion se administré por 28 dias (10 de marzo - 7 de abril de 2018) en los dos
grupos estudiados. Los tratamientos a los perros les fueron suministrados en ayunas, y 2 horas
posteriores a la ingesta de los farmacos se les ofrecié alimento; sin embargo, las intervenciones
fueron administradas conjuntamente con premios (aproximadamente 25 gramos de alimento
balanceado humedo). Los animales permanecieron en la clinica veterinaria de la Corporacion
Universitaria Lasallista durante la totalidad del estudio, y recibieron observacion constante por
parte del personal veterinario de la institucion. Los perros recibieron paseos de 20 minutos en
promedio 3 veces al dia, momento en el que fueron evaluados comportamientos o indicadores
fisicos que pudiesen estar correlacionados con efectos adversos reportados durante el tratamiento
con doxiciclina. La deteccion del antibidtico en sangre se realiz6 segun la metodologia usada por

Kukanich y colaboradores (Kukanich & Kukanich, 2014), y modificada por Mazabel (Mazabel-
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Riera, 2017). La metodologia utilizada para el analisis farmacocinético fue la misma que se empled

en los estudios piloto (cruzado y paralelo) con los ejemplares caninos sanos.

Anélisis estadistico
Para el analisis de las caracteristicas basales se utilizd como test de normalidad el método de
Shapiro-Wilk. Los datos hematologicos cumplieron con una distribucion normal, y se utilizo la
prueba T para muestras relacionadas. Las concentraciones séricas de doxiciclina se informaron
como la media + SD (desviacion estandar) y los pardmetros farmacocinéticos se calcularon para
cada perro. Para el andlisis de estas concentraciones a diferentes tiempos se realiz6 un estudio de
tipo longitudinal con mas de dos medidas, y debido a que los resultados de cromatografia no
pasaron el test de homogeneidad de varianza se utilizé el analisis bidimensional de Friedman de
varianza por rangos para muestras relacionadas. Un valor de p menor o igual a 0,05 fue considerado
significativo. Los resultados fueron analizados con los programas Excel Office 2013 SigmaPlot

12.0, GraphPad Prisma version 7 y SPSS version 22.

Resultados

Elaboracion del microencapsulado
Para el ensayo preclinico de grupos paralelos en el biomodelo canino infectado naturalmente con
Ehrlichia canis, se realizaron cuatro montajes del sistema microencapsulado por medio de secado
por aspersion. La cantidad de doxiciclina por cada 100 gramos de microencapsulado obtenido en
promedio fue de 9,902 + 2,236 gramos, basado en este resultado se usé un volumen total de
microencapsulado al dia por ejemplar canino (hasta llegar a una dosis de 10 mg/Kg) de 2,087 +

0,390 gramos en promedio, por via oral durante 28 dias de tratamiento. El limite de deteccion de
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doxiciclina sérica en el equipo se pudo determinar para valores de concentracion por encima de

0,03 ppm (pg/ml) con un nivel de confianza del 95%.

Ensayo piloto de seguridad

Reclutamiento y analisis hematoldgico
De 132 ejemplares del albergue canino “Hogar de Alicia”, fueron escogidos a conveniencia 10
perros a los cuales se les realiz6 hemograma, quimica sanguinea, qPCR y PCR para la deteccion
de fragmentos del gen 16S rRNA para la deteccion de microorganismos de la familia
Anaplasmataceae; y para la deteccion de fragmentos del gen 18S rRNA por PCR que amplifica
para hemoprotozoarios caninos (Babesia spp y Hepatozoon spp). Cinco ejemplares cumplieron
con los criterios de inclusidn y no tuvieron criterios de exclusion, de este grupo fueron reclutados
dos individuos a conveniencia por el disefio escogido para el estudio y por condiciones de manejo

en el momento del trabajo de campo (docilidad y similitud en la condicion corporal) (Tabla 1).

Tabla 1

Ensayo piloto: Caracteristicas basales y posteriores a las intervenciones en caninos sanos. n=2

(100%).

CARACTERISTICAS BASALES Y POSTERIORES A LAS INTERVENCIONES N=2

(%)
Raza Mestizos 2 (100)
Sexo 1 hembra (50), 1 macho (50)
Peso promedio 24 £ 4,24 Kg

Ehrlichia spp, Anaplasma s PCR), Ehrlichia spp, Anaplasma spp,
pp p pp (g ) pp p pp Negativos 2 (100)

Hepatozoon spp, Babesia spp (PCR)
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Anormalidades (Frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, fiebre) al

chequeo médico, eventos vomito, diarrea, antecedentes de tratamientos

con tetraciclinas

Ausentes (100)

. Promedios en los Diferencia
. Datos de Promedios en los A
Parametro - PR . individuos . antesy
. referencia parala individuos reclutados Normalidad . Normalidad
hematol6gico : - reclutados después despues de los
especie antes del estudio - .
del estudio tratamientos
Eritrocitos (mill/pl) 5,40 - 8,50 7,94 +1,023 0.952 7,46 +0,238 0.875 0.502
Hemoglobina (g/dl) 43800 19,075 £ 2,676 0.909 17,125 + 0,865 0.544 0.326
Hematocrito (%) 37-56 55,5 + 7,304 0.952 51,175 + 0,942 0.479 0.358
VCM (FI) 65- 77 70+0,816 0.683 68,75 + 1,258 0.406 0.080
HCM (Pg) 21-26,2 24 +0,294 0.348 22,925 £ 0,830 0.365 0.105
CHbCM (g/dI) 32-37 34,325 + 0,512 0.426 33,375+ 1,158 0.145 0.278
ADE (%) 43435 15,35 +0,714 0.842 14,9 +0,163 0.683 0.281
Plaquetas (x 10%/pl) 200 - 500 298,75 + 82,382 0.269 343 + 188,377 0.604 0.548
Proteinas
50 - 80 66,5+3 0.224 62,5+1,914 0.272 0.066

plasmaticas (g/l)
Leucocitos totales

5000 - 14100 13945 + 1790,539 0.305 7817,5 + 7840,895 0.066 0.257
(fun
Eosindfilos (/ul) 100 - 1900 1084 + 369,768 0.389 1352,5 + 467,867 0.834 0.555
Neutréfilos (/ul) 3300 - 10000 9071,25 + 1567,840 0.090 9110,5 + 1266,596 0.883 0.973
Linfocitos (/ul) 500 - 4500 3023,25 + 373,979 0.965 2527,25 + 767,857 0.050 0.156
Monocitos (/ul) 100 - 1300 766,5 + 346,083 0.417 859,5 + 412,023 0.490 0.760
ALT (U/) 21-102 35,25 + 8,057 0.508 38,75+ 0,132 0.129 0.077
Creatinina (mg/dl) 05-15 1,17 £0,132 0.900 1,1175 + 0,056 0.155 0.396

*Datos de referencia para la especie (Schultze, 2000; Latimer, Prasse, & Mahaffey, 2005; Mackin, & Littlewood,

2000).

Evaluacion de los parametros farmacocinéticos: Estudio piloto cruzado con dos

periodos de tiempo sin ayuno

La concentracion plasmatica de doxiciclina después de la administracion de una dosis de 10 mg/Kg

fue determinada (Tabla 2). Los parametros farmacocinéticos fueron analizados por medio de

analisis no compartimental.
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Parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis no compartimental en dos ejemplares

caninos. Estudio cruzado con dos periodos de tiempos a una dosis de 10 mg/Kg de doxiciclina.

Parametro Unidad Formicrodox Control
Lambda_z 1/h 0,116 + 0,094 0,081 + 0,001
t1/2 h 8,954 + 7,302 8,465 + 0,192
Tmax h 6,5+ 7,778 6+ 2,828
Cmax pg/ml 0,417 + 0,067 0,518 + 0,274
AUC 0-t pg/ml*h 8,112 + 5,260 10,428 + 9,001
AUC 0-inf_obs pg/ml*h 8,249 + 5,094 10,689 + 9,218
AUMC 0-inf_obs png/ml*h”2 126,692 + 84,429 171,596 + 172,645

Luego de la administracién oral de las intervenciones se obtuvieron concentraciones de doxiciclina

por encima del nivel de deteccién después de 12 a 30 minutos en los dos ejemplares caninos, y

durante las 36 horas posteriores a la intervencion. No fueron detectadas concentraciones de

doxiciclina del tratamiento y el control en ninguno de los ejemplares caninos luego de 48 horas

(Figura 4).

Concentracion de doxiciclina (pg/ml)

-0,02000

0,78000-

0,58000

0,38000-

0,18000-

Estudio piloto cruzado con ingesta de alimentos

Linea roja: Control
Linea azul: Microencapsulado
Linea discontinua verde: MIC & LD

Comparacién por
tratamientos

T T T
02 05 1 2 4 8 12 24

Tiempo (h)

(p=0,453)
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Figura 4. Media + SD de la concentracion de doxiciclina (ug/ml). Formicrodox (azul) Vs Control
(rojo) en dos ejemplares caninos durante 120 horas sin ayuno. Estudio cruzado con dos periodos
de tiempo y un periodo de lavado de 20 dias, a una dosis de 10 mg/Kg oral de doxiciclina. MIC y

LD: 0.03 pg/ml (verde).

Para el producto microencapsulado, el promedio del tiempo de vida media fue de 8,954 + 7,302
horas, mientras que la media del tiempo méaximo fue de 6,5 + 7,778 horas. Respecto al control, el
promedio de tiempo de vida media fue de 8,465 + 0,192 horas, mientras que el promedio del tiempo
requerido para alcanzar la concentracion maxima del farmaco en la sangre fue de 6 + 2,828 horas.
Por ser un estudio cruzado, la variabilidad de los datos obtenidos en la determinacion de
doxiciclina sérica de los individuos usados como intervencion y control fue menor cuando se
compararon los parametros de deteccidn en promedio de manera individual que al hacerlo entre

los dos ejemplares estudiados (Tabla 3).

Tabla 3

Promedios de la desviacion estandar de deteccidn de doxiciclina sérica (UPLC-MS/MS), en los
ejemplares de manera individual y por tratamientos instaurados. Estudio cruzado con dos

periodos de tiempo y un periodo de lavado de 20 dias, 10 mg/Kg oral de doxiciclina.

Ejemplar 1 ‘ Ejemplar 2 ‘ Promedio intervenciones

Control Formicrodox Control Formicrodox Control Formicrodox
SD 0,0053 0,0026 0,0026 0,0117 0,0617 0,0703
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La diferencia entre los tratamientos no fue estadisticamente significativa (p=0,453). De igual
manera no existié diferencia estadisticamente significativa en los tratamientos cuando se
compararon entre cada paciente intervenido (Ejemplar canino 1 p=0,157, ejemplar canino 2

p=0,724) (Figura 5).

Estudio piloto cruzado con ingesta de alimentos

? 0,48001 |
- -
= Linea roja: Control
S 030007 Linea azul: Microencapsulado
=2 Linea discontinua verde: MIC & LD
=
< 02800
2 (p=0,157)
@
2 0,1800
=2
2
@ 0,0800+
b3
8r.uc -LD
-0.0200 T T T T T T T T T T T T T T T T
[+] 01 02 0s 1 2 B 8 12 24 36 48 60 72 w5 120
Tiempo post-intervencion (h)
_ Comparacion de individuos de manera
§ 0.7800- independiente
z
2 Linea roja: Control
= 0 Linea azul: Microencapsulado
- Linea discontinua verde: MIC & LD
-
'§ 0.3800 (p:0,724)
S
g 00,1800+
@ L
:
oMlC -LD

-0,0200 T T T T T T T T T T T T T T
o oY 02 0SS 1 2 4 8 12 24 3 48 60 72 96 120

Tiempo post-intervencion (h)

Figura 5. Media % SD de la concentracion de doxiciclina (ug/ml) Formicrodox (azul) Vs Control

(rojo) en dos ejemplares caninos (ejemplar 1 figura superior, y 2 figura inferior) durante 120
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horas, de manera independiente sin ayuno. Panel derecho escala en tiempo real Formicrodox
(azul) Vs Control (rojo). Estudio cruzado con dos periodos de tiempo y un periodo de lavado de
20 dias, a una dosis de 10 mg/Kg oral de doxiciclina. MIC y LD: 0.03 pg/ml (linea discontinua

verde).

Evaluacion de los parametros farmacocinéticos: Estudio piloto paralelo en un
periodo de tiempo en condiciones de ayuno
Debido a que la concentracion maxima alcanzada para la intervencion microencapsulada y control
(0,417 £ 0,067 y 0,518 + 0,274 ug/ml respectivamente), luego del tratamiento a la par con la
ingesta de alimentos, se considerd inferior a lo reportado en otros estudios (>2,4 pg/ml)
(Arciniegas Ruiz et al., 2015; Michel, Mosser, & Fauran, 1979); se realiz6 un estudio piloto

posterior de tipo paralelo con los mismos perros en condiciones de ayuno (Tabla 4).

Tabla 4

Parametros farmacocinéticos obtenidos por andlisis no compartimental en dos ejemplares

caninos. Estudio paralelo en un periodo de tiempos a una dosis de 10 mg/Kg de doxiciclina.

Parametro Unidad Formicrodox Control
Lambda_z 1/h 0,101 0,080
t1/2 h 6,832 8,581
Tmax h 1 1
Cmax png/ml 1,233 1,081
AUC 0-t pg/ml*h 7,947 7,925
AUC 0-inf_obs pg/ml*h 7 955 8.024
AUMC 0-inf_obs pg/ml*h”*2 66,285 79,681

Para este estudio no se observé una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos

(p=0.262). Para el microencapsulado el promedio del tiempo de vida media fue de 6,832 horas y
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para el control de 8,581 horas. El tiempo maximo para los dos tratamientos se obtuvo a la primera
hora de administracion de la doxiciclina. La concentracion méxima alcanzada para los dos

tratamientos supero el valor de 1.0 pug/ml (Formicrodox: 1,233 pg/ml; Control: 1,081 pg/ml)

(Figura 6).
Estudio piloto de vias paralelas en condiciones de ayuno
Linea roja: Control
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Figura 6. Media £ SD de la concentracion de doxiciclina (ug/ml) Formicrodox (azul) Vs Control
(rojo) en dos ejemplares caninos durante 120 horas en condiciones de ayuno. Panel derecho escala
en tiempo real Formicrodox (azul) Vs Control (rojo). Estudio piloto paralelo, a una dosis de 10

mg/Kg oral de doxiciclina. MIC y LD: 0.03 pg/ml (Linea discontinua verde).
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Ensayo preclinico de seguridad

Reclutamiento
Fueron muestreados 132 ejemplares caninos del albergue canino “Hogar de Alicia”, y 66
ejemplares del “Albergue Municipal Canino del municipio de Caldas”, a estos animales se les
realiz6 gPCR y PCR para la deteccion de fragmentos del gen 16S rRNA para microorganismos de
la familia Anaplasmataceae; y para la deteccion de fragmentos del gen 18S rRNA por PCR que
amplifica para hemoprotozoarios caninos (Babesia spp y Hepatozoon spp). Cinco ejemplares
cumplieron con los criterios de inclusion y no tuvieron criterios de exclusion, de este grupo fueron
reclutados cuatro individuos de manera aleatoria (aleatorizacién por bloques balanceados) por el

disefio escogido para el estudio (Tabla 5).

Tabla b

Ensayo preclinico: Caracteristicas basales de los ejemplares caninos con CME reclutados para

el estudio.
CARACTERISTICAS BASALES N=4 (%)
Raza Mestizos 4 (100)
Sexo 3 hembras (75), 1 macho (25)
Peso promedio 21 + 3,560 Kg
Ehrlichia canis (QPCR y PCR) Negativos 2 (100)

Anaplasma spp (qPCR), Anaplasma spp,

tivos 4 (100
Hepatozoon spp, Babesia spp (PCR) Negativos 4 (100)




68

Perfiles cinéticos de una formulacion oral microencapsulada en el biomodelo
canino infectados naturalmente con Ehrlichia canis.
Se obtuvieron 18 muestras por ejemplar canino (y analizadas por triplicado). Fueron comparadas
las concentraciones de doxiciclina (Formicrodox Vs Control) en el manejo de la CME después

de multiples administraciones orales a dosis terapéuticas (10 mg/Kg) (Figura 7) (Tabla 6).

Estudio preclinico
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Figura 7. Media = SD de la concentracion de doxiciclina (ug/ml) Formicrodox (azul) Vs Control
(rojo) en ejemplares caninos durante 28 dias en el manejo de la CME. Panel derecho escala en
tiempo real Formicrodox (azul) Vs Control (rojo). Estudio paralelo de maltiples administraciones
orales a dosis terapéuticas de 10 mg/Kg oral de doxiciclina. MIC y LD: 0.03 pg/ml (Linea

discontinua verde).
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Para este estudio no se evidencié una diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos (p= 0,843).

Tabla 6

Media = SD de la concentracion de doxiciclina (ug/ml) Formicrodox (azul) Vs Control (rojo) en
ejemplares caninos con CME; y diferencias entre la concentracion de doxiciclina para los

tratamientos.

Media Diferencia entre
Tiempo (h) Hora n Concentracion  Normalidad  tratamientos a la
de doxiciclina hora del muestreo
Control 6 ,000+0
0
Formicrodox 6 ,000+0
Control 6 ,000 0
0,1
Formicrodox 6 ,000 £ 0
Control 6 ,000+0
0,2
Formicrodox 6 ,000+0
Control 3 0,228 +0,027
0,5 0,951 0,234
Formicrodox 5 0,259 + 0,116
Control 6 0,210 + 0,086
1 0,745 0,041*
Formicrodox 6 0,525 + 0,333
Control 5 0,545 + 0,508
2 0,224 0,064
Formicrodox 5 1,101 + 0,294
Control 3 3,211+1,028
4 0,515 0,214
Formicrodox 3 3,555 + 0,391

6 Control 3 2,986 + 1,581 0,144 0,430
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12

24

48

72

96

240

360

480

672

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

Control

Formicrodox

1,153 +0,514

2,812+1,891

1,141 + 0,467

2,849 +1,622

1,011 + 0,455

1,498 + 0,859

0,605+ 0,214

1,051 + 0,689

0,573+0,213

1,884 £ 0,194

0,434 +£0,124

0,900 + 0,584

0,581 +0,195

0,638 + 0,342

0,458 + 0,102

0,993 + 0,155

0,607 +0,030

0,560 + 0,236

0,457 +£0,090

0,957 + 0,307

0,744 £ 0,259

0,911

0,770

0,995

0,566

0,525

0,259

0,586

0,998

0,460

0,713

0,132

0,052

0,065

0,394

0,000*

0,937

0,699

0,005*

0,699

0,278

La concentracion plasmatica de doxiciclina después de la administracion de una dosis de 10 mg/Kg

al dia por via oral durante 28 dias antes del consumo de alimentos fue determinada. Los parametros

farmacocinéticos fueron analizados por medio de andlisis no compartimentales (Tabla 7) y

bicompartimentales (Tabla 8).



71

Tabla 7

Parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis no compartimental en ejemplares caninos

con CME. Estudio paralelo (Formicrodox Vs Control) por 28 dias a una dosis de 10 mg/Kg de

doxiciclina al dia.

Parametro Unidad Formicrodox Control
Lambda_z 1/h 0,00098 + 0,00062 0,00193 + 0,00068
t1/2 h 701,805 + 1378,061 359,226 + 281,771
Tmax h 4+0 4+0
Cmax pg/ml 3,555+ 1,678 3,211 + 4,053
AUC 0-t pg/ml*h 382,975 + 23,230 600,3236 + 360,020
AUC 0-inf_obs pg/ml*h 1136,269 + 1122,551 1096,292 + 290,993
AUMC 0-inf_obs pg/ml*h”2  1398391,687 + 6485790,010 769884,116 + 287189,116

Tabla 8

Parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis bicompartimental en ejemplares caninos con

CME. Estudio paralelo (Formicrodox Vs Control) por 28 dias a una dosis de 10 mg/Kg al dia de

doxiciclina.
Parametro Unidad Formicrodox Control

k10 1/h 1+£0 1+£0

k12 1/h 0+0 0+£0

k21 1/h 1+£0 1+£0
t1/2Alpha - Beta h 0,69314+0 0,69314+0
t1/2ka h 0,69162 +0,00146 0,69270 + 0,00019
Tmax h 0,99912 + 0,00085 0,99974 + 0,00011
Cmax pug/ml 0,80607 + 0,03300 0,56412 +0,24631
AUC 0-t pg/ml*h 2,18869 + 0,08730 1,53300 + 0,66953
AUC 0-inf pug/ml*h 2,18868 + 0,08730 1,53300 + 0,66953
AUMC pg/ml*h”2 4,37249 + 0,16977 3,06512 + 1,33906
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Discusion

En este estudio fue evaluada la farmacocinética de una formulacion microencapsulada de
doxiciclina hiclato con un recubrimiento de CMC, sacarosa y gelatina (Formicrodox) realizado en
el biomodelo canino tanto en ausencia de enfermedades causadas por agentes de la familia
anaplasmataceae y hemoprotozoarios, como en ejemplares con CME. En el primer proceso se
determinaron los perfiles cinéticos en un estudio piloto cruzado comparando los resultados con un
control. En el segundo estudio se realizd un ensayo paralelo para determinar la cinética en
condiciones de ayuno. Finalmente se llevd a cabo un estudio preclinico longitudinal en ejemplares
caninos con CME, en el cual se evalu6 la farmacocinética de la molécula microencapsulada con
administracion oral a una dosis de 10 mg/Kg durante 28 dias de tratamiento comparandola con un

control (doxiciclina hiclato comercial).

Ensayos preliminares con una sola intervencion (ensayo piloto)
Estudio piloto de seguridad cruzado
En la primera parte de este estudio se determinaron algunos datos farmacocinéticos luego de la
ingesta de alimentos. El ayuno no se tuvo en cuenta (Kukanich & Kukanich, 2015; Saivin & Houin,
1988; Saux, Mosser, Pontagnier, & Leng, 1983). En el estudio cruzado, las concentraciones
plasmaticas de doxiciclina de los dos tratamientos y en los dos momentos evaluados, fueron
detectadas en los primeros 12 minutos posteriores a la intervencion. Durante todo el tiempo de la
investigacion, los valores obtenidos se encontraron por encima de la MIC establecida para el
manejo de la CME (0,03 pg/ml). El valor AUCo-24:MIC obtenido para Formicrodox en este ensayo
fue de 215,6; mientras que para el control fue de 274,3. Este parametro farmacodinamico se

relaciona con la actividad bacteriostatica de antibidticos concentracion-dependientes. Existen
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estudios clinicos que apoyan la necesidad de obtener cocientes iguales o superiores a 125 para
patologias bacterianas, 0 mayores a 75 en infecciones por bacterias Gram negativas como etiologia
de infecciones respiratorias (Fowler et al., 2004; Soriano-Garcia, 2010). Los resultados
demostraron que los indices obtenidos en el primer proceso se podrian relacionar con una optima
capacidad bacteriostatica del antibiotico, tanto en la presentacion microencapsulada como en el
control. El pardmetro AUC...:MIC (area bajo la curva calculada sobre la concentracion minima
inhibitoria por 24 horas) es un buen indicador de correlacion de actividad de los antibidticos
concentracion-dependientes, ya que predice su eficacia terapéutica (Andes & Craig, 2007,
Gunderson, Ross, Ibrahim, & Rotschafer, 2001; Kitamura, Yoshida, Kusama, & Sugiyama, 2014;
Soriano-Garcia, 2010; Sykes & Papich, 2013). La farmacodinamia de la doxiciclina depende del
tiempo en que la concentracion del antibiotico sea superior a la MIC, por lo tanto, AUCo24:MIC es
el cociente mas adecuado para predecir la eficacia clinica y microbioldgica de las tetraciclinas
(Gunderson et al., 2001; Sykes & Papich, 2013).

Luego de 36 a 48 horas de la intervencion los niveles de doxiciclina, no fueron detectados en
ninguno de los grupos intervenidos, este descenso fue similar a lo reportado en investigaciones
usando dosis de 5 mg/Kg por via IV, en donde el Gltimo dato registrado obtenido fue a las 48 horas
con un nivel de 0,14 £ 0,08 pug/ml de doxiciclina (Wilson, Kemp, Kitzman, & Goetsch, 1988); y
superior a lo reportado en 1990 con niveles de deteccion de 0,33 + 0,14 pg/ml a las 32 horas (Riond
et al., 1990). La concentracion maxima (Cmax) se establecié en 0,417 + 0,067 pg/ml para la
intervencion Formicrodox y en 0,518 + 0,274 ug/ml para el control, sin embargo estos datos fueron
inferiores a lo reportado en otros estudios. En una investigacion realizada por Michel y
colaboradores, con 5 ejemplares caninos a los cuales se les administrd doxiciclina oral recubierta

de céapsulas de gelatina a una dosis de 10 mg/Kg, se reportaron concentraciones maximas entre 2,5
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hasta 5,2 pug/ml de antibiotico (Michel et al., 1979). De igual manera en México, Arciniegas y
colaboradores realizaron un ensayo clinico en perros con una formulacion de larga accion oral de
doxiciclina hiclato (utilizando diferentes proporciones de excipientes) obteniendo niveles séricos
del farmaco entre los rangos de 2,41 £ 0,88 pg/ml hasta 4,11 + 0,2 pg/ml (Arciniegas Ruiz et al.,
2015). A pesar de la diferencia, en estas investigaciones se utilizaron metodologias de deteccion
diferente al presente estudio. En estas investigaciones fueron establecidas las concentraciones de
doxiciclina sérica gracias a la adaptacion de metodologias estadisticas usando la técnica de
medicion de halos de inhibicién en cultivos de diferentes microorganismos (Arciniegas Ruiz et al.,
2015; Michel et al., 1979). A pesar de esto Kukanich y colaboradores reportaron un nivel en un
rango de 1,86-2,95 ug/ml (grupo control) luego de la administracion de 300 mg como dosis total
de doxiciclina oral a ejemplares caninos utilizando como medida de deteccion la cromatografia
liquida y espectrometria de masas (Kukanich & Kukanich, 2015), este podria ser un resultado mas
comparable, sin embargo se sigue considerando mayor al obtenido en comparacion al presente
estudio. Posterior a la intervencion se pudo establecer que el tiempo que tardd la concentracion
plasmatica de doxiciclina en reducirse a la mitad de sus niveles iniciales fue de 8,954 + 7,302 horas
para el tratamiento microencapsulado, mientras que para el control fue de 8,465 + 0,192 horas.
Estos valores, proximos entre ellos, son inferiores a los reportados por Michel y colaboradores, en
donde se establecieron datos de tiempo de vida media en ejemplares caninos con formulaciones
orales de doxiciclina en un rango de 10,7 a 13,2 horas (Michel et al., 1979); y por Kukanich y
colaboradores, para el grupo control en donde encontraron valores de t1/2 de 14,2 horas en
promedio (Kukanich & Kukanich, 2015). De igual manera el tiempo requerido para alcanzar la
concentracion maxima del farmaco en la sangre después de la administracion por via extravascular

para Formicrodox fue de 6,5 £ 7,778, mientras que para el control fue de 6 = 2,828. El resultado
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obtenido fue mayor a lo reportado en otros estudios de administracion oral de doxiciclina en
ejemplares caninos, en donde se obtuvieron niveles de deteccion de Tmax de 1,2 horas para un
grupo control en el estudio realizado por Kukanich y colaboradores (Kukanich & Kukanich, 2015);
de 2,3 a 4,7 horas (Michel et al., 1979), y de 2,03 a 4,11 horas en ensayos clinicos realizados en
México por Arciniegas y colaboradores (Arciniegas Ruiz et al., 2015). Todos estos datos obtenidos
indicaron que pudo haberse dado algun proceso de disminucion en la biodisponibilidad debido a
la ingesta en conjunto con comida. Segun diferentes autores, el area bajo la curva de
concentracion/tiempo (AUC) de algunos antibioticos se puede reducir hasta un 20% cuando es
suministrada en conjunto con algunos tipos de alimentos (Saivin & Houin, 1988; Welling, P. G.,
Huang, H., Koch, P. A,, Craig, W. A., & Madsen, 1977). Uno de los pardmetros que se observaron
en los cromatogramas fue que al analizar la tendencia, se pudo apreciar que el tratamiento
microencapsulado presentd concentraciones mas sostenidas (indicado por la amplitud de la
campana), comparado con el control; este resultado es clasico de formulaciones de liberacién lenta
(Ahsan et al., 2002). En el estudio realizado por Gallego y colaboradores (Gallego-Londofio, 2017)
se pudo establecer que las microparticulas disefiadas poseian una superficie continua y suave, sin
fisuras o grietas aparentes (Gallego-Londofio, 2017). Esta superficie externa lisa se le atribuy6 a
laadicion de CMC (Su et al., 2008). Es posible que la integridad de la pared previamente disefiada,
haya permiti6 una mejor retencién del principio activo, lo que es deseable para garantizar
permeabilidad y en consecuencia mayor proteccion del microencapsulado frente a las condiciones
a las que fue sometido en el biomodelo canino (mucosa oral, gastrica y duodenal) (Campos Toledo,

Gomez Da Costa, Joyce Maria Silva, Machado Azevedo, Yoshida, & Vilela Borges, 2015).
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Debido a estos resultados se determind la importancia de realizar un segundo estudio de tipo
paralelo para analizar la cinética de la doxiciclina en condiciones de ayuno con los mismos

ejemplares utilizados en el ensayo cruzado.

Estudio piloto de seguridad paralelo
En el segundo proceso de investigacion se determinaron algunos datos cinéticos sin ingesta de
alimentos. Al igual que en el estudio piloto cruzado, las concentraciones plasmaticas de doxiciclina
en los dos tratamientos, fueron detectados luego de una hora, posterior a la ingesta de las
formulaciones, y hasta las 36 a 48 horas. Durante todo el tiempo detectable, los valores obtenidos
se encontraron por encima de la MIC (0,03 pug/ml). La concentracion maxima (Cmax) se establecio
en 1,233 pg/ml para el tratamiento microencapsulado, mientras que para el control se obtuvo un
valor de 1,081 pg/ml. Estos datos representaron una mayor deteccion de doxiciclina sérica que en
el primer momento. Sin embargo, los indices Cmax, tiempo de vida media y tiempo maximo
obtenidos, continuaron siendo inferiores a los reportados en otros estudios. Las metodologias de
deteccidn reportadas en el estado del arte, corresponden principalmente a procesos indirectos
(medicion de halos de inhibicion en cultivos bacterianos), las cuales podrian tender en cierto grado
a la subjetividad, y pueden afectar la especificidad de los resultados obtenidos si son comparadas
con técnicas cromatograficas. Estos métodos pueden ser menos confiables que los analisis por
cromatografia acoplada a masas. A pesar de esto los datos obtenidos en este segundo ensayo son
cercanos a los reportados por Kukanich y colaboradores, quienes utilizaron como mecanismos de
deteccidn la cromatografia liquida y espectrometria de masas (Kukanich & Kukanich, 2015) igual
que en la presente investigacion. El valor AUCo-24:MIC obtenido para Formicrodox en este ensayo

fue de 228,6; mientras que para el control fue de 218,6. De igual manera que en el primer proceso
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del estudio, los resultados podrian inferir, una posible dptima capacidad bacteriostatica del
antibidtico, tanto en la presentacion microencapsulada como en el control (Gunderson et al., 2001).
Como limitantes, en este primer estudio se pudo haber presentado algin grado de sesgo por el tipo

de reclutamiento realizado.

Ensayo paralelo longitudinal en el manejo de la CME (Estudio preclinico de
seguridad)
Ensayos preclinico de seguridad, paralelo y longitudinal en el manejo de la CME
con multiples administraciones orales, a dosis terapéuticas (10 mg/Kg cada 24
horas) de doxiciclina, durante 28 dias
En la Gltima parte de este estudio se determinaron algunos datos farmacocinéticos durante un
tratamiento completo de 28 dias con Formicrodox comparandola con un control de doxiciclina
hiclato comercial para el tratamiento de la CME en condiciones de ayuno (debido a los datos
preliminarmente obtenidos). En este caso las concentraciones plasmaticas de doxiciclina en los
dos tratamientos y en los dos momentos fueron detectados a los 30 minutos posteriores a la ingesta
de las formulaciones, y durante los 28 dias posteriores, abarcando la totalidad del estudio. Durante
todo el tiempo detectable, los valores obtenidos se encontraron por encima de la MIC establecida
para el tratamiento de la CME (0,03 pg/ml). De igual manera distintos indicadores
farmacocinéticos aumentaron al compararlos con los estudios piloto, logrando una Cmax con
niveles de 3,555 £ 1,678 pg/ml para el tratamiento microencapsulado y de 3,211 + 4,053 pg/ml
para el control, sin embargo, no son considerados superiores a lo publicado en diversos estudios
similares en donde se utilizaban métodos indirectos. En este ensayo se logré obtener detecciones

en uno de los ejemplares caninos del grupo control de hasta 5,09 ug/ml; los cuales fueron similares
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a los reportados en estudios de cinética de doxiciclina en el biomodelo canino (Arciniegas Ruiz et
al., 2015; Kukanich & Kukanich, 2015; Michel et al., 1979). El valor AUCo-22:MIC obtenido para
Formicrodox en este ensayo fue de 791,05; mientras que para el control fue de 1789,6. Los valores
farmacodinamicos en este tercer proceso de investigacion, (igual que en los estudios preliminares)
demostraron una posible éptima capacidad bacteriostatica del antibiotico, tanto en la presentacion
microencapsulada como en el control (Gunderson et al., 2001). EI tiempo en el que se alcanzd la
concentracion maxima (Cmax) fue similar que en otros estudios publicados. Para el
microencapsulado el Tmax obtenido fue de 4 horas; este dato fue similar al reportado por Michel
y colaboradores, y Arciniegas y colaboradores (Arciniegas Ruiz et al., 2015; Michel et al., 1979).
El tiempo de vida media de absorcion fue bajo en comparacion con otros estudios, sin embargo en
una publicacién realizada por Kikuvi y colaboradores en el afio 2001, se investigo la cinética de
una tetraciclina de larga accion en perros sanos e infectados con Ehrlichia canis, reportando un
tiempo de vida media de absorcidn inferior en ejemplares infectados con el microorganismo en
comparacion a los resultados obtenidos en ejemplares sanos (1,13 + 0,15 y 0,19 + 0,07 horas
respectivamente); esto es consecuente con la presente investigacion, ya que en los estudios piloto,
el tiempo de vida media, fue mayor que en los parametros cinéticos que en el estudio con los
animales enfermos (Kikuvi, G.M., Mitema, E.S., Buoro, 2001). Un factor que dificult6 la
comparacion de indicadores farmacocinéticos con el presente estudio es que gran parte de lo
publicado se encuentra reportado como parametros cinéticos a una Unica dosis, 0 por vias de
administracion diferentes. Bigwood y colaboradores en el afio 2003 determinaron valores de
parametros farmacocinéticos posteriores a una administracién de doxiciclina con infusién continua
de 0,10 mg/kg/h en 6 perros, mostrando datos similares a los de la presente investigacion. Uno de

estos datos obtenidos similares, correspondié al parametro de area bajo la curva en el periodo
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completo de tiempo (de tiempo cero atiempo infinito), que infiere la biodisponibilidad del
farmaco (concentracion del farmaco en funcion del tiempo). Bigwood y colaboradores obtuvieron
niveles de AUC de 12,09 + 3,22 en plasma y de 2,09 £ 0,21 en liquido intersticial (Bidgood &
Papich, 2003), mientras que en el presente estudio se obtuvieron valores de 2,18 + 0,087 para el
microencapsulado y de 1,53 = 0,66 para el grupo control en sangre (en el analisis
bicompartimental). Bigwood y colaboradores utilizaron metodologias para incluir en los
resultados porcentajes de concentraciones de doxiciclina acoplada a proteinas plasmaticas
(Bidgood & Papich, 2003), en comparacidn, el presente ensayo longitudinal pudo haber tenido
limitaciones en este sentido ya que no fueron tenidos en cuenta indicadores de union a dichas
estructuras. Sin embargo, para el andlisis de cada muestra se utilizé una mezcla de acetonitrilo y
acido formico, esta mezcla (que precipita proteinas) permitio el analisis de la doxiciclina total sin
diferenciar fraccion libre y unida a proteinas. Michel y colaboradores utilizaron céapsulas de
gelatina para la administracion de doxiciclina (Michel et al., 1979), esto fue similar a la presente
investigacion. Para los tratamientos con el microencapsulado fue necesario empacar el producto
en este tipo de capsulas ya que la formulacion que fue obtenida por el método de secado por
aspersion correspondid a un polvo seco, con un grado de porcentaje de humedad por debajo del
5,4% (Gallego-Londofio, 2017). A pesar que el Formicrodox fue elaborado con CMC
(carbohidrato reportado con propiedades de proteccion contra la digestion acida géastrica, lo que es
deseable para farmacos de liberacion controlada) (Su et al., 2008) y teniendo en cuenta que los
estudios preliminares demostraron que la formulacion liberaba en condiciones in vitro una
cantidad de farmaco menor en medio &cido, se podria sugerir que gracias al microencapsulado, la
doxiciclina que alcanzé la mucosa intestinal (con el fin de ser absorbida), pudo haber representado

un mayor volumen del antibiético en comparacion con doxiciclina libre. En estudios preliminares
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in vitro el microencapsulado obtenido contd con caracteristicas higroscopicas (Gallego-Londofio,
2017; Mazabel-Riera, 2017), debido a esto las microparticulas, luego de la administracion oral,
podrian haberse expandido en contacto con los liquidos gastricos, con una consecuente ruptura
con liberacion del contenido (doxiciclina) de manera prematura en la mucosa del estmago, esto
es considerado indeseable por los efectos gastrolesivos e irritantes de este antibidtico. Por lo tanto,
se utilizaron cépsulas de gelatina para la administracion de la formulacién microencapsulada (en
promedio de 4 a 6 capsulas al dia por animal intervenido). A pesar de esto, el vémito no fue
significativo luego de comparar los dos grupos. En el caso del estudio longitudinal de ejemplares
con deteccion de Ehrlichia canis, el nimero de perros que contaron con los criterios de inclusion,
y que no tenian criterios de exclusion, correspondié a un 3% (5/198) de la totalidad de los
ejemplares muestreados. Esto pudo haber sido una limitante, ya que se present6 alto grado de
variabilidad en algunos datos obtenidos posiblemente dado por el bajo nimero de ejemplares que
fueron reclutados en las investigaciones. Por Gltimo, cabe resaltar que la integridad de la pared del
microencapsulado es considerado importante con el fin de asegurar una mejor retencién del activo;
ademas, una superficie suave es reportado como una caracteristica deseable para garantizar una
menor permeabilidad del vapor de agua y de oxigeno, generando mayor proteccion de la sustancia
encapsulada frente a condiciones ambientales (Gallego-Londofio, 2017). En este mismo sentido,
es importante que para futuras investigaciones se analicen y caractericen estas propiedades, con la
intencion de identificar posibles asociaciones entre su morfologia y la liberacion del farmaco, lo
cual no fue parte del alcance de la presente investigacién. Por lo tanto deberian plantearse para el
futuro, investigaciones que comprendan el estudio con el uso de otro tipo de alternativas de

liberacion controlada de doxiciclina, y formulaciones con propiedades fisico-quimicas diferentes.
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Conclusiones

El microencapsulado no tuvo diferencias estadisticamente significativas con la doxiciclina hiclato
comercial luego del estudio de comparacion de parametros farmacocinéticos. Formicrodox podria
ser una estrategia util ya que se puede elaborar con componentes de bajo costo y de facil acceso.
Se deben realizar estudios adicionales con el fin de optimizar el proceso de elaboracion,
mantenimiento y administracion del producto innovador para facilitar el tratamiento en los ensayos
clinicos. La deteccion sérica de doxiciclina del microencapsulado siempre estuvo por encima de
la MIC, y el en todos los ensayos realizados se consider6 alto al compararlo con lo publicado, lo
cual es deseable. Algunos resultados farmacocinéticos obtenidos en los tres ensayos (piloto
cruzado y paralelo; y preclinico), se consideraron inferiores en comparacion con publicaciones
donde se utilizan metodologias indirectas (como la medicion de halos de inhibicién). Gracias a la
metodologia utilizada en el presente estudio (cromatografia acoplada a espectrometria de masas),
los datos obtenidos podrian representar una mayor plausibilidad en los valores de deteccion, ya
que el uso de técnicas indirectas para este tipo de investigaciones podria sobreestimar las
concentraciones reportadas. El suministro de alimento pudo disminuir la absorcion y la
biodisponibilidad de la doxiciclina, sin embargo es posible que no haya afectacion en el manejo
de la CME debido a que las concentraciones séricas siempre se consideraron 6ptimas, indicadas
por el cociente AUCo-24:MIC. En los estudios realizados se pudo haber presentado una alta
variabilidad entre los pacientes intervenidos al interior de cada grupo (Formicrodox y Control),
esto se pudo haber dado posiblemente por el numero limitado de ejemplares estudiados.
Finalmente se deberia escalar a estudios multicéntricos y realizar investigaciones de eficiencia y
eficacia, puesto que el microencapsulado podria cumplir con estandares similares a moléculas que

se encuentran actualmente en el mercado.
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Capitulo 111
Seguridad de un Microencapsulado para la Liberacion de Doxiciclina en el Tratamiento de

la Ehrlichiosis Monocitica Canina

Introduccion

Ehrlichiosis es el término utilizado para describir las enfermedades causadas por bacterias del
género Ehrlichia (Rickettsiales: Anaplasmataceae). Un total de seis especies de Ehrlichia han sido
reconocidas en humanos y animales: E. canis, E. chaffensis, E. ewingii, E. minasensis, E. muris y
E. ruminantium (Little, 2017), sin embargo la evidencia seroldgica y molecular de nuevas especies
del género estan siendo rutinariamente reportadas. La erlichiosis monocitica canina (CME) es una
enfermedad que afecta principalmente a perros domésticos y ha sido demostrada su circulacion en
humanos y fauna silvestre (Bouza-Mora et al., 2017; Perez et al., 2006; Prince et al., 2007; Unver
etal., 2001). La CME es una enfermedad causada por la bacteria Ehrlichia canis, microorganismo
intracelular Gram-negativo perteneciente al subgrupo a-Proteobacteria, orden Rickettsiales y a la
familia Anaplasmataceae. En caninos, la patogénesis de la enfermedad depende de varios factores
como el tamafio del inoculo, la cepa infectante, el estado inmunoldgico y la presencia de
coinfecciones. Actualmente para el tratamiento de la CME se recomienda el manejo con
antibioticos de la familia de las tetraciclinas, principalmente la doxiciclina. Sobre este antibiotico
han sido publicados muchos estudios que demuestran su efectividad bacteriostatica (Brouqui &
Raoult, 1990; Donatien & Lestoquard, 1937; Eddlestone et al., 2007; Hidron et al., 2014; Little,
2017; McClure et al., 2010). Aunque las tetraciclinas son consideradas seguras, no estan exentas
de reacciones adversas en humanos y animales (Sumano & Ocampo, 2006), y ha sido reportada su
toxicidad en diferentes biomodelos (Chiers et al., 2004; Riond et al., 1990; Schoélkens, B. Gerhards,

H. Lindner, 1971). En general, estos efectos estan relacionados con sus propiedades irritantes,
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entre los que se consideran mas comunes los efectos gastrolesivos con presencia de vomito (Schulz
et al., 2011) y diarrea, abscesos asépticos después de una aplicacion parenteral y la alteracion de
la microbiota intestinal (Bartlett et al., 1975), quelacion del calcio en sangre, intestinos y huesos
en crecimiento, y posibles efectos toxicos sobre las células hepaticas y renales utilizando altas
dosis (Lepper MH, Zimmerman HJ, Carroll G, Caldwell ER Jr, Spies HW, Wolfe CK, 1951).
Ademas, la doxiciclina esta contraindicada en hembras gestantes por ser clasificada como
teratogénica (Sumano & Ocampo, 2006). Se podria considerar el vomito como la reaccion adversa
mas comun, ya que se ha demostrado la presencia de este efecto gastrolesivo en un 18,3% de los
perros a los que se les tratado con dosis terapéuticas (Schulz et al., 2011). Para contrarrestar estos
efectos, una estrategia que ha sido implementada en las Gltimas décadas son los sistemas
microencapsulados, estos tienen como finalidad conseguir una mejor optimizacién en la liberacion
del principio activo por medio de mecanismos de liberacion controlada (Torchilin, 2000). El
presente estudio pretende demostrar conceptual y metodolégicamente la seguridad de una nueva
formulacion microencapsulada para la liberacion de doxiciclina (Formicrodox) en el tratamiento

de la CME en perros infectados naturalmente.

Metodologia

Aspectos éticos
El estudio fue aprobado por el Comité de Etica para Experimentacion con Animales de la
Corporacion Universitaria Lasallista Acta 06 del 8 de junio del 2013; siguiendo las normas
estipuladas por el Cadigo de Etica (COMVEZCOL); Capitulo VI de la ley 84 de 1989; Articulo

Il de la ley 1774 del 2016 y Capitulo VI, titulo 3, de la ley 576 del 2000 de la Republica de
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Colombia. A los duefios de los albergues caninos incluidos en este estudio se les explico el tipo de

estudio y se obtuvo su consentimiento informado.

Disefio del ensayo clinico de seguridad
Se estudio la seguridad de una formulacion oral microencapsulada para la liberacion de doxiciclina
(compuesto de sacarosa, gelatina y carboximetilcelulosa) (Formicrodox) en el tratamiento de
CME, medido en el nimero de eventos de vémito como desenlace primario, cambios
hematoldgicos como desenlace secundario e inferencia bacteriostatica como desenlace terciario
durante el tratamiento en un tiempo de 28 dias, realizado en ejemplares caninos portadores de
Ehrlichia canis procedentes de albergues caninos del municipio de Caldas, Antioquia - Colombia.
Un estudio explicativo de grupos paralelos de equivalencia, unicéntrico, triple ciego y con

asignacion aleatoria.

Criterios de inclusién
Los perros elegibles solo ingresaron al estudio una vez que el duefio del albergue de origen diera
su consentimiento informado. Para ser elegible un perro tenia que estar en una edad comprendida
entre uno y 12 afios, con infeccion por Ehrlichia canis confirmada por deteccion molecular con
gPCR y PCR (Almazan et al., 2016; Cruz et al., 2012; Peleg et al., 2010) y no tener ninguno de

los criterios de exclusion.

Criterios de exclusion
Como criterios de exclusion se tuvo en cuenta la coinfeccion por hemoprotozoarios caninos

(Babesia spp, Hepatozoon spp) (Almeida et al., 2012; Jefferies. R, Ryan. U, Muhlnickel. C, 2003)
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y por Anaplasma platys confirmada por deteccion molecular (Almazan et al., 2016; Peleg et al.,
2010). Los animales confirmados molecularmente como positivos a Ehrlichia canis, pudieron
haber sido excluidos del estudio, luego de realizarles chequeo en sus historias clinicas para
determinar antecedentes en el ultimo mes de terapia de quimioprofilaxis con tetraciclinas, historia
de hipersensibilidad a antibidticos, cambios evidentes y repetidos en las constantes fisiologicas
reportados al chequeo médico veterinario (pulso inconstante, anormalidades en los sonidos

cardiacos y respiratorios y alteracion en la saturacién de oxigeno en la sangre).

Reclutamiento de los ejemplares caninos a intervenir

Sitios de estudio y toma de muestras
Fueron muestreados y analizados 198 ejemplares caninos obtenidos durante los meses de julio de
2017 a febrero de 2018 y provenientes de los albergues caninos “El Hogar de Alicia” localizado
en la vereda La Miel y el “Albergue Municipal de Caldas” en la vereda La Salada, a 2.5 y 7 Km
respectivamente del perimetro urbano del municipio de Caldas, Antioquia. Se tomaron muestras
de sangre con jeringas estériles de 3 ml y agujas de calibre 21, y posteriormente fueron depositadas
en tubos con (EDTA) y sin anticoagulante. Las muestras fueron transportadas y procesadas en el
Laboratorio de Diagnostico Clinico Veterinario humano ‘“Marco Antonio Serna” f.s.c de la
Corporacion Universitaria Lasallista. Las muestras de hematologia fueron procesadas de manera

inmediata y las de diagndstico molecular fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis.

Deteccion molecular como criterio de inclusion
Para la extraccion de DNA, se tomaron muestras de sangre en los ejemplares caninos estudiados

con el anticoagulante EDTA. Para este propdsito se uso el estuche comercial de la marca Thermo
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scientific tissue DNA purification® siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se cuantifico y
midié la pureza del DNA por medio de espectrofotometria con las relaciones 260/230 y 260/280
(Nanodrop ND-2000®, Thermo Scientific, Wilmington, EE. UU). A los ejemplares que
cumplieron los criterios de inclusion y que ingresaron al estudio, se les tomé de nuevo muestras
de sangre con EDTA, y les fue realizado nuevamente extraccion de DNA. Al producto obtenido
le fue cuantificado y medido su pureza por medio de un espectrofotometro IMPLEN NP80
(Version NPOS 3.1d build 13220). Para el reclutamiento de los animales, fueron utilizados los
cebadores EC16S F (5-TCGCTATTAGATGAGCCTACGT-3) y EC16S R (5-
GAGTCTGGACCGTATCTCAGT-3") (Cabrera, 2018; Peleg et al., 2010; Trevor Waner et al.,
2014) que amplifican un segmento del gen 16S rRNA de la familia Anaplasmataceae. EI volumen
de reaccion final fue de 20 pl, constituido por 10 pl del reactivo SensiFAST SYBR® No-ROX
mix (2x), 0,8 uM de cada cebador, 6,4 pl de agua ultra pura 'y 2 pl del DNA con una concentracion
final de 33,33 ng/uL. El equipo utilizado para este protocolo fue un termociclador de marca
Qiagen® modelo Rotor-Gene Q 5PLEX HRM Real Time PCR, el cual fue programado con los
siguientes ciclos: una desnaturalizacién inicial de 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de
95°C durante 5 segundos, extension a 65°C durante 10 segundos y amplificacion a 72°C por 5
segundos. Las muestras se consideraron positivas con niveles de ciclo umbral (Cycle threshold,
Ct) menor a 35 ciclos y con productos amplificados cercanos a la misma temperatura de
disociacién del control positivo, temperatura de fusion (TM) (65-95°C) y Threshold 0.03932.
También se agreg6 una curva de fusion al final de esta prueba para verificar la especificidad y
garantizar la eficiencia de los cebadores. El control positivo fue DNA de organismos relacionados
con el agente Anaplasma marginale. Con el fin de garantizar la ausencia de contaminacion de

reactivos, enzimas y muestras problemas, fue incluido en cada ensayo un tubo que contenia todos
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los componentes de PCR-Mix sin DNA, la cual fue reemplazada por una cantidad equivalente de
agua ultra pura (Cabrera, 2018). Para comprobar los resultados se usaron los iniciadores del gen
16S rRNA, 16SANA-F (5-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACG-3) y 16sANA-R (5-
AGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTA-3") (Almazan et al., 2016; Cabrera, 2018; De la Fuente et
al., 2006) que también amplifican para microorganismos de la familia Anaplasmataceae. El
volumen de reaccion final fue de 50 ul usando: (34,75 ul) de agua ultra pura, TopTaq PCR Buffer
(5 ul), 10x CoralLoad (5 ul), ANTPs mix 10 mM (1pul), cada cebador a 10 mM (0,5 ul), TopTaq
DNA Polimerase (0,25 pl), y DNA problema (2 pl). Los pardmetros del termociclador optimizado
fueron de 94°C/3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/30 segundos, extension de recorrido a
60°C/30 segundos, amplificacion 72°C/45 segundos y una extension final de 72°C/10 minutos. El
fragmento deseado era de 421 pb. Como control positivo se comparé con DNA del
microorganismo Anaplasma marginale. A los animales considerados positivos, a
microorganismos de la familia Anaplasmataceae por amplificacion, anélisis de las curvas de
disociacién, y secuenciacion de los productos obtenidos, se les realizd6 PCR del gen dsb, dsbF2
(5- CTTAGTAATACTAGTGGCAAGTTTTCCAC-3) y dsbR2 (5-
GTTGATATATCAGCTGCACCACCG-3)), el tamafno del amplicon esperado fue de 684 pb
(Cabrera, 2018; Cruz et al., 2012). El volumen de reaccion final fue de 26 ul en el que se utilizaron
(19,4 pl) agua ultra pura, 10x NH4 Buffer (2,5 pl), MgCI2 solution 10 (0,75ul), dNTPs mix 10
mM (0,25 pl), cada cebador 10 mM (0,5 ul), Biolase DNA Polimerase (0,1 pl), y DNA problema
(2 ul). El termociclador fue optimizado a 95°C/2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C/30
segundos, extension de recorrido a 62°C/30 segundos, amplificacion 72°C/45 segundos y una
extension final de 72°C/5 minutos. Como control positivo se compar6 con DNA del

microorganismo Ehrlichia canis.
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Gen  Primer Secuencia pb Referencia
EC16S F 5-TCGCTATTAGATGAGCCTACGT-3 (Cabrera, 2018; Peleg etal.,
124 2010; Trevor Waner et al.,
16S EC16SR 5-GAGTCTGGACCGTATCTCAGT-3' 2014)
TRNA" 165 ANA-F 5-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACG-3' (Almazén etal., 2016;
421 Cabrera, 2018; De la Fuente
165 ANA-R 5-GAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTA-3" et al., 2006)
X dsbF2 5-CTTAGTAATACTAGTGGCAAGTTTTCCAC-3' (Cabrera, 2018: Cruz et al
Ds 684 . !
dsbR2 5-GTTGATATATCAGCTGCACCACCG-3 2012)

Deteccion molecular de coinfecciones como criterio de exclusion
En las muestras consideradas positivas posterior a la amplificacion del gen 16S rRNA (por gPCR
y PCR), fueron utilizados los iniciadores pla-HS475F (5" AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTASZ")
y pla-HS1198R (5"CATAGTCTGAAGTGGAGGAC3) (Cicuttin et al., 2015; Inokuma et al.,
2002; Posada-Zapata et al., 2017) con los cuales se esperaba amplificar un fragmento esperado de
724-pb. Se usé el estuche comercial de PCR Phusion Green Hot Start Il High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo®), el volumen de reaccion final fue de 20ul en el que se utilizaron (11,7 pl)
agua ultra pura, 10x taq Buffer (4 ul), DMSO 3% (5 ul), ANTPs mix 10 mM (0,5 ul), cada cebador
10 mM (0,5 pl), Phusion Green Hot Start Il DNA Polimerase (0,2 ul), y DNA problema (2 pul). Las
condiciones en el termociclador fueron de 98°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 98°C por
15 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 60 segundos, y una extension final de 72°C por 5
minutos. Como control positivo se comparé con DNA del microorganismo Anaplasma platys. De
igual manera fueron utilizados los iniciadores PiroAl (5-AGGGAGCCTGAGAGACGGCTACC-
3) y PiroB (5-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3) esperando un tamafio de fragmento de 450

pb (Cabrera, 2018; Jefferies. R, Ryan. U, Muhlnickel. C, 2003). El volumen de reaccion final fue
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de 50 pl: (34,75 pl) de agua ultra pura, TopTaq PCR Buffer (5 ul), 10x CoralLoad (5 ul), dNTPs
mix 10 mM (1 ul), cada cebador 10 mM (0,5 ul), TopTaq DNA Polimerase (0,25 ul), y DNA
problema (2 ul). El programa utilizado en el termociclador comprendié una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, alineamiento de
60°C por 30 segundos, extension de 72°C durante 45 segundos, y una amplificacion final a 72°C
por 10 minutos. EIl control positivo fue DNA de organismos relacionados con el agente Babesia
canis.

También se usaron los primers HEP144-169 (5'-GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3)y
HEP743-718 (5-ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3') que amplifican un fragmento de
gen de la subunidad 18S rRNA (574 pb) (Almeida et al., 2012; Cabrera, 2018). EIl volumen de
reaccion final fue de 26 pl: (19,2 pl) de agua ultra pura, BSA como adictivo (0,2 ul), 10x NH4
Buffer (2,5 pl), MgCI2 solution 10 (0,75 pl), dANTPs mix 10 mM (0,25 pl), cada cebador 10 mM
(0,5 ul), la enzima Biolase DNA Polimerase (0,1 pl), y DNA problema (2 pl). El termociclador
fue optimizado con el siguiente protocolo: 95°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, una extension de recorrido a 53°C por 30 segundos, y amplificacion a 72°C por
45 segundos, y una extension final de 72°C por 5 minutos. El control positivo fue DNA
relacionados con el agente Hepatozoon canis. Para todos los estudios de PCR convencional se
utilizé un equipo Labnet Multigene® (Sigma-Aldrich), a todos los productos generados por PCR
convencional se les realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 2%, usando como intercalante el
reactivo EZ-Vision (AMRESCO®) y un marcador de peso molecular de 100 pb. La fuente de
poder se programé a 100 voltios por 40 minutos y el revelado se hizo en un fotodocumentador

EnduroTM® (Labnet).
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Gen Primer Secuencia pb Referencia
pla-HS475F 5'-AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTA-3’ (Cicuttin etal., 2015;
groEL 720 Inokuma et al., 2002;
pla-HS1198R 5'-CATAGTCTGAAGTGGAGGAC-3 Posada-Zapata et al, 2017)
PiroAl 5-AGG GAG CCT GAG AGA CGG CTA CC-3' (Cabrera, 2018; Jefferies. R,
450 Ryan. U, Muhlnickel. C,
PiroB 5-TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC-3' 2003)
188
HEP2 144-
rRNA 5-GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3' _
169 574 (Almeida et al., 2012;
HEP2 743- Cabrera, 2018)

718 5'-ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3'

Analisis filogenético
Todos los productos positivos a Ehrlichia spp. Anaplasma spp. Babesia spp. y/o Hepatozoon spp.
fueron secuenciados en la empresa Macrogen Inc., Seul, Corea. Los resultados obtenidos fueron
sometidos a blast analyses (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), y alineados con secuencias homologas
disponibles en el GenBank. Las secuencias fueron editadas y analizadas filogenéticamente con el
programa MEGA 7. Los métodos filogenéticos se realizaron por medio del analisis de
probabilidades bayesianas con el modelo de substitucion general con tiempo reversible y el analisis
por distancias genéticas con el algoritmo de neighbor-joining (Tavares, 2011) con las distancias
estimadas segun el modelo de sustitucion de Hasegawa- Kishino-Yano con los programa MrBayes

3.1.2 y PAUP v. 4.10, respectivamente (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013).

Ensayo preclinico de seguridad
Aleatorizacion e intervencion
Después de haber escogido a los pacientes, y luego de la firma del consentimiento informado se
procedid a revisar las historias clinicas y a los ejemplares caninos se les realizé chequeo fisico

(frecuencia cardiaca, respiratoria, tiempo de llenado capilar). Si los animales no presentaban pulso
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inconstante, anormalidades en los sonidos cardiacos y respiratorios, y alteracion en la saturacién
de oxigeno en la sangre; los sujetos se clasificaban como elegibles para el estudio. La
aleatorizacion se produjo a través de un esquema computarizado (aleatorizacion por bloques
balanceados). Se generd una secuencia de asignacion al azar usando nimeros aleatorios creados
por computadora para los grupos Formicrodox y Doxiciclina Hiclato Comercial como control
usando el software SPSS version 22. Ya generada la secuencia de los grupos mediante la tabla de
aleatorizacion, se oculté la secuencia de asignacion en sobres opacos, sellados y enumerados. Estos
sobres fueron guardados en el laboratorio de diagndstico clinico veterinario de la Corporacién
Universitaria Lasallista y s6lo tuvo acceso a ellos el médico veterinario quien suministro los
tratamientos. Los ejemplares escogidos para el estudio fueron transportados a las instalaciones de
la Corporacion Universitaria Lasallista y 15 dias antes de la intervencién fueron desparasitados
con Fluralaner, Febantel, Prazicuantel y Pamoato de Pirantel. Los animales fueron confinados en
guacales de metal usados para hospitalizacién, lo suficientemente amplios para que contaran con
movimiento y con bandeja metalica inferior para los desechos. Todos los perros recibieron el
mismo tipo de alimento (adaptado desde una semana anterior al ensayo) y agua a voluntad. Se
utilizo el condicionamiento operante con premios en el momento de la obtencidn de las muestras.
La intervencion tuvo una duracion de 28 dias segun lo estipulado como tratamiento con doxiciclina
para el tratamiento de la CME (Neer et al., 2002), para cada experimento el tiempo 0 de
administracion del farmaco se designé como tratamiento a las 0 horas. Se realizaron las
intervenciones en dos grupos de manera paralela. La dosis establecida para los dos grupos fue de
10 mg/Kg via oral, la cual fue establecida en estudios preliminares (Mazabel-Riera, 2017). Durante
el estudio se obtuvieron muestras de sangre (3 ml) mediante venopuncion a las 0, 0.1 (6 minutos),

0.2 (12 minutos), 0.5 (30 minutos), 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 240 (10 d), 360 (15d), 480 (20d)
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y 672 horas (28d). Los productos fueron suministrados por un médico veterinario quien fue el
encargado de la administracion de los tratamientos semanalmente, este funcionario no hizo parte
del procesamiento de las muestras ni del andlisis de los datos. La medicacion empezé el dia 10 de
marzo y culmind el dia 7 de abril de 2018. Los tratamientos fueron suministrados en ayunas, y dos
horas posteriores a la administracion de los tratamientos se le ofrecia comida a los ejemplares. Los
perros recibieron observacion constante por parte del personal veterinario de la institucion, a estos
animales se les otorgaron paseos de 30 minutos en promedio 3 veces al dia, estos momentos fueron
aprovechados para evaluar comportamientos o indicadores fisicos que pudiesen estar relacionados

con los efectos adversos posibles, reportados luego del uso de doxiciclina bajo dosis terapéuticas.

Desenlaces
Desenlace primario:
Eventos de vomito durante el tratamiento. Un evento vémito se establecié como la expulsion de
contenido gastrico por la boca, luego de contracciones abdominales sin pausa de tiempo, o la
presencia de contenido digestivo medido por visualizacion directa en las bandejas metélicas en
promedio cada 8 horas. Este evento fue evaluado 3 veces al dia durante 30 minutos (6:00, 12:00 y
18:00 horas). Durante estos momentos se revisaron comportamientos de malestar general o
contracciones abdominales, y se realizé un chequeo general de las bandejas metélicas de cada uno
de los guacales. Si el vomito se presentaba 30 minutos posteriores a la administracion del
tratamiento, se procedia con un nuevo suministro del microencapsulado o control, dependiendo
del grupo al que el perro estuviera asignado, con el fin de asegurar el mantenimiento éptimo de los
niveles séricos de doxiciclina y evitar un descenso por debajo de MIC. Los datos fueron

organizados en el programa Excel y analizados por medio del paquete estadistico SPSS version 22
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para Windows version 11.5. Para el analisis de estos eventos se realizd un estudio de tipo
longitudinal y se utilizé el andlisis bidimensional de Friedman de varianza por rangos para

muestras relacionadas de acuerdo con la frecuencia diaria de revision.

Desenlace secundario:
Cambios en los pardmetros sanguineos, tanto hematoldgicos como de quimica sanguinea
comparados con los valores hematologicos considerados normales y entre los dos grupos
intervenidos (Schultze et al., 2000; Latimer et al., 2005; Mackin et al., 2000). A los pacientes
considerados con CME se les tomd6 5 ml de sangre entera con EDTA y en tubo sin anticoagulante.
Fueron realizados 6 muestreos de sangre en los tiempos 0, 168, 264, 360, 504 y 672 horas (0, 7,
11, 15, 21 y 28 dias respectivamente). Las muestras fueron transportadas de inmediato al
Laboratorio de Diagndstico y Estudios Clinicos de la Corporacion Universitaria Lasallista donde
se realizo analisis hematologico (Eritrocitos (mill/ul), Hemoglobina (g/dl), Hematocrito (%),VCM
(FI), HCM (Pg), CHbCM (g/dl), Amplitud de la Distribucion Eritrocitaria ADE (%),
Metarrubricitos (en 100 leucocitos), Plaquetas (x 10%/ul), Proteinas plasmaticas (g/l), Leucocitos
totales (/ul), Basofilos (/ul), Eosindfilos (/ul), Neutrofilos (/ul), Bandas (/ul), Linfocitos (/ul),
Monaocitos (/ul)), Creatinina (mg/dl) y ALT (U/l)). Para este procedimiento se utilizé un equipo
Abacus Junior Vet, Diatron®, y un espectrofotometro A-15 Biosystems®. Se establecieron las
diferencias entre grupos en pacientes con CME en la hora suministrada por diferentes métodos
(Prueba T para muestras relacionadas para datos paramétricos; y Mann-Whitney para datos no
paramétricas). Un valor de p menor o igual a 0,05 fue considerado significativo. Los resultados
fueron analizados con los programas Excel Office 2013 SigmaPlot 12.0, GraphPad Prisma versién

7'y SPSS version 22.



103

Desenlace terciario:
Equivalencia en los efectos bacteriostaticos en pacientes con CME definida como el namero de
copias de DNA del gen 16S rRNA por gPCR detectado por encima del Ct (Threshold cycle)
durante 28 dias de tratamiento, entre las dos intervenciones, manteniendo concentraciones
plasmaticas de doxiciclina en sangre por encima de MIC (0,03 ug/ml) comprobada por UPLC-
MS/MS (Mazabel, 2017). Durante este estudio se obtuvieron muestras de sangre (3 ml) mediante
venopuncion con el anticoagulante EDTA, a las 0, 24, 48,72, 96, 240 (10d), 360 (15d), 480 (20d)
y 672 horas (28d) del tiempo de estudio. A cada una de las muestras se les realiz6 extraccion de
DNA y amplificacion molecular de fragmentos del gen 16S rRNA de la familia Anaplasmataceae
por gPCR siguiendo los mismos protocolos utilizados para el reclutamiento de los ejemplares

caninos.

Comparacion de copias de DNA
Para comparar el numero de copias de DNA de amplificacion, se realizé ligacion de un plasmido
con un fragmento del gen 16S rRNA. Inicialmente se realiz6 un PCR convencional usando el
estuche comercial de Phusion Green Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo®) con
cebadores EC16S F (5-TCGCTATTAGATGAGCCTACGT-3) y EC16S R (5-
GAGTCTGGACCGTATCTCAGT-3") (Cabrera, 2018; Peleg et al., 2010; Trevor Waner et al.,
2014). El volumen de reaccion final fue de 20ul en el que se utilizaron (11,7 ul) agua ultra pura,
10x taq Buffer (4 ul), DMSO 3% (5 ul), dNTPs mix 10 mM (0,5 ul), cada cebador 10 mM (0,5
ul), Phusion Green Hot Start I DNA Polimerase (0,2 pl), y DNA problema (2 pl). Las condiciones

en el termociclador fueron de 98°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 98°C por 15
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segundos, 66°C por 30 segundos y 72°C por 20 segundos, y una extension final de 72°C por 5
minutos. El producto obtenido en esta reaccion se clond en el plasmido pPGEM®-T Easy Vector
(Promega®) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Se realizé la transfeccién usando
buffer de ligacion (5 pl), un vector pPGEM®-T Easy Vector (50 ng) (1 ul), T4 DNA Ligasa (1 pl)
y el producto obtenido por PCR (3 pl). Esta reaccion se mantuvo a 4°C durante 16 horas. Para la
trasformacion se utilizaron células XL1-Blue (1 x 108 cfu/pug DNA) quimiocompetentes, a las que
se les afiadio a la reaccion de ligacion. Fue llevado a estrés térmico por un tiempo de 45 minutos
en hielo y posteriormente a una temperatura de 42°C por 45 segundos; y de nuevo a hielo por 2
minutos. A esta reaccion se le anadiéo un medio SOC (900 pl) el cual fue incubado con agitacion
constante durante 45 minutos a 37°C; y posteriormente incubados durante 16 horas en agar LB
con ampicilina (100ug/mL) y el buffer IPTG/X-Gal. Fueron escogidas un numero de 5 colonias
de color blanco, las cuales se incubaron en caldo LB con ampicilina, estas se dejaron incubando
durante 24 horas. Un mililitro de este medio fue centrifugado y al pellet obtenido se le realizd
extraccion del plasmido de las células transformadas, a las cuales se les someti6 a lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989). A la extraccion se le realizé electroforesis con gel de agarosa al 1% y se
utilizd marcador de peso molecular DNA Lambda/HindlIll (Promega). Luego de certificar la
presencia de un plasmido de 3139 pb se procedi6 a purificar las extracciones con un estuche
comercial de purificacién (Promega®), y se determing la presencia de DNA por medio de un gel
de agarosa al 0.8% (Figura 8). Se realiz6 una dilucion de la purificacion en 1:20 del DNA
plasmidico en agua calidad PCR, esta dilucion se cuantificd por medio del reactivo Qubitds DNA
HS Assay estuche comercial de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific®), y por medio de un
fluorémetro Qubit 2.0 el cual se calibr6 con estandares. Para este procedimiento se siguieron los

protocolos del fabricante.
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Figura 8. Plasmido de 3139 pb, con ligacion de un fragmento del gen 16S rRNA (colonias nimero
1, 3y 4). Pozo nimero 6 plasmido sin transformar. Pozo 2 control negativo. Pozo 5 sin

amplificacion. MPM Lambda Hind.

Estrategias de adherencia y exclusion de ejemplares durante el estudio
La estrategia de adherencia de esta investigacion fue el tratamiento de la totalidad de animales
diagnosticados con CME, inclusive si no hicieron parte del estudio. También se les realizo
desparasitacion completa, y posterior al estudio esterilizacién de los individuos reclutados.
Durante las intervenciones se realizé un seguimiento fluido por medio de llamadas telefénicas con
mensajes por celular y correo electrénico, con el fin de motivar a los duefios de los albergues a que
los pacientes permanecieran dentro del ensayo preclinico. Los animales a los que les fuera
detectados efectos adversos considerados como graves, relacionados con el tratamiento con
doxiciclina, o por la presencia de CME, o que carecieran de niveles de doxiciclina por encima de
MIC, debian ser excluidos durante este estudio, con el fin de recibir un tratamiento comercial

validado.
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Resultados

Muestras de sangre de 198 ejemplares caninos, fueron recolectadas en los dos alberges
anteriormente descritos. Al momento de la toma de muestra de sangre, las constantes como
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, pulso femoral, temperatura corporal, porcentaje de
hidratacion, color de mucosas y tiempo de llenado capilar, oscilaron dentro de los rangos estables
para la especie y caracteristicas fisioldgicas. A la totalidad de los ejemplares de los albergues
muestreados se les realizd un chequeo médico basico. Muy pocos perros contaron con historias
clinicas, por lo que se tuvo en cuenta el criterio de los duefios de los albergues con el fin de
determinar antecedentes (tratamientos con antibidticos de la familia de las tetraciclinas en el Gltimo
mes antes del estudio, registro de eventos de hipersensibilidad a antibi6ticos, cambios evidentes y
repetidos en las constantes fisioldgicas reportados al chequeo médico veterinario en los Gltimos

meses y edad estimada).

Reclutamiento: Andlisis molecular
De 198 ejemplares caninos que fueron muestreados y evaluados por gPCR, 5 resultaron positivos
a la amplificacion por medio de los cebadores EC16S (3 de “El Albergue Municipal de Caldas”, y
2 ejemplares del albergue “El Hogar de Alicia”). Luego de realizar los ensayos moleculares con
los protocolos descritos por tiempo real, se realizd PCR para la amplificacion de un fragmento del
gen 16S rRNA vy dsb para PCR convencional, y se observaron bandas de 421 pb para el gen 16s

rRNA (Figura 9) y 684 pb para el gen dsb (Figura 10).
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MPM C+A.platys CcLol DONNA GUARDIAN NEGRA caliche

Figura 9. Amplicones de PCR para el cebador 16S rRNA, los cuales habian salido positivos para
el marcador EC16S por gPCR. Control positivo: Anaplasma platys. Control negativo externo

(NEG). MPM (Marcador de peso molecular GenRuler 100 bp Plus).

Figura 10. Amplicones de PCR para el cebador Dsb, los cuales habian salido positivos para el
marcador EC16S por qPCR (Rojo: 18, 19, 176. Blanco 355). Control positivo: Anaplasma
marginale. Control negativo externo (NEG). MPM (Marcador de peso molecular GenRuler 100

bp Plus) (Cabrera, 2018).
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En los 5 ejemplares muestreados considerados positivos para Ehrlichia canis por g°PCR y PCR
para el gen 16S rRNA y Dsbh, no se detectaron coinfecciones con Anaplasma platys y

hemoprotozoarios caninos (Babesia spp y Hepatozoon spp) (datos no mostrados).

Analisis filogenético
Los productos amplificados por PCR fueron secuenciados y comparados con secuencias
publicadas en el GenBank, dando un 100% de identidad con Ehrlichia canis con los iniciadores
16S rRNA (Figura 11) y Dsb (Figura 12). Adicionalmente se hizo un anélisis filogenético usando

una secuencia consenso de los productos de la PCR confirmando la identidad de estas secuencias.

Reclutamiento perro 1 Clai
Reclutamiento perro 2 Donna

qg | Reclutamiento perro 3 Guardian

Reclutamiento perro 4 Megra
k¥010673.1 Ehrlichia canis isolate K3 BO7
KJ995541.1 Ehrlichia canis strain 45CM
k35052921 Ehrlichia chaffeensis isolate X1
K¥B44145.1 Ehrlichia chaffeensis isalate D11
| D0482915.1 Ehrlichia ruminantium clone 1
23 | NR 074513.1 Ehrlichia ruminantium strain Welgevanden

29

36 f31

16

KJI42231.1 Ehrlichia ewingii isolate AaFT169
?{ U9B436.1 Ehrlichia ewingii strain 95E8-TS
|AF312907.2 Ehrlichia muris
o7 |NR 0259621 Ehrlichia muris strain AS145
JMNEEBEZ22.1 Anaplasma bovis

0.0050

Figura 11. Arbol filogenético realizado por el método Neighbor-Joining con el gen 16S rRNA
especifico de la familia Anaplasmataceae. Se usé un bootstrap de 1000 réplicas y el método de la
distancia de P para el calculo de la distancia evolutiva. El analisis fue realizado en el programa

MEGA 7y el arbol esta enraizado con el microorganismo Anaplasma bovis.
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Reclutamiento perro 1 Cloi

Reclutamiento perro 2 Donna

100

AF403710.1 Ehrlichia canis disulfide oxidoreductase gene complete cds

Reclutamiento perro 3 Guardian
100

Reclutarnienta perro 4 Megra

KMO15218.1 Ehrlichia minasensis

AY236484.1 Ehrlichia muris strain Asuke

AF403711.1 Ehrlichia chaffeensis

0020

Figura 32. Arbol filogenético realizado por el método Neighbor-Joining con el gen Dsb de
Ehrlichia. Se us6 un bootstrap de 1000 réplicas y el método de la distancia de P para el célculo de
la distancia evolutiva. El analisis fue realizado en el programa MEGA 7. Arbol enraizado en el

punto medio.

Ensayo preclinico de seguridad
De la totalidad de animales muestreados, 5 ejemplares cumplieron con los criterios de inclusion,
de este grupo fueron reclutados cuatro individuos por el disefio escogido para el estudio (Tabla 9).
Un ejemplar que no fue tenido en cuenta en el estudio, que cumplié con los criterios de inclusion
y carecio de criterios de exclusion, fue tratado bajo las mismas condiciones que los demas caninos

participantes.

Tabla 9

Ensayo preclinico: caracteristicas basales de los caninos tratados durante 28 dias. N=4 (100%).



Caracteristicas basales n=4 (%)(SD)

Peso promedio Kg 21 (3,560)
Edad aproximada en promedio Afios 5,75 (3,775)
Raza Mestizo 4 (100)
Ausencia de Anaplasma spp, Babesia spp y Negativos 4 (100)
Hepatozoon spp
Deteccién molecular de DNA de Ehrlichia canis Positivos 4 (100)
Anormalidades (Frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, fiebre) al chequeo médico, eventos Ausentes 4 (100)
vOomito, diarrea en los ultimos 7 dias
Valores hematoldgicos y de referencia Tratam. Media 2 (50) c¢/grupo
Formicrodox 5,595 + 1,209
Eritrocitos (mill/pl) 5,60 - 8,50
Control 5,06 + 3,648
Formicrodox 11,75 £ 2,899
Hemoglobina (g/dl) 12-19
Control 10,45 + 7,848
Formicrodox 36,6 + 8,202
Hematocrito (%) 37-56
Control 34 + 24,324
Formicrodox 65,5 + 0,707
VCM (FI) 65-77
Control 67,5+ 0,707
Formicrodox 20,9 £ 0,565
HCM (Pg) 21-26,2
Control 20,45+ 0,777
Formicrodox 31,95 + 0,636
CHbCM (g/dl) 32-37
Control 30,3+1,414
Amplitud de la Distribucién 1218 Formicrodox 15,6 £1,272
Eritrocitaria (%) Control 17,25 + 2,757
Formicrodox 64 + 11,313
Plaquetas (x 103/pl) 200 - 500
Control 84,5 + 26,162
Formicrodox 85+ 7,071
Proteinas plasmaticas (g/l) 50 - 80
Control 84 + 2,828
Formicrodox 6868,5 + 1091,065
Leucocitos totales (/ul) 5000 - 14100
Control 6243 + 3997,981
Formicrodox 739,5 + 505,581
Eosindfilos (/ul) 100 - 1900
Control 227 + 321,026
Formicrodox 4418,5 + 557,907
Neutrdfilos (/ul) 3300 - 10000
Control 4581 + 2371,636
Formicrodox 1008 + 735,391
Linfocitos (/ul) 500 - 4500
Control 970 + 937,623
Formicrodox 611 + 432,749
Monocitos (/ul) 100 - 1300
Control 465,5 + 368,402
Formicrodox 29,5+ 3,535
ALT (U/1) 21-102
Control 59 + 11,313
Formicrodox 1,1+0,141
Creatinina (mg/dl) 05-15

Control

0,95+ 0,070
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*Datos de referencia para la especie canina (Schultze et al., 2000; Latimer et al., 2005). Test de
normalidad Shapiro-Wilk. Diferencia entre tratamientos: Prueba de muestras emparejadas,

significancia bilateral; Prueba T para muestras relacionadas.

Desenlace primario: Eventos de vomito durante el tratamiento.
De los 4 ejemplares escogidos para el estudio y aleatorizados en cada grupo de tratamiento, el
evento vomito (expulsion de contenido gastrico por la boca, luego de contracciones abdominales
sin pausa de tiempo) fue analizado. En el grupo control, el evento se dio en un animal en 3
ocasiones (a los dos primeros dias de intervencion). Para el grupo Formicrodox, los dos ejemplares
presentaron el evento. Uno de ellos (en un par de ocasiones) presenté vomito finalizando la primera
semana de tratamiento (un evento el dia 7 y otro el dia 8), y el otro ejemplar perteneciente al grupo
del microencapsulado tuvo un evento en el dia nimero 4. Solo uno de los ejemplares no presento
eventos durante los 28 dias de tratamiento y correspondid a un perro que hizo parte del grupo
control (Figura 5). En total por cada grupo se presentaron 3 eventos vémito durante los 28 dias de

tratamiento, tanto en el grupo Formicrodox como para el grupo Control (p=1.0).

Desenlace secundario. Cambios en parametros sanguineos.
Se tomaron 6 muestras por paciente durante el estudio, y fueron analizados los cambios en los
valores hematoldgicos en el transcurso de 28 dias de tratamiento.
Se compararon valores obtenidos teniendo en cuenta los datos de referencia publicados para la
especie. Se determiné el valor de significancia entre grupos antes y después de los tratamientos

(Tabla 10).



Tabla 10

Valores hematologicos durante el estudio preclinico.

Dato de
referencia . . 1 . . . . . 2
Tratamiento Tiempo 0 P Dia 6 Dia 11 Dia 17 Dia 22 Dia 28 P
parala (to) (d28)
especie
Formicrodox 5595 o+ 5815 + 6105 * 6765 * 615 * 6995 *
Eritrocitos 1,209 0,601 0,120 0,007 0,226 0,092
h 5,60 - 8,50 0,790 0,822
(mill/pl) control 5 06+ 3 648 5465 + 557 + 6115 + 5815 + 6545
R 3,203 2,390 2,170 1,746 0,884
Formicrodox 11,75+ 124 + 134 + 145 & 1325 % 1515 #
Hemoglobina 2,899 1,697 0,565 0,565 0,777 0,070
12-19 0,772 0,772
(g/dl) control 10,45 + 11,9 + 122 0+ 1295 * 125 + 13,85 +
7,848 6,646 5,515 4,737 4,384 2,333
) 3865 + 403 & 4435 * 4055 * 46 *
+
Hematocrito Formicrodox 36,6+ 8,202 4,737 1,131 0,636 2,616 1,838
. 37-56 0,847 0,824
(%) control 30424324 37 &£ 3795 % 40,65 * 3825 * 43
= 20,081 15,202 14,778 12,940 8,061
) 665 + 665 + 655 * 66 + 66
+
Formicrodox 65,520,707 0,707 0,707 0,707 1,414 1,414
VCM (Fl) 65-77 0,301 0,792
685 + 685 + 665 * 655 * 655 ¢
Control 67,520,707 3,535 2,121 0,707 2,121 3,535
) 21,3 £ 21,9 £ 21,4 o+ 215 * 2165
+
Formicrodox 20,9£0,565 0,707 0,565 0,848 0,565 0,070
HCM (Pg) 21-26,2 0,531 0,446
control 2045  + 21,9 & 21,25 & 21,15 + 2135 * 21,1 *
0,777 0,707 0,212 0,353 1,202 0,848
Formicrodox 31,95 ¢ 3205 & 331 & 3265 * 3255 * 329
0,636 0,494 0,565 0,919 0,070 0,989
CHbCM (g/dl)  32-37 0,086 0,435
31,75 + 31,75 + 31,8 * 3255 * 322
N
Control 30,3£1,414 0,636 1,767 0,282 0,494 0,424
) 161 + 157 + 1595 & 159 & 162 +
+
Formicrodox 156+1,272 1,414 1,131 0,919 0,424 0,565
ADE (%) 12-18 0,474 0,732
control 17,5  + 18 + 173 + 1675 * 168 #* 1695 #
2,757 3,818 2,828 1,909 1,767 1,626
222 & 210 & 2075 * 191 + 2205 *
Formicrod 64+11,313 ’ ’
Plaquetas (x ormicrodox 19,798 8,485 14,849 73530 4,949
" 200 - 500 0,865 0,470
10%/pl) Control 84,5 + 164 + 168 + 2205 + 2495 + 3115
26,162 100,409 140,007 246,780 122,329 190,211
, ) 84 & 82 80 + 75+ 79
Proteinas Formicrodox 857,071 5,656 5,656 8,485 7,071 1,414
plasmaticas 50 - 80 0,856 0,720
87 & 87 + 86 + 8 + 80
I
(e/) Control 84+2,828 4,242 4,242 2,828 2,828 1,414
) 6868,5 12570 + 12585 + 15480 * 11290 # 9250 #
Formicrodox
Leucocitos 5000 ) 1091,065 0537 2291,025  5140,666 4228498  3082,985  1682,914 0152
totales (/ul) 14100 control 6243 + 88235+ 8630 + 5735 & 6700 + 4935 &
3997,981 2370,929  2630,437  2184,959  2729,432 615,182
Formicrodox 7395 ot 10345 + 1460 + 27125 & 3419 & 2683 +
Eosindfilos 505,581 860,548  1606,546  3052,579 3546847  2996,718
100 - 1900 0,782 0,304
(/nl) control 227 + 229 &+ 487 & 453 + 5065 * 6205
321,026 121,622 497,803 285,671 228,395 649,831
Formicrodox 44185 84055 + 87705 + 91745 + 5748 + 42495 +
Neutréfilos 3300 ) 557,907 1356,937  5947,475  6616,398 889,540  1284,813
0,958 0,692
(/ul) 10000 control 4581 + 71135 + 5723 & 39175 + 4457 + 3028
2371,636 1670,893  1104,500 740,340 2728,017 654,780
) 1008 + 2141 + 2313 & 27865 * 14025 + 1525
Formicrodox
Linfocitos 735,391 1788,980 2005354 761,554 78,488 237,587
500 - 4500 0,972 0,521
(/ul) control 970 + 6155 + 18375 + 8695 + 1330 + 8065 *
937,623 465,983  1257,942 932,673 193,747 758,725
Formicrodox 611 + 754 % 6295 + 6195 * 519 * 3745
Monocitos 432,749 137,178 256,679 168,998 219,203 382,544
100 - 1300 0,605 0,705
(/ul) Control 4655 651 + 481 + 495 & 407 + 4805
368,402 415,778 86,267 226,274 35,355 147,785
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+ + + + +
Formicrodox 29,5+3,535 405 * 69 - 76 - 575 % 48 -

19,091 43,840 57,982 34,648 28,284
ALT (U/1) 21-102 0,328 0,929
5§+ 635 + 68 & 565 + 505 &
Control 59+11,313 8,485 10,606 16,970 2,121 2,121
105 + 11+ 11+ 11 + 125
- Formicrod 110,141 / g g g g
Creatinina ormicrodox ' 0,212 0,141 0,141 0,141 0,070
05-15 0,306 0,306
(mg/dl) control 0.9550.070 0940 08 + 105 + 1,1 o+ 11 %
ontro 220 o 0,141 0,070 0,141 0,141

*Caracteristicas basales y posteriores a las intervenciones. N=4 (100%). Diferencia entre
tratamientos: Prueba de muestras emparejadas, significancia bilateral; Prueba T para muestras
relacionadas. (Rojo: Resultados obtenidos por debajo del valor de referencia para la especie. Azul:

Resultado obtenidos por encima del valor de referencia para la especie).

En el tiempo 0, los datos inferiores obtenidos por debajo del limite de referencia, fueron similares
tanto en el grupo Formicrodox como en el grupo Control, para los indicadores Eritrocitos,
Hemoglobina, Hematocrito, HCM, CHCM vy plaquetas. Los datos superiores a los valores de
referencia se dieron de manera homogeénea en los dos grupos en el item Proteinas plasmaticas.
Todos los datos hematoldgicos para el dia 28 de tratamiento se encontraron en los rangos
considerados normales para la especie. Los valores hematoldgicos plaquetas y HCM para el grupo
control se reestablecieron a valores normales luego del dia 11 y 17 respectivamente. El valor del
indicador proteinas plasmaticas fue el unico que se encontré desde el inicio del estudio (tiempo 0)
por encima de los valores reportados como normales, y se reestablecieron en rangos fisioldgicos
después de 11 dias para el grupo al que se le administro el microencapsulado, y 17 dias para el
grupo Control. En uno de los ejemplares se evidencié un aumento de los eosinofilos en los Gltimos
10 dias de tratamiento, y debido al bajo numero de perros reclutados por grupo, se observo un dato
promedio para la intervencion Formicrodox superior respecto a los valores de referencia. Los
resultados de los indicadores hematoldgicos basofilos, neutrofilos banda y metarrubricitos fueron

excluidos del analisis porque presentaron datos esporadicos que no permitieron analizar los
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mismos. Los valores de quimica sanguinea no cambiaron durante el estudio a valores anormales
en ningin momento. No se dio una diferencia estadistica durante el estudio entre los valores

hematoldgicos al comparar los tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11

Significancia estadistica de valores hematoldgicos durante el estudio.

Test de normalidad Dife_rencia entre Interacci.()n entre . Diferencia ,entre
(Shapiro-Wilk) tratamientos (Student- trat.':'\mlento y tiempo Oy .dla 28 de
Newman-Keuls Method) tiempo tratamiento
Eritrocitos (mill/ul) 0,881 0,803 0,999 0,176
Hemoglobina (g/dl) 0,896 0,799 0,996 0,084
Hematocrito (%) 0,901 0,842 0,999 0,118
VCM (Fl) 0,083 0,272 0,824 0,941
HCM (Pg) 0,958 0,652 0,660 0,225
CHbCM (g/dl) 0,777 0,263 0,638 0,157
ADE (%) 0,958 0,564 0,718 0,945
Plaquetas (x 10%/pl) 0,128 0,901 0,457 0,022%*
Proteinas plasmaticas (g/I) 0,237 0,551 0,184 0,03 *
Leucocitos totales (/pl) 0,565 0,148 0,277 0,760
Eosinéfilos (/pl) 0,913 0,396 0,458 0,455
Neutrdfilos (/pl) 0,999 0,469 0,533 0,562
Linfocitos (/pl) 0,830 0,451 0,261 0,697
Monocitos (/pl) 0,701 0,651 0,968 0,787
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ALT (U/1) 0,772 0,817 0,509 0,655

Creatinina (mg/dl) 0,058 0,333 0,246 0,103

* Test de normalidad Shapiro-Wilk. Diferencia entre tratamientos: Prueba de muestras

emparejadas, significancia bilateral; Prueba T para muestras relacionadas.

Luego de comparar la diferencia entre tratamientos, la interaccion entre el tratamiento y los
tiempos de estudio, y el valor inicial y final de los parametros hematolégicos obtenidos; se
determiné una diferencia estadistica entre el valor inicial de plaquetas y proteinas plasmaticas en

comparacion con el valor final para estos indicadores hematoldgicos en el dia 28 de tratamiento.

Desenlace terciario. Equivalencia de efectos bacteriostaticos
Luego del reclutamiento, la aleatorizacién y toma de muestras, se realizo la deteccion de copias de
DNA por medio de la amplificacion molecular de fragmentos del gen 16S rRNA de la familia
Anaplasmataceae por gPCR. Se realizd un primer ensayo de amplificacion del gen, en los tiempos
0, 48, 96, 240 (10d), 360 15d), 480 (20d) y 672 horas (28d). Sin embargo, en este gPCR solo se
pudo determinar amplificacion en el dia O con deteccion de DNA del género Ehrlichia spp. cercano
a la linea Ct para la hora 48 (datos no mostrados); por lo tanto, se repitié el proceso teniendo en
cuenta solo los tiempos 0, 24 y 48 horas de los ejemplares reclutados. En este segundo proceso se
pudo demostrar la disminucion progresiva en la amplificacion de DNA del gen 16S rRNA de
Ehrlichia canis durante los dos primeros dias (datos no mostrados). Los perfiles obtenidos en este
protocolo permitieron diferenciar las especies Anaplasma spp y Ehrlichia spp. Los analisis de

curvas de disociacion mostraron curvas de amplificacion especificas (Para el género
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Anaplasmaspp: Tm = 84°C £ 0.5°C; para el género Ehrlichia spp Tm = 83°C + 0.5°C) y ausencia

de amplificacion no especifica.

Desarrollo de las condiciones 6ptimas por qPCR
Los productos de PCR se formaron despues del ciclo 20. Se obtuvieron amplificaciones de
fragmentos del gen 16S rRNA con el uso de cebadores EC16SF y EC16SR (Peleg et al., 2010).
Los ensayos realizados no fueron del todo satisfactorios ya que solo se pudieron detectar cuatro
estandares del plasmido clonado (1,25 X 107, 1,25 X 10°, 1,25 X 10°y 1,25 X 10* copias) (Figuras

13, 14y 15).
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Figura 43y Figura 54. Curvas de calibracion estandar y de disociacion por gPCR para Ehrlichia
con el plasmido pGEM®-T Easy Vector (Promega®) que contiene los amplicones obtenidos con
los cebadores EC16SF y EC16SR clonado (Peleg et al., 2010), el cual corresponde a un fragmento

del gen 16S rRNA de la familia Anaplasmataceae.
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Figura 65. Curva de calibracion estandar con el plasmido pGEM®-T Easy Vector (Promega®)
que contiene un fragmento del gen 16S rRNA, obtenidos con los cebadores EC16SF y EC16SR

(Peleg et al., 2010).
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La amplificacion de las diluciones seriadas del plasmido estandar exhibi6 linealidad dentro del
rango de 1,25 X 107 a 1,25 X 10* copias por muestra. El coeficiente de correlacion para las curvas
estandar de plasmidos clonados fue de 0,97, y una eficiencia (pendiente de la recta) de 3,14.

Se amplificaron muestras de los ejemplares caninos durante los primeros 2 dias de tratamiento. De
igual manera entre las 72 a 96 horas de la intervencion, fue observada amplificacion, sin embargo,
se genero ruido en el andlisis (Melt y HRM) lo que no permitid determinar un resultado confiable
en el tercero y cuarto dia de tratamiento.

En la totalidad de las muestras analizadas desde el dia 10 hasta el ultimo dia de tratamiento del
ensayo clinico (dia 28) los valores de Ct fueron considerados insignificantes (valores similares a

los controles negativos) (Tabla 12) (Figura 16).

Tabla 12

Valores del niumero de copias calculadas de DNA por ml de sangre.

Control Formicrodox p
Tiempo/dias Media Dest Media Dest
0 2,04E+07 (n=6)  2,55E+06 1,06E+08 (n=6) 1,39E+07 0,18
1 2,20E407 (n=5)  1,25E+06 1,24E+08 (n=3) 7,02E+06 0,48
2 1,86E+07 (n=4)  1,34E+06 8,30E+07 (n=5) 1,74E407 0,004*
J*x* 1,45E+07 (n=1) - 4,95E+07 (n=4) 4,34E+07
Test de normalidad 0,16 0,614

* Test de normalidad Shapiro-Wilk. Prueba T para muestras independientes. ** Se incluyen
resultados obtenidos en el tercer dia de tratamiento, sin embargo para el grupo control solo se pudo

obtener un dato.
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Figura 16. Cinética de copias de DNA de Ehrlichia canis (16S rRNA) por gPCR en sangre de

perros tratados (Azul: Formicrodox, Rojo: control) durante los primeros 3 dias de tratamiento.

Discusion

En este estudio fue evaluada la seguridad una formulacion microestructurada de doxiciclina hiclato
con un recubrimiento de carboximetil celulosa (CMC), sacarosa y gelatina; realizado en el
biomodelo canino con CME. En el primer proceso se reclutaron los ejemplares que cumplieron
con los criterios de inclusion, y posteriormente se realizé un estudio clinico longitudinal en caninos
infectados naturalmente con Ehrlichia canis, en el cual se evalu6 la seguridad durante un
tratamiento oral a una dosis de 10 mg/Kg durante 28 dias comparandola con un control
(Doxiciclina Hiclato Comercial). Los desenlaces que se tuvieron en cuenta fueron la presencia de
eventos de vomito, los cambios en los parametros hematolégicos y la inferencia en la actividad

bacteriostatica.
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Reclutamiento
Se llevd a cabo un estudio transversal de prevalencia en dos albergues caninos del municipio de
Caldas Antioquia. 5 ejemplares (2,5%) cumplieron con los criterios de inclusion y 193 perros
resultaron negativos por PCR y gPCR para Ehrlichia canis. No se presentaron perros con
diagnostico para Anaplasma spp y Babesia spp. ni coinfecciones para los ejemplares
diagnosticados con CME. Las secuencias obtenidas para el gen dsb mostraron una identidad del
100% con especies brasilefias identificadas como Ehrlichia canis Sao Paulo (DQ460715) y
Jaboticabal (DQ460716). Debido a que el estudio tuvo un disefio de tipo paralelo, fueron
reclutados 4 ejemplares caninos para medir los desenlaces. El quinto animal (excluido del estudio)
fue tratado con doxiciclina hiclato comercial con el mismo protocolo para el tratamiento de la

CME (10 mg/Kg al dia por 28 dias) como mecanismo de adherencia.

Desenlace primario
Los hallazgos del presente estudio indicaron que la terapia con doxiciclina podria estar relacionada
con los efectos secundarios gastrointestinales tanto para el grupo de intervencion como para el
grupo control. Cada grupo tuvo en total, un nimero de 3 eventos vomito, durante los 28 dias de
tratamiento. A pesar de esto, no existieron diferencias significativas entre los dos grupos. El
numero de eventos presentados durante el tratamiento confirmé que el vomito fue el principal
efecto adverso luego del uso de este antibidtico por via oral. Este resultado fue similar a lo
reportado por Shultz y colaboradores quienes documentaron, por medio de un analisis
retrospectivo los efectos secundarios mas comunes luego del tratamiento con doxiciclina hiclato,

y el vomito en este reporte fue el principal evento presente en el 18,3% de los perros analizados
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(63/344). Shultz y colaboradores determinaron una asociacion entre la presencia de este evento
indeseable con una mayor edad del paciente canino. En el presente estudio el animal mas viejo
presento, en comparacion con los demaés perros reclutados, un mayor nimero de eventos vomito
(3 eventos/28 dias) (Schulz, Hupfauer, Ammer, Sauter-Louis, & Hartmann, 2011). En ninguno de
los 28 dias de tratamiento, y en los 6 eventos reportados durante el estudio, el vdmito se presento
inmediatamente después de la administracion del microencapsulado o del control. El evento
vomito en el 83.3% de los casos (5/6) se dio al amanecer o antes del mediodia. De igual manera
en 5/6 casos se presento el evento en la primera semana de intervencion. Es posible que se haya
dado un grado de irritacion en la mucosa gastrica durante los primeros dias del estudio en 3 de los
4 ejemplares caninos tratados.

En un estudio realizado por Gallego y colaboradores, se determind que las microparticulas
utilizadas en el presente estudio, se caracterizaron por contar con una superficie lisa y sin grietas,
lo cual pudo generar una mayor proteccion del activo en el medio. El uso de CMC ha sido
reportado como un biopolimero, que usado como material de pared, proporciona proteccion a las
microparticulas contra la condicion de digestion acida gastrica y controla la liberacion del agente
del nacleo en modelos simulados (Calvo, Lozano, Espinosa-Mansilla, & Gonzalez-Gémez, 2012).
Gallego y colaboradores demostraron que Formicrodox cuenta con propiedades de liberacion
controlada, de la doxiciclina encapsulada, en medios acidos, por lo tanto, la cantidad del antibidtico
que llega a intestino para ser absorbida, podria ser mayor. Esto puede reducir la exposicion de la
mucosa gastrica al farmaco, disminuyendo dolencias asociadas a la administracion de este
bacteriostatico (Gallego-Londofio, 2017). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en
el presente estudio, si se compara con datos reportados de eventos indeseables luego de la

administracién de doxiciclina en el biomodelo canino (Villaescusa et al., 2015).
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Desenlace secundario
Diferentes publicaciones reportan que pacientes caninos con CME sufren de cambios
hematoldgicos, principalmente trombocitopenia, anemia e hiperproteinemia (S Harrus, Waner, &
Neer, 2013; Neer et al., 2002; Villaescusa et al., 2015). Para el dia 0 del estudio, los ejemplares
caninos con CME que conformaron los dos grupos aleatorizados presentaron parametros normales
similares sin cambios estadisticamente significativos entre ellos (niveles hematoldgicos inferiores
a los valores de referencia en caninos para los parametros eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
HCM, CHbCM vy plaquetas; y superiores en los valores de proteinas plasmaticas). Luego de una
semana de tratamiento los valores hematologicos (exceptuando los niveles de proteinas
plasmaticas), se reestablecieron en los parametros reportados como normales para la especie, en
el grupo del microencapsulado. Las proteinas plasmaticas disminuyeron a valores normales solo
hasta el dia 17 del inicio del estudio. En los ejemplares caninos que hicieron parte del grupo
control, los parametros hematoldgicos hemoglobina, hematocrito y CHbCM registraron valores
considerados normales luego de 6 dias de tratamiento, en el pardmetro eritrocitos luego de 11 dias,
el valor de las plaquetas aumento6 en promedio a niveles normales para el dia 17; y finalmente para
los valores de proteinas plasmaticas (grupo control) y HCM se reestablecieron los valores normales
en los perros estudiados solo hasta el dia 22. Villaescusa y colaboradores le atribuyeron el
incremento en el conteo de eritrocitos y hemoglobina (y posiblemente el conteo plaquetario y el
parametro HCM) al efecto antimicrobiano mismo de la doxiciclina (Villaescusa et al., 2015). El
presente estudio demostr6 que el tratamiento con doxiciclina (tanto para el grupo intervenido con
el microencapsulado como para el grupo control) resulté en un aumento en el recuento de plaguetas

y eritrocitos en perros afectados por CME, al igual que en estudios previamente reportados en
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ejemplares caninos infectados experimentalmente con la bacteria (Eddlestone et al., 2007; Shimon
Harrus et al., 2004; Neer et al., 2002). Después de la iniciacion de tratamiento con doxiciclina, los
recuentos de plaquetas volvieron a la normalidad. Harrus y colaboradores detectaron un efecto
rebote de los niveles de plaquetas durante el tratamiento realizado en ejemplares caninos con CME
(Shimon Harrus et al., 2004); En el presente estudio este efecto se observd en tres de los cuatro
ejemplares caninos estudiados, sin embargo este fendmeno se evidencio desde el dia 6 hasta el dia
22 de tratamiento en donde las plaquetas volvieron a reestablecerse a niveles normales para la
especie. En este caso el rango de referencia normal es un predictor positivo para el éxito de la
terapéutica, mas no indica recuperacién en los niveles plaquetarios antes de la finalizacion del
tratamiento completo con doxiciclina. A diferencia de lo que se encuentra reportado, la creatinina
en los ejemplares caninos se mantuvo en valores normales para la especie en los dos grupos durante
los 28 dias de intervencidn. Varios autores reportan que la creatinina puede progresivamente
disminuirse por el efecto de la doxiciclina sobre las nefronas y se ha determinado que este
antibidtico ejerce una accion de reduccion en la injuria oxidativa ayudando a promover la
reparacion renal por reduccion en los niveles de citoquinas proinflamatorias e inhibicion de las
metaloproteinasas de matriz (Ihtiyar et al., 2011; Kucuk et al., 2009; Villaescusa et al., 2015). Es
posible que la ausencia de cambios en el parametro renal no se haya dado debido a que la totalidad
de los perros estudiados en el tiempo 0 no presentaron un aumento anormal en el analisis quimico
en el momento del inicio de la investigacion. Gran parte de los andlisis realizados a través del
estudio no demostraron diferencias estadisticamente significativas en los indicadores
hematoldgicos entre los tratamientos microencapsulado y control. No hubo diferencias respecto al
tiempo de tratamiento al comparar las dos intervenciones. Sin embargo, al analizar los cambios en

los pardmetros hematoldgicos entre el dia tiempo O y dia 28 de tratamiento, se encontraron
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diferencias significativas respecto a los valores de plaquetas y de proteinas plasmaticas. Este
efecto, se pudo dar principalmente por la accion bacteriostatica de la doxiciclina y el
restablecimiento fisioldgico en los valores normales hematoldgicos a través de los dias de

intervencion (Villaescusa et al., 2015).

Desenlace terciario
Se definio por la inferencia en la equivalencia en los efectos bacteriostaticos en pacientes con CME
definida como la amplificacion de copias de DNA del gen 16S rRNA por gPCR comparada con
un control positivo durante 28 dias de tratamiento, manteniendo la concentracion plasmatica de
doxiciclina en sangre por encima de MIC (0,03 ug/Kg) detectada por HPLC acoplada a
espectrometria de masas. Los resultados de este ensayo demostraron que el nimero de copias de
DNA de Ehrlichia canis descendié de manera constante durante las primeras 48 horas donde
apenas fue perceptible la amplificacion del gen por encima de la linea Ct. Después de 48 horas de
tratamiento no se detect6 DNA gendmico del microorganismo en ninguno de los dos tratamientos.
Desde los primeros 30 minutos de administracién y hasta el final de las intervenciones (28 dias),
la concentracion sérica de doxiciclina se mantuvo por encima de la concentracion minima
inhibitoria. Eddlestone y colaboradores realizaron un ensayo clinico en ejemplares caninos
positivos a Ehrlichia canis por PCR, en donde estudiaron los efectos bacteriostaticos de la
doxiciclina, demostrando la presencia del microorganismo en el segundo dia, en la totalidad de los
ejemplares caninos muestreados, al igual que en la presente investigacion. Sin embargo, reportaron
que en uno (1/9) de los ejemplares tratados se detecté DNA de Ehrlichia canis luego de 9 dias de
haber iniciado el tratamiento. Luego de este evento y hasta la finalizacion del ensayo no reportaron

amplificacion de DNA del microorganismo (Eddlestone et al., 2007). Los resultados del presente
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estudio también son similares a lo publicado por Breitschwerdt y colaboradores, quienes
concluyeron la efectividad del tratamiento con doxiciclina en la infeccion de CME (Breitschwerdt,
Hegarty, & Hancock, 1998). Sin embargo, Harrus y colaboradores en el 2004, determinaron en 5
ejemplares caninos infectados experimentalmente (tratados con doxiciclina a 10 mg/Kg por via
oral), la deteccion de DNA de Ehrlichia canis luego de 16 dias postratamiento. Este resultado pudo
haber sido diferente al presente estudio ya que los autores reportaron la infeccion gracias al uso de
aspirados esplénicos (Shimon Harrus et al., 2004), sugiriendo la importancia de este tipo de
muestreos en bazo, para el diagnostico de caninos con CME (Shimon Harrus et al., 1998). La
deteccién prolongada en el estudio en tejido esplénico de perros, durante el tratamiento con
doxiciclina puede reflejar la presencia de un ndmero mayor de organismos ehrlichiales en
macrofagos esplénicos que en la sangre en algunos estadios de la CME, y la posibilidad de obtener
falsos negativos en muestras de sangre. EI nimero de copias de DNA en el presente estudio fue
mayor a lo reportado por Baneth y colaboradores (Baneth, Harrus, Ohnona, & Schlesinger, 2009),
y similares a los obtenidos en otro modelo rickettsial por Eemereva y colaboradores (Eremeeva,
Dasch, & Silverman, 2003). Se obtuvieron valores con poca variabilidad intragrupal durante los
dos primeros dias, sin embargo, se evidencié que los perros que hicieron parte del grupo control
contaba con un menor numero de copias de DNA de Ehrlichia canis, en comparacion al grupo
microencapsulado. A pesar de haberse obtenido valores cuantificables durante el tercero y cuarto
dia de tratamiento, el ruido generado posiblemente por dimeros de primers o por amplificaciones
inespecificas en el gPCR, impidi6 analizar estos resultados. Aunque fueron encontradas
diferencias estadisticamente significativas al segundo dia de tratamiento al comparar las
intervenciones, los resultados deberian ser analizados con prudencia ya que las curvas de

disociacion (“melting”), obtenidas presentan perfiles de desnaturalizacion luego del tercer dia con
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valores de Tm cercanos a productos inespecificos y a valores considerados como negativos en el

protocolo de gPCR.

Limitaciones
El evento diarrea no fue tenido en cuenta para este estudio ya que los ejemplares caninos 15 dias
antes del ensayo preclinico, presentaron parasitos digestivos. Luego de cumplir con el protocolo
de desparasitacion, 3 ejemplares presentaron el evento una semana antes del estudio. Desde el
tiempo 0 y durante la totalidad de la investigacidn se evidencio en un perro un evento de diarrea a
los 7 dias de haberse iniciado del ensayo preclinico. Este evento pudo haber sido causado por
diversos motivos externos y no fue posible atribuirselo al uso de doxiciclina, a parasitos digestivos,
a la desparasitacion instaurada, a la dieta establecida, al consumo de algun material extrafio en los
paseos rutinarios o a la presencia de CME. Uno de los ejemplares presentd eosinofilia al finalizar
el estudio en el grupo en el que se utilizé el microencapsulado, con valores por encima de 3000
eosinofilos/pl. La eosinofilia presentada en este grupo se dio por una alta variabilidad en los
resultados debido al bajo nimero de ejemplares que lograron contar con los criterios de inclusion
para ser reclutados. La causa de eosinofilia en el ejemplar canino que la presenté no pudo ser
determinada. La sensibilidad obtenida respecto a la deteccién por g°PCR de DNA de Ehrlichia
canis fue similar a otros estudios, sin embargo, se da una diferencia en los dias de deteccidn cuando
se comparan los resultados con publicaciones donde las muestras se obtuvieron directamente de
aspirados esplénicos. Esto indica la importancia del uso de muestreos a nivel del bazo con el fin
de determinar la eliminacion completa de DNA ehrlichial, y una mejor inferencia en el éxito del
tratamiento. La cuantificacion de copias de DNA del gen 16S rRNA, podria ser util para el

diagnostico de Ehrlichia canis antes de un tratamiento antibidtico, o en los dos primeros dias de
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antibioterapia. Posterior a este tiempo la generacion de productos inespecificos o de ruido
generado por posibles dimeros de primers pueden ofrecer datos erroneos en el proceso de la

cuantificacion de DNA.

Conclusiones

El estudio demostré que el microencapsulado (Formicrodox) no tiene diferencias significativas
con la Doxiciclina Hiclato Comercial que se encuentra en el mercado respecto a diversos
indicadores de seguridad (presencia y ausencia de efectos indeseables). Se deben realizar estudios
clinicos que puedan ser llevados a cabo en un mayor nimero de ejemplares caninos y que
confirmen la eficacia y eficiencia de esta estrategia innovadora, con el fin de considerar el

microencapsulado en un escenario comercial a futuro.
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Conclusiones generales

Los resultados obtenidos permitieron describir la farmacocinética y demostrar la seguridad de una
nueva formulacién microencapsulada para la liberacion de doxiciclina en el biomodelo canino

(Formicrodox).

El microencapsulado no tuvo diferencias estadisticamente significativas con la doxiciclina hiclato
comercial luego del estudio de comparacion de parametros farmacocinéticos. Al comparar las
concentraciones en los diferentes ensayos preclinicos se pudo demostrar que el suministro de
alimento pudo disminuir la absorcion y la biodisponibilidad de la doxiciclina. Las concentraciones
séricas siempre se consideraron terapéuticamente Optimas, indicadas por el cociente AUCo-24:MIC.
Gracias a la metodologia utilizada en el presente estudio (cromatografia acoplada a espectrometria
de masas), los datos obtenidos podrian representar una mayor plausibilidad en los valores de
deteccidn, ya que el uso de técnicas indirectas para este tipo de investigaciones podria sobreestimar

las concentraciones reportadas.

Los hallazgos del presente estudio indican que la terapia con doxiciclina podria estar relacionada
con los efectos secundarios gastrointestinales tanto para el grupo de intervencion como para el
grupo control. Cada grupo tuvo en total un nimero de 3 eventos de vomito durante los 28 dias de
tratamiento. A pesar de esto, no existieron diferencias significativas entre los dos grupos. El
numero de eventos presentados durante el tratamiento confirmé que el vomito fue el principal
efecto adverso luego del uso de este antibiotico por via oral. Los valores plaquetarios y de proteinas
plasmaticas se restablecieron luego de los 28 dias de tratamiento en los dos grupos intervenidos.
Se evidencio, tanto en el microencapsulado como el grupo control, la efectividad bacteriostatica

de las moléculas durante el tiempo de tratamiento.
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Formicrodox podria ser una estrategia Util ya que se puede elaborar con componentes de bajo costo
y de facil acceso. Se deben realizar estudios clinicos que puedan ser llevados a cabo en un mayor
numero de ejemplares caninos y que confirmen la eficacia y eficiencia de esta estrategia

innovadora, con el fin de considerar el microencapsulado en un escenario comercial a futuro.
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Anexo 1. Aval del Comité de Etica para la Experimentacion con Animales.

Caldas, 7 de junio de 2013
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Cordial saludo:

El Comité de Etica para Experimentacién con Animales adscrito a la Vicerrectoria
de Investigacién de la Corporacion Universitaria Lasallista, hace constar que en la
sesion realizada el dia 8 de junio de 2013 sometié a evaluacion el proyecto
titulado “Nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de la ehrlichiosis
canina utilizando un sistema nanoestructurado para la liberaciéon de
doxiciclina”. El comité decidié dar su concepto favorable sin objecion para su
realizacion y presentacion a la convocatoria 562 de Colciencias.

A su vez este Comité estard en proceso constante de control y seguimiento de
este proyecto, verificando que las condiciones presentadas para aval se cumplan
de manera efectiva, teniendo en cuenta las debidas consideraciones éticas.

Atentamente,

.?'

LGis Fernando Ga
Vicerrector de Investi

Ido Cristian Alejandro Castillo Franz
Secretario Comité

Copia: Comité de Etica para Experimentacién con Animales.



