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1. INTRODUCCION

1.1.  Aspectos generales de las quinolonas

Las quinolonas son una clase de antibioticos de amplio espectro de accién con
gran uso tanto en medicina humana como en veterinaria. Esta clase de antimicrobianos
presenta como caracteristica principal que son los Unicos que tienen como dianas
bacterianas las enzimas ADN-girasa y topoisomerasa 1V; enzimas que desempefian un
papel esencial en la unién, replicacién y trascripcion del ADN (PRESCOTT vy
YIELDING, 1990; VERGIN y METZ, 1991; ANADON y MARTINEZ-
LARRANAGA, 1992; ZIV, 1994; BROWN, 1996; DRLICA y ZHAO, 1997,

MARIANS y HIASA, 1997; CARLUCCI, 1998; HOOPER, 1998; KIM, et al., 2000).

En el afio 1962 se obtuvo el acido nalidixico mediante la purificacion de la
cloroquina (LESHER, et al., 1962), siendo éste el primer compuesto de la serie
naftiridina en sintetizarse. En 1964 fue introducido para uso terapéutico en las
infecciones del tracto urinario, principalmente en el hombre, pero su uso no trascendi6
para el tratamiento de mas patologias debido a su limitada actividad antibacteriana y a
su baja penetracion celular. Respecto a sus caracteristicas farmacocinéticas, posee una
buena y rapida eliminacion renal; donde se alcanzan concentraciones plasmaticas en la
orina superiores a las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los gérmenes
susceptibles a este agente antibacteriano (NORRBY, 1991; ANADON, 1992; FITTON,
1992; GOOTZ y MCGUIRK, 1994; CARLUCCI, 1998; HOOPER, 1998; BALL, 2000;

STAHLMANN, 2002).

Sin embargo, no fue hasta el afio 1970 cuando se comenzaron a desarrollar
numerosas quinolonas adaptandose asi a las necesidades clinicas del momento. De esta

manera se obtuvieron compuestos de alta potencia antibacteriana, amplio espectro de



accion, buena penetracion tisular, y amplio margen de seguridad al presentar efectos
adversos moderados y pocas interacciones con otros farmacos. Teniendo en
consideracion estas caracteristicas ha sido posible aumentar las aplicaciones
terapéuticas de estos compuestos ampliando su uso en diferentes infecciones
bacterianas, actuando en la mayoria de los érganos y tejidos corporales (CHRIST et al.,
1988; PRESCOTT y YIELDING, 1990; VANCUTSEM et al., 1990; FERGUSON,
1995; CARLUCCI, 1998; HOOPER, 1998; SUMANO et al., 1998, SHAKIBAEI et al.,
2001; STAHLMANN, 2002). Las quinolonas que presentan mayor actividad
antibacteriana, que como ventaja adicional se encuentran disponibles para su
administracién por via intravenosa, poseen gran eficacia para el tratamiento de
infecciones sistémicas (CHRIST et al., 1988). En este orden de ideas podemos
considerar que el desarrollo de este grupo de antimicrobianos ha sido uno de los avances
mas importantes de la uUltima década en la quimioterapia de las enfermedades

bacterianas (SUMANO et al., 1998).

A partir de las primeras quinolonas sintetizadas han surgido nuevas moléculas
que de acuerdo a su actividad antimicrobiana y eficacia terapéutica se han agrupado en
compuestos de primera, segunda, tercera y cuarta generacion (Tabla 1), ademas de los
compuestos que actualmente se encuentran en fase de experimentacion. Los compuestos
agrupados dentro de una misma generacion, presentan similitud en su actividad
antibacteriana, espectro de accion y propiedades farmacocinéticas (VANCUTSEM et
al., 1990; CARLUCCI, 1998; BALL, 2000, OLIPHANT, 2002). Por otra parte, es
importante considerar el hecho de que la estructura quimica de las quinolonas se ha
desarrollado por dos caminos paralelos: el primero de ellos es el de las naftiridinas, que

conservan el nucleo del &cido nalidixico; y el segundo corresponde al de las



fluoroquinolonas, en las que un &tomo de nitrégeno de la posicion 8 del nucleo de

naftiridina es sustituido por un &tomo de carbono (BALL, 2000).

Tabla 1. Clasificacion de las quinolonas.

Acido piromidico
Cinoxacina

Enrofloxacina*
Ciprofloxacina*

Primera Segunda Tercera Cuarta
generacion generacion generacion generacion
Acido nalidixico* Flumequina* Marbofloxacina* Trovafloxacina
Acido oxolinico* Norfloxacina* Esparfloxacina Clinafloxacina
Acido pipemidico* Fleroxacina Tosufloxacina Moxifloxacina

Gatifloxacina
Grepafloxacina

Danofloxacina*
Sarafloxacina*
Orbifloxacina*
Ofloxacina
Pefloxacina*
Lomefloxacina
Levofloxacina
Rufloxacina

* Empleadas en terapéutica veterinaria.

Las quinolonas de primera generacion, fundamentalmente presentan buena
actividad frente a bacterias Gram-negativas y muy baja actividad frente a bacterias
Gram-positivas, Pseudomona aeruginosa Yy microorganismos anaerobios. Los
compuestos caracteristicos de este grupo son el acido nalidixico y el &cido oxolinico,
siendo estos los compuestos de primera generacion que se utilizan mas ampliamente en
terapéutica veterinaria; principalmente en cerdos, bovinos, ovejas, peces y aves
(ANADON et al., 1990; MEVIUS et al., 1990a, b; SAMAHA et al., 1991; FITTON,
1992; MEIJER et al., 1994; GUYONET et al., 1996, 1997; COCHET et al., 1997,
DELMAS et al., 1997; SANDERS et al., 1997, CARLUCCI, 1998; HOOPER, 1998;

BALL, 2000; SOLHBERG et al., 2002).



A partir de estos compuestos, se desarrollaron las quinolonas de segunda
generacién, denominadas fluoroquinolonas por la introduccion de un a&tomo de fluor en
la posicion 6 del anillo, lo que increment6 de forma significativa su actividad frente a
bacterias Gram-negativas; modificacion que se ha mantenido en todas las moléculas que
se generaron posteriormente. Esta generacion de fluoroquinolonas se caracteriza por
tener una excelente actividad frente a bacterias Gram-negativas en comparacion con los
compuestos de primera generacion, y poseen ademas actividad frente a Mycoplasma
spp. También cabe sefialar que estos compuestos tienen una mayor actividad frente a
bacterias Gram-positivas con respecto a sus predecesores de la primera generacion,
aungue siguen presentando una moderada actividad sobre Staphylococcus aureus y
Streptococcus spp. De manera similar, su actividad frente a microorganismos
anaerobios continua siendo muy limitada. En esta segunda generacion se agrupan los
compuestos de mayor uso en medicina veterinaria, como flumequina, enrofloxacina,
ciprofloxacina, norfloxacina, danofloxacina y sarafloxacina (CHRIST et al., 1988;
ANADON et al., 1990, 1999; FITTON, 1992; CARLUCCI, 1998; SUMANO et al.,

1998; IHRKE ef al., 1999; LECOEUR-BITCHATCHI y KOLF-CLAUW, 1999).

Las quinolonas de tercera generacion destacan por poseer un notable incremento
en su actividad, frente a bacterias Gram-positivas y microorganismos anaerobios,
ademas de que sus caracteristicas farmacocinéticas permiten la administracion de una
sola dosis, lo que mejora su utilidad terapéutica (ANADON, 1992; BROWN, 1996). La
Unica fluoroquinolona de esta generacion que se emplea actualmente en medicina
veterinaria es la marbofloxacina, utilizandose principalmente en animales de compafia
como perros Yy gatos, asi como en especies productoras de alimento, tales como cerdos y

bovinos (CESTER et al., 1996; BROWN, 1996; DOSSIN et al., 1998).



Dentro de las quinolonas de cuarta generacion encontramos compuestos de
reciente introduccion y que tienen uso restringido en medicina humana, como
trovafloxacina, esparfloxacina, clinafloxacina y moxifloxacina, aunque este Gltimo
compuesto también se ha empleado en animales de compafiia. Estas quinolonas de
cuarta generacion se caracterizan porque son compuestos que presentan ain mayor
actividad frente a bacterias Gram-negativas y particularmente frente a bacterias Gram-
positivas y anaerobios (PAPICH, 1998; BETRIU et al., 1999; BLONDEAU, 1999;

WALKER, 2000).

Aunque la clasificacién anteriormente citada es la de mayor uso y conocimiento,
algunos autores consideran otros aspectos mediante los cuales agrupan de manera
distinta a las quinolonas. Asi, CARLUCCI (1998) presenta una clasificacion para estos
compuestos, basandose en sus propiedades farmacocinéticas, citandose como ejemplo a
la danofloxacina y la fleroxacina como quinolonas de larga accién; o basandose en sus
efectos secundarios; considerando asi la temafloxacina y la tosufloxacina como
quinolonas con pocos efectos secundarios sobre el SNC. Por su parte BALL (2000)
clasifica las quinolonas Unicamente en tres generaciones. A su vez, la segunda y tercera
generacién las subdivide en dos, organizandolas de la siguiente manera: generacion I;
Ila; 1lb; Hla y llb. Sin embargo hay que decir que estas clasificaciones practicamente

no son utilizadas.

La flumequina, quinolona de segunda generacion, es el compuesto objeto de
nuestro estudio. Desde hace muchos afios se ha comercializado para su uso en medicina
veterinaria, y al igual que las demas quinolonas de su generacion presenta actividad
antimicrobiana (FITTON, 1992; HOOPER, 1998; BALL, 2000) y unas caracteristicas
farmacocinéticas en cerdos (GUYONET et al., 1996), en ganado vacuno (MEVIUS et

al., 1990a,b; MEIJER et al., 1994), en ovino (DELMAS et al., 1997), en peces



(SOHLBERG et al., 2002), en aves (SAMAHA et al., 1991; COCHET et al., 1997;
GUYONET et al., 1997; SANDERS et al., 1997), y en el hombre (SCHUPPAN et al.,
1985; ROYER-MORROT et al., 1991; VREE et al., 1992); que le confieren un amplio
uso en medicina veterinaria, tanto en mamiferos como en aves y peces; y también en el

hombre.

1.2. Flumequina: estructura quimica y propiedades fisico-quimicas

La flumequina es un farmaco antibacteriano con estructura de 4-quinolona. La
estructura quimica de la flumequina ha sido modificada a partir del anillo basico de la

quinolona (Figura 1).

La estructura general de las quinolonas, esta conformada por un anillo biciclico
aromatico o heteroaromatico con un atomo de nitrégeno en la posicién 1, un grupo
carboxilo en la posicién 3, un grupo cetona en la posicién 4, un atomo de fluor en la
posicion 6 y un atomo de carbono, nitrégeno u oxigeno ocupa la posicion 8 del anillo
heteroaromatico. La presencia del grupo carboxilo en la posicion 3 le confiere actividad
antimicrobiana al compuesto, el fluor en la posicion 6 favorece la potencia in vitro y la
eficacia in vivo de las quinolonas frente a bacterias Gram-negativas y amplia el espectro
a bacterias Gram-positivas. En la posicion 7 se presentan sustituyentes del tipo
piperazinil o 4 metil-piperazinil (CHU y FERNANDES, 1989; VERGIN y METZ,
1991; ANADON, 1992; ANADON y MARTINEZ-LARRANAGA, 1992). Estos
sustituyentes actan sobre el grado de permeabilidad celular y facilitan la posibilidad
de alcanzar el lugar de accion en la bacteria, ya que este sustituyente es el responsable

de unirse al extremo N-terminal de la subunidad A de la ADN girasa (VOIGT, 1992).

La flumequina es un polvo microcristalino de color blanco, con un peso

molecular de 261.26 Daltons y un punto de fusion de 253-255 °C; es soluble en



soluciones alcalinas acuosas y alcohol, asi como insoluble en agua. Su férmula quimica
empirica corresponde al acido 9-fluoro-6,7-dihidro-5-metil-1-oxo-1H, 5H-benzo (ij)-

quinolizina-2-carboxilico (Figura 1).

1.3.  Accion farmacologica

1.3.1. Mecanismo de accion

Las fluoroquinolonas tienen un mecanismo de accion diferente al de otros agentes
antimicrobianos, se conoce que interactian con dos tipos de dianas diferentes pero que
estan relacionadas entre si, por un lado actGan sobre la pared bacteriana y por otro actGan

sobre dos tipos de enzimas denominadas topoisomerasas bacterianas (HOOPER, 2001).

Penetran en el citoplasma bacteriano mediante un mecanismo de difusion
pasiva, a través de los canales acuosos transmembrana (porinas) (NIKAIDO Yy
THANASSI, 1993). Parece que las quinolonas desestructuran los enlaces entre los
lipopolisacéridos de membrana, aumentando la permeabilidad de la pared celular
bacteriana (SABADA et al., 1998). La flumequina al igual que todas las
fluoroquinolonas es un agente bactericida y actla inhibiendo las topoisomerasas
bacterianas, concretamente la ADN girasa y la topoisomerasa 1V, las cuales
desempefian un papel importante durante el proceso de replicacion celular,
proporcionando un superenrollamiento adecuado en la regién replicante y no replicante
del cromosoma bacteriano. Para que la conformacion de la cadena de doble hélice de
ADN del cromosoma bacteriano se pueda replicar es necesario separar la doble hélice
produciéndose un super-enrrollamiento positivo del ADN enfrente del punto de
separacion que debe ser corregido por las diferentes topoisomerasas bacterianas

(DRLICA y ZHAO, 1997; BLONDEAU, 2004).



(A)

F COOH

CH

(B)

Penetracion membrana
externa.
0 ADN girasa mutagénesis

[Espectro
jantibacteriano

Actividad !
antimicrobiana global |

Figura 1. (A) Estructura quimica de la flumequina. (B) Relacion estructura bésica
actividad de las fluoroquinolonas. Nucleo 4-oxo-1,8-naftiridina-3 acido carboxilico.

No obstante, el punto clave es la accion de las fluoroquinolonas sobre ambas
enzimas de forma conjunta provocando la formacién de complejos reversibles

fluoroquinolona ADN-girasa-ADN y fluoroquinolona—topoisomerasa 1V-ADN. La



formacion de estos complejos con la girasa es seguida de una répida y reversible
inhibicién de la sintesis de ADN, interrupcion del crecimiento bacteriano e induccién de
la respuesta SOS de reparacién del ADN, que es un sistema erratico de reparacion que
se genera como respuesta de emergencia para impedir la muerte celular cuando se
producen un gran nimero de lesiones del ADN. La muerte celular de la bacteria ocurre
cuando los fragmentos de ADN son liberados de los complejos topoisomerasa—girasa-
ADN vy la célula es incapaz de reparar adecuadamente los dafios producidos en el
material genético. A su vez la formacion de complejos con la topoisomerasa 1V, impide
que se lleve a cabo el desenrollamiento de las hélices super-enrolladas de ADN en los
cromosomas bacterianos, condicién necesaria para que se lleven a cabo las posteriores
fases de replicacion celular, lo que igualmente unido al efecto anterior conduce a la

muerte de la bacteria (CHEN et al., 1996).

Las fluoroquinolonas exponen un efecto paradojico. Las curvas de supervivencia
muestran que cuando la concentracién de fluoroquinolonas estd proxima a las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de la bacteria, el farmaco tiene un efecto
estatico sobre el crecimiento bacteriano (bacteriostatico); cuando las concentraciones de
las quinolonas superan la CMI relativa de la bacteria en determinada concentracion se
produce un efecto bactericida (concentracién Optima bactericida), pero si las
concentraciones exceden la concentracion 6ptima bactericida puede llevar a disminuir el
efecto bactericida del farmaco. Inicialmente esto esté relacionado con el diferente efecto
que puede tener el farmaco sobre las distintas concentraciones necesarias para inhibir el
super-enrollamiento del ADN frente a aquéllas necesarias para inhibir el crecimiento
bacteriano. En general esto parece que se debe a que las reacciones de super-

enrollamiento de la girasa son menos sensibles a las quinolonas que el crecimiento



bacteriano, puesto que la sintesis de proteinas bacterianas se encuentra muy

comprometida (MAXWELL y CRITCHLOW, 1998).
1.3.1.1.  ADN girasa

La ADN girasa es una enzima formada por un heterotetramero que consta de
cuatro subunidades: dos subunidades GyrA, codificadas en el gen gyrd, y dos
subunidades GyrB, codificadas en el gen gyrB. EIl peso molecular de la holoenzima es
de 374 kDa (WOLFSON y HOOPER, 1989a; REECE y MAXWELL, 1991) y
desempefia un papel fundamental en el proceso de replicacién celular. Para que el
proceso de replicacion celular pueda realizarse es necesario que las dos cadenas de
ADN estén separadas durante su desarrollo. Sin embargo, la separacién de las cadenas
ocasiona un desenrollamiento o un super-enrollamiento positivo excesivo del ADN, en
sentido contrario al lugar de separacion. En respuesta a este proceso se requieren ambas
subunidades para la plena actividad de la ADN girasa. La subunidad GyrA se une al
ADN (en ausencia de la subunidad B), interviene en el corte y unién del ADN formando
un enlace transitorio con el ADN cerrado, mientras que la subunidad GyrB posee
actividad ATPasa e induce super-enrollamientos en torno al nicleo de ARN, la cual se
ve estimulada por la subunidad A. Cada monémero GyrA adopta diferentes topologias
para permitir la apertura y el cierre a través del cuél debe pasar el ADN y continuar la
replicacion celular como se puede detallar en la Figura 2 (TALENS-VISCONTI et al,,

2002; COSTENARO et al., 2005).

In vitro, la ADN girasa introduce tales super-enrollamientos negativos en el
ADN que forma y resuelve nudos en el duplex de ADN. Todas estas reacciones son
dependientes de ATP y requieren un catién divalente, en particular Mg** (GELLERT et

al., 1976), aunque puede ser sustituido por Mn**. In vitro, también puede eliminar los
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super-enrollamientos positivos (REECE y MAXWELL, 1991) en presencia de un
analogo no hidrolizable de ATP (WOLFSON y HOOPER, 1989a; REECE vy

MAXWELL, 1991).

La ADN girasa no se encuentra presente en las células eucarifticas. Sin
embargo, en mamiferos existe la topoisomersa Il la cual se encarga de regular el super-
enrollamiento del ADN. La actividad de las quinolonas sobre estas células es muy
pobre, de manera que inhiben esta enzima Unicamente a concentraciones elevadas de
100 a 1000 pg/ml, por lo que se considera remota la posibilidad de que estas sustancias
afecten a organismos superiores. No obstante, el incremento de actividad de algunas
fluoroquinolonas sobre esta topoisomerasa Il en mamiferos ha sido a asociada con

algunos problemas de genotoxicidad (WOLFSON y HOOPER, 1991a).

Investigaciones in vitro € in vivo revelan que la concentracion de quinolona,
requerida para inhibir el super-enrollamiento del ADN, es de 10 a 100 veces superior de
la que se necesita para inhibir el crecimiento celular. Por ello se supone que no es
necesaria la total inhibicion de las actividades de la ADN girasa para que se produzca la

muerte celular (DRLICA y ZHAO, 1997).

Las quinolonas ejercen una inhibicion répida de la sintesis del ADN. Este efecto
por si s6lo no es suficiente para ocasionar la muerte celular, debiendo existir alguna otra
accion que requeriria de la sintesis proteica para producir la muerte celular. En este
sentido, se ha demostrado que tratamientos que inhiben la transcripcion y la traduccion
o la privacion de aminoécidos producen una disminucion de la actividad bactericida de
las quinolonas sin afectar a la inhibicion de la sintesis de ADN, un ejemplo de esto se
tiene con el uso simultaneo de cloranfenicol que es un inhibidor de la sintesis proteinas

0 con inhibidores de las sintesis de ARN como la rifampicina produciendo una
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reduccion de la efectividad bactericida de la quinolonas (MAXWELL y CRITCHLOW,

1998; KHODURSKY et al., 2000).

Para que las quinolonas ejerzan su accion bactericida, se han descrito varios
mecanismos de accion, que varian segun la quinolona y el microorganismo estudiado.
El mecanismo A, comun a todas las quinolonas, requiere que la bacteria esté en fase de
crecimiento y que presente sintesis de proteinas y ARN. Este mecanismo es el Unico que
se ha observado con las quinolonas clasicas (acido nalidixico, y éacido oxolinico),
blogueando la replicacion por la unién girasa-quinolona en el ADN bacteriano. El
mecanismo B no requiere que se produzca la sintesis de proteinas o ARN para ejercer su
accion bactericida y puede actuar sobre la bacteria que es incapaz de replicarse,
dislocando la subunidad girasa y formando un compuesto ternario farmaco-ADN-
enzima. Por Ultimo, el mecanismo C requiere que haya sintesis de proteinas y ARN para
actuar, pero no hace falta que la bacteria se esté multiplicando y esté correlacionado con

la accion de la topoisomerasa IV (MAXWELL y CRITCHLOW, 1998).
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Figura 2. Vista esquematica del super-enrollamiento negativo producido por la ADN
girasa. La subunidad GyrA se une al ADN, interviene en el corte y union del ADN,
formando un enlace transitorio con el ADN cerrado, mientras que la subunidad GyrB
posee actividad ATPasa e inducen super-enrollamientos en torno al nicleo de ARN, la
cudl se ve estimulada por la subunidad A. (COSTENARO et al., 2005).

1.3.1.2. Topoisomerasa 1V

En 1990 se descubrié un homélogo de la girasa, la topoisomerasa 1V (KATO et
al., 1990). Actualmente esta reconocido que la topoisomerasa 1V es la responsable de la
separacion del ADN formado del utilizado como plantilla para la replicacion y
promueve la replicacion alterando super-enrrollamientos positivos frente a la horquilla
de replicacion (KHODURSKY y COZZARELLI, 1998). La topoisomerasa IV, es
también un heterotetramero, que consta de cuatro subunidades, dos C y dos E,
codificadas por los genes parC'y parE. Para ejercer su accion, el producto hidrofébico
de un gen proximo parF facilita la union de la topoisomerasa IV a la membrana
dependiente del ADN (DRLICA y ZHAO, 1997). Al igual que la ADN girasa, también

precisa la presencia de las dos subunidades y de ATP (Figura 3).
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Resulta interesante el estudio que demuestra que la secuencia de aminoacidos
codificados por los genes parC y parE son homélogos a los codificados por GyrA y

GyrB (las dos subunidades de la ADN girasa), respectivamente (KATO et al., 1990).

Ambas, girasa y topoisomerasa IV, usan un modo de accién que implica el paso
de un par de hebras de ADN, sin embargo, las enzimas difieren en el enrollamiento del
ADN, la girasa lo enrolla alrededor de si misma, mientras que la topoisomerasa no. Este
enrollamiento del ADN impide que la girasa tenga una buena actividad de separacién en
oposicién con su buena actividad de superenrollamiento y relajacién; a diferencia se
espera que la topoisomerasa IV reconozca los puntos de cruce de ADN, esto podria
explicar porqué la actividad de separacion de la topoisomerasa es mayor que su poder

de actividad de relajacion (HOSHINO et al., 1994).

La principal caracteristica de la topoisomerasa IV purificada es la capacidad para
trasladar uniones creadas por una replicacion bidireccional. Parece que la topoisomerasa
IV es capaz de separar el ADN antes de terminar la fase de replicacion, en tanto que la
girasa es solo capaz de separar después que la fase ha finalizado. Los fenotipos
mutantes indican que la separacién de los cromosomas replicados de las células hijas es
gracias a la accion de la topoisomerasa 1V, por ejemplo, una mutacion implica la
sensibilidad de la temperatura en parC como causa de una acumulacién en plasmidos de

ADN Yy evita la separacion de cromosomas (KATO et al., 1988).

La topoisomerasa IV ha sido sefialada como la principal enzima diana de las
quinolonas en bacterias Gram-positivas, mientras que la ADN girasa lo es para las

bacterias Gram- negativas (DRLICA y ZHAO, 1997; FOURNIER et al., 2000).
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Figura 3. Vista esquematica de la accién de la Topoisomerasa V. Ruptura y
posterior union de la hebra 1 de ADN para mover superenrrollamientos positivos frente
a la horquilla de replicacion (CORBETT et al., 2007).

1.3.1.3. Penetracion al interior de la célula bacteriana

Uno de los principales aspectos que influye en la actividad de las
fluoroquinolonas, es la diferente capacidad de penetracion en la bicapa bacteriana y su
posterior paso al interior de la célula, siendo estas diferencias en alguna medida las que
controlan el porcentaje de la dosis administrada de antibiético que finalmente penetra al
interior de la célula bacteriana e interactia con los lugares de accion. Muchos
antibidticos y agentes quimioterapicos muestran una alta liposolubilidad. Estos
compuestos son inherentemente capaces de atravesar por difusion pasiva la bicapa
lipidica de cualquier membrana biolégica (NIKAIDO y THANASSI, 1993); por
ejemplo las quinolonas poseen diversos grupos funcionales con la capacidad de ganar o
perder protones a pH fisioldgico, la presencia de estos grupos afecta tanto el porcentaje
de distribucion del compuesto a través de la bicapa como el porcentaje que atraviesa la

membrana.

La membrana bacteriana estda formada por 2 estructuras principales: la

membrana interna 0 membrana citoplasmatica y la membrana externa. Una fina pared
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celular de peptidoglicano y un espacio periplasmico que contiene el sustrato para la
union enzimatica, separan las dos membranas. La membrana externa contiene un grupo
de tres porinas denominados trimeros (Figura 4). La porina OmpF o proteina F, forma
parte integral de la membrana externa de la bacteria E. coli. La porina OmpF es un canal
trasportador no especifico que permite el paso por difusién pasiva de pequefas
moléculas polares como el agua, iones, glucosa, otros nutrientes y productos de desecho
(COWAN et al., 1995). Un estudio realizado en Escherichia coli demostré que las
quinolonas pueden penetrar, al menos en parte, a través de las porinas de la membrana
celular externa bacteriana (HIRAI er al, 1986a). Determinadas alteraciones o
mutaciones en la membrana celular externa pueden estar asociadas con la resistencia a
las quinolonas (BEDARD y BRYAN, 1989). EI mecanismo de penetracion de las
quinolonas por la membrana bacteriana externa lo estudid6 HIRAI et al. (1986a) con
cepas mutantes deficientes en lipopolisacaridos y porinas. Los datos descritos indicaron
que la capa de lipopolisacaridos podria formar una barrera de permeabilidad para
quinolonas hidr6fobas, como el &cido nalidixico. Estos investigadores demostraron que
quinolonas con baja hidrofobicidad relativa penetraban en la célula bacteriana a través
de las porinas OmpF, mientras que las quinolonas con alta hidrofobicidad relativa
penetraban tanto por las porinas OmpF como por la bicapa de fosfolipidos (HIRAI et

al., 1986b).

Es muy probable que el mecanismo de la accion bactericida comin a las
quinolonas resulte de la digestion del ADN por las exonucleasas produciendo
fragmentos acidos solubles, siendo el resultado la muerte celular. Estas exonucleasas
han recibido la sefial para su activacion debido a la presencia de fracturas en las hebras
de ADN, proceso que requiere ARN-mensajero y sintesis proteica. Se conoce que las

quinolonas inducen el sistema de reparacién SOS, que es un sistema de reparacion del
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ADN que se genera como respuesta de emergencia para impedir la muerte celular
cuando se produce un gran nimero de lesiones en el ADN, por ejemplo cuando la célula
recibe radiaciones ultravioletas (LITTLE y MOUNT, 1982). Si el farmaco fuese
mutagénico (COOK et al., 1966), la induccion del sistema de reparacion SOS se
produce en una compleja cascada de activaciones genéticas, con muchos efectos sobre
el metabolismo celular, tales como inhibicion de la sintesis de ADN, inhibicion de la
division celular, filamentacion y mutagénesis. En el dafio celular en E. coli, producido
por radiacion ultravioleta se induce una respuesta pleiotropica conocida como respuesta-
SOS, o mecanismo de reparacion del ADN, el cual incluye una inhibicién rapida de la
division celular con la formacion de filamentos aceptados, la induccién de la respuesta
SOS da lugar a sefiales metabdlicas generadas por el dafio del ADN, que activan la
proteina RecA para una actividad pleiotrépica. La proteina RecA promueve la union de
LexA que es el represor comln a todos los genes SOS, incluido el RecA,; este Ultimo es
uno de los productos génicos mas importantes en las bacterias, involucrado en otras
funciones vitales como la recombinacion, la inducciéon de profagos bacterianos y la
induccién de filamentos celulares, entre otras. Las proteinas producidas en las
respuestas SOS mejoran la supervivencia de la célula en lesiones del ADN y son

producidas hasta que el ADN es reparado (PIDDOCK y WISE, 1987).

Se ha demostrado que las quinolonas tales como el &cido nalidixico, difloxacina,
enrofloxacina, ciprofloxacina, entre otras, inducen la respuesta SOS (PHILLIPS et al.,
1987), esa induccidn requiere las funciones de las proteinas RecA y LexA, exonucleasas

RecBC y una sintesis proteica competente.
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Figura 4. Membrana celular de una bacteria Gram-negativa.

1.3.1.4. Mecanismo de resistencia

El desarrollo de resistencia bacteriana a los farmacos antibacterianos no es un
fendmeno de reciente aparicion, por el contrario se encuentra ampliamente
documentado desde que se implement6 el uso de antibidticos a la terapéutica clinica

(WARREN et al., 2001).

Las quinolonas presentan algunos rangos de incidencia menor en la aparicion de
resistencia en comparacion con otros antibidticos, que principalmente se deben a que no
son susceptibles a la resistencia mediada por plasmidos (BURMAN, 1977; SMITH,

1986b; BRYAN et al., 1989).

El mecanismo mediante el cual se desarrolla resistencia a las quinolonas, ocurre
fundamentalmente por dos vias que involucran las mutaciones espontaneas en los genes
del cromosoma bacteriano (SMITH, 1986b; FERRERO et al., 1995; BROWN, 1996;
BLONDEAU, 1999; LLOYD et al., 1999; ROLINSKI et al., 2002). Por una parte estan

las mutaciones en la subunidad A de la ADN girasa bacteriana, que presenta poca
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afinidad de las quinolonas al complejo ADN girasa (HOOPER y WOLFSON, 1993;
PIDDOCK, 1995). Las otras son mutaciones cromosémicas implicadas en la
codificacién del transporte activo de las quinolonas, lo que causa una acumulacion
intracelular. Como consecuencia se presenta una reducida produccién de las proteinas
en la membrana externa de la célula, a través de la cual las quinolonas penetran en la
célula bacteriana o bien estimulan el sistema de transporte celular, lo que conduce a la

expulsion del farmaco activo.

Las mutaciones que involucran a la ADN girasa presentan efectos especificos
sobre las quinolonas, caracteristica que confiere alto grado de resistencia a los
compuestos de esta clase de antibacterianos (CAMBAU y GUTMANN, 1993;
FERRERO et al., 1995; DRLICA 'y ZHAO, 1997; MARIANS y HIASA, 1997; LLOYD
et al., 1999). Estas mutaciones también son de importancia para el desarrollo de
resistencias cruzadas, que suelen ser muy comunes en estos compuestos (SMITH,
1986b; BRYAN er al., 1989). Las mutaciones en la subunidad A de la ADN girasa, se
presentan en microorganismos Gram-negativos y Gram-positivos, e involucran
alteraciones en los aminoéacidos. Estas alteraciones se agrupan entre los aminoacidos 67
y 106 en la terminacién amino de la subunidad A, muy cerca del lugar de actividad de la
enzima. Se han observado alteraciones similares en la topoisomerasa 1V, en el parC.
Una combinacion de mutaciones de los genes gyrd y parC propicia la aparicion de
resistencia a las fluoroquinolonas en S. preumoniane. Las mutaciones en la ADN girasa
y topoisomerasa IV que afectan a la posicion de sustitucién del aminoécido ocurren en
regiones especificas denominadas regiones determinantes para la resistencia a
quinolonas (YONEZAWA et al., 1995; TABA y KUSANO, 1998). En general, estos
agentes presentan una gran actividad frente a bacterias inicialmente susceptibles; esta

actividad también se ha observado en patdgenos aislados que presentan mutaciones en
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la ADN girasa, y excepcionalmente ocurre en patdégenos aislados con multiples
mecanismos de resistencia (KITAMURA, et al, 1995; THOMSON et al, 1991). Como
ya se ha mencionado, los cambios en la membrana exterior de la célula bacteriana y el
transporte activo constituyen dos mecanismos adicionales, mediante los cuales las

bacterias pueden expresar resistencia a las quinolonas (BRYAN ez al., 1989).

Raramente aparecen mutaciones espontaneas que confieren resistencia a las
fluoroquinolonas. En ensayos in vitro, la seleccion de las bacterias resistentes depende
de factores tales como el compuesto utilizado, su concentracion y las especies
bacterianas involucradas. En un grupo de bacterias Gram-negativas expuestas a nuevas
quinolonas, los rangos de frecuencia de mutantes resistentes fueron de > 10® para dos
veces la CMI y <107 para 16 a 32 veces la CMI (HOOPER, 1995). Las mutaciones in
vivo pueden ocurrir con mayor frecuencia por la exposicion al &cido nalidixico,
precursor de la mayoria de los compuestos inhibidores de la ADN girasa. La resistencia
clinica raramente se encuentra en microorganismos como las enterobacterias, que son
altamente susceptibles a las quinolonas (WIEDEMANN y HEISIG, 1994). Como
ejemplo se puede mencionar que las cepas mutantes resistentes de P. Aeruginosa y S.
aureus Se encuentran con mayor frecuencia que las cepas mutantes resistentes de E. coli

(HOOPER et al. 1987; FERRERO et al., 1995).

Es de tenerse en cuenta que el desarrollo de la resistencia se incrementa en
proporcion al incremento en el uso de las quinolonas, asi como por administrar dosis
inadecuadas, principalmente niveles subterapéuticos, duracién inadecuada de la terapia,
0 el uso en pacientes que no requieren este tipo de compuestos. De esta manera es
prioritario en el control de la aparicion de resistencias, vigilar el adecuado uso de los

agentes antibacterianos, tanto en animales como en personas.
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JACOBS-REITSMA et al. (1994), realizaron un estudio en pollos de engorde
infectados con Campylobacter jejuni, con la finalidad de evaluar la induccién de
resistencia relacionada con la terapéutica de quinolonas. A los animales se les
administré enrofloxacina en el agua de bebida a dosis de 50 mg/L. Al concluir el
tratamiento no se consiguid erradicar la infeccion bacteriana. En los animales tratados
con enrofloxacina se encontraron cepas de Campylobacter jejuni resistentes a
enrofloxacina, flumequina y acido nalidixico, lo que indica la aparicion de resistencia
cruzada a quinolonas relacionada con el uso de enrofloxacina; hecho que fue reportado

con anterioridad (ENDTZ et al., 1991).

1.3.2. Espectro antimicrobiano e indicaciones terapéuticas

En general, las fluoroquinolonas poseen una excelente actividad contra bacterias
Gram-negativas selectivas, enterobacterias y Pasteurella aureoginosa, de buena a
moderada actividad frente a estafilococos, micobacterias, chlamydias, micoplasmas y
ureaplasmas, y de moderada a nula actividad contra Streptococcus (particularmente los
del grupo D), enterococos y bacterias anaerobias (NEUMAN, 1978; NEU et al., 1987;
PRESCOTT y YIELDING, 1990; GOOTZ y MCGUIRK, 1994; SHARMA et al., 1994;
SUH y LORBER, 1995; BROWN, 1996; LODE et al., 1998, BLONDEAU, 1999;

WALKER, 2000; OTTAVIANI et al., 2001; TAKEI et al., 2001; OLIPHANT, 2002).

La flumequina, de la misma manera que las demas quinolonas inhibe la
actividad de la ADN girasa y de la topoisomerasa 1V, enzimas que controlan la
replicacion y transcripcion del ADN. Dado que estas enzimas se encuentran en todos los
microorganismos, es de esperarse un amplio espectro de actividad antimicrobiana

(COZZARELLI, 1980; SMITH, 1986a; VANCUTSEM et al., 1990; SATO et al., 1992;
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DRLICA y KREISWIRTH, 1994; BELLIDO et al., 1997; DRLICA y ZHAO, 1997,

LECOEUR-BITCHATCHI y KOLF-CLAUW, 1999).

El objetivo principal de la terapéutica antimicrobiana es conseguir
concentraciones de un antibiético varias veces superiores a la CMI de los
microorganismos patdgenos presentes en los tejidos diana infectados. La CMI y la
concentracion minima bactericida (CMB) son dos indices farmacodindmicos que poseen
un elevado valor orientativo en la eleccion de un antimicrobiano y en su dosificacion en

vistas a su eficacia.

La CMI, es la menor concentracion del antibidtico capaz de inhibir el
crecimiento de 10° bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18 a 24 horas de
incubacién. La CMB es la menor concentracion capaz de destruir o matar 10° bacterias
en 1 ml de cultivo, tras 18 a 24 horas de incubacion. La CMB de las fluoroquinolonas es
igual o incluso algo superior a la CMI. Asi, generalmente estos compuestos presentan su
actividad bactericida a concentraciones iguales o casi en el mismo orden que las
concentraciones bacteriostaticas (WOLFSON y HOOPER, 1991b). Se han evaluado las
variables que alteran la CMI para ver la posible interferencia con la CMB. La mayoria
de las veces se observo que en la medida que se incrementaba el valor correspondiente a
la CMI, se incrementaba paralelamente la CMB, incluso bajo diferentes condiciones
experimentales, en las que existian variantes tales como el medio, incremento en las
cepas inoculadas, cambios en pH, y en presencia de suero u orina (WOLFSON vy
HOOPER, 1989a). Sin embargo, en dos estudios, el incremento de las cepas inoculadas
da lugar a un desproporcionado incremento en la CMB (BRYSKIER y CHANTOT,
1995). Por otra parte, tomando en consideracion la velocidad de la actividad in vitro y la
influencia de la concentracién del antimicrobiano, se pueden establecer dos grandes

grupos de antibioticos:
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i) Los antibidticos concentracion-dependiente, donde la velocidad de accion
bactericida aumentard con la concentracion. Estos compuestos suelen actuar

rdpidamente.

ii) Los antibidticos tiempo-dependiente, para los cuales el efecto bactericida
estd directamente relacionado con el tiempo en que se mantienen las concentraciones
iguales o superiores a la CMI. La velocidad de actividad bactericida de estos

antibidticos es menor que la de los antibidticos concentracion-dependiente.

En este sentido las quinolonas en general se consideran antimicrobianos
bactericidas concentracion dependiente frente a bacterias Gram-negativas y algunas
bacterias Gram-positivas (DUDLEY, 1991), aunque algunos investigadores afirman que
en caso especifico de bacterias Gram-positivas el comportamiento bactericida de las

fluoroquinolonas es tiempo-dependiente (KECK y BORNE, 1995).

Al referirse a la potencial eficacia clinica de la flumequina, farmaco objeto del
presente estudio, es muy importante relacionar los datos de sensibilidad in vitro con la
informacién farmacocinética correspondiente. En efecto, los estudios farmacocinéticos
(PK) y los estudios de actividad antimicrobiana in vitro (PD) de las quinolonas permiten
predecir la dosis necesaria para lograr el resultado clinico deseado, aunque se debe
confirmar con estudios clinicos. Las quinolonas son antibidticos concentracion-
dependiente (ZHANEL, 2001), en estos casos, los parametros farmacocinéticos (PK) y
farmacodinamicos (PD) que mejor se relacionan con la eficacia del antibiético son las
relaciones area bajo la curva (AUC)/CMI y la concentracién plasmatica maxima
(Crax)/CMI ya que se consigue un mayor efecto bactericida cuanto mayor es la

concentracion en contacto con las bacterias infectantes.
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La proporcién Cnax/CMI es particularmente importante en presencia de bacterias
con CMI alta o en presencia de bacterias con una capacidad de elevada proliferacion. En
este Ultimo caso, las bacterias tienen una mayor probabilidad de sufrir una mutacion,
que podria conducir a la creacién de una poblacion bacteriana menos susceptible. En los
procesos infecciosos donde hay una alta concentracion bacteriana, la probabilidad de
sufrir una mutacion es mayor (CRAIG y DALHOFF, 1998; DRUSANO, 2002).
Diversas investigaciones han demostrado que las quinolonas con una proporcion
Cmax/CMlgo > 3 provocan una reduccion en el recuento bacteriano del 99% y con una
proporcion Cmax/CMlgg > 10 previenen la aparicion de microorganismos resistentes
(SHOJAEE y LEES, 1997). Altas concentraciones de antibiotico en relacién a la CMI
de los microorganismos, también contribuyen a incrementar el “efecto post antibiotico”
(EPA). EI EPA in vivo es mayor que el in vitro para la mayoria de los microorganismos,
a excepcion del Streptococcus S hemoliticus. Por tanto, una adecuada proporcion
CmaxCMI sera fundamental para retrasar el re-crecimiento de patdgenos. El resultado de
usar esta integracion PK/PD es seleccionar a priori regimenes de dosificacion
adecuados, es decir conseguir una menor cantidad de microorganismos capaces de

producir subpoblaciones resistentes.

Cuando no es posible una proporcién de Cpax/CMI > 10, la importancia del
tiempo de exposicion al farmaco es mayor, y la eficacia dependerad de la proporcién
AUC/CMI. La proporcion AUC/CMI también sirve como indice PK/PD cuando la
infeccion esta provocada por bacterias de crecimiento lento, cuando existe un EPA bajo
o0 nulo, o cuandoson bajas las CMIs de microorganismos. Gran cantidad de estudios con
modelos animales (basados en infecciones causadas por Gram-negativos) han mostrado
que se necesita un valor de AUC/CMI de 100-125, para asegurar la efectividad del

antibidtico (CRAIG y DALHOFF, 1998). Este valor de 100 si lo trasladamos a
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concentracion de farmaco, equivale aproximadamente a 4 veces la CMI a lo largo de un
periodo de 24 horas de dosificacién; la proporcion AUC/CMI para bacterias Gram-
positivas es considerablemente inferior, aproximadamente 30-50. A estos parametros se
les ha denominado “cocientes inhibitorios” y se les ha relacionado con la prevencion en
la generacién de resistencia bacteriana, puesto que un valor alto en la razon Cpa/CMI
se ha asociado con una baja incidencia de aparicion de las resistencias (HYATT et al.,

1995).

Actualmente en la literatura cientifica existen escasos datos de la actividad
antimicrobiana in vitro de la flumequina frente a gérmenes patdgenos aislados de
diferentes animales destinados a consumo humano. En las Tabla 2, 3, y 4 se presenta la
concentracion minima inhibitoria 90% (CMlgp), para la flumequina en comparacion con
otras fluoroquinolonas utilizadas en terapéutica veterinaria, frente a cepas de
microorganismos patégenos aislados de varias especies de animales domésticos, asi
como frente a algunas cepas de origen humano encontrados en la literatura. En la Tabla
5 se presenta la dosis eficaz de flumequina y otras quinolonas para el 50% (DEs) frente

algunos de los principales patdégenos entéricos (ROHLFING et al., 1977).

Especies de Pasteurella

Las fluoroquinolonas presentan buena actividad frente algunas especies de
Pasteurella y las CMIs son menores en comparacion con otros agentes antimicrobianos.
Se ha descrito en la literatura cientifica que frente a P. multocida en bovinos la
flumequina tiene una CMlsy de 4 pg/ml y CMlgy de 8 pg/ml (ZIV et al., 1986). Estos
datos son comparables con los reportados posteriormente por MEVIOUS et al. (1990b),

que se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras fluoroquinolonas,

frente a cepas de microorganismos patdgenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (ug/ml)
Bovino
Flumequina 4
Perro y bovino )
Marbofloxacina 0,008-0,5
Porcino .
Norfloxacina 0,03-0,25
Porcino . .
Pasteurella multocida Ciprofloxacina 0,007-0,03
Porcino .
Enrofloxacina 0,007-0,12
Bovinos y aves )
Danofloxacina 0,06-0,25
Bovinos y cerdos ) .
Orbifloxacina 0,025

MEVIOUS et al., 1990b; SPRENG et al., 1995; WALKER, 2000; DRUGEON et al,
1997; HANNAN et al., 1989; PRESCOTT y YIELDING, 1990; SCHEER, 1987; GILES
et al., 1991; RAEMDONCK et al., 1992; NAKAMURA, 1995.

Especies de Salmonella

En comparacién con otros agentes antimicrobianos, ROHLFING et al. (1977),

encontraron en un estudio llevado a cabo con ratones infectados con S. Typhimurium

cepa W118 que la actividad antibacteriana de flumequina fue comparable con la de

ampicilina a dosis unicas iguales (100 mg/kg p.c./dia).
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Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patogenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA

Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (pg/ml)
Humano Flumequina 0,5
Humano Acido nalidixico 2
Humano Acido pipemidico 1-2
Humano Cinoxacina 2
Humano Acido oxolinico 0,12 - 0,25
Humano Pefloxacina 0,06 - 0,12

Salmonella typhimurium Humano Acrosoxacina 0,25-0,5
Humano Amifloxacina 0,06 - 0,12
Humano Norfloxacina 0,03 - 0,06
Humano Enoxacina 0,06 - 0,12
Humano Ofloxacina 0,03 -0,03
Humano Ciprofloxacina 0,03 - 0,06
Humano Flumequina 0,5-1
Humano Acido nalidixico 1-4
Humano Acido pipemidico 1-2
Humano Cinoxacina 2-4
Humano Acido oxolinico 0,12 - 0,25

Salmonella spp. Humano Pefloxacina 0,06 - 0,25

Humano Acrosoxacina 0,12-1
Humano Amifloxacina 0,06 - 0,12
Humano Norfloxacina 0,03 - 0,06
Humano Enoxacina 0,06 - 0,12
Humano Ofloxacina 0,03 - 0,06
Humano Ciprofloxacina 0,008 - 0,015

FELMINGHAM et al., 1985.
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Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroguinolonas, frente a cepas de microorganismos pat6genos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (ug/ml)
Humano Flumequina 0,5-1
Humano Acido nalidixico 4-8
Humano Acido pipemidico 1-4
Humano Cinoxacina 4-8
Humano Acido oxolinico 0,25-1
Humano Pefloxacina 0,06 - 0,5
Shingella spp. Humano Acrosoxacina 0,25-2
Humano Amifloxacina 0,06 - 0,25
Humano Norfloxacina 0,03-0,12
Humano Enoxacina 0,03-0,12
Humano Ofloxacina 0,03-0,12
Humano Ciprofloxacina 0,08 - 0,03
Humano Flumequina 0,12 - 0,5
Humano Acido nalidixico 2-4
Humano Acido pipemidico 1-4
Humano Cinoxacina 2-4
Humano Acido oxolinico 0,12-0,5
Yersinia enterocolitica Humano Pefloxacina 0,12 - 0,25
Humano Acrosoxacina 0,12 - 0,25
Humano Amifloxacina 0,12- 0,25
Humano Norfloxacina 0,06
Humano Enoxacina 0,12 - 0,25
Humano Ofloxacina 0,06 - 0,12
Humano Ciprofloxacina 0,008 - 0,015

FELMINGHAM et al., 1985.
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Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patogenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (pg/ml)
Humano Flumequina 0,06 - 0,12
Humano Acido nalidixico 05-1
Humano Acido pipemidico 05-1
Humano Cinoxacina 1-2
Vibrio cholerae Humano Acido oxolinico 0,03 - 0,06
Humano Pefloxacina 0,008
Humano Acrosoxacina 0,008
Humano Amifloxacina 0,008
Humano Norfloxacina 0,008 - 0,015
Humano Enoxacina 0,03
Humano Ofloxacina 0,008 - 0,015
Humano Ciprofloxacina 0,004 - 0,008
Humano Flumequina 0,12 - 0,25
Humano Acido nalidixico 0,05-1
Humano Acido pipemidico 0,05-1
Humano Cinoxacina 1-2
Humano Acido oxolinico 0,06 - 0,12
Vibrio parahaemolyticus Humano Pefloxacina 0,06 - 0,12
Humano Acrosoxacina 0,03 - 0,06
Humano Amifloxacina 0,03-0,12
Humano Norfloxacina 0,03 - 0,06
Humano Enoxacina 0,06 - 0,25
Humano Ofloxacina 0,06 - 0,12
Humano Ciprofloxacina 0,15- 0,06

FELMINGHAM et al., 1985.
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Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patdgenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (ug/ml)

Humano Flumequina 0,03-0,12
Humano Acido nalidixico 0,25-0,5
Humano Acido pipemidico 0,25-0,5
Humano Cinoxacina 1-2
Humano Acido oxolinico 0,015 - 0,06
Humano Pefloxacina 0,0153 - 0,03
Humano Acrosoxacina 0,03-0,12

Aeromonas hydrophila Humano Amifloxacina 0,015 -0,03
Humano Norfloxacina 0,08 - 0,06
Humano Enoxacina 0,015 - 0,06
Humano Ofloxacina 0,008 - 0,03
Humano Ciprofloxacina 0,008 - 0,015

FELMINGHAM et al., 1985.

Especies de Neisseria

La flumequina presenta una excelente actividad in vitro frente a cepas de
Neisseria (FELMINGHAM et al., 1985; NEU, 1989; SUH y LORBER, 1995); como N.
meningitidis con una CMI para el 50% y el 90% de 0,12 pg/ml, actividad comparable a

la del &cido oxolinico (0,06-0,12 pg/ml) (FELMINGHAM et al., 1985).
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Continuacién Tabla 2. Actividad in vitro de la flumequina y otras fluoroquinolonas,

frente a cepas de microorganismos patégenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (pg/ml)

Humano Flumequina 0,12 -2
Humano Acido nalidixico 0,5-8
Humano Acido pipemidico 2-16
Humano Cinoxacina 2-16

Campylobacter jejuni Humano Acido oxolinico 0,5-2
Humano Pefloxacina 0,06 - 0,5
Humano Acrosoxacina 0,03-1
Humano Amifloxacina 0,12-1
Humano Norfloxacina 0,06 - 0,5
Humano Enoxacina 0,12-1
Humano Ofloxacina 0,003-0,5
Humano Ciprofloxacina 0,03-0,5
Humano Flumequina 0,06 - 0,12
Humano Acido nalidixico 0,5-1
Humano Acido pipemidico 05-1
Humano Cinoxacina 2
Humano Acido oxolinico 0,06 - 0,12
Humano Pefloxacina 0,03

Neisseria meningitidis Humano Acrosoxacina 0,015 - 0,06
Humano Amifloxacina 0,015 - 0,03
Humano Norfloxacina 0,015 - 0,03
Humano Enoxacina 0,015 - 0,03
Humano Ofloxacina 0,015
Humano Ciprofloxacina 0,004 - 0,008

FELMINGHAM et al., 1985.
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Especies de Bacteroides

Diferentes cepas de Bacteroides son sensibles a la actividad in vitro de las

quinolonas, aunque existe una variacion dependiente del compuesto y de la especie, asi

la flumequina tiene una CMI de 64 pg/ml para especies como B. fragilis, B.

melaninogenicus, Y B. bivius. En el caso de B. fragilis y B. bivius la CMI de flumequina

es igual para el acido oxolinico, e inferior que para &cido nalidixico, acido pipemidico y

cinoxacian (>128-128 pg/ml). Respecto a B. melaninogenicus la CMI de flumequina es

menor que la de &cido nalidixico, acido pipemidico y cinoxacina. Para estas tres

especies Bacteroides las CMI de flumequina son superiores en comparacion con otros

compuestos como pefloxacina, norfloxacina o ciprofloxacina (FELMINGHAM et al.,

1985).

Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patogenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (pg/ml)
Humano Flumequina 32-128
Humano Acido nalidixico >128
Humano Acido pipemidico 64 - >128
Bacteroides Humano Cinoxacina >128
melaninogenicus Humano Acido oxolinico 8-32
Humano Pefloxacina 2-8
Humano Acrosoxacina 4-16
Humano Amifloxacina 8-32
Humano Norfloxacina 1-8
Humano Enoxacina 4-8
Humano Ofloxacina 0,5-2
Humano Ciprofloxacina 05-2

FELMINGHAM et al., 1985.
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Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patogenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-negativas | BACTERIANAS (pg/ml)
Humano Flumequina 32- 64
Humano Acido nalidixico 128 - >128
Humano Acido pipemidico 128 - >128
Humano Cinoxacina >128
Humano Acido oxolinico 32 - 64
Bacteroides bivius Humano Pefloxacina 16 - 32
Humano Acrosoxacina 16 - 32
Humano Amifloxacina 64 - 128
Humano Norfloxacina 64 - 128
Humano Enoxacina 32-64
Humano Ofloxacina 8-32
Humano Ciprofloxacina 8-16

FELMINGHAM et al., 1985.

Especies de Staphviococcus

Generalmente las cepas de Staphylococcus son sensibles a la accion de las

fluoroquinolonas (FELMINGHAM et al., 1985; NEU, 1989; BELLIDO et al., 1997;

TANAKA et al., 1997; ELIOPOULQS, 1999; TAKEI et al., 2001); como en el caso de

S. aureus que para flumequina tiene una CMlsy de 1 pg/ml y una CMIgy de 2 pg/ml;

para Staphylococcus spp. 2 pg/ml corresponden a valores a ambas CMI. Estas

concentraciones son comparables con las de otros compuestos como pefloxacina,

amifloxacina o norfloxacina, y que son por mucho, inferiores a las CMIs de compuestos

como el

acido nalidixico,

(FELMINGHAM et al., 1985).
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Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patdgenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-positivas | BACTERIANAS (ug/ml)
Humanos Flumequina 0,5-4
Perros Marbofloxacina 0,25-0,4
Varias especies Norfloxacina 1,0
Varias especies Enrofloxacina 0,13-0,4
Staphylococcus aureus [ Varias especies Ciprofloxacina 0,5-1,0
Varias especies Danofloxacina 0,13-0,2
Humano Pefloxacina 0,25-1
Humano Ofloxacina 0,12-0,5
Humano Flumequina 1-4
Perro Marbofloxacina <0,2-0,25
Perro Norfloxacina 0,156-1,25
Perro Ciprofloxacina 0,25
Perro Enrofloxacina 0,12-0,5
Varias especies Danofloxacina 0,13
Staphylococcus spp. Perro Orbifloxacina 0,39-0,5
Perro Difloxacina 0,91-1,0
Humano Pefloxacina 0,25-1
Humano Ofloxacina 0,25-1
Humano Acido nalidixico 16-64

FELMINGHAM et al., 1985; SCHEER, 1987; WALKER et al., 1989;
PRESCOTT y BAGGOT, 1993; SPRENG et al., 1995; CESTER et al., 1996; WATTS

et al., 1997; IHRKE et al., 1999; WALKER, 2000.

Especies de Streptococcus

Las fluoroquinolonas no presentan buena actividad frente a cepas de

Streptococcus tales como S. Pneumoniae, S. faecalis Y S. agalactiae (FELMINGHAM

et al., 1985; ELIOPOULOQS, 1999; TAKEI ef al., 2001), aunque la CMI de flumequina
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es inferior que los valores de CMI de compuestos tales como &cido nalidixico, &cido

oxolinico, acido pipemidico y cinoxacina.

Continuacién Tabla 2. Actividad antimicrobiana in vitro de la flumequina y otras

fluoroquinolonas, frente a cepas de microorganismos patogenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-positivas | BACTERIANAS (ug/ml)
Humano Flumequina 16-64
Perros y gatos Marbofloxacina 0,91-3,8
Varias especies Norfloxacina 4,0-8,0
Varias especies Ciprofloxacina 1,0
Streptococcus spp Varias especies Enrofloxacina 1,0
Humano Pefloxacina 4-16
Humano Ofloxacina 0,5-2
Humano Acido nalidixico >512
Humano Flumequina 8-64
Humano Enoxacina 4-32
Humano Norfloxacina 2-32
Humano Ciprofloxacina 0,5-4
Streptococcus pneumoniae Humano Amifloxacina 8-32
Humano Pefloxacina 4-32
Humano Ofloxacina 1-4
Humano Acido nalidixico 128-<128

FELMINGHAM et al., 1985.

Especies de Clostridium

En general, las especies de Clostridium son sensibles a flumequina, pero esta

sensibilidad es variable en cada especie, siendo mas sensible para C. welchii que para C.

difficile.
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Continuacién Tabla 2. Actividad in vitro de la flumequina y otras fluoroquinolonas,

frente a cepas de microorganismos patdgenos.

MICROORGANISMO | ORIGEN CEPAS RANGO CMly,
QUINOLONA
Bacterias Gram-positivas | BACTERIANAS (pg/ml)
Humano Flumequina 64 - 128
Humano Acido nalidixico >128
Humano Acido pipemidico >128
Humano Cinoxacina >128
Humano Acido oxolinico 64 - 128
Clostridium difficile Humano Pefloxacina 32-64
Humano Amifloxacina 64 - 128
Humano Norfloxacina 32-128
Humano Enoxacina 64 - 128
Humano Ofloxacina 4-16
Humano Ciprofloxacina 4-16
Humano Flumequina 4-8
Humano Acido nalidixico 4-32
Humano Acido pipemidico 16 - 32
Clostridium welchii Humano Cinoxacina 8-32
Humano Acido oxolinico 2-4
Humano Pefloxacina 0,25-1
Humano Amifloxacina 1-2
Humano Norfloxacina 05-2
Humano Enoxacina 1-4
Humano Ofloxacina 0,5-1
Humano Ciprofloxacina 0,12-1

FELMINGHAM et al., 1985.
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Tabla 3. CMI de flumequina y otros agentes antimicrobianos frente

multocida y Pasteurella hemolitica en bovinos.

a Pasteurella

Agente CMlIs, CMly,
antimicrobiano ng/ml pg/ml
Pasteurella multocida
Flumequina 0,25 4
Enrofloxacina <0,004 0,06
Ciprofloxacina 0,008 0,06
Kanamicina 8 >16
Neomicina 8 >16
Estreptomicina >16 >16
Gentamicina 2 2
Ampicilina* <0,03 0,25
Cephalothin 0,06 0,12
Oxitetraciclina >16 >16
Doxiciclina 2 4
Minociclina 0,5 0,5
Trimetoprim/Sulfametoxazol | 0,015/0,3 8/160
Trimetoprim 0,06 4
Aditoprim 0,25 8
Cloranfenicol 2 >16
Espiramicina >16 >16
Tilosina >16 >16

MEVIOUS et al., 1990b.
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Continuacion Tabla 3. CMI de flumequina y otros agentes antimicrobianos frente a

Pasteurella multocida y Pasteurella hemolitica en bovinos.

Agente CMlIs, CMly,
antimicrobiano ng/ml pg/ml
Pasteurella hemolitica
Flumequina 1 4
Enrofloxacina 0,03 0,25
Ciprofloxacina 0,008 0,03
Kanamicina 8 >16
Neomicina 4 8
Estreptomicina >16 >16
Gentamicina 1 2
Ampicilina 8 >16
Cephalothin 2 2
Oxitetraciclina >16 >16
Doxiciclina 8 8
Trimetoprim/Sulfametoxazol 0,5/10 4/80
Aditoprim 4 >16
Cloranfenicol 0,25 4
Espiramicina >16 >16
Tilosina >16 >16

MEVIOUS et al., 1990b
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dublin, Salmonella typhimurium 'y Escherichia coli.

Tabla 4. CMI de flumequina, enrofloxacina y ciprofloxacina frente a Salmonella

Agente antibacteriano CMls, Ml
ng/ml pg/ml
Salmonella Dublin
Flumequina 0,5 0,5
Enrofloxacina 0,03 0,03
Ciprofloxacina <0,004 0,008
Salmonella typhimurium
Flumequina 0,5 0,5
Enrofloxacina 0,03 0,03
Ciprofloxacina 0,008 0,008
Escherichia coli
Flumequina 0,5 4
Enrofloxacina 0,015 0,12
Ciprofloxacina 0,008 0,06

MEVIOUS et al., 1990b.

Tabla 5. Dosis eficaz para el 50% (DEsp) de flumequina, &cido nalidixico y acido

oxolinico frente a patégenos entéricos.

. roanism DE50 mg/kg
1€roorganismo Flumequina Acido nalidixico | Acido oxolinico
Proteus vulgaris 14 18 14
Klebsiella pneumoniae 5 11 5
Escherichia coli 295 >250 >250
Staphylococcus aureus 42 >250 32

ROHLFING et al., 1977.
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Respecto a las enfermedades infecciosas causadas por bacterias en especies de
peces marinos, la Tabla 6 recoge los principales agentes patdgenos implicados
(TORANZO et al., 2005). Es importante apuntar que las enfermedades mas tipicas en
acuicultura marina son la furunculosis (4deromonas salmonicida), la enfermedad renal
bacteriana (BKD) (Renibacterium salmoninarum), la enfermedad crénica de
salménidos, la flexibacteriosis (Flexibacter marinus Y F. maritimus) y algunos tipos de
estreptococosis que inducen enfermedades complejas con alteraciones en el SNC, entre
otras. Los signos clinicos (externos e internos) originados por cada patégeno dependen

de la especie, edad y estado de la enfermedad (agudo, cronico).

Los agentes patdgenos descritos (ver Tabla 6) generalmente pueden estar
presentes también en poblaciones de peces salvajes, sin embargo en un medio natural
estos patdgenos raramente causan mortalidad principalmente debida a las condiciones

de estrés que generalmente soportan los peces en acuicultura.

Aunque un gran nimero de quinolonas son Utiles para el tratamiento de
infecciones en peces, el acido oxolinico y la flumequina son las mas importantes y las
que mas se usan y se vienen estudiando en acuicultura. Debido a sus bajas CMI para los
principales y mas susceptibles patdgenos de peces y por su eficaz distribucion sistémica
en peces cuando se administran oralmente en los piensos medicados, las quinolonas se
utilizan ampliamente para el tratamiento de infecciones sistémicas bacterianas
(AUSTIN et al., 1983 ; CHEVALIER et al., 1981 ; HUSTVEDT et al., 1992 ;
RODGERS y AUSTIN, 1983 ; SAMUELSEN y BERGH, 2004). Son eficaces frente a
infecciones bacterianas comunes tales como furunculosis (4deromonas salmonicida),
furunculosis atipicas (4. salmonicida subsp. salmonicida), vibriosis clasica (Listonella
(Vibrio) anguillarum), vibriosis de agua fria (Vibrio salmonicida) y Yersiniosis

(Yersinia ruckeri).
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Tabla 6.- Patdgenos implicados en enfermedades bacterianas en peces de importancia

econdmica en acuicultura.

PATOGENO HOSPEDADOR MARINO DISPONIBILIDAD
ENFE EDAD
BACTERIANO NFERM PRINCIPAL DE VACUNA
Gram negativo
Salménidos, rodaballo
(Scophthalmus maximus), lubina
(Dicentrarchus labrax), lubina
o . oo estriada (Morone saxatilis),
Vibrio anguillarum Vibriosis anguila (Anguilla anguilla), ayu +
(Plecoglossus altivelis), bacalao
(Gadus morhua), dorada de Japon
(Pragus major)
Vibrio ordalii Vibriosis Salménidos +
o .. oo Salmén del Atlantico (Salmo
+
Vibrio salmonicida Vibriosis salar), bacalao (Gadus morhua)
Vibrio vulnificus Vibriosis Anguila (Anguilla anguilla) +
Vibrio viscosus | Ulcera de invierno | Salmén de Atlantico (Salmo salar) +
Dorada (Gilthead seabream),
lubina (Dicentrarchus labrax),
Pasteurella . lenguado (Solea solea), lubina
. +
piscicida Pasteurelosis estriada (Morone saxatilis),
medregal de Japon (Seriola
quinqueradiata)
Pasteurella . . .
: Pasteurelosis Salman de Atlantico (Salmo salar) -
skyensis
Aeromonas -
salmonicida Forunculosis Salmonidos, rOdab.a"O (+)?
- (Scophthalmus maximus)
subsp. salmonicida
Rodaballo (Scophthalmus
maximus), salmonidos, lenguado
Flexibacter (Solea solea), lubina
maritimus Flexibacteriosis (Dicentrarchus labrax), dorada +
(Gilthead seabream), dorada de
Japon (Pragus major), halibut de
Japon (Paralichtys olivaceus)
o Dorada (Gilthead seabream),
Pseudomonadiosis . : .
Pseudomonas wonfermedad del anguila (Anguilla anguilla), (+)°
anguilliseptica rodaballo(Scophthalmus maximus),

invierno”

ayu (Plecoglossus altivelis)
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Continuacion Tabla 6. Patdgenos implicados en enfermedades bacterianas en peces de

importancia econémica en acuicultura.

PATOGENO | ENFERMEDAD | HOSPEDADOR MARINO | DISPONIBILIDAD
BACTERIANO PRINCIPAL DE VACUNA

Gram positivo

Enterococcus Estreptococosis 0 Medregal de Japon (Seriola

seriolicida lactococosis quinqueradiata), anguila (Anguilla (+)°
anguilla)
Medregal de Japon (Seriola
Streptococcus quinqueradiata), halibut de Japén

Estreptococosis (Paralichtys olivaceus), lubina (+)°
(Dicentrarchus labrax), perca
gigante (Latex calcarifer)

iniae

Streptococc.us Estreptococosis Rodaballo (Scophthalmus +
parauberis maximus)
Streptococcus Estreptococosis Salmon del Atlantico (Salmo i
phocae salar)
Renibacterium | Enfermedad renal -
. +
salmoninarum bacteriana (BKD) Salmonidos
Lubina (Dicentrarchus labrax),
Mycobacterium o rodaballo (Scophthalmus
marinum Mycobacteriosis maximus), salmén del Atlantico
(Salmo salar)
Pisciricketisia | - . irickettsiosis Salménidos (+)°
salmonis

Proteccion limitada en rodaballo  “Alta proteccion. Duracion depende del hospedador
"En desarrollo Dudosa eficacia en condiciones de campo
TORANZO et al., 2005

En acuicultura, la resistencia a las quinolonas empieza a ser un problema sobre
todo en aquellas areas en las que el uso de estos farmacos es amplio y sin una eleccién
de dosis adecuada, pero afortunadamente no existen indicaciones de haberse

desarrollado una resistencia bacteriana mediada por plasmidos.

El control de patdgenos bacterianos en acuicultura sigue siendo de gran interés

por la considerable pérdida econdmica que conllevan. Por ello los farmacos

42




antibacterianos son de gran importancia considerando ademas que por el momento no se
han desarollado vacunas muy eficaces frente a infecciones sistémicas bacterianas en

peces.

Como se ha mencionado anteriormente, la evaluacion de la eficacia de un agente
antibacteriano se basa en su actividad frente a patdgenos bacterianos lo que se evalia
como la CMI complementada con la medida de los niveles plasmaticos en las especies
diana. Aunque los valores de CMI reflejan una medida laboratorial cuantitativa de la
sensibilidad bacteriana frente a farmacos ensayados sin preveer un cuadro completo de
la situacion in vivo, se ha demostrado que la CMI es una medida valida para predecir la

eficacia de un tratamiento a partir de datos in vitro (BRUUN et al., 2003).

En acuicultura, para el estudio de patologias producidas por bacterias se deben
tener en cuenta distintos pardmetros a analizar como el propio pez (especie, estado
fisiologico y edad), el microorganismo patdgeno, las condiciones ambientales
(fluctuaciones en el nivel de oxigeno, salinidad, temperatura, etc.) y los factores
inherentes al manejo del pez (alta densidad de poblacion, limpieza de tanques,
clasificacion de peces, etc.), para asi estudiar correctamente la susceptibilidad del pez a
contraer la enfermedad. En muchos casos la patologia se produce debido a aquellos
microorganismos habituales del aparato digestivo de los peces que se hacen patdgenos
debido a situaciones de estrés de tipo ambiental o alimentario. En otros muchos casos la
causa de la patologia son agentes etiolégicos primarios cuya virulencia o capacidad de
reproduccion se ven alterados por cambios y alteraciones en factores ecoldgicos o
bioldgicos. En muchos casos, las irritaciones en la piel y mucosas del animal debido a
contaminantes o tratamientos preventivos y otras lesiones cutaneas pueden favorecer la
penetracion de bacterias. La sintomatologia de las enfermedades bacterianas se

relaciona frecuentemente con alteraciones en la natacion, peso, hidropesia, respuesta
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inflamatoria y hemorragias internas o externas que pueden producir 0 no necrosis. Las
principales infecciones bacterianas que afectan a los peces son aquellas producidas por
las bacterias de los géneros Vibrio, Aeromonas, Yersinia Y Renibacterium.

Mycobacterium marinum que produce la tuberculosis.

Las bacterias mas importantes que producen enfermedades en acuicultura con

especial interés en Europa son:

-Gram-positivas: Renibacterium salmoninarum Y Streptococcus/Lactococcus.

-Gram-negativas: Aeromonas (A. salmonicida Y A. hydrophila principalmente);
especies de Vibrio (Vibrio anguillarum, V. salmonicida, V. vulnificus y V.
algynoliticus); Yersinia ruckeri, Edwardsiella tarda/ictaluri/septicemia; Pseudomonas
spp; Pasteurella Piscicida;, Flavobacterium/Flexibacter; Piscirickettsia salmonis;

Chlamydia y Rickettsia.

Los principales patdgenos bacterianos que se encuentran en el pez dorada
(Sparus aurata, Linnaeus 1758) incluyen Vibrio anguillarum, V. ordalii, V.
alginolyticus, V. vulnificus, V.damsela, Aeromonas Spp, Pasteurella piscicida,
Edwardsiella ictaluri, Pseudomonas spp, Chondrococcus spp, (Cytophagaceae) Yy
Mycobacterium marinum. Aungue se han identificado pocas rickettsias y clamidias
patdgenas, si es importante mencionar la epiteliocistis en dorada producida por
estespecies bacterianas de estos géneros (BROWN, 2000; RIGOS y TROISI, 2005;

ORTEGA, 2008).

Vibrio algynolyticus es la especie que produce la mas alta mortalidad en dorada
(Spaurus aurata) en acuicultura. La enfermedad puede manifestarse por si misma como

una septicemia hemorragica ulcerativa y es el manejo el factor primario en la etiologia

44



de la septicemia aguda en condiciones de agua caliente (19-24°C). A temperaturas mas
bajas las infecciones sistémicas o cronicas crean unas condiciones no deseables para el
crecimiento del animal. Estas infecciones cronicas producen en el pez inactividad,
letargia, oscurecimiento del color y pérdida de escamas; las lesiones cutaneas forman
rapidamente ulceras en la piel y las hemorragias dérmicas pueden identificarse

facilmente entre las escamas de la cabeza.

Infecciones por Aeromonas Yy Pseudomonas producen a nivel dérmico y

subdérmico Ulceras profundas en la region interorbital de las doradas maduras.

El pez dorada también es muy susceptible a padecer infeccion por
Mycobacterium, siendo una infeccion externa que afecta principalmente a la piel y las
branquias. La infeccion se suele dar a baja temperatura del agua (12-17 °C) y suele
verse favorecida en casos de estrés del animal, debido a cambios ambientales o estrés
producido por manipulacion. También es importante sefialar la enfermedad del invierno
enfermedad sOlo estudiada en dorada, debida a una asociacién de Mycobacterium y

Pseudomonas.

En la literaturacientifica existen escasos datos de valores de CMI de quinolonas
en acuicultura. La Tabla 7 presenta CMI descritas para la flumequina, antimicrobiano
objeto de nuestro estudio, frente a patdgenos importantes en acuicultura en el area

mediterranea.

El uso de farmacos antibacterianos en acuicultura esta limitado a un tratamiento
oral. Los tratamientos por via parenteral en peces es muy limitado y generalmente
restringido a peces ornamentales. El tratamiento en forma de bafio aunque es facil de
llevar a cabo con farmacos de alta solubilidad en agua también esta limitado por los
sistemas de recirculacion de los tanques, y solo se realiza en especies de peces de
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dimensiones pequefias que sufren infecciones sistémicas en la piel y en las agallas; en
este caso es importante tener en cuenta la presencia de ciertos cationes en el agua del
mar que pueden complejar ciertas quinolonas y reducirse por ello su absorcion

(SAMUELSEN y LUNESTAD, 1996).

La administracion oral es el tratamiento mas comdn para la mayoria de las
especies de peces adultos, sin embargo se debe de tener en cuenta que el tratamiento es
en masa, es decir, de todo el grupo de peces, mas que un tratamiento individual, por lo
que parece que es un tratamiento mas bien profilactico que terapéutico. El farmaco
antibacteriano se administra en forma de alimento medicado, o pellets incorporados o
mezclados con los ingredientes del alimento. Lo mas importante es elegir un régimen
terapéutico que maximice la eficacia y minimice el riesgo de desarrollo de patogenos
resistentes, a este respecto el estudio de la farmacocinética del farmaco es
imprescindible junto con el conocimento de los valores de CMI frente al patogeno

infectante.

La utilizacion de piensos medicados esta indicada para tratamiento de
infecciones bacterianas, incluso aquellas infecciones secundarias. El tratamiento debe
administrarse sGlamente cuando haya una alta probabilidad de infeccion bacteriana y tan
rapido como sea posible, asi como en la dosis correcta durante el periodo de tiempo
adecuado para asegurarnos las concentraciones tisulares adecuadas. Ademas,
conveniente realizar rotaciones de antibidticos a utilizar. A la hora de aplicar un
tratamiento a través del pienso es interesante tener en cuenta la posible disminucion del
apetito (ingesta de alimento) del animal debido a la infeccién, por ello se deben calcular
cantidades muy pequefias de pienso medicado a administrar. El pez dorada suele comer
diariamente una cantidad de pienso equivalente al 10% de su peso, es decir, una dorada

de 200 g ingiere diariamente unos 20 g de pienso. En el caso de administrar un pienso
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medicado, la cantidad ideal establecida a administrar es el 1% del peso del animal. Si se

quiere administrar una cantidad mayor de pienso, seria recomendable administrar el 1%

de pienso medicado y el resto de pienso sin medicar (BROWN, 2000).

Tabla 7. Valores de CMI (ug/ml) de flumequina frente a patogenos bacterianos

comunes en acuicultura.

CMI (ug/ml) CMI (u%/ml)

PATOGENO . L +
(usando agua destilada | (adicion de Ca™ 10mM y
BACTERIANO | QUINOLONA | . "\ clal 206) (22°C) | Mg?* 55mM) (22°C)
Vibrio anguillarum 0,15 4,78
Photobacterium FI . a
damsela ssp. piscida umequina 0,3 >38.25
V. alginolyticus 1,2 38,25
V. damsela 0,019 0,15
V. fluvialis 0,15 478
Aeromonas salmonicida . CMI (ng/ml)
Flumequina 0,02 -0,1 (15°C)
Aeromonas salmonicida CMI (pg/ml)
Flumequina®* 0,063 (15°C); 0,18 (4°C)
V. anouillarium cepas susceptibles: <0,1 ;
- ang cepas resistentes: <1,28 (4°C); 1,71 (15°C)
Yersinia ruckeri cepas susceptibles: <0,1 ;
cepas resistentes: <1,28 (4°C); 1,71 (15°C)
Aeromonas salmonicida - C e CMI (pg/ml)
umequina cepas susceptibles: MICsp: 0,075; CMlg: 0,10
rango: 0,075-0,10
cepas resistentes: MICso: 2,0; CMlgq: 4,0
rango: 0,10-20,0
Aeromonas salmonicida CMI (pg/ml)
Flumequina' <0075
V. anguillarium <0,075t0 0,3
Yersinia ruckeri 0,075t0 0,3

®RIGOS et al., 2003; "HOIE et al., 1994; "MARTISEN et al.,1992 ;
‘BARNES et al., 1990 ; “BARNES ez al., 1991 ; "LEDO et al.,1987.

47




1.4. Farmacocinética

La flumequina, al igual que las deméas quinolonas presenta ciertas caracteristicas
farmacocinéticas (Tabla 8); de las cuéles podemos destacar por su importancia, una
rapida absorcidn tras su administracion oral o parenteral, buena distribucidn tisular con
altos niveles intersticiales, buena capacidad de penetracion en las células fagociticas y
concentraciones urinarias muy eficaces (WISE et al., 1986; SORGEL y KINZIG,

1993a,b; BROWN, 1996).

Tabla 8. Caracteristicas farmacocinéticas de las quinolonas.

Buena absorcion oral (excepto en rumiantes y caballos).
Absorcion parenteral completa.
Buena distribucion tisular.
Volumen de distribucion de 2-4 L/kg.
Excrecidn renal (posiblemente por secrecién tubular).
Metabolismo hepatico por oxidacion y glucoronidacion.
Posible ciclo enterohepatico.
Fase terminal de vida media de 2 a 4 horas.

BROWN, 1996.

Los estudios realizados sobre la relacion estructura-actividad de estos
antimicrobianos, por la introduccién de un atomo de fluor en la posicion Cs y otros
cambios en las posiciones C; y C; de anillo quinoleinico ha propiciado avances mediante
los cuéles ha sido posible mejorar sus caracteristicas farmacocinéticas, prolongando la
semivida de eliminacion y mejorado su penetracion tisular, lo que permite que en algunos
casos sea suficiente la administracion de una sola dosis diaria para mantener niveles

plasmaticos y tisulares de utilidad terapéutica.

Tras su administracion oral, las quinolonas alcanzan altos niveles en el tracto

genitourinario, tracto respiratorio y tejido 6seo, por lo que estos compuestos son muy Utiles
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desde el punto de vista clinico en el tratamiento de estados patol6gicos infecciosos de estos

tejidos (LODE et al., 1989; ANDRIOLE, 1998; DALHOFF, 1998).

Absorcion

En general, las quinolonas presentan buena absorcion (BLASER y LUTHY,
1988; VANCUTSEM et al., 1990; ANADON, 1992; SORGEL y KINZIG, 1993z;
SHARMA et al., 1994; BROWN, 1996; HOOPER, 1998; BLONDEAU, 1999;
WALKER, 2000). Cuando se administran por via parenteral, hay una biodisponibilidad
del 100% en todos los compuestos de este grupo de antibacterianos; de igual manera, la
mayoria de estos farmacos presentan una buena biodisponibilidad por via oral (>95%),
que sin embargo es limitada en rumiantes y equinos debido a las caracteristicas
fisioldgicas del tracto gastrointestinal que presentan ambas especies (LODE et al., 1989;
NEUMAN, 1988, VANCUTSEM et al., 1990; DUDLEY, 1991; WOLFSON vy

HOOPER, 1991b; ANADON, 1992; BROWN, 1996; WALKER, 2000).

La presencia de cationes divalentes y alimento en el tracto gastrointestinal
disminuye considerablemente la absorcion de las quinolonas en todas las especies
animales y en el hombre (LODE ef al., 1989; NEUMAN, 1988; DUDLEY, 1991;
WOLFSON y HOOPER, 1991b; ANADON, 1992; BROWN, 1996; WALKER, 2000).
Se han realizado ensayos in vitro mediante los cuales se ha determinado que la
presencia de los cationes divalentes calcio y magnesio interfieren con la acumulacion y
actividad de las quinolonas, disminuyendo su actividad como resultado de la quelacién
con estos iones o con un lipopolisacarido asociado a los iones de magnesio. A
consecuencia de esta interferencia, se forma un complejo, que debido a su tamafio no
puede ingresar en la bacteria a través de las porinas de la pared, accion que resulta
determinante para que disminuya la concentracion del farmaco en el interior de la

bacteria y por lo tanto, disminuya la inhibicion del ADN y se incremente la CMI
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(NEUMAN, 1988; LODE et al., 1989; MARSHALL y PIDDOCK, 1994; WALKER,

2000).
Distribucion

La penetraciébn de los agentes antimicrobianos al interior del espacio
extravascular, incluyendo los tejidos corporales, es dependiente de diversos factores
tales como la unién a proteinas, la liposolubilidad, el estado de ionizacidn, el transporte
activo, la difusion pasiva, el espacio extravascular, y el grado de respuesta inflamatoria

(NEUMAN, 1988: GERDING y HITT, 1989; ANADON, 1992).

Las quinolonas son generalmente moléculas pequefias, liposolubles que
muestran un grado de unién a proteinas plasmaticas relativamente bajo, en un rango
entre 10 y 40%, aunque algunos compuestos como la trovafloxacina pueden unirse a las
proteinas en una proporcion del 70% (DRUSANO et al., 1986; GERDING y HITT,
1989; NEU, 1989; FILLASTRE et al., 1990; VANCUTSEM et al., 1990; VERGIN y
METZ, 1991; ANADON, 1992; FITTON, 1992; HOOPER, 1998; WALKER, 2000). A
este respecto, se considera como responsables de la union a las proteinas, a los radicales
situados en las posiciones 7 y 8 del anillo de la quinolona (ZLOTOS et al., 1998). La

flumequina presenta una unién a proteinas plasmaticas del 70% (NEUMAN, 1988).

Las quinolonas difunden pasivamente a los tejidos, por lo que es particularmente
buena la penetracion en los tejidos y en los compartimentos secretores y excretores de
fluido extravascular, especialmente en rifiones, pulmones, prostata, epitelio bronquial,
mucosa nasal, saliva, lagrimas y secreciones bronquiales, y baja en sistema nervioso
central. Cuando se administran por via oral, los picos de las concentraciones urinarias
exceden a los picos de concentracion plasmatica, consecuentemente a esto, también

sobrepasan las concentraciones minimas bactericidas (CMB) para la mayoria de los
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patégenos urinarios (NIX y SCHENTAG, 1988; LODE et al., 1989; NEU, 1989; WISE,
1991; SHARMA et al., 1994; HOOPER, 1998; WALKER, 2000); de este modo, se
incrementa la eficacia de estos compuestos en el tratamiento de infecciones del tracto
urinario. Las quinolonas también penetran a través de la barrera placentaria y se
concentran en el liqguido amnidtico; de igual manera difunden a la leche, donde se han
detectado niveles de hasta el 75% en relacion con los niveles plasméaticos (SHARMA et

al., 1994).

Aunque la relacién entre las concentraciones de un farmaco antimicrobiano en
las secreciones respiratorias y su eficacia clinica no esta del todo clara, la penetracion de
un farmaco en las secreciones bronquiales es un factor importante para el tratamiento
eficaz de infecciones respiratorias. La penetracion de las quinolonas en las secreciones
bronquiales, evaluadas a través del area bajo la curva (AUC) o el porcentaje de
concentracion frente a plasma, no difiere significativamente entre los compuestos del
grupo (DAVIES et al., 1986; NEUMAN, 1988; WISE, 1991; SHARMA et al., 1994), y
se encuentran en un rango de 53-112% (WISE, 1991). La penetracion de las quinolonas
en el tejido pulmonar es buena, por lo que se presentan concentraciones elevadas del
farmaco, sin importar la via por la que se administran (GERDING y HITT, 1989;
SORGEL et al., 1989; WISE, 1991; ANADON, 1992). Se ha demostrado que
compuestos como ciprofloxacina y temafloxacina alcanzan concentraciones en tejido

pulmonar >1,5 veces las alcanzadas en el suero (WISE et al., 1991).

La liposolubilidad de las quinolonas es mayor a pH neutro (GRUBBER et al.,
1988; WOLFSON Y HOOPER, 1989a). Este hecho sugiere que el pH sanguineo de 7,4
favorece el paso de estos compuestos a través de las membranas capilares. La
dependencia del pH que tiene la liposolubilidad de estos compuestos también puede

originar un atrapamiento ionico del farmaco en los fluidos bioldgicos y en los tejidos
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donde existen valores de pH ligeramente acidos; la molécula de quinolona estaria mas
ionizada en estos compartimientos, lo que reduciria el retorno de la molécula hacia el
plasma. Este hecho podria dar lugar a niveles tisulares y en fluidos corporales mas altos
que los alcanzados en el plasma. La baja unién a proteinas, la alta lipofilicidad al pH
sanguineo y el relativamente pequefio tamafio molecular, que en general presentan las
quinolonas son factores determinantes para su amplia distribucién en los tejidos y

fluidos corporales.

En razén de su liposolubilidad las quinolonas atraviesan la barrea placentaria,
hematoencefalica y ocular. Igualmente pueden concentrarse en las células fagocitarias
tales como macréfagos alveolares, leucocitos polimorfonucleares y neutrofilos;
incrementando de alguna manera la labor de estas células frente a gérmenes
intracelulares. La capacidad de estos compuestos para penetrar en las células
fagocitarias es un factor de considerable importancia, ya que interfiere en el tratamiento
de infecciones causadas por microorganismos que se multiplican en el interior de la
célula (CARLIER er al., 1990; WISE, 1991; ANADON, 1992; ANADON vy

MARTINEZ-LARRANAGA, 1992; SHARMA et al., 1994).

En este sentido, se considera que la penetracion de las quinolonas a todas las
categorias de lugares extravasculares (espacios de gran volumen, fluidos secretorios,
liquidos con barreras, y tejidos), es relativamente alta en comparacién con otras
categorias de antimicrobianos, particularmente las cefalosporinas, penicilinas y

aminoglicdsidos.

La flumequina posee una rapida y extensiva distribucion tisular a través de los
compartimientos intracelulares y extracelulares, debido a lo cual el volumen de

distribucion es alto (>11/kg), caracteristica que comparte con las otras fluoroquinolonas
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(GERDING y HITT, 1989; NEU, 1989; VANCUTSEM et al., 1990; VERGIN y

METZ, 1991; ANADON, 1992; FITTON, 1992; HOOPER, 1998).

Metabolismo

El metabolismo de las quinolonas afecta en menor grado al aclaramiento
corporal de estos compuestos, alrededor del 20% del compuesto inalterado se elimina
por conversion a metabolitos de menor actividad antibacteriana (HOOPER 'y
WOLFSON, 1991; FITTON, 1992), a excepcion de algunas fluoroquinolonas tales
como pefloxacina, que experimenta un metabolismo amplio en la norfloxacina, y otros
metabolitos de considerable actividad (GONZALEZ y HENWOOD, 1989; LODE et al.,
1989) y enrofloxacina que se metaboliza a ciprofloxacina (VANCUTSEM et al., 1990).
El principal lugar diana para el metabolismo de las fluorogquinolonas es el grupo 3-
carboxyl y el anillo piperazina. Las fluoroquinolonas N-metiladas se biotransforman en
el anillo piperazina (C;) y se originan N-oxido- y N-demetil-metabolitos. En el caso de
las fluoroquinolonas no-metiladas, la biotransformacion del anillo piperazina resulta en
la formacion de oxo-metabolitos y 2-aminoetilamino-metabolitos (VANCUTSEM et

al., 1990; VERGIN y METZ, 1991; FITTON, 1992; BROWN, 1996).

En general en lo que respecta a la Fase | del metabolismo, se desarrolla a través
de la hidroxilacion y oxidacion de las fluoroquinolonas a oxoquinolonas. Los pasos
implicados en el metabolismo de los sustituyentes en posicion 7 son: rotura del anillo
con o sin la subsiguiente oxidacién o acetilacion del grupo amino primario, 0
glucuroconjugacion del grupo carboxilo. Otras transformaciones metabdlicas son las
fases oxidativas (oxo-metabolitos, N-oxidacion), la demetilacién (con o sin subsiguiente
rotura del anillo) y la sulfoconjugacion en la posicién 4-nitrégeno del anillo de

piperazina (LODE et al., 1989; SORGEL, 1989).
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En relacion a sus fases metabodlicas, las fluoroguinolonas también pueden ser
clasificadas de acuerdo a su principal via de aclaramiento y eliminacion [aunque estos
mecanismos no son exclusivos, en algunos compuestos una via de eliminacion

predomina claramente sobre las otras (DALHOFF, 1998)]:
- Renal: ofloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, rufloxacina y clinafloxacina.
- Hepética: difloxacina, pefloxacina y grepafloxacina.

- Renal y hepética: marbofloxacina, norfloxacina, danofloxacina, fleroxacina

enoxacina y trovafloxacina.
- Renal, hepatica y gastrointestinal: flumequina, ciprofloxacina y esparfloxacina.

Se estima que el ciclo enterohepatico de las fluoroquinolonas no es significativo
y que las altas concentraciones de fluoroquinolonas encontradas en las heces en varias

especies, provienen de su eliminacion trans-intestinal.

La Tabla 9 presenta las fases metabolicas de las quinolonas empleadas en

medicina veterinaria (BROWN, 1996).

Los metabolitos oxidados tales como los N-demetil metabolitos, tienen actividad
antibacteriana (KUNG, et al., 1993; PRESCOTT y YIELDING, 1990), mientras que los

metabolitos conjugados carecen de esta actividad (NIX 'y SCHETANG, 1988).

Algunos de los metabolitos de ciertas fluoroquinolonas tienen una muy
significativa actividad antimicrobiana, como es el caso de la enrofloxacina y su

metabolito ciprofloxacina (ANADON et al., 1999, 2000a).
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Tabla 9. Fases metabdlicas de las quinolonas.

Fases metabolicas Farmaco

Norfloxacina — oxonorfloxacina

Oxidacion del anillo piperazinico | . . . .
pPIp Ciprofloxacina — oxociprofloxacina

Enrofloxacina — ciprofloxacina
N-dealquilacion Danofloxacina — demetil-danofloxacina
Marbofloxacina — demetil-marbofloxacina

Marbofloxacina— N-6xido marbofloxacina

N-oxidacion . L. .
Danofloxacina — N-0xido-danofloxacina

Acido nalidixico — 4cido hidroxinalidixico

Hidroxilacion . . . .
droxilacio Flumequina — 7-hidroxi-flumequina
Norfloxacina — glucuréonido de norfloxacina
Glucuronidacién Difloxacina — glucurdnido de difloxacina
Sarafloxacina— glucurénido de sarafloxacina
Flumequina — glucurénido de flumequina
Sulfoxidacion Ciprofloxacina — sulfociprofloxacina
Formilacion Ciprofloxacina — formilciprofloxacina
Acetilacién Norfloxacina — N-acetilnorfloxacina

Modificado de BROWN, 1996.

Con respecto a la flumequina, se ha descrito que se metaboliza ampliamente a
glucorénidos conjugados y en menor proporcién en 7-hidroxi-flumequina, en vacas,
perros, ratas, y aves, y solo un bajo porcentaje permanece como compuesto inalterado
(LEMELAND et al., 1981; DORRESTEIN et al., 1983; HARRISON et al., 1984, 1986;
DECOLIN et al., 1987; MEVIOUS et al., 1990a; ANADON et al., 2008). Los
glucorénidos conjugados se detectan Unicamente en orina, mientras que el metabolito 7-
hidroxi-flumequina se encuentra en plasma y orina, donde contribuye a la accién
bactericida ya que posee actividad antimicrobiana (HARRISON et al., 1984, 1986;
SCHUPPAN et al., 1985; DELMAS et al., 1997). En el hombre el principal metabolito

es un glucoronido de la flumequina y solo alrededor del 6% se metaboliza en 7 hidroxi-
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flumequina (LEMELAND et al., 1981; HARRISON et al., 1984; SCHUPPAN, et al.,

1985).
Excrecion

Las quinolonas se eliminan por tres vias, que en orden del importancia son:
renal, hepatica e intestinal, presentando variaciones farmacocinéticas con respecto a la
relativa contribucion de los cambios asociados a su eliminacion (NEUMAN, 1988; NIX
y SCHENTAG, 1988; LODE et al., 1989; NEU, 1989; WOLFSON y HOOPER,
1989b; VANCUTSEM et al., 1990; DUDLEY, 1991; FITTON, 1992; SORGEL vy
KINZIG, 1993a, b; SHARMA et al., 1994; BROWN, 1996; HOOPER, 1998;

BLONDEAU, 1999; WALKER, 2000).

En este sentido, el principal factor que determina dichas diferencias
farmacocinéticas entre las quinolonas es el mecanismo de eliminacion renal, que puede
realizarse por secrecion tubular y por filtracion. Con excepcion del acido nalidixico,
para las fluoroquinolonas el aclaramiento renal glomerular representa el mayor
porcentaje en su eliminacion (NIX y SCHENTAG, 1988; NEU, 1989; WOLFSON y
HOOPER, 1989b; FILLASTRE et al., 1990; VANCUTSEM et al., 1990; ANADON,
1992; FITTON, 1992; SORGEL y KINZIG, 1993b; HOOPER, 1998). Los compuestos
no polares, como la difloxacina en realidad son reabsorbidos desde los tibulos renales y
presentan valores prolongados de semivida plasmatica de eliminacién (10h); por el
contrario, las fluoroquinolonas mas polares, tales como la ciprofloxacina, se
caracterizan por un aclaramiento renal elevado, siendo la semivida plasmética de
eliminacion mas corta (3-5 h) (NIX y SCHENTAG, 1988; VANCUTSEM et al., 1990;
FITTON, 1992; SORGEL y KINZIG, 1993b; HOOPER, 1998). El aclaramiento renal
de las fluoroquinolonas estd muy relacionado con el aclaramiento de la creatinina

(DUDLEY, 1991).
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La flumequina se elimina por via renal y extrarenal (HARRISON et al., 1986;
MEVIUS et al., 1990a; DELMAS et al., 1997). HARRISON et al. (1986), encontraron
que en la rata, el 60% de la dosis administrada de flumequina se excretaba por via renal;
mientras que en el perro se excretaba en un rango de 40 a 60% del farmaco
administrado, dependiendo de la via de administracion. Este hecho parece indicar que la
excrecion biliar desempefia un papel fundamental en la eliminacién de este compuesto
en perros. Este mismo hecho fue observado por RUIZ-GARCIA et al. (1999), quienes
en su estudio en ratas encontraron que tan solo el 2-3% de la dosis total de flumequina

se eliminaba por via biliar.

La flumequina a lo largo de los afios ha sido objeto de multiples estudios
farmacocinéticos entre los que podemos sefialar los trabajos realizados en humanos
(HARRISON et al., 1984; SCHUPPAN et al., 1985; DECOLIN Y NICOLAS, 1987;
ROYER-MORROT et al., 1991; VREE et al., 1992), en animales de experimentacion,
ratas (HARRISON et al., 1986; RUIZ-GARCIA et al., 1999) y en perros (HARRISON
et al., 1986), en animales domésticos de consumo humano, en cerdos (GUYONET et
al., 1996; VILLA et al., 2005), en ganado vacuno (MEVIUS et al., 1990a, b; MEIJER
et al., 1994), en ovejas (DELMAS et al., 1997), y en aves (ATEF et al. 1987;
SAMAHA et al. 1991; COCHET et al. 1997; GUYONET et al. 1997, SANDERS et
al. 1997; ANADON et al. 2008) y en distintas especies de peces como la anguila
(Anguilla anguilla) (BOON et al., 1991; VAN DER HEIJDEN et al., 1994; HANSEN y
HOSBERG, 2000a); bacalao (Gadus morhua) (HANSEN y HOSBERG, 2000b; VIK-
MO et al., 2005); carpa comun (Cyprinus carpio) (VAN DER HEIJDEN et al., 1994),
dorada (Sparus aurata) (RIGOS et al., 2003); halibut o fletan (Hippoglossus
hippoglossus) (SAMUELSEN y ERVIK, 1997; HANSEN y HOSBERG, 1999); lubina

(Dicentrarchus labrax) (RIGOS et al., 2002; TOURAKI et al., 2010); pez gato
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americano (Ictalurus punctatus) (PLAKAS et al., 2000); pez gato africano (Clarias
gariepinus) (VAN DER HEIIDEN er al., 1994); porredana o perca maculosa
(Symphodus melops) (SAMUELSEN y ERVIK, 2001); rodaballo (Scophthalmus
maximus) (HANSEN y HOSBERG, 1999); salmén del Atlantico (Salmo salar)
(O’GRADY et al., 1988, ROGSTAD et al., 1993; ELEMA et al., 1994, 1995;
MARTINSEN y HORSBERG, 1995; SOHLBERG et al., 1999, 2002; ELLINGSEN et
al., 2002); tabernero (Ctenolabrus rupestris) (HANSEN y HOSBERG, 2000b); trucha
arcoiris (Onchorynchus mykiss) (SOHLBERG et al., 1990, 1994) y trucha comun

(Salmo trutta) (O’GRADY et al., 1988).

Las Tablas 10 y 11 recogen parametros cinéticos de la flumequina en especies de

consumo recogidos de la literatura cientifica.
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Tabla 10. Parametros farmacocinéticos de flumequina en animales domésticos

productores de alimentos

Especie Ternera' Oveja’ Pollo” Pollo’
Via LV. LV. | LM. LV. | Oral | LV. | Oral
Dosis 10 mg/kg 6 mg/kg 12 mg/kg
Edad 1 5 18 6 — 12 meses - - peso corporal
semana | semanas | semanas 2 kg
¢ (h 0,850 1,090 0,780 - - - 0,35 | 1,12 1,55
va ()1 40637 | 20,290 | +0,208 £0,04| 20,11 | +0,39
tn (h 7,10 6,58 6,04 - - 4,94 3,83 | 6,91 | 10,05
s ) 1923 | £168 | £2,05 £0,15 | £0,18 | +1,44 | +1,12
0,754 | 0,944 | 0,956 | 0,52 - 2,63 - 1,60 -
Vs (LK®) | 0157 | +0,13 | £0,195 | +0,24 +0,10 +0,33
AUC 5709,6 | 3021,6 | 32856 | 19,58 | 16,47 | 31,90 | 20,90 | 44,67 | 25,46
(mg/L/min) | £667,2 | +306,6 | +523,2 | +2,63 | +571 | £1,15 | +124| 334 | +2,62
- - - 2,26 | 11,62 - - 5,90 9,96
MRT (h) +1,02 | +4,45 £1,06 | +0,87
- - - - 85,00 - 67,39 - 57,00
F (%) +0,13 +514 45,88
CL 1,78 3,23 3,10 0,31 - 6,41 - 0,27 | 0,270
(ml/min/kg) | +0,25 | £0,31 +0,44 | £0,03 +0,19 +0,02 | +0,001
0,90 1,06 0,72 - - - - -
Ko/Kat | 1030 | +023 | 022
(1) MEVIOUS et al., 1990a. (2) DELMAS et al., 1997. (3) ATEF et al., 1987.
(4) ANADON et al., 2008
Tabla 11. Pardmetros farmacocinéticos de flumequina en especies acuaticas
Especie Salmoén' Salmon” Salmon’
Oral Oral
Via de V. (Alimento I.V. (Alimento .V Oral
administracion 10°C | medicado) 6-8°C medicado) 5°C. 5°C
10°C 6-8°C
Dosis 25 mg/kg 10 mg/kg | 25mg/kg |5 mg/kg| 25 mg/kg
ty,q (h) 3,1 - 1,34 - 1,3 -
ty, g (h) 22,8 - 39,8 29,9-40,6 23 -
Vs (L/kg) 3,5 - 3,76 - - -
Chnax (Lg/ml) - 1,42 - 1,71-2,61 - 2,6
Tumax (h) - 6 - 9,95-27,1 - 12
AUC (ug-L-h) 140,2 62,7 130,5 116.9-149,7 | 46,5 110
MRT (h) - - 51,7 - - -
CL (L/h/kg) 0,18 - 1,75 - - -
F (%) - 44,7 - 38,0-41,6 - 46

()MARTINSEN Y HORSBERG, 1995. (2) ELEMA e al., 1995.
(3) ROGSTAD e al., 1993
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Continuacion. Tabla 11. Parametros farmacocinéticos de flumequina en especies

acuaticas.
Especie Pez Gato® | Halibut ° | Rodaballo’ | Halibut® Anguila’
Via de V. | Oral |1.V.|Oral| LLV. | Oral I.V. I.V. | Oral | Bafio
administracion (1 h)
1 5 10 mg/kg | 10 mg/kg 12 10 mg/kg | 10
Dosis mg/kg | mg/kg| 10°C 18°C mg/kg 23°C mg/L
9°C 23°C
tya (h) - - 1-1-7-1T-17908 ]-7-7]-
t,5 (h) 246 | 21,8 | 32 | 43 | 34 | 42 43 314 | 208 | 126
Vs (L/kg) 0527 - [299] - |375| - 2,3 34 | - -
Cuax (ug/ml) - 306 | - |14 - 1,9 - 11,21 93| 21
Tmax (h) - w7 -] 7] - 7 - - 7] -
AUC (ug/ml/h) | 67,3 | 149 [83,7(475|59,3| 58 | 2395 | 831 | 707 | 165
MRT (h) 35,5 - |251| - |222| - 44 283 | 171 ] 181
CL (ml/h/kg) 14,9 - 0,12 - 0,17 | - 0,052 [0,012| - -
F (%) - 443 | - | 56 - 59 - - 85 | 19,8

(4) PLAKAS et al., 2000. (5) HANSEN y HORSBERG, 1999.
(6) SAMUELSEN y ERVIK, 1997. (7) HANSEN y HORSBERG, 2000a.

1.5. Toxicidad y reacciones adversas

Es importante considerar que con el uso clinico de cualquier farmaco, es posible
observar la incidencia de reacciones adversas y efectos secundarios. En el caso de las
quinolonas, y concretamente de la flumequina, compuesto objeto de nuestro estudio; es
importante conocer estos efectos, asi como la deplecién de residuos, para evitar posibles

riesgos de salud publica.

En general las quinolonas se caracterizan por ser antimicrobianos
considerablemente seguros y bien tolerados cuando se emplean a las dosis terapéuticas
recomendadas (FITTON, 1992; HOOPER, 1998; BERTINO y FISH, 2000; FISH, 2001;
SHAKIBAEI et al., 2001). Sin embargo, la terapia con quinolonas estd asociada a
varios reacciones adversas y efectos secundarios que se derivan de su potencial toxico

sobre diversos sistemas del organismo (TAKAYAMA et al., 1995; STAHLMANN vy

60




LODE, 1998, 1999; RUBINSTEIN, 2001; SHAKIBAEI et al., 2001; STAHLMANN,
2002). A principios del afio 1980 y después de conocer los perfiles toxicologicos de las
primeras quinolonas, se inicid el desarrollo de nuevos compuestos que presentaran un
mayor margen de seguridad y tolerancia (NORRBY, 1991). No existen diferencias
significantes en cuanto al riesgo de toxicidad que presentan las quinolonas y el de otros
antimicrobianos (Tabla 12) (WOLFSON y HOOPER, 1991a; STAHLMANN y LODE,
1998, 1999; FISH, 2001). Por otra parte, se debe tener en cuenta que las quinolonas son
agentes quelantes y presentan afinidad por cationes divalentes y trivalentes, tales como
Ca®*, Mg ?*, Zn?* o AP* lo cual parece indicar que las variaciones en el equilibrio
electrolitico, como sucede por una dieta deficiente en magnesio, puede incrementar el
riesgo de toxicidad inducida por quinolonas (RUBINSTEIN, 2001; SHAKIBAEI et al.,

2001).

Tabla 12. Porcentaje de reacciones adversas asociadas al uso de quinolonas y otros

antimicrobianos.

Antimicrobiano Reacciones adversas (%)
Quinolonas 3-40%
Penicilinas 6-35%
Cefalosporinas 12-39%
Doxiciclina 19-23%
Eritromicina 39%

FISH, 2001

Entre los principales efectos toxicos asociados a la terapia con quinolonas, se
incluyen efectos sobre el sistema nervioso central (SNC), toxicidad ocular,
cardiotoxicidad, efectos sobre el aparato gastrointestinal, hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad, toxicidad sobre la reproduccion, efectos en articulaciones, cartilagos,
ligamentos y huesos, fotosensibilidad, efectos sobre el sistema inmune, y también se

han reportado algunos casos de mutagenicidad (CHRIST et al., 1988; WOLFSON y

61



HOOPER, 1989a; ANADON y MARTINEZ-LARRANAGA, 1992; TAKAYAMA et
al., 1995; LECOEUR-BITCHATCHI y KOLF-CLAUW, 1999; PAPICH, 1998;
BLONDEAU, 1999; BERTINO y FISH, 2000; KIM et al, 2000; DE SARRO y DE

SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001; SHAKIBAEI et al., 2001; STAHLMANN, 2002).

En la Figura 5 se muestran lo efectos secundarios asociados con los
sustituyentes especificos de la estructura quimica fundamental de las quinolonas. El
sustituyente de la posiciobn 1 se relaciona a la interaccion con teofilina y la
genotoxicidad. No se conoce ningun efecto secundario asociado al sustituyente de la
posicion 2. El grupo carboxilo de la posicion 3 y el oxigeno de la posicion 4 estan
involucrados con la quelacion y la unién a metales, por lo que son los responsables de
las interacciones con antidcidos, leche, hierro, y otros cationes divalentes. El
sustituyente de la posiciébn 5 esta estrechamente ligado a la fototoxicidad y la
genotoxicidad. En esta posicion un grupo metilo causa mas efectos secundarios que un
atomo de hidrogeno, mientras que un grupo amino es el menos relacionado con la
aparicion de reacciones adversas. No se han reportado reacciones adversas relacionadas
con el atomo de fluor en la posicion 6; mientras que el sustituyente de la posicién 7 esta
relacionado con la actividad de unién de los receptores GABA en el cerebro, por lo
cual es responsable de los efectos sobre el SNC, y también se relaciona con la
interaccion con teofilina. La posicion 8 es clave en la relacion estructura-efectos
secundarios de las quinolonas, y esta muy relacionada con la fototoxicidad, y un atomo
de fluor en esta posicion es potencialmente mas fototoxico que un atomo de cloro o de
nitrégeno. También las quinolonas dihalogenadas se asocian en mayor grado con la
fototoxicidad (BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001;
RUBINSTEIN, 2001). En la Tabla 13 se presentan las fluoroquinolonas con mayores

efectos toxicos que limitan su uso clinico.
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Fototoxicidad y genotoxicidad Unidn a metales y quelacion.
][{5 O Control de interacciones
(CH3>H>NH2) con antidcidos, leche, hierro
. tiones
No se han descritos F COOH yca
efectos secundarios X divalentes
relacionados [ ]
~ Vi No se han descritos
Interaccionconlos .~ X N . )
R efectos secundarios
receptores GABAy 7 )
e relacionados
teofilina
Control de fototoxicidad N Controfl‘::’ie las lnteracg?geds
(CF>CCI>N>CH>0Me) con teofilinay genotoxicida

Figura 5. Relacion estructura-efectos secundarios de las quinolonas.

Tabla 13. Fluoroquinolonas con significancia clinica limitada por sus efectos
toxicos especificos. (RUBINSTEIN, 2001; STAHLMANN, 2002)

Fluoroquinolona Toxicidad especifica Afo*
Enoxacina Inhibicién del complejo citocromo P450. 1985
Pefloxacina Tendinopatias, fototoxicidad. 1985
Fleroxacina Fototoxicidad, efectos sobre el SNC. 1990

Sitafloxacina Fototoxicidad. 1991
Temafloxacina® Sindrome urémico hemolitico. 1992
Lomefloxacina Fototoxicidad. 1993

BAYy3118" Fototoxicidad. 1993
Esparfloxacina Fototoxicidad, prolongacion del intervalo QT. 1994
Tosufloxacina Trombocitopenia, nefritis. 1996
Trovafloxacina® Hepatotoxicidad, efectos sobre SNC. 1999
Grepafloxacina” Prolongacion del intervalo QT, arritmia, nauseas. 1999
Clinafloxacina” Fototoxicidad, hipoglicemia, inhibicion del complejo| 1999

citocromo P450.

* Afio de introduccion a la terapéutica o afio en que se detuvo su desarrollo o
comercializacion; * Desarrollo discontinuo o cese de comercializacion poco después del
inicio de uso en la terapéutica.
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Es importante destacar que aun cuando la flumequina es una quinolona que se ha
utilizado desde hace varias décadas, existe informacién limitada sobre sus aspectos
toxicologicos, aunque partiendo de la evaluacion de la informacion toxicologica
disponible, podemos afirmar que la flumequina es un compuesto razonablemente seguro
si se respetan las condiciones de modo de empleo recomendadas, siendo su perfil
toxicolégico similar al de otras quinolonas de uso en medicina veterinaria. A
continuacion se describen los efectos mas relevantes de la toxicidad de las quinolonas y

de la flumequina en particular.

Efectos toxicos sobre el SNC

Los sintomas de toxicidad que se presentan en el SNC asociados al uso de
quinolonas, en general, son moderados o inexistentes si estos farmacos se utilizan a las
dosis terapéuticas recomendadas. Cuando se presentan, los mas frecuentes son vértigo,
dolor de cabeza, insomnio, vision anormal, cansancio y euforia o depresion; y de menor
incidencia son los casos en que puede producirse una neurotoxicidad severa, donde se
observan reacciones psicoticas, alucinaciones y convulsiones, estos efectos se observan
principalmente en pacientes humanos, y se han relacionado con casos de
sobredosificacién originada por administracion concomitante de las quinolonas con
teofilina o farmacos antiinflamatorios no esteroideos (CHRIST et al., 1988; AKAHANE
et al., 1989; DAVIES y MAESEN, 1989; WOLFSON y HOOPER, 1989a, 1991a;
CHRIST, 1990; SHAH y MULERT, 1990; NORRBY, 1991; PATON y REEVES, 1991;
ANADON vy MARTINEZ-LARRANAGA, 1992; FITTON, 1992; KOUTSOVITI-
PAPADOPOULOU et al., 1995; TAKAYAMA et al., 1995, HOOPER, 1998;
STAHLMANN y LODE, 1999; BERTINO y FISH, 2000; COHEN, 2001; DE SARRO
y DE SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001; STAHLMANN, 2002). En humanos se

observan estos efectos con una incidencia en un rango de 4,4 al 16,5% (CHRIST, 1990).
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Asi mismo, se ha reportado neurotoxicidad epileptogénica durante la quimioterapia con
quinolonas (OOIE et al., 1997). Algunos estudios han sefialado la implicacién de las
fluorogquinolonas con la aparicion de neuropatia periférica (AOUN et al, 1992;

HEDENMALM y SPIGSET, 1996; COHEN, 2001).

El uso de quinolonas en animales ha provocado muy pococs efectos secundarios
sobre el comportamiento; sefialandose en algunas ocasiones, una disminucién de la
actividad motriz (CHRIST et al., 1988; PATTERSON, 1991). Una particularidad
importante del uso de las quinolonas, es que cuando son administradas a dosis muy
altas, o por via intravenosa y de forma rapida, pueden provocar convulsiones; por lo
cual, en consideracién a este riesgo, se recomienda respetar las dosis terapéuticas, y que
la administracién de estos farmacos por via intravenosa, se lleve a cabo de forma lenta 'y

constante (BROWN et al., 1990; VANCUTSEM et al., 1990).

Para realizar una correcta evaluacion de los efectos sobre el SNC es importante
separar los efectos moderados de los efectos severos que requieren la suspensién del
tratamiento. Los efectos moderados, como Vértigo, dolor de cabeza, insomnio, visién
anormal, cansancio, y euforia o depresién se observan frecuentemente, y los efectos
neurotoxicos de mayor importancia, tales como reacciones psicoticas, alucinaciones y
convulsiones, que aun siendo poco frecuentes (<0.5%) y principalmente aparecen en
personas, estan asociados con la terapia de varias quinolonas, deben tenerse en
consideracion antes de instaurar un tratamiento con estos farmacos (STAHLMANN,

2002).

Existe considerable informacion sobre los efectos de las quinolonas sobre el
SNC a nivel experimental. YAMAMOTO et al. (1980) observaron que el acido

pipemidico presentaba pocos efectos sobre los patrones del electroencefalograma (EEG)
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en ratas y gatos, mientras que el acido nalidixico mostraba efectos excitatorios ligeros
en ratas y convulsiones en gatos. También encontraron que la cinoxacina no causaba en
ratas efectos sobre el EEG pero en gatos inducia periodos excitatorios prolongados. En
estudios similares, MORIKAWA et al. (1988a), indicaron que la levofloxacina presento
en conejos efectos minimos o nulos sobre el EEG, pero en perros provocaba
convulsiones y alteraciones en el EEG. YAMAMOTO et al. (1988), confirmaron la
aparicion de periodos convulsivos en gatos después de la administracion de
lomefloxacina y enoxacina, y periodos excitatorios tras la administracion de ofloxacina.
TAKASUNA et al. (1992), observaron en gatos que la levofloxacina, norfloxacina,
enoxacina y ciprofloxacina por via intravenosa inducian alteraciones en el EEG y
convulsiones generalizadas en el 25, 100, 50 y 100 % de los casos, respectivamente.
Los perros y gatos parecen ser las especies animales mas susceptibles y en menor grado

las ratas y conejos (TAKAYAMA et al., 1995).

El &cido nalidixico (ISOZAKI y MATSUNO, 1971), cinoxacina (YAMAMOTO
et al., 1980), enoxacina (MATSUNO et al., 1984), lomefloxacina (MORIKAWA et al.,
1988a), norfloxacina (OHKUBO er al., 1981), ofloxacina (KOJIMA et al., 1984),
esparfloxacina (DODO et al., 1991), y levofloxacina (TAKASUNA et al., 1992),
provocaban en ratones disminucion de la actividad motora. Por el contrario, se observo
que el acido pipemidico (MATSUNO et al., 1975) y tosufloxacina (HIRAI et al., 1989)
no presentaban ningdn efecto sobre la actividad motora. La mayoria de las quinolonas a

dosis elevadas parecen inhibir de manera espontéanea la actividad motora.

El mecanismo de accién por el que las quinolonas actian sobre el SNC no se
conoce conclaridad. Se han realizado estudios toxicolégicos y bioquimicos con la
intencion de explicar los efectos sobre el SNC observados en condiciones terapéuticas,

sin embargo no se ha determinado con exactitud cual es la diana molecular de las
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quinolonas en el SNC. Se apunta la existencia una posible interaccion entre los
receptores del acido y-aminobutirico (GABA), neurotransmisor inhibitorio del SNC y
las fluoroquinolonas (CHRIST et al., 1988; AKAHANE et al., 1989; JANKNEGT, 1990;
CHRIST, 1990; NORRBY, 1991; PATTERSON, 1991; WOLFSON y HOOPER,
1991a; ANADON, 1992; ANADON y MARTINEZ-LARRANAGA, 1992; HOOPER,
1998; LECOEUR-BITCHATCHI y KOLF-CLAUW, 1999; STAHLMANN y LODE
1999; DE SARRO y DE SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001; STAHLMANN, 2002).
Se sugiere que las fluoroquinolonas inhiben el receptor GABA. Este efecto antagonico
de las quinolonas parece ser dependiente del sustituyente que presentan en la posicion 7
del anillo heterociclico. De esta manera, los derivados en cuya estructura tengan un
grupo piperazinico libre en esta posicién presentan mayor actividad sobre el SNC que
aquéllos con grupos piperazinicos metilados. Sin embargo, los efectos de las quinolonas
sobre la unién del GABA vy sus receptores son moderados y no se conoce explicacion
sobre el efecto epileptogénico. Por otra parte, en presencia de fenbufeno se potencia el
efecto inhibitorio de las quinolonas sobre el GABA (AKAHANE et al., 1989; BROWN,
1996; BLONDEAU, 1999; STAHLMANN y LODE, 1999; BALL, 2000; DE SARRO y

DE SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001; STAHLMANN, 2002).

En algunos estudios de neurotoxicidad llevados a cabo para la evaluacion de
varias quinolonas, se ha usado como modelo una porcién de hipocampo de rata. La
determinacion del potencial de accidn en la region CAL del hipocampo de rata permitio
evaluar el potencial excitatorio de las quinolonas. La ofloxacina, ciprofloxacina, y
moxifloxacina aumentaban la amplitud del potencial de accion de forma moderada y
dosis-dependiente; la trovafloxacina y clinafloxacina presentaban un mayor potencial

excitatorio (STAHLMANN, 2002).
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Efectos toxicos sobre el aparato gastrointestinal

Los efectos de las quinolonas sobre el aparato gastrointestinal suelen ser muy
frecuentes, pero de poca gravedad; se han descrito nauseas, vomito, dolor abdominal,
diarrea, dispepsia, acidez y otros sintomas menos comunes; efectos observados
principalmente en humanos (WOLFSON y HOOPER, 1989a; ZINNER, 1989; SHAH y
MULERT, 1990; NORRBY, 1991; PATON y REEVES, 1991; FITTON, 1992;
TAKAYAMA et al., 1995; HOOPER, 1998; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y
DE SARRO, 2001; STAHLMANN, 2002). Sin embargo, es importante destacar que
algunas reacciones gastrointestinales como nauseas y vomitos también pueden ser
signos de neurotoxicidad (STAHLMANN, 2002). Se han realizado algunos estudios con
quinolonas, administrandolas a dosis muy elevadas (de 15 a 50 veces la dosis
terapéutica) observandose en los animales tratados vomitos y anorexia. En dosis méas
préximas a las utilizadas en la préactica clinica en perros (de 20 a 22 mg/kg) se ha
observado vomitos que desaparecieron al reducir la dosis a 16,5 mg/kg (WALKER et
al., 1989; BROWN et al., 1990). Asi mismo, se debe tener en consideracion que existen
diferencias con respecto a la frecuencia de estos efectos; tomando como referencia
algunos datos disponibles, se conoce que algunas nuevas quinolonas como la
grepafloxacina, a dosis elevadas, presenta una mayor incidencia de efectos sobre el

tracto gastrointestinal (STAHLMANN y LODE, 1999).

Algunos estudios indican que con el uso de ciprofloxacina, norfloxacina y
pefloxacina se presentaban alteraciones sobre la microflora intestinal, alteraciones que,
en el caso de ciprofloxacina y norfloxacina, se normalizaban en un periodo de 1-2
semanas tras la suspension del tratamiento, no ocurriendo lo mismo en aquellos
animales tratados con pefloxacina, en los que se prolong6 el tiempo necesario para que

la flora intestinal retornara a la normalidad (BLONDEAU, 1999).
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En un estudio realizado por KOUTSOVITI-PAPADOPOULOU et al. (1995),
encontraron que la flumequina, enoxacina y norfloxacina inhibian los efectos
contractiles en el ileon inducidos por la activacion de los receptores GABA de forma

dosis-dependiente.

Se ha demostrado que el &cido nalidixico produce en conejos disminucion de la
motilidad gastrica e intestinal (DOTEUCHI et al., 1980). HIRAI et al. (1989),
encontraron que la tosufloxacina, incrementaba ligeramente la motilidad gastrica e ileal,
pero reducia la motilidad del colon. Estudios con ofloxacina (KOJIMA et al., 1984) y
lomefloxacina (MORIKAWA et al., 1988b) demuestran en perros cambios débiles en la
motilidad gastrica, y disminucién de la motilidad intestinal. En el caso de levofloxacina,
en perros, se produjo una disminucién transitoria de la motilidad gastrica e intestinal,
seguida de un ligero incremento (TAKASUNA et al., 1992). Estos hallazgos sugieren
que las quinolonas carecen de efecto directo sobre la motilidad del tracto
gastrointestinal relacionada con la produccion de diarrea. Es muy frecuente encontrar
heces blandas o diarrea en animales a los que se les han administrado quinolonas u otros
agentes antibacterianos, lo que puede ser consecuencia de la liberacion de toxinas por
parte de las bacterias patdgenas, cuyo incremento anormal en el intestino ocasiona la
destruccion de la flora bacteriana normal. No existen datos sobre el dafio
histopatolégico en animales tras una terapia prolongada con quinolonas. EI mecanismo
por el cual se produce diarrea en el hombre debe ser similar al observado en animales

(TAKAYAMA et al., 1995).

Efectos toxicos sobre el sistema cardiovascular

Se ha demostrado que las quinolonas presentan efectos cardiotoxicos. En
animales, tras la administracion intravenosa se observaron efectos tales como

hipotensién y taquicardia (CHRIST et al., 1988; TAKAYAMA et al., 1995; HOOPER,
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1998; STAHLMANN y LODE, 1999; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE
SARRO, 2001; LODE, 2001; RUBINSTEIN, 2001); efecto observado especialmente
en perros y gatos (TAKAYAMA et al., 1995). En virtud de que la intensidad y duracion
de estos efectos es dosis-dependiente, se recomienda que las quinolonas de uso
intravenoso preferentemente se administren en forma de infusion (CHRIST et al., 1988;
HOOPER, 1998; STAHLMANN y LODE, 1999). También se han observado tras la
administracién oral de quinolonas hipotension y taquicardia (CHRIST et al., 1988;

STAHLMANN, 2002).

En perros anestesiados a los que se les administré lomefloxacina, se observo una
disminucién de la resistencia arterial y un incremento en el flujo sanguineo en la arteria
femoral (MORIKAWA et al., 1988a). También, la levofloxacina, en perros
anestesiados, disminuy6 la resistencia de la arteria femoral y produjo en el flujo
sanguineo variaciones minimas (TAKASUNA et al., 1992). Estos hechos sugieren que
la resistencia arterial de la vasculatura periférica decrece después de la administracion
intravenosa de quinolonas, y que esta disminucion desempefia un importante papel en la

hipotension observada en perros anestesiados.

Durante el tratamiento con cualquier quinolona pueden presentarse alteraciones
en el ritmo cardiaco, pero se presenta mayor incidencia con compuestos como
grepafloxacina y esparfloxacina (BLONDEAU, 1999; STAHLMANN y LODE, 1999;
BERTINO y FISH, 2000; RUBINSTEIN, 2001; STAHLMANN, 2002). Estas dos
quinolonas presentan similitudes por el sustituyente de la posicién 5 de su estructura
molecular: un grupo metilo en la grepafloxacina y un grupo amino en la esparfloxacina;
posiblemente esta similitud estructural es la explicacion del elevado potencial
cardiotoxico que poseen estos dos compuestos (STAHLMANN, 2002). Durante los

estudios toxicolégicos realizados con grepafloxacina, previos a su comercializacion, se
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observo un marcado potencial para inducir arritmias cardiacas. Sin embargo, el efecto
sobre el intervalo QT en humanos tras la administracion oral, resulto ser minimo y se
considerd que no presentaba riesgo para el hombre. Después de algunos afios, se han
descrito algunos casos de efectos cardiacos severos asociados con el uso de
grepafloxacina, y a pesar de ser considerados de incidencia rara, se prohibié la

comercializacion de este farmaco (BERTINO y FISH, 2000; STAHLMANN, 2002).

Considerando que la presién sanguinea es una funcién de la potencia cardiaca y
la resistencia vascular periférica total, la hipotensién inducida por quinolonas puede ser
resultado de una vasodilatacion periférica y/o depresion cardiaca. Todas las quinolonas
en animales sanos disminuyen la frecuencia cardiaca, aunque algunos de estos
compuestos causan efectos minimos, por lo que se requieren estudios al respecto,
(particularmente sobre la potencia cardiaca) siendo necesario investigar el mecanismo

por el que se produce la hipotension que se ha observado (TAKAY AMA et al., 1995).

Existen pocos datos de reacciones adversas sobre el sistema cardiovascular en
humanos por el uso clinico de quinolonas (SMYTHE y RYBAK, 1989; ZINNER, 1989;
SHAH y MULERT, 1990; NORRBY, 1991; PATON y REEVES, 1991; GEDDES,
1993; BERTINO y FISH, 2000). Se podria sugerir que los efectos hipotensores
observados en animales, particularmente en perros y gatos, son selectivos para estas

especies.

BEDNARCZYK et al. (1991), realizaron un estudio en personas sanas, no
fumadores, y observaron que los individuos tratados con ciprofloxacina presentaron un
decrecimiento significativo en el flujo sanguineo cerebral, en comparacion con los

individuos tratados con temafloxacina o con un placebo.
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Efectos hepatotoxicos

Existen numerosos trabajos que nos indican la existencia de reacciones adversas
a nivel hepatico, pudiendo concluir que el aumento de las transaminasas hepaticas es la
principal causa de hepatotoxicidad por quinolonas (ANADON, 1992; HOOPER, 1998;

YOSHIDA et al., 1999).

El uso terapéutico de trovafloxacina esta asociado con reacciones las hepéticas
impredecibles, las cuales no parecen tener una relacion especifica su estructura quimica
(BALL, 2000; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001;
STAHLMANN, 2002). Existen datos de toxicovigilancia obtenidos a partir del uso
clinico de esta quinolona que nos indican que en el afio 1999 se relacioné con 140 casos
aparecidos de hepatotoxicidad (RUBINSTEIN, 2001). El potencial hepatotoxico de esta
quinolona se describi6é primero en perros, donde se observé un aumento de los niveles
enzimaticos hepaticos, lo que se relacionaba con una degeneracion hepatocelular
vacuolar y centrilobulillar, y necrosis; estos efectos fueron reversibles y se observaron
cuando se administraba a dosis mas altas que las terapéuticas. Los efectos hepatotdxicos
a dosis terapéuticas observados en animales no se consideraron relevantes

(STAHLMANN, 2002).

Las quinolonas que presentan estructuras quimicas de naftiridinas no se han
asociado con la aparicion de efectos tdxicos hepaticos, estos efectos suelen aparecer en
presencia de compuestos con dos o tres nitrégenos en su anillo quimico fundamental

(RUBINSTEIN, 2001).

Se tiene evidencia del desarrollo de tumores hepaticos en ratones a los que se les
administré flumequina durante 18 meses, efecto que no fue observado en ratas que se

sometieron a tratamiento con esta quinolona durante dos afios. Se sugiere que los
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efectos hepatocarcindgenos de la flumequina observados en ratones son dependientes

del dafio hepatico y de la consiguiente proliferacion celular (YOSHIDA et al., 1999).

Efectos toxicos renales

Los efectos toxicos renales provocados por el uso de quinolonas son de especial
relevancia, en virtud de que estos farmacos presentan una alta capacidad de
acumulacién en los rifiones y en otros tejidos del tracto genitourinario, debido a que esta
es su principal via de excrecion. Los principales efectos renales observados incluyen
nefritis intersticial, hematuria y cristaluria, asi como también una disminucion de la
funcién renal y un incremento en el peso de los rifiones (CORRADO et al., 1987,
SCHLUTER, 1987; CHRIST et al., 1988; WOLFSON y HOOPER, 1989a;
VANCUTSEM et al., 1990; PATTERSON, 1991; ANADON, 1992; FITTON, 1992;
BERTINO y FISH, 2000; FANOS y CUZZOLIN, 2000; RUBINSTEIN, 2001).
También se ha observado que el uso cronico de algunas fluoroquinolonas como
ofloxacina, enoxacina y pefloxacina, a altas dosis (>100 mg/kg/dia) puede originar

dafios a nivel de los tubulos renales (MAYER, 1987).

El uso de temafloxacina en terapéutica humana se asocié con el sindrome
hemolitico, el fallo renal y la trombocitopenia (BALL, 2000; DE SARRO y DE
SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001; STAHLMANN, 2002). La incidencia de este
proceso toxico fue de 1 en un total de 5000 prescripciones, lo que representa un
porcentaje de incidencia muy bajo, pudiendo ser esto la causa de que no fuera detectado
durante los estudios clinicos previos a su comercializacion. A raiz de este incidente, se
procedid a retirar el uso terapéutico de la temafloxacina. EI mecanismo por el cual se
produce este efecto secundario es desconocido, y no ha sido observado por el uso de

otras quinolonas (STAHLMANN, 2002).
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Los efectos renales de las quinolonas no se consideran como efectos toxicos
directos ya que su aparicion esta condicionada a la precipitacion de material extrafo,
principalmente cristales en el rifion (CHRIST ez al., 1988). El pH alcalino de la orina,
observada en algunas especies de animales como ratas y monos, bajo condiciones
normales, puede favorecer la precipitacion de cristales ya que la cristaluria es un efecto
pH-dependiente. Este efecto es muy raro en el hombre por la acidez de su orina, lo que
propicia una buena eliminacién de las quinolonas que en general son insolubles en pH
neutro o alcalino. La dosis necesaria para producir cristaluria varia dependiendo del
farmaco utilizado y la especie animal (CHRIST et al., 1988; NORRBY, 1991;

PATTERSON, 1991).

Efectos toxicos sobre la funcion reproductora

Se ha descrito que diversas quinolonas producen efectos tdxicos en hembras
reproductoras, en consideracion de lo cual se han realizado diferentes estudios para
conocer el potencial tdxico de estos compuestos sobre la reproduccion, especialmente
durante el desarrollo (FITTON, 1992; TAKAYAMA et al., 1995; STAHLMANN vy
LODE, 1999). En estos experimentos realizados en ratas, principalmente se ha descrito
toxicidad maternal, caracterizada por pérdida de peso y disminucién en la ingesta de
alimento. Dentro de los efectos embriotdxicos se ha descrito que los fetos muestran
decrecimiento del peso, osificacion retardada, y un marcado incremento de
malformaciones musculo-esqueléticas (WOLFSON y HOOPER, 1989a; FITTON, 1992;
STAHLMANN y LODE, 1999). En otro estudio en ratas, realizado por KIM et al.
(2000) para investigar el potencial teratogeno de la quinolona DW-116 encontraron que
al ser administrado durante la organogénesis a dosis de 500 mg/kg se presentaba una
moderada incidencia de toxicidad maternal, pero una significante toxicidad durante el

desarrollo embrionario, y a dosis de 125 mg/kg la embriotoxicidad fue minima. Los
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efectos tdxicos durante la gestacion se caracterizaron por un aumento de la reabsorcion
embrionaria y muerte fetal, decrecimiento de tamafio y peso del feto, decrecimiento del
peso de la placenta, alta incidencia de malformaciones musculo-esqueléticas y reducida
osificacién esquelética. Las principales malformaciones fetales se detectaron en cabeza,
pulmon, corazon, vértebras y esterndn; asi mismo se observé retardo en la osificacion
del esterndn, metacarpos, metatarsos y vértebras sacrocaudales, lo que se relacion6con
la reduccion del peso fetal. También la ofloxacina se ha asociado en el ratén con

anormalidades congénitas (HOOPER, 1998).

Estudios de toxicidad sobre la reproduccion en perros y ratas de las quinolonas
(&cido pipemidico, norfloxacina y pefloxacina) demostraron que estos compuestos
provocan alteraciones en la espermatogénesis, asi como dafios testiculares, como la
atrofia (CHRIST et al., 1988; TAKAYAMA et al., 1995; ADEL et al., 2000). ADEL et
al. (2000), evaluaron en ratas los efectos de la ofloxacina, ciprofloxacina y pefloxacina
sobre la estructura y fisiologia testicular, encontrando que la actividad testicular
disminuia el 39,8%, 62,7% y 60,7% respectivamente; de igual manera la cantidad,
motilidad y produccion de esperma se redujeron considerablemente. En el caso de
ofloxacina, la disminucion de la actividad testicular fue dosis-dependiente y produjo
cambios histopatolégicos marcados, resultados que indicaban la evidente implicacion

de estos compuestos sobre las funciones reproductoras del macho.

Los mecanismos neuroendocrinos podrian estar involucrados en estos efectos
(CHRIST et al., 1988). Existe una variabilidad en la susceptibilidad acorde a cada especie
animal y se considera que los parametros farmacocinéticos de las quinolonas también estan

implicados en estas variaciones (TAKAYAMA et al., 1995).

No se dispone en el hombre de informacion sobre la aparicion de reacciones

adversas sobre la fertilidad (TAKAYAMA et al., 1995). Actualmente tampoco existen

75



datos respecto a la aparicion de efectos teratdgenos en recién nacidos de madres a las
que se les administraron quinolonas durante la gestaciéon. Sin embargo por falta de
datos, estos farmacos no se consideran seguros durante el periodo reproductivo, por lo
que su uso se ha restringido en mujeres gestantes y en lactancia y solo se utilizan en
casos especiales y bajo estricta vigilancia, a expensas del riesgo potencial que pueden
conllevar (TAKAYAMA et al., 1995; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE

SARRO, 2001).

Efectos toxicos sobre cartilagos, tendones, articulaciones v huesos

Todas las quinolonas poseen, en mayor o menor grado, potencial para inducir
efectos sobre tejidos estructurales corporales, afectando con mayor severidad los
cartilagos (CHRIST et al., 1988; WOLFSON y HOOPER, 1989a, 1991a; NORRBY,
1991; PATTERSON, 1991; GOOTZ y MCGUIRK, 1994; TAKAYAMA et al., 1995;
FORSTER et al., 1996, 1998; HOOPER, 1998; STAHLMANN y LODE, 1998, 1999;
BERTINO y FISH, 2000; EGERBACHER et al., 2000, 2001; STAHLMANN et al.,
2000a, b; DAVENPORT et al., 2001; DE SARRO y DE SARRO, 2001; LODE, 2001;
RUBINSTEIN, 2001; SHAKIBAEI et al., 2001; THIEL et al., 2001; STAHLMANN,
2002). La artropatia en animales jovenes es la forma mas comdn de toxicidad de todas
las quinolonas estudiadas hasta el momento (ANADON y MARTINEZ-LARRANAGA,
1992; TAKAYAMA et al., 1995; STAHLMANN y LODE, 1998, 1999; BERTINO y
FISH, 2000; STAHLMANN et al., 2000a; DE SARRO y DE SARRO, 2001), siendo
aparentemente los perros mas sensibles que las ratas y conejos (CHRIST et al 1988;
PATTERSON, 1991; HILDEBRAND et al., 1993; TAKAYAMA et al., 1995); también
se ha descrito en marmotas, y hasta el momento parece que este efecto no se observa en
monos (WOLFSON y HOOPER, 1991a). En ratas el &cido nalidixico, norfloxacina,

ofloxacina y ciprofloxacina administrados por via oral en dosis diarias de 100 a 500
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mg/kg p.c., durante cuatro semanas, producen lesiones articulares similares. Las lesiones
en los cartilagos articulares inducidas por quinolonas en animales en crecimiento son de
rapida aparicion y de caracter irreversible; en los animales adultos no ocurre una reaccion
tan evidente, aunque existen datos de artropatias en perros adultos posteriores a un
tratamiento oral con pefloxacina (140 mg/kg/dia) durante 12 meses. EI mecanismo a nivel
molecular por el que se desarrolla este efecto es desconocido, pero se observa erosion del
cartilago articular acompanada de efusion, no inflamatoria libre de células, en la cavidad
articular. El cartilago afectado no tiene capacidad de regeneracion, por lo tanto estas
lesiones son el punto de inicio de una artropatia deformante. En las partes del cartilago
donde el dafio es mas severo puede producirse una erosion; al igual que los productos de
descomposicion soluble del cartilago provocan una reaccion irritante de la sinovia en
forma de derrame (CHRIST et al., 1988; NORRBY, 1991; PATTERSON, 1991;
WOLFSON y HOOPER, 1991a; HOOPER, 1998; STAHLMANN y LODE, 1998,

1999; BERTINO y FISH, 2000; STAHLMANN, 2002).

INGHAM et al. (1977), estudiando el acido pipemidico en perros jovenes fueron
los primeros en describir la aparicion de efectos condrotoxicos relacionados con el uso
de quinolonas. HILDEBRAND et al. (1993) realizaron en perros de raza Beagle un
estudio para evaluar el potencial condrotéxico de algunas quinolonas y encontraron que
en los animales tratados con é&cido nalidixico, los signos clinicos, hallazgos
macroscopicos y microscopicos se observaban a dosis de 200 mg/kg y en el caso de
animales tratados con ciprofloxacina los signos clinicos, hallazgos macroscépicos y
microscdpicos se observaban a dosis de 100, 70 y 30 mg/kg p.v. respectivamente. Estos
resultados se compararon con los obtenidos en un estudio in vitro con condrocitos de
cartilago articular de perros, que se aislaron e incubaron con las mismas quinolonas;

concluyéndose que la inhibicion de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial y la
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sintesis de proteoglicano son la principal causa del dafio en estos tejidos. En una
investigacion en la que se evaluaron en roedores los efectos de la pefloxacina sobre el
proteoglicano y colageno en el tenddn de aquiles, se demostré que el estrés oxidativo
inducido por quinolonas alteraba el anabolismo del proteoglicano y el colageno
oxidado. Este efecto se observo, después de la administracion Unica de pefloxacina,
existiendo cambios bifasicos en la sintesis de proteoglicano; el tratamiento durante

varios dias indujo dafio oxidativo del colageno Tipo 1 (STAHLMANN, 2002).

Como posible explicacion de la patogénesis de los efectos condrotoxicos de las
quinolonas, son las propiedades quelantes de estos farmacos que ocasionan la formacién
de radicales y finalmente la lesion del cartilago. En el afio de 1950 diversos estudios
realizados mostraron que en perros jovenes que presentaban deficiencias de magnesio se
observaron alteraciones muy parecidas a aquellas descritas tras el tratamiento con
quinolonas. EI nexo que existe entre la actividad quelante de las quinolonas y los
efectos condrotoxicos es sustentado por el hecho de que las lesiones articulares
asociadas al tratamiento con quinolonas pueden disminuir con la administracion de
magnesio o tocoferol (FORSTER et al, 1998; STAHLMANN y LODE, 1999;
DAVENPORT et al., 2001; STAHLMANN et al., 2000a; DE SARRO y DE SARRO,

2001; STAHLMANN, 2002).

Las quinolonas también inducen reacciones adversas en los tendones,
principalmente tendinitis y ruptura (CHRIST et al., 1988; PATTERSON, 1991;
FITTON, 1992; STAHLMANN y LODE, 1998, 1999; BERTINO y FISH, 2000;
SHAKIBAEI et al., 2001; STAHLMANN, 2002). Estudios recientes han mostrado
alteraciones ultraestructurales en los tendones de ratas jovenes y adultas de aparicion
posterior al tratamiento con quinolonas; en uno de estos estudios, en el que los animales

se trataron con ofloxacina, se encontraron cambios ultraestructurales en los tendocitos,
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principalmente dilatacion de las organelas, y presencia de vacuolas en el citoplasma,
efectos que se incrementaban en ratas que recibian una dieta deficiente en magnesio. Se
considera que las fluoroquinolonas y una deficiencia de magnesio producen patrones
muy similares de alteraciones bioquimicas en los tendones (SHAKIBAEI et al., 2001).
En todos los casos de alteraciones en los tendones se distinguen diversas fases tal como
el edema inflamatorio y/o congestivo, que puede confundirse con una trombosis. Se
presenta dolor e inflamacién y, en el 50% de los casos es bilateral. Si no se toma una
decisiobn  terapéutica adecuada puede aparecer la ruptura del tenddn. Las
manifestaciones persisten durante semanas O meses Yy ocasionan una merma
significativa del funcionamiento del tendén (CHRIST et al., 1988; PATTERSON, 1991;
FITTON, 1992; STAHLMANN y LODE, 1998, 1999; SHAKIBAEI et al., 2001;
STAHLMANN, 2002). El mecanismo por el cual se desarrollan estas alteraciones no se
ha esclarecido, pero se considera que la fisiopatologia de la tendinopatia es similar a la

de la artropatia (SHAKIBAEI et al., 2001; STAHLMANN, 2002).

En humanos, la experiencia clinica indica que el riesgo de reacciones adversas
ocasionadas por las quinolonas en los tejidos estructurales del organismo es superior
que el de otros antimicrobianos (BERTINO y FISH, 2000; SHAKIBAEI et al., 2001;
STAHLMANN, 2002), viéndose incrementado en pacientes con desérdenes renales,
particularmente en aquellos que se sometieron a un transplante renal (SHAKIBAEI et
al., 2001). En el afio 1991 se observaron los primeros casos de ruptura de tendones en
humanos asociados con el uso de quinolonas. Se realizaron estudios comparativos con
las fluoroquinolonas ofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina y pefloxacina, en los que
esta ultima quinolona demostrd tener un mayor potencial para producir tendinitis y
ruptura de los tendones, efectos que pueden presentarse incluso hasta 120 dias después

de concluir el tratamiento (STAHLMANN, 2002).
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En el hombre, las quinolonas se usan frecuentemente en pediatria,
particularmente en casos de fibrosis cistica y en infecciones del tracto genitourinario
considerandose en general farmacos potencialmente seguros, destacando el uso de

ciprofloxacina (STAHLMANN, 2002).

Hipersensibilidad y fototoxicidad

Es bien conocido que las quinolonas pueden causar reacciones de
hipersensibilidad cutanea, entre las que podemos citar el eritema, el prurito y la
urticaria. Igualmente se ha observado fototoxicidad con todas las quinolonas; de los
primeros compuestos sintetizados destaca el acido nalidixico con una relativamente alta
incidencia de este efecto secundario. Asi mismo, algunos de estos farmacos
antimicrobianos han demostrado que poseen un potencial fotomutagénico y
fotocarcinogénico que parece incrementarse con la disminucion de su fotoestabilidad
(BRAUNER, 1975; BARAN y BRUN, 1986; PETRI y TRONNIER, 1986; CHRIST et
al., 1988; WOLFSON y HOOPER, 1989a, 1991a; NORRBY, 1991; FITTON, 1992,
FERGUSON, 1995; TAKAYAMA et al., 1995; HOOPER, 1998; SHIMODA y KATO,
1998; STAHLMANN y LODE 1998, 1999; BLONDEAU, 1999; BERTINO y FISH,
2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001; LODE, 2001, RUBINSTEIN, 2001,
STAHLMANN, 2002). Estos efectos se observan principalmente en humanos; la
fototoxicidad es el efecto que mas se asocia con el uso de esparfloxacina (BERTINO y
FISH, 2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001). En personas, el acido nalidixico se
asocia con una foto-reaccién, en particular en mujeres. Esta aparente selectividad puede
deberse al mayor uso de este farmaco por mujeres, ya que existe una mayor prevalencia
de enfermedades en el tracto urinario en comparacion con el hombre (BRAUNER,

1975). Asi mismo, debe destacarse que algunos investigadores consideran que los
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pacientes con fibrosis cistica tienen mayor predisposicion a la fototoxicidad asociada al

uso de quinolonas (DE SARRO y DE SARRO, 2001).

La fototoxicidad parece ser inducida principalmente por el sustituyente en
posicion 8; asi quinolonas sustituidas con un &tomo de fluor en esta posicién, tales como
lomefloxacina o fleroxacina, o las que tienen un atomo de cloro, como la sitafloxacina y
la clinafloxacina, generalmente muestran un alto potencial fototoxico, mientras que las
que tienen el grupo metoxi en esta posicibn como la moxifloxacina presentan
fotoestabilidad (TAKAYAMA et al., 1995; HOOPER, 1998; BLONDEAU, 1999;
STAHLMANN y LODE, 1999; BALL, 2000; LODE, 2001; RUBINSTEIN, 2001,
STAHLMANN, 2002). También se ha sefialado que las quinolonas dihalogenadas se

relacionan en mayor grado con los efectos fototoxicos (RUBINSTEIN, 2001).

En estas reacciones, la absorcion por la piel de la radiacién ultravioleta causa
liberacion de calor, perdxidos y radicales libres, conduciendo a dafio tisular. Por lo tanto
es un hecho que pacientes tratados con quinolonas y expuestos a la luz solar tienen altas
probabilidades de presentar tales reacciones; aunque debido al amplio uso en terapia
clinica de estos farmacos hay poca evidencia de que estos efectos adversos ocurran (LE
BEL et al., 1986; ARCIERI et al., 1987; TAKAYAMA et al., 1995; BLONDEAU,
1999), por lo que se considera que estas reacciones son fotoalérgicas y no fototoxicas
(BRAUNER, 1975). Es también de importancia en la incidencia de estas reacciones
adversas, la susceptibilidad individual de los pacientes; es decir, pacientes con
pigmentacion cutanea baja son mas susceptibles, sin embargo esta informacion no
indica que las fluorogquinolonas sigan un mismo patrén. Asi, posteriormente a la
administracién de fluoroquinolonas durante un corto periodo de tiempo, puede
necesitarse un consumo prolongado de estos farmacos a dosis diarias superiores a las

dosis terapéuticas para que se produzcan estos efectos adversos (FERGUSON, 1995).
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Un estudio realizado en ratones a los que se les administro lomefloxacina,
fleroxacina, ciprofloxacina, ofloxacina o &cido nalidixico, manteniendo las mismas
concentraciones plasmaticas, fueron comparados con un grupo control al que se le
administré6 8—-metoxisoraleno. La fototoxicidad ante la irradiacion ultravioleta ocasiond
tumores con todos los farmacos. Mientras que en la mayoria de los animales tratados,
los tumores fueron papilomas benignos, en los ratones tratados con lomefloxacina se
desarrollaron carcinomas en las células escamosas con una media del periodo de
latencia para la mitad de los animales que desarrollaron tumores de forma similar a lo
observado en los animales al que se le administro 8-metoxisoraleno (FERGUSON,
1995). En consideracion al potencial de riesgo humano asociado al uso de
fluoroquinolonas; se recomienda reducir la exposicion a los rayos solares y ultravioleta

durante el periodo de tratamiento (STAHLMANN, 2002).

Efectos toxicos oculares

Entre los efectos toxicos oculares que se han observado por el uso de las
quinolonas se pueden citar la opacidad lenticular en perros y ratas, los cambios

eléctricos e histopatoldgicos en gatos; y los cambios eléctricos en perros.

La flumequina se ha utilizado mucho tanto en medicina humana como
veterinaria, y ha sido asociada con algunos casos de toxicidad ocular (BALL, 2000).
Pero no es el Unico compuesto de este grupo que provoca efectos nocivos oculares, por
lo que se considerd importante investigar qué compuestos quinolonas estan asociados
con una mayor incidencia de problemas oculares. Se han realizado estudios en monos a
los que se les ha tratado con ciprofloxacina, evaluando sus niveles y no se ha encontrado
que se produzca acumulacion a largo plazo, por lo que se considera a la ciprofloxacina
como una de las quinolonas que provocan menos efectos tdxicos oculares. Por otra

parte, el acido nalidixico parece ser mas toxico a nivel ocular que otras quinolonas
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como ciprofloxacina o norfloxacina (CHRIST et al., 1988; PATTERSON, 1991). En
otros estudios, se ha reportado en ratas opacidad del cristalino tras el uso de dosis
elevadas de rosoxacina (NORRBY, 1991; TAKAYAMA et al., 1995), y en perros y
gatos tras el uso de pefloxacina (NORRBY, 1991; WOLFSON y HOOPER, 1991a).
También se ha descrito la aparicion de retinopatias, especialmente en el gato, tras el uso
de quinolonas, particularmente la enrofloxacina (TAKAYAMA et al., 1995; GELATT

et al., 2001).

Efectos toxicos sobre el sistema inmunologico

Al igual que muchos compuestos antibacterianos, las quinolonas ademas de sus
propiedades antibacterianas son capaces de modular la respuesta inmune. ESstos
compuestos tienen numerosos efectos sobre el sistema inmune, en particular sobre la
respuesta proliferativa de las células mononucleares, actuando sobre la secrecion de la
interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2) y el factor de necrosis tumoral (TNF) asi
como en la actividad fagocitaria y bactericida de estas células (ROCHE et al., 1987;
BAILLY et al., 1990). Por otra parte, debido a su gran capacidad de penetracion tisular,
las quinolonas pueden penetrar en el tejido 6seo y a partir de aqui llegar a las células

fagocitarias medulares (ROCHE et al., 1987).

BAILLY et al. (1990) sugieren que las quinolonas tienen particular tendencia a
acumularse en los tejidos inflamados, pudiendo ser estos compuestos reguladores de la
respuesta inflamatoria, propiedad que es conocida para el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF) y la interleucina 1 (IL-1).

Se conoce que la ciprofloxacina, pefloxacina y ofloxacina a concentraciones
mayores 0 iguales a 50 ug/ml son capaces de inhibir la produccién de IL-1 por

estimulacion de los lipopolisacaridos en monocitos humanos, actuando de manera
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similar en la produccion extracelular del TNF, siendo ambos efectos dosis-
dependientes. Pero estas no son las Unicas quinolonas que interfieren en el sistema

inmunoldgico (ROCHE et al., 1987; BAILLY et al., 1990).

Con la finalidad de explicar las bajas concentraciones de IL-1 y TNF inducidas
por quinolonas, se ha investigado la posible participacion del AMPc, sobre el cual las
quinolonas aumentan sus concentraciones en los monocitos con la consiguiente
disminucion de IL-1 y TNF, interviniendo fagocitos mononucleares a través de
diferentes mecanismos de accion (BAILLY et al., 1990). Por otra parte; en animales, la
IL-2 produce efectos secundarios parecidos a los que se observan cuando se administran
altas dosis de fluoroquinolonas. Ademas, la produccion de IL-2 se incrementa en

linfocitos expuestos a fluoroquinolonas (NORRBY, 1991).

Diversos estudios sefialan la interferencia que presenta la flumequina en el
sistema inmune de los peces (VAN DER HEIIDEN et al., 1995a, b, 1996),
observandose sobre procesos inmunoldgicos como proliferacién linfocitica y

produccion de anticuerpos.

Mutagenicidad

Las quinolonas han dado resultados positivos en algunos ensayos de
mutagenicidad in vitro (SCHLUTER, 1987). Este efecto ha sido demostrado con todas
las quinolonas disponibles, desde el acido nalidixico hasta la ciprofloxacina y
marbofloxacina, aunque no necesariamente en los mismos sistemas de ensayo in vitro.
La cuestién surge de la interpretacion de los datos basados en ensayos microbioldgicos,
tales como el test de Ames, ya que estos farmacos son tan efectivos frente al organismo
de ensayo, Salmonella typhimurium, que su actividad bactericida domina cualquier

evidencia de mutagenicidad.
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A pesar de que el metabolismo del ADN bacteriano es la principal diana de
accion, el potencial mutagénico de estos farmacos en hepatocitos de ratones, en general,

parece ser bajo (WOLFSON y HOOPER, 1989a; FERGUSON, 1995).

Recientemente varias quinolonas, incluyendo el 4acido nalidixicio,
ciprofloxacina, enoxacina, norfloxacina, y ofloxacina, han mostrado tendencia a
presentar errores en el sistema SOS en la bacteria (HOWARD et al., 1993; POWER y
PHILLIPS, 1993). Mediante el test de Ames se observd reversion dosis-dependiente de
his” a his” con cepas S. typhimurium TA102 (uvr’) pero no con S. typhimurium (uvr’), lo
que sugiere que una escision funcional y la reparacion del sistema SOS fue esencial para

la mutagénesis bacteriana inducida por quinolonas (POWER y PHILLIPS, 1993).

La deteccion de las interacciones entre las quinolonas y el genoma es muy
importante, especialmente para el desarrollo de nuevas quinolonas con caracteristicas

quimicas que no presenten riesgos mutagénicos (CHRIST et al., 1988).

Interacciones farmacologicas

En la préctica clinica puede ser necesaria la combinacion de quinolonas con
otros farmacos, incluso con otros agentes antimicrobianos. Sin embargo, es importante
conocer las reacciones que pueden presentarse como consecuencia de estas
asociaciones. Se han descrito diversos tipos de interacciones medicamentosas entre las
quinolonas y otros farmacos o xenobidticos, interacciones que son abordadas desde
diferentes puntos de vista microbiologico y farmacolégico (Tabla 14) (VERGIN y
METZ, 1991). Estas posibles interacciones medicamentosas se pueden producir con
antiacidos, sucralfato, hierro, cimetidina, teofilina, cafeina, antipirina, antiinflamatorios
no esteroideos como fenbufeno, warfarina y ciclosporina (DAVIES y MAESEN, 1989;

POLK 1989; PRINCE et al., 1989; WOLFSON y HOOPER, 1989a; ANADON, et al.,
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1990; FLOR et al., 1990; JANKNEGT, 1990; STEIN, 1991; VERGIN y METZ, 1991;

WOLFSON y HOOPER, 1989a; 1991a; SORGEL y KINZIG, 1993b; LACARELLE et

al., 1994; MIZUKI et al., 1996; STAHLMANN y LODE, 1998; BERTINO y FISH,

2000; LODE, 2001; DE SARRO y DE SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001). Las

interacciones farmacoldgicas de las quinolonas son de considerable importancia clinica

si se producen alteraciones en sus propiedades farmacocinéticas que pueden dar como

resultado un aumento de sus efectos toxicos (STEIN, 1991).

Tabla 14. Posibles interacciones de las quinolonas

Efecto

Provocado por interaccion con

Reduccion de la actividad
antimicrobiana

Bajo pH

Altas concentraciones de Mg?* (complejos quelantes)

Metabolismo hepatico

Teofilina
Cafeina
Agonistas-H;
AINE (Fenbufeno)

Disminucion de la absorcion Alimentos
. - Antiacidos
intestinal
Farmaco con el que
Quinolona interactua Interaccion
. - . Descenso significativo del aclaramien
Enoxacina Teofilina y cafeina ESCENso Sig cativo (_je aclaramie to
plasmaético de la teofilina y la cafeina
Pefloxacina Descenso significativo del aclaramiento

Ciprofloxacina

Teofilina y cafeina

plasmatico de la teofilina y la cafeina

Lomefloxacina
Norfloxacina

Teofilina y cafeina

Menor o no detectable descenso del
aclaramiento de la teofilina y la cafeina

Ofloxacina
Enoxacina Antipirina Descenso del aclaramiento de la antipirina
) . Descenso del aclaramiento no renal de la
Pefloxacina Cimetidina R
cimetidina
) . Descenso del aclaramiento de la
Enoxacina Warfarina .
R—-warfarina

NORRBY, 1991.
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Los antiacidos minerales del tipo hidroxido de magnesio e hidrdxido de aluminio
cuando interaccionan con fluoroquinolonas inhiben de forma dosis-dependiente la
absorcion y reducen significativamente la biodisponibilidad de estos compuestos, como
ocurre en el caso de la ciprofloxacina y ofloxacina (HOFFKEN et al, 1985;
RUBINSTEIN y SEGEV, 1987; DAVIES y MAESEN, 1989; POLK 1989; WOLFSON
y HOOPER, 1989a; 1991a; FLOR et al., 1990; JANKNEGT, 1990; STAHLMANN Yy
LODE, 1998; MIZUKI et al., 1996; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE
SARRO, 2001; RUBINSTEIN, 2001; LODE, 2001). EI mecanismo por el cual se
desarrolla esta interaccion es posiblemente por un proceso de quelacién entre los iones
del metal y el grupo 4-ceto, 3-carboxilo del anillo de las fluoroquinolonas (STEIN,
1991; MIZUKI et al., 1996; LODE, 2001). Pero es posible evitar que esto ocurra si se
administran los antiacidos y farmacos afines 4 horas después de la administracion de las
quinolonas (BERTINO y FISH, 2000; LODE, 2001). De la misma manera se sugiere
que preparados multivitaminicos que contienen iones metalicos como zinc o hierro
disminuyen la biodisponibilidad de la ciprofloxacina (POLK 1989). En pacientes que
requieren una terapia clinica para el control de la acidez géstrica, se recomienda el uso
de ranitidina en combinacién con ciprofloxacina, ofloxacina o fleroxacina, ya que se ha
comprobado que tiene poca importancia clinica la interaccion entre estos farmacos
(WOLFSON y HOOPER, 1991a). Existe evidencia de que la cimetidina disminuye el
aclaramiento renal de las fluoroquinolonas de un 15 a 20% e incrementa la semivida de
eliminacion en un 20% aproximadamente (STEIN, 1991). También se ha demostrado
que el bismuto y el carbén activo interfieren en la absorcion de las fluoroquinolonas
(JANKNEGT, 1990). Estas interacciones se presentan con mayor incidencia en
compuestos como ciprofloxacina y aparecen menos con las demas fluoroquinolonas

(LODE, 2001).
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Otra importante interaccién medicamentosa de las quinolonas se produce con el
metabolismo de otros agentes quimicos originando reacciones adversas ocasionales. Es
de particular importancia clinica la interaccion con compuestos del grupo metilxantinas
como teofilina, cafeina y paraxantina (MAESEN et al., 1984; NIKI et al., 1987; BEM y
MANN, 1988; DAVIES y MAESEN, 1989; POLK 1989; PRINCE et al., 1989; FUHR
et al., 1990; WOLFSON y HOOPER, 1989a; 1991a; CHRIST, 1990; JANKNEGT,
1990; UPTON, 1991; VERGIN y METZ, 1991; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO
y DE SARRO, 2001; LODE, 2001). De este grupo de metilxantinas, es la teofilina el
compuesto que posee mayor grado de interaccion con las quinolonas. Se ha descrito en
la literatura cientifica, que algunas quinolonas provocan una semivida de eliminacién de
la teofilina més larga, debido a una disminucion de la velocidad de su metabolismo
regulado por isoenzimas P450, produciendo una acumulacion de este compuesto que
puede alcanzar concentraciones plasmaticas que sean toxicas (MAESEN et al., 1984;
NIKI et al., 1987; BEM y MANN, 1988; DAVIES y MAESEN, 1989; POLK 1989;
PRINCE et al., 1989; CHRIST, 1990; JANKNEGT, 1990; UPTON, 1991; VERGIN y
METZ, 1991; WOLFSON y HOOPER, 1991a; SORGEL y KINZIG, 1993b; BROWN,
1996; MIZUKI et al., 1996; BLONDEAU, 1999; RUBINSTEIN, 2001). Este efecto se
ha observado tanto in vivo (EDWARDS et al., 1988), como in vitro (FUHR et al., 1990;
SARKAR et al., 1990). Este tipo de interaccion fue descrita por primera vez con la
enoxacina (WIINANDS, et al., 1985; ROGGE et al., 1988), donde aparecia una
tendencia a incrementar las reacciones adversas de la teofilina; posteriormente se
observo que el potencial de interaccién que se presentaba con la teofilina no variaba
dependiendo de la quinolona utilizada (SORGEL y KINZIG, 1993b). Contrastando esto,
en otros estudios se observo este mismo tipo de interaccion, pero de menor intensidad
con ciprofloxacina (RAOOF et al., 1987; SCHWARTZ et al., 1988) y pefloxacina
(NIKI et al., 1987), y presentando la ofloxacina (FOURTILLAN et al., 1986), la
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norfloxacina (BOWLES et al., 1988) y la lomefloxacina efectos minimos (STAIB et al.,
1989). Sin embargo, BERTINO y FISH (2000) sefialan que la coadministracion de
ciprofloxacina y teofilina requiere una monitorizaciébn de las concentraciones
plasmaticas de ambos farmacos y el disminuir la dosis de teofilina. Se ha descrito que la
ciprofloxacina altera el metabolismo oxidativo de la antipirina catalizado por
isoenzimas P450 (DAVIES y MAESEN, 1989; ANADON, et al., 1990) en animales de
experimentacion y de manera similar en el hombre (LUDWIG, et al., 1975, 1988;
TOON, et al., 1987). Este mismo efecto se ha observado con enoxacina (SORGEL y

KINZIG, 1993b).

Datos adicionales indican ademas que la combinacion de ciprofloxacina y
teofilina posee propiedades aditivas disminuyendo la cantidad de &cido y-aminobutirico
(GABA), hecho que puede explicar que algunos pacientes experimenten efectos tdxicos
a nivel del SNC, sin presentar elevados niveles de teofilina (AKAHANE et al., 1989;

STEIN, 1991).

LACARELLE, et al., (1994) realizaron un estudio con individuos sanos para
evaluar los posibles efectos sobre los parametros farmacocinéticos de la teofilina al
coadministrarse con flumequina, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas. Por otra parte, WIINANDS er al., (1986), sefialan como posible
responsable del efecto de las quinolonas sobre el aclaramiento de la teofilina al grupo
4-oxo del anillo quinolenico. De acuerdo a esto, es posible explicar en el caso de
ciprofloxacina, pefloxacina o enoxacina, quinolonas que en su metabolismo excretan 4-
oxo metabolitos en orina, la correlacién que existe entre la excrecion urinaria de estos
metabolitos (expresada como un porcentaje de la dosis ingerida) y el incremento en los
valores del AUC de la teofilina. La flumequina se metaboliza en derivados hidroxi y

derivados glucoronidos con un grupo oxo en la posicion 1 (SCHUPPAN et al., 1985), lo
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que puede explicar la ausencia de interacciones farmacocinéticas con la teofilina

(LACARELLE et al., 1994).

La cafeina, otro compuesto del grupo de las metilxantinas, se ha demostrado que
interactda con las quinolonas de manera similar a la teofilina (DAVIES y MAESEN,
1989; POLK 1989; WOLFSON y HOOPER, 1989a, 1991a; CHRIST, 1990;
JANKNEGT, 1990; STEIN, 1991; VERGIN y METZ, 1991; SORGEL y KINZIG,
1993b; BROWN, 1996; MIZUKI et al., 1996; BLONDEAU, 1999; BERTINO y FISH,
2000; LODE, 2001). Las probabilidades de que se produzca esta interaccién varia segun
la fluoroquinolona, siendo el orden de interaccién de mayor a menor el siguiente:
enoxacina > ciprofloxacina = norfloxacina > ofloxacina > lomefloxacina (FUHR et al.,
1992). En un estudio in vitro realizado por FUHR et al. (1990) en microsomas hepaticos
humanos, demostraron que las quinolonas inhibian la 3-demetilacion de la cafeina,
reaccion también observada en adultos. Esta interaccion se debe a una inhibicién de tipo
competitivo ya que las quinolonas actdan en el mismo centro activo que las
metilxantinas, como la cafeina de cuyo metabolismo es responsable el complejo
enzimatico P450 (BUTLER ez al., 1989; BERTINO y FISH, 2000). Esta inhibicion del
metabolismo de la cafeina puede producirse también por otros farmacos que en su
metabolismo intervenga la isoenzima P450 responsable de la N-3-demetilacion de la

cafeina (FUHR et al., 1990).

Es un hecho conocido que las quinolonas presentan interacciones sobre el
metabolismo hepaético, actuando en el complejo enzimatico citocromo P450 (FUHR et
al., 1990; BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001; RUBINSTEIN,
2001). En investigaciones con microsomas hepaticos humanos se ha observado el efecto
inhibitorio de la ofloxacina, ciprofloxacina, enoxacina, lomefloxacina y &cido

pipemidico sobre la isoenzima P4501A2 (FUHR et al., 1990). Debido al interés que
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representa el estudio de las nuevas fluoroquinolonas y que proceso causa su interaccion
con otros compuestos a nivel del metabolismo, se ha estudiado el efecto de diversas
fluoroquinolonas, incluyendo nuevas fluoroquinolonas incluyendo a las que son
utilizadas en medicina veterinaria, sobre las isoenzimas P4501A1, P4501A2, P4502B1,
P4503A1-2 Y P4502C11 en microsomas hepaticos aislados de ratas tratadas con dosis
multiples de estos compuestos (MARTINEZ-LARRANAGA et al., 1998, 1999;
MARTINEZ et al., 1999; ANADON et al., 2000a, b). Estos resultados demuestran que
las subfamilias del citocromo, P4501A, P4502B, P4503A y P4502C, pueden estar
implicadas en las interacciones farmacoldgicas de importancia clinica y toxicoldgica. El
conocimiento de estos efectos de las fluoroquinolonas sobre la actividad de las
isoenzimas pertenecientes a estas familias del citocromo P450 es de considerable interés
a la hora de evitar las posibles reacciones adversas que pueden originarse cuando las
fluoroquinolonas son administradas conjuntamente con otros farmacos en tratamientos

prolongados, tanto en medicina humana como en medicina veterinaria.

Estudios en animales indican que las quinolonas a altas dosis interaccionan con
agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINE), tal como el fenbufeno, interfiriendo en
la unién del GABA, pudiéndose producir efectos negativos sobre el SNC, tales como
convulsiones y sintomas neurotoxicos (AKAHANE et al., 1989; DAVIES y MAESEN,
1989; POLK 1989; CHRIST, 1990; STEIN, 1991; VERGIN y METZ, 1991;
WOLFSON y HOOPER, 1991a; KOUTSOVITI-PAPADOPOULOU et al., 1995;
BERTINO y FISH, 2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001; LODE, 2001). Las
quinolonas actan produciendo una inhibicion competitiva en la union del GABA a los
receptores postsinapticos (TSUJI et al, 1988; POLK, 1989), disminuyendo la liberacion
del GABA desde las terminaciones nerviosas. Las quinolonas menos liposolubles

poseen una considerable afinidad de union a los receptores GABA, aunque
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generalmente con una baja penetracion en el SNC. Se ha demostrado que ciertos AINE
y sus metabolitos pueden inhibir la union de receptores GABA a las fluoroquinolonas
(AKAHANE et al., 1989; DAVIES y MAESEN, 1989; POLK 1989; CHRIST, 1990;
HALLIWELL et al, 1991; DE SARRO y DE SARRO, 2001). EI mecanismo de esta
interaccion es complejo y probablemente involucra otros neurotransmisores
(AKAHANE ef al., 1989; CHRIST et al, 1989; TAKAYAMA et al., 1995; DE SARRO
y DE SARRO, 2001). Con excepcion del fenbufeno, las interacciones de las
fluoroquinolonas con AINE son de poca importancia clinica (STEIN, 1991; BERTINO
y FISH, 2000; DE SARRO y DE SARRO, 2001). DODO et al. (1991) encontraron que
a excepcion de la esparfloxacina, las quinolonas al ser coadministradas con fenbufeno
provocaban convulsiones en ratones, en un rango de incidencia de acuerdo al
compuesto, en el orden siguiente: enoxacina > norfloxacina > ciprofloxacina >
ofloxacina. MURAYAMA et al. (1992) también describen la aparicion de convulsiones
y muerte en ratones después de la administracion de quinolonas en combinacion con
fenbufeno en el siguiente orden: enoxacina > lomefloxacina > norfloxacina.
FURUHAMA et al. (1992), en un estudio similar, describen la aparicion de
convulsiones en el siguiente orden: enoxacina > norfloxacina > ciprofloxacina >
ofloxacina = levafloxacina. También se ha observado la aparicién de convulsiones en la
administracién concomitante de quinolonas con el acido 4-bifenilacetico, metabolito
activo del fenbufeno (AKAHANE et al., 1989; NOZAKI et al., 1991; DE SARRO y DE
SARRO, 2001), siendo la incidencia de aparicion de convulsiones: enoxacina >
norfloxacina > levofloxacina > ciprofloxacina > ofloxacina > esparfloxacina (NOZAKI
et al., 1991). MURAYAMA et al. (1992) demostraron que otros AINE al ser
combinados con enoxacina también producian convulsiones, y que el rango de potencia

fue: fenbufeno > flurbiprofeno > ketoprofeno = paranofreno. También sefialan que no se
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presentaban convulsiones al combinar enoxacina con ibuprofeno, indometacina, acido

mefenamico o aspirina.

Algunos estudios farmacocinéticos revelaron que los niveles de ciprofloxacina
en cerebro y liquido cerebroespinal aumentaban tras la coadministracion con fenbufeno;
estos resultados indicaron que la coadministracién con fenbufeno puede facilitar la
entrada de ciprofloxacina al interior del SNC, por aumento de los niveles séricos de
ciprofloxacina y por incremento en la permeabilidad, favoreciendo la penetracion de
ciprofloxacina a través de las barreras de sangre-cerebro o sangre-liquido

cefalorraquideo (NAORA et al., 1991).

El proceso de eliminacién renal de las quinolonas se ve alterado por interaccion
con el probenecid (DAVIES y MAESEN, 1989; STEIN, 1991; VERGIN y METZ,
1991). La magnitud de este efecto varia de acuerdo al porcentaje de aclaramiento renal
dependiente de la secrecién tubular y la existencia de otras vias alternativas para la
eliminacion. En el caso de la ciprofloxacina, ofloxacina y norfloxacina el aclaracion
renal es de un 50% (STEIN, 1991; VERGIN y METZ, 1991). Sin embargo,
generalmente no se observan cambios significativos en la aclaracion renal total de estos
farmacos, y esto parece ser un hecho dependiente de la eliminacién extra-renal

(DAVIES y MAESEN, 1989).

Se han reportado diversos casos de interaccion de las fluoroquinolonas con
anticoagulantes orales como la warfarina, por competicién en la uniéon a proteinas
plasmaticas; el principal efecto observado consecuencia de esta interaccion es la
prolongacion del tiempo de protrombina en sangre (TOON et al., 1987; DAVIES y
MAESEN, 1989; POLK 1989; JOLSON et al., 1991; STEIN, 1991; WOLFSON vy

HOOPER, 1991a; SORGEL y KINZIG, 1993b; DE SARRO y DE SARRO, 2001). A
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excepcion del &cido nalidixico o compuestos de cuarta generacion (por ejemplo
grepafloxacina), como ya se ha mencionado las quinolonas no presentan alta union a
proteinas, por lo que no se espera que la warfarina se desplace de sus lugares de unién a
la albumina plasmatica (GERDING y HITT, 1989; JOLSON et al., 1991; STEIN,
1991). Otro efecto seria que las quinolonas pueden alterar la produccion de los factores
de coagulacién, como consecuencia de la alteracion en la produccién de vitamina K por
la flora intestinal, sin embargo, no existe evidencia de que las fluoroquinolonas
potencien los efectos anticoagulantes de la warfarina. El incremento en la respuesta
hipo-protrombinémica a la warfarina se ha observado en fluoroquinolonas que presentan
un efecto significativo sobre el metabolismo del farmaco, como es el caso de la
ciprofloxacina; y en aquellos agentes que presentan efectos minimos sobre el
aclaramiento hepatico intrinseco (JOLSON et al., 1991; LINVILLE et al., 1991;
STEIN, 1991). Algunos estudios sugieren que quinolonas como norfloxacina y
enoxacina pueden causar efectos considerables sobre el metabolismo de la warfarina
(SORGEL y KINZIG, 1993b; DE SARRO y DE SARRO, 2001). Sin embargo la
interaccion entre estos compuestos y la warfarina solo ocurre con la administracion de

quinolonas en dosis elevadas (DE SARRO y DE SARRO, 2001).

Se han descrito algunos casos donde se presentan interacciones de importancia
clinica de las fluoroquinolonas con ciclosporina, incluso se ha considerado la teoria de
que al administrar conjuntamente estos farmacos se produce nefropatia (ELSTON y
TAYLOR, 1988; AVENT et al., 1988; POLK 1989; STEIN, 1991; THOMSON et al.,
1989; WOLFSON y HOOPER, 1991a; SORGEL y KINZIG, 1993b; BERTINO vy
FISH, 2000). Sin embargo, otros estudios no demuestran que se produzcan este tipo de

interacciones (JADOUL et al., 1989; KRUGER et al., 1990; ROBINSON et al., 1990).
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Toxicidad en organismos acudticos

Debido a que se han detectado fluoroquinolonas en medios acuéticos, se han
realizado estudios de toxicidad de estos farmacos en diferentes organismos no-diana que
incluyen Pseudokirchneriella subcapitata (formalmente Selenastrum capricornutum)
Microcystis aeruginosa 'y especies de algas de las divisiones Chlorophyceae 'y
Cyanophyceae como son Lemna minor, Dapnia magna Y Pimephales promelas a
efectos de evaluacion de la peligrosidad en el medio ambiente. La Tabla 15 recoge

estos ensayos Yy sus resultados descritos por ROBINSON et al. (2005).

Tabla 15. Toxicidad, parametros estadisticos y datos analiticos para Microcystis
aeruginosa, Pseudokirchneriella subcapitata Y Lemna minor. Las concentraciones
eficaces medias (CEsp) se expresan en pg/ml con un intervalo de confianza (IC)

expresado entre paréntesis.

Antibiotico Especie CEsy (95% 1C)
Levofloxacina M. aeruginosa 7,9 (6,4-9.4)
Ciprofloxacina M. aeruginosa 17 (14-20)

Ofloxacina M. aeruginosa 21 (18-24)
Enrofloxacina M. aeruginosa 49 (41-56)
Levofloxacina L. minor 51 (8.6-94)
Clinafloxacina L. minor 62 (21-103)
Clinafloxacina M. aeruginosa 103 (86-120)
Lomefloxacina L. minor 106 (45-167)
Enrofloxacina L. minor 114 (84-143)

Ofloxacina L. minor 126 (52-201)
Lomefloxacina M. aeruginosa 186 (172-200)
Ciprofloxacina L. minor 203 (41-364)

Clinafloxacina

P. subcapitata

1100 (930-1300)

Flumequina M. aeruginosa 1960 (1760-2160)
Flumequina L. minor 2470 (1650-3300)
Enrofloxacina P. subcapitata 3100 (2600-3600)
Flumequina P. subcapitata 5000 (4800-5200)
Levofloxacina P. subcapitata 7400 (6400-8400)
Ofloxacina P. subcapitata 12100 (10400-13700)
Ciprofloxacina P. subcapitata 18700 (16200-21200)
Lomefloxacina P. subcapitata 22700 (19900-25500)

ROBINSON et al., 2005
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1.6. Residuos de flumequina en productos alimenticios de origen animal

El uso de medicamentos veterinarios en animales destinados a consumo humano
puede ser origen de residuos en los productos alimenticios obtenidos de estos animales
tratados. Los medicamentos veterinarios y los compuestos usados como aditivos en la
alimentacion animal, aunque poseen ventajas evidentes para la sanidad y produccion
animal, no deben utilizarse sin tener conocimiento de que los productos alimenticios
derivados del animal tratado deben responder a las caracteristicas de calidad y seguridad

para el consumidor, que marca la normativa en vigor.

Los residuos de estas sustancias pueden afectar la calidad higiénica (téxicos
bidticos y abidticos) y nutritiva (prétidos, lipidos, glicidos) de los alimentos, asi como
su aptitud para las transformaciones tecnoldgicas y las caracteristicas organolépticas
(olor, aroma, color, textura y terneza). Hoy en dia, las técnicas analiticas disponibles son
capaces de detectar y determinar cuantitativamente concentraciones cada vez mas bajas
de residuos de compuestos quimicos en los alimentos. Como medida de proteccion para
la Salud Publica y en funcién de los datos toxicoldgicos, farmacolégicos o
microbioldgicos se han establecido Limites Maximos de Residuos (LMR) para los
farmacos autorizados en animales productores de alimentos (ANADON y MARTINEZ-

LARRANAGA, 1999: ANADON et al., 2012).

El Reglamento (CE) n° 470/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo de 6
mayo de 2009, por el que se establecen procedimientos comunitarios para la fijacion de
los limites de residuos de las sustancias farmacol6gicamente activas en los alimentos de
origen animal, deroga el Reglamento (CEE) n° 2377/90 del Consejo y modifica la
Directiva 2001/82/CE del Parlamento Europeo y del Consejo y el Reglamento (CE) n°

726/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo. Ademas de las definiciones que
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figuran en el Articulo 1 de la Directiva 2001/82/CE, en el Articulo 2 del Reglamento
(CE) n° 882/2004 y en los Articulos 2 y 3 del Reglamento (CE) n°® 178/2002, las

siguientes definiciones seran aplicables a efectos de este Reglamento:

a) Residuos de sustancias farmacologicamente activas: todas las sustancias
farmacoldgicamente activas, expresadas en mg/kg o pg/kg sobre la base del peso del
producto alimenticio en fresco, ya sean sustancias o principios activos, excipientes o
productos de degradacion, y sus metabolitos que permanezcan en los alimentos

obtenidos a partir de animales.

b) Animales productores de alimentos: animales criados, mantenidos,

sacrificados o recogidos con el fin de producir alimentos.

En el Capitulo Il de este nuevo Reglamento se establece una clasificacion que
incluye una lista de las sustancias farmacolégicamente activas y las categorias
terapéuticas a las cuales pertenecen. La clasificacion determinara también, para cada
una de estas sustancias Yy, si procede, para alimentos o especies concretos, uno de los

siguientes elementos:

c) un limite maximo de residuos;

d) un limite maximo de residuos provisional;

e) laausencia de necesidad de establecer un limite méximo de residuos;

f) una prohibicion de administracion de una sustancia.

La Union Europea establece los limites maximos de residuos (LMR) de un
elevado nimero de principios activos que incluyen todos aquellos autorizados para su
uso en animales destinados a consumo humano; algunos LMR de ciertos farmacos son
la suma del compuesto inalterado y sus metabolitos activos. Por metabolito se entiende

todo producto de biotransformacion del principio activo inicial, o compuesto padre,
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administrado al animal. Los LMR se fijan basandose en la naturaleza y cantidad de
residuos que se considere que no constituyen ningudn riesgo toxicoldgico, farmacolégico
0 microbioldgico para la salud humana tal como expresa la ingesta diaria admisible
(IDA). Se entiende como IDA la cantidad de una sustancia que puede ser ingerida cada

dia, durante toda la vida, sin riesgo apreciable para el consumidor.

Los LMR fijados vienen publicados en Reglamentos de la Comision Europea

haciendo constar:
- sustancia farmacoldgicamente activa;

- residuo marcador (compuesto inicial inalterado, o sus metabolitos, o una

combinacion de ambos);
- especie animal;
- LMR (ug/kg);

- tejido diana (tejido comestible seleccionado para controlar el total de residuos

por presentar la menor velocidad de deplecion de residuos);

- clasificacion terapéutica

El nuevo Reglamento (CE) n° 470/2009 por el que se establecen procedimientos
comunitarios para la fijacion de los limites de residuos de las sustancias
farmacoldgicamente activas en los alimentos de origen animal, sefiala en su Articulo 5
que con el fin de garantizar la disponibilidad de medicamentos veterinarios autorizados
para enfermedades que afectan a animales productores de alimentos y a la vez que se
garantiza un nivel elevado de proteccion de la salud humana, cuando la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) realice evaluaciones cientificas de los riesgos y
formulen recomendaciones para la gestion de los riesgos, deberd considerar la
posibilidad de utilizar los LMR establecidos para una sustancia farmacol6gicamente
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activa en un producto alimenticio particular, en otro producto alimenticio derivado de la
misma especie, 0 los LMR establecidos para una sustancia farmacoldégicamente activa

en una o mas especies para otras especies.

La evaluacién cientifica de los riesgos tendra en cuenta el metabolismo y la
eliminacion de las sustancias farmacol6gicamente activas en las especies animales
pertinentes, el tipo de residuos y la cantidad correspondiente que puede ser ingerida por
las personas durante toda la vida sin riesgo aparente para la salud, expresada en

términos de ingesta diaria admisible (IDA).

Cuando es relevante el LMR, se establece el tiempo de espera o de retirada del
farmaco para todo medicamento veterinario en cada una de las especies animales
productoras de alimentos como factor de seguridad que permita cumplir el LMR en el
momento de consumo. Para el establecimiento del tiempo de espera o de retirada es
imprescindible conocer la farmacocinética (absorcién, distribucion, metabolismo y
excrecion) del medicamento en la especie animal de destino, asi como la deplecion de
sus residuos. Deben recogerse datos de deplecion (concentracion-tiempo y parametros
farmacocinéticos) de todos los residuos, es decir, residuo total y/o residuo marcador en
todos los tejidos comestibles que permitan establecer un valor de LMR que sea
compatible con la IDA (ANADON y MARTINEZ-LARRANAGA, 1999). Todo trabajo
que implique el estudio de la deplecion de residuos para poder establecer el tiempo de
espera o de retirada debe realizarse aplicando técnicas analiticas que cumplan con todos
los criterios de validacién definidos en la Decision de la Comision de 12 de Agosto de
2002. La Directiva 2004/28/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de Marzo
de 2004, que modifica la Directiva 2001/82/CEE, define "tiempo de espera” como el
periodo de tiempo necesario entre la Ultima administracién del medicamento veterinario

a un animal, en las condiciones normales de empleo y segun lo dispuesto en la presente
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Directiva, y la obtencion de productos alimenticios de dicho animal, a fin de proteger la
salud publica, garantizando que dichos productos alimenticios no contengan residuos en
cantidades que superen los limites maximos de residuos de sustancias activas fijados de

conformidad con el Reglamento (CE) n° 470/2009.

El Comité de Medicamentos de Uso Veterinario (CVMP) de la EMA ha
evaluado el nivel maximo de residuos de flumequina aceptable en un alimento de origen
animal. Para ello, se ha partido de la IDA, estableciendo el valor de la ingesta diaria
aceptable, con un factor de seguridad de 10, en 8,25 ug/kg p.c./dia. Por lo tanto, para
una persona de 60 kg de peso corporal, esta IDA implicaria una ingesta de 495ug/dia
(EMEA, 1999). De acuerdo con esta IDA y con la distribucién de flumequina en los
tejidos, se han establecido para esta molécula los LMR en las distintas especies y tejidos

destinados al consumo alimenticio (Tabla 16).

A partir de los LMR para cada farmaco o sustancia activa se procede a fijar el
tiempo de espera para cada medicamento veterinario, que es el periodo necesario que
transcurre entre la Ultima administracion de medicamento a un animal, en las
condiciones normales de empleo, y el sacrificio de éste, para que los tejidos destinados
al consumo humano no presenten ningun riesgo para la salud del consumidor, es decir,
que dichos productos alimenticios no contengan residuos en cantidades que superen los

valores de LMR fijados por las autoridades sanitarias.
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diciembre de 2009 para la flumequina.

Tabla 16. LMR fijados en el Reglamento (UE) n° 37/2010 de la Comision de 22 de

Sustancia Residuo Especie
farmacologicamente P LMR Tejidos diana
. marcador animal
activa
Bovinos, 200 pg/kg Musculo
ovinos, 300 pg/kg Grasa
caprinos y 500 ug/kg Higado
porcinos 1500 pg/kg Rifidn
Bovinos,
ovinos y 50 ng/kg Leche
caprinos
400 pg/kg Musculo
Aves de corral 250 pglkg PlerGrasa
Flumequin Flumequina 800 pg/kg Higado
umequna umequ 1000 pg/kg Rifion
Muisculo +
Piel en
Peces 600 ng/kg proporciones
normales
q ngas Ias_ 200 pg/kg Musculo
emas especies
. 250 ng/kg Grasa
destinadas a la .
- 500 pg/kg Higado
produccion de 1000 pg/k RIAGN
alimentos Hg/kd

El Reglamento (UE) n° 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de 2009
relativo a las sustancias farmacol6gicamente activas y su clasificacion por lo que se
refiere a los limites maximos de residuos en los productos alimenticios de origen
animal, basandose en el ya derogado Reglamento (CEE) n° 2377/90, en su Anexo |
describe las sustancias farmacol6gicamente activas para las que se ha fijado un limite
maximo de residuos, clasificando dichas sustancias en dos secciones, la primera seccién
enumera sustancias autorizadas, y la segunda enumera sustancias prohibidas. La primera
seccion de sustancias autorizadas incluye: (1) aquellas sustancias autorizadas

farmacoldgicamente activas para las que se ha establecido un limite maximo de

residuos, entre las que se encuentra la flumequina, objeto de estudio de la presente
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memoria; (2) sustancias no sujetas a un limite maximo de residuos utilizadas en
medicina veterinaria y que no suponen un riesgo para la salud del consumidor y (3)
sustancias farmacolégicamente activas utilizadas en medicina veterinaria y para las que

se ha establecido un LMR provisional.

Han sido fijados los valores de LMR de un gran nimero de principios activos;
algunos LMR de ciertos farmacos son la suma del producto inalterado y sus metabolitos
0 productos de degradacion. EI Reglamento (UE) n° 37/2010 recoge los valores de LMR
actualmente fijados y vigentes para la flumequina, farmaco objeto de estudio de la

presente memoria (Tabla 16).

La técnica analitica Optima para determinar residuos de flumequina y su
metabolito 7-hidroxi-flumequina (residuo marcador) en doradas es la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). ElI método debe cumplir con todos los criterios de

validacion (EMEA, 1998).

Una vez que alcanza sus concentraciones eficaces tisulares y ejerce su accion
farmacoldgica, la flumequina debe ser excretada por el organismo. En los animales de
consumo productores de alimentos es importante evaluar los estudios de deplecién
tisular, con el fin de poder establecer y recomendar los tiempos de espera tras la
medicacion y antes del sacrificio del animal que asegure el LMR fijado (parametro de
seguridad alimentaria) como medida de salud publica. Para establecer el periodo de
retirada se tienen en cuenta varios factores como el LMR, la forma farmacéutica, la especie

animal, la via de administracion, la dosis y la duracién del tratamiento.

Para el célculo del tiempo de retirada en peces teniendo en cuenta el LMR de la
flumequina de 600 ng/kg en peces para musculo+piel en proporciones naturales, el tiempo

de retirada se calcula utilizando las curvas concentracion-tiempo con diversas
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aproximaciones estadisticas. La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) recomienda
para la armonizacion del calculo del tiempo de retirada, el uso de un programa especifico

de regresion lineal como método de eleccion (EMEA, 2002).

En este &rea existen escasos estudios de residuos llevados a cabo con la
flumequina, farmaco objeto de la presente memoria en especies de peces del area
mediterranea, y en concreto con la especie elegida en la presente memoria doradas (Sparus
aurata) (MALVISI et al., 1997; TYPERNOU et al., 2003) y solamente el trabajo de

TYPERNOU et al. (2003) calcula el tiempo de retirada segun EMEA (2002).

1.7.  Justificacion del trabajo y objetivos

La acuicultura es una industria que se esta expansionando cada vez mas, con una
produccion en el afio 2008 de 50 millones de toneladas (FAO, 2010). Las piscifactorias
contribuyen aproximadamente con el 50% de la produccién mundial de pescado. La
produccién de alimentos en el medio acuatico es alta en Asia (sobre un 90% de la
produccién mundial) principalmente en China y Japén y alcanza valores de un 57% en
medio marino y un 43% en agua dulce, y en términos de tipos de productos alcanza valores
de un 60% de peces seguida de un 25% de moluscos y un 10% de crustaceos. Cuando se
consideran especies predomina la carpa y las ostras. Las temperaturas del agua en las

piscifactorias pueden variar en un rango de 5 °C hasta 25 °C y la salinidad de 0 a 40 g/I.

El uso de farmacos antimicrobianos en acuicultura es un hecho probado en cuanto
a la necesidad de tratamiento de ciertas enfermedades, pero para la mayoria de las especies
de peces existe una falta de conocimiento de la farmacocinética de estos farmacos lo que
conlleva, en la mayoria de las ocasiones, que los regimenes de dosificacion utilizados
vienen siendo extrapolados de otras especies animales con el consiguiente riesgo

toxicologico. En la mayoria de las ocasiones, un agente terapéutico es elegido por el propio
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director técnico de la piscifactoria sin datos experimentales de integracién

farmacocinéticos (PK) y farmacodinamicos (PD) (PK-PD).

En nuestro conocimiento, la Tabla 17 recoge los agentes antimicrobianos de
mayor uso en acuicultura (GUICHARD y LICEK, 2006); en dicha tabla no se incluyen
datos farmacocinéticos o recomendaciones de regimenes de dosificacion, por la falta de
estos datos en la literatura cientifica. Realmente, la eleccion del agente antimicrobiano en
acuicultura es complicada por la ausencia de datos farmacocinéticos experimentales y de
datos de campo sobre eficacia clinica de agentes terapéuticos. Son de destacar los trabajos
de REIMSCHUESSEL et al. (2005) y SAMUELSEN (2006), donde han recopilado
algunos datos farmacocinéticos en diferentes especies de peces pero, desafortunadamente,
los datos presentan una gran variabilidad; factores tales como la temperatura del agua
(BJORKLUND y BYLUND, 1990; KLEINOW et al., 1994; SOHLBERG et al., 1994;
SAMUELSEN, 2006) y la salinidad (SOHLBERG et al., 2002) pueden ser su causa, asi
como también ciertas condiciones fisioldgicas del pez sano y/o infectado como la

inapetencia que dificulta en la administracion oral la ingesta completa de la dosis.
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Tabla 17. Agentes antimicrobianos y sus aplicaciones terapéuticas en acuicultura

USo
; AUTORIZADO
ANTIMICROBIANO INDICACION EN ESPECIES
ACUATICAS
Familia Farmaco Especies Enfermedad Pais

B-lactamasas

Amoxicilina

Salmonidos, doradas,
lubinas, bagres,

Furunculosis, infecciones bacterianas en
branquias, pasteurelosis, edwarsielosis,

Gran Bretafia,
Rumania, ltalia,

anguilas, tilapias estreptococosis Grecia
Tetraciclinas Oxitetraciclina 'y Salmonidos, bagres, Vibriosis, pasteurelosis, flexibacteriosis, UE, ciertos paises
clortetraciclina carpas, especies infecciones por bacterias filamentosas de Asia, EE.UU.,
marinas, peces segmentadas, columnaris, yersiniosis, Canada, Japon
ornamentales furunculosis, vibriosis de agua fria, botulismo,
infeccion por Pseudomonas, Aeromonas,
flavobacteriosis y estreptococosis
Quinolonas y | Acido nalidixico | Salmdnidos, anguilas, Furunculosis, vibriosis e infecciones por Japon
fluoroquinolonas carpas, peces Pseudomonas

ornamentales

Acido oxalico Anguilas, carpas, pez Infecciones por Pseudomonas, Serratia, Dinamarca, Grecia,
dorado, salménidos, edwarseliosis, vibriosis, vibriosis de agua friay | Francia, Noruega,
turbot furunculosis Islandia, Bulgaria
Flumequina Salmdnidos, espécies Pasteurelosis, vibriosis, flexibacteriosis, Croacia, Rep.
marinas, peces furunculosis, yersiniosis Checa, Francia,
ornamentales Hungria, Italia,

Letonia, eslovaquia
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Continuacion Tabla 17. Agentes antimicrobianos y sus aplicaciones terapéuticas en acuicultura

USO
. AUTORIZADO
ANTIMICROBIANO INDICACION EN ESPECIES
ACUATICAS
Familia Farmaco Especies Enfermedad Pais
Enrofloxacina Salmonidos, Enfermedad bacteriana del rifion, vibriosis,
Quinolonas y Peces ornamentales furunculosis y estreptococosis
fluoroquinolonas Sarafloxacina Salmonidos, bagres Furunculosis, yersiniosis, edwarseliosis
Estreptococosis, lactococosis, enfermedad
Macrolidos Eritromicina Limandas, salménidos bacteriana del rifidn , piscirickettsiosis e
infecciones por Chlamydia
Espiramicina, Limandas Estreptococosis Japon
josamicina
Gran Bretafa,
Anfenicoles Salmdnidos, especies | Infecciones por Flavobacterium psychrophilum, Irlanda, Letonia,
Florfenicol marinas, anguilas, furunculosis, vibriosis, flexibacteriosis, Eslovenia,Noruega,
peces ornamentales pasteurelosis, edwarsieliosis Bulgaria, Lituania,
Dinamarca
. Salménidos de agua . EE.UU.
Sulfamidas Sulfameracina dulce Furunculosis
Sulfadimetoxina Trucha, bagres
- Salménidos de agua
Sulfadimidina dulce, carpas
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Continuacion Tabla 17. Agentes antimicrobianos y sus aplicaciones terapéuticas en acuicultura

USoO
; AUTORIZADO
ANTIMICROBIANO INDICACION EN ESPECIES
ACUATICAS
Familia Farmaco Especies Enfermedad Pais

Potenciadores de
sulfamidas

Trimetoprim +
sulfadiazina o
sulfametoxazol

Salménidos, peces
ornamentales, bagres,
especies marinas

Infecciones por Aeromonas, yersiniosis,
edwarsielosis, vibriosis, pasteurelosis

EE.UU., Canada,
Gran Bretafia,
Dinamarca,
Croacia, Noruega,
Francia, Eslovenia,
Italia, Grecia,
Alemania

Ormetoprim +
sulfadimetoxina

Salmonidos, bagres

Furunculosis, edwarsielosis

EE.UU.

GUICHARD y LICEK, 2006
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El uso no racional de antimicrobianos en acuicultura también puede proporcionar
condiciones para la emergencia de bacterias resistentes a antimicrobianos. Las bacterias
resistentes son propiamente aquellas que estan asociadas a enfermedades en los peces
(SMITH et al., 1994). Esta potencial aparicion de resistencias hace que el uso excesivo o
no-racional de antimicrobianos en acuicultura proporcione un impacto directo sobre el
futuro de cualquier agente terapéutico. Lo que es evidente es el nimero extremadamente

limitado de agentes antimicrobianos autorizados para su uso en peces.

Por otra parte, también existe la posibilidad de que el uso no racional de
antimicrobianos en acuicultura provoque un impacto sobre la salud publica en términos de
resistencias en terapéutica humana. Existen datos de que los genes que codifican
resistencias en patdgenos humanos y en bacterias asociadas con acuicultura estan
altamente relacionados (SYRUM, 2006), indicando que estos genes son capaces de
transferirse entre los grupos de bacterias. De hecho, el grupo de expertos WHO/FAO/OIE
(2007) identifica que los mayores riesgos para la salud publica asociados con el uso
antimicrobiano en acuicultura son la emergencia de resistencias transferibles en las
bacterias asociadas con la enfermedad de los peces y en aquellas otras bacterias presentes
en el medio acuatico. También, no debemos olvidar las consideraciones de los residuos de
antimicrobianos no solamente desde el punto de vista de seguridad para el consumidor sino
también como una consecuencia negativa a la hora de la exportacién de pescado a otros

paises.

Datos de farmacocinética de flumequina en la especie dorada (Spaurus aurata)
son muy limitados e incompletos (RIGOS et al., 2003) y en la actualidad es del todo
importante dado el amplio uso de este farmaco en acuicultura y especificamente en

doradas (especie comun en el area mediterranea) establecer un régimen de dosificacién
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racional, es decir eficaz y que evite la aparicidn de resistencias; por ello investigaciones

en este campo son del todo prioritarias.

El objetivo del presente trabajo es doble:

(1) Estudiar bajo condiciones de produccion en piscifactoria (agua de mar a 18°C)
la farmacocinética de la flumequina en doradas (Sparus aurata) a dosis oral Unica y
multiple de 12 mg/kg p.v. al objeto de predecir una dosis clinicamente eficaz y que

minimice la aparicion de resistencias y

(2) Determinar la deplecion tisular de flumequina (en musculo + piel en
condiciones naturales) tras la administracion en pienso medicado a una dosificacion de 12
mg/kg p.v., dosis seleccionada a partir de los datos farmacocinéticos obtenidos
previamente, con el fin de establecer el tiempo de retirada como medida de seguridad

alimentaria.
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2. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron un total de 249 doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758) divididas
en 3 grupos. Grupo 1 (180 doradas) utilizadas para investigar la cinética plasmatica de
flumequina tras la administracién Gnica y multiple oral a dosis de 12 mg/kg p.v.; Grupo
2 (49 doradas) utilizadas para el estudio de distribucion y deplecidn tisular de residuos
de flumequina después de una dosis multiple oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia,
durante 5 dias; Grupo 3 (20 doradas) no recibieron tratamiento y se emplearon para
recoger plasma y muestras tisulares (piel + musculo en proporciones naturales) blanco

para determinar la validacion del método analitico elegido.

La fase experimental del presente estudio se llev6 a cabo en el Instituto Andaluz
de Investigacién y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccién

Ecoldgica (IFAPA), Centro El Torufio, Puerto de Santa Maria (Cadiz).

2.1. Protocolo y disefio experimental

2.1.1. Estudio farmacocinético de flumequina en doradas (Sparus aurata,

Linnaeus 1758)

Se seleccionaron 180 doradas sanas (Sparus aurata, Linnaeus 1758) y en buen
estado nutricional de peso corporal medio 200 + 10 g. Fueron anestesiadas
sumergiéndolas en un bafio con 2-fenoxietanol para su peso y medida. Seguidamente se
alojaron en tanques y fueron sometidas a un periodo de observacion y aclimatacion de 7
dias con el fin de eliminar el anestésico y detectar cualquier signo clinico o
comportamiento andémalo que hiciese sospechar de enfermedades que impedirian su
inclusion en el protocolo experimental desarrollado. En el periodo de tiempo indicado
no se observo en los peces ningun indicio de alteraciones zootécnicas o de enfermedad

que aconsejara su exclusion. Durante este periodo, a los peces se les suministro agua y
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pienso sin medicar ad libitum. El pienso utilizado durante la experimentacion fue
especifico para peces, del tipo D-4 EXCEL 2P, con un tamafio de pellet de 0,3 cm de
didmetro, preparado por la empresa Trow Espafia, S.A. (Skretting, Burgos) con la

siguiente composicion:

- Pienso sin medicar: harina de pescado 26%; gluten de trigo 4%; gluten de
maiz 15%; soja 22,5%; soja concentrada 5%; vitaminas 0,5%; guisantes 6%; aceite de

pescado 11,5% y aceite de soja 5%.

- Pienso medicado: harina de pescado 26%; gluten de trigo 4%; gluten de maiz
15%; soja 22,5%; soja concentrada 5%; vitaminas 0,5%; guisantes 6%; aceite de
pescado 11,5%, aceite de soja 5% Yy flumequina en una concentracion de 1,2 g

flumequina/kg pienso.

Las condiciones del tanque (TP-1) donde se alojaron las doradas fueron:

Tanque TP-1

Volumen del tanque: 10 m®

- Salinidad: 37 %o

- Concentracion de O: 92 %

- Temperatura: 18 °C

- pH:8

A los animales del Grupo 1 (180 doradas) se les administré oralmente via pienso
una dosis de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5 dias consecutivos. Antes de
realizar el experimento se verificd la concentracion de flumequina en el pienso
medicado mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El pienso
medicado se suministré a los peces, siempre a la misma hora (8,00 h a.m.),
constatandose que en un tiempo maximo de 15 minutos los peces consumen el pienso

medicado (pellet) echado en el agua. La concentracion del pienso administrado fue de
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1,2 g flumequina/kg pienso. A cada dorada se le suministrd diariamente una cantidad de
pienso igual al 1% del peso corporal medio, es decir, 2 g de pienso medicado/dia,
tomando como 200 g el peso corporal medio de la dorada, por lo tanto cada animal

recibe oralmente 2,4 mg flumequina/200 g p.v./dia, durante cinco dias consecutivos.

Se eligio6 para el estudio la dosis de 12 mg flumequina/kg p.v./dia durante 5 dias
por ser la que se ha recomendado inicialmente en piscifactoria, al objeto de obtener
datos farmacocinéticos que puedan o no justificar cinetificamente este tratamiento. La
dosis de 12 mg flumequina/kg p.v. se inici6 en base a ensayos preliminares realizados
por nuestro laboratorio con dosis de 5 mg/kg p.v. y 12 mg/kg p.v. que sugerian que al
menos una dosis de 12 mg/kg era necesaria para alcanzar niveles sanguineos

terapéuticos.

El 1° dia de tratamiento (D1) a los animales (180 doradas) se les administrd
oralmente 360 g de pienso medicado con flumequina (1,2 g flumequina/kg pienso). Se
administraron 2 g de pienso medicado para cada animal (tomando el peso medio de cada
animal 200 g) de forma que recibieron una dosis de 2,4 mg flumequina/pez (cantidad
equivalente a una dosis de 12 mg/kg p.v.). Una vez los peces tienen el pienso medicado
se les dej6 comer durante 15 minutos, constatando que los animales tomaron

completamente la dosis administrada via pienso medicado en este periodo de tiempo.

Transcurrido este tiempo de 15 minutos se anestesiaron (2-fenoxi-etanol)
6 animales/tiempo, a los tiempos de: 0,5 h; 1 h; 2 h; 4 h; 6 h; 8 h; 10 hy 12 h
recogiéndose muestras de sangre (vena caudal) a dichos intervalos de tiempo y
registrando su peso corporal para el célculo de la cantidad de pienso medicado
equivalente a una dosis de 12 mg flumequina/kg p.v. en los peces restantes del

experimento.
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A (ltima hora de la tarde se trasladaron 6 doradas tratadas a otro tanque TL-1 de
400 litros de capacidad. Estos seis peces seran los correspondientes para la toma de
sangre a las 24 horas tras la 12 dosis. Estos peces se aislan previamente para evitar el

estrés a los peces restantes del experimento.

El 2° dia de tratamiento (D2) se tomaron muestras de sangre (vena caudal) de
los 6 peces tratados, previamente anestesiados (2-fenoxi-etanol) para la obtencién del

punto de 24 h tras la 12 dosis, registrandose también su peso corporal.

Seguidamente, a los animales restantes (126 doradas) (tanque TP-1) se les
administré 2 g pienso medicado/200 g de peso corporal, recibiendo una dosis de 12
mg/kg p.v. Una vez los peces tienen el pienso medicado se les dejo comer durante 15
minutos, constatando que los animales tomaron completamente la dosis administrada

via pienso medicado en este periodo de tiempo.

Seguidamente se anestesiaron (2-fenoxietanol) 6 animales/tiempo, a los tiempos
de: 4 h, 8 hy 12 h post-dosis (22 dosis) recogiéndose muestras de sangre (vena caudal) a
dichos intervalos de tiempo y registrando su peso corporal para el célculo de la cantidad
de pienso medicado equivalente a una dosis de 12 mg flumequina/kg p.v. en los peces

restantes del experimento.

A (ltima hora de la tarde se trasladaron 6 doradas tratadas a otro tanque TL-1 de
400 litros de capacidad. Estos seis peces seran los correspondientes para la toma de
sangre a las 24 horas tras la 22 dosis. Estos peces se aislan previamente para evitar el

estrés a los peces restantes del experimento.

El 3° dia de tratamiento (D3) se tomaron muestras de sangre (vena caudal) de
los 6 peces tratados, previamente anestesiados (2-fenoxi-etanol) para la obtencién del

punto de 24 h tras la 22 dosis, registrandose también su peso corporal.
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Seguidamente, a los animales restantes (102 doradas) (tanque TP-1) se les
administré 2 g pienso medicado/200 g de peso corporal, recibiendo una dosis de 30
mg/kg p.v. Una vez los peces tienen el pienso medicado se les dejo comer durante 15
minutos, constatando que los animales tomaron completamente la dosis administrada

via pienso medicado en este periodo de tiempo.

Seguidamente se anestesiaron (2-fenoxietanol) 6 animales/tiempo, a los tiempos
de: 4 h, 8 hy 12 h post-dosis (3? dosis) recogiéndose muestras de sangre (vena caudal) a
dichos intervalos de tiempo y registrando su peso corporal para el célculo de la cantidad
de pienso medicado equivalente a una dosis de 12 mg flumequina/kg p.v. en los peces

restantes del experimento.

A (ltima hora de la tarde se trasladaron 6 doradas tratadas a otro tanque TL-1 de
400 litros de capacidad. Estos seis peces seran los correspondientes para la toma de
sangre a las 24 horas tras la 32 dosis. Estos peces se aislan previamente para evitar el

estrés a los peces restantes del experimento.

El 4° dia de tratamiento (D4) se tomaron muestras de sangre (vena caudal) de
los 6 peces tratados, previamente anestesiados (2-fenoxietanol) para la obtencion del

punto de 24 h tras la 3? dosis, registrandose también su peso corporal.

Seguidamente, a los animales restantes (78 doradas) (tanque TP-1) se les
administré 2 g pienso medicado/200 g de peso corporal, recibiendo una dosis de 12
mg/kg p.v. Una vez los peces tienen el pienso medicado se les dejo comer durante 15
minutos, constatando que los animales tomaron completamente la dosis administrada

via pienso medicado en este periodo de tiempo.

Seguidamente se anestesiaron (2-fenoxietanol) 6 animales/tiempo, a los tiempos
de: 4 h, 8 hy 12 h post-dosis (42 dosis) recogiéndose muestras de sangre (vena caudal) a

dichos intervalos de tiempo y registrando su peso corporal para el célculo de la cantidad
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de pienso medicado equivalente a una dosis de 12 mg flumequina/kg p.v. en los peces

restantes del experimento.

A Ultima hora de la tarde se trasladaron 6 doradas tratadas a otro tanque TL-1 de
400 litros de capacidad. Estos seis peces seran los correspondientes para la toma de
sangre a las 24 horas tras la 42 dosis. Estos peces se aislan previamente para evitar el

estrés a los peces restantes del experimento.

El 5° dia de tratamiento (D5) se tomaron muestras de sangre (vena caudal) de
los 6 peces tratados, previamente anestesiados (2-fenoxietanol) para la obtencion del

punto de 24 h tras la 42 dosis, registrandose también su peso corporal.

Seguidamente, a los animales restantes (54 doradas) (tanque TP-1) se les
administré 2 g pienso medicado/200 g de peso corporal, recibiendo una dosis de 12
mg/kg p.v. Una vez los peces tienen el pienso medicado se les dejo comer durante 15
minutos, constatando que los animales tomaron completamente la dosis administrada

via pienso medicado en este periodo de tiempo.

Seguidamente se anestesiaron (2-fenoxi-etanol) 6 animales/tiempo, a los tiempos
de: 0,5h; 1 h;2h;4h;6h;8h; 10 h; 12 h; y 24 h post-dosis (5% dosis) recogiéndose

muestras de sangre (vena caudal) a dichos intervalos de tiempo.

En la Tabla 18 se describen los tiempos de dosificacién y los tiempos

acumulados y toma de muestra de sangre de los peces tratados.

Para la toma de muestras de sangre, con el fin de coger con facilidad a los peces,
éstos fueron previamente anestesiados sumergiéndolos durante 2 minutos en un bafio de

agua de 2-fenoxietanol en una concentracion de 15 ml/100 | de agua.

La muestra de sangre se recogi6é por puncién en la vena caudal usando jeringas

de 2 ml de volumen y agujas de 0,8 x 40 mm. Una vez anestesiados los peces, se

115



pesaron y se recogieron muestras de sangre individualmente en tubos heparinizados y
debidamente etiquetados; seguidamente se centrifugaron las muestras a 10.000 r.p.m. a
4°C durante 10 minutos y se aislo el plasma que se almacend a -45 °C hasta el posterior

analisis de la concentracion de flumequina por HPLC.
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Tabla 18. Dosificacion y muestreo de sangre de 180 doradas tratadas con flumequina a

dosis de 12 mg/kg p.v., durante cinco dias consecutivos via oral (pienso medicado)

. Tiempo
Tiempo acumulado
tras dosis N° de Animal y muestra
(h) t:'as 12.1
1% dosis
12 dosis 12 mg/kg p.v. via pienso durante 15 min
0,5 0,5 T1 T2 T3 T4 T5 T6
1 1 T7 T8 T9 T 10 T11 T12
2 2 T13 T14 | T15 | T16 T17 T 18
1° DIA de 4 4 T19 [ T20 [ T21 | T22 [ T23 | T24
tratamiento 6 6 T25 | T26 | T27 | T28 | T29 | T30
8 8 T31 | T32 | T33 | T34 | T35 | T36
10 10 T 37 T38 | T39 | T40 T41 T 42
12 12 T 43 T44 | T45 | T46 T 47 T 48
24 24 T 49 TS50 | T51 | T52 T 53 T 54
22 dosis 12 mg/kg p.v. via pienso durante 15 min
2° DIA de 4 28 T55 | T56 | T57 | T58 [ T59 [ T6O
tratamiento 8 32 T61 | T62 | T63 | T64 | T65 | T66
12 36 T 67 T68 | T69 | T70 T71 T72
24 48 T73 T74 | T75 | T76 T77 T78
32 dosis 12 mg/kg p.v. via pienso durante 15 min
3° DIA de 4 52 T79 | T80 | T81 | T8 | T83 | T84
tratamiento 8 56 T85 | T86 | T87 [ T88 [ T89 | T90
12 60 TOL | T92 | T93 | T94 [ T95 | T96
24 72 T97 TO98 | T99 | T100 | T101 | T 102
42 dosis 12 mg/kg p.v. via pienso durante 15 min
4° DIA de 4 76 T103 | T104 | T105| T 106 | T 107 | T 108
tratamiento 8 80 T109 | T110 [ T111| T112 | T113 [ T114
12 84 T115 (T116 (T117| T118 | T119 | T 120
24 96 T121 [ T122 (T123| T124 | T125 | T 126
52 dosis 12 mg/kg p.v. via pienso durante 15 min
0,5 96,5 T127 [ T128 | T129| T130 | T131 | T 132
1 97 T133 | T134 | T135| T136 | T137 | T 138
5° DIA de 2 98 T139 | T140 [T141| T142 | T143 | T 144
tratamiento 4 100 T145 | T146 [T 147 T148 | T 149 | T 150
6 102 T151 | T152 | T153 | T154 [ T155 | T 156
8 104 T157 | T158 | T159 | T160 [ T 161 | T 162
10 106 T163 | T164 | T165| T166 | T 167 | T 168
12 108 T169 ( T170 (T171 | T172 | T173 | T 174
24 120 T175 | T176 | T177 | T178 | T179 | T 180
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2.1.2. Estudio de distribucion y deplecion tisular en doradas (Sparus aurata,

Linnaeus 1758)

Se seleccionaron 69 doradas sanas (Sparus aurata, Linnaeus 1758) en buen
estado nutricional de peso medio 200 + 10 g. Los peces fueron anestesiados con 2-
fenoxietanol para su peso y medida. Se alojaron en tanques y fueron sometidos a un
periodo de observacion y aclimatacion con el fin de eliminar el anestésico de 7 dias y
detectar cualquier signo clinico o comportamiento anémalo que hiciese sospechar de
enfermedades que impedirian su inclusion en el protocolo experimental desarrollado. En
el periodo de tiempo indicado no se observo en los peces ningln indicio de alteraciones
zootécnicas o de enfermedad que aconsejara su exclusion. Durante este periodo, a los
peces se les suministrd agua y pienso ad libitum. El pienso utilizado durante la
experimentacion fue especifico para peces, del tipo D-4 EXCEL 2P, con un tamafio de
pellet de 0,3 cm de didmetro, preparado por la empresa Trow Espafia, S.A. (Skretting,

Burgos) con la siguiente composicion:

- Pienso sin medicar: harina de pescado 26%; gluten de trigo 4%; gluten de
maiz 15%; soja 22,5%; soja concentrada 5%; vitaminas 0,5%; guisantes 6%; aceite de

pescado 11,5% y aceite de soja 5%.

- Pienso medicado: harina de pescado 26%; gluten de trigo 4%; gluten de maiz
15%; soja 22,5%; soja concentrada 5%; vitaminas 0,5%; guisantes 6%; aceite de
pescado 11,5%, aceite de soja 5% y flumequina en una concentracion de 1,2 g

flumequina/kg pienso.

Para el presente estudio, los peces del Grupo 2 (49 doradas) se dispusieron en un

tanque (TP-2) cuyas condiciones fueron:
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Tanque TP-2

- Volumen del tanque: 10 m?®
Salinidad: 36 /oo
Concentracion de O: 90 %
Temperatura: 18 °C

pH: 7,8

A los animales del Grupo 2 (49 doradas) se les administré oralmente una dosis
de 12 mg flumequina/kg p.v/dia, durante 5 dias consecutivos. Antes de realizar el
experimento se verificd la concentracién de flumequina en el pienso medicado mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), el pienso se suministré durante 15
minutos, siempre a la misma hora (8,00 h a.m.). La dosis de flumequina requerida de 12
mg/kg p.v./dia se administré en forma de pienso medicado con una concentracion de 1,2
g flumequina/kg pienso, recibiendo diariamente cada uno de los peces 2 g de pienso
medicado (equivalente a 2,4 mg flumequina/pez/dia). Se administraron 98 g de pienso
medicado con flumequina/tanque/dia, equivalente a 117,6 mg flumequina/49 peces/dia,
durante 5 dias consecutivos. A cada dorada se le suministro diariamente una cantidad de
pienso igual al 1% del peso corporal medio, es decir, 2 g de pienso medicado/dia,
tomando como 200 g el peso corporal medio de la dorada de forma que recibe 12 mg

flumequina/kg p.v.

Al final del tratamiento de 5 dias de duracion, se sacrificd a los animales
sumergiéndolos en agua helada durante 5-10 min. Una vez confirmada la muerte, los
peces fueron pesados, identificados individualmente y decapitados. Se extrajo piel y
musculo, desechando cabeza, visceras y espina dorsal. Se tomaron muestras de musculo

+ piel (en proporciones naturales) que fueron guardadas en bolsas etiquetadas. Dichas
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muestras se congelaron a -45°C para el posterior analisis de flumequina por HPLC. Se

sacrificaron 7 animales/tiempo a los siguientes intervalos de tiempo:

Tiempo 3 horas (0,125 dias) tras la tltima dosis.
Tiempo 24 horas (1 dia) tras la tltima dosis.
Tiempo 48 horas (2 dias) tras la ultima dosis.
Tiempo 72 horas (3 dias) tras la ultima dosis.
Tiempo 192 horas (8 dias) tras la tltima dosis.
Tiempo 240 horas (10 dias) tras la Gltima dosis.

Tiempo 336 horas (14 dias) tras la Gltima dosis.

Los animales del Grupo 3 (20 doradas) (tanque TP-3) no recibieron tratamiento
y fueron usados como control para determinar la validacion del método analitico.
Fueron alimentados con pienso especifico para peces, del tipo D-4 EXCEL 2P, con un
tamafio de pellet de 0,3 cm de diametro, preparado por la empresa Trow Espafia, S.A.
(Skretting, Burgos) con la siguiente composicion: harina de pescado 26%; gluten de
trigo 4%; gluten de maiz 15%; soja 22,5%; soja concentrada 5%; vitaminas 0,5%;

guisantes 6%; aceite de pescado 11,5% y aceite de soja 5%.

Los peces del grupo 3 (20 doradas) se dispusieron en un tanque (TP-3) cuyas

condiciones fueron;

Tanque TP-3

- Volumen del tanque: 10 m?
Salinidad: 37 %q
Concentracion de O,: 90 %
Temperatura: 18 °C

pH: 8
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2.2. Ensayo analitico de flumequina en plasma y tejidos de doradas

(Sparus aurata, Linnaeus 1758)

Han sido publicados numerosos métodos analiticos para determinar las
concentraciones de diferentes quinolonas en fluidos biolégicos. En la literatura los
primeros métodos descritos fueron fluorimétricos (MCHESNEY et al., 1964; BRUHL
et al., 1973) e implicaban una extraccion diferencial. Estos primeros métodos no eran
especificos y proporcionaban valores blancos relativamente altos y curvas de
calibracion no lineales. Posteriormente se utilizaron métodos de cromatografia de gases
y cromatografia de capa fina (ROSEMBOOM et al., 1979; WU et al., 1980), pero su
aplicacion fue limitada Unicamente a la determinacion del acido nalidixico en plasma
(ROSEMBOOM et al., 1979; HUNDT Y BARLOW, 1981) y a la determinacion del
acido piromidico tras un proceso de derivatizacion (WU et al., 1980). Estos métodos
cromatograficos mas rapidos y precisos, vinieron también a competir con las técnicas de
bioensayos no-especificas empleadas igualmente en la determinacion de ciertas

quinolonas (MURAYAMA et al., 1981).

Mas recientemente se empezaron a describir métodos de cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) para el analisis de quinolonas en fluidos biolégicos. Los
métodos por HPLC abarcan desde ciertos procedimientos que implican un tiempo de
realizacion bastante prologado por requerir un proceso de derivatizacion (SHARGEL y
YU, 1973; SOREL, y ROSEMBOOM, 1979) hasta otros métodos mas rapidos,
igualmente considerados de gran precision, sensibilidad y reproductibilidad
(MONTAY, et al., 1985; MORTON et al., 1986; HORII et al., 1987; NILSSON-EHLE,
1987, SCHOLL et al., 1987; LAGANA et al.,, 1988; MANOHARAN et al., 1988;

GRIGGS Y WISE ef al., 1989; STRELEVITZ Y LINHARES, 1996; ROYBAL et al.,
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1997; CARLUCCI, 1988; MARZO y DAL BO, 1998; ROSE et al., 1998; GIGOSOS et

al., 2000).

También en base a la actividad antimicrobiana de las fluoroquinolonas, se han
desarrollado ensayos microbiolégicos (ATEF, et al., 1987; WISE Y DONOVAN, 1987;
WAVLKER et al., 1992; MEINEN et al., 1995; SHEM-TOV et al., 1997). Sin embargo
existen discrepancias entre los resultados obtenidos a través de ensayos microbiol6gicos
y cromatograficos. En general las concentraciones obtenidas en los ensayos
microbiol6gicos son mayores que las encontradas en los andlisis cromatograficos,
circunstancia atribuida a la actividad antimicrobiana del compuesto inalterado mas las
de los metabolitos activos, razéon por la cual se considera que los ensayos
cromatogréaficos son mas selectivos y especificos en el analisis de fluoroquinolonas y la
técnica recomendada para llevar a cabo estudios farmacocinéticos (WIGENDER et al.,

1984; JOOS et al., 1985).

Con respecto al andlisis de la flumequina, en la literatura se encuentran pocos
métodos y en todos ellos se emplea como técnica analitica la cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) (HARRISON e al., 1984; DECOLIN Y NICOLAS, 1987;
GUYONET et al., 1996; YORKE Y FROC, 2000; POULIQUEN Y MORVAN, 2002).
Sin embargo HARRISON et al., (1984). Determinaron flumequina mediante métodos
microbioldgicos. Tras el estudio de los métodos Utiles descritos para la cuantificacion de
flumequina, hemos podido constatar en nuestro laboratorio que la cuantificacion dptima
se obtuvo empleando una columna en fase reversa usando una fase mévil que incluye
acido ortofosforico, acetonitrilo, tetrahidrofurano, buffer de pH 9,1, &cido clorhidrico y
trietilamina. Segun lo anteriormente expuesto, hemos seleccionado para el analisis de

flumequina en muestras plasmaticas y tisulares el procedimiento de extraccion y las
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condiciones cromatograficas descritas por YORKE Y FROC (2000). Este método de
analisis demostrd ser lineal, reproducible y sensible para el estudio de niveles de

flumequina en plasma y tejidos.

2.2.1. Procedimiento de  extraccion de  flumequina. Condiciones

cromatograficas

El método de extraccion con el que se procesaron las muestras plasmaticas fue el
siguiente: se tomé cada muestra de plasma y se midié el volumen de cada una de ellas,
se les afiadi6 0,3 ml de HCI 0,6M agitandose suavemente durante 1 minuto utilizando

un agitador Heidolph Reax 2000.

Para las muestras de tejido, la extraccion de flumequina se realizé tomando 2 g
de muestra de tejido (musculo + piel en condiciones naturales) procedente de un animal
tratado que se homogenizaron en 5 ml de agua ultrapura Milli-Q por tratamiento
ultrasénico en un homegenizador ultrasénico Labsonic U Braun 2000 durante 10

minutos a 3000 rpm y se recogid el sobrenadante.

El plasma y el sobrenadante obtenido en el caso de las muestras tisulares se
procesaron de la siguiente forma en ambos casos: al plasma y al sobrenadante se les
afiadié 5 ml de acetato de etilo, a continuacion se centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos. Se recogié la fase organica de acetato de etilo que fue transferida a un matraz
topacio. El procedimiento de extraccion con acetato de etilo se realizo tres veces. Se
recogieron los tres extractos de acetato de etilo obtenidos que se combinaron en el
mismo matraz y se evaporo el extracto final en corriente de nitrégeno a 30°C. El
extracto seco, residuo resultante, se disolvio en 2ml de fase mévil en el caso de las

muestras tisulares y 1 ml en el caso de las muestras plasmaticas. El eluyente se recogio
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en viales de vidrio topacio y una alicuota de 20 pl se inyecté en el sistema

cromatografico de HPLC para el analisis de flumequina.

El sistema cromatogréfico liquido de alta eficacia utilizado fue un SHIMADZU
modelo LC-10AS, equipado con detector de flurorescencia SHIMADZU modelo RF-
551, bomba modelo LC-10AS y sistema de procesado de datos SHIMADZU
CHROMATOPAC R-6A, y una columna cromatografica (SCHARLAU) PLRP-S de
fase reversa 100A (150 x 4,6 cm, tamafio de particula 5 um). El detector fluorimétrico
se fijo a una longitud de onda de excitacién de 312 nmy de emisién de 366 nm. Para el
analisis cuantitativo de flumequina en las muestras plasmaticas y tisulares, se prepar6
una fase movil compuesta de acido ortofosférico 0,02 M (720 ml), acetonitrilo (160 ml)

y tetrahidrofurano (120 ml). El flujo se mantuvo a una velocidad de 1 ml/min.

Las areas de los picos en los cromatogramas de las muestras se cuantificaron
usando la técnica del estandar externo por el uso de soluciones estandar de referencia de
flumequina. La solucion stock de los estandares de referencia se prepar6 disolviendo 10
mg de flumequina en 10 ml de una mezcla 50:50 de NaOH 1M y metanol almacenando
en la oscuridad a -45° C. Las soluciones de trabajo se prepararon diariamente a partir de

estas soluciones stock diluidas en buffer Tris-hidroximetil-aminometano pH 9,1.

El buffer Tris-hidroximetil-aminometano pH 9,1 se prepar6 disolviendo 3,025 g
de Tris-hidroximetil-aminometano en 240 pl de &cido clorhidrico al 37% de riqueza y

enrasando en un matraz aforado hasta 500 ml con agua ultrapura Milli-Q.

Las curvas de calibrado para la flumequina fueron lineales en un rango de 0,001-
20 pg/ml para plasma y en un rango de 0,001-20 ug/g para muasculo+piel en
proporciones naturales, el coeficiente de correlacion R fue de 0.9999. La recuperacion
media de flumequina en los tejidos estudiados fue >90%. La precision intra-dia e inter-
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dia presentaron un coeficiente de variacion < 5,5%. No existié ninguna interferencia
con los compuestos enddgenos propios del tejido estudiado lo que evidencia la
especificidad del método. El limite de cuantificacion fue para plasma 0,001 pg/ml y
para musculo+piel 0,001 pg/g. EI método utilizado fue especifico para las sustancias
analizadas y no se observo en el cromatograma (Figura 5) ninguna interferencia con las

sustancias enddgenas propias de los fluidos y tejidos estudiados.

Eecuperacidn 90%

I’k LT T Helemilpbon Area ESTIN L mits Integration
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Figura 5. Cromatograma de una muestra de musculo + piel blanco enriquecido con 1
ng/g de flumequina, 1 g de tejido se enriquece con 1 ml de 1 pg/ml de flumequina y se
extraen en un volumen final de 1 ml. El volumen de inyeccion es de 20 pl.
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2.3.  Analisis de datos

La curva de las concentraciones medias plasmaticas de flumequina obtenidas
tras la administracion oral maltiple de 12 mg flumequina’kg p.v. se fijaron
secuencialmente a un modelo compartimental, monocompartimental, bicompartimental
y multiple por el uso del programa WinNonlin (Version 5.0.1; Pharsight Corporation,
Mountain View, CA, USA). ElI modelo elegido fue aquél que obtuviera el valor mas
pequefio del Criterio de Informacion de Akaike (YAMAOKA et al., 1978). EI modelo
bicompartimental fue el mejor estimado. Este modelo fue utilizado para establecer los
parametros farmacocinéticos. Las curvas de las concentraciones plasmaticas vs tiempo
declinaron biexponencialmente y los datos se ajustaron a la siguiente ecuacién

(WAGNER, 1975; 1976):

. Co=Arxe ™+ Ay xe™ Ay xe™  (viaoral)
Siendo:
Co Concentracion plasmatica del farmaco.

Ai, Az, As  Coeficientes matematicos, (es decir A; y A, son las
concentraciones plasmaticas extrapoladas tiempo cero de la primera y segunda fase de

eliminacion del farmaco y Az de la fase de absorcion).
o Constante hibrida de la fase inicial de distribucidn.
B Constante hibrida de la fase terminal de eliminacion.
Ka Constante de absorcion, constante de primer orden.
t Tiempo.

El modelo farmacocinético bicompartimental considera al organismo dividido en

dos compartimientos: central y periférico.
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El compartimiento central esta formado por el plasma, los fluidos intersticiales y
el agua intracelular asequible (tejidos bien irrigados). Por definicién, la distribucion de
un medicamento en todos los elementos del compartimiento central seria instantanea, y
su concentracién uniforme e igual a la existente en el plasma. Por otro lado, el
compartimiento periférico lo constituyen el agua intracelular profunda (tejidos poco
vascularizados) y los depdsitos no acuosos (proteinas, acidos nucleicos y lipidos
intracelulares). En este caso, un farmaco accederia a este compartimiento mas
lentamente desde el plasma, transcurriendo un tiempo antes de la consecucién del

equilibrio de la concentracion del farmaco en el organismo.

En el seno del compartimiento central se materializan los procesos de
eliminacion del farmaco por metabolismo y excrecion, regidos por una constante de
eliminacion (Kjo). Este compartimiento canalizaria ademas el proceso de distribucion de
farmaco al compartimiento periférico (Ki2), y en el caso de administracién extravasal,

también el proceso de absorcion, caracterizado por la constante de absorcion (K,).

En el compartimiento periférico, desprovisto de mecanismos metabolicos y
excretores de importancia, el farmaco permanece depositado pasivamente y su retorno
al plasma (regido por la constante de retorno Kj;) depende del grado de eliminacion del
compartimiento central y de la afinidad que presente el farmaco hacia los dep6sitos no

acuosos.

Aunque la velocidad de acceso del farmaco a los diferentes elementos del
compartimiento periférico no es la misma y la velocidad de retorno al compartimiento
central tampoco lo es, en la practica los retrasos en la distribucion y en el retorno se

consideran aditivos y estan cuantificados globalmente por las constantes K, y K. Del

127



mismo modo, la constante de absorcién (K;) engloba las de liberacién y absorcion, y la

constante de eliminacion (Kyo) engloba las de metabolismo y excrecion.

Se asume que los procesos de distribucién y eliminacién asociados con este
modelo obedecen a cinéticas de primer orden (Figura 6), lo que significa que la
velocidad con la que un farmaco se absorbe y se elimina a partir del compartimiento

central es proporcional a la concentracién del farmaco en dicho compartimiento.

Las curvas concentracion-tiempo (Figura 7), presentadas en forma
semilogaritmica, demuestran una fase de absorcion en la concentracion plasmatica del
farmaco (1) y una fase de eliminacion (2) en la concentracion plasmatica del farmaco
que principalmente se debe a una distribucion (por difusion pasiva) del farmaco desde el
compartimiento central al compartimiento periférico. Una vez se ha alcanzado un
equilibrio de pseudo-distribucion, la velocidad de eliminacion en la concentracion
plasmatica se reduce y viene determinada principalmente por la eliminacién del farmaco
del compartimiento central. Esta porcion terminal lineal de la curva de disposicion se
denomina fase p de “eliminacion” y a partir de su pendiente (-p/2,303) se deriva la
semivida de eliminacion (t;,3) del farmaco. Resolviendo la curva de disposicion en sus
componentes por el método de residuales, se obtienen los segmentos lineales
denominados fase de “absorcién” y fase de “distribucion” (GIBALDI et al., 1969;

WAGNER, 1975; 1976).
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Figura 6. Diagrama esquematico de un modelo abierto bicompartimental. EI fa&rmaco,
una vez localizado en el compartimiento central se distribuye instantaneamente. La
distribucion entre el compartimiento central y el compartimiento periférico tiene lugar
mas lentamente; Kip, Ky; son constantes de primer orden para la transferencia del
farmaco entre los dos compartimientos. La eliminacion se asume que tiene lugar
exclusivamente desde el compartimiento central; Kjo es una constante de primer orden
para la eliminacién del farmaco a partir del compartimiento central
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Figura 7. Distintas fases de los perfiles de concentracién plasmatica de un farmaco tras
administracion de una dosis oral (1) e intravenosa (2)
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En los estudios de disposicion, los coeficientes A;, A, y A; Y las constantes de
disposicion a, B y K, se calculan a partir de datos experimentales por analisis de
regresién por minimos cuadrados y se usan para calcular los diferentes parametros
farmacocinéticos asociados con el modelo bicompartimental, como indicamos a

continuacion.

Los parametros farmacocinéticos investigados tras la administracién oral del
farmaco flumequina fueron:

A1, Ay, A;  Concentraciones del farmaco extrapoladas a tiempo 0.

ay B Constantes de disposicion. Ambas son constantes hibridas vy
respectivamente gobiernan en conjunto los procesos de distribucion del farmaco al
compartimiento periférico, de retorno al central y de eliminacion del mismo por

biotransformacion y excrecion.
K,  Constante de absorcion.
tize  Semivida plasmatica para la fase inicial de distribucion (o).
ting  Semivida plasmatica para la fase terminal de eliminacion (B).
ti2a  Semivida plasmatica de absorcion.

AUC Area bajo la curva concentracion vs tiempo

CL  Aclaramiento plasmatico total (“Clearance”)

_ Dosis. x F
AUC

CL
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Vi

V,

Kz

Volumen de distribucién en el compartimiento central*
V; = (dosis kg ) (F)/ Ay + 4>

Volumen aparente de distribucion en el compartimiento secundario*
V, = (V1)(F) x (K12/Kz1)

Constante de distribucién desde el compartimiento central al

compartimiento periférico

K

central

Tmax

Cmax

K =a+B- Ku - Ko

Constante de retorno desde el compartimiento periférico al compartimiento

_ (ABK,+A,0K,~A, ap)
Au(K,—a)+Ax(K,—B)

21

Constante de eliminacién.

o.p
K21

Ko =

Tiempo necesario para alcanzar la Cpax.

Concentracién maxima en plasma tras administracion oral.
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2.4. Farmacos y reactivos

- Acetato de etilo (C4HsO, CAS: 141-78-6) Ref: AC01542500 (Sharlau)

- Acetonitrilo (CH3CN, Grado HPLC) Ref: AC03292500 (Sharlau)

- Acido clorhidrico 37% (HCI CAS: 7647-01-0) Ref: AC07301000 (Sharlau).

- Acido ortofosforico 85% (Hs PO, CAS: 7664-38-2) Ref: AC1098005P (Sharlau).
- Hidrdxido sodico (OHNa CAS: 1310-73-2) (Merck)

- 2-Fenoxi-etanol (CgH100, CAS: 122-99-6) Ref: FE05251000 (Sharlau)

- Flumequina (C14H1,FNO3 CAS: 42835-25-6) Ref: F-7016 (Sigma)

- Flumequina, pureza 99,95% (C14H1,FNO3 CAS: 42835-25-6) Ref: 2010405

(Laboratorios Impex Quimica, S.A.)

- Metanol (CH3OH CAS: 67-56-1, Grado HPLC) Ref: ME03062500 (Sharlau)

- Tetrahidrofurano (C4HsO CAS: 109-99-9, Grado HPLC) Ref: TE02252500 (Sharlau)
- Trietilamina [N (CH,CHjs)3 ] Ref: 808352 (Merck)

- Tris-hidroximetil-aminometano [(HOCH,);CNH;] Ref: 1.08382.0500 (Merck)
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3. RESULTADOS

3.1. Farmacocinética de flumequina tras administracion tnica oral en

doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758)

3.1.1. Niveles plasmaticos de flumequina tras administracion unica oral

Los niveles plasméticos de flumequina obtenidos en doradas tras la
administracion Gnica oral de 12 mg flumequina/kg p.v. se representan en la Tabla 19.
La Figura 8 ilustra los niveles plasmaticos medios de flumequina frente al tiempo,

calculados tras administracion oral de 12 mg flumequina/kg p.v. en doradas.
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Tabla 19. Niveles plasméticos (ng/ml) de flumequina tras administracion unica oral de 12 mg flumequina/kg p.v. en doradas

GRUPO 1 TRATADO
TIEMPO ANIMALES (54 doradas) Flumequina Valor medio (n=6) + SD

(h) (n° identificacion) (ng/ml) (ng/ml)

0,5 T1,T2,T3,T4,T5T6 0,0790,082 | 0,207 | 0,115 | 0,164 | 0,167 0,136 + 0,052
1 T7,T8,T9,T10,T11,T12 0,216 0,222 | 0,296 | 0,293 | 0,190 | 0,152 0,228 + 0,057
2 T13,T14,T15,T16,T17,T18 0,475/ 0,554 | 1,050 | 0,873 | 0,948 | 0,525 0,738 £ 0,248
4 T19,T20,T21,T22,T23,T24 0,890 1,188 | 0,436 | 0,999 | 0,571 0,852 0,823 £ 0,277
6 T25,T26,T27,T28,T29,T30 0,247 0,274 0,555 0,321 | 0,362 | 0,338 0,349 + 0,109
8 T31,T32,T33,T34,T35,T36 0,183|0,289| 0,181 | 0,160 | 0,185 0,158 0,193 + 0,049
10 T37,T38,T39,T40,T41,T42 0,210( 0,114 (0,107 | 0,238 0,204 | 0,108 0,164 + 0,060
12 T43,T44,T45,T46,T47,T48 0,064 | 0,094 | 0,130 | 0,193 0,101 | 0,116 0,116 + 0,044
24 T49,T50,T51,T52,T53,T54 0,051 0,042 | 0,057 | 0,059 | 0,076 | 0,052 0,056 + 0,011

SD: Desviacion estandar
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Figura 8. Niveles medios plasmaticos (pug/ml) de flumequina tras administracion Gnica oral de 12 mg flumequina/kg p.v. en doradas. Cada punto
representa el valor medio de 6 animales; las barras verticales corresponden a la desviacion estandar
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3.1.2. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras administracion unica

oral

Los niveles plasmaticos de flumequina vs tiempo obtenidos tras administracion
Unica oral de 12 mg flumequina/kg p.v., se fijaron secuencialmente a 1-, 2- y multiple-
modelo compartimental usando el programa WinNonlin (Version 5.0.1; Pharsight
Corporation, Mountain View, CA, USA). El modelo fue determinado por el mejor ajuste
en base al valor mas pequefio del Criterio de Informacion de Akaike (YAMAOKA et al.,
1978). La curva de las concentraciones plasmaticas de flumequina frente al tiempo tras
administracién Unica oral obtenida, se ajust6 adecuadamente a un modelo
bicompartimental para su analisis cinético de acuerdo a la siguiente ecuacion

exponencial:
C=Are™+A-eP_py.e™

donde C es la concentracion plasmatica de flumequina; A;, Az y As son
coeficientes matematicos; a es la constante hibrida de velocidad para la fase de
distribucion, B es la constante hibrida para la fase de eliminacién terminal y Ka es la
constante de velocidad de absorcion, constante de primer orden. Los valores de los
parametros farmacocinéticos de la flumequina calculados a partir de la administracién

Unica oral de 12 mg flumequina/ kg p.v. se presentan en la Tabla 20.

Tras la administracién oral de flumequina (Tabla 20) se observo que el farmaco
fue absorbido y méas lentamente eliminado obteniéndose una semivida de absorcién
(t122) de 1,379 h, y alcanzando una concentracién maxima (Cmax) de 0,586 pg/ml en un
tiempo (Tmax) de 2,472 h. Tras la administracion Unica oral de flumequina se observé un

valor de la semivida de eliminacion (ti/,s) de 18,788 h.
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Tabla 20. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras administracion unica oral de

12 mg flumequina/kg p.v. en doradas

Parametro*
As (ug/ml) 4,458
Az (pug/ml) 0,124
As (ng/ml) 4,582
a(h™) 0,368
B(h™) 0,037
Ka(h™) 0,503
ta (h) 1,379
tq (h) 1,883
typ (h) 18,788
Kiz (h ™) 0,133
Ka1 (h ™) 0,066
Kio (h ™) 0,206
AUC (mgl*h) 6,358
Crnax (ng/ml) 0,586
Tmax (h) 2,472

* Parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de la curva de niveles medios
plasmaticos vs tiempo
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3.2. Farmacocinética de flumequina tras administracion miltiple oral de

flumequina durante 5 dias en doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758)

3.2.1. Niveles plasmaticos de flumequina tras administracion multiple oral

Los niveles plasmaticos de flumequina obtenidos en cada animal tras
administraciéon mdltiple oral de 12 mg flumequina’kg p.v./dia durante 5 dias
consecutivos se representan en la Tabla 21 y Tabla 22. Las Figuras 9 y 10 ilustran los
niveles plasmaticos medios de flumequina frente al tiempo, tras administracion maltiple

oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia durante 5 dias consecutivos.
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Tabla 21. Niveles plasméticos (ug/ml) de flumequina tras administracion multiple oral

de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5 dias consecutivos en doradas

GRUPO 1 TRATADO

. Tiempo
Tiempo tras acumulado
dosis tras la Animales (180 doradas) Flumequina
D1,D2,D3,D4, . (n° identificacion) (ng/ml)
D5 (h) primera
dosis (h)
0,5h-D1 0,5 T1,T2,T3,T4,T5T6 0,079 10,082|0,2070,115|0,164|0,167
1h-D1 1 T7,T8,T9,T10,T11,T12 0,216 |0,222|0,2960,293|0,190|0,152
2 h-D1 2 T13,T14,T15,T16,T17,T18 0,47510,554|1,050|0,873|0,948|0,525
4 h-D1 4 T19,T20,T21,T22,T23,T24 0,890 |1,188|0,4360,999|0,571|0,852
6 h-D1 6 T25,T26,T27,T28,T29,T30 0,24710,274|0,555]0,321|0,362|0,338
8 h-D1 8 T31,T32,T33,T34,T35,T36 0,183 0,289|0,1810,160{0,185|0,158
10 h-D1 10 T37,T38,T39,T40,T41,T42 0,210 ]0,114/0,1070,238|0,204|0,108
12 h-D1 12 T43,T44,T45,T46,T47,T48 0,064 10,094/0,130/0,193{0,101|0,116
24 h-D1 24 T49,T50,T51,T52,T53,T54 0,051 |0,042|0,0570,059(0,076|0,052
4 h-D2 28 T55,T56,T57,T58,T59,T60 0,52810,8911,371|0,757|0,764|0,831
8 h-D2 32 T61,T62,T63,T64,T65,T66 0,164 10,218|0,17410,229|0,207|0,173
12 h-D2 36 T67,T68,T69,T70,T71,T72 0,064 10,118/|0,07410,129(0,107|0,073
24 h-D2 48 T73,T74,T757T76,T77,T78 0,092 10,087|0,0380,032{0,032|0,038
4 h-D3 52 T79,T80,T81,T82,T83,T84 0,954 11,104/0,8160,606|0,509|0,826
8h-D3 56 T85,T86,T87,T88,T89,T90 0,266 |0,261|0,239|0,154]0,191|0,160
12 h-D3 60 T91,T92,T93,T94,T95,T96 0,166 10,161|0,139|0,054]0,091| 0,06
24 h-D3 72 T97,T98,7T99,T100,7T101,T102 | 0,028 {0,025|0,103(0,041(0,072|0,056
4 h-D4 76 T103,T104,T105,T106,T107,T108| 0,901 |0,772|0,641|0,593|0,550|1,363
8 h-D4 80 T109,T110,T111,T112,T113,T114| 0,208 |0,238/0,178|0,196|0,172|0,220
12 h-D4 84 T115,T116,T117,T118,T119,T120| 0,108 |0,138/0,078|0,096|0,072|0,120
24 h D4 96 T121,T122,T123,T124,T125,T126| 0,086 |0,060|0,056|0,042|0,027]0,056
0,5 h-D5 96,5 |T127,T128,T129,T130,T131,T132| 0,085 |0,123|0,102(0,184(0,199|0,154
1 h-D5 97 T133,T134,T135,T136,T137,T138| 0,198 |0,302|0,270|0,211|0,201|0,220
2 h-D5 98 T139,T140,T141,T142,T143,T144| 0,976 |0,632|1,003|0,540{0,790]0,650
4 h-D5 100 T145,T146,T147,T148,T149,T150| 0,923 |0,732(0,822|0,503]0,989(0,802
6 h-D5 102 T151,T152,T153,T154,T155,T156| 0,334 |0,539/0,402|0,301|0,289|0,355
8 h-D5 104 T157,T158,T159,T160,T161,T162| 0,287 |0,177|0,183|0,154|0,144|0,205
10 h-D5 106 T163,T164,T165,T166,T167,T168| 0,202 |0,113|0,147|0,149|0,154|0,125
12 h-D5 108 T169,T170,T171,T172,T173,T174| 0,076 |0,189|0,190|0,098|0,072|0,115
24 h-D5 120 T175,T176,T177,T178,T179,T180| 0,088 |0,047|0,064|0,075|0,045]0,038

D1:dia 1; D2: dia 2; D3: dia 3; D4: dia 4; D5: dia 5
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Tabla 22. Niveles medios plasmaticos (ug/ml) de flumequina tras administracién

multiple oral de 12 mg flumequina/kg p,v,/dia, durante 5 dias consecutivos en doradas

GRUPO 1 TRATADO

Tiempo

Valor medio

Tiempo tras dosis mul ras | .Anilflales 3y n=6) + SD
D1,D2,D3,D4,D5 (h) ;cr‘i‘m:r:‘h"ozi sa:h;' (n° identificacién) ( ('fg)/ms
0,5 h-D1 0,5 T1,T2,T3,T4,T5T6 0,136 + 0,052
1h-D1 1 T7,T8,T9,T10,T11,T12 0,228 + 0,057
2 h-D1 2 T13,T14,T15,T16,T17,T18 0,738 +£0,248
4 h-D1 4 T19,T20,T21,T22,T23,T24 0,823 +£ 0,277
6 h-D1 6 T25,T26,T27,T28,T29,T30 0,350 + 0,109
8 h-D1 8 T31,T32,T33,T34,T35,T36 0,193 + 0,049
10 h-D1 10 T37,T38,T39,T40,T41,T42 0,164 + 0,060
12 h-D1 12 T43,T44,T45,T46,T47,T48 0,116 +£0,044
24 h-D1 24 T49,T50,T51,T52,T53,T54 0,056 + 0,011
4 h-D2 28 T55,T56,T57,T58,T59,T60 0,857 + 0,280
8 h-D2 32 T61,T62,T63,T64,T65,T66 0,194 + 0,027
12 h-D2 36 T67,T68,T69,T70,T71,T72 0,094 + 0,027
24 h-D2 48 T73,T74,T757T76,T77,T78 0,053 £ 0,028
4 h-D3 52 T79,T80,T81,T82,T83,T84 0,803 £ 0,219
8h-D3 56 T85,T86,T87,T88,T89,T90 0,212 + 0,050
12 h-D3 60 T91,T92,T93,T94,T95,T96 0,112 + 0,050
24 h-D3 72 T97,T98,T99,T100,T101,T102 0,054 + 0,030
4 h-D4 76 T103,T104,T105,T106,T107,T108[ 0,803 + 0,303
8 h-D4 80 T109,T110,T111,T112,T113,T114| 0,202 + 0,025
12 h-D4 84 T115,T116,T117,T118,T119,T120[ 0,102 + 0,025
24 h D4 96 T121,T122,T123,T124,T125,T126[ 0,055 + 0,020
0,5 h-D5 96,5 T127,T128,T129,T130,T131,T132| 0,141 + 0,046
1 h-D5 97 T133,T134,T135,T136,T137,T138| 0,234 + 0,042
2 h-D5 98 T139,T140,T141,T142,T143,T144] 0,765+ 0,191
4 h-D5 100 T145,T146,T147,T148,T149,T150| 0,795+0,170
6 h-D5 102 T151,T152,T153,T154,T155,T156( 0,370 + 0,092
8 h-D5 104 T157,T158,T159,T160,T161,T162| 0,192 + 0,051
10 h-D5 106 T163,T164,T165,T166,T167,T168| 0,148 + 0,031
12 h-D5 108 T169,T170,T171,T172,T173,T174| 0,123 +0,054
24 h-D5 120 T175,T176,T177,T178,T179,T180| 0,060 + 0,020

D1: dia 1; D2: dia 2; D3: dia 3; D4: dia 4; D5: dia 5; SD: desviacion estandar
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Figura 9. Niveles medios plasmaticos (pg/ml) de flumequina tras administracion maltiple oral de 12 mg flumequina/ kg p,v,/dia durante 5 dias
consecutivos en doradas, Cada punto representa el valor medio de 6 animales; las barras verticales corresponden a la desviacion estandar
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Figura 10. Niveles medios plasmaticos de flumequina en doradas tras administracion multiple oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5
dias consecutivos (Figura obtenida con el programa WinNolin)
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3.2.2. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras administracion multiple

oral

Los niveles medios plasmaticos de flumequina obtenidos tras administracién
multiple oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5 dias consecutivos se fijaron
secuencialmente a 1-, 2- y mdltiple- modelo compartimental usando el programa
WinNonlin (Version 5.0.1; Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA). El modelo
fue determinado por el mejor ajuste en base al valor mas pequefio del Criterio de
Informacion de Akaike (YAMAOKA et al., 1978). Las curvas de disposicion plasmatica
de flumequina tras administracion oral mdltiple se ajustaron adecuadamente a un
modelo bicompartimental para su analisis cinético de acuerdo a la siguiente ecuacién

exponencial:
C=Are™+A-eP_py. g™

donde C es la concentracion plasmatica de flumequina; A;, Az y As son
coeficientes matematicos; a es la constante hibrida de velocidad para la fase de
distribucion, B es la constante hibrida para la fase de eliminacién terminal y K, es la
constante de velocidad de absorcion, constante de primer orden. Los pardmetros
farmacocinéticos obtenidos y estimados en el primer dia (D1) y en la dltima
administracion (D5) tras administracion maltiple oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia
se presentan en las Tabla 23 y Tabla 24 respectivamente. Los pardmetros
farmacocinéticos estimados para todo el periodo completo de dosis multiple oral (5

dias) se presentan en la Tabla 25.

Los parametros farmacocinéticos de flumequina obtenidos a partir de los niveles

medios plasmaticos tras la administracion oral para el primer dia de dosificacion, para el
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quinto dia de dosificacion y para el periodo completo de dosificacion se representan en

la Tabla 26.

Los parametros tiop y AUC fueron similares en el primer dia, quinto dia y
periodo completo de tratamiento, por lo que se sugiere que no existe acumulacion del
farmaco ni una saturacion en su eliminacidn originada por el tratamiento prolongado. La
semivida de eliminacion (tizp) tras el primer dia de tratamiento alcanza valores de
18,788 h y tras el quinto dia de tratamiento 23,491 h, algo mas prolongado pero no
estadisticamente significativo por la variabilidad en los niveles plasmaticos a las 24 h
(valores de 0,051/ 0,042/ 0,057/ 0,059/ 0,076/ 0,052 con un valor medio de 0,056 +
0,011 a las 24 h tras la primera dosis frente a 0,088/ 0,047/ 0,064/ 0,075/ 0,045/ 0,038

con un valor medio de 0,060 + 0,020 a las 24 h tras la quinta dosis).

La absorcion oral queda reflejada en la semivida de absorcion ti, de 1,542 h
para el periodo completo de dosificacién. Tras la administracion maltiple oral de 12 mg
flumequina/kg p.v./dia se obtuvo una concentracion maxima (Cpax) de 0,621 pg/ml en
un tiempo (Tmax) de 2,573 h. Tras la administracion maltiple oral, la flumequina se
elimina mas lentamente del organismo, siendo la semivida plasmética de eliminacion
(t2p) de 18,396 h detectandose niveles plasmaticos del antimicrobiano hasta 24 horas

post administracioén en un rango de 0,038 a 0,088 ug/ml.
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Tabla 23. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras el primer dia (12 dosis) de la

administracién oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, en doradas

GRUPO 1 TRATADO
Primer dia de administracion (54 doradas)
Parametro™

A; (ng/ml) 4,458
Az (ug/ml) 0124
As (ug/ml) 4,582
a(h”) 0,368
B 0,037
Ke(h™) 0,503
t¥2a () 1,379
trea (W) 1,883
L (W) 18,788
Kiz (h™) 0,133
Ka (h7) 0,066
Kio () 0,206
AUC (mgl™h) 6 358
Crme (ug/mD) 0550
Tnax (1) 2472

* pardmetros farmacocinéticos obtenidos a partir de la curva de niveles medios
plasmaticos vs tiempo
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Tabla 24. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras el quinto dia (52 dosis) de la

administracién oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, en doradas

GRUPO 1 TRATADO
Quinto dia de administracion (54 doradas)
Parametro™

As (ng/ml) 7,553
A, (ug/ml) 0,103
As (ug/ml) 7.656
ah™) 0,359
B(h™) 0,029
Ka(h™) 0,438
t%a () 1,583
trea (W) 1,933
L (W) 23,491
Kiz (h™) 0,130
Kes () 0,051
Kio () 0,207
AUC (mgl™h) 7068
Corax (Hg/mI) 0.616
Tiax () 2656

*parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de la curva de niveles medios
plasmaticos vs tiempo
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Tabla 25. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras la administracion oral de

dosis de 12 mg flumequina kg p.v./dia, durante cinco dias consecutivos, en doradas

GRUPO 1 TRATADO
periodo completo de dosificacion (5 dias) (180 doradas)
Parametro™

Au (ug/mi) 7,714

A, (ug/ml) 0,100

As (ug/ml) 7.814

ah™) 0,369

B 0,038

Ka(h™) 0,450

t¥a (h) 1,542

trea (W) 1,880

L (W) 18,396

Kiz (™) 0,109

Kes () 0,058

Kio (h™) 0,239

AUC (mgl™h) 6194

Coax g/ 0621

Tiax () 2573

*parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de la curva de niveles medios
plasmaticos vs tiempo
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Tabla 26. Parametros farmacocinéticos de flumequina tras el primer dia de tratamiento
(D1), tras el quinto dia de tratamiento (D5) y tras el periodo completo (5dias) de la

administracién multiple oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, en doradas

GRUPO 1 TRATADO

Parametro™ . l?ri“‘ef'f‘ . .Quint.zt Peri(()i((i)(s)iicizl:cli)(l;:o @

simililn (01 el (0)

(180 doradas)

As (1g/ml) 4,458 7,553 7,714
Ao (g/mli) 0,124 0,103 0,100
As (Lg/ml) 4,582 7,656 7,814
o (h) 0,368 0,359 0,369
B (h7 0,037 0,029 0,038
Ke (h ) 0,503 0,438 0,450
t% 5 (h) 1,379 1,583 1,542
tyq () 1,883 1,933 1,880
tp (M) 18,768 23,491 18,396
Ko (h ™) 0,133 0,130 0,109
Ko (h ) 0,066 0,051 0,058
Ko (h ) 0,206 0,207 0,239
AUC (mglh) 6,358 7,068 6,194
Conax (tg/ml) 0,586 0,616 0,621
Trax (M) 2,412 2,656 2573

D1: dia 1; D5: dia 5
* parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de la curva de niveles medios
plasmaticos vs tiempo

149



3.2.3. Indices PK/PD correlacionados con la eficacia del antibidtico

Los datos farmacocinéticos (PK) son una herramienta Gtil usada para describir y
predecir los perfiles de concentracién de un farmaco en los fluidos bioldgicos
(usualmente plasma) y combinarlos con datos farmacodinamicos (PD), en nuestro caso
con datos de susceptibilidad bacteriana al antibiético flumequina, ello constituye la
modelizacion PK/PD en relacién con la eficacia del antibiotico, ademas de minimizar el

desarrollo de resistencias.

Las fluoroquinolonas en general se consideran antimicrobianos bactericidas
concentracion dependiente frente a bacterias Gram-negativas y algunas bacterias Gram-
positivas (DUDLEY, 1991), aunque algunos investigadores afirman que en caso
especifico de bacterias Gram-positivas el comportamiento bactericida de las
fluoroquinolonas es tiempo-dependiente (KECK Y BORNE, 1995). Al referirse a la
potencial eficacia clinica de la flumequina es muy importante relacionar los datos de
sensibilidad in vitro con la informacion farmacocinética correspondiente. En efecto, los
estudios farmacocinéticos (PK) y los estudios de actividad in vitro (PD) de las
fluoroquinolonas permiten predecir la dosis necesaria para lograr el resultado clinico
deseado, aunque se debe confirmar con estudios clinicos. Las quinolonas son
antibiéticos concentracién-dependiente (ZHANEL, 2001), en estos casos, los
parametros que mejor se relacionan con la eficacia de un antibiético son las relaciones
area bajo la curva (AUC)/CMI (un valor de AUC/CMI de 100-125, es necesario para
asegurar la efectividad del antibi6tico) (FORREST et al., 1993; MADARAS-KELLY et
al., 1996; LODE et al., 1998) Yy la concentracion plasméatica maxima (Cpax)/CMI (un
valor de Cpax/CMlgy > 10) (DUDLEY, 1991; DRUSANO et al., 1993; MADARAS-

KELLY et al., 1996; WALKER, 2000). No obstante existen datos que indican que
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valores de AUC/CMI por encima de 125 siempre no son necesarios (DALLA COSTA 'y

DERENDOREF, 1996; LACY et al., 1999; LISTER y SANDERS, 1999a,b).

La Tabla 27 recoge los parametros farmacocinéticos seleccionados para predecir la
eficacia de la flumequina en el régimen de dosificacion propuesto (12 mg
flumequina/kg p.v./dia, durante 5 dias consecutivos) frente a infecciones en peces por
bacterias comunes entre las que podemos destacar las siguientes junto con las CMlspy

CMIlggtomadas de la literatura:

Vibrio anguillarium, CMlsy:

<0,1 pg/ml (MARTISEN et al., 1992; BARNES et al., 1990)

0,15 pg/ml (RIGOS et al., 2003)

<0,075-0,3 pg/ml (LEDO et al., 1987)

e V. alginolyticus, CMlsp: 1,2 pg/ml (RIGOS et al., 2003)

e V. damsela, CMlsy: 0,019 pg/ml (RIGOS et al., 2003)

e V. fluvialis, CMls:0.15 pg/ml (RIGOS et al., 2003)

o Aeromonas salmonicida, CMlsg:

0,02-0,01 pg/ml (15°C) (HOIE et al., 1994)

0,063 pg/ml (15°C) (MARTISEN et al., 1992; BARNES et al., 1990)
0,18 pg/ml (4°C) (MARTISEN et al., 1992; BARNES et al., 1990)
0,075 pg/ml (BARNES ef al., 1991)

<0,075 pg/ml; CMlgp: 0,1 pg/ml (BARNES et al., 1991)

e Yersinia ruckeri: CMlsy: 0,075-0,3 pg/ml (LEDO et al., 1987)
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Tabla 27. Predictores de eficacia (AUC/CMlsy, AUC/CMlgy Cpax/CMlsy Yy

Cmax/CMlgp) estimados para flumequina tras dosis maltiple oral 12 mg/kg p.v./dia frente

a bacterias comunes en doradas.

Parametros farmacocinéticos (valor medio)

Crmax (1g/ml) 0,621
AUC (pg/ml/h) 6,194
Indices PK/PD
382 - 21 b326 41
AUC/ CMls,
9619 - 98 62 82 - 21
83-2.1 b32.7 4,1
Cmax /| CM I50
9%62-98 6,2 '83-21

%Vibrio anguillarium, CMlso: 0,075- 0,3 ug/ml
bVibrio damsela, CMlsg: 0,019 pg/mi

“Vibrio fluvialis, CMlso: 0,15 pg/ml
“deromonas salmonicida, CMlsg: 0,01-0,063 pg/ml (15°C)

*Aeromonas salmonicida, CMlg : 0,1pug/ml
YYersinia ruckeri, CMlsg: 0,075-0,3 pg/ml
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3.3. Distribucion y deplecion tisular de flumequina tras administracion

multiple oral de flumequina en doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758)

Tras la administracion oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia durante 5 dias
consecutivos, se detectd la presencia del compuesto flumequina en musculo + piel en

proporciones naturales, en doradas; los valores obtenidos se presentan en la Tabla 28.

Para considerar la influencia de la temperatura del agua en las funciones
fisiologicas y/o metabolismo de los peces y consecuentemente en la deplecion de
farmacos, el tiempo se expresa como grado-dia. Los grados-dia obtenidos en nuestro
estudio fueron calculados multiplicando la media diaria de las temperaturas del agua (18
°C) por el nimero total de dias medidos (14 dias de duracion del experimento) resultando

252 °C-dia (EMEA, 2008) (Tabla 29).

Las concentraciones medias de flumequina en musculo + piel en proporciones

naturales se representan también mediante gréaficos de lineas en la Figura 11.

Estos resultados demuestran que la flumequina posee una buena distribucion
tisular. A las 3 horas tras la ultima administracion de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, los

niveles medios de flumequina encontrados en tejido fueron de 1564,98 + 242,64

pa/ka.

A las 24 horas tras la administracion oral de la Gltima dosis de flumequina, los
valores medios tisulares de flumequina detectados declinaron considerablemente,
encontrandose concentraciones en tejido musculo + piel de 131,14 + 46,67 pg/kg.
Transcurridos 2, 3, 8, 10 y 14 dias después de finalizado el tratamiento, las
concentraciones de flumequina en tejido disminuyeron detectdndose concentraciones

que fueron a los 2 dias 13,53 + 4,38 ug/kg y a los 3 dias 7,54 + 2,41 ug/kg. En las
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muestras de tejido analizadas correspondientes a los 8, 10 y 14 dias no se encontraron

residuos de flumequina superiores al limite de cuantificacién de la técnica analitica.

Tabla 28. Niveles tisulares medios (pg/kg) de flumequina tras administracion oral de 12

mg flumequina /kg p.v./dia durante 5 dias, en doradas

Tiempo tras
la ultima dosis

GRUPO 2 TRATADO (49 doradas)

Animales
(49 doradas)

Misculo + piel

Valor medio (n=7)xDS

(n° identificacién) ng/'kg (ng/kg)
Pl 1240,70
P2 1311,70
P3 1526,25
© 3122 rc?isas) P4 1624,35 1564,98 + 242,64

| PS5 1960,15
P6 1576,35
P7 1715,35
P8 72,65
P9 169,40
P10 170,20

2?1%?:33 P11 104,70 131,14 + 46,67
P12 71,00
P13 160,00
P14 170,00
P15 11,55
P16 18,05
P17 7.90

Lg 2?;:1)3 P18 12,65 13,53 + 4,38
P19 11,00
P20 12,85
P21 20,70
p22 5,60
P23 10,80
P24 7,95

7(?% Z?JSS P25 6,15 7,54 +2,41
P26 6,60
p27 4,90
P28 10,80
P29 <LOD
P30 <LOD
P31 <LOD

1232 CTIZ;?S P32 <LOD
P33 <LOD
P34 <LOD
P35 <LOD
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(Continuacion Tabla 28)

GRUPO 2 TRATADO (49 doradas)
Tiempo tras la , .
+
ultima dosis Animal Musculo + piel Valor medio (n=7) = DS
n° identificacion /k
( ) ng/kg (ng/kg)
P36 <LOD
p37 <LOD
P38 <LOD
240 horas
(10 dias) P39 <LOD
P40 <LOD
P41 <LOD
P42 <LOD
P43 <LOD
P44 <LOD
P45 <LOD
:‘gi Z?;;S P46 <LOD
P47 <LOD
P48 <LOD
P49 <LOD

Tabla 29. Deplecion de residuos de flumequina tras administracion oral de 12 mg

flumequina /kg p.v./dia durante 5 dias consecutivos en doradas

Tlempo(;i;:sr[:ll;e/sk (giepl.il, ;l(;tilal;la dosis Musculo + piel
Dias Grados-Dia Valor médlizu(ﬁlge/(ll{l;)nf DS (n=7)
0,125 2,25 1564,98 + 242,64
1 18 131,14 + 46,67
2 36 13,529 + 4,38
3 o4 7,54 +241
8 144 <LOD
10 180 <LOD
14 252 <LOD
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Figura 11. Deplecion de residuos de flumequina en musculo + piel de doradas tras
administracién oral de 12 mg flumequina /kg p.v./dia durante 5 dias consecutivos

Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, cuando un farmaco es
administrado para propositos terapéuticos en un animal productor de alimentos, como es
el caso del pez dorada, como medida de seguridad para el consumidor se exige
establecer el tiempo de espera o periodo necesario para asegurar que los residuos en los

tejidos estén por debajo de los LMR establecidos.

Existen numerosos disefios experimentales y estadisticos para establecer el
tiempo de espera. La EMEA recomienda para la armonizacion de los tiempos de
retirada el uso de un programa de regresion lineal como método estadistico de eleccion
(EMEA, 2002). Usando este programa, el tiempo de espera o retirada se determina
como el tiempo cuando el limite de tolerancia es del 95%, para que el residuo esté por
debajo del LMR, con una confianza del 95%. Como ya mencionamos en el capitulo

correspondiente a residuos, la Union Europea (UE) ha establecido un LMR para la
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flumequina en peces de 600 ng/g para muasculo + piel en proporciones naturales.

(REGLAMENTO (UE) n° 37/2010).

En el presente estudio en doradas, para determinar la deplecién de flumequina,
tras la administracion oral de una dosis de 12 mg flumequina /kg p.v./dia durante 5 dias,
hemos evaluado los resultados de los niveles tisulares totales obtenidos de flumequina
(Tabla 28). Aplicando el programa estadistico recomendado por la EMEA de regresion
lineal para masculo + piel en proporciones naturales obtenidos en nuestro ensayo (dosis
de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5 dias consecutivos) en base de los niveles
detectados de flumequina (Tabla 28) y analizando los resultados obtenemos un tiempo

de espera de 1,06 dias (Figura 12) para asegurar el cumplimiento del LMR.

En conclusion, en el presente estudio tras dosis oral multiple de 12 mg
flumequina /kg p.v./dia durante 5 dias en doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758) se
recomienda un tiempo de retirada del medicamento de 2 dias previo al sacrificio que a
una temperatura del agua de 18°C equivale a 19,08 grados-dia, para consumo humano

como medida de salud publica.
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Niveles de Flumequina en musculo+piel (ng/kg)

W results

FILE PRINT TMAX FACTCOR

| musculopiel. wt |
. [16101773724
S EXP No: | ‘
GopE. |231647928579
gopEG. |B06287074448 DATE: | ‘
coLpOE: |749821999044 5PEEIE5:|durada ‘
— . [101467610424 -
: e ICPT: : TISSUE: |musculo+plel ‘
Plot Graph|| SLOPE: |18278726774 =
CORR: -960504464151 NTOT: | ‘
Prob. Plot || Sxv:  (B1#400873778]  grgy. [4 |
F.TEST |38842842427701—][p<0.025)
— MAL
COCHRAN-TEST |4225138497745;—(p>0.05)
BARTLETT-TEST |4#504405520616—|(p> 0.05) Factor | !
SHAPIRO/WILK-TEST [3394534310136—(p > 0.10) Withdrawal time
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Figura 12. Residuos de flumequina en masculo + piel en proporciones naturales de
doradas tras la administracion oral de 12 mg flumequina /kg p.v./dia, durante 5 dias.
Datos generados usando el software de EMEA (EMEA, 2002). Resultados de la
regresion lineal. Tiempo de espera (WT) resultante para musculo+piel
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4. DISCUSION

Las fluoroquinolonas suponen una importante opcion para el tratamiento
empirico frente a infecciones graves causadas por bacterias Gram-negativas. Son
utilizadas en situaciones en los cuales las pruebas microbioldgicas y de susceptibilidad
pudieran ser eficaces para el tratamiento de infecciones severas o recurrentes del tracto
urinario, piel o tejidos blandos. El uso inadecuado de estos antibi6ticos puede llevar al
desarrollo de resistencias bacterianas lo cual podria provocar la retirada de estos
antibioticos del arsenal de farmacos veterinarios. Por lo tanto, se deberian considerar las
caracteristicas farmacocinéticas de estos antibioticos combinadas con su susceptibilidad
microbioldgica en la eleccion de tratamientos para maximizar la eficacia y minimizar el
desarrollo de resistencias bacterianas (ANADON y MARTINEZ-LARRANAGA,,

1992).

La alta densidad de peces que tienen las piscifactorias facilita la transferencia de
enfermedades bacterianas, por lo que si no se tratan a tiempo puede originarse una gran
pérdida econdmica por la mortalidad y/o un crecimiento reducido de los peces enfermos
implicados. También, el uso inadecuado de los antibiéticos en las piscifactorias puede
causar riesgos potenciales por residuos de estos farmacos en los peces destinados a
consumo humano e inducir resistencias a antibiéticos en las bacterias; ademas, el uso de
farmacos en las piscifactorias también puede originar impacto en el medio acuético.
Como desventaja a la 6ptima eleccion del régimen de dosificacion, tenemos que resaltar
que la dosis de los compuestos antimicrobianos en la practica piscicola, a menudo, se
extrapola de investigaciones llevadas a cabo en mamiferos, por existir limitados datos

farmacocinéticos en especies acuaticas que soporten esta eleccion de dosis.
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Las piscifactorias estdn incrementando cada vez mas, siendo en el area
mediterranea una industria con cada vez mas intereses en la produccion de especies con
destino a consumo humano. En la Gltima década, los peces en sistemas intensivos han
sido propensos a infecciones parasiticas y bacterianas. Infecciones por Vibrio vulnificus,
Aeromonas salmonicida y Edwardsiella tarda han producido graves pérdidas con alta
mortalidad, con el agravante de que no existen vacunas Utiles frente a estas infecciones.
Solamente se pueden tratar estas infecciones con antimicrobianos. La via comin de
administracién de agentes antibacterianos es por bafio y principalmente por
incorporacion a la dieta ya que permite el tratamiento de toda la poblacion sin
someterles a ningun estrés y con minimos costes, aunque tiene como desventaja la
pérdida de apetito que sufren los peces con enfermedades bacterianas en las

piscifactorias.

Los primeros avances en la quimioterapia en piscifactorias fueron revisados por
AUSTIN y AUSTIN (1987) y ALDERMAN (1988). La flumequina, antibiético objeto
de nuestro estudio, compuesto bactericida con amplia actividad antibacteriana frente a
microorganismos Gram-negativos y algunos Gram-positivos, ha sido ampliamente
utilizada para el tratamiento de enfermedades sistémicas bacterianas en acuicultura. Su
uso en acuicultura en Europa esta bien documentado, particularmente en la industria del
salmén Atlantico (GRAVE et al., 1996). Se administra en el pienso, preferentemente en
forma de “pellets” o alternativamente en forma de premezclas (GRAVE et al., 1990;
HORSBERG y BERGE, 1986). Es eficaz frente a infecciones bacterianas comunes tales
como furunculosis (Aderomonas salmonicida), furunculosis atipicas (4. salmonicida
subsp. salmonicida), vibriosis clasica (Listonella (Vibrio) anguillarum), vibriosis de

agua fria (Vibrio salmonicida) y yersiniosis (Yersinia ruckeri) (AUSTIN et al., 1983;

160



CHEVALIER et al, 1981; O'GRADY et al., 1988; HUSTVEDT et al., 1992;

RODGERS y AUSTIN, 1983; SAMUELSEN y BERGH, 2004).

En diversas especies de peces de agua dulce y salada se han llevado a cabo
estudios farmacocinéticos de la flumequina tras diversas vias de administracion del
farmaco, tales como en fletan (Hippoglossus hippoglossus) y rodaballo (Scophthalmus
maximus) (SAMUELSEN & ERVIK, 1997; HANSEN y HORSBERG, 1999), en
porredana (SAMUELSEN y ERVIK, 2001), en lubina (RIGOS et al., 2002), en anguila
(Anguilla anguilla) y carpa (BOON et al.,, 1991; HANSEN y HORSBERG, 2000a;
VAN DER HEIJDEN et al., 1994), en bagre de canal (Ictalurus punctatus) ( PLAKAS
et al., 2000), en trucha arco iris (Salmo gairdneri) (SOHLBERG et al.,1990;
CHEVALIER et al., 1981), en trucha (Oncorhynchus mykiss) (SOHLBERG et al.,
1994), salmén del Atlantico (Salmo salar) (ROGSTAD et al., 1993; ELEMA et al.,
1994, 1995; MARTINSEN y HORSBERG, 1955; ELLINNGSEN et al., 2002;

SOHLBERG et al., 2002).

Sin embargo, a nuestro conocimiento, en el pez dorada (Sparus aurata, Linnaeus
1758) existe en la literatura una informacion muy limitada del perfil cinético de la
flumequina, Unicamente el trabajo de RIGOS et al. (2003) sobre la cinética de la
flumequina tras administracion intravenosa y los trabajos de MALVISI et al. (1997) y
TYPERNOU et al. (2003) sobre su distribucion y deplecion tisular tras administracion
oral. El presente estudio fue disefiado para proporcionar informacién adicional sobre las
propiedades farmacocinéticas de la flumequina tras administracion oral asi como
también verificar a través del calculo de parametros PK-PD si el régimen de dosis
aplicada es eficaz frente a agentes patdgenos causantes de enfermedades bacterianas en

el pez dorada (Sparus aurata).
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La disposicion de la flumequina tras la administracion oral via pienso (12 mg/kg
p.v.) en doradas mantenidas a una temperatura del agua de 18°C fue descrita
adecuadamente mediante un modelo abierto bicompartimental, con una primera fase de
distribucion o, seguido de una segunda fase de eliminacién B mas lenta, dato similar a
los encontrados en la misma especie por RIGOS et al. (2003) tras dosis oral de 20
mg/kg p.v., a una temperatura del agua de 19°C. En otros trabajos previos realizados en
especies de peces de agua dulce que incluyen la carpa (Cyprinus carpio), pez gato
(Clarias gariepinus), anguila (Anguilla anguilla) y trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) (VAN DER HEIJDEN et al., 1994; SOHLBERG et al., 1994) y en especies de
agua salada que incluyen salmén Atlantico (Salmo salar) y fletan (Hippoglossus
hippoglossus) (ROGSTAD et al, 1993; ELEMA et al., 1995; MARTINSEN vy
HORSBERG, 1995; SAMUELSEN y ERVIK, 1997) también se ha descrito que un
modelo bicompartimental o tricompartimental es el mejor ajuste de los datos
experimentales para el célculo de los parametros cinéticos. Sin embargo, otros estudios
cinéticos en especies de peces mantenidos en agua dulce y/o en agua salada definen
otros modelos para el calculo de los pardmetros cinéticos (ELEMA et al., 1994;
PLAKAS et al., 2000; HANSEN y HORSBERG, 1999, 2000a). Dado que los estudios
descritos en la literatura se refieren a diferentes especies de peces, tamafio, temperatura
del agua y diferentes dosis y vias de administracion del farmaco, es dificil deducir cual

es el factor principal que afecta al modelo cinético aplicable.

El presente trabajo demuestra que la flumequina en doradas se absorbe
rapidamente tras la administracion Unica oral de 12 mg flumequina/kg p.v. (temperatura
del agua 18 ° C) siendo la semivida de absorcion de 1,379 h, valor mas répido que el
descrito por PLAKAS et al. (2000) en bagre de canal (Ictalurus punctatus) de 4,9 h. En

nuestro estudio, en doradas se obtuvo una concentracién plasmatica maxima (Cnmax) de
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0,586 ug/ml a un tiempo (Tmax) de 2,472 h, resultado en cierto modo comparable al
obtenido previamente también en doradas por RIGOS et al. (2003) quienes describen, a
una temperatura del agua de 19 ° C, una Cpax de 1,73 pg/ml tras dosis oral intragastrica
de 20 mg/kg p.v. pero a un tiempo mucho mas prolongado (Tma) de 16 h pos-

administracion.

ROGSTAD et al. (1993) obtienen, en salmén tras administracion de flumequina
también en pienso medicado pero a una dosis superior de 25 mg/kg p.v. y a una
temperatura del agua de 5 © C, valores de Cpax de 2,26 pug/ml en un Trna de 12 h. La
absorcién propiamente es dosis-dependiente, asi como también parece ser temperatura
del agua-dependiente. Dado que los peces son organismos poiquilotermos, los procesos
de absorcidn, metabolismo y excrecién pueden estar significativamente afectados por la
temperatura del agua. Existe evidencia que sugiere que a menor temperatura del agua se

retarda la absorcion del farmaco.

Nuestros resultados obtenidos en los pardmetros Cpax Y Tmax también
I6gicamente difieren con aquellos descritos tras la administracion oral intragéstrica (es
decir por gavage) en diversas especies de peces que a continuacion se describen: en
trucha arco iris, dosis de 5 mg flumequina/kg p.v. a una temperatura del agua de 13 °C
(Crax 1,91 pg/ml; Thax 19 h) (SOHLBERG et al., 1994); en salmon, dosis de
flumequina de 25 mg/kg p.v. a una temperatura del agua de 6-8 °C, (Cmax rango 1,55-
2,61ug/ml; Tmax rango 9,95-27,1 h) (ELEMA et al., 1995) y a una temperatura del agua
de 10 °C (Crmax 1,42 pg/ml; Tmax 6 h) (MARTINSEN y HORSBERG, 1995); en fletan,
dosis de flumequina de 25 mg/kg p.v. a una temperatura del agua de 9 °C (Cpax 2,7
ug/ml; Tmax 20 h) (SAMUELSEN y ERVIK, 1997); y en la anguila, dosis de 10 mg

flumequina/kg p.v. a 23 °C de temperatura del agua (Crax 9,3 ug/ml; Trmax 7 h)
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(HANSEN y HORSBERG, 2000a). En nuestro estudio, la administracion del antibiotico
en el pienso medicado puede ser un factor por el que se obtiene un menor valor de la
concentracion maxima plasmatica en comparacion con el obtenido en estos estudios
anteriormente mencionados donde la administracion del antibiético fue por gavage. El
conocimiento de los parametros cinéticos de absorcion tras la administracion de
flumequina en el pienso medicado es del todo importante a efectos de que es la via
comun usada en acuicultura para el tratamiento profilactico y quimioterapico para el
control de infecciones bacterianas, a pesar de que frecuentemente los peces enfermos
tienden a ser anoréxicos y esto es por lo que en ocasiones puntuales se ensayan otros
metodos alternativos tales como la administracion de antibidticos por gavage y la

administracion usando tratamientos de bafio (GRADY et al., 1988).

En nuestro estudio, la flumequina se distribuye rapidamente a los tejidos de la
dorada a partir del compartimiento sanguineo con un valor ty,, de 1,883 h a una
temperatura del agua de 18 ° C, valor mayor que el observado previamente en la misma
especie por RIGOS et al., 2003 (t12, = 0,2 h) a una temperatura del agua de 20 ° C tras
dosis IV de 10 mg/kg p.v, asi como también mayor al observado en el fletan por
SAMUELSEN y ERVICK (1997) (t1/2¢ = 0,8 h) a una temperatura del agua de 9 ° C tras
dosis IV de 12 mg/kg p.v, y en salmén por ROGSTAD et al., (1993) y por ELEMA et
al. (1995) (t12« = 1,3 h) a una temperatura del agua de 5 ° C tras dosis 1V de 5 mg/kg
p.v., y a una temperatura del agua de 6-8 °C tras dosis IV de 10 mg/kg p.v.,
respectivamente. El valor de ti;, encontrado en nuestro estudio es menor al observado
en salmon (ty2, de 3,1 h) a una temperatura del agua de 10 ° C tras dosis 1V de 25 mg/kg
p.v. (MARTINSEN y HORSBERG, 1995), en cat-fish (t1,, de 7,3 h) a una temperatura

del agua de 24 ° C tras dosis de 18 mg/kg p.v. via intragastrica (VAN DER HEIJDEN et
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al., 1994) y en la trucha arco iris (t1/2, de 16 h) a una temperatura del agua de 13 ° C tras

dosis de 5 mg/kg p.v. via intragastrica (SOHLBERG et al., 1994),.

El efecto de la temperatura del agua se hace patente no solo en las magnitudes
relativas de la semivida de distribucion (tin,) sino también en la semivida de
eliminacion (ti2p). En doradas no ha sido descrito la disposicion cinética de la
flumequina tras administracion oral; solamente en la literatura tenemos el trabajo de
RIGOS et al. (2003) quienes describen una semivida de eliminacion de 30 h tras dosis
IV de 10 mg/kg p.v. a una temperatura del agua de 19 °C. En nuestro estudio, la
semivida de eliminacion (typ) de la flumequina en la dorada a temperatura del agua de
18 ° C (typ de 18,788 h) tras la administracion tnica oral via pienso medicado a dosis
de 12 mg/kg p.v., y tras la administracion maltiple oral, 5 dias (tip de 18,396 h) fue
menor a la observada en fletdn y en rodaballo de 43 y 42 h, a temperatura del agua 10
°C, respectivamente, tras dosis oral intragéstrica de 10 mg/kg p.v. (HANSEN vy
HORSBERG, 1999), en salmon de 30-40 h, a temperatura del agua de 6-8 °C tras dosis
oral intragastrica de 25 mg/kg p.v. (ELEMA et al., 1995), y en bagre de canal de 21,8 h
a una temperatura del agua de 24°C tras dosis oral intragastrica de 5 mg/kg p.v.
(PLAKAS et al., 2000). Los indices metab6licos y/o excretores de los peces se ven
incrementados por la temperatura (ELLIS e al., 1978) probablemente debido a una
mayor indice de la produccion de bilis (CURTIS et al., 1986) y a la composicion
lipidica de la membrana (HAZEL, 1984). También se ha observado una menor
produccion de orina a temperaturas bajas lo que puede originar una mas lenta

eliminacidon de los farmacos (HUNN, 1982; HAUG y HALS, 2000).

En el presente estudio, también se describe el perfil farmacocinético de la

flumequina tras la administracion multiple oral via pienso medicado (12 mg
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flumequina/kg p.v./dia, 5 dias). Los pardmetros farmacocinéticos obtenidos a partir de
las curvas de niveles medios plasmaticos vs tiempo de flumequina que describen los
procesos de absorcidn, distribucion y eliminacion en plasma tras la administracién Gnica
oral y tras la administracion multiple oral fueron similares. En comparacién, la
concentracion maxima plasmatica (Crnax) de flumequina fue 0,586 ug/ml tras dosis
Unica oral de 12 mg/kg p.v. y 0,621 pg/ml tras la administracion multiple oral de 12
mg/kg p.v./dia, 5 dias. El area bajo la curva (AUC) de flumequina fue 6,358 mgl™h tras
dosis Gnica de 12 mg/kg p.v. y de 6,194 mgl™h tras la administracion maltiple oral de
12 mg/kg p.c./dia, 5 dias. La semivida de eliminacion (t,,p) fue de 18,788 h tras dosis
Unica de 12 mg/kg y de 18,396 h tras la administracion multiple oral de 12 mg/kg
p.v./dia, 5 dias. Estos resultados indican que no existe una acumulacién de flumequina
en doradas tras la dosis oral repetida asi como tampoco una saturacion en su excrecion.
Ademas, los pardmetros farmacocinéticos de Cmax Y AUC calculados en el dia 5 de la
administracion con valores de 0,616 pg/ml y 7,068 mgl™h respectivamente, vuelven a
confirmar la no acumulacién del farmaco en los peces tratados con dosis maltiple oral

de 12 mg/kg p.c./dia, durante 5 dias consecutivos.

La inter-relacion farmacocinética (PK) / farmacodinamia (PD) es una
herramienta versatil que principalmente se utiliza para seleccionar regimenes de dosis
eficaces (dosis e intervalo), aunque se deben confirmar posteriormente en un ensayo
clinico. En la integracién PK/PD, la concentracién plasmatica del farmaco juega un
papel importante para predecir una eficacia. Existe evidencia para confirmar que los
parametros cinéticos claves son la Cnax y €l AUC y el parametro farmacodinamico clave
en el caso de un antibi6tico es la CMI. La integracion PK/PD habitualmente se estudia
en paralelo durante el desarrollo del medicamento, sin embargo para el caso de
medicamentos en peces existe informacién muy limitada de estos estudios. El objetivo
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final de la integracion PK/PD es el uso racional del antibi6tico bajo dos premisas: (1)
optimizar la eficacia clinica y (2) minimizar la seleccion y la transferencia de patdgenos
resistentes (LEES y ALIABADI, 2002; TOUTAIN et al., 2002). En general, para
predecir una eficacia antibio6tica se utilizan los indices AUC/CMI, Cax/CMI y el indice
T>CMI (el tiempo durante el cual la concentracion plasmatica excede a la CMI,
expresado como un porcentaje de intervalo de dosis) indice este Ultimo seleccionado
para los antibiéticos tiempo-dependientes, tales como B-lactdmicos y macrolidos. Los
indices AUC/CMI, Cnax/CMI y T>CMI son indices PK/PD de eficacia porque son
implicitos de la farmacocinética y de la farmacodinamia, es decir son parametros que
implican la disposicion cinética del farmaco y la susceptibilidad microbiolégica
(HYATT et al., 1995; SCHENTAG et al., 1985). Se debe resaltar que estos indices
PK/PD predictivos de eficacia in vivo se calculan a partir de las concentraciones del
antibidtico libre en plasma, no del nivel total tisular del antibiotico. Ademas, la mayoria
de los patdgenos de interés clinico se localizan extracelularmente y la biofase para el
antibiotico es el fluido extracelular (SCHENTAG, 1989). Sin embargo, si los patdgenos
son intracelulares o si existe una barrera para la difusion del antibidtico, la
concentracion plasmatica puede ser menos Util para predecir las concentraciones en el
lugar de infeccion. En general, los tres indices anteriormente mencionados se utilizan
para una eficacia clinica con erradicacion bacteriana, aunque es necesario chequear su

validez clinica.

Los indices Cnax/CMI y AUC/CMI se consideran puntos criticos para la eficacia
de las fluoroquinolonas (BROWN, 1996; SHOJAEE y LEES, 1997; CRAIG vy
DALHOFF, 1998) y vienen siendo utilizados para disefiar regimenes eficaces de dosis.
Se ha propuesto que el punto critico para determinar la eficacia de fluoroquinolonas es

una razon Cmax/CMI > 10, o bien una razén AUC/CMI > 125 (DRUSANO et al., 1993;
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MEINEN et al., 1995; SCHENTAG, 1991; FORREST er al.,, 1993). No obstante
DALLA COSTA y DERENDORF (1996) han presentado un andlisis de eficacia
indicando que valores de AUC/CMI > 125 no siempre son necesarios. También en este
sentido, MADARAS-KELLY et al. (1996) sefialan que valores de AUC/CMI de 50-75
pueden ser eficaces. El antibidtico fluoroquinolona objeto de nuestro estudio, la
flumequina, presenta actividad antimicrobiana in vitro frente a la mayoria de patdgenos
que afectan a los peces. En acuicultura, enfermedades clasicas como furunculosis (por
Aeromonas salmonicida) y vibriosis (por Vibrio anguillarum y Vibrio damsela) son
causa todavia de problemas importantes, incluso mortalidad, que conlleva una grave
pérdida econdémica. Tomando valores de CMlsy de 0,01 ug/ml para Aeromonas
salmonicida Yy Vibrio damsela y el parametro cinético AUC de la flumequina calculado
en nuestro estudio (12 mg/kg p.v./dia, 5 dias) se puede anticipar una razon Cnax/CMI de
> 62, y una raz6n AUC/CMI de > 619. Sin embargo, tomando valores de CMIs, de
0,075 ug/ml para Vibrio anguillarum 'y Yersinia ruckeri y el parametro cinético AUC de
la flumequina calculado en nuestro estudio (12 mg/kg p.v./dia, 5 dias) se puede

anticipar una razon Cnax/CMI de > 8,3, y una razon AUC/CMI de > 82.

Sobre la base de los resultados de este estudio se puede sugerir que la
flumequina administrada via pienso en doradas en cultivo a una temperatura de agua de
18 °C se debe utilizar para una eficacia clinica a dosis de 12 mg/kg p.v./dia durante 5
dias, aconsejandose no utilizar nunca dosis menores para minimizar el riesgo del

desarrollo de resistencias antimicrobianas.

Nuestro estudio también presenta la deplecion tisular de flumequina en doradas
tras dosis de 12 mg/kg p.v./dia durante 5 dias. En medicina veterinaria, cuando la

flumequina se administra con fines terapéuticos, es importante, desde el punto de vista
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de la salud publica, conocer su persistencia en los tejidos de animales de consumo
humano a efectos de calcular el tiempo de espera o periodo de retirada del medicamento
previo al sacrificio del animal como parametro de seguridad alimentaria para el
consumidor. El periodo de retirada se define como el tiempo necesario para asegurar
que los residuos estén por debajo de los LMR establecidos. EI Comité de Productos
Veterinarios (CVMP) de la EMEA ha establecido para la flumequina, en las distintas
especies de peces para consumo humano en las que se ha autorizado su uso, un LMR de
600 ng/kg para muasculo + piel en proporciones naturales, expresado como residuo

marcador flumequina (REGLAMENTO (UE) n° 37/2010).

Limitados estudios sobre la deplecién tisular de flumequina en peces han sido
publicados. ELEMA et al. (1994) observan en el salmdn que las concentraciones mas
altas de flumequina se encuentran en la piel, siendo las concentraciones en musculo la
mitad de las encontradas en piel, confirmandose lo que previamente se habia apuntado
que la flumequina se retiene o se acumula en la piel de los peces (STEFFENAK et al.,
1991). Sin embargo, posteriormente PLAKAS et al. (2000) sefialan en bagre de canal a
las 24 h pos-administracion oral (5 mg/kg p.v.) que las concentraciones mas altas de
residuos de flumequina se encuentran en higado y las mas bajas en musculo. En
cualquier caso, en nuestra legislacion para cumplir el LMR de sustancias
farmacoldgicamente activas en especies de peces, el tejido target es musculo + piel en

proporciones naturales.

Estudios de distribucién y deplecién tisular de flumequina en doradas solamente
a nuestro conocimiento estan los publicados por MALVISI et al. (1997) y TYRPENOU

et al. (2003).
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MALVISI et al. (1997) estudiaron en doradas la deplecién tisular de flumequina
tras dosis oral de 12 mg/kg p.v., 5 dias, via pienso medicado, a una temperatura del agua
de 25-28°C, observando valores de 0,068 ng/g en musculo (sin piel) y de 0,317 ug/g en
piel a las 24 h pos-tratamiento. En nuestro estudio llevado a cabo también en doradas a
la misma dosificacion 12 mg/kg p.v., 5 dias, pero a una temperatura del agua de 18 °C,
encontramos valores menores 131,14 pg/kg de flumequina en musculo + piel en
proporciones naturales a las 24 h pos-tratamiento. El segundo estudio descrito
(TYRPENOU et al., 2003) también examina en doradas la deplecion de flumequina en
musculo + piel a temperaturas de 18 y 24 © C tras dosis oral de 35 mg/kg p.v./dia, 5 dias,
via pienso medicado, observando valores de 369 y 227 ug/kg de flumequina a las 72 h
(3 dias), respectivamente. En nuestro estudio llevado a cabo también en doradas a
menor dosis 12 mg/kg p.v., 5 dias, a una temperatura del agua de 18 ° C, encontramos
también valores mucho menores 7,54 ug/kg de flumequina en musculo + piel en
proporciones naturales a las 72 h (3 dias) pos-tratamiento. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo en doradas muestran una mas rapida deplecion tisular de la
flumequina que aquellos previamente descritos (MALVISI et al., 1997; TYRPENOU et
al., 2003) que podria ser debido a un diferente comportamiento farmacocinético de la
flumequina probablemente debido a diferencias en el protocolo experimental y
condiciones ambientales (SAMUELSEN et al., 1994). Estos resultados demuestran que
la estimacion del tiempo de retirada debe de ser realizado para cada medicamento, en
cada una de las especies de destino, con la dosis aprobada para su uso, y bajo las

condiciones ambientales definidas y usadas en la piscifactoria.

Existen numerosos disefios experimentales y métodos estadisticos para
establecer el tiempo de espera. La EMEA recomienda el uso de un método estadistico
de regresioén lineal, como método de eleccién (EMEA, 2002). Usando este método, el
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tiempo de espera se determina como el tiempo, cuando el limite de tolerancia es del

95%, para que el residuo esté por debajo del LMR, con una confianza del 95%.

En nuestro estudio, tomando como residuo marcador la flumequina y utilizando
el programa recomendado por la EMEA, obtenemos un tiempo de espera o de retirada
de 1,06 dias, tras el régimen de dosificacién de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5
dias consecutivos, para asegurar que los residuos de flumequina estén por debajo del
LMR legislado. En consecuencia, el tiempo de retirada recomendado como medida de
salud publica es de 2 dias previo al sacrificio, que a una temperatura del agua de 18°C

equivale a 19,08 grados-dia.

En resumen, la flumequina posee propiedades Optimas para el uso terapéutico
frente a infecciones comunes en doradas, la dosificacion recomendada para su
administracién via pienso no debe ser inferior a 12 mg flumequina/kg p.v. Para una
dosis oral 12 mg flumequina/kg p.v. durante 5 dias a una temperatura del agua de 18°C
, un tiempo de retirada del medicamento de 2 dias previo al sacrificio es necesario para
asegurar que las concentraciones de residuos de flumequina en musculo + piel sean

menores que el LMR establecido por la UE.
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S. CONCLUSIONES

1) El presente trabajo describe el comportamiento farmacocinético y la deplecion
tisular del compuesto antimicrobiano flumequina en doradas (Sparus aurata,

Linnaeus 1758).

2) En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), la curva de los niveles medios
plasmaticos-tiempo de flumequina tras la administracion de dosis Unica oral, via
pienso medicado, 12 mg flumequina/kg p.v., a una temperatura del agua de
18 °C, se ajusta adecuadamente a un modelo abierto bicompartimental para su

analisis cinético, obteniéndose la siguiente ecuacion exponencial:

Cp = 4,458 x & %%°%+0,124 x e " — 4,582 x g ¥

3) En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), la flumequina se absorbe
rdpidamente tras administracion de dosis Unica oral 12 mg flumequina/kg p.v.,
con una semivida plasmatica de absorcion (ti.,) de 1,379 h; alcanzandose una
concentracion maxima plasmatica (Crmax) de 0,586 pg/ml en un tiempo (Tmax) de
2,472 h. Tras su absorcion, la flumequina se distribuye rapidamente con una
semivida plasmatica de distribucién (t;,) de 1,883 h seguido de una eliminacién

mas lenta con una semivida plasmatica de eliminacion (t,p) de 18,788 h.

4) En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), la curva de los niveles medios
plasmaticos-tiempo de flumequina tras la administracion de dosis multiple oral,

via pienso medicado, 12 mg flumequina/kg p.v./dia, 5 dias, a una temperatura del
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5)

6)

agua de 18 °C, se ajusta adecuadamente a un modelo abierto bicompartimental

para su andlisis cinético, obteniéndose la siguiente ecuacion exponencial:

Cp - 71714 % e -0,369t+ 01100 X e -0,038t _ 7,814 x e -0,450t

En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), la flumequina se absorbe
rdpidamente tras la administracion multiple oral de 12 mg flumequina /kg
p.v./dia, 5 dias, a una temperatura del agua de 18°C, con una semivida plasmatica
de absorcion (ti,) de 1,542 h, alcanzandose una concentracion plasmatica

maxima (Cmax) de 0,621 pg/ml en un tiempo (Tmax) de 2,573 h.

En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), la flumequina a dosis maltiple oral
de 12 mg /kg p.v./dia, durante 5 dias, con una temperatura del agua de 18 °C, tras
su absorcién, se distribuye rapidamente con una semivida plasmatica de
distribucion (t;2,) de 1,880 h seguido de una eliminacion lenta con una semivida
plasmética de eliminacion (t;»s) de 18,396 h, detectandose niveles plasmaticos
del antimicrobiano en un rango de 0,094 a 0,123 pg/ml hasta 12 horas pos-

administracion en los animales tratados.

7) En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), la flumequina tras la administracion

multiple oral de 12 mg flumequina kg p.v./dia, durante 5 dias, a una temperatura
del agua de 18°C, no presenta acumulacion y/o saturacién en base a los
parametros de absorcion Cnax y AUC y también en base a la semivida plasmatica
de eliminacion (t;,g) en comparacion con los valores de estos pardmetros

obtenidos tras la administracién de dosis Unica.
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8) En funcion de los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético, teniendo en
cuenta la integracion PK/PD, se sugiere que en doradas (Sparus aurata,
Linnaeus 1758), un régimen de dosificacion oral de 12 mg flumequina/kg
p.v./dia, durante 5 dias, podria ser de valor terapéutico frente a enfermedades
bacterianas comunes, tales como furunculosis y vibriosis aconsejandose no
utilizar nunca dosis menores para minimizar el desarrollo de resistencias

antimicrobianas.

9) En doradas (Sparus aurata, Linnaeus 1758), el estudio de distribucion y
deplecion tisular de la flumequina tras la administracién multiple oral de 12 mg
flumequina /kg p.v./dia, durante 5 dias, a una temperatura del agua de 18°C,
demuestra que la flumequina, se distribuye ampliamente encontrandose
concentraciones altas de flumequina a las 3 h después de la Gltima dosis en
musculo + piel en proporciones naturales (1564,98 + 242,64 pg/kg).
Transcurridos 3, 8, 10 y 14 dias después de la ultima dosis, se demuestra una
deplecién de estos residuos, detectandose concentraciones en musculo + piel de
7,54 ng/kg a los 3 dias después de la Gltima dosis, e inferiores al limite de

cuantificacion de la técnica analitica a los 8, 10 y 14 dias tras la Gltima dosis.

10) Considerando el residuo marcador fijado flumequina, y tras aplicar el analisis
estadistico de regresion lineal recomendado por la EMEA para calcular el
tiempo de retirada, en nuestro estudio obtenemos un tiempo de retirada o de
espera de 2 dias para musculo + piel en proporciones naturales para asegurar el

cumplimiento del LMR (600 pg/kg).

174



11) Para el régimen de dosificacion oral de 12 mg flumequina/kg p.v./dia, durante 5
dias, se recomienda para la proteccion del consumidor y como medida de
seguridad alimentaria un tiempo de espera o retirada del medicamento previo al
sacrificio de 2 dias, que a una temperatura del agua de 18°C equivale a 19,08
grados-dia, periodo de espera que aseguraria que las concentraciones de residuos
de flumequina en el tejido estudiado (masculo + piel en proporciones naturales)
fueran menores que el LMR establecido por la Unién Europea para esta especie

acuicola de consumo.
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7. ANEXO

ABSTRACT

Introduction. Quinolones are often used in pet animals, livestock and fish
farming industries in cases of pulmonary, urinary and digestive infections as they act by
inhibiting bacterial DNAgyrase. Flumequine (9-fluoruro-6,7-dihydro-5-methyl-1-oxo-
1H,5H-benzo-quinolizine-2-carboxylic acid) is a member of the halogenated quinoline
carboxylic acid group of antibacterial agents with antimicrobial activity against a wide
range of Gram-negative bacteria (NEUMAN, 1978; ANADON and MARTINEZ-
LARRANAGA., 1992). Flumequine is particularly active against Escherichia coli,
Salmonella spp. and Pasteurella spp. and is commonly used in food producing species
(ruminants, pigs, birds, fish) (DORRESTEIN et al., 1983; ZIV et al., 1986; DELMAS
et al., 1997; SAMUELSEN, 1997; HANSEN and HORSBERG, 1999). The minimal
inhibitory concentrations (MIC) of flumequine for these bacteria are reported in the
range 0.01-1 pug/ml (DORRESTEIN et al., 1983; ZIV et al., 1986; MEVIUS et al.,
1990b). Studies on the kinetic behavior of flumequine in rats, dogs, calves, sheep, goats,
pigs and poultry are available (ZIV et al., 1986; MEVIUS et al., 1990a; DELMAS et
al., 1997; RUIZ-GARCIA et al., 1999; HARRISON et al., 1986; MEIJER et al., 1994,
VILLA et al., 2005; ROGSTAD et al., 1993; ANADON et al., 2008). However, limited
information is available on disposition and safety of flumequine in fish. These studies
were performed mainly in the Atlantic salmon reared in sea water, in halibut and tarbot
(HANSEN and HORSBERG, 1999; ROGSTAD et al., 1993). Because the therapeutic
use of flumequine in farmed marine fish is consolidated, in particular in the specie sea

bream (Sparus aurata), further studies on flumequine disposition in this particular fish
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species are needed. Because the major pharmacodynamic effect of flumequine is its
antimicrobial activity, from a clinical point of view, flumequine should be assayed in
the plasma to compare these plasma concentrations with the MIC values of potential
pathogens. On the other hand, there is a strict legislative framework controlling the use
of quinolone substances, with the aim of minimizing the risk to human health associated
with consumption of their residues. Therefore, to ensure human food safety, the
European Union (EU) has set tolerance levels for these compounds as maximum residue
limits (LMR). The LMR in fish was fixed for flumequine at 600 pg/kg in muscle + skin
(EMEA, 1999, 2008). Depletion of drugs from food producing animals must be
assessed in order to determine the time needed before the antibiotic disappears from
animal tissue and to assess in a definitive way when the treated animal can be safely
consumed (ANADON et al., 1999). In this framework, there is a demand for suitable
and sensitive analytical methods that can be used to monitor the levels of quinolone
residues in foods and to establish drug withdrawal times in fish after pharmacological

treatments (ANADON et al., 2012).

The objectives of the present study were: (i) to describe the kinetic behavior of
flumequine following single and multiple oral dose in sea bream (Sparus aurata), and
(if) to evaluate the depletion of flumequine in edible tissues (muscle + skin) after

multiple oral dose.

Material and Methods. The medicated feed for the oral administration was
made by homogeneously mixing 1.2 g flumequine with 1000 g of fish feed.
Approximately 250 sea bream (Sparus aurata, Linnaeus 1758), varying in weight from
200 to 210 g were randomly divided into two main groups (Group 1 with 180 fish, and

Group 2 with 49 fish). The seawater had a salinity of 37% and a temperature of 18°C.
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Group 1 (180 fish) and Group 2 (49 fish) received flumequine orally at a nominal dose
rate of 12 mg/kg bw every 24 h over five days. Following anesthetization with 2-
phenoxy-ethanol of fish of Group 1, blood samples were collected from caudal vein
using a heparinized syringe at different time periods (0.5h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h,
12 h and 24 h post-administration after first and fifth dose. Plasma was isolated by
centrifugation of the blood. Plasma samples were immediately frozen and stored at -
45°C until assayed for concentrations of flumequine. Fish of Group 2 were euthanized
by exposing them to freezing cold water at 0.125 (n=7), 1 (n=7), 2 (n=7), 3 (n=7), 8
(n=7), 10 (n=7) and 14 (n=7) days after the last dose of flumequine. Fish were
immediately exsanguinated and tissue specimens (2 g) of muscle + skin were collected
separately. Each of the tissue specimens was carefully weighed and stored frozen at -
45°C until assayed for concentrations of flumequine. Plasma and tissue concentrations
of flumequine were measured using a HPLC technique (YORKE and FROC, 2000) with

modifications.

An HPLC system (LC-10AS Shimadzu) equipped with a spectrofluorimetric
detector (RF-551 Shimadzu) and a data processor (C-R6A chromatopac Shimadzu) was
used to measure the amount of flumequine in plasma and tissues. Operating conditions
for the HPLC analyses were: a polymeric column, PLRP-S, 5 um, 150 x 4.6 mm 1.D.,
packed by Polymer Laboratories obtained from Scharlau SL. The mobile phase was
HPLC water containing HsPO, 0.02 M, acetonitrile and tetrahydrofuran (72:16:12,
v/viv). Flow rate was 1.0 ml/min. Excitation and emission wavelengths of the detector
were 312 and 366 nm, respectively. The system worked at room temperature. The
analytical method was validated for recovery rate, linearity, specificity, accuracy and
precision as indicated in the recommendations for analytical methods for veterinary

drug residues in tissues (EMEA, 1998). Drug concentrations were determined from
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peak areas and the use of calibration curves obtained by running plasma and tissue
samples from fish not administered flumequine that were spiked with known
concentrations of flumequine. For plasma and tissue specimens, the calibration curves
were linear and reproducible for concentrations ranging from 0.001 to 20.00 pg/ml (or
0.001-20.00 pg/g tissue) for flumequine. The limit of quantification was 0.001 pg/ml
for plasma or 0.001 pg/g for tissue. Mean analytical recovery exceeded 90% in the
plasma and tissue for flumequine. Within-day and between-day assay coefficients of

variation were <5.5%.

Standard pharmacokinetic parameters were calculated from the relationship
between mean plasma concentration versus time using the computer program

WinNonlin (Version 5.0.1; Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA).

Results and Discussion. Flumequine plasma disposition curves after repeated
oral administration (12 mg/kg b.w., daily for 5 days) were best described by a two-
compartmental open model. Oral absorption was rapid, as reflected by the half-life for
this process which was 1,542 h and the time for the maximum plasma concentration
(Tmax) of 2,573 h. The maximum plasma concentration (Cmax) Was 0.621 pug/ml. The
elimination half-life following oral administration was 18,396 h. Flumequine plasma
concentrations decreased slowly and plasma antimicrobial levels in a range 0,094 to
0,123 ug/ml were detectable up to 12 h post-administration. Residues of flumequine in
tissue specimens after oral administration of flumequine (12 mg/kg b.w. daily for 5
consecutive days) were determined. Mean tissue concentrations of flumequine of
1564.98 pg/kg were measured 3 h after administration of the last dose of flumequine.
The flumequine concentrations depleted rapidly from the muscle + skin tissue. Marker

residue concentrations (flumequine) were below the MRL value in all samples one day
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after the end of treatment. Numerous experimental designs and statistical approach are
used to establish the withdrawal time. The European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products recommends use of a linear regression technique as the method of
choice (EMEA, 2002). Using this approach, the withdrawal time for flumequine
calculated for muscle + skin tissue after oral administration (12 mg/kg b.w., daily for 5

consecutive days) was 2 days.

In summary, this study shows the pharmacokinetic properties and tissue
depletion of flumequine in sea bream (Sparus aurata, Linnaeus 1758). Our study
provides data for a more prudent use of flumequine in sea bream (Sparus aurata,
Linnaeus 1758), suggesting a possible rational dosing and a withdrawal time after

treatment in order to guarantee safety in foods for the consumers.
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