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I. Revision bibliografica






Revisidn bibliogréfica

I.1.- Los Camélidos Sudamericanos: introduccion

Los camélidos aparecieron en América del Norte hace 45 millones de afos.
Entre los restos fosiles encontrados en Norteamérica, el camélido mas antiguo
conocido apenas si tenia 30 cm de alzada. Algunas especies migraron durante la
transicion del Plioceno al Pleistoceno hace tres millones de afios.

Fig. 1.- Origen de los camélidos y su emigracion (Pinto y col., 2010).

Los camélidos se clasifican en el Reino Animalia, Filo Chordota, Clase
Mammalia, Orden Artiodactyla, Suborden Tylopoda y Familia Camelidae.
Antiguamente se les conocidé con el nombre de “Auquénidos”, término utilizado
por Illiger en 1881, y que fue modificado, ya que en 1789, Thumberg, lo habia
utilizado para describir un género de escarabajos (Wheeler, J.C., 2006). La Familia
Camelidae esta formada por dos tribus: los Camelini y los Lamini. (Pinto y col.,

2010).

GEMERO:

Tribu
Camelini Camelus
\ DROMEDARIO
Camelus dromedariss

Familia Camelidae o Lamaguanicos h‘ p—
GENERD:
Lama
LLaMa
/ Smmy  Lamagiams

Tribu
Lamini
/ Vicugna vicugna h‘ VICURA
\‘ GEMERO:
h -
™y Viugrapascs
Fig. 2.- Clasificacion de los camélidos (Pinto y col., 2010).

La Tribu Camelini habita en zonas desérticas de Asia y Africa y es conocida
como “Camélidos del Viejo Mundo”. La Tribu Lamini habita en América del Sur y
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se conoce como “Camélidos Sudamericanos” (CSA) y se diferencian de los
anteriores en que carecen de joroba y tienen menor tamaiio.

Los Camélidos llegados a Sudamérica se dispersaron y se diversificaron.
Bajo este término se incluyen dos especies domésticas, la alpaca (Lama pacos) y la
llama (Lama glama) y a dos silvestres, la vicufia (Lama vicugna) y el guanaco
(Lama guanicoe). Hubo una tendencia dominante, aunque no Unica, hacia el
aumento de tamafio, incremento de la capacidad craneana, pérdida de los dientes
incisivos superiores y cambios en la morfologia dsea necesaria para soportar una
gran musculatura en el labio, logrando una eficiente y adaptable masticacion. Esto
les permitio alternar entre una alimentacion ramoneadora (de arboles y arbustos) y
el forrajeo.

Las llamas son los camélidos sudamericanos mas grandes. Pueden llegar a
superar los 150 kilogramos de peso y tienen una altura a la cruz de 1,20 metros.
Existen dos razas, Chaku y K’ara, conocidas también con las denominaciones
Lanuda y Pelada, respectivamente (Fernandez-Baca, S., 2005). No constituyen un
grupo natural; se considera que han sido "creadas" por los antiguos pobladores
andinos, a partir del proceso de domesticacion de los guanacos hace unos 6 6 7 mil
afos. Sin embargo, el auge de su crianza y aprovechamiento se alcanzd durante el
imperio incaico del Tawantinsuyo.

Los Camélidos Sudamericanos (CSA) constituyen una riqueza pecuaria y
genética de las poblaciones andinas. Suponen una fuente de fibra, carne, trabajo y
muchos productos que son indispensables para la subsistencia de un amplio sector
de la poblacion alto andina (Vargas-Teran, M., 2005). Se estima que existen casi
siete millones de CSA en los paises andinos asentados en Argentina, Bolivia,
Colombia, Chile, Ecuador, Paraguay y Pert (Fernandez-Baca, S., 2005). El 51 %
se encuentra en Perd, Unico pais que alberga las cuatro especies y el 34% en
Bolivia donde se encuentra la mayor poblacion de llamas; aunque también existen
muchos rebafios de llamas en Europa (Reino Unido, Alemania, Italia y Francia),
Japon, Estados Unidos de Norteamérica, Canada, Australia y Nueva Zelanda (Pinto
y col., 2010).

Los CSA constituyen el unico medio de utilizacion productiva de las
extensas areas de pastos naturales de las zonas alto andinas donde no es posible la
agricultura ni la crianza econdmica de otras especies de animales domésticos (Pinto
y col., 2010). La crianza de llamas es una actividad econdmica relevante para estas
regiones andinas, destacando la produccion de fibra. El color y largo de su pelaje es
variable, seglin la raza a la que pertenecen, y el diametro de la fibra oscila entre 20
y 80 micrometros, dependiendo de si son productoras de fibra o de carga.

También son apreciadas por su carne, a pesar de que la carne de llama
supone un consumo muy bajo en los medios urbanos. Posee unas extraordinarias
cualidades nutritivas, caracteristicas muy adecuadas para los perfiles nutricionales
de las sociedades modernas. Lo primero que sorprende en estas carnes, es la baja
cantidad de grasa (siempre blanca), la textura (grano muy fino) y el color
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(sumamente agradable para el consumidor). Estudios realizados en el INTA
EERA-Castelar por técnicos del laboratorio de carnes, confirman ademas el
bajisimo contenido de colesterol, inferior al 0,16 % (Fernandez-Baca, S., 2005). El
aprovechamiento de la carne ya existe en el NO de Argentina, en el norte de Chile
(donde hay carnicerias especializadas) y en Bolivia y Per (donde existen
industrias que procesan la carne fresca). La carne de llama se consume ya sea
fresca o deshidratada (charqui o chalona) y en conserva.

Igualmente es reconocida la obtencion de subproductos como las pieles y
cueros que tienen multiples usos industriales y artesanales. El estiércol es otro
subproducto valioso que se usa como combustible para la coccion de los alimentos
y como fertilizante para los cultivos.

Los camélidos estan siendo considerados como ganado menor, facilitando su
cria en cautiverio, la comercializacion y el traslado de los mismos en todo el
territorio. Las zonas marginales son un excelente campo para el desarrollo de esta
ganaderia emergente por su rusticidad, bajos requerimientos y adaptacion a suelos
pobres y grandes amplitudes térmicas.

Presentan particularidades anatomicas y fisiologicas relacionadas con su
adaptacion a las condiciones de escasez de oxigeno y forraje de las grandes alturas;
las arterias pulmonares con una pared muy delgada con una unica ldmina elastica,
la particular forma eliptica y pequefio tamafio de sus globulos rojos, su mecanismo
de regulacion térmica y su mayor eficiencia digestiva de la fibra, les permite
adaptarse a la escasez de recursos forrajeros. Al igual que el resto de los camélidos,
presentan una alta eficiencia de los mecanismos economizadores de agua
(Fernandez-Baca, S., 2005).

Segtin describen Alzola y col., en 2004, el estomago de estos animales igual
que el de la alpaca, el guanaco y la vicufia, estd constituido por tres
compartimentos: el proximal o rumen que es el mas voluminoso (83 % del total
del volumen gastrico), el intermedio o reticulo, el mas pequefio (6 %) y el distal
llamado omaso de abomaso (11 %); histolégicamente, presenta dos regiones:
glandular, que aumenta la superficie del epitelio y que se asemeja a la estructura
fundica de los mamiferos monocavitarios y aglandular, que presenta un epitelio
plano estratificado diferente al de los bovidos y otros rumiantes. A diferencia de los
rumiantes verdaderos cuyo epiplon estd formado por dos hojas (superficial y
profunda), estos animales tienen un epiplon compuesto de una tunica y delgada
hoja, y el surco gastrico estd compuesto por un so6lo labio. El proceso de
regurgitacion esta asociado con el saco craneal del compartimento proximal en
lugar de con el reticulo, como en los rumiantes verdaderos. Otra de las diferencias
que presenta con los rumiantes verdaderos es la aparicion de abundante tejido
linfoide en la parte glandular del compartimento intermedio, presente por ejemplo
en el estomago del cerdo.



Revision bibliografica

La estructura de las visceras y glandulas anexas del aparato digestivo de los
camélidos sudamericanos muestran diferencias morfologicas con relacion a otros
rumiantes y herbivoros.

La Ilama carece de vesicula biliar (Castro y col., 2001) al igual que los
équidos, y el conducto hepatopancreatico, en apariencia no funcional, secreta la
bilis hacia el intestino durante todas las fases del ciclo digestivo. Presenta una
unica desembocadura de los conductos hepatico y pancreatico mayor y menor, lo
que les asemeja funcionalmente con ovinos y caprinos diferenciandolos de los
équidos, en los que esta separada. En camélidos, ovinos y caprinos, el conducto
pancreatico mayor se une al conducto colédoco formando la ampolla
hepatopancreatica (Ghezzi y col., 2000) la cual esta ausente en el bovino, cerdo y
conejo.

Debido a que la produccion y aprovechamiento de los camélidos constituyen
grandes posibilidades para el desarrollo socioeconémico del sector, la FAO, a
solicitud de los paises andinos, aprobo el proyecto de cooperacion técnica “Apoyo
a la crianza y aprovechamiento de los camélidos sudamericanos en la Region
Andina” (TCP/RLA/2914).

Las practicas de manejo de alpacas y llamas en la mayoria de casos, son de
tipo tradicional, carentes de innovaciones tecnologicas. Uno de los mayores
problemas a los que se enfrentan los productores son la alta mortalidad de crias y la
deficiente calidad de la carne debido a la presencia de sarcocistis. Ademas, hemos
de afiadir la baja tasa de natalidad debido a la mortalidad embrionaria y el
deficiente manejo reproductivo, el empobrecimiento de las praderas de pastos
naturales debido al sobrepastoreo y la baja calidad de la fibra debido a la falta de
programas de seleccion. Todo ello provoca una baja produccion y pobre
rentabilidad para el productor. La Universidad Catolica de Cordoba en
colaboracion con otros organismos, como el Centro de Investigaciones Textiles del
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (CIT-INTA) y centros extranjeros,
como la Universidad de Barcelona, ha desarrollado experiencias en la industria
local y pruebas en organismos especializados con buenos resultados.

Las enfermedades infecciosas son la causa principal de la alta mortalidad y
morbilidad de las crias (Fernandez-Baca, S., 2005). Su presentacion esta asociada a
fallos en la transferencia de inmunidad de la madre a las crias a través del calostro
(Martin Espada y col.,, 2010). La enterotoxemia, las diarreas neonatales, los
procesos respiratorios agudos y la septicemia son las mas frecuentes (Fernandez-
Baca, S., 2005; Pinto y col., 2010; Martin Espada y col., 2010).

La mortalidad por enterotoxemia causada por Clostridium perfringens tipo
A, puede alcanzar niveles mayores del 50 % en las crias dentro del primer mes de
vida. También son frecuentes (15 %) las colibacilosis que producen diarrea y
septicemia causadas por cepas de Escherichia coli que afectan a las crias. La
diarrea neonatal estd provocadas por rotavirus, coronavirus, E. coli,
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Cyptosporidium spp., Giardia spp. y Coccidia (Martin Espada y col., 2010;
Mercado y col., 2004; Whitehead, C.E., 2009).

La neumonia, con una mortalidad de entre 2 y 27 % esta provocada por el
género Pasteurella. En adultos ademas son frecuentes las infecciones provocadas
por Streptococcus zooepidemicus, Actinomices, Fusobacterium, y Clostridium
septicum.

La reduccion de las elevadas tasas de mortalidad neonatal mediante la
prevencion y control de las enfermedades infecciosas es clave para la mejora de la
produccion y conservacion de estos animales.

Para lograr un mayor beneficio de la crianza de llamas y contribuir al
bienestar de los pequefios productores, en su mayoria de muy escasos recursos, hay
que prestar la debida atencion entre otros aspectos, a la reduccion de la mortalidad
de crias y adultos. Esto implica el desarrollo mediante la investigacion, de métodos
efectivos e integrales de control y prevencion de enfermedades.

A pesar de que la llama es un herbivoro (tilopodo) con un aparato digestivo
muy parecido a los rumiantes, no debemos seguir las mismas pautas terapéuticas
que se emplean en ganado vacuno, lanar o caprino. Teniendo en cuenta las
diferencias registradas en el comportamiento cinético de numerosos farmacos, en
las distintas especies, se hace necesario, para planificar e instaurar un tratamiento
eficaz, conocer las caracteristicas farmacocinéticas que presenta el firmaco a
utilizar en la especie a tratar.

1.2.- Evolucion historica de la antibioterapia

En 1887, Pasteur observdo como el bacilo del carbunco se inhibia en
presencia de contaminantes del aire; posteriormente estudio como Pseudomona
aeruginosa antagonizaba al mismo Bacillus anthracis y de aquella bacteria se
elabor6 la piocinasa, que tenia efecto litico sobre algunas bacterias. Podemos decir
que fue el comienzo de la quimioterapia. En 1908, Gelmo descubrio el prontosil
sustancia empleada para tefiir la lana y que 25 afios después demostrd su eficacia
frente a infecciones bacterianas (sulfonamida).

Posteriormente, en 1929, Fleming aislé y cultivé un hongo, el Penicilium, al
comprobar que tenia propiedades antibacterianas: de su estudio surgid la penicilina
que, gracias a los estudios de Florey y Chain en 1939, permiti6é disponer de este
farmaco en forma clinica. A partir de aqui el avance continia de manera
vertiginosa. En 1935, en Alemania, Gerhard Domagk descubri6 que el prontosil era
eficaz en la proteccion frente a Streptococcus haemolitycus en ratones,
demostrando que la fraccion antibacteriana del mismo era la sulfonamida
(sulfanilamida). En 1942 Waksman y col., obtuvieron la estreptomicina, primer
aminoglucosido introducido para la terapia antimicrobiana frente a
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microorganismos gram-negativos, y en 1953 aparecieron la oxitetraciclina y la
cloromicetina, primer antibidtico sintetizado (cloranfenicol) y que resultaba eficaz
frente a bacterias gram-negativas, gram-positivas y rickettsias, considerandose
entonces como antibidtico de amplio espectro; y por ultimo a partir del nacleo de la
tetraciclina se obtuvieron el tiamfenicol y el florfenicol, antibidticos de gran
potencia.

En 1960 Lesher, trabajando con la cloroquina desarrolld un grupo de
farmacos sintéticos: las quinolonas.

La primera quinolona desarrollada en 1962 fue el acido nalidixico (Mitscher
y col., 1989) aprobada en 1965 para la terapéutica de infecciones urinarias
provocadas por microorganismos gram-negativos y forunculosis en peces de granja
(Lees y Aliabadi, 2002). Sin embargo, pronto comenzaron a evidenciarse su
estrecho espectro antimicrobiano, las bajas concentraciones alcanzadas en sangre y
baja biodisponibilidad tras la administracion oral, su escasa distribucion y su gran
capacidad para inducir resistencias, limitando asi su uso.

Las primeras 4-quinolonas, derivadas del acido nalidixico y con estructuras
similares, fueron el acido pipemidinico (piridopirimidina), el acido oxolinico, la
flumequina y el cinoxacino (cinolona) que también fueron empleadas para el
tratamiento de las infecciones urinarias por gram-negativos.

En los afos 80, gracias a diferentes sustituciones quimicas en la molécula,
surgieron las fluoroquinolonas, derivadas de naftiridinas o quinolonas. Desde
entones y hasta la actualidad el numero de moléculas sintetizadas llega a 10.000
(Gutiérrez-Zufiaurre, N., 2004).

La marbofloxacina fue sintetizada por primera vez en el aflo 1986 por Aokiy
col.,, y la enrofloxacina fue sintetizada por Grohe y Peterson en 1980
introduciéndose en el mercado, para uso exclusivo en veterinaria, en los afios 1995
y 1988 respectivamente.

1.3.- Quinolonas
1.3.1.- Clasificacion

Las quinolonas se han clasificado desde diversos puntos de vista: estructural,
generacional, por espectro,....

Seglin su estructura quimica se dividen, de acuerdo al nucleo basico que
posean, en naftiridinas (acido nalidixico, enoxacina), cinolinas (cinoxacina), pirido-
pirimidinas (acido pipemidinico y acido piromidico), y quinolonas (flumequina,
acrosoxacina, acido oxolinico) y fluoroquinolonas (norfloxacina, enrofloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, enoxacina, marbofloxacina, amifloxacina, sarafloxacina
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y pefloxacina); Fitton, en 1992, las clasificd por generaciones, clasificacion que se
impuso a partir de los afios noventa. Las quinolonas pertenecientes a cada
generacion presentan unas caracteristicas farmacocinéticas, de potencia y espectro
de actividad anélogas:

¢ Quinolonas de primera generacion: incluye a las denominadas quinolonas
clasicas como el acido nalidixico, acido oxolinico, acido pipemidinico, acido
piromidinico y la cinoxacina. Generalmente se incluye también en este grupo a la
flumequina, primera quinolona fluorada.

¢ Quinolonas de segunda generacion: originadas a partir de la sintesis de la
norfloxacina, primera fluoroquinolona. Incluye moléculas monofluoradas como
enrofloxacina,  ciprofloxacina, ofloxacina, enoxacina, marbofloxacina,
amifloxacina, sarafloxacina y pefloxacina.

¢ Quinolonas de tercera generacion: incluye moléculas multifluoradas como
la lomefloxacina, fleroxacina, temafloxacina, difloxacina, tosufloxacina y
danofloxacina, abarcando también compuestos que presentan una mayor potencia
in vitro contra gram-negativos, gram-positivos, anaerobios y patdgenos
intracelulares como la levofloxacina, clinafloxacina, sparfloxacina, grepafloxacina,
sitafloxacina y trovafloxacina.

Otra forma de clasificar las quinolonas es en funcién del espectro que
abarquen. Asi, la primera generacion estaria formada por las quinolonas clasicas
cuyo espectro practicamente se reduce a enterobacterias; las de segunda generacion
con un espectro mas amplio frente a microorganismos aerobios gram-negativos,
algunos aerobios gram-positivos e incluso algunos anaerobios; y la tercera
generacion que estaria compuesta por quinolonas que presentan mayor potencia in
Vitro contra gram-negativos, gram-positivos, anaerobios, micoplasmas y patogenos
intracelulares (Rothlin, R.P., 1999).

Bryskier y Chantot (1995) proponen dos sistemas de clasificacion basados
en la estructura quimica y en las propiedades bioldgicas, respectivamente. Segin
esta clasificacion, se diferenciarian cuatro grupos de quinolonas de acuerdo a la
estructura quimica y al ntcleo basico que posean: monociclico, biciclico, triciclico
y tetraciclico.

De acuerdo a la actividad bioldgica, estos mismos autores, dividen estos
compuestos en cuatro grupos en funcion de su espectro antibacteriano y del grado
de transformacion metabodlica que sufran. De esta manera, un primer grupo estaria
formado por las quinolonas con espectro limitado (como las quinolonas clasicas) y
un segundo grupo incluiria a aquellas con espectro ampliado. En este ultimo grupo
se encontrarian las quinolonas mas nuevas, que poseen, ademas, perfiles
farmacocinéticos mas favorables y concentraciones inhibitorias minimas menores.
Cada uno de estos grupos se dividiria a su vez en dos, en funcion del grado de
metabolismo, para lo cual consideran que una molécula no es significativamente
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metabolizada cuando menos del 5 % de la dosis es detectada en forma de
metabolitos (Bryskier y Chantot, 1995).

Por ultimo podriamos clasificarlas segin el uso para el que han sido
aprobadas: asi tendriamos quinolonas de uso en medicina humana o en medicina
veterinaria. Las quinolonas aprobadas para uso en medicina veterinaria en los
diferentes paises son el acido oxolinico, la ciprofloxacina, la danofloxacina, la
difloxacina, la enrofloxacina, la flumequina, la marbofloxacina, la norfloxacina y
nicotinato de norfloxacina, la ofloxacina, la orbifloxacina y la sarafloxacina.

1.3.2.- Estructura quimica y relacion estructura-

actividad

Gutiérrez-Zufiaurre en 2004, define las quinolonas como antimicrobianos
formados por un anillo heteroaromatico biciclico que combina el nucleo (-
piridona, acido carboxilico y un anillo aromatico (naftidina, quinolina, cinolina o
piridopirimidina). Son un grupo de moléculas muy heterogéneas que se comportan
como bioisosteros.

El nombre genérico de quinolona se ha establecido y generalizado para
favorecer su comparacion puesto que todas tienen un mismo mecanismo de accion,
pero de forma estricta s6lo son quinolonas las derivadas de la 4-oxoquinolina o 4-
quinolona.

Clasicamente desde un punto de vista quimico todas las quinolonas
sintetizadas se engloban en 4 grupos:

e 4-oxo-naftiridinas o 4-naftiridonas.
¢ 4-0x0-quinolinas o 4-quinolonas.
e 4-0x0-cinolinas o 4-cinolonas.

¢ 4-oxo-piridopiridinas o 4-pirimidonas.

S = _.;_-H k

N N N N
naftiridonas quinalonas cinolonas pirimidonas

Fig. 3.- Estructuras basicas de las quinolonas.
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Las derivadas de los grupos 3 y 4 no han sido desarrolladas, ya que tanto la
presencia de un nitréogeno en posicion 2 en las 4-cinolonas, como el nitrogeno en
posicion 6 en las 4-pirimidonas, impiden la fluoracion, dando lugar a una notable
reduccion de la actividad. En los ultimos afios se ha desarrollado un nuevo grupo
quimico, las 2-piridonas en las cuales el nitrogeno de la posicion 1 sustituye al
carbono entre las posiciones C4 y Cs.

El desarrollo de este grupo de antimicrobianos se ha visto favorecido por la
posibilidad de modificar su estructura basica, asi como la posibilidad de
sustituciones en todas ellas (seis) a excepcion de la posicion 3 (un radical
carboxilo) y la 4 (un radical oxo). Las modificaciones van a dar lugar a variaciones
en la actividad de las quinolonas frente a microorganismos y a modificaciones en
las propiedades farmacocinéticas, toxicidad e interacciones con otros farmacos.

Las sustituciones en las distintas posiciones se pueden clasificar en
constantes, habituales y variables: las constantes son las que definen al grupo; las
habituales son aquellas sustituciones (generalmente dos, X, y Xs: en ambos casos
es un nitréogeno o un carbono unido a un atomo o un radical muy pequeio) que
tienen pocas opciones de cambio; y por ultimo estan las sustituciones variables, en
N vy Rs (que son esenciales) y R; y Xg (son importantes, aunque accesorias) donde
las posibilidades de sustitucion son mayores.

Aunque algunas propiedades antibacterianas se pueden asociar con algunos
de los radicales, no debemos olvidar que la molécula actia en conjunto por lo que
las sustituciones pueden actuar de forma positiva o negativa entre si en cuanto a la
actividad antibacteriana, farmacocinética, toxicidad y perfil de interacciones.

Modifica potencia Trasporte al interior de la bacteria
Amplia espectro Lugar de union a la ADN-girasa
hacia Gram +

Modifica potencia
Amplia espectro a Gram +
H*: Q. desfluoradas

OH

Interaccion con ADN-girasa
Modifica potencia y PK R;
Amplia espectro
Interaccion teofilina
Fijacion a GABA
Proteccion resistencias:
bombas de eflujo
Disminucion de

Lugar de union a
Topoisomerasas
Sustitucion con H*
(forma 6ptima)

Modifica PK Modifica
Afinidad por potencia

- Topoisomerasas Efecto PK: B oral,
seleccion de mutantes,” . rementa actividad penetracion tisular, t,, ,
Reduccion de frente a anaerobios Actividad antimicrobiana
efectos Toxicidad Interferencia teofilina
adversos

Fig. 4.- Radicales con posibilidad de cambios y propiedades que se
modifican.
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e La sustitucion en la posicion 1 es una sustitucion variable pero esencial.
Modifica la potencia y actividad antimicrobiana y tiene efecto sobre la
farmacocinética del compuesto (biodisponibilidad oral, penetracion tisular y
semivida de eliminacién prolongada). También controla la interferencia con la
teofilina.

Comunmente esta sustitucion se realizan con grupos ciclopropilo y
terbutilo, que mejora la actividad tanto frente a gram-positivos como gram-
negativos  (ciprofloxacino, esparfloxacino, grepafloxacino clinafloxacino,
moxifloxacino, gatifloxacino y gemifloxacino) y micobacterias. Ademas
sitafloxacino tienen un flior unido al ciclopropilo con grupos 2,4-difluorofenilo,
que aumenta la actividad frente a gram-positivos, sobre todo frente a S.
pneumoniae, ya que este grupo desempefia un papel importante en la expresion del
efecto postantibiotico y el efecto bactericida (tosufloxacino, trovafloxacino y
temafloxacino).

e [ a sustitucion en la posicion 2 estd intimamente ligada al lugar de union a
las topoisomerasas por lo que los radicales deben ser de pequefio volumen, ya que
la presencia de radicales voluminosos inhibiria el acceso al lugar de fijacion. Se ha
probado un carbono unido a un hidrogeno (es la mejor y la que presentan la
mayoria de las quinolonas), un nitrégeno (cinoxacino, pero determina una menor
actividad y por eso no se ha desarrollado) o un atomo de azufre (no desarrollado).

e La sustitucion en las posiciones 3 y 4 debe ser un grupo carboxilo y un
oxigeno respectivamente, puesto que son esenciales para el transporte al interior de
la bacteria y para la union de las topoisomerasas. En este lugar las quinolonas se
unen al calcio, hierro, magnesio, etc., y determinan una disminucién en su
absorcion.

e La sustitucion en la posicion 5 influye alterando la configuracion estérica
de la molécula, afectando a su actividad, aunque esta fuertemente influenciada por
las sustituciones en otras posiciones. La mayoria de las quinolonas clésicas
presentan un atomo de hidrogeno en esta posicion. La presencia de un grupo amino
incrementa la actividad frente a gram-positivos y frente a Toxoplasma gondii.
Menos potencia se obtiene con la presencia de grupos hidroxilo o metilo. La
presencia de radicales voluminosos (metoxi o atomos de halégeno) disminuye la
actividad intrinseca de la molécula, probablemente por interaccion con las
posiciones 3 y 4. De todas formas, hay que tener en cuenta que no todas las
modificaciones que han mostrado eficacia in vitro reflejan un aumento de actividad
in vivo.

e La sustitucion en la posicion 6 puede realizarse con un nitrogeno, que no
admite sustituciones, o un carbono que permite la introduccion de otro radical. La
presencia de un atomo de flior mejora de cinco a cien veces la actividad intrinseca
de la molécula, dando Ilugar a las fluoroquinolonas. Por tanto, estas
fluoroquinolonas son derivados fluorados del acido 3-carboxilico de la 4-quinolona
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o de la 4-naftiridona, ya que en el caso de las piridopirimidinas el nitrogeno en esta
posicion impide la fluoracion con la consiguiente disminucion de la actividad.

Actualmente estan en desarrollo nuevas quinolonas que presentan un atomo
de hidrogeno en posicion 6 en lugar del atomo de fltior. Son las Ilamadas
desfluoroquinolonas, en las que las sustituciones en posicion 1, 7 y 8 van a ser
determinantes para su actividad antimicrobiana. Entre ellas, la molécula mas
desarrollada es BMS-284756 (garenoxacino) que presenta dos atomos de fluor
incorporados en difluorometilo en el radical 8. Tiene el mismo espectro de
actividad que las fluoroquinolonas clasicas aunque son ligeramente menos activas
frente a gram-negativos y mas activas frente a gram-positivos, incluido
Streptococcus pneumoniae (resistente al ciprofloxacino) y Staphylococcus aureus
(resistente a la meticilina). Ademas también es activo frente a gran parte de
anaerobios y microorganismos intracelulares.

Otro grupo de agentes con nuevos sustituyentes en esta posicion son los 6-
amino, 8-metilquinolonas que aumentan su actividad frente a gram-positivos. La
presencia de una tetrahidroisoquinolona en C; parece ser la mas util de las 6-
aminoquinolonas, con actividad de cuatro a cien veces mas que la ciprofloxacina.

En cuanto a las sustituciones variables, se podria hablar de unas posiciones
esenciales en la actividad y las propiedades farmacocinéticas (R; y R;) y de unas
sustituciones accesorias que corresponderian a los radicales R5 y Xs.

e La sustitucion en la posicion 7, igual que las realizadas en 1, son variables
pero no esenciales. Esta posicion interactiia directamente con la ADN-girasa o
topoisomerasa II. Son importantes en la farmacocinética y controlan las
interacciones con la teofilina y la fijacion a los receptores GABA. La presencia de
grupos heterociclicos nitrogenados de cinco o seis a&tomos se corresponde con una
mayor actividad antimicrobiana. Los mas comunes son las aminopirrolidinas (5
atomos), piperacinas (6 atomos) o los azabiciclos derivados de la aminopirrolidina.
En general, la presencia de este tltimo mejora la actividad frente a gram-negativos.
Los metil derivados de piperacinas también la mejoran y ademas aumentan la
solubilidad y determinan una semivida de eliminacién mas prolongada.

La ultima de las modificaciones en la cadena lateral de C; es la presencia de
un segundo anillo fusionado a la pirrolidona. Este es el caso de moxifloxacino y
trovafloxacino, que poseen mejor actividad frente a gram-positivos.

Recientemente se ha conocido que la adicion de radicales voluminosos en C;
parece conferir proteccion frente a la resistencia mediada por bombas de flujo
externo, posiblemente como resultado del aumento de hidrofobicidad de la
molécula, como demuestra el hecho de que moxifloxacino no ve alterada su
actividad en presencia de reserpina. Ademas la presencia de estos radicales
disminuye la probabilidad de seleccion de mutaciones en cepas silvestres y
aumenta la actividad frente a anaerobios. También el radical en C; va a influir en
determinar la diana principal de la quinolonas, al menos en S. pneumoniae.
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Los sustituyentes C; alquilados disminuyen la produccion de efectos
adversos, como el riesgo de cristaluria, debido a que aumentan la hidrosolubilidad
del compuesto a pH fisiologico (Bryskier y Chantot, 1995; Boswell y Wise, 1998).

Por tanto, se puede concretar que la mejor sustitucion en C; para aumentar la
actividad frente a gram-negativos es la piperacina, seguida de las
aminopirrolidinas, las amino-metil-oximino-pirrolidina, los azabiciclos, los 3-
metil-piperacinas y finalmente las dimetilpiperacinas.

e La sustitucién en la posicion 8 va a influir en la configuracion estérica de
la molécula, lo que puede implicar un cambio en la afinidad de la quinolona por
una u otra topoisomerasa. También afecta a la actividad frente a anaerobios, a la
farmacocinética, a la fototoxicidad y a la genotoxicidad de la molécula. En
posicion Xg puede existir un carbono (4-quinolonas) o bien un nitrogeno (4-
naftiridonas: en este no se pueden afiadir mas radicales ya que todas las valencias
del nitrogeno estan ocupadas). En las 4-quinolonas la presencia de un atomo de
cloro o de fluor aumenta la actividad frente a anaerobios, pero también aumenta la
fototoxicidad, lo que ha condicionado la suspension de su comercializacion. La
presencia de un grupo metoxi o metilo mejora la actividad frente a gram-positivos
y anaerobios aumentando también el poder bactericida.

La presencia de uno u otro radical en Cg parece determinar qué
topoisomerasa es la diana principal de cada quinolona, al menos en los gram-
positivos. La presencia de un hidrogeno (ciprofloxacino) o bien de un puente N; y
Cs (ofloxacino y levofloxacino) confiere mayor afinidad por la topoisomerasa IV.
Por el contrario, la presencia de un atomo de cloro o de fliior va a determinar una
mayor afinidad por la ADN-girasa (topoisomerasa II) (Gutiérrez-Zufiaurre, N.,
2004).

1.3.2.1.- Estructura quimica de la marbofloxacina

La formula quimica de la marbofloxacina es (9-fluoro-2,3dihidro-2-metil-
10-(4-metil-1-piperazinil)- 7— oxo—7-H-pirido [3,2,1-ij] [4, 1, 2] benzosadiacina-
6-acido carboxilico, su formula molecular es C;H;oFN4O, y su peso molecular
362,4 g.mol ™.

El incremento de la potencia por la sustitucion con un atomo de fluor en Cg,
se acompaia de la introduccién de un anillo piperacinico (N-metil piperacina) en
Cyo y un atomo de oxigeno en posicion 1, que da origen a un ciclo oxadiacinico. El
ciclo piperacinico mejora la formacion del complejo ADN-ADN-girasa asi como la
penetracion en la célula bacteriana. La adicion del grupo metilo en posicion
“para” del anillo piperacinico aumenta la liposolubilidad del farmaco y, con ello,
el volumen de distribucion. El anillo oxadiazinico confiere a la molécula
caracteristicas farmacocinéticas como prolongada semivida de eliminacidon y buena
biodisponibilidad a la vez que aumenta el espectro frente a bacterias gram-positivas
y anaerobios. Ademas, el niicleo triciclico confiere mayor estabilidad metabolica al
compuesto (Neuman, M., 1987ab).
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| OH
CHs CH5

Fig. 5.- Estructura quimica de la marbofloxacina.
1.3.2.2.- Estructura quimica de la enrofloxacina

La formula quimica de la enrofloxacina es (3 acido quinolinocarboxilico, 1-
ciclopropil-7-(4-etil-1-piperacinil)-6-fluoro-1,4dihidro-4-oxo), su formula
molecular es C9H,,FN30;, vy su peso molecular es 359,40 g.mol’1 , lo que favorece
su penetracion tisular. En la posicion 7 tiene un anillo 4-metilo-piperazin-1-il, cuyo
volumen espacial le confiere mayor potencia con respecto a aquellas quinolonas
que tienen moléculas lineales en esa posicion. Ademds posee un grupo etilo en
posicion 4 que aumenta la absorcion digestiva y la disponibilidad (Abadia, A.R.,
1991) y hace que la enrofloxacina alcance el doble de la concentracion plasmatica
de la ciprofloxacina, que tiene una estructura similar pero carece de este radical
(Sumano Lépez, H., 1993). En su punto isoeléctrico tiene la menor solubilidad y la
mayor lipofilicidad (Dorfman y col., 1995). La molécula es bastante estable a la
temperatura (hasta aproximadamente 50°C) pero inestable frente a la luz.

| OH

K

Fig. 6.- Estructura quimica de la enrofloxacina.

Las fluoroquinolonas son sustancias anfoteras de baja hidrosolubilidad y que
pueden precipitar en medio acido. Estas propiedades son debidas a que las
quinolonas tienen dos grupos funcionales ionizables farmacéuticamente relevantes:
el acido carboxilico y un nitrégeno protonable. La asociacion de estos grupos tiene
un importante efecto en la solubilidad y el coeficiente de particion. Las quinolonas
pueden existir en cuatro formas distintas a medida que varia el pH de la solucién:
un catién (H,Q"), una especie neutra (HQ'), un zwitterion (HQ®) y un anién (Q).
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Las constantes de disociacion (K; y K,) estdn definidas por las siguientes
ecuaciones:

K;=[HQ][HJ/[HQ]
K,=[Q][HJ/[HQ]
Dénde [HQ] = [HQ] + [HQ"]

A un pH determinado se pueden obtener las fracciones de las distintas
especies a partir de las siguientes ecuaciones:

f(H,Q") = [H'F /{[H'} + K4 [H'] + KiK}
f(Q) = K\Ky /{[H'] + K [H'] + K| K5}
f(HQ) = [H']K, /{[H']* + Ky[H'] + K, K>}

Si la constante de disociaciéon de la amina es mayor que la del acido
carboxilico, la forma HQ va a predominar como forma neutra (HQ"). Si es menor,
predomina en forma de zwitterion (HQ"). En solucién, las formas H,Q" y Q,
predominaran a valores de pH altos y bajos, respectivamente, y [HQ] alcanza el
maximo cuando el pH = PI, siendo PI = (pK; + pK,)/2 el punto isoeléctrico del
compuesto (Riley y col., 1989).

La solubilidad de las quinolonas estd determinada por el pH de la solucion
(minima solubilidad cuando [HQ] es maxima, o sea en el PI) y limitada por la
solubilidad intrinseca (Sy) de las especies sin carga (HQ) y esta descrita por la
ecuacion:

S=S0(1+Ky/[H]+[HTK))

De todo esto se deduce que las constantes de disociacion de las quinolonas
ayudan a definir tanto el estado de ionizacion del compuesto a un pH dado, como el
perfil de solubilidad del mismo en funcién del pH en el que se encuentre. Los
perfiles solubilidad-pH de las quinolonas tienen forma de U o V con el minimo
centrado en el punto isoeléctrico.

En el caso del acido nalidixico, el pKa; de 0,94 determinado por
espectrofotometria, corresponde a la disociacion del nitrogeno heterociclico
protonado, mientras que el pKa, de 6,02 corresponde a la disociacion del grupo
acido carboxilico. La mayoria de las quinolonas nuevas tienen constantes de
disociacion para el grupo carboxilo similares a la del acido nalidixico ya que la
sustitucion en la posicion 7 parece tener poco efecto sobre la disociacion del grupo
carboxilo. Estas nuevas quinolonas tienen un grupo funcional bésico en posicion 7,
como, por ejemplo, el grupo piperacinico, que posee un pKa mucho mas elevado
que el del nitrégeno heterociclico del acido nalidixico. El resto de los nitrégenos

-16 -



Revisidn bibliogréfica

son tan débilmente basicos que no revisten importancia. Los valores de pKa para la
mayoria de las fluoroquinolonas estan alrededor de 5,46 y 6,32 para el grupo
carboxilo y entre 5 y 9 para la amina basica, dependiendo de la naturaleza quimica
de la cadena lateral (Riley y col., 1989; Sorgel y Kinzig, 1993).

La marbofloxacina presenta pKa de 5,5 y 8,2, con un punto isoeléctrico de
6,85 y la enrofloxacina presenta un pKa de 6,0 y 8,8 con un punto isoeléctrico de
7,4.

Las fluoroquinolonas son por tanto acidos organicos débiles, por lo que entre
pH 6 y pH 8, aproximadamente, predominan en forma no ionizada. Al estar s6lo
levemente ionizados a pH sanguineo son suficientemente liposolubles como para
penetrar bien en los tejidos. A pH fisiologico la solubilidad en agua es baja,
variando segun la quinolona. Por su caracter anfotero son solubles tanto en
soluciones acidas como basicas (Vancutsem y col., 1990). Las preparaciones para
administracion parenteral contienen sales solubles del farmaco que son estables
como polvo y en solucién acuosa y que deben ser almacenadas protegidas de la luz.
Los cationes multivalentes (magnesio, aluminio, calcio, zinc) producen quelacion,
lo que reduce la absorcion enteral de las quinolonas (EI Bahri y Blouin, 1991).

Tabla 1.- Constante de disociacion acida (pKa) y punto isoeléctrico (PI) de
algunas fluoroquinolonas (Sorgel y Kinzig, 1993).

FLUOROQUINOLONA pKa PI
amifloxacina 6,3-7,3 6,8
ciprofloxacina 6,0-8,8 7.4
difloxacina 6,1-7,6 6,85
enoxacina 6,0-8,5 7,25
fleroxacina 5,7-8,0 6,85
lomefloxacina 5,8-9,3 7,55
marbofloxacina 5,5-8,2 6,85
norfloxacina 6,2-8,7 7,45
enrofloxacina 6,0-8,8 7,4
ofloxacina 5,7-7,9 6,8
pefloxacina 6,3-7,6 6,95
rufloxacina 5,6-8,7 7,15
sparfloxacina 6,3-8,8 7,55
temafloxacina 5,6-8,7 7,15

-17 -




Revision bibliogréfica

Punto isoeléctrico de las fluoroquinolonas (PI)
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Grafica 1.- Punto isoeléctrico de fluoroquinolonas (PI).

1.3.4.- Mecanismo de accion

Las quinolonas son antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos
nucleicos de los microorganismos. Las bacterias tienen un tamaiio aproximado de
1 x 2 pum, mientras que su ADN tiene una longitud de 1300 pm. El cromosoma
bacteriano estd subdividido en 50-60 dominios; cada dominio tiene cerca de 20 um de
longitud y esta ligado o conectado a un nucleo de ARN. Para reducir su tamafo, el
cromosoma bacteriano tiene que sufrir un enrollamiento (superenrollamiento)
negativo y para poder realizar este proceso tienen que intervenir una serie de
enzimas, las topoisomerasas. La topoisomerasa II, conocida en las células
procariotas como ADN-girasa estd compuesta por cuatro subunidades: 2 monémeros
A'y 2 monomeros B. Existe uno de estos tetrameros por dominio. Las subunidades A
introducen primero un corte en cada hebra de ADN cromosomico dentro de cada
dominio. A continuaciéon, las subunidades B se encargan de introducir el
superenrollamiento, utilizando una molécula de ATP para cada giro del enrollamiento
que producen. El nimero de giros que se da por dominio para producir la
compactacion es aproximadamente 400. Por tultimo, las subunidades A vuelven a
actuar sellando los cortes dentro de cada dominio (Smith y Lewin, 1988).

Las quinolonas, al unirse selectivamente a la ADN-girasa, no evitan la unién de
la girasa al ADN ni la ruptura del mismo (Wolfson y Hooper, 1989), pero si impiden
que las enzimas sellen los lugares donde inicialmente se introdujeron los cortes en el
ADN cromosémico; ademas inhiben el superenrollamiento negativo del ADN,
produciendo por tanto la interrupcion de los procesos de replicacion, trascripcion,
reparacion, recombinacion y transposicion del ADN bacteriano.

Por otra parte, las fluoroquinolonas poseen una segunda diana intracelular en

las células bacterianas, la topoisomerasa I'V. Esta enzima, de estructura similar a la
ADN-girasa o topoisomerasa II, no interviene en el superenrollamiento, pero es
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esencial para la relajacion ATP-dependiente del ADN y su segregacion (separacion
de cromatidas hermanas) (Hooper, D.C., 1998).

Parece que existen diferencias en el grado en que cada una de estas enzimas
se ve alterada dependiendo de los microorganismos considerados. Algunos autores
sefialan, que para el caso de bacterias gram-negativas como Escherichia coli o
Neisseria gonorrhoeae, la enzima diana principal es la ADN-girasa, mientras que
en otras, como Staphylococcus aureus o Streptocococcus pneumoniae, la enzima
mas sensible es, generalmente, la topoisomerasa IV (Boswell y Wise, 1998;
Hooper, D.C., 1998).

Se ha observado, que las mutaciones que afectan a la subunidad B de la
ADN-girasa, también inducen modificaciones en la sensibilidad bacteriana a las
fluoroquinolonas, y por tanto, pareceria que las fluoroquinolonas podrian afectar no
solo a la subunidad A, sino también a la subunidad B (Hooper, D.C., 1998; Smith y
Lewin, 1988).

Ademas de bloquear la sintesis de ADN, la presencia de cortes no unidos en
las ramas del ADN como consecuencia de la inhibicion del resellado de las hebras
de ADN por accién de las quinolonas, actila como sefial de induccion del sistema
"SOS" de reparacion del mismo, formandose endonucleasas capaces de destruir al
ADN, hecho que explicaria el mecanismo de accion bactericida de estos compuestos
(Vancutsem y col., 1990; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998, Neuman, M.,
1988).

Las fluoroquinolonas causan una rapida muerte de las bacterias, con una tasa
y magnitud que aumenta a medida que aumenta su concentracién, hasta que
alcanza un maximo ("concentracion bactericida maxima") aproximadamente a una
concentracion de 15 a 20 veces la concentracion inhibitoria minima (MIC). A partir
de este maximo, la tasa de muerte bacteriana puede disminuir y las
fluoroquinolonas pueden exhibir una curva concentracion-respuesta bifasica
conocida como efecto paradodjico o efecto "eagle". Este efecto paradojico es
causado por la inhibicion de la sintesis de ARN a altas concentraciones del
antimicrobiano (200 veces la MIC), produciéndose una bacteriostasis (Smith y
Lewin, 1988; El Bahri y Blouin, 1991; Boswell y Wise, 1998; Lecoeur Bitchatchi y
Kolf Clauw, 1998; Walker y Dowling, 2006). Esta curva concentracion-respuesta
bifésica, con una primera fase en la que el nimero de bacterias muertas aumenta al
aumentar la concentracién del antimicrobiano, y una segunda fase en la que sucede
lo contrario, se observa solamente en exposiciones cortas al antimicrobiano
(Vancutsem y col., 1990). Este hecho se relaciona con la inhibicion de la sintesis
de ARN y con la interrupcion de la produccion de endonucleasas que debe estar
precedida necesariamente por la sintesis del ARN.

La topoisomerasa II de los eucariotas, a diferencia de la ADN-girasa
bacteriana, no se ve tan afectada por las fluoroquinolonas, probablemente debido a
las diferencias estructurales y funcionales existentes entre las dos enzimas (Smith y
Lewin, 1988; Brown, S.A., 1996). No obstante, la actividad de las fluoroquinolonas
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sobre la topoisomerasa II de mamiferos ha sido asociada con genotoxicidad.
Brown, S.A. (1996) y Gootz y col.,, (1994) indican que las quinolonas con
configuracion cis-3,5-dimetilpiperacina en C; poseen mayor selectividad por la
ADN-girasa bacteriana que el analogo trans -3,5-dimetilpiperacina, y que la
concentracién necesaria para inhibir las enzimas de la replicacion de los
mamiferos seria unas 100 veces mayor que la concentracion que inhibe las
correspondientes enzimas bacterianas, lo que daria como resultado un amplio
margen de seguridad para las fluoroquinolonas (Vancutsem y col., 1990).

Las fluoroquinolonas entran en las bacterias a través de las porinas y se
acumulan rapidamente en el interior de las bacterias susceptibles. Son también
capaces de penetrar eficazmente en las células fagociticas y de permanecer
microbiologicamente activas en su interior. Algunos microorganismos gram-
positivos son capaces de expulsar fuera de la célula bacteriana a estos
antimicrobianos, mediante un sistema de transporte dependiente de energia.

El efecto de las fluoroquinolonas sobre la proliferacion bacteriana sugiere
tres mecanismos de muerte celular (Walker y Dowling, 2006):

Mecanismo A: es comun a todas las fluoroquinolonas. Requiere ARN y
sintesis de proteinas y solo es efectiva contra bacterias que estan division. Este
mecanismo parece involucrado en el bloqueo de la replicacion de la ADN-girasa.

Mecanismo B: no requiere ARN ni sintesis de proteinas y puede actuar sobre
las bacterias que no estan multiplicandose. Esta relacionado con la deslocalizacion
de las subunidades de la girasa que limitan el complejo ternario.

Mecanismo C: requiere ARN y sintesis de proteinas, pero no requiere
division celular. Esta relacionado con el atrapamiento del complejo de Ia
topoisomerasa [V sobre el ADN.

1.3.5.- Farmacocinética

Las quinolonas presentan comportamientos cinéticos diferentes segin su
estructura quimica o la generacion a la que pertenecen. En general, las quinolonas
de primera generacion no presentan una elevada absorcion en el tracto
gastrointestinal y sufren un rapido aclaramiento principalmente por via renal, lo
cual limita su uso al tratamiento de infecciones urinarias y entéricas.

Las fluoroquinolonas, en cambio, tienen una buena absorcion oral en los
animales (a excepcion de los rumiantes y €équidos) con una alta biodisponibilidad
oral y una casi completa absorcion parenteral y amplia distribucion tisular
(incluyendo fagocitos) en la mayoria de las especies. El atomo de fltor en Cq y el
anillo piperacinico en C; mejoran la penetracion celular con respecto a las antiguas
quinolonas (Mitscher y col., 1989; Percival, A., 1991; Boswell y Wise, 1998) y las
cadenas alquiladas en posicion “para” del anillo piperacinico aumentan la
liposolubilidad (Vancutsem y col., 1990) (Ver 1.3.2). La baja union a proteinas
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plasmaticas, que generalmente presentan estos compuestos, da lugar a valores
mayores en el volumen de distribucion de las fluoroquinolonas con respecto a las
quinolonas clasicas.

En cuanto a la eliminacion, las fluoroquinolonas se eliminan por via renal
y/o biotransformacion hepatica y la participacion de cada una de estas vias varia

dependiendo de cada compuesto. Las semividas de eliminacion son relativamente
largas.

1.3.5.1.- Farmacocinética de las fluoroquinolonas en especies no
rumiantes

1.3.5.1.1.- Biodisponibilidad

Biodisponibilidad oral

La absorcion oral de las fluoroquinolonas es elevada y rapida en animales
con estomago monocavitario (a excepcion de los équidos) y prerrumiantes. En
¢stos, la biodisponibilidad (F) oral puede variar entre el 50 % y el 90 %
dependiendo de la especie y de la molécula considerada (Fitton, A., 1992).

La administracion oral de moxifloxacina fue estudiada en conejos
obteniendo valores del 75 %. La ciprofloxacina tiene una biodisponibilidad oral
entre el 50 y 70 % en cerdos y pollos, mientras que en caballos es del 6,8 %. Algo
similar ocurre con la norfloxacina en burros, con un valor de 9,6 %, y por debajo
del 50 %, practicamente en todas las especies estudiadas a excepcion de los pollos.

En todas las especies la administracion conjunta de compuestos que
contengan cationes multivalentes (antidcidos, leche o sustitutivos lacteos)
disminuye su biodisponibilidad oral. La ingestién conjunta de alimentos puede
retrasar la absorcion de las fluoroquinolonas, aunque no parece modificar la
cantidad absorbida (EI Bahri y Blouin, 1991; Fitton, A., 1992; Brown, S.A., 1996).
Los incrementos de la dosis oral generalmente producen incrementos lineales en
las concentraciones plasmaticas.

Las concentraciones maximas (C,,,x) obtenidas oscilan desde 0,22 pg/ml en
los pollos tras la administracion oral de norfloxacina hasta casi los 3 pg/ml de la
ciprofloxacina para la misma especie.

El tiempo que tarda en alcanzarse la mayor concentracion plasmatica (T ),
obtenido tras la administracion oral, va a variar segun la quinolona y la especie de
que se trate, oscilando desde las 0,22 horas de la norfloxacina en pollos hasta las
2,84 horas para la difloxacina en los perros.
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Tabla 2.- Concentracion maxima (Cpa), tiempo maximo (Tua) Y
biodisponibilidad (F) oral en especies no rumiantes (5 mg/kg).

QUINOLONA | ESPECIE | Cpax(ng/ml) | Toax(h) | F(%) AUTOR

Anadén y col., 20017
Iturbe y col., 1997°

pollos | 1,24-2,68 |037-127 29468 |  yuredeon ol

ciprofloxacina El-Gendi y col., 2001°
caballos X X 6,8 Dowling y col., 1995
cerdos X X 51 Fang y col., 1999

El-Gendi y col., 2001
danofloxacina pollos 047-0,55 | 1,5-2,43 81,4-99,2 Knoll y col., 1999

cerdos X X 89 Mann y Frame, 1992

. . Heinen, 2002
difloxacina perros 1,11-1,79 |2,17-2,84 X Frazier y col., 2000

. . dah y col., 2010
moxifloxacina patgs 0,22 1,83 86,79 ,Gou oy ?O -
conejos 1,29 0,55 75,49 | Fernéndez-Varény col., 2005
pollos 0,22 0,22 57 Anadon y col., 1992
Anadon y col., 1995b
cerdos 1,46 1,46 37 Nouws y col., 1988
norfloxacina ratas X X 33 Freixas y col., 1997
. Nouws y col., 1988
conejos X X 26-37 Park y col., 1997
burros X X 9,6 (nicotinato) Lavy y col., 1995
orbifloxacina perros 1,37 2,42 X Heinen, 2002

'2,5 mg/kg; *8mg/kg; 10 mgkg

Biodisponibilidad parenteral

La biodisponibilidad, tras la administracion parenteral, es generalmente
completa (a excepcion de la norfloxacina, donde no se alcanzan valores superiores
al 64 %), si bien, tras la administracion intramuscular de algunas formulaciones
puede producirse un retraso en la absorcidon, que en ocasiones se acompafia de un
incremento en la semivida de eliminacion. Esta lenta absorcion desde el lugar de
inyeccion puede deberse, tanto a la posibilidad de unién del farmaco a los tejidos,
como a la alteracién en el flujo sanguineo consecutiva a la irritacion tisular.

Algunas especies como los équidos son muy sensibles a la administracion
intramuscular de algunas formulaciones, pudiendo producir un elevado grado de
irritacion tisular y absorciones erraticas, por lo que en esta especie se recomienda la
administracidn intravenosa. Cabe destacar la baja biodisponibilidad en burros (31
%) y en caballos (47,81 %) tras la administracion de norfloxacina via
intramuscular.  Para el resto de las fluoroquinolonas y de especies, la
biodisponibilidad intramuscular es superior al 75 % llegando incluso al 100 %.

La administracion subcutanea de fluoroquinolonas esta siendo cada vez mas

utilizada ya que los estudios realizados demuestran que esta via puede ser adecuada
en la mayoria de las especies al proporcionar biodisponibilidades completas y
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minimizar los riesgos de alteraciones musculares, alcanzando el 100 % en algunas
especies.

Tabla 3.- Concentracion maxima (Cy,y), tiempo maximo (Tuy.) ¥
biodisponibilidad (F) parenteral en especies no rumiantes (5 mg/kg).

QUINOLONA | VIA | ESPECIE | Cpax(ng/ml) | Tray(h) | F(%) AUTOR
ciprofloxacina | IM pollos 2,92 0,55 75,5 El-Gendi y col., 2001°
M pollos 1,03 0,8 96,56 El-Gendi y col., 2001
danofloxacina conejos 1,87 0,67 | 102,34 | Fernandez-Varén y col., 2007
SC | congjos 1,79 0,68 | 96,44 | Fernandez-Varén y col., 2007
. . patos 2,38 1,47 | 96,36 Goudah y col., 2010
moxifloxacina | IM
conejos 1,64 0,50 | 92,96 | Fernandez-Varény col., 2005
cerdos X X 51 Shem-Tov y Ziv, 1994
burros X X 31 Lavy y col., 1995
] ™M
norfloxacina caballos X X 47,81 Park y col., 1994
conejos X X 53 Park y col., 1997
SC cerdos X X 64 Shem-Tov y Ziv, 1994
ofloxacina SC | conejos X X 116,7 Marangos y col., 1997

"1,25mg/kg; *6mgkg; 10 mgkg

Tanto las concentraciones maximas como el tiempo en que esta tarda en
alcanzarse son uniforme en todas las especies.

1.3.5.1.2.- Distribucion

Las fluoroquinolonas presentan, en general, una tasa de union a las proteinas
plasmaticas relativamente baja, alrededor del 10 % al 60 %, en contraste con el 90
% de union del acido nalidixico (Fitton, A., 1992). En contraste, Abd-el-Aty y col.,
(2007) indican que la union a proteinas plasmaticas de la moxifloxacina en
camellos puede llegar al 93 %. Entre las proteinas séricas, las quinolonas se unen
principalmente a las albuminas (Okezaki y col., 1989). La uni6on varia,
dependiendo de la estructura quimica de la fluoroquinolonas y de la especie
estudiada, debido principalmente a la diferente afinidad del farmaco por las
respectivas albuminas (Izumi y Kitagawa, 1989; Bregante y col., 2000).

Ciprofloxacina, danofloxacina, difloxacina, orbifloxacina, sarafloxacina y
norfloxacina presentan una union a proteinas plasmatica que oscila desde el 10 %
al 49%, siendo esta menor en rumiantes y prerrumiantes y mayor en cerdos.
Moxifloxacina es la fluoroquinolona que presenta un mayor porcentaje de union a
proteinas plasmaticas, superior en todas las especies al 60 %.
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Tabla 4.- Unio6n a proteinas plasmaticas de fluoroquinolonas.

UNION A
UINOLONA ESPECIE AUTOR
Q PROTEINAS (%)
Bidgood y Papich, 2005
vacas 18-30 Martinez y col., 2006
ciproﬂoxacina Davis y col., 2007
caballos,' cerdos, perros, 30-40 Villa y col., 1997
conejos y pollos
Aliabadi y col., 2003
vacas 10-49 Sarasola y col., 2002
Greko y col., 2003
. terneros y pollos 20-30 Bregante y col., 2000
danofloxacina S AT
cerdos 44 0%, 5.8
Bregante y col., 2000
cabras 13 Atefy col., 2001
perros 35-40 Bregante y col., 2000
vacas 32-37 Cox, S.K., 2007
perros 46-25 Frazier y col., 2000
corderos 13 Goudah y col., 2008
difloxacina dromedarios 28-43 Abo-El-Sooud y Goudah., 2009
conejos 21 Cox, S.K., 2007
cabritos 10 Goudah y col., 2008
Cox, S.K., 2007
cabras 13-14 Atefy col., 2002
ratones 69
ratas 63 Martinez y col., 2006
perros 71
moxifloxacina patos 32 Goudah y col., 2010
monos 62
Martinez y col., 2006
cerdos 63 Y
camellos 60-93 Abd-el-Aty y col., 2007
orbifloxacina vacas y perros 30 Bregante y col., 2000
sarafloxacina pollos 30 Bregante y col., 2000
vacas 20 Gips y Soback, 1999
norfloxacina
cerdos 10 Bregante y col., 2000
pollos 5

Marbofloxacina y enrofloxacina tienen una unién a proteinas plasmaticas
muy similar a otras fluoroquinolonas, siendo mayor en conejos (70 %) y menor en

perros (10 %).

Tabla 5.- Unidn a proteinas plasmaticas de la marbofloxacina.

ESPECIE UNION A PROTEINAS (%) AUTOR
bufalos 22-24 Goudah y col., 2007
vacas 30 Aliabadi y Lees., 2002
Regnier y col., 2003
perros 10-25 Frazier y col., 2000; Bregante y col., 2000
cerdos 18,4 Petracca y col., 1993ab
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Tabla 6.- Unioén a proteinas plasmaticas de la enrofloxacina.

ESPECIE UNION A PROTEINAS (%) AUTOR
Davis y col., 2007; Idowu y col., 2010
vacas, ratones, ratas 46-59 Villa y col., 1997; Bregante y col., 2000
conejos 70 Villa y col., 1997; Bregante y col., 2000
perros, gatos 30 Frazier y col., 2000; Villa y col., 1997
pavos, cerdos Bregante y col., 2000
ovejas 22-45 Rahal y col., 2006
caballos, pollos 20 Villa y col., 1997; Bregante y col., 2000

Union a proteinas plasmaticas

Unioén a proteinas plasmaticas
(%)

Fluoroquinolona

Grafica 2.- Unidn a proteinas plasmaticas de las fluoroquinolonas.

La baja unidon de estos compuestos a proteinas plasmaticas, junto con el
hecho de estar poco ionizados a pH sanguineo, favorece la difusion de los mismos
desde la sangre a los tejidos (Fitton, A., 1992). En la mayoria de las especies, el
volumen de distribucion (Vd) es mayor que para los [-lactdmicos y
aminoglucosidos, lo que podria representar el secuestro intracelular de estos
farmacos en varios tejidos (Brown, S.A., 1996). El volumen de distribucion de las
fluoroquinolonas (Vd) presenta valores elevados, generalmente superiores a 1 1/kg,
que varian segin la quinolona, la via de administracion y la especie. El menor
volumen de distribucion se observa en caballos y el mayor en pollos.
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Tabla 7.- Volumen de distribucion (Vd) en especies no rumiantes (5 mg/kg).

QUINOLONA | VIiA | ESPECIE | Vd(L/kg) AUTOR
monos 1,8 Cox y col., 2004
v perros 1,9-3,1-4,9 Cester y Toutain, 1997; Cox y col., 2004
ciprofloxacina cerdos 3,8 Cox y col., 2004
ratas 4,6 Cox y col., 2004
conejos 3,8 Cox y col., 2004
IM pollos 1,41 El-Gendi y col., 2001*
VO pollos 5,7 Anadén y col., 2001°
pollos 10,2 Knoll y col., 1999
cerdos 3,26-5,2 Cox, S.K., 2007; Richez y col., 1997b'
danofloxacina v conejos 3,16-7,3 | Cox, SK., 2007; Fernandez-Varén y col., 2007
caballos 2 Cox, S.K., 2007
M pollos 2,21 El-Gendi y col., 2001
. . conejos 2 Cox, S.K., 2007
difloxacina v
caballos 1 Cox, S.K., 2007
patos 1,02 Goudah y col., 2010
cerdos 3,8 Cox, S.K., 2007
monos 4,9-5-3 Cox, S.K., 2007
moxifloxacina v perros 2,7 Cox, S.K., 2007
conejos 1,95-2,1 | Fernandez-Varény col., 2005; Cox, S.K., 2007
ratas 3,6 Cox, S.K., 2007
ratones 3,7 Cox, S.K., 2007

'2,5mg/kg; *6mgkg; 8mgkg ‘10 mgkg

La concentracién en tejido renal, hepatico, genital y traqueobronquial es
superior a las concentraciones plasmaticas (El Bahri y Blouin, 1991; Fitton, A.,
1992; Mann y Frame, 1992; Friis, C., 1993; Brown, S.A., 1996). En cerdos (y
vacas), tras la administracion intramuscular de danofloxacina, se encontraron
concentraciones en tejido pulmonar que superaron en 4-7 veces las concentraciones
plasmaticas y que persistian hasta 12 horas después de la administracion (Mann y
Frame, 1992; Giles y col., 1991). En perros se encontraron concentraciones de
enrofloxacina en bilis y orina 10-20 veces mayores que las concentraciones
registradas en plasma (Brown, S.A., 1996).

También se encuentran elevadas concentraciones en piel, hueso, prostata,
liquido prostatico y semen (El Bahri y Blouin, 1991; Brown, S.A., 1996). En razén
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de su liposolubilidad, las fluoroquinolonas llegan a las camaras anterior y posterior
del ojo, atraviesan la placenta y la barrera hematoencefalica (Aramayona y col.,
1994; Brown, S.A., 1996; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998). Se han
encontrado concentraciones efectivas de algunas fluoroquinolonas en liquido
cefalorraquideo, aunque la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, al igual
que sucede con la placenta, es distinta para cada quinolona, dependiendo de la
liposolubilidad de las mismas (Aramayona y col., 1994; Ichikawa y col., 1994).

Las concentraciones en saliva y secreciones bronquiales y nasales también
son elevadas, aunque inferiores a las plasmaticas (Friis, C., 1993; Brown, S.A.,
1996).

Las fluoroquinolonas también se concentran en las células fagocitarias
(macrofagos alveolares, neutrdfilos) y por ello son eficaces frente a
microorganismos intracelulares (Brown, S.A., 1996; Lecoeur Bitchatchi y Kolf
Clauw, 1998). Es importante tener en cuenta la capacidad de estos antibacterianos
para penetrar en las células fagociticas, concentrandose en los macrofagos
alveolares hasta 7-8 veces y en los leucocitos polimorfonucleares entre 7-14 veces
de los valores correspondientes al fluido extracelular.

El paso a leche varia dependiendo de la fluoroquinolona, en funcién de sus
propiedades fisico-quimicas.

1.3.5.1.3.- Eliminacion: metabolismo y excrecion

Las quinolonas se eliminan principalmente por metabolismo hepatico y
excrecion renal, ya sea por filtracion glomerular o secrecion tubular activa. Aunque
la excrecion de la mayoria de las fluoroquinolonas tiene lugar, principalmente, por
via renal, también hay que considerar la eliminacién por via hepatica y
gastrointestinal, variando de una quinolona a otra. La eliminacion es casi
exclusivamente renal para la ofloxacina, renal y no renal para la norfloxacina,
ciprofloxacina, enoxacina, fleroxacina, difloxacina, lomefloxacina, temafloxacina,
y predominantemente no renal para la pefloxacina o la grepafloxacina (Bryskier y
Chantot, 1995; Turnidge, J., 1999).

En funcién de las caracteristicas fisico-quimicas de cada quinolona, variara
la reabsorcion tubular. Los compuestos menos polares, como la pefloxacina o la
difloxacina, seran ampliamente reabsorbidos y exhibiran una semivida de
eliminacion (t;,.) prolongada. Los compuestos mas polares, como la norfloxacina,
ciprofloxacina y enoxacina, presentaran valores mas altos de aclaramiento renal
(Cl), dando lugar a un acortamiento de la semivida de eliminacién (Fitton, A.,
1992). Los derivados N, metilados, que son mas lipofilicos, son los mas
susceptibles de ser reabsorbidos (Sorgel y Kinzig, 1993).

La extension y tipo de metabolismo dependen de cada compuesto en
particular. La ofloxacina es muy poco metabolizada y es excretada principalmente
en orina como compuesto original mientras que la pefloxacina es ampliamente
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metabolizada a norfloxacina (Vancutsem y col., 1990; Brown, S.A., 1996), aunque
el metabolismo contribuye poco al aclaramiento de las fluoroquinolonas. La
mayoria de los metabolitos primarios de las fluoroquinolonas son activos, sin
embargo, estos metabolitos tienen en general una semivida de eliminaciéon mas
corta que el compuesto original. Las reacciones de biotransformacion (oxidacion,
hidroxilacion, N-desalquilacion y glucoronoconjugacion) afectan sobre todo al
grupo piperazinico y sus sustituyentes (Neuman, M., 1988).

El grado de excrecion biliar es variable segin el compuesto aunque
generalmente es bajo (Fitton, A., 1992). La excrecion biliar de algunas
fluoroquinolonas, como la pefloxacina, la trovafloxacina o la grepafloxacina puede
ser considerablemente alta, por lo que son mas adecuadas para el tratamiento de
infecciones del tracto biliar (Brown, S.A., 1996; Teng y col., 1996; Sasabe y col.,
1999). Algunas fluoroquinolonas pueden ser eliminadas via transintestinal gracias a
la recirculacion enterohepatica debido a la accion de las B-glucoronidasas en el
tracto intestinal, pudiendo liberar el compuesto primario o metabolitos
microbioldgicamente activos.

Se ha descrito la posibilidad de reabsorcion tubular pH-dependiente para las
quinolonas, siendo en general los derivados Ns-metilados, al ser los mas lipofilicos,
los mas susceptibles de ser reabsorbidos.

La semivida de eliminacion de las fluoroquinolonas es dependiente de cada
molécula, de la especie considerada y en algunas ocasiones, de la dosis administrada,
pero en general estas son prolongadas permitiendo su dosificacion cada 12 o 24 horas
segun los casos.

De las fluoroquinolonas utilizadas en medicina veterinaria, que fueron
ensayadas en especies no rumiantes, la ciprofloxacina presenta una semivida de
eliminacion relativamente prolongada tras la administracion intravenosa, con
valores que oscilan desde 1,6 horas en conegjos, hasta 7,70 horas en pollos;
danofloxacina, difloxacina, moxifloxacina y norfloxacina, presentan valores
similares a la anterior, variando también segun la via de administracién. La
danofloxacina alcanza valores superiores a la ciprofloxacina, entre 4,88 horas en
conejos y 6,7 horas en cerdos y pollos, cuando se administra por via intravenosa y
entre 6,62 horas y 8,20 horas cuando se administra por otras vias parenterales
(intramuscular o subcutanea) o via oral.

El aclaramiento plasmatico no supera en ninguna de las especies el litro por
kilogramo y hora a excepcion de cerdos, ratas, ratones y conejos tras la
administraciéon de ciprofloxacina y moxifloxacina.

El tiempo medio de residencia (MRT) se establece en un intervalo de 2,44

horas en los conejos y 15,89 en los pollos, observandose diferencias significativas
segun especie y via de administracion.
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Tabla 8.- Semivida de eliminacion (ti;), aclaramiento plasmatico (Cl) y
tiempo medio de residencia (MRT) en no rumiantes (5 mg/ kg).

QUINOLONA VIA|ESPECIE| t;,(h) |Cl(L/kg-h)] MRT(h) AUTOR
Anadén y col., 2001*
pollos 2,3-7,7 | 0,5-0,93 | 4,4-15,9 | Garcia-Ovandoy col., 1997
Garcia-Ovando y col., 1999
monos 43 0,28 X Cox y col., 2004
Cester y Toutain, 1997
IV | perros |2,16-4,3 | 02-047 4,43-10,67 gg;;j;;g Lok
ciprofloxacina Abadia y col., 1994
cerdos 2,6 1,04 Cox y col., 2004
ratas 2,2 1,60 Cox y col., 2004
conejos 1,6 1,63 Cox y col., 2004
VO pollos 11 0,46 12,40 Anadén y col., 2001*
perros X X 6,09 Bidgood y Papich., 2005
pollos 6,73 1,41 7,25 Knoll y col., 1999
[y | cerdos |549-67 044059 | 652 Richos'y sol. 19076
conejos 4,88 0,76 4,14 Fernandez-Varén y col., 2007°
danofloxacina caballos 6,3 0,34 X Cox, S.K., 2007
M cerdos 6,99 0,52 10,35 Richez y col., 1997b'
conejos 6,7 X 5,01  |Fernandez-Varény col., 2007
VO | pollos 6,62 X 8,69 Knoll y col., 1999
SC | congjos 8,2 X 4,73 Fernandez-Varén y col., 2007°
v caballos X 0,28 Cox, S.K., 2007
difloxacina conejos X 0,41 Cox, S.K., 2007
VO| perros [6,95-852]  x 11,04 Fravion s sol. 2000
patos 2,49 0,32 3,45 Goudah y col., 2010
cerdos 5,7 0,65 X Cox, S.K., 2007
monos 6,9 0,52-0,69 X Cox, S.K., 2007
IV | perros 8,6 0,22 X Cox, S.K., 2007
conejos 1,84 0,80 2,44 Fernandez-Varén y col., 2005
moxifloxacina ratas 1,2 2,08-2,55 X Cox, S.K., 2007
ratones 0,9 421 X Cox, S.K., 2007
M patos 3,14 X 4,92 Goudah y col., 2010
conejos 2,09 X 3,20 | Fernéndez-Varén y col., 2005
VO conejos 2,15 X 3,29 Fernéndez-Varén y col., 2005
patos 2,63 X 4,42 Goudah y col., 2010
orbifloxacina | VO | perros 7,14 X 11,17 Heinen, 2002
"1,25 mg/kg; *2,5mgkg; 6mgkg; *8 mgkg °10mgkg
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1.3.5.2.- Farmacocinética de las fluoroquinolonas en especies
rumiantes

1.3.5.2.1.- Biodisponibilidad

Biodisponibilidad oral y parenteral

En las especies rumiantes la absorcion oral es baja, si bien, este hecho parece
que se debe tanto al contenido presente en estas estructuras como a la quelacion
con cationes divalentes o a la adsorcion de las fluoroquinolonas, y no a la
destruccion del antimicrobiano en los proventriculos (Gonzalez y col., 1997). En
estudios realizados en ovejas tras la administracion de norfloxacina se obtuvo una
concentracion maxima de 1,53 pg/ml en un tiempo maximo de 10,20 horas. La
administracion oral de norfloxacina produjo una acumulacion del farmaco en el
rumen y una escasa biodisponibilidad, de tan sélo 4,04 % mientras que en corderos
prerrumiantes la biodisponibilidad oral es de 73,51 %, valor similar a la
biodisponibilidad de otras quinolonas por vias parenterales.

El tiempo en el que se alcanzd la concentracion maxima presentd una alta
variabilidad interindividual (Gonzalez y col., 1997). Tras la administracion oral de
5 mg/kg de danofloxacina a terneros rumiantes, las concentraciones plasmaticas se
hallaron en el limite de deteccion, o incluso debajo de éste, en todos los tiempos
muestreados (Mann y Frame, 1992). La administracion oral de 10 mg/kg de peso
corporal de norfloxacina alcanza la concentracion maxima a las 10,20 horas.
postadministracion en ovejas mientras que la administracion intramuscular alcanzo
dicha concentracion entre las 0,70 y 1,95 horas segun quinolonas y especie.

En cuanto a las vias parenterales, la concentracion maxima oscilo entre 0,22
pug/ml en vacas tras la administracion subcutanea de danofloxacina y 4,95 pg/ml en
cabritos tras la administracion intramuscular de difloxacina. El tiempo en que tarda
en alcanzarse dicha concentracion es muy variable, desde las 0,53 horas de la
ciprofloxacina intramuscular en ovejas hasta las 5,33 horas de difloxacina
subcutanea en la misma especie.

La biodisponibilidad sin embargo, no presenta variaciones, siendo muy
elevada en todas las especies.
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Tabla 9.- Concentracion maxima (Cpa), tiempo maximo (Tpw) ¥
biodisponibilidad (F) parenteral en rumiantes (5 mg/kg).
QUINOLONA | VIA | ESPECIE | Cppx(ng/ml) | Tpax(h) | F(%) AUTOR
camellos 0,49 0,70 |114,50 Aliabadi y col., 2003'
Shem-Tov y col., 1997b, 1998
) IM vacas X X 91-125 Apley y Upson, 1993
danofloxacina Giles y col., 1991
terneros X X 94 Gips y Soback, 1996
SC vacas 0,23-0,24 1,25 |91-125 McKellar y col., 1999
. . cabras 1,92 X 95,9 |el-Bannay Abo el-Sooud, 1998
ciprofloxacina | IM
ovejas X 0,53 49 Mufioz y col., 19967
cabras 4.1 X 95,4 Atef'y col., 2002
cabritos 495 1,85 97,5 Goudah y col., 2008
) ) M ovejas 1,89 2,42 | 99,92 Marin y col., 2007
difloxacina
corderos 425 1,31 97,1 Goudah y col., 2008
dromedarios 2,84 1,42 | 93,51 |Abo-El-Sooud y Goudah., 2009
SC ovejas 1,39 5,33 | 82,35 Marin y col., 2007
M ovejas 1,66 2,25 | 96,12 Cérceles y col., 2009
moxifloxacina camellos 2,16 1,04 | 82,10 Abd-el-Aty y col., 2007
SC ovejas 0,90 3,25 /102,20 Cérceles y col., 2009
norfloxacina | IM ovejas 3,29 1,95 X Gonzalez y col., 2001°
' 1,25 mg/kg; 27,5 mg/kg; 10 mg/kg

1.3.5.2.2.- Distribucion

El paso de danofloxacina desde la sangre a la leche, en ovejas y vacas, es
rapido y amplio, tanto tras la administraciéon intravenosa, como intramuscular,
consiguiéndose concentraciones en leche que exceden a las concentraciones séricas
ya desde los 60-90 minutos de la administracion intravenosa y 90-120 minutos
después de la administracion intramuscular (para ovejas y vacas, respectivamente)
(Shem-Tov y col., 1997b-1998).

El volumen de distribuciéon de las fluoroquinolonas en rumiantes suele ser
amplio, entre 1,05 L/kg de la norfloxacina en ovejas y 3,43-3,98 L/kg en cabra y
bufalos de la ciprofloxacina y danofloxacina respectivamente. En corderos y
cabritos el volumen de distribuciéon de dinofloxacina es de 0,48 L/kg tras la
administracion intravenosa.
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Tabla 10.- Volumen de distribucion (Vd) en rumiantes (5 mg/kg).

QUINOLONA ViA ESPECIE [Vd(L/kg) AUTOR
cabras 2,14-3,4 | el-Banna y Abo el-Sooud, 1998; Garcia-Ovando y col., 2000°
ciprofloxacina | IV ovejas 1,9 Cox y col., 2004
vacas 2,5 Cox y col., 2004
cabras 1,4-3 Cox, S.K., 2007
ovejas 2,8 Cox, S.K., 2007
danofloxacina | IV | bufalos 3,98 Sappal y col., 2009'
vacas 2,04 Shem-Tov y col., 1998
camellos 2,53 Aliabadi y col., 2003'
cabras 0,48-1,1 Atef'y col., 2002; Goudah y col., 2008
difloxacina | IV ovejas  |0,49-1,68 Marin y col., 2007; Goudah y col., 2008
dromedarios| 1,02 Abo-El-Sooud y Goudah., 2009
. . ovejas  |1,05-2,03 Gonzalez y col., 1997-20012; Cérceles y col., 2009
moxifloxacina | IV
camellos 1,78 Abd-el-Aty y col., 2007

'1,25 mg/kg; 210 mg/kg

1.3.5.2.3.- Eliminacion: metabolismo y excrecion

El aclaramiento plasmatico, tras la administracion intravenosa, fue similar en
todas las especies alcanzando los valores mas altos la administracion de
ciprofloxacina.

La semivida de eliminacion de las fluoroquinolonas en rumiantes varia
dependiendo de la quinolona, la via de administracidon y la especie de que se trate.
La danofloxacina, difloxacina y moxifloxacina tienen una semivida de eliminacion
tras la administracion intramuscular entre 2,07 horas y 5,71 horas valores extremos
encontrados en los camélidos.

La administracién intravenosa muestra una semivida de eliminacion con un
intervalo mas amplio, segun la quinolonas y la especie tratada, con un minimo de
1,2 horas en ovejas tras la administracion de ciprofloxacina y 11,4 horas en ovejas
tras la administracion de danofloxacina. Habria que destacar la semivida de
eliminacion en cabras tras la administracion intravenosa de norfloxacina que no
supera las 0,25 horas.

El tiempo medio de residencia varia en funcién de la quinolona administrada

observando que la ciprofloxacina y la danofloxacina son las que, en general,
presentan un valor menor.
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Tabla 11.- Semivida de eliminacion (t;,), aclaramiento plasmatico (Cl) y
tiempo medio de residencia (MRT) en rumiantes (5 mg/kg).

QUINOLONA ViA| ESPECIE | ty;(h) |CI(L/kg*h) MRT(h) AUTOR
cabras  [2,72-2,78 0,86-1,17 | 333 |Cnit b0 oo e
. . I\% ovejas 1,2 1,08 X Cox y col., 2004
ciprofloxacina vacas 2,4 0,73 X Cox y col., 2004
terneros 3,54 X X Raina y col., 2000
IM| ovejas 3,06 X X Mufioz y col., 1996
cabras 6,3 0,13 Atefy col., 2002
cabritos 3,57 0,12 5,12 Goudah y col., 2008
IV | ovejas 11,43 0,21 8,07 Marin y col., 2007
corderos 2,63 0,11 3,66 Goudah y col., 2008
difloxacina dromedarios 2,97 0,24 4,11 |Abo-El-Sooud y Goudah., 2009
cabritos 6,85 X 10,45 Goudah y col., 2008
M ovejas 13,89 X 15,83 Marin y col., 2007
corderos 6,14 X 9,24 Goudah y col., 2008
dromedarios| 3,46 X 5,61 |Abo-El-Sooud y Goudah., 2009
SC ovejas 12,02 X 12,62 Marin y col., 2007
cabras 4,7 0,57 X Cox, S.K., 2007
. v ovejas 34 0,63 X Cox, S.K., 2007
danofloxacina bufalos 424 0,71 8,64 Sappal y col., 2009"
camellos 5,37 0,44 5,82 Aliabadi y col., 2003
IM | camellos 5,71 X X Aliabadi y col., 2003’
v ovejas 5,19 0,39 5,17 Cérceles y col., 2009
camellos 1,87 0,34 5,77 Abd-el-Aty y col., 2007
moxifloxacina ™ ovejas 5,05 X 7,05 Carceles y col., 2009
camellos 2,07 X 7,29 Abd-el-Aty y col., 2007
SC ovejas 7,42 X 13,68 Carceles y col., 2009
v cabras 0,25 X X Jhay col., 1996
norfloxacina ovejas 6.2 X 13,04 Gi(r)ltz):ﬁ(z};cc();ii,lz()OQO“lz
IM| ovejas X X 12,38 Gonzélez y col., 2001°
VO| ovejas X X 24,43 Gonzélez y col., 2001°

1,25 mg/kg; 10 mg/kg

1.3.5.3.- Farmacocinética de la marbofloxacina
1.3.5.3.1.- Biodisponibilidad

Biodisponibilidad oral

En las especies estudiadas, la biodisponibilidad oral de la marbofloxacina es
elevada en todas ellas a excepcion de los équidos donde no se superan valores de
62 %. En aves el tiempo que tarda en alcanzarse dicha concentracion es superior en
el caso de guacamayos y pavos en comparacion con los pollos. En el resto de las
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especies no se encontraron diferencias con concentraciones entre 2 y 5 mg/kg de
peso corporal administradas.

Las concentraciones maximas son mas elevadas en perros, gatos y conejos,
mientras que el tiempo que tarda en ser alcanzada la concentracion maxima es
mayor en aves y muy baja en équidos.

Tabla 12.- Concentracion maxima (Cpgx), tiempo maximo (Tnx) ¥
biodisponibilidad (F) oral de la marbofloxacina (dosis 2 mg/kg).

ESPECIE | Cpu(ng/ml) | Tuax(h) | F(%) AUTOR
guacamayos 1,09 3 83 Carpenter y col., 2006
pavos 0,67-0,80 6,0-6,5 |70,67-84,37 Haritova y col., 2006
pollos X 1,48 68,37 Tafur Garzén, M.A., 2000
gatos 1,78 1,61 79 Albarellos y col., 2005
Bidgood y Papich, 2005:Cester y Toutain 1997°
Schneider y col., 1996*; Frazier y col., 2000°
perros 0.83-3,63 | 17-25 | 104-107 Heinen, 2002;Schneider y col., 1996
Schneider y col., 1996'
cerdos X X 82,4 Marbofloxacin Reference Book, 1999
Bousquet-Melou y col., 2002
caballos 0,89 0,58 58,8-62,4 Carretero y col., 2002; Peyrou y col., 2006
conejos 1,68-2,47 |1,23-1,60 84,5 Carpenter y col., 2009; Schneider y col., 2000°
"1 mg/kg; ?2,5 mg/kg; 2,75 mg/kg; * 4 mg/kg; ; 5 mg/kg
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Grafica 3.- Concentracion maxima (Cy,,y) oral de la marbofloxacina.
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Grafica 4.- Tiempo maximo (T ) oral de la marbofloxacina.
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Grafica 5.- Biodisponibilidad (F) oral de la marbofloxacina.

Biodisponibilidad parenteral

La biodisponibilidad intramuscular y subcutdnea de la marbofloxacina es,
aproximadamente, del 100 % en todas las especies estudiadas, aunque en équidos y
camellos este valor es significativamente inferior tras la administracion
intramuscular. Las concentraciones maximas encontradas en camellos, tras la
administracion intramuscular llaman la atencidn por su elevado valor; en todas las
especies dicha concentracion se alcanza entre 1 y 2 horas postadministracion, a

excepcion de los buteos.
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Tabla 13.- Concentracion maxima (Cpg), tiempo maximo (Tnn) ¥
biodisponibilidad (F) parenteral de la marbofloxacina (2 mg/kg).

VIA | ESPECIE Chax(pg/ml) | T,,ax(h) F(%) AUTOR
avestruces 1,13 0,61 95,03 de Lucas y col., 2005b°
cerdos X 0,8 115 Marbofloxacin Reference Book, 1999
caballos 1,52 1 77,97 Carretero y col., 2002
cabras 1,87 0,9 100,74 Waxman y col., 2001
ovejas X 0,75 100 Marbofloxacin Reference Book, 1999
IM .
Ismail y col., 2007; Schneider y col., 2004
vacas | 14-182 | 051-1 |103-104,17 idad s Loeide
Thomas y col., 1994a
terneros X 0,71 102,40 Marbofloxacin Reference Book, 1999
bufalos 2 0,57 86,79 Goudah y col., 2007
camellos | 2,50-4,55 0,9-1 71,95 Laraje y col., 2006; Laraje y col., 2006
gatos X 1,88 97,60 Marbofloxacin Reference Book, 1999
perros 0,78-3,04 0,9-1,3 97,2-103 | Schneider y col., 1996; Schneider y col., 1996
caballos 1,07 0,72 97,60 Bousquet-Melou y col., 2002
SC cabras 1,77 1,25 X Dova y col., 2007
Thomas y col., 1994b
vacas 1,50 0,73 104,17 Marbofloxacin Reference Book, 1999
Thomas y col., 1994a;
terneros X 0,66 91,81 Marbofloxacin Reference Book, 1999
Garcia-Montijano y col., 2006
10 | buteos | 1,92-3,70 10,11-2,92 92,15 o oo Y ook 08

"1 mg/kg; > 4 mg/kg; * 5 mg/g; * 10 mg/kg

Cmax (ug/ml))

Concentracion maxima de marbofloxacina (parenteral)

Especie y dosis

Grafica 6.- Concentracion maxima (C,,,,) parenteral de la marbofloxacina.
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Tiempo maximo de marbofloxacina (parenteral)
IM 10

Tmax (h)
N

Especie y dosis

Grafica 7.- Tiempo maximo (Ty,,,) parenteral de la marbofloxacina.

Biodisponibilidad de marbofloxacina (parenteral)
IM 10

B (%)

Especie y dosis

Grafica 8.- Biodisponibilidad (F) parenteral de la marbofloxacina.

1.3.5.3.2.- Distribucion

El volumen de distribucion de la marbofloxacina es similar en la mayoria de
las especies, observandose valores que superan 1 L/kg. A pesar de que algunas
aves siguen la misma pauta, llama la atencién el bajo volumen de distribucion que
presentan los pollos en contraste con el valor tan elevado que presentan las ratites.
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Tabla 14.- Volumen de distribucion (Vd) de la marbofloxacina (2 mg/kg).

VIiA| ESPECIE Vd(L/kg) AUTOR
M vacas 1,03-1,24 Schneider y col., 2004; Aliabadi y Lees, 2002
terneros 1,36 Thomas y col., 1994a
guacamayos 1,3 Carpenter y col., 2006'
pavos 1,41-1,54 Haritova y col., 2006
pollos 0,77 Tafur Garzon, M.A.,, 2000
buteos 1,16 Garcia-Montijano y col., 2001
avestruces 3,22 de Lucas y col., 2005b”
cerdos 1,3-1,8 Cox, S.K., 2007; Petracca y col., 1993ab
gatos 1,01-1,5 Albarellos y col., 2005; Cox, S.K., 2007
Cester y Toutain, 1997% Albarellos y col., 2005
v perros 1,01-1,53 Bidgood y Papich., 2005; Schneider y col., 1996

Peyrou y col., 2006; Bousquet-Melou y col., 2002

caballos 1,13-1,60 Carretero y col., 2002

burros 1,15 Gonzélez y col., 2007
cabras 1,31 Waxman y col., 2004
cabritos 0,92-1 Waxman y col., 2004
ovejas 1,5 Cox, S.K., 2007
vacas 1,09-1,2 Ismail y col., 2007; Cox, S.K., 2007; Aliabadi y Lees, 2002
bufalos 1,77 Goudah y col., 2007
10 buteos 1,16 Garcia-Montijano y col., 2006

'2,5 mg/kg; > 5 mg/kg; ® 10 mg/kg

Volumen de distribuciéon de marbofloxacina
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Grafica 9.- Volumen de distribucion (Vd) de la marbofloxacina.

En vacas, ovejas y cerdos ha sido estudiado el paso de la marbofloxacina
desde el plasma a la leche. Existe acumulacion del farmaco en la glandula mamaria
con valores de AUC ¢che/ AUCasma que se encuentran entre 1,33 y 2,64 (Shem-Tov
y col., 1997a, Petracca y col., 1993ab). Esta acumulacion en leche se debe a las
propiedades fisico-quimicas del compuesto como son su alta liposolubilidad y el
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punto isoeléctrico, que determinan, junto con el pH de la leche, el grado de
disociacion de la molécula.

La unién de la marbofloxacina a proteinas plasmaticas registrada en vacas es
de alrededor del 25-40 %, del 15 al 30 % en perros (Bregante y col., 2000) y 18,4
% en cerdos (Petracca y col., 1993ab).

1.3.5.3.3.- Eliminacion: metabolismo y excrecion

La marbofloxacina se elimina, en su mayoria sin metabolizar,
aproximadamente dos tercios por via renal y un tercio por via biliar (Lecoeur
Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998; Marbofloxacin Reference Book, 1999).

La biotransformacion de la marbofloxacina da lugar a la formacion de 2
metabolitos: N-6xido marbofloxacina y desmetil marbofloxacina (Albarellos y
col., 2005), aunque en cantidades limitadas (menos del 5 % de la dosis
administrada) (Marbofloxacin Reference Book, 1999). Thomas y col., (1994ab)
estudiaron la eliminacion de la marbofloxacina en vacas y en terneros
prerrumiantes, encontrando que en las primeras, el compuesto se elimina en un 45
% por via biliar y en un 54 % en orina, mientras que, en los terneros, la eliminacion
por dichas vias se produce en un 10 % y un 75 % respectivamente.

Los valores de aclaramiento plasmatico, semivida de eliminacion y tiempo
medio de residencia son muy variables, tanto en funcion de la especie como de la
via de administracion y de la dosis administrada.

Tabla 15.- Semivida de eliminacion (t;,), aclaramiento plasmatico (Cl) y
tiempo medio de residencia (MRT) de la marbofloxacina (2 mg/kg).

VIA| ESPECIE | t(h) |CI(L/kg*h)| MRT(h) AUTOR

guacamayos 4,2 0,27 4,8 Carpenter y col., 2006
pavos 7,37-9,01| 0,12-0,16 |9,04-11,29 Haritova y col., 2006
buteos 411 0,20 5,79 Garcia-Montijano y col., 2001

avestruces 1,47 2,19 1,46 de Lucas y col., 2005b°

cerdos 8,2 0,17 X Cox, S.K., 2007
gatos 7,98-10,3| 0,09-0,13 11,19 Albarellos y col., 2005; Cox, S.K., 2007
perros 9,83-12,4| 0,09-0,1 13,2 Schneider y col., 1996; Cester y Toutain, 1997°

v Peyrou y col., 2006; Carretero y col., 2002;
caballos |4,81-7,56| 0,25-3,20 | 5,95-6,53 vyt Ao

burros 8,88 0,10 10,62 Gonzélez y col., 2007
cabras 7,18 0,23 5,06 Waxman y col., 2004
cabritos |6,44-9,66| 0,08-0,18 |5,76-11,86 Waxman y col., 2004
ovejas 2,0 0,552 X Cox, S.K., 2007

vacas | 4,23-5,7 | 0,18-0,312 | 533-6,1 T i e
bufalos 7,52 0,18 9,96 Goudah y col., 2007

(Continua en la pagina siguiente)

-390 .-




Revision bibliogréfica

VIA]| ESPECIE | ty(h) |CI(L/ kg*h)| MRT(h) AUTOR
avestruces 1,96 X 2,11 de Lucas y col., 2005b°
caballos 4,99 X 6,56 Carretero y col., 2002
cabras 6,77 X 4,62 Waxman y col., 2001
M| vacas | 25347 X T4 | ety Lo 200 2%
bufalos 6,79 X 7,95 Goudah y col., 2007
7,16 X 8,9 Laraje y col., 2006
camellos
7.98 X 7,78 Laraje y col., 2006*
11,5 X 13,4 Schneider y col., 1996'
perros 13 X 14,2 Schneider y col., 1996
SC 13,4 X 14,5 Schneider y col., 1996
caballos 10,41 X 8,66 Bousquet-Melou y col., 2002
cabras 5,74 X 4,80 Dova y col., 2007
guacamayos 4,4 X 6,5 Carpenter y col., 2006
pavos 6.23-7,73 X 11-89-14,01 Haritova y col., 2006
gatos 6,60 X X Albarellos y col., 2005
vo Sy
perros 9,07-14,7 X 13,62-17.8 Heinen, 2(%02; S}(]:hnfider,y col., 1996
Schneider y col., 1996; Frazier y col., 2000°
caballos |7.08-8,78 X 8,9-79.29 Bousquet-Melou y col., 2002
conejos 8 X 9 Carpenter y col., 2009°
10 buteos 491 0,0033 5,38 Garcia-Montijano y col., 2006
9,48 0,2004 10,05 Garcia-Montijano y col., 2006°

"1 mg/kg; 22,5 mg/kg; * 2,75 mg/kg; * 4 mg/kg; ° 5 mg/kg; ° 10 mg/kg
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Grafica 10.- Semivida de eliminacion (t;,,) de la marbofloxacina.
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Aclaramiento plasmatico de marbofloxacina
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Grafica 11.- Aclaramiento plasmatico (Cl) de la marbofloxacina.
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Grafica 12.- Tiempo medio de residencia (MRT) de la marbofloxacina.

1.3.5.4.- Farmacocinética de la enrofloxacina

La enrofloxacina es quizas de las fluoroquinolonas mas estudiadas en
medicina veterinaria. Ha sido administrada a través de via oral y vias parenterales
en dosis de 2 hasta 15 mg/kg de peso corporal.
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1.3.5.4.1.- Biodisponibilidad

Biodisponibilidad oral

La enrofloxacina presenta una biodisponibilidad (F) oral relativamente alta
en casi todas las especies estudiadas, registrandose valores de 50-75 % en todas,
aunque este valor es bastante inferior en los rumiantes, no superando el 10 %
(Otero y col., 2001b); en terneros prerrumiantes, al igual que ocurre con las
especies que poseen estobmago monocavitario, es mayor del 80%. A pesar de ello,
para los prerrumiantes se recomienda la via parenteral ya que los minerales
presentes en los lacteos pueden producir la quelacion del antimicrobiano
(Vancutsem y col., 1990; Sumano Lopez, H., 1993). En équidos, donde otras
fluoroquinolonas no han demostrado buena absorcion por via oral la enrofloxacina
tiene una biodisponibilidad de aproximadamente el 60 %. No se han encontrado
diferencias significativas en la biodisponibilidad oral de la enrofloxacina en cerdos
en ayunas con respecto a los que habian ingerido alimento (Nielsen y Gyrd Hansen,
1997). El tiempo que tarda en alcanzarse la maxima concentracion (Ty,,) es muy
variable en todas las especies. Esta variabilidad se aprecia incluso dentro de las

aves y de los herbivoros.

Tabla 16.- Concentracion maxima (Cp.y), tiempo maximo (Tuu) ¥
biodisponibilidad (F) oral de la enrofloxacina (5 mg/kg).

ESPECIEICmax(ug/ml) Tmax(h) F(%) AUTOR
avutardas 1,84 0,66 62,70 Bailey y col., 1998*
patos 0,94-1,23 |1,39-7,69169,2-79,61 Dimitrova y col., 2007; Intorre y col., 1997*
pavos 0,87 2,29 69,85 Haritova y col., 2004
Haritova y col., 2004; Bugyei y col., 1999
pollos 0,99-2,45 | 1,47-9 [59,58-89,2 da Silva y col., 2006; Abd-el-Aziz y col., 1997
lAnadon y col., 1995%Soliman, G.A., 2000;Knoll y col., 1999;‘
buhos 2,6 7,1 X Harrenstien y col., 2000°
halcones 2,8 5,4 76,00 Harrenstien y col., 2000°
gatos 1,66 0,6 X Richez y col., 1997a
Bidgood y Papich, 2005; Frazier y col., 2000
perros 1,12-1,75 | 0,9-1,86 163,22-82,6 Cester y Toutain 1997; Monlouis y col., 1997
Walker y col., 1992?; Heinen, 2002'; Kiing y col., 1993
caballos 5,44 1,25 55-62,5 Peyrou y col., 2006; Giguere y col., 1996
1,85-2,22 0,9 165,6-79,29 Boeckhn y col., 2001; Haines y col., 2000
potros 2,12 2,2 42,00 Bermingham y col., 2000
conejos 0,452 2,3 61,20 Broome y col., 1991
elefantes 1,31 5 X Séanchez y col., 2005
cabras 2,77 4 14,60 Gandolf'y col., 2006*
ovejas 2,26 8 94,60 Bermingham y Papich., 2002*
alpacas 1,42 4 29,44 Gandolf'y col., 2005*
camellos | 0,7-1,7 16,29-10,43 X Harron y col., 1997
llamas 0,76 1,13 32,50 Kreil y col., 2001*

'2,5 mg/kg; * 5,5 mg/kg; ® 7,5 mg/kg; * 10 mg/kg; ° 15 mg/kg
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Grafica 14.- Tiempo méaximo (Tp,yx) oral de la enrofloxacina.
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Grafica 15.- Biodisponibilidad (F) oral de la enrofloxacina.
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Biodisponibilidad parenteral

La biodisponibilidad parenteral de la enrofloxacina es practicamente
completa en todas las especies estudiadas alcanzando el pico de concentracion
plasmatica entre 1 y 2 horas postadministracion. Quizas la via mas utilizada ha sido
siempre la via intramuscular, sin embargo los Gltimos estudios demuestran que la
via subcutanea presenta también una elevada biodisponibilidad.

Tabla 17.- Concentracion maxima (Cp.y), tiempo maximo (Tua) ¥
biodisponibilidad (F) parenteral de la enrofloxacina.

VIA|ESPECIE | Cppy(ng/ml)| Tuax(h) | F(%) AUTOR
avutardas 2,75 1,72 97,3 Bailey y col., 1998*
patos 1,67 0,94 X Intorre y col., 1997
pollos 2,10-2,45 |0,79-1,43 (98,6-87,51| Bugyei y col., 1999; Abd-el-Aziz y col.,1997*
buhos 3,8 2,1 X Harrenstien y col., 2000°
halcones 4,5 1,1 87 Harrenstien y col., 2000°
avestruces 0,44 1,05 91 de Lucas y col., 2004
fiandies 3,30 0,40 X de Lucas y col., 2008a°
M cerdos 0,75-1,19 10,92-1,78| 77,46 Anadon y col., 1999; Pijpers y col., 1997
caballos | 0,8-1,28 | 2,67-3,7 72,8 Kaartinen y col., 1997a
conejos 1,9-3,04 0,41 90-92 Elmas y col., 2007; Cabanes y col., 1992

Rao y col., 2001°

cabras | 1,13-3,25 | 08-1,85 | 90-98 Elsheikh y col., 2002; Elmas y col., 2001

Elsheikh y col., 2002

ovejas 0,74-1,29 10,83-1, 96 75,35-85 Haritova y col., 2003; Mengozzi y col., 1996

vacas 0,73 2.4 82 Kaartinen y col., 1995
bufalos | 0,49-10,2 |0,75-0,85 X Sharma y col., 2003; Verma y col., 1999
camellos | 1,44-2,67 1,0-7,5 85 Harron y col., 1997; Gavrielli y col., 1995
llamas 3,72 1,4 107,2 Kreil y col., 2001*
pollos 2,41 1,46 80,78 Abd-el-Aziz y col.,1997*
conejos 2,07 0,9 72,3 Broome y col., 1991
cabras 2,91 2,9 X Ramesh y col., 2002°
sc | ovejas 0,66 2 50,62 Rahal y col., 2006

McKellar y col., 1999*

vacas 0,24-0,98 | 1,21-3,2 137 de Lucas y col., 2008b; Kaartinen y col., 1995
terneros 0,96 4.8 X Davis y col., 2007°
alpacas 4,16 6,0 90,18 Gandolf'y col., 2005
camellos 1,23 1 92 Gavrielli y col., 1995

1,25 mg/kg; * 2,5 mg/kg; * 7,5 mg/kg; * 10 mg/kg; ° 12,5 mg/kg; ¢ 15 mg/kg
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Tiempo maximo de enrofloxacina (parenteral)
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Biodisponibilidad de enrofloxacina (parenteral)

Grafica 16.- Concentracion maxima (C.x) parenteral de la enrofloxacina.

Grafica 17.- Tiempo maximo (T,.x) parenteral de la enrofloxacina.
Grafica 18.- Biodisponibilidad (F) parenteral de la enrofloxacina.
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1.3.5.4.2.- Distribucion

En la mayoria de las especies animales el volumen de distribucion de la
enrofloxacina es elevado. Se alcanzan altas concentraciones en saliva y secrecion
nasal, en mucosa, epitelio y secrecion bronquial asi como en el higado y en el
tracto urinario. Penetran bien en el tejido pulmonar, fluido de revestimiento y
macrofagos alveolares. La enrofloxacina llega con rapidez a la glandula mamaria
(Sumano Lopez, H., 1993).

La enrofloxacina llega a todos los 6rganos y tejidos en bovinos, porcinos,
perros, gatos, pollos y pavos, siendo la pauta de distribucion muy similar en todas
las especies estudiadas, con elevadas concentraciones.

La enrofloxacina presenta una tasa de union a proteinas cercana al 20 % en
caballos y pollos, al 30 % en perros, gatos, pavos y cerdos, al 50 % en vacas, ratas
y ratones y de alrededor del 70 % en ovejas y conejos (Villa y col., 1997; Bregante
y col., 2000).

El volumen de distribucion que se alcanza tras la administracion
intramuscular esta entre los 1,5 L en las cabras y 3,6 L de las llamas, mientras que
tras la administracion intravenosa estos valores se superan ampliamente, llegando a
alcanzar valores de 4 y 5 L en aves (incluidas ratites). Lo mismo ocurre con la via
oral.

Tabla 18.- Volumen de distribucion (Vd) de la enrofloxacina (5Smg/kg).

VIA | ESPECIE | Vd(L/kg) AUTOR
avutardas 3,18 Bailey y col., 1998°
pOHOS 2,82 Bugyei y col., 1999
buhos 3,4 Harrenstien y col., 2000°
halcones 2.4 Harrenstien y col., 2000°
IM | cerdos 1,77 Pijpers y col., 1997; Anadén y col., 1999°
cabras 1,51 Elmas y col., 2001; Elsheikh y col., 2002
ovejas 3,03 Haritova y col., 2003; Mengozzi y col., 1996
bufalos 0,61 Sharma y col., 2003; Verma y col., 1999
llamas 3,6 Kreil y col., 2001°
SC cabras 2,48 Ramesh y col., 2002°
avutardas 5,12 Bailey y col., 1998°

Haritova y col., 2004; Bugyei y col., 1999; da Silva y col., 2006
pollos |2,52-4,30 Anadon y col., 1995a; Abd-el-Aziz y col., 1997; Soliméan, G.A., 2000°
Knoll y col., 1999; Dimitrova y col., 2007; Intorre y col., 1997°

buhos 42 Harrenstien y col., 2000
VO | halcones 42 Harrenstien y col., 2000
gatos 3,1 Richez y col., 1997a
26 Frazier y col., 2000; Bidgood y Papich, 2005;
perros > Cester y Toutain 1997; Kiing y col., 1993; Monlouis y col., 1997
elefantes | 0,00209 Sanchez y col., 2005
llamas 3,6 Kreil y col., 2001°

(Continua en la pagina siguiente)

- 46 -



Revisidn bibliogréfica

VIA|JESPECIE Vd(L/kg) AUTOR
avutardas | 2,98 Bailey y col., 1998°
pavos 4,06 Haritova y col., 2004°
patos |3,46-4,53 Dimitrova y col., 2007; Dimitrova y col., 2006°
Haritova y col., 2004°; Bugyei y col., 1999; Garcia-Ovando y col., 1999
pollos |1,98-2,92 Soliman, G.A., 2000; Knoll y col., 1999 ; Anadén y col., 1995a;
Abd-el-Aziz y col.,1997°
halcones 2.3 Harrenstien y col., 2000
avestruces 3.4 de Lucas y col., 2004
emues 1,62 Helmick y col., 1997
flandtes 5,01 de Lucas y col., 2005a*
cerdos 1,19_3’9 Cox y col., 2004; AE?S}?;};CC%IL’, 119999%4;3P1_|pers y col., 1997
gatos 4 Richez y col., 1997a
perros 2,35-7 Cester y col., 1996; Kiing y col., 1993; Monlouis y col., 1997
1V [ cabalos 1658240 TR AW Pt o, 20 Kol 197
potros 2,47 Bermingham y col., 2000

Elmas y col., 2007; Cox y col., 2004; Broome y col., 1991

conejos | 0,93-4,94 Cabanes y col., 1992; Bregante y col., 1999°

ratas 4,78 Bregante y col., 1999°
ratones 10,5 Bregante y col., 1999°
cabras |0,80-1,94 Raoy col., 2002*;Elmas y col., 2001; Elsheikh y col., 2002; Gandolf y col., 2006
ovejas 0,97-3.02 Bregante y col., 1999; Haritova y col., 2003; Mengozzi y col., 1996

Rahal y col., 2006; Bermingham y Papich., 2002; Elsheikh y col., 2002

Idowu y col., 2010; Varma y col., 2003; Kaartinen y col., 1995

vacas | 0,44-1,56 Bregante y col., 1999; Cox y col., 2004°

terneros | 1,81-2,28 Idowu y col., 2010; Kaartinen y col., 1997b’
alpacas 0,44 Gandolf'y col., 2005

camellos 1,13 Gavrielli y col.,1995; Harron y col., 1997°
llamas | 3,46-4,0 Christensen y col., 1996; Kreil y col., 2001°

1,25 mg/kg; * 2,2 mg/kg; * 2,5 mg/kg; * 5,5 mg/kg; ° 7,5 mg/kg; © 10 mg/kg;
12,5 mg/kg; ® 15 mg/kg

Volumen de distribucion de enrofloxacina
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Grafica 19.- Volumen de distribucion (Vd) de la enrofloxacina.
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En vacas, tras la administracion intravenosa de enrofloxacina, el pico de
concentracion en leche se alcanzé entre 0,7 horas y 1,3 horas, mientras que para el
metabolito, la ciprofloxacina, este pico aparecié después (5-8 horas). En conejas, la
relacion leche/plasma de la enrofloxacina y la ciprofloxacina, medida como
AUC eche/ AUCplasma fue de 2,59 y 3,61, respectivamente (Aramayona y col., 1996).
Soback y col., (1994) encontraron concentraciones en leche hasta 40 veces
superiores a las correspondientes concentraciones s€ricas tras la administracion de
nicotinato de norfloxacina a ovejas.

1.3.5.4.3.- Eliminacion: metabolismo y excrecion

La enrofloxacina se metaboliza parcialmente a ciprofloxacina, la cual es
responsable en algunas especies de una considerable parte de la actividad
antimicrobiana (Kaartinen y col., 1995; Mengozzi, G., 1996; Kiing y col., 1993;
Anadon y col.,, 1995a). El metabolismo se lleva a cabo en el higado, y
posiblemente en otros sitios como la ubre (Malbe y col., 1996) o los macréfagos
(Hawkins y col, 1998). El efecto de primer paso hepatico es bajo,
aproximadamente del 7 % (Cester y Toutain, 1997). Las concentraciones
plasmaticas del metabolito con respecto al farmaco madre (AUC) son de 35-55 %
en ovejas (Mengozzi, G., 1996), 29 % en vacas (Malbe y col., 1996) y 25 % en
terneros (Richez y col., 1994).

En perros, se encontraron concentraciones de enrofloxacina en bilis y orina
10-20 veces mayores que las concentraciones registradas en plasma (Brown, S.A.,
1996).

Los datos de los que se dispone indican que el aclaramiento plasmatico se
sitia entre 0,5 y 1 L/kgeh en la mayoria de las especies no observandose
diferencias significativas segin la via de administracion, ni la dosis administrada.
La semivida de eliminacion sin embargo es mucho mas variable, desde menos de
una hora en las ratites hasta 11 horas e incluso 19 horas en otras aves. Algo similar
se observa en el tiempo medio de residencia.

Tabla 19.- Semivida de eliminacion (t;), aclaramiento plasmatico (Cl) y
tiempo medio de residencia (MRT) de la enrofloxacina (5 mg/kg).

VIA| ESPECIE | t;5,(h) |CI(L/kg+h)| MRT(h) AUTOR
avutardas 6,39 0,4 9,5 Bailey y col., 1998°
patos X 1,03 8,35 Intorre y col., 1997°
pollos | 4,06-10,6 0,25 12,5 Bugyei y col., 1999; Abd-el-Aziz y col., 1997°
buhos 11,4 X X Harrenstien y col., 2000
M | halcones 11,0 X X Harrenstien y col., 2000°
avestruces| 0,86 X 1,55 de Lucas y col., 2004
fiandles 2,85 X 1,95 de Lucas y col., 2008a°
- : T
cerdos |549-12.6| 0,10 |7,64-17,74)  FUPTY QL (97 Ry col. 1994
caballos 9.9 X 15 Kaartinen y col., 1997a

(Continta en la pagina siguiente)

- 48 -



Revisidn bibliogréfica

ViA |ESPECIE| t, a(h) |CI(L/kgeh) MRT(h) AUTOR
conejos | 1,86-2.4 1,33 X Elmas y col., 2007; Cabanes y col., 1992
Elmas y col., 2001; Elsheikh y col., 2002
cabras | 0,74-4,70| 0,26-1,33 | 1,54-5,75 Raoy ooh. 2001
. Haritova y col., 2003; Elsheikh y col., 2002
™ ovejas |3,65-3,87| 0,62 |4,52-5,23 Mengozzi y col., 1996°
vacas 5,9 X 7,98 Kaartinen y col., 1995
bufalos |1,97-5,63 1,34 13,13-6,30 Sharma y col., 2003; Verma y col., 1999
Gavrielli y col.,1995; Harron y col., 1997
camellos (3,36-16,69 X X Harron y col., 1997°
llamas 6,91 0,33 11,43 Kreil y col., 2001°
avutardas| 5,63 0,34 8,13 Bailey y col., 1998°
pavos 6,05 0,50 8,32 Haritova y col., 2004°
patos |6,64-6,81|0,38-0,49 8,96 Dimitrova y col., 2007; Dimitrova y col., 2006°
Garcia-Ovando y col., 1999; Knoll y col., 1999
Bugyei y col., 1999; Soliméan, G.A., 2000
pollos 5,54-10,96 0,19-0,66 | 6,38-12,5 Haritova y col., 2004°; Anadén y col., 1995a
Abd-el-Aziz y col., 1997°
halcones 19,4 X X Harrenstien y col., 2000
favestruces| 0,78 4,56 0,7 de Lucas y col., 2004
emues 3,33 0,36 4.4 Helmick y col., 1997°
fiandies | 2,66 3,95 1,23 de Lucas y col., 2005a°
Cox y col., 2004; Anadon y col., 1999
cerdos | 5,51-9 10,10-0,48 6,66-11,87  pioc 0701 1997: Richez y col., 1994°
gatos 6,7 0,57 8,6 Richez y col., 1997a
Cester y col., 1996; Kiing y col., 1993
perros 2,4-4,4 10,65-1,62 5,4 Monlouis y col., 1997
Peyrou y col., 2006; Papich y col., 2002
caballos [4,4-6,676|0,14-0,56 | 3,67-8,43 Haines y col., 2000; Giguere y col., 1996’
Boeckhn y col., 2001°; Kaartinen y col., 1997a
IV | potros | 17,10 | 0,103 | 24,31 Bermingham y col., 2000
Elmas y col., 2007; Cox y col., 2004
conejos 1,9-3 0,61-1,7 | 1,55-3,4 Broome y col., 1991; Bregante y col., 1999°
Cabanes y col., 1992
ratas 1,8 1,28 1,31 Bregante y col., 1999°
ratones 1,48 4,09 1,1 Bregante y col., 1999°
Elmas y col., 2001; Rao y col., 2002}
cabras | 0,73-13,310,19-1,33 |0,97-4,65| 10k y col.. 2002; Gandolfy col., 2006
Rahal y col., 2006; Bregante y col., 1999
ovejas | 2,5-4,77 | 0,20-0,86 | 3,22-5,36 | Haritova y col., 2003; Mengozzi y col., 1996’
Bermingham y Papich., 2002; Elsheikh y col., 2002
Bregante y col., 1999; Idowu y col., 2010
vacas |2,82-16,3|0,45-1,45(1,05-3,48 Varma y col., 2003; Kaartinen y col., 1995
Cox y col., 2004
terneros |4,87-6,61| 0,19-0,7 2,27-10,32] Idowuy col., 2010; Kaartinen y col., 1997b’
bufalos 2,87 1,67 3,89 Sharma y col., 2003
alpacas 13,04 0,084 4,85 Gandolfy col., 2005
Gavrielli y col., 1995; Harron y col., 1997
camellos 3,59-11,85 0,28 4,35 Harron y col., 1997 ; Harron y col., 1997'
llamas |3,38-3,94|0,70-0,75 |4,95-5,04| Christensen y col., 1996; Kreil y col., 2001°
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VIA|[ESPECIE| t;,(h) |Cl(L/kg*h)] MRT(h) AUTOR
pollos 448 0,02 X Abd-el-Aziz y col., 1997°
conejos 2,5 X 1,46 Broome y col., 1991
cabras 2,84 0,45 5,74 Ramesh y col., 2002°
sC ovejas 7,12 X 11,23 Rahal y col., 2006
vacas 2,34-5,55 X 3,24-8.4 Kaartinen y(cizf)llzulc;;g; i\(/)llci(ze(l)l(ﬁl; col., 1999°
terneros 6,79 X X Davis y col., 2007’
alpacas 7,83 X 10,33 Gandolf'y col., 2005
camellos 10,58 X X Gavrielli y col., 1995°
avutardas 6,80 0,55 10,1 Bailey y col., 1998°
patos 5,24-6,87 | 0,57-1,56 {6,01-11,91| Dimitrovay col., 2007; Intorre y col., 1997°
pavos 5,98 X 8,67 Haritova y col., 2004
da Silva y col., 2006; Haritova y col., 2004
pollos | 429-14,14 | 018029 | 7.58-1540 ir 2o et et 1099
Solimén, G.A., 2000°
buhos 7,2 X X Harrenstien y col., 2000°
halcones 8,9 X X Harrenstien y col., 2000°
gatos 6,2 0,47 8,7 Richez y col., 1997a
Bidgood y Papich, 2005; Heinen, 2002°
vo| peros | 223570 | 061 | 3756 | Tk el 200 Cory T Ly
Monlouis y col., 1997
caballos | 6,1-10.7 | 0,09 |383-10,16 o, 16 Boeckn ycol. 2001°
potros 18,39 X 26,73 Bermingham y col., 2000; Haines y col., 2000
conejos 2,41 X 8,46 Broome y col., 1991
elefantes 18,4 0,08 30,3 Sanchez y col., 2005’
cabras 5,22 X 8,52 Gandolf'y col., 2006°
ovejas X X 19,24-19,95 Bermingham y Papich., 2002°
alpacas 15,32 X 21,98 Gandolf y col., 2005°
camellos | 27,96-28,1 X X Harron y col., 1997°
llamas 10,34 0,22 16,33 Kreil y col., 2001°
11,25 mg/kg: 222 mg/kg: 32,5 mg/kg: 455 mg/kg: 57,5 mg/kg: 10 mg/kg: "12,5 mg/kg: 815 mg/kg
Semivida de eliminacién de enrofloxacina
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Grafica 20.- Semivida de eliminacion (ty;) de la enrofloxacina.
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Aclaramiento plasmatico de enrofloxacina
IM IV Vo

5.0 4

Cl (L/kg.h)

& Especie y dosis

Grafica 21.- Aclaramiento plasmatico (Cl) de la enrofloxacina.

Tiempo medio de residencia de enrofloxacina
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Especie y dosis

Grafica 22.- Tiempo medio de residencia (MRT) de la enrofloxacina.

1.3.5.5.- Factores que pueden alterar el comportamiento
farmacocinético

El comportamiento cinético de los farmacos puede alterarse por factores
interespecie como las diferencias anatomicas y fisioldgicas, los procesos digestivos
y los mecanismos metabdlicos y de excrecion; y factores intraespecie como la
edad, el sexo, enfermedad, periodos de gestacion o lactancia,...

En el caso de los camélidos existen estudios comparativos en cuanto al
comportamiento farmacocinético de la enrofloxacina en animales sometidos a
privacion de agua: Gavrielli y col., en 1995 indican que en camellos no existen
diferencias significativas, mientras que Ali y col.,, (1996), indican que en
dromedarios privados de agua durante 14 dias, las concentraciones plasmaticas
durante las primeras 4 horas fueron mayores y la semivida de eliminacion fue
menor.
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Debido a que los camélidos constituyen un grupo muy afin a los rumiantes,
describiremos algunas de las particularidades que presentan estas especies

Particularidades farmacocinéticas en rumiantes

Tras la administracion oral de un fairmaco para producir efecto sistémico a
un rumiante lo primero a tener en cuenta es el enorme volumen del contenido
reticulo-ruminal que produce una gran dilucion del firmaco administrado. El
tiempo en que se alcanzan concentraciones uniformes es mayor segun la
disposicion de la ingesta y el sistema de mezcla del contenido ruminal. Ademas los
farmacos pueden ser administrados en forma liquida, como soluciones o
suspensiones, mezclados con el alimento o con el agua de bebida, o en formas
solidas, como tabletas, bolos, capsulas o formas especiales de liberacion, y cada
una de ellas llegard de forma distinta hasta el rumen y se mezclara también de
diferente forma. En general, las formas liquidas llegan directamente al reticulo y
zonas proximas, por lo que una gran cantidad de farmaco puede pasar a través del
orificio reticulo-omasal antes de que se produzca la mezcla, permitiendo que una
parte de la dosis se escape de la degradacion ruminal y llegue mas rapidamente al
intestino delgado donde sera absorbido.

La absorcion de acidos grasos volatiles y agua se produce a través del
epitelio ruminal. El agua se mueve libremente atravesando la pared ruminal en
ambas direcciones dependiendo del gradiente osmotico. Los factores fisico-
quimicos relacionados con la absorcion de sustancias a través de la pared ruminal
son el grado de ionizacion (en funcion del pH), el tamafio de las moléculas y el
gradiente de concentracion. La tasa de absorcion desde el rumen dependera de la
concentracion de farmaco en forma no ionizada relacionado directamente con la
concentracion y pKa del farmaco y del pH del medio ruminal. También hay que
tener en cuenta que cuando los farmacos se administran por via intravenosa, el
farmaco puede pasar a través de la pared ruminal hacia el interior del rumen,
pudiendo provocar variaciones en el volumen de distribucion del mismo.

Raggi Saini y Crossley Cabezo6 en 1990 indican como segun algunos autores
los sacos glandulares del rumen aportan cantidades significativas de bicarbonato,
contribuyendo a la accion tamponadora de la ingesta, mientras que otros autores
sugieren que la principal funcion de esta region glandular es permitir una rapida
absorcion de solutos y agua. Sefalan que la tasa de absorcion en el rumen reticulo
de los CSA es 2 a 3 veces superior a la observada en el rumen de ovinos y
caprinos. La tasa de absorcion puede modificarse por el alimento ya que este
provoca un aumento del flujo sanguineo de la mucosa reticulo-ruminal. En bovinos
adultos con una motilidad ruminal normal, la semivida de vaciado del reticulo-
rumen a través del orificio reticulo-omasal es de 5-7 horas para el componente
liquido de la ingesta mientras que para los componentes mas groseros o después de
periodos de inanicion, este tiempo es mayor. El tiempo de retencidon del alimento
en rumen es mayor en camélidos que el observado en otros rumiantes.
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El farmaco soluble puede depositarse en reticulo y parte de la dosis puede
pasar rapidamente al omaso, abomaso e intestino delgado haciendo que la
absorcion sea rapida e incrementando la concentraciéon plasmatica. El farmaco
restante pasaria al rumen, mezclandose lentamente con la ingesta y de aqui al
omaso ya que se encuentra diluido en el contenido ruminal. Por todo ello, las
curvas de concentraciones de un farmaco deben ser interpretadas con cuidado
puesto que un aumento en las concentraciones plasmaticas por una absorcion
intestinal de la porcion de farmaco que escapa al rumen puede ser confundido con
una absorcion a nivel ruminal.

También hay que tener en cuenta que la cinética de los farmacos
administrados a animales enfermos, puede cambiar drasticamente. En general, las
concentraciones plasmaticas son mucho mas bajas cuando existe una atonia
ruminal, debido a la reduccion en la velocidad de paso hacia el omaso, la reduccion
en el flujo sanguineo de la mucosa ruminal, la falta de un mezclado efectivo que
permita el contacto correcto del fArmaco con la superficie de absorcion, la pérdida
del movimiento de las papilas, la alteracion de la actividad microbiana, el cese de
la rumia, cambios en el pH, la temperatura y la osmolaridad del contenido y
cambios en la ingesta de alimentos, agua y saliva. Por otro lado la microbiota del
rumen incluye bacterias, protozoos, hongos y levaduras y los farmacos pueden
actuar sobre ella, de la misma forma que las bacterias del rumen pueden realizar
una amplia variedad de transformaciones bioquimicas y esos productos pueden
tener consecuencias patoldgicas o afectar los procesos digestivos o nutricionales.

Otro factor que puede influir en la farmacocinética en rumiantes es la
produccién de saliva. La saliva es una solucion tamponada responsable de la
neutralizacion de los acidos organicos formados en los preestdmagos de forma que
se alcance un pH ruminal de 5,6-6,5 que es necesario para el mantenimiento de la
microflora. La urea presente en la saliva sirve como fuente de nitrégeno para la
sintesis de proteinas microbianas. La produccion total de saliva puede llegar a ser
de 100-200 L/dia en bovinos y 10 L/dia en ovinos. Las particularidades de pH y
volumen de la saliva de los rumiantes pueden influir en el comportamiento cinético
de algunos farmacos, ya que estos pueden seguir el circuito rumen-sangre-saliva.

Otra particularidad anatomica de los rumiantes que puede influir en la
farmacocinética de un compuesto administrado por via oral es la presencia de la
gotera reticular. El momento en el que el mecanismo reflejo de cierre de esta
estructura deja de producirse espontaneamente estd en relacion con el desarrollo
del resto de las estructuras digestivas del rumiante que a su vez dependera de la
dieta ingerida, por lo que la edad a la que se produce varia ampliamente, entre las 6
semanas y los 20 meses. Sin embargo, los rumiantes adultos mantienen la
capacidad y pueden cerrar la estructura siempre que reciban estimulos especificos.
La naturaleza quimica del alimento puede variar la incidencia del cierre. De esta
manera, alimentos ricos en proteinas de leche, soja y pescado y los componentes
del suero de leche pueden favorecer el reflejo. La naturaleza fisica (liquido/sélido)
y el mecanismo de administracion de los alimentos también pueden influir (la
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succion de liquidos favorece el cierre). La sed, el apetito y reflejos condicionados
también actian a este nivel.

En cuanto al pH urinario, no debemos olvidar que en los rumiantes es basico
con valores que oscilan entre 7,8 y 8,4 en vacas y 7,5 y 8,5 en camélidos (Lackey y
col., 1995), valores que afectan a la excrecion de farmacos.

1.3.6.- Actividad antimicrobiana

1.3.6.1.- Actividad in vitro

Las quinolonas presentan una accion bactericida concentracion-dependiente,
aunque algunos autores sugieren que esta accion concentracion dependiente esta
relacionada principalmente con la actividad contra bacterias gram-negativas,
mientras que, para el caso de los microorganismos gram-positivos, el efecto de las
quinolonas seria tiempo-dependiente (Keck y Borne, 1995; Spreng y col., 1995;
Cester y col., 1996); no obstante, esta segunda opcidon apenas es considerada por
otros autores (Walker y Dowling, 2006).

La sensibilidad in vitro de las bacterias a las quinolonas esta relacionada con
el pH. La norfloxacina, ciprofloxacina u ofloxacina son mas activas a pH 7.4 que a
pH 5.6, mientras que para las quinolonas antiguas como el acido nalidixico, la
flumequina, la cinoxacina o el acido oxolinico, ocurre lo contrario (Phillips y col.,
1988). Las fluoroquinolonas son mas activas en medios alcalinos contra bacterias
gram-negativas, mientras que la sensibilidad de las bacterias gram-positivas no se
ve afectada por el pH (Brown, S.A., 1996). Aparentemente, las quinolonas con un
anillo piperacinico en C; son menos activas en condiciones acidas y las que no
poseen este sustituyente son menos activas en medio alcalino.

Los fluoroquinolonas poseen un amplio espectro de actividad que incluye
bacterias gram-negativas, gram-positivas, micoplasmas y anaerobios, aunque
algunos autores indican que el aumento de actividad frente a gram-positivos resulta
como consecuencia de una menor actividad contra microorganismos gram-
negativos (Percival, A., 1991).

Las quinolonas, como el acido oxolinico, el acido nalidixico, el acido
pipemidinico y la cinoxacina, son activas frente a especies de la familia
Enterobacteriaceae. Las fluoroquinolonas como la norfloxacina y la ciprofloxacina
poseen mayor actividad que las quinolonas antiguas frente a estos
microorganismos. (Barry, A.L., 1989), mientras que la difloxacina es uno de los
menos activos (Phillips y col., 1988). En general, todas ellas son efectivas frente a
aerobios gram-negativos como Campylobacter spp., Aeromonas spp. y algunas
especies de Pseudomonas, Brucella, Pasteurella, Moraxella, Bordetella,
Haemophilus (sobre todo Haemophilus influenzae), Vibrio, Neisseria,
Acinetobacter, Gardnerella, Branhamella y Legionella (Barry, A.L., 1989; Phillips
y col., 1988; Vancutsem y col., 1990; Brown, S.A., 1996; Lecoeur Bitchatchi y
Kolf Clauw, 1998; Garcia y col., 2000).
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Los bacilos entéricos son menos sensibles a las quinolonas, igual que a la
difloxacina, mientras que las fluoroquinolonas modernas son efectivas frente a
Pseudomonas como Ps. florescens, Ps. acidovorans o Ps. putida, (Phillips y col.,
1988; Barry, A.L., 1989), Moraxella spp., Brucella melitensis, Pasteurella
multocida y Bordetella bronchiseptica (Phillips y col., 1988).

La mayoria de las fluoroquinolonas son relativamente efectivas contra los
cocos gram-positivos, Listeria spp. y Corynebacterium spp., mientras que
estreptococos, enterococos y los bacilos gram-positivos suelen ser resistentes,
variando su sensibilidad: el acido nalidixico carece de actividad y la temafloxacina
o la gemifloxacina son mas potentes que la ciprofloxacina o la ofloxacina (Brown,
S.A., 1996; Hardy y col., 2000). La sparfloxacina o tosufloxacina han demostrado
buena actividad contra Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes y Bacillus
spp. (Brown, S.A., 1996). En general todos los compuestos son mas activos contra
estafilococos que contra estreptococos. (Phillips y col., 1988; Barry, A.L., 1989).

Aunque las fluoroquinolonas poseen cierta actividad contra
microorganismos anaerobios, algunos autores indican que deben ser considerados
clinicamente resistentes (Watt y Brown, 1986; Fernandes y col., 1986; Barry, A.L.,
1989). Sélo algunas de las fluoroquinolonas mas modernas, como temafloxacina,
levofloxacina, sparfloxacina, trovafloxacina, moxifloxacina, grepafloxacina,
premafloxacina, gatifloxacina y, sobre todo, clinafloxacina y sitafloxacina poseen
cierta actividad contra bacterias anaerobias (Phillips y col., 1988; Barry, A.L.,
1989; Boswell y Wise, 1998; Ihrke y col., 1999; Appelbaum, P.C., 1999).

Las micobacterias suelen ser poco sensibles a las fluoroquinolonas. La
ciprofloxacina, levofloxacina y grepafloxacina son las que tienen mayor actividad
contra M. tuberculosis mientras que la trovafloxacina o la gemifloxacina son poco
activas frente este microorganismo (Ruiz Serrano y col., 2000). Nocardia
asteroides y Ureaplasma ureolyticum son, normalmente, resistentes a las
quinolonas.

Las difloxacina y ciprofloxacina son activas contra patogenos intracelulares
como clamidias y micoplasmas (El Bahri y Blouin, 1991; Brown, S.A., 1996;
Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998, Phillips y col., 1988). Y también se han
encontrado algunas rickettsias sensibles a la pefloxacina (Phillips y col., 1988).

Respecto a las nuevas quinolonas no fluoradas, segiin Barry y col., en 2001,
presentan la misma actividad in vitro que la trovofloxacina.

1.3.6.2.- Actividad in vitro de la marbofloxacina y de la
enrofloxacina

Tanto la marbofloxacina como la enrofloxacina tienen buena actividad frente

a bacterias gram-negativas y gram-positivas incluyendo algunos anaerobios
patoégenos. Son bactericidas y micoplasmicidas a bajas concentraciones y eficaces
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contra microorganismos que son resistentes a los B-lactamicos, aminoglucoésidos,
tetraciclinas, antagonistas del acido folico y macrolidos.

La enrofloxacina se metaboliza en parte a ciprofloxacina y en algunas
especies ese metabolismo es beneficioso desde el punto de vista microbiologico ya
que muchas bacterias gram-negativas tienen valores de MIC menores para la
ciprofloxacina, siendo probable que el efecto antimicrobiano sea aditivo entre el
farmaco madre y el metabolito.

Tabla 20.- Actividad in vitro de la marbofloxacina y la enrofloxacina frente a
los principales patogenos.

MICROORGANISMO MARBOFLOXACINA ENROFLOXACINA
MICsy(ug/ml) | MICo(ug/ml) | MICsy(ug/ml) | MICs(ug/ml)
Actinobacillus pleuropneumoniae 0,016 0,027 0,016 >0.02'
Actinobacillus pyogenes >1.0'
Bordetella bronchiseptica 0,25* 0,794 0,25° >2.0'
Campylobacter jejuni >1.0'
Campylobacter coli >2.0'
Campylobacter pseudotuberculosis >0.1'
Chlamidia psittaci >0.2'
Enterobacter spp. 0,018-0,02 0,11-0,28
Enterococcus spp. >1.0'
Escherichia coli 0,011°-0,016* | 0,145-0,25 0,03 0,05-0.2
Haemophilus somnus 0,021 0,03
Klebsiella spp. 0,02-0,04 0,05-0,085 >0.05'
Mycoplasma agalactiae 0,25° >0.2'
Mycoplasma bovis 0,35 0,48 0,1° >0.2'
Mycoplasma hyopneumoniae 0,03 0,06 0,025° 0.05°-0,2
Mycoplasma hyosynoviae 0,1° >0.2'
Mycoplasma iowae 0,025° >0.4'
Mycoplasma sinoviae 0,25° >0.4'
Pasteurella haemolytica 0,016°-0,019 0,17 >0.02'
Pasteurella multocida 0,013*  0,029-0,057*] 0,008° >0.02'
Proteus spp. 0,03 0,082 >0.2'
Proteus mirabilis >0.05'
Pseudomonas spp. 1,8 >0.4'
Pseudomonas aeruginosa 0,27 0,94 >1.0'
Rodococcus equi >1.0'
Salmonella spp. 0,015 0,073 >0.1'
Salmonella typhimurium >0.02'
Salmonella zooepidermicus >1.0'
Staphylococcus spp 0,24-1 0,49 0,5 >0.4'
Stapylococcus aureus 0,14*-0,25°> | 0,217*-0,5 0,12° 0,1-0.2
Stapylococcus dublin >0.02'
Stapylococcus equi >1.0'
Stapylococcus intermedius 0,18 0,23 0,05- 0.1
Streptococcus spp. 0,68%1,7 3,8 >1.0'

Marbofloxacin Reference Book, 1999; Spreng y col., 1995; Thomas y col., 1997; 'Otero y col., 2001a;
2Grobbel y col., 2007; *Hamann y col., 1997; “Meunier y col., 2004
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1.3.7.- Efecto postantibiotico

El efecto postantibidtico (PAE) se define como la diferencia entre el tiempo
que tarda un cultivo problema (el que se ha sometido a la accion del
antimicrobiano) y un cultivo control del mismo tamafio de inoculo en crecer en 1
log UFC/ml, es decir, el efecto persistente de la inhibicion del crecimiento
bacteriano después de la exposicion del microorganismo al agente antimicrobiano
siendo:

PAE=T-C

Donde T es el tiempo que tarda el recuento de células viables en aumentar en
1 log desde el tiempo 0 en el cultivo problema y C es el tiempo correspondiente en
el cultivo control.

Es necesario conocer el mantenimiento de la actividad antibacteriana para
poder establecer los regimenes posologicos de los antimicrobianos. El efecto
postantibidtico in vitro esta en funcion del tiempo de contacto del antimicrobiano
con la bacteria y de la concentracion del antimicrobiano durante la fase de
impregnacion. Cuanto mayor es el tiempo de impregnacion y mayor es la
concentracion, mayor sera el efecto postantibiotico. La duracion del efecto
postantibiotico in vivo puede verse modificada por factores como la concentracién
de antimicrobiano alcanzada en el sitio de infeccidon, el tiempo de exposicion al
antimicrobiano, el pH, tamafio del inoculo y medio en el que se encuentra el
antimicrobiano. En el caso de macrolidos, tetraciclinas o cloranfenicol este efecto
podria deberse al tiempo requerido para que el farmaco se libere de su unién al
ribosoma y en el caso de los fArmacos que ejercen su accion mediante inactivacion
de enzimas (B-lactamicos) indicaria el tiempo requerido por la bacteria para la
sintesis de novo de dichas enzimas (Mediavilla y col., 1997).

Se ha demostrado que el PAE es una propiedad de todos los antibioticos,
quienes lo inducen en mayor o menor grado. Todos los antibidticos parecen ser
capaces de inducir PAE en cocos gram-positivos. Los PAE de mayor duracion son
inducidos sobre bacterias gram-negativas por aminoglucoésidos, fluoroquinolonas y
por antibidticos cuyo mecanismo de accidn es la inhibicidn de la sintesis proteica.

El modo por el cual los antibidticos inducen el PAE, no esta aun claramente
dilucidado, no obstante se presume que son varios los procesos involucrados. Un
primer mecanismo propuesto es el enlentecimiento del eflujo de los antibidticos
desde el citoplasma bacteriano. Esta hipotesis estaria corroborada por el hecho de
que los B-lactamicos: cefalosporinas y monobactams, tienen un PAE muy corto o
nulo sobre bacterias gram-negativas. La explicacion a este comportamiento es que
estos agentes pueden ejercer su accion sin necesidad de penetrar dentro del
citoplasma bacteriano.

Otro modo propuesto, es que inducirian dafios no letales a la bacteria por
persistir en los sitios especificos de fijacion, los cuales difieren segun el
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mecanismo de accion del antibidtico. En el caso de los B-lactamicos que act@ian
sobre la pared bacteriana, estos se unen de forma covalente a varias proteinas
especificas (penicillin-binding proteins: PBP), muchas de las cuales son enzimas
que intervienen en la sintesis de la pared bacteriana. En este sentido, el PAE
representa el tiempo que la bacteria necesita para sintetizar nuevas enzimas (PBP).

El PAE, originalmente observado in vitro también ha sido demostrado en
diferentes modelos animales y en general, el PAE observado in vivo es siempre
mayor que el observado in vitro.

Las fluoroquinolonas son capaces de producir un efecto postantibidtico
prolongado, tanto frente a bacterias gram-negativas como frente a algunas gram-
positivas. In vitro el efecto postantibiotico se prolonga de 3 a 5 horas después de
que la concentracion del antimicrobiano en el medio de cultivo desciende por
debajo de la MIC e in vivo se prolonga hasta 18 horas (Lecoeur Bitchatchi y Kolf
Clauw, 1998). Segin Brown, S.A., (1996), el efecto postantibidtico podria estar
relacionado con disminucion de la adherencia del microorganismo a las células.
Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw (1998) sugieren que la propiedad de inhibir el
crecimiento bacteriano después de la exposicion del microorganismo al agente
antimicrobiano podria estar ligada a un refuerzo de los mecanismos de defensa del
huésped (opsonizacion o fagocitosis facilitada), un defecto en la formacion de la
pared interna, un retardo en el crecimiento bacteriano o una pérdida de las
capacidades de adhesion. Esto es importante ya que favorece la instauracion de
intervalos posologicos prolongados en el tratamiento con estos agentes (Ingerman y
col., 1986; Vogelman y Craig, 1986).

El EPA de la marbofloxacina es de 0,7-4,62 horas y el de la enrofloxacina,
de 1-4 horas segun dosis y microorganismo (Marbofloxacin Reference Book, 1999;
McKellar, Q.A. 1996; Spreng y col., 1995).

1.3.8.- Resistencias bacterianas

Desde la década de los afios 60 (y anteriormente para otros antibioticos), el
gran problema de la terapia antimicrobiana ha sido la aparicion de resistencias. Esa
fue una de las principales razones para que el 4cido nalidixico dejara de utilizarse.
En el afio 1985 las resistencias frente a las quinolonas se volvieron algo comun
(Picco y col., 2009). Muchas enterobacterias incluyendo Salmonella spp. y Shigella
spp. siguen siendo susceptibles, pero Campylobacter spp. ha generado ya
resistencias y tiene unos valores de MICy, de 0,25 a 0,5 pg/ml.

Se considera que un cambio de 2 a 8 veces la concentracion minima
inhibitoria indica el desarrollo de resistencia. Segun algunos autores la exposicion a
concentraciones subinhibitorias aumenta las posibilidades de seleccion de
resistencias; aunque en la bibliografia podemos encontrar autores que indican la
posibilidad de utilizar antibiéticos a concentraciones subinhibitorias (Picco y col.,
2009, Nanduri y col., 2008, Debbia y col., 2008).
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La utilizacion de dosis sub-MIC tiene una doble vertiente: por un lado se
puede producir un fracaso terapéutico e incluso favorecer el desarrollo de
resistencias, pero por otro lado se ha descrito el efecto beneficioso de este régimen
sub-MIC ya que modificaria la homeostasis bacteriana, haciéndola mas sensible a
otros antibidticos o a ser destruida por las defensas organicas.

Nanduri y col., (2008) estudiaron el efecto sub-MIC de enrofloxacina sobre
P. multocida (que no presentaba resistencia a esta fluoroquinolona). La respuesta
compensatoria global de P. multocida a sub-MIC de enrofloxacina se caracteriza
por alteracion en la expresion de factores de virulencia; proteinas involucradas en
metabolismo de las purinas, respuesta al estrés, y sobrepermeabilidad celular. Estos
procesos se basan en un efecto supresor de la sobreexpresion de algunas proteinas.

¢ Proteinas (enzimas) de rutas metabdlicas centrales; en los procesos de
glucolisis/gluconeogénesis disminuye significativamente la expresion de las
enzinas fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, fosfoglicerato quinasa, fructosa
bifosfato aldolasa y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

e Reducir la expresion de genes que estan bajo el control de los promotores
del shock térmico.

¢ El metabolismo de las porinas se ve afectado al incrementarse la expresion
de adenilato ciclasa y adenil succinato (que catalizan el primer y ltimo paso en la
conversion de inosina monofosfato a adenosina bifosfato).

¢ Disminucién de la expresion de ciertas polimerasas (Rho) puede disminuir
la semivida del ARNm en la bacteria.

e Disminucion de la expresion de enzimas detoxicantes superoxido
dismutasa y catalasa que constituyen una defensa importante para las bacterias.

En 1989, Chamberland y col., consideraron que las resistencias a las
quinolonas por mutaciéon de la ADN-girasa eran muy raras. Las resistencias
mediadas por plasmidos no pudieron ser demostradas segun Fernandes y col.,
(1986) y Brown, S.A. (1996.). Hoy dia estd demostrado que las resistencias
bacterianas a las quinolonas se deben a dos procesos:

- Alteraciones en las enzimas diana.

- Alteraciones en la permeabilidad del farmaco y mecanismos de expulsion
del antibacteriano.

Cualquiera de ellos puede manifestarse solo o en combinacién aunque se
cree que el grado de resistencia a las quinolonas in vivo puede deberse a la accion
de varios mecanismos de forma simultanea. En los microorganismos gram-
negativos las resistencias mas frecuentes aparecen por mutaciones en la ADN-
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girasa mientras que en las gram-positivos se producen por mutaciones en la
topoisomerasa [V.

Alteraciones en las enzimas diana

Las enzimas diana de las quinolonas son la topoisomerasa Il o ADN-girasa y
la topoisomerasa IV. La ADN-girasa esta formada por dos subunidades: A (Girasa
A) y B (Girasa B). Las resistencias al acido nalidixico fueron causadas por
mutaciones en el gen girasa A (GyrA), que alteraban la sensibilidad de E. coli al
acido nalidixico. Posteriormente también se demostraron mutaciones en el gen
girasa B (GyrB) que afectaban a dicha subunidad, aunque son menos frecuentes, y
mutaciones espontaneas en bacterias gram-negativas que provocaban cambios en
los aminoacidos de ambas subunidades (Hooper y Wolfson, 1993).

Intorre y col., en 2007 indican que la resistencia a las fluoroquinolonas en las
bacterias gram-positivas se produce como resultado de cambios en la composicion
de aminoacidos, concretamente en la zona de la enzima denominada QRDR
(quinolone-resistance-determining-region) dentro de la GyrA (topoisomerasa II: de
ser-84 a leu o de glu-88 a lys) y ParC o GrlA (topoisomerasa IV: de ser-80 a arg).
Estos cambios hacen que las enzimas sean menos susceptibles a las
fluoroquinolonas.

Aunque las mutaciones en GyrA y ParC (GrlA) parecen ser necesarios para
que se produzcan resistencias a las fluoroquinolonas algunos autores demostraron
que puede haber excepciones, apareciendo resistencias a las fluoroquinolonas sé6lo
por mutacion en el gen GyrA.

Alteraciones en la permeabilidad del firmaco v mecanismo de expulsion del
antibacteriano

Las alteraciones en la permeabilidad a las quinolonas es otro mecanismo por
el cual se producen resistencias, ya que producen cambios en las proteinas de las
membranas celulares y en los sistemas de expulsion por alteracion en la actividad
de las bombas de eflujo-energia. La reduccion en los poros de las membranas esta
asociada a la aparicion de resistencias a las quinolonas aunque parece que estas
reducciones son insuficientes para lograr una disminuciéon en la concentracion
intracelular del farmaco de forma que puedan aparecer fendmenos de resistencia.

La ausencia de mutacion por genes transportados por plasmidos hace que las
resistencias a las quinolonas sean menores que las aparecidas con otros
antimicrobianos.

Las resistencias mas frecuentes han aparecido en procesos clinicos

provocados por Pseudomona aeruginosa y Staphilococcus aureus en heridas
infectadas y en infecciones pulmonares.
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Recientemente se ha descrito un gen (qnr) mediador de la resistencia a las
quinolonas aislado en Klebsiella pneumoniae y en E. coli localizado cerca de
secuencias asociados con la clase I de integrones, que actua protegiendo la ADN-
girasa. El gen provoca una disminucion de la susceptibilidad a las bacterias que lo
poseen (Marin Carrillo, P., 2008).

La frecuencia de generacion espontanea de resistencias bacterianas a la
enrofloxacina es extraordinariamente baja, aunque algunos autores sefialan que el
aumento de la resistencia puede provenir del uso de compuestos quinolinicos, en
particular de la enrofloxacina.

La enrofloxacina fue aceptada por la FDA en aves en 1999 para su uso
clinico. Esta aprobacion requiri6 casi dos décadas debido a la posibilidad de que las
cepas bacterianas resistentes pudieran pasar a los consumidores (de Lucas y col.,
2008c¢).

Prevencion de resistencias

Las fluoroquinolonas, en general, han sido recientemente reclasificadas en
Europa, teniendo en consideracion, no sélo el paradigma de Dosis Concentracion
Dependiente (Walker y Dowling, 2006), sino también el concepto de
Concentraciones Preventivas de Mutaciones (MPC), que se define como la
concentracion mas baja de un farmaco capaz de prevenir el crecimiento de las
cepas mutantes resistentes, de primer paso, menos susceptibles.

La resistencia a las fluoroquinolonas se puede producir de forma espontanea
en poblaciones de bacterias con una frecuencia de 10° a 10°* después de un proceso
gradual, que implica mutaciones en el gen que codifica las dianas terapéuticas,
como son la ADN-girasa y la topoisomerasa [V (Kesteman y col., 2009; Wetzstein
H.G., 2005).

El uso de los indices farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD), se
considera necesario para optimizar las estrategias de tratamiento y reducir el
desarrollo de resistencias bacterianas (McKellar y col., 2004, Toutain y Lees, 2004,
Lathers, C.M., 2002). En este sentido, se ha propuesto un nuevo enfoque en la
prevencion de la aparicion de resistencia a los antimicrobianos, que consiste en la
administracion del farmaco a dosis que consigan unas concentraciones plasmaticas
que superen en todo momento el umbral que presentan las cepas mutantes
espontaneas, resistentes a los medicamentos y evitar asi el crecimiento y
amplificacion selectiva de cualquier subpoblacion mutante.

Ademas, se ha sugerido que la amplificacion selectiva de las cepas mutantes
espontaneas resistentes a los fdrmacos, es mas pronunciada en el intervalo de
concentraciones plasmaticas de dicho farmaco entre la MIC para la poblacion de
campo (silvestre) y la MPC. Este intervalo se define como la ventana de seleccion
de mutantes (MSW) (Kesteman y col., 2009).
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Por otro lado, el parametro MIC se relaciona con las poblaciones sensibles a
los medicamentos y no es adecuado para la prevencion del crecimiento de mutantes
resistentes. Tedricamente, para prevenir el desarrollo de mutantes resistentes, las
concentraciones del antimicrobiano deben superar durante el mayor tiempo posible
las MPC (Pasquali y Manfreda 2007), y este hecho no se tiene en consideracion
con los indices de eficacia clasicos AUC/MIC o C/MIC, o el aplicado en
antimicrobianos tiempo dependiente T>MIC. Por ello, algunos autores han
sugerido nuevos indices de eficacia, T> MPC (tiempo en el que las concentraciones
del farmaco superan las MPC) y AUC/MPC, que podrian ser buenos predictores
para la prevencion de la aparicion de resistencias (Olofsson y col., 2006, Olofsson
y col., 2007), y recientemente Kesteman y col., (2009) han propuesto un nuevo
indice T>MPC/TMsw.

Por tanto, la situacion ideal o mas deseable cuando se lleva a cabo un
tratamiento antimicrobiano eficaz y que a su vez no promueva el incremento de
resistencias, es que se instaure la terapia lo antes posible, de forma que el tamafio
del inoculo o carga bacteriana en el animal sea la menor posible (metafilaxis o
profilaxis) (Kesteman y col., 2009), y si esto no ha sido posible, conseguir unos
niveles plasmaticos y tisulares por encima de la ventana de seleccion de mutantes.

1.3.9.- Interacciones

Las quinolonas pueden sufrir o provocar interacciones en la farmacocinética
o alterar el comportamiento dindmico por interferir en la union a receptores.

1.3.9.1.- Interacciones farmacocinéticas
Absorcién

Segtn Fish, D.N., (2001) se ha demostrado que tras la administracion de
fluoroquinolonas la absorcion oral decrece drasticamente con antidcidos que
contienen magnesio y aluminio, igualmente ocurre con el sucralfato, suplementos
minerales y alimentos que contienen cationes multivalentes como aluminio,
magnesio, calcio y zinc, ya que estos cationes disminuyen la cantidad de farmaco
disponible que ingresa en las bacterias, al mismo tiempo que disminuyen la
absorcion gastrointestinal. La ranitidina no decrece la absorcion de ciprofloxacina
pero si disminuye la biodisponibilidad de la enofloxacina y sugiere que el pH
gastrico afecta a la absorcion oral (ver aparados 1.3.3 y 1.3.5.1.1).

Metabolismo

Vancutsem y Babish, (1996) demostraron que la enrofloxacina, a niveles
terapéuticos, causa inhibicion de las enzimas hepaticas P450, CYP 1A1 y 1A2. Por
ello deben tomarse precauciones cuando se administra en forma conjunta con
farmacos que utilizan este sistema enzimatico, tales como fenacetina, fenitoina
fenotiazinas, cafeina opidceos y warfarina o digoxina (Novotny y Shaw, 1991).
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Marin Carrillo, P. (2008), a su vez, describe interacciones de ciprofloxacina con
teofilina por el mismo mecanismo.

Por otra parte, la enrofloxacina incrementa el contenido y estimula Ila
actividad de la P450 CYP 2B, pero en forma leve a niveles terapéuticos, de modo
que no deberia afectar el metabolismo de otros compuestos metabolizados por la
isoforma CYP 2B, tales como el fenobarbital (Vancutsem y Babish., 1996), si bien
este mismo autor habia descrito previamente el incremento en la frecuencia e
intensidad de ataques en perros epilépticos bajo tratamiento de fenobarbital
(Vancutsem y col., 1990). En el mismo sentido Shlosberg, A., (1997) comprob¢ la
inhibicion del citocromo P450, en higado de pollos, por la enrofloxacina a dosis
terapéuticas.

En sentido inverso, los inductores enzimaticos pueden incrementar el
metabolismo de las fluoroquinolonas como sucede con la rifampicina que aumenta
el metabolismo de la grepafloxacina (Fish, D.N., 2001)

Excrecion

Por su parte la ciprofloxacina (administrada durante 8-10 dias) prolonga la
semivida de eliminacion de la antipirina desde 9,45 horas a 14,9 horas y esto se
atribuye a un descenso del aclaramiento de 0,85 a 0,52 ml/kgemin en humanos.
Ciprofloxacina y norfloxacina disminuyen el aclaramiento e incrementan la
concentracion plasmatica de la ciclosporina (Fish, D.N., 2001).

La furosemida disminuye el aclaramiento renal de la lomefloxacina
posiblemente por la disminucion de la secrecion tubular. Esto mismo ocurre con
probenecid que disminuye el aclaramiento renal de la fluoroquinolonas.

1.3.9.2.- Interacciones farmacodinamicas

La administracion conjunta de AINEs como el fenbufén con enoxacin ha
dado lugar en pacientes humanos a convulsiones, por mecanismo de inhibicion
competitiva con receptores del GABA hecho que no ha sido demostrado con otras
fluoroquinolonas (Wolfson y Hopper, 1991; Brown, S.A., 1996).

También han aparecido interacciones entre levofloxacina y zidovudina y
otros retrovirales.

Pirazinamida y cicloeserina interactuan con ofloxacina provocando menor
tolerancia de la primera e incrementando la toxicidad de la segunda a nivel del

SNC.

Poco estudiado y con controversia, es la relacion de las fluoroquinolonas con
otros tratamientos antimicrobianos frente a micobacterias.

-63 -



Revision bibliogréfica

1.3.10.- Toxicidad

1.3.10.1.- Relacion estructura-efectos adversos

Todas las sustituciones, ademas de influir en la actividad antimicrobiana,
influyen en las propiedades farmacocinéticas y en los efectos adversos. Algunas
son propias del grupo y otras especificas en relacion a la estructura quimica de cada
quinolona.

En general las quinolonas son farmacos muy seguros cuyos efectos
secundarios mas frecuentes son leves. Las alteraciones digestivas y la artropatia no
parecen tener relacion con las modificaciones quimicas, sin embargo la cristaluria,
las alteraciones neuroldgicas y la fototoxicidad, si estdn muy relacionadas con estas
modificaciones.

Los radicales unidos al nitrogeno en la posicion 1 van a influir en la
interaccion con las xantinas y en la genotoxicidad de las quinolonas. Los radicales
pequefios y lineales aumentan la interaccion con las xantinas y el fluoroetilo la
disminuye. La presencia del ciclopropilo implica moléculas con mayor toxicidad,
seguida de las que presentan un terbutilo o un grupo etilo (Gutiérrez-Zufiaurre, N.,
2004).

No se han descrito efectos secundarios relacionados con el radical en
posicion 2 ni con el fliior en la posicion 6. La presencia de acido carboxilico en Cs
y del grupo oxo en posicion 4 influye en el hecho de que las quinolonas quelan

. 2+ 2+ 2+ . ..
algunos cationes como Ca”’, Mg~ y Fe™ y por tanto tienden a disminuir su
absorcion oral pudiendo provocar el fracaso del tratamiento.

Los diferentes radicales en Cs van a afectar en la induccion de la
fototoxicidad y genotoxicidad. La fototoxicidad se produce por un fenémeno
dependiente del oxigeno de forma que cuando la quinolona se excita con la luz
ultravioleta, puede liberar radicales libres toxicos. Los grupos metilo, seguidos de
un hidrogeno y de un grupo amino aumentan la fototoxidad.

La accion directa sobre el SNC se debe a una interferencia con los receptores
GABA vy la accién indirecta se debe a la interaccion con otros farmacos. Todos los
efectos producidos a este nivel estan relacionados con la union de las
fluoroquinolonas por el radical C; a los receptores gabaérgicos cerebrales,
bloqueando asi la uniéon del GABA. Las quinolonas que mas antagonizan con el
GABA son las que presentan moléculas de menor tamafio en C; (ciprofloxacino,
norfloxacino). Las quinolonas con radicales mas voluminosos tienen menor
antagonismo con el GABA, aunque este efecto depende también de la penetracion
en tejido nervioso y probablemente esté ligado al grado de lipofilia o lipofobia de
los distintos radicales. Las alteraciones dermatologicas se relacionan con la
presencia de un grupo alquilo en el anillo piperacinil, lo que sugiere que el
causante mas directo de este efecto es el sustituyente en C,. También se relaciona
con este, la interaccion con algunos antiinflamatorios no esteroideos y sus
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metabolitos. Con ciertas quinolonas esta interaccion puede aumentar de 100 a 300
veces. La presencia de un anillo piperacinico (ciprofloxacino, enofloxacino y
norfloxacino) muestran mayor interaccion con los antiinflamatorios no esteroideos.
(Gutiérrez-Zufiaurre, N., 2004).

1.3.10.2.- Efectos adversos

Los efectos adversos clinicamente estudiados se deben a dos tipos de
situaciones: tratamiento-emergente y farmaco-relacion, que son los mas estudiados.

Si bien las fluoroquinolonas son bien consideradas por la baja incidencia de
toxicidad y efectos adversos (Sharma y col., 2009), se ha descrito en medicina
humana que tras la administracién oral, las fluoroquinolonas presentaron una
frecuencia de 3-40 %, de reacciones adversas (Fish, D.N., 2001).

Gastro-intestinal

Los efectos adversos a nivel gastrointestinal no parecen deberse a los
cambios estructurales en el nucleo de las fluoroquinolonas sino mas bien a la
combinacion directa de la irritacion y los efectos mediados a nivel del SNC. Es
frecuente la aparicion de nauseas, dispepsia, dolor abdominal, vomitos y diarreas.
A nivel de la flora gastrointestinal anaerobia las alteraciones producidas por las
fluoroquinolonas son minimas.

SNC

A altas dosis a nivel del SNC pueden producir insomnio o somnolencia y
depresion segin Neu y col., (1988) debido a su relacion con la histamina que a su
vez puede provocar eritema, urticaria y reacciones de hipersensibilidad. Tras la
administracion intravenosa rapida de norfloxacina, se han descrito convulsiones,
defecacion, miccion sin control y emesis a los 2-3 minutos de dicha administracion.
Segtin Akahane y col., en 1989, los signos epileptogenos estan relacionados con el
GABA, y Vancutsem y col., en 1990, describieron de forma anecddtica un
incremento en la frecuencia y la intensidad de estos sintomas en perros.

Renal

Debido a la baja estabilidad de las fluoroquinolonas en orina acida, puede
aparecer hematuria, nefritis intersticial y fallo renal ademas de cristaluria en
animales que no estén correctamente hidratados (McKellar, Q.A., 1996).

Epidérmico

En pacientes humanos con una mayor exposicion a los rayos UV aparecen
fenomenos de fototoxicidad, debido bien a la induccion de radicales libres de
oxigeno que pudieran atacar la membrana lipidica de las células produciendo una
peroxidacion lipidica y con ello un proceso inflamatorio dando lugar a eritema y
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erupciones severas o bien debido a reacciones inmunomediadas. A nivel hepatico
hay elevacion de la alanino aminotransferasa, aspartato aminotransferasa y
fosfatasa alcalina y bilirrubina, aumento reversible que desaparece al finalizar el
tratamiento. La mas problematica ha sido la travofloxacina que puede producir
prostatitis en tratamientos largos.

Ocular

Se han descrito también procesos de opacidad lenticular, cambios
morfoldgicos en la retina y alteracion visual.

Musculo esquelético

Las artropatias han sido los procesos mas estudiados. En pacientes jovenes
se producen artropatias (por inhibicion de la sintesis de coldgeno y
glicosaminoglicanos producido por procesos de oxidacion, inhibicion de la sintesis
de ADN condrocito, disfuncion de las mitocondrias de los condrocitos y quelacion
de iones magnesio), artralgias y artritis. También se observaron procesos de
artropatia erosiva no inflamatoria en animales jovenes tratados durante largos
periodos con fluoroquinolonas por la formacion de vesiculas a nivel del cartilago
articular debido a la inmadurez de los procesos metabdlicos de oxidacion de los
condrocitos. En humana y aves se ha demostrado la tendinitis y rotura del tendon
de Aquiles en adultos que ademas estan siendo tratados con corticosteroides.

Cardiovascular

En perros, tras la administracion de esparfloxacina se observa alargamiento
del segmento QT y con moxifloxacina y gatifloxacina prolongacion de la
repolarizacion cardiaca (Marin Carrillo, P., 2008). También se ha observado
taquicardia ventricular reversible, hipotension, sincope, migrafias y edemas.

En humana se ha observado anemia, metahemoglobinemia, leucopenia,
granulocitopenia, descenso o aumento del tiempo de protrombina y descenso a
aumento plaquetario. Segun Sepcic y col., (2009) las fluoroquinolonas en estos
pacientes pueden causar efectos adversos en el sistema inmunitario. También Fish,
D.N., (2001) indica que en humana pueden aparecer reacciones de
hipersensibilidad causadas bien por reacciones alérgicas o como consecuencia de la
liberaciéon de histamina y reacciones anafilacticas tras la administracion de
ciprofoxacina y temafloxacina intravenosas.

1.3.10.3.- Efectos adversos de la marbofloxacina

En ratas tras la administracion de elevadas dosis aparecié disminucion de la
actividad, temblores, convulsiones y uropatia obstructiva. Dosis de entre 50 y 600
mg/kg durante 6 semanas dieron lugar a disminucion testicular, oligospermia y
atrofia tubular testicular. También se produjeron artropatias, que fueron halladas en
perros tras la administracion de 40 mg/kg de peso corporal durante 13 semanas. No
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se observaron problemas de teratogenicidad. Tras la administracion de 700 mg/kg
aparecio toxicidad tanto para el feto como para la gestante.

La marbofloxacina no ha demostrado potencial epileptogénico tras la
administracion conjunta con acido tolfenamico, incluso a dosis de hasta 10 veces
las recomendadas (Bousquet-Melou y col., 1997). A su vez, la administracion
conjunta de marbofloxacina a una dosis de 2 mg/kg y ketamina (durante una
anestesia con ketamina y medetomidina) no produjo un aumento en el riesgo de
episodios convulsivos (Bousquet-Melou y col., 2000).

A dosis alta puede provocar convulsiones. También irritacion en la piel y
ojos (EMEA/MRL/079/96-FINAL, 1996; EMEA/MRL/693/99-FINAL, 1999). En
ratas, 600 mg/kg producen obstruccidon urinaria, alteraciones en la reproduccion,
atrofia testicular, oligospermia y granuloma espermatico, asi como artropatias. En
perros esto mismo se produce con dosis mas bajas.

1.3.10.4.- Efectos adversos de la enrofloxacina

En ratas tras la administracion de 750 mg/kg de peso corporal durante 13
semanas se observd disminucion del peso corporal y artropatias. En machos,
alteraciones en cé¢lulas del epididimo y tibulos seminiferos con degeneracion
espermatica, efectos que pueden revertir tras el cese de la administracion.

En animales jovenes aparecieron artropatias. Se demostr6 que la
enrofloxacina no produce hiperplasia biliar ni neoplasias endocardicas.

Los estudios de toxicidad aguda realizados con la molécula de enrofloxacina
sobre diferentes especies animales, coinciden en sefialar la aparicion de efectos
toxicos solo tras la administracion de dosis muy superiores a las terapéuticas. La
DLs, (oral en rata) es superior a 5000 mg/kg.

Sin embargo, no se recomienda el uso de enrofloxacina en potros por
ocasionar artropatia y defectos en cartilagos (Vancutsem y col., 1990; Langston y
col., 1996), como tampoco en gatos y perros menores de 8 meses y 1 afio
respectivamente (McKellar, Q.A., 1996). El efecto de la enrofloxacina sobre
cultivo de células de tendones de caballos adultos y jovenes fue investigado por
Yoon y col., en 2004. Demostraron que la enrofloxacina inhibe la proliferacion
celular provocando cambios morfologicos, disminucion del contenido total de
monosacaridos y alteracion de la sintesis de proteoglicanos. Estos procesos son
mas pronunciados en animales jovenes que en adultos.

La enrofloxacina es muy irritante cuando se administra por la via
intramuscular, ocasionando un marcado aumento de la creatinquinasa en suero ¢
inflamacion y dolor en el sitio de inyeccion en algunos casos (Kaartinen y col.,
1997a; Pyorila, S., 1994).
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A partir de ensayos en linfocitos humanos se ha informado un posible efecto
genotdxico de la enrofloxacina (Gorla y col., 1999).

En estudios realizados por Harrison y col., (2006) demostraron que tras la
administracion de 2,4 mg/kg/24 horas de enrofloxacina intramuscular durante 14
dias, en guanacos, aparecia atrofia retinal igual que la producida en gatos.

1.3.10.5.- Evaluacion medioambiental

Las fluoroquinolonas se unen fuertemente al suelo y presentan baja
movilidad. Hay que destacar que la unién es mucho mas fuerte con la materia
organica del suelo y también del estiércol que con los componentes minerales. La
adsorcion reduce la potencia antimicrobiana de estos compuestos al disminuir su
biodisponibilidad. Golet y col., en 2003 indican que la ciprofloxacina y la
norfloxacina aplicadas en suelos agricolas a una concentracion de 50-200 g/ha (10
veces superior de la permitida en Suiza) se concentra en la zona superior del suelo,
observando concentraciones por debajo del limite de cuantificacion (0,18 mg/kg)
en el subsuelo a los 5-21 meses. Nowara y col., en 1997, indican que las
fluoroquinolonas se adsorben fuertemente a los suelos con alto contenido en
minerales arcillosos a través de interacciones electrostaticas. Los resultados indican
que se adsorbe el 95,5-99,7 % de la enrofloxacina con una desorcion muy lenta.
Esta propiedad es mas débil en las fluoroquinolonas que carecen de grupo
carboxilico. Esto parece ser debido a que la adsorcién de estas moléculas a los
suelos previene la lixiviacion hacia las aguas subterraneas o superficiales.
Migliores y col., en 2003 estudiaron la fitotoxicidad de la enrofloxacina sobre
varias plantas de cultivo empleando tres concentraciones (50, 100 y 5000 pg/L
durante 10, 20 y 30 dias de exposicion e indicaron que los efectos adversos
aparecen a los 100 pg/L.

1.3.11.- Indicaciones clinicas

Las fluoroquinolonas poseen un gran valor en la practica clinica debido a
que presentan un amplio espectro bactericida, un buen comportamiento
farmacocinético que posibilita su administracion diaria, una buena absorcion en el
tracto gastrointestinal en las especies monocavitarias y los prerrumiantes, una
excelente distribucion tisular y una baja incidencia en reacciones adversas.

Las fluoroquinolonas alcanzan altas concentraciones en orina durante
periodos de tiempo prolongados presentando una excelente actividad contra la
mayoria de los patégenos que se aislan en las infecciones del tracto urinario. Sin
embargo hay que tener en cuenta que la actividad antibacteriana de las quinolonas
se ve reducida por valores de pH urinario bajos. Aun estando afectada la funcion
renal, las concentraciones urinarias de las fluoroquinolonas son, en general,
suficientes para ser terapéuticamente efectivas.
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Por su alta penetracion en el tejido prostatico, resultan eficaces en el
tratamiento de prostatitis cronicas y agudas originadas por microorganismos gram-
negativos (Andriole, V.T., 1988; Fitton, A., 1992).

En tejido bronquial, esputo y secreciones sinusales también alcanzan
concentraciones altas, incluso tras la administracion oral y poseen una excelente
actividad in vitro contra la mayoria de los patdgenos respiratorios mas importantes.

Las fluoroquinolonas son activas contra los microorganismos causantes de la
mayoria de las patologias infecciosas de la piel (Ihrke y col., 1999).

En la mucosa intestinal, dentro de los macrofagos y en la luz del tracto
gastrointestinal cuando son administradas por via oral (Andriole, V.T., 1988),
también aparecen concentraciones efectivas, por lo que son utilizadas en el
tratamiento de las diarreas bacterianas agudas (Fitton, A., 1992).

La buena difusion de las fluoroquinolonas en el tejido mamario inflamado y
las altas concentraciones que se alcanzan en leche tras la administracidon parenteral
(Walser y col., 1993; Kaartinen y col., 1995; Aramayona y col., 1996; Shem-Tov y
col., 1997a, 1997b; el-Banna y Abo el-Sooud, 1998; Gips y Soback, 1999)
justifican el tratamiento sistémico de las mastitis (Sumano, H., 1993).

También las fluoroquinolonas presentan buenas propiedades farmacologicas
en la prevencion de las infecciones quirtrgicas, ya que poseen una prolongada
semivida de eliminacion, una amplia distribucion tisular y un amplio espectro. Se
han utilizado con éxito en el tratamiento de osteomielitis, alcanzando tasas de cura

del 70 % en administraciones prolongadas (= 4 semanas).

Tabla 20.- Quinolonas autorizadas para su uso en animales agrupadas por
regiones geograficas (Hassouan, M.K., 2006).

PAIS GRANDES AVES PEQUENOS PECES
ANIMALES ANIMALES
enrofloxacina enrofloxacina .
. . . enrofloxacina, .
flumequina difloxacina . . sarafloxacina ac.
Europa . . difloxacina, o
marbofloxacina flumequina . oxolinico
. .. marbofloxacina
danofloxacina ac. oxolinico
. enrofloxacina,
. enrofloxacina . . .
USA ninguna . difloxacina, ninguna
sarafloxacina . .
orbifloxacina
enrofloxacina enrofloxacina
difloxacina vebufloxacina .
. . . . . enrofloxacina, .
Japon orbifloxacina orbifloxacina . . ac. oxolinico
. . orbifloxacina
danofloxacina ac. danofloxacina
oxolinico ac. oxolinico
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PAiS GRANDES AVES PEQUENOS PECES
ANIMALES ANIMALES
enrofloxacina
ciprofloxacina
. danofloxacina .
enrofloxacina ofloxacina oxolinico,
Asia danofloxacina flumeauina enrofloxacina enrofloxacina
ciprofloxacina quit flumequina
norfloxacina
ac. oxolinico
sarafloxacina*
. enrofloxacina
enrofloxacina . .
. . ciprofloxacina
ciprofloxacina, .
L . . danofloxacina . L.
Sudamérica danofloxacina norfloxacina enrofloxacina oxolinico
norfloxacina -
Dk flumequina
flumequina L
ac. oxolinico
. enrofloxacina .
Canada . enrofloxacina
(retirada en 1998)
Australia ninguna ninguna enrofloxacina ninguna
. enrofloxacina,
s enrofloxacina . .
Sudafrica danofloxacina danofloxacina, enrofloxacina
norfloxacina

*Uso restringido

1.3.11.1.- Usos clinicos de la marbofloxacina

La marbofloxacina esta aprobada, en Espafia, para uso en bovinos, porcinos,
caninos y felinos. Estad indicada para procesos respiratorios, mastitis y diarreas
neonatales en bovinos, sindrome mastitis-metritis-agalaxia e infecciones
respiratorias en porcinos, infecciones dérmicas y de tejidos blandos, heridas
infectadas, infecciones del tracto respiratorio y prevencion de infecciones
quirargicas en felinos y caninos. En esta tltima especie también esta aprobado su
uso en infecciones urinarias. En perros, gatos, cerdos y vacas la marbofloxacina no
ha demostrado buena eficacia clinica en el tratamiento de las afecciones
respiratorias provocadas por estreptococos (Marbofloxacin Reference Book, 1999).

Como la marbofloxacina se elimina por via renal en la forma activa, es 1til
para el tratamiento de infecciones urinarias; ademas, debido a la liposolubilidad de
la molécula, la marbofloxacina penetra facilmente las barreras y difunde hacia los
tejidos, por lo que es adecuada para el tratamiento de prostatitis (Cotard y col.,
1995).

La eficacia de la marbofloxacina en el tratamiento de las afecciones
dermatologicas en caninos (intértrigo, impétigo, foliculitis, forunculosis, celulitis,
pioderma interdigital o pioderma profunda) es muy elevada. En los tltimos afios se
ha estudiado también dicha eficacia en el tratamiento de la leishmaniosis visceral
canina. Vouldoukis y col., en 2006, estudiaron el comportamiento in vitro de la
marbofloxacina, ya que parece que Leishmania infantum posee una topoisomerasa
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I de caracteristicas similares a las topoisomerasas Il y IV de los microorganismos y
que podrian actuar sobre la vacuola parasitofora formada tras la infeccion a través
de la ruta del o6xido nitroso y de la liberacion de enzimas liposomales. Dicho
trabajo se realizo in vivo demostrando que los animales tratados con 2 mg/kg de
marbofloxacina via oral durante 28 dias presentaban a los tres meses una
significativa reduccion del nimero de amastigotes sin observarse efectos adversos
que son problematicos en el tratamiento de dicha enfermedad con los farmacos que
se utilizan en la actualidad También Rougier y col., en 2008 realizaron estudios
similares manteniendo el tratamiento durante 10, 20, 28 y 40 dias, concluyendo que
el tratamiento durante 28 dias es el mas aconsejable.

El uso de la marbofloxacina para prevenir las infecciones quirargicas ha sido
ensayado, resultando ser de utilidad (Gruet y col., 1997). Ademas, el margen de
seguridad de la administracion intravenosa de 2 mg/kg permite utilizar este
farmaco en animales anestesiados (Lefebvre y col., 2000).

1.3.11.2.- Usos clinicos de la enrofloxacina

La enrofloxacina esta aprobada en Espafia para cerdos, bovinos, perros,
gatos, lagomorfos, aves de corral y psitacidas. Ha demostrado su eficacia en el
tratamiento de infecciones respiratorias, enteritis bacterianas, infecciones urinarias,
infecciones de la piel, heridas y otitis. En cerdos y vacas se utiliza frente enteritis
bacterianas y colibacilosis, sindrome mastitis-metritis-agalaxia (cerdos) y
pasteurelosis (vacas). En roedores estd indicada para enteritis bacterianas, igual que
en lagomorfos, donde también se usa para infecciones de piel y mucosa bucal y
heridas. Para los mismos trastornos se recomienda en psitacidas de peso superior a
400 g. Se ha utilizado con éxito en équidos y animales exoticos (roedores reptiles,
quelonios, iguanas y serpientes).

Los estudios clinicos realizados con enrofloxacina en terneros demuestran
que es efectiva en las diarreas y septicemias (Vancutsem y col., 1990). Los
cultivos fecales de terneros portadores de Salmonella resultaron negativos a los 5 y
12 dias después del tratamiento con enrofloxacina (Brown, S.A., 1996).

En porcinos, este farmaco elimina el estado de portador de Salmonella con
una dosis oral de 200 ppm en el alimento durante 10 dias (Brown, S.A., 1996) y ha
demostrado ser igualmente eficaz que la oxitetraciclina contra Actinobacillus
pleuropneumoniae (Pijpers y col., 1994). En esta misma especie se ha comprobado
la eficacia en enterotoxemias producidas por coliformes y bronconeumonias por
Mycoplasma hyopneumoniae, y pleuroneumonias (Vancutsem y col., 1990).

En aves se han realizado estudios de campo con enrofloxacina en
colibacilosis aviar y otras enfermedades por bacterias y micobacterias en aves de
corral que indican que una dosis de 1,25 mg/kg/dia durante 3 a 5 dias resulta
efectiva (Jordan y col., 1993; Brown, S.A., 1996). Administrada en el agua de
bebida de estas especies es util para tratamientos, profilacticos y terapéuticos, de
infecciones causadas por Mycoplasma gallisepticum, Escherichia coli, Salmonella
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typhimurium, Salmonella arizonae, Salmonella pullorum y Haemophilus
paragallinarum (Vancutsem y col., 1990). Dorrestein, G.M., (1992) ha demostrado
la eficacia de la enrofloxacina en el tratamiento de infecciones de alta incidencia en
aves y especies exoticas.

En perros y gatos en el tratamiento de las piodermas, tanto superficiales
como profundas, la enrofloxacina ha demostrado asociar a su actividad
antibacteriana, una actividad antiinflamatoria caracterizada por la disminucion de
la produccion del factor de necrosis tumoral y una disminucion de la produccion de
leucotrienos inducida por neutroéfilos, linfocitos, monocitos y basoéfilos.

Su utilizacion ha sido también evaluada en las infecciones causadas por
micoplasmas y micobacterias con resultados variables, en las infecciones por
rickettsias, donde la enrofloxacina presenta una actividad analoga a la doxiciclina o
el cloranfenicol, en la bartonellosis del gato con resultados desiguales y en la
ehrlichiosis canina, como alternativa a la doxiciclina, donde la enrofloxacina
produce resultados satisfactorios en el control de la infeccion aguda, no tanto en su
forma cronica. También en el tratamiento de otitis externa y heridas infectadas
experimentalmente con Klebsiella spp. en caninos (Vancutsem y col., 1990).

La enrofloxacina ha sido utilizada con éxito en el tratamiento de neumonias
y pleuroneumonias, endometritis y en general en diferentes tipos de infecciones
articulares y ortopédicas en los caballos, donde ademas presenta la ventaja
adicional de que es quizas junto con las sulfamidas, los inicos antimicrobianos que
pueden ser administrados con eficacia y seguridad por via oral, al absorberse
adecuadamente y no producir alteraciones aparentes en su flora intestinal.

También se ha utilizado en peces en el bafo, dada su estabilidad en el agua,
permitiendo tanto el tratamiento de infecciones externas como el tratamiento de
infecciones sistémicas, debido a la alta tasa de absorcion a través de la superficie
de las agallas. En este caso se ha documentado la inocuidad y la eficacia de la
enrofloxacina, en un intervalo de concentraciones entre 2.5 y 5 mg por litro, en
bafios de 5 horas de duracion repetidos cada 24 horas.

Igual que la marbofloxacina, también se ha estudiado el uso de Ia
enrofloxacina para el tratamiento de leishmaniosis canina. Vouldoukis y col., en
2006 indican que a pesar de que estudios anteriores demuestran que no tiene accion
leishmanicida, in vitro se observa un aumento en la muerte de macréfagos
infectados. Rougier y col., en 2008 indican que tras el tratamiento con una dosis de
20 mg/kg durante 30 dias se observd mejoria clinica en los sintomas
dermatologicos, pero existe una recidiva a los 60-90 post-tratamiento del 50 %.
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Justificacion y objetivos

El aprovechamiento de los recursos naturales de una determinada region es
uno de los desafios que se presentan hoy en dia en las sociedades en desarrollo.
Pero en la actualidad no es posible separar el concepto de produccién agro-
ganadera con el respeto al medio ambiente y el mantenimiento de la biodiversidad.
Este binomio se puede resolver mediante el establecimiento de programas de
desarrollo sostenible que compaginen los dos conceptos anteriores.

Argentina es reconocida por su sistema extensivo de produccion de bovino,
que requiere amplias extensiones de tierra y a su vez una gran riqueza productiva,
premisas que se cumplen en la denominada pampa humeda. Sin embargo alrededor
de un 61% de su superficie (el monte occidental, los altiplanos del noroeste, las
tierras centrales, la pampa semiarida y la meseta patagonica) se halla bajo
condiciones de aridez y problemas de suelos, con sistemas agropecuarios
deficientes, que no permiten este tipo de explotacion. Por ello se plantea la
necesidad de incorporar una ganaderia acorde con ese tipo de terreno y que ademas
mantenga las caracteristicas medioambientales de la region dentro del concepto de
desarrollo sostenible. Entre las especies domésticas disponibles que podrian llegar
a adaptarse a las condiciones ambientales figuran los camélidos sudamericanos
domésticos (CSA).

La explotacion comercial de una especie animal facilita la aparicién de
patologias bacterianas, nutricionales y parasitarias que en ocasiones producen
importantes pérdidas econdmicas y pueden trasmitir estos procesos infecciosos o
parasitarios a su entorno (hombres y fauna silvestre).

Para controlar las infecciones de mas frecuente aparicién en las
explotaciones ganaderas, se dispone de herramientas eficaces como son las
fluoroquinolonas. Concretamente la marbofloxacina y la enrofloxacina son dos
antimicrobianos sintéticos de uso exclusivo veterinario, que han mostrado actividad
frente a gram-negativos, algunos gram-positivos y micoplasmas (Walker vy
Dowling, 2006). No obstante la ausencia de estudios farmacocinéticos en los CSA
obliga al clinico a establecer pautas terapéuticas fuera de prospecto -uso extra
label-, mediante extrapolacion empirica o alométrica a partir de otras especies
domesticas. La infradosificacion aumenta la probabilidad de aparicion de
resistencias bacterianas, con riesgo de transmision horizontal y zooantroponosis.
Por su parte la sobredosificacion puede provocar incremento de la toxicidad
(convulsiones, alteraciones articulares, o pérdida de eficacia por el efecto “eagle”).
Si se tiene en cuenta que las fluoroguinolonas presentan un efecto bactericida
concentracién-dependiente, es posible predecir la eficacia potencial de una terapia
con marbofloxacina o enrofloxacina mediante el estudio de los indicadores de
eficacia antibacteriana.

Por otra parte la ausencia de datos cinéticos no permite establecer los

tiempos de aclaramiento farmacoldgico, ni por tanto el periodo de supresion previo
al sacrificio, lo que aumenta el riesgo de presencia de residuos en los productos de
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consumo Yy una falta de control sobre el impacto medioambiental de las excretas
procedentes de los animales tratados.

La terapia antimicrobiana necesita de un uso racional de los farmacos para
disminuir en lo posible los errores en la eleccion del medicamento o en su
dosificacion ya que estos pueden ser la causa de un fracaso terapéutico, de la
aparicion de efectos secundarios (toxicos, residuos en alimentos y medioambiente)
0 de emergencia de resistencias bacterianas. Esto exige un amplio conocimiento de
las caracteristicas farmacoldgicas de cada compuesto y del comportamiento
cinético de los antimicrobianos en las distintas especie animales, ya que se han
demostrado  diferencias en diversos farmacos, Yy concretamente las
fluoroquinolonas, en los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion, en diferentes especies e incluso dentro de la misma especie en diferentes
edades o estados fisio-patologicos.

Actualmente hay numerosos estudios sobre el comportamiento cinético y las
caracteristicas farmacologicas de ciertas fluoroquinolonas en animales de compafiia
0 en especies de produccion “clasica” Sin embargo no sucede lo mismo en
especies de produccion alternativa, donde la informacidn a este respecto se puede
considerar escasa obligando al clinico a utilizar el procedimiento de cascada y
fuera de prospecto para poder atender las patologias emergentes como
consecuencia de la explotacion de estas especies.

En nuestro trabajo proponemos profundizar en el conocimiento
farmacocinético de la llama, una especie que dia a dia, va tomando mayor
importancia, tanto a nivel de produccién por su alta capacidad de adaptacion en
regiones de caracteristicas adversas, como por su empleo como animal doméstico
(caddie o animal de carga).

El objetivo general de este trabajo es conocer el comportamiento
farmacocinético de la marbofloxacina y de la enrofloxacina en esta especie, para
poder establecer pautas posolégicas adecuadas que permitan un uso racional de
estos antimicrobianos, sin necesidad de extrapolaciones que conlleven riesgos
asociados.

Para lograrlo se establecieron los siguientes objetivos especificos:

o Conocer el comportamiento farmacocinético de la marbofloxacina tras la
administracion intravenosa, intramuscular y subcutanea en dosis Unica.

e Conocer el comportamiento farmacocinético de la marbofloxacina tras
administracion subcutanea en dosis maltiple (5).

e Conocer el comportamiento farmacocinético de la enrofloxacina tras la
administracion intravenosa, intramuscular y subcutanea en dosis Unica.
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e Conocer el comportamiento farmacocinético de la enrofloxacina tras
administracion subcutanea en dosis multiple (9).

e Conocer el comportamiento farmacocinético de la enrofloxacina en una
presentacion inyectable de accion retardada (LA) por via subcutanea en dosis Unica
y dosis mdaltiple (2).

e Proponer regimenes de dosificacion adecuados para esta especie en
funcion de los resultados obtenidos en los apartados anteriores.
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II1.1.- Material

II1.1.1.- Animales

El estudio se realizo sobre (16 hembras y 2 machos), sanas, adultas, de raza
Chaku, de entre 1.5 y 6 afios de edad, con un peso medio de 146,8 = 25,38 kg
(media + DE).

Tabla 22.- Animales.

ANIMAL |[IPENTIFICACION| (oo (TEDAD [PESO| < oo\ o VIA
(caravana) (aiios) | (kg) de administracion
1 74 H 3 98 MFX |1V, IM, Scdu, SCdm|
2 75 H 3 | 144 | MFX [V, IM, Scdu, SCdm|
3 78 H 5 110 MFX  [IV, IM, Scdu, SCdm]
4 91 H 4 122 MFX  [IV, IM, Scdu, SCdm]
5 95 H 6 | 169 MFX  [IV, IM, Scdu, SCdm]
6 M M | 15 | 9 MFX |1V, IM, Scdu, SCdm|
7 71 H 3 | 155 EFX |1V, IM, Scdu, SCdml
8 76 H 5 155 EFX [V, IM, Scdu, SCdm]
9 93 H 4 | 165 EFX [V, IM, Scdu, SCdm]
10 94 H 3 | 155 EFX [V, IM, Scdu, SCdm|
11 97 H | 55 | 15 EFX |1V, IM, Scdu, SCdml
12 98 H 6 | 185 EFX |1V, IM, Scdu, SCdm|
13 004 H 6 | 144 | EFXLA SCdu, SCdm
14 005 H | 55 | 150 | EFXLA SCdu, SCdm
15 006 H 4 | 156 | EFXLA SCdu, SCdm
16 007 H 4 | 181 | EFXLA SCdu, SCdm
17 009 H 5 | 167 | EFXLA SCdu, SCdm
18 013 M | 55 | 136 | EFXLA SCdu, SCdm

I11.1.2.- Farmacos utilizados

Se utilizaron dos fluoroquinolonas con caracteristicas diferentes para su
estudio, marbofloxacina y enrofloxacina (y su metabolito ciprofloxacina), y
ademas, ofloxacina, como patrén interno.

Marbofloxacina: la sustancia patron fue suministrada por el laboratorio de
especialidades veterinarias Vetoquinol (Lure, Francia), lote 111739. La
especialidad farmacéutica utilizada para las pruebas fue Marbocyl® 10% solucion
inyectable (Vetoquinol, lote 61024).

Enrofloxacina: la sustancia patron fue suministrada por Fluka, lote
0001369030. La especialidad farmacéutica utilizada para las pruebas fue
suministrada por el laboratorio de especialidades veterinarias Bayer fue Baytril®
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inyectable al 10% (Bayer, lote KPO3JWW) y Baytril® Max LA (Bayer, lote
KP03S4S).

Ciprofloxacina: la sustancia patron fue suministrada por Fluka, lote
0001396108.

Ofloxacina: como patréon interno en la técnica cromatografica, suministrada
por Sigma Chemical CO, lote 038K 1555.

I11.1.3.- Material utilizado durante la toma de muestras
su conservacion

e Agujas estériles desechables (0.9 x 25 mm 20 G x 1", Becton Dickinson).
e Agujas estériles desechables (0.8 x 40 mm 21 G x 11/2", Becton Dickinson).
e Alcohol etilico 96° (PQS).

e Algodon hidréfilo.

e Gradillas para almacenamiento de tubos Eppendorf.

e Guantes de latex (Gahnos S.L.).

e Jeringas estériles desechables 2 ml (Becton Dickinson).

o Jeringas estériles desechables 5 ml (Becton Dickinson).

e Jeringas estériles desechables 10 ml (Becton Dickinson).

e Pecladora (Oster Golden AS. 5-55H).

e Tubos Eppendorf (Daslab®).

e Tubos de plastico para analisis hematologicos con y sin EDTA.

I11.1.4.- Material utiliz ado durante la extraccion y

cuantificacion de las muestras: reactivos

e Acetonitrilo calidad HPLC (LIChrosolv®, Merck).

e Acido acético glacial para anélisis instrumental (Panreac Quimica S.A.).
e Acido formico 99 % RPE-ACS (Analyticals).

e Acido fosforico 99,99 % 85 w % solucién en agua (Sigma-Aldrich).
e Agua ultrapura (Millipore Simplicity®).

e Hidrogenofosfato de amonio 99,99 % (Sigma-Aldrich).

e Cloroformo grado reactivo ACS.

e Helio gas (Alphagas, Air Liquide Espafia S.A.).

e Metanol calidad HPLC (Scharlau Chemie S.A.).

e Nitrogeno gas (Alphagas, Air Liquide Espafia S.A.).

e Trietilamina (Sigma Chemical CO).

e Hidrogenosulfato de tetrabutilamonio (Sigma-Aldrich).
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II1.1.5.- Instrumentacion para la extraccion y

cuantificacion

e Agitador horizontal de tubos (IKA VIBRAX VXR).
e Agitador magnético (Agimatic E).

e Balanza analitica de precision (Mettler AE-160).

e Bafio termostatico B.A. BUNSEN.

o Centrifuga (Hettich Zenttrifugen Universal 32 R).

e Refrigerador (Lieber pentium frost-free).

e Congelador (Hettizh freezer — 80°C).

e pHmetro (MicropH 2001, Crison).

e Purificador de agua (Millipore Simplicity®).

I11.1.6.- Equipo de cromatograf ia liquida de alta
eficacia

e Thermo separation Products.

e Bomba (Spectra series P100).

e Inyector automatico (Spectra SERIES AS- 1000).

e Detector ultravioleta (Spectra series UV 100).

o Datajet integrator (Thermo separation products).

e Precolumna Kromasil C18 5U 15 x 4,6 mm (Scharlab S.L.).

e Columna Kromasil 100 C18 5 um 15 x 0,46 cm (Scharlab S.L.).

II1.1.7.- Material diverso

e Pipetas de vidriode 1,5y 10 ml.

e Micropipetas 200 y 1000 pul (Pipetman, Gilson).

e Puntas de micropipetas 200 y 1000 pl (Daslab®).

e Tubos de vidrio para centrifuga de 15 ml con tapén a rosca.

e Tubos de vidrio de 15 ml.

e Inserto de fondo plano (200 pL), FB micro-serts Nacional Scientific.
e Septos 8 mm teflon septa, 10MIL, Nacional Scientific.

I11.1.8.- Instrumentacion para el analisis de los datos

e Hoja de calculo Microsoft® Excel 2003.

e Impresora DeskJet 720C (Hewlett Packard).

e Microsoft® Windows Vista.

e Ordenador (HP Compaq 8510p con procesador Intel Centrino ®).
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e Procesador de texto Microsoft® Word 2003.

e Programa de tratamiento estadistico SPSS 6.1.3 1995.

e Programa de tratamiento estadistico y graficas Graph Pad Prism 1.0 1994.
e Programa de tratamiento farmacocinético PC nonline.

e Escaner (Epson GT 7000).

II1.2.- Métodos

II1.2.1.- Acondicionamiento y mantenimiento de los

animales

Los animales pertenecian a la granja experimental de la Universidad
Catolica de Cordoba (UCC, Argentina), donde se llevaron a cabo los experimentos,
por lo que no fue necesario un periodo de aclimatacion. Tres meses antes de iniciar
las pruebas se controlé que no se les suministrara ninglin tratamiento o fueran
sometidos a ninguna practica que pudiera interferir con el desarrollo de la
experimentacion. Las pruebas fueron autorizadas por el comité de ética de la UCC.

Los animales seleccionados siguiendo el criterio de hembras no gestantes,
tamafio uniforme, mansedumbre, estado corporal y clinicamente sanas, fueron
separados del resto del grupo en un corral contiguo, para facilitar su manejo e
identificacion mediante caravana y cintas de colores. Se alimentaron a base de
pienso y heno de alfalfa y tuvieron acceso al agua de bebida ad libitum.

Las llamas fueron desparasitadas 45 dias antes del inicio de las pruebas con
Albendazol (Valbazen® suspension oral 1,9 %) a una dosis de 7,5 mg/kg de peso
corporal y se mantuvieron en un ambiente libre de parasitos durante todo el tiempo
que dur6 el estudio. Ademads, se realizaron andlisis coprologicos para comprobar
que se encontraban libres de parasitos.

Previo a cada estudio todos los animales fueron sometidos a exdmenes
clinicos y analiticas sanguineas para verificar su estado de salud y las hembras

fueron ecografiadas para comprobar que no estaban prefiadas.

Examen fisico general

Se realiz6 una inspeccion visual del estado general de los animales (estado
del aparato musculo-esquelético, manto y capa, posibles taras o defectos, etc.). Se
estudiaron parametros como la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y
auscultacion de vias respiratorias, temperatura rectal, estado aparente de las
mucosas y tiempo de llenado capilar.
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Analitica sanguinea

Estos controles sanitarios se realizaron en el laboratorio de analisis clinicos
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Catolica de Cérdoba. Las muestras
de sangre se enviaron a dicho laboratorio inmediatamente después de ser extraidas.

- Analisis hematologicos: Se recogieron muestras de 2,5 ml en viales
conteniendo EDTA como anticoagulante. Los parametros estudiados fueron los
siguientes:

e Hematocrito

e Hemoglobina

¢ Globulos rojos

e VCM

e HCM

e CHCM

e Reticulocitos

e [ eucocitos

¢ Neutréfilos en banda
¢ Neutrofilos segmentados
¢ Eosinofilos

¢ Basofilos

e Linfocitos

e Monolitos

e Plaquetas

- Bioquimica sanguinea: Se recogieron 2,5 ml de sangre en viales sin
anticoagulante. Los valores estudiados fueron:

¢ Creatinina
e Urea

e GOT

o GPT

oFA

o PT

II1.2.2.- Administracion del farmaco y toma de
muestras

Al comienzo del estudio se procedio al rasurado del pelo de los cursos
cervicales de las dos venas yugulares a través de las cuales se extraerian las
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muestras. Se realizaron los lavados correspondientes con solucidon jabonosa de
povidona yodada para desinfectar el area.

II1.2.2.1.- Estudio 1: marbofloxacina
Se utilizaron 6 llamas (ver tabla 22) para estudiar el comportamiento
farmacocinético de la marbofloxacina tras la administracion intravenosa,

intramuscular y subcutanea dosis Unica y subcutdnea dosis multiple. El periodo
entre los diferentes ensayos fue al menos de 15 dias.

Administracion del farmaco

Se administré6 una dosis de marbofloxacina solucion inyectable al 10%
(Marbocyl® 10%) de 5 mg/kg de peso corporal via intravenosa en la vena yugular,
intramuscular en el musculo semitendinoso y subcutdnea en dosis Unica y
subcutanea en dosis multiple también de 5 mg/kg de peso corporal cada 24 horas,
ambas en la regién dorso-lumbar (con 5 administraciones en los tiempos 0, 24, 48,
72 y 96 horas).

Obtencién de las muestras

La toma de muestras se realizd, mediante jeringas estériles. Se extrajeron 4
ml de sangre en cada una de las extracciones. Los ensayos se realizaron de la
siguiente manera.

» Administracion intravenosa:

Antes de la administraciéon (muestra 0), 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90
minutos, 2, 3,4, 6, 8, 10, 12, 24, 30, 36 y 48 horas post-administracion.

» Administracion intramuscular:

Antes de la administracion (muestra 0), 10, 20, 30, 45, 60, 90 minutos, 2,
3,4,6,8,10, 12, 24, 30, 36 y 48 horas post-administracion.

» Administracion subcutdnea, dosis Unica:

Antes de la administracion (muestra 0), 10, 20, 30, 45, 60, 90 minutos, 2, 3,
4,6, 8,10, 24 y 36 horas post-administracion.

» Administracion subcutanea, dosis multiple:

Antes de la primera administracion (muestra 0), 15, 30, 45, 60, minutos, 2, 4,
6, 8,10, 12 y 24 horas; 2° administraciéon: 1, 2, 12 y 24 horas; 3° administracién:
15, 30, 45, 60 minutos, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas; 4* administracion: 1, 2, 12 y 24
horas; 5* administracion: 15, 30, 45, 60 minutos, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 60,
72 y 84 horas.
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Tabla 23.- Tiempos para la obtencion de muestras de marbofloxacina.

- Via de administracion y tiempo de extraccion de la muestra
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111.2.2.2.- Estudio 2: enrofloxacina

Se utilizaron 6 animales (ver tabla 22) para estudiar el comportamiento de la
enrofloxacina tras la administracion de una dosis Unica via intravenosa,
intramuscular y subcutdnea y dosis multiple via subcutdnea, asi como
enrofloxacina LA dosis tGnica y dosis multiple, via subcutanea. El periodo entre los
diferentes ensayos fue de 15 dias para el estudio con enrofloxacina, mientras que
para la enrofloxacina LA el periodo entre los diferentes ensayos fue de 30 dias
(mayor a 10 semividas segiin recomienda la EMEA).

Administracion del farmaco

Se administré una dosis de enrofloxacina solucidon inyectable al 10 %
(Baytril® al 10%) de 5 mg/kg de peso corporal via intravenosa en la vena yugular,
intramuscular en el musculo semitendinoso y subcutanea dosis unica y subcutanea
dosis multiple de 5 mg/kg de peso corporal cada 12 horas (9 dosis) y Baytril® Max
LA subcutanea dosis unica de 15 mg/kg de peso corporal y subcutdnea dosis
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multiple 15 mg/kg de peso corporal cada 72 horas (2 dosis), todas ellas en la region
dorso-lumbar.

Obtencién de las muestras

La toma de muestras se realiz6, mediante jeringas estériles. Se extrajeron 4
ml de sangre en cada una de las extracciones. Los ensayos se realizaron de la
siguiente manera.

» Administracion intravenosa:

Antes de la administracion (muestra 0), 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 minutos, 2,
3,4,6,8, 10,24 y 36 horas post-administracion.

» Administracion intramuscular:

Antes de la administracion (muestra 0), 10, 20, 30, 45, 60, 90 minutos, 2, 3,
4,6, 8, 10, 24 y 36 horas post-administracion.

» Administracion subcutanea, dosis Unica:

Antes de la administracion (muestra 0), 10, 20, 30, 45, 60, 90 minutos, 2, 3,
4,6, 8, 10, 24 y 36 horas post-administracion.

» Administracion subcutanea, dosis multiple:

Antes de la primera administracion (muestra 0), 15, 30, 45, 60, minutos, 2, 4,
6, 8, 10, y 12 horas; 2° administracion: 1, 2, y 12 horas; 3° administracion: 1,2y 12
horas; 4% administracion: 1, 2 y 12 horas; 5* administracion: 1, 2 y 12 horas; 6*
administracion: 1, 2 y 12 horas; 7* administracion: 1, 2 y 12 horas; 8*
administracion: 1, 2 y 12 horas; 9* administraciéon: 15, 30, 45, 60 minutos, 2, 4, 6,
8,10, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas post- administracion.

» Enrofloxacina LA administracion subcutanea, dosis tnica:

Antes de la administracién (muestra 0), 15, 30, 45, 60 minutos, 2, 3, 4, 5, 6,
8, 12, 16, 20, 24, 27, 30, 33, 36, 42, 48, 52, 56, 60, 72, 84 y 96 horas post-
administracion.

» Enrofloxacina LA administracion subcutanea, dosis multiple:

Antes de la primera administracion (muestra 0), 15, 30, 45, 60, minutos, 2, 4,
6, 8,10, 12, 24, 28, 32, 36, 48, 50, 52, 54, 56, 60, 72 horas; 2° administracion: 5,

10, 15, 30, 45, y 60 minutos, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 28, 32, 36, 48, 50, 52, 54, 56, 60,
72,76, 80, 84, 96, 102, 108, 120 post administracion.
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Tabla 24.- Tiempos para la obtencion de muestras de enrofloxacina.
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I11.2.3.- Registro de las muestras

El registro de las muestras se llevd a cabo en planillas disefiadas a tal fin, en
las que constaban los datos de todos los animales: especie, codigo de identificacion
(crotal, lazo), peso, sexo y edad del animal, via de administracion, via de
extraccion, farmaco, especialidad, numero de lote, caducidad, numero de muestra y
numero total de muestras que se realizaran en cada ensayo, la dosis y cantidad total
de farmaco inyectado en cada caso, los tiempos de extraccion de las muestras y la
fecha del ensayo.

I11.2.4.- Acondicionamiento de las muestras

Una vez extraidas las muestras con las jeringas, poniendo especial cuidado
en todo momento para preservarlas de la luz y mantenerlas a temperatura adecuada,
se introdujo la sangre en tubos de vidrio previamente rotulados mediante sistema
alfa-numérico segun la identificacion de las planillas y se centrifugd antes de que
transcurriera media hora de su extraccion, a 3000 rpm durante 15 minutos. El suero
resultante fue separado mediante pipetas Pasteur y se introdujo en tubos Eppendorf
también identificados segin los cddigos de la planilla de registro de toma de
muestras. Se realizaron dos alicuotas de cada muestra y un juego completo de cada
cinética se guardd6 como medida de seguridad. Después, las muestras fueron
refrigeradas y, posteriormente, almacenadas a -20°C hasta su traslado al laboratorio
de la UCM. El periodo de almacenamiento no super6 los 20 dias en ninguno de los
casos.

Las muestras fueron transportadas en aviéon, con los permisos
correspondientes del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino
mediante solicitud de Importacion de Material Bioldgico de Investigacion, al
laboratorio del Departamento de Toxicologia y Farmacologia de la UCM, en
contenedores isotérmicos, manteniendo la temperatura mediante gel refrigerante a -
20°C.

II1.2.5.- Técnica y metodologia extractiva

Una vez en el laboratorio, las muestras de suero fueron descongeladas a
temperatura ambiente siendo en todo momento protegidas de la incidencia de la luz
solar. Se prepararon dos baterias de tubos de vidrio de 15 ml: con tapén a rosca
para centrifuga y sin tapon, identificados con el mismo sistema alfa-numérico de
las planillas.

Metodologia extractiva

e Se homogeneizaron las muestras tanto de suero, como de ofloxacina,
patréon interno (P.1.) mediante agitacion de los tubos Eppendorf, durante 5 minutos
a 800 rpm. (agitacion por separado).
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e Se extrajeron 300 pl de suero y se introdujeron en un tubo de centrifuga de
15 ml de capacidad con tapén a rosca. Se afiadieron 75 pl de una solucion de
patrén interno (a una concentracion de 5 pg/ml de ofloxacina, disuelta en acido
formico 0,1 N. La concentracion final de patrén interno en la muestra antes del
procesado fue de 1 pg/ml).

e Se agit6 la mezcla durante 5 minutos a 800 rpm.

e Se afiadieron 4,5 ml de triclorometano, se taparon los tubos y se agitaron
nuevamente durante 10 minutos a 1000 rpm.

¢ Se centrifugaron las muestras a 4000 rpm durante 7 minutos y 10 °C.

e Se separ6 la fase organica con pipetas Pasteur, y se pasoé a otro tubo de
vidrio (sin tapon de rosca), para su desecado en corriente de nitrégeno a 40°C
durante aproximadamente 20 minutos.

e El residuo obtenido se reconstituydo con 150 upl de fase movil y se
rellenaron los insertos del inyector automatico para su posterior determinacion. El
volumen de inyeccion en el cromatografo fue de 20 pl.

II1.2.6.- Metodologia analitica

I11.2.6.1.- Deteccion de farmacos

La metodologia seguida se baso en los procedimientos de cromatografia
liquida de alta eficacia descritos previamente Schneider y col., (1996) y por Cester
y col., (1996), modificado por de Lucas y col., (2004).

Previamente a la puesta a punto del método se realizd6 un .analisis del
espectro de absorcion de la marbofloxacina de 1 pg/ml disuelta en acido formico
0,1 N y de la enrofloxacina 1 pg/ml disuelta en acido foérmico 0,1 N para
determinar la longitud de onda a seleccionar en cada uno de los estudios.

I11.2.6.2.- Preparacion de la Fase Movil

Se utiliz6 una fase moévil compuesta por tampén pH 2.7: metanol:
acetonitrilo: acido acético: trietilamina (74: 20: 4: 1: 1, v/v/v/v/v). El tampdn es
una solucion acuosa al 0.4% de hidrogenofosfato de amonio (p/v) y 0.4% de
hidrogenosulfato de tetrabutilamonio (p/v). El pH se ajustd con acido fosférico al
85 %. (740 ml de agua bidestilada junto con 2,96 g de hidrogenofosfato de
diamonio y 2,96 g de hidrogenosulfato de tetrabultilamonio: agitacion y medicion
del pH ajustandolo a un pH = 2,7 mediante adicion de acido fosférico. Se retira del
agitador y se le afiaden 200 ml de metanol, 40 ml de acetonitrilo, 10 ml de acido
acético y 10 ml de trietilamina).
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I11.2.6.3.- Condiciones cromatograficas

Estudio 1: La columna utilizada para la deteccion y cuantificacion de
marbofloxacina fue Kromasil 100 C18 5 um 15 x 0,46. Precolumna Kromasil C18
5U tamaiio 15 x 4,6 mm. La longitud de onda seleccionada fue de 295 nm. Flujo de
la fase movil, isocratico a 0,6 ml/min.

Estudio 2: La columna utilizada para la deteccion y cuantificacion de
enrofloxacina fue Kromasil 100 C18 5 um 15 x 0,46. Precolumna Kromasil C18
5U tamaiio 15 x 4,6 mm. La longitud de onda seleccionada fue de 279 nm. Flujo
de la fase movil, isocratico a 1 ml/min.

Temperatura ambiente controlada a 24°C.

Volumen de muestra inyectada 20 pl.

I11.2.6.4.- Validacion del método analitico

Rectas de calibracion

Se estudio la relacion entre el cociente del area bajo la curva cromatografica
de distintas concentraciones de marbofloxacina en el estudio 1 y de enrofloxacina y
ciprofloxacina en el estudio 2, sobre el area bajo la curva cromatografica de una
concentracion fija de patron interno, ofloxacina (AUC,/AUC,). A partir de dicha
relacion y por medio de una regresion lineal se construyeron las rectas de
calibracion cuyas ecuaciones se utilizaron, posteriormente para conocer las
concentraciones de marbofloxacina (AUC,/AUC,), enrofloxacina (AUC./AUC,) y
ciprofloxacina (AUC./AUC,) presentes en las muestras problema.

Se realizo una recta de calibracion para las concentraciones mas bajas y otra
que define las concentraciones mas altas. Estas rectas se realizaron mediante el
analisis de las siguientes concentraciones en suero:

Estudio 1: para la marbofloxacina con un intervalo de 0,025 a 1 pg/ml
(0,025; 0,05; 0,1; 1) para la primera recta y un intervalo de 1 a 15 ug/ml (1; 2,5;
5; 10; 15) para la segunda recta.

Estudio 2: para la enrofloxacina con un intervalo de 0,025 a 1 pg/ml (0,025;
0,05; 0,1; 0,5; 1) para la primera recta y de 1 a 16,66 ug/ml (1; 2,5; 5; 10; 16,66)
para la segunda recta.

Para la ciprofloxacina con un intervalo de 0,025 a 1 pg/ml (0,025; 0,05; 0,1;
0,5; 1) para la primera rectay de 1 a 10 pg/ml (1; 2,5; 5; 10) para la segunda recta.

El suero fortificado con los farmacos a las diferentes concentraciones,
llevaba también el patron interno (ofloxacina) tal y como se describe en el apartado
II1.2.5 de extraccion.
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Para la validacion del método analitico se utilizaron los siguientes criterios:
linealidad, precision, exactitud, (variaciones inter-dia e intra-dia), limite de
deteccion y cuantificacion (sensibilidad), reproducibilidad y recuperacion.

I11.2.6.5.- Linealidad

Se utilizaron soluciones de las sustancias puras (marbofloxacina,
enrofloxacina, ciprofloxacina y ofloxacina) en acido formico 0.1 N.

El intervalo de concentraciones estudiadas fue:

Estudio 1: marbofloxacina de 0,025 a 15 pug/ml y ofloxacina de 0,5 a 5
pg/ml.

Estudio 2: enrofloxacina 0.025 pg/ml a 16,66 pg/ml y ciprofloxacina de
0,025 a 10 pg/ml y ofloxacina de 0,5 a 5 pg/ml.

Las soluciones fueron preparadas cada dia por sextuplicado y cada solucion
inyectada por duplicado, determinandose el area bajo la curva cromatografica
(AUC) media y la desviacion estandar para cada concentracion (fueron utilizadas al
menos 2 curvas por dia, durante 3 dias distintos, 6 determinaciones de cada
concentracion). Los resultados fueron procesados mediante regresion lineal
obteniéndose una ecuacion que define la relacion existente entre las distintas
concentraciones ensayadas y la respuesta observada (AUC).

I11.2.6.6.- Precision y exactitud

La precision refleja la proximidad entre las diferentes medidas individuales
de una misma concentracion. Se describe por el coeficiente de variacion, por lo
tanto:

Precision (%)= (DE/media) x 100

Donde DE es la desviacion estandar.

Se determiné para cada concentracion dentro del mismo dia (repetibilidad) y
en distintos dias (reproducibilidad) siguiendo el mismo método. Se considera que
para cada nivel de concentracion estos valores no deben ser superiores al 15 %,

excepto para el limite de cuantificacion que puede ser de hasta el 20 %.

La exactitud, en cambio, describe la proximidad de los resultados obtenidos
a partir del método analitico respecto del valor verdadero.

Exactitud (%)= (Concentracion experimental/Concentracion tedrica) x 100

El valor de este criterio debe encontrarse en un valor entre 80-120%
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En ambas metodologias los coeficientes de variacion tanto intra-dia como
inter-dia se calcularon para cuatro concentraciones distintas, que fueron analizadas
por triplicado (intra-dia), tres dias distintos (inter-dia).

II1.2.6.7.- Limite de deteccion

El limite de deteccion indica la minima concentracion del farmaco analizado
que puede ser detectada con el método analitico utilizado. Se calculé mediante la
siguiente formula:

_ k.DE.
m

L.D.

Donde L.D. es el limite de deteccion; K es la constante que indica el margen
de seguridad y es igual a 3; DE es la desviacion estandar de las muestras blanco; m
es la pendiente de la recta de calibracion.

I11.2.6.8.- Limite de cuantificacion o sensibilidad

Se corresponde con la concentracion mas baja que puede cuantificarse
empleando el método validado. Es aquel identificable y reproducible con una
precision menor de 20 % y una exactitud de 80-120 %.

I11.2.6.9.- Reproducibilidad del método analitico

La reproducibilidad del método analitico se determiné a partir de los
coeficientes de variacion inter-dia e intra-dia. Para ello se utilizaron los valores de
area bajo la curva cromatografica (AUC) de cuatro concentraciones distintas.

Estudio 1: para marbofloxacina 0,25; 0,1; 1 y 10 pg/ml.

Estudio 2: para la enrofloxacina 0,05; 0,5; y 5 pg/ml y para ciprofloxacina
0,05, 0,5,y 5 ug/ml.

Para el célculo del coeficiente de variacion intra-dia se tuvo en cuenta la
variacion entre los valores hallados para una misma concentracion en un mismo dia
por la mafiana, a mediodia y por la tarde (intervalos de 8 horas de diferencia) y
estas mediciones se repitieron durante tres dias diferentes. El coeficiente de
variacion inter-dia se calculd a partir de los valores de AUC para cada una de las
concentraciones durante 3 dias distintos.

I11.2.6.10.- Recuperacion
La recuperacion del método extractivo se calculd con las areas bajo la curva

de ocho concentraciones distintas (0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 5 pg/ml). Se
utilizaron 6 mediciones de cada concentracidon realizadas en dias diferentes
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mediante la adicion al suero de un pequefio volumen (<4 %) de distintas soluciones
de marbofloxacina y enrofloxacina que permitan lograr dichas concentraciones.

Los porcentajes medios de recuperacion y su error estindar fueron
calculados por comparacion de las AUC obtenidas tras la extraccion de
marbofloxacina y enrofloxacina a partir del suero y las AUC que correspondian a
cada concentracion de acuerdo a las ecuaciones de las rectas de linealidad de los
farmacos en 4cido formico 0.1 N.

Estos valores se determinaron s6lo para establecer la bondad de nuestro
método extractivo y no para el calculo de las concentraciones, ya que las rectas de
calibracion utilizadas para dicho célculo fueron confeccionadas en suero y, por lo
tanto, no fue necesario corregir los resultados con el valor de la recuperacion.

La estabilidad de los farmacos fue ensayada mediante muestras congeladas a
-20°C durante 2 meses a tres concentraciones distintas de 0,05; 1 y 5 pg/ml.

II1.2.7.- Tratamiento cinético

Los valores de la evolucion de las concentraciones plasmaticas de las
fluoroquinolonas en funcidn del tiempo se ajustaron a modelos farmacocinéticos
compartimentales  (monocompartimental y  bicompartimental) y/o no
compartimentales basados en la teoria de los momentos estadisticos mediante el
programa de calculo de parametros farmacocinéticos PC nonlin.

Se eligid6 el modelo farmacocinético no compartimental para las vias
intramuscular y subcutanea, e intravenosa, si bien a esta ltima via también se la
realizd un analisis compartimental (monocompartimrntal, bicompartimental y
tricompartimrental, con y sin ponderacion), comprobando cual era el que mejor se
ajustaba a los criterios de Akaike (AIC), al indice de correlacion (CORR) y al
indice de SCHWARZ (SC).

Todos los valores de las concentraciones plasmaticas obtenidos de cada
animal se procesaron y se ajustaron de forma individual y posteriormente, se
procedid al célculo de la media de los parametros farmacocinéticos entre los (6)
individuos que conformaban cada uno de los ensayos realizados.

El célculo de la biodisponibilidad intramuscular y subcutanea se realizo
mediante la siguiente formula:

ABCuweu. D v
)x(

) x100
D e.v. ABC 01V,

F%) = (

Donde F es la biodisponibilidad porcentual; AUC.., es el area bajo la curva
de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo desde el tiempo O hasta
infinito para la via extravascular; D., es la dosis administrada por la via
extravascular; AUC,,, es el area bajo la curva de concentraciones plasmaticas en
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funcién del tiempo desde el tiempo 0 hasta infinito para la via intravenosa; D;,, es
la dosis administrada por la via intravenosa.

I11.2.8.- Tratamiento estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como media aritmética, corregida
por una medida de dispersion (desviacion estandar).

El andlisis estadistico de los datos se realizo con el programa SPSS 17.0 para
Windows.

Los métodos estadisticos utilizados fueron los siguientes (SPSS INC, 2007):

- Estadistica descriptiva de las variables continuas (procedimiento
DESCRIPTIVE) para la descripcion de las muestras: media, desviacion estandar,
maximo, minimo, mediana, desviacion estandar de la media, etc. (Ferran, M.,
1996).

- Analisis de la varianza, ANOVA (procedimiento ONEWAY), para la
comparacion de multiples medias. Cuando el valor global de la F de Snedecor es
significativo nos indica que las medias en los grupos no son iguales. Se muestra el
test de Bonferroni que realiza comparaciones multiples de medias, ordenando las
medias de menor a mayor y compara las diferencias entre pares (menor-mayor),
conectando los grupos que no difieren significativamente. De esta manera halla
subconjuntos de medias no significativamente diferentes. Si dos medias se agrupan
en un mismo subconjunto no son diferentes significativamente, en otro caso seran
diferentes significativamente (Ferran, M., 1996; Sanchez y col., 1996).

-Test de la t de Student pareada (procedimiento T-TEST) para la
comparacion de muestras relacionadas comparando las medias de un atributo en
dos momentos de tiempo (antes y después) (Ferran, M., 1996).

Se determino la normalidad de los datos mediante el test de Shapiro Wilk.

El estudio de la linealidad del método analitico y de la relacion entre las
distintas concentraciones de la fluoroquinolona y el cociente entre area bajo la
curva cromatografica de la misma y del patron interno se basé en la estimacion de
la recta de regresion mediante minimos cuadrados, comprobando la aleatoriedad, la
linealidad y la homogeneidad de varianzas. La medida de asociacion para la
variable cuantitativa se valoré mediante el coeficiente de correlacion lineal (). La
bondad del ajuste se evalué en funcidén a la proximidad de este coeficiente a la
unidad.

El nivel de significacion fue de p < 0,05.
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II1.2.9.- Calculo de indices de eficacia

Para la realizacion de los estudios de los indices farmacocinéticos
/farmacodinamicos de marbofloxacina y enrofloxacina se utilizaron los valores de
concentraciones maximas (Cyx ¥ Co en el caso de la IV) y de area bajo la curva
(AUC,., ) obtenidos por las diferentes vias de administracion IV, IM y SC, en dosis
unicas o multiples seglin los diversos regimenes posologicos para marbofloxacina y
enrofloxacina y SC en formulacion retardada en el caso de la enrofloxacina y los
datos de Concentraciones Inhibitorias Minimas (MICyy) procedentes de la
bibliografia, correspondientes a bacterias de especies rumiantes y camélidos al no
disponer de estos valores en llamas. Se seleccionaron aquellas bacterias
responsables de causar infecciones intestinales y respiratorias tanto en las llamas
como en otras especies

En el caso de la marbofloxacina se seleccionaron los datos obtenidos por
Meunier y col., en 2004 para bovino con valores de MICy, para Salmonella spp.con
un valor de MICq, de 0,073 pg/mL, para Mannheimia hemolytica de 0,42 ug/mL y
para Pasteurella multocida de 0,56 ug/mL) y para la enrofloxacina se utilizaron los
datos en cabras de Elmas y col., (2001) para Salmonella spp. con un valor de
MICyy de 0,03 pg/mL, en ovejas de Bermingham y col., (2002) para Pasteurella
multocida de 0,15 ug/mL y para Mannheimia haemolytica de 0,03 pg/mL, y en
camélidos de Gandolf'y col., (2005) para Clostridium perfringens de 0,25 pg/mL.

Para la estimacion de los indices de prevencion de mutaciones AUC/MPC
y tiempo en que las concentraciones estdn por encima de la MPC (Tsypc), como
porcentaje de tiempo en 12, 24 y 72 horas (intervalo de dosis), se emplearon los
valores de MPC publicados por diferentes autores obtenidos en especies no
rumiantes, estimados para los diferentes regimenes de tratamiento y por las
diferentes vias de administracion IV, IM SC dosis unica, SC dosis multiple para
marbofloxacina y enrofloxacina y SC en formulacion retardada en el caso de la
enrofloxacina. Para la marbofloxacina el valor encontrado de MPC frente a E. coli
fue de 0,35 pg/mL en perros y gatos (Wezstein, H.G. en 2005) y frente a Klebsiella
pneumoniae de 0,512 pg/mL en ratas (Kesteman y col., en 2009); para Salmonella
spp. el valor 0,73 pg/mL se obtuvo multiplicando por 10 la MICy, para la misma
cepa (Meunier y col., 2004); en el caso de la enrofloxacina se utilizaron los valores
de MPC de Wezstein, H.G. en 2005 0,35-0,5 pg/mL para E. coli en perros y gatos
y de Pasquali y Manfreda en 2007, 1 ng/mL para Salmonella spp en pollos.
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Resultados

IV.1.- Examen clinico y analitica sanguinea de los

animales

El examen clinico, asi como los andlisis realizados, hematologia, y
bioquimica sanguinea y coproldgico, pusieron de manifiesto el correcto estado de
salud de los animales. Durante el tiempo que durd el estudio no se observo ningtin
signo de alteracion de dicho estado. Tampoco se observd inflamaciéon o
manifestaciones de dolor tras la administracion de los farmacos a estudiar por las
diferentes vias.

Tabla 25.- Hematologia previa al estudio y valores de referencia.
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S| 2| E | .- |F |sSS)lgl8|8
= g = 2 ESE |2 |28 2| S| 7| %
£ 5 £ S | SE |23|E2| 2| 8| & £
= 2 = s |ESIEE & = 5 3
= e c A S8 |ET| = E| S = 3 2
< s = £ g2 |t |Es| E| ¢ | £ | £
£ S = == & |zZzE| T | 8| E | S
S £ E 2 IR S| =

= S @ z 2

= =

1 34 11.96 10.95 6.05 0 40 6 0 49 5
2 30 11.20 11.00 27.27 2 40 8 0 49 1
3 34 13.50 12.05 9.15 1 60 9 0 29 1
4 28 10.40 9.25 6.50 2 55 3 0 39 1
5 31 16.90 10.45 10.00 3 50 14 0 30 3
6 35 13.12 11.10 10.05 3 42 4 0 50 1
7 33 11.96 13.05 15.00 4 63 9 1 23 0
8 31 10.80 10.15 9.55 1 49 6 0 43 1
9 32 14.70 10.70 8.15 3 49 9 0 35 4
10 24 10.03 9.05 10.15 2 86 1 0 10 1
11 34 15.40 11.12 10.05 0 45 8 0 41 6
12 28 10.40 9.65 17.25 0 54 18 0 25 3
13 33 14.07 11.39 9.73 2 51 9 0 35 3
14 36 13.30 10.80 11.60 0 63 8 0 29 0
15 33 14.06 10.55 18.40 0 60 17 1 22 0
16 29 10.99 10.03 13.46 2 54 0 36 1
17 35 17.10 12.65 18.60 0 61 1 3 0
18 32 13.82 10.05 10.50 0 65 0 28 1
Ref * 32-36 13-15 13-14 13-15 0-3 59 10 0-1 27 3

- 101 -




Resultados

Tabla 26.- Hematologia posterior al estudio y valores de referencia.

SN .. 5. .58 s8¢
= 2 2= | £E | S8 (88128 7| S 7| 3
E 5 <3 s g 2E EZ|€3 & 2 = £
= S S 8 £ S & eS| £ €| 3 = 3 3
< 3 ET | 22 82 5§/ 32 £ ¢ £ g
S DRI LS - - R
T g = ==
1 24 12.18 8.15 8.25 0 | 60 | 3 0 | 36 | 1
2 28 11.70 8.80 8.25 0 54 5 0 36 5
3 26 14.20 8.80 6.60 0 78 9 0 13 0
4 22 14.20 7.60 4.45 2 60 11 0 25 2
5 22 10.50 7.15 12.80 0 70 15 0 15 0
6 23 10.90 7.70 10.05 3 61 4 0 32 0
7 26 11.42 8.35 14.60 3 60 4 0 31 2
8 30 9.38 9.60 8.40 1 49 2 0 44 4
9 28 10.60 9.80 7.95 0 59 8 0 31 2
10 19 6.53 7.45 11.10 1 87 3 0 9 0
11 28 11.01 10.05 10.90 0 62 8 0 28 2
12 19 8.16 7.05 15.75 0 76 1 0 21 2
13 26 12.46 8.95 9.14 1 64 10 0 27 2
14 28 11.78 8.49 10.90 0 79 9 0 23 1
15 26 12.45 8.29 17.28 0 75 19 0 17 1
16 23 9.73 7.89 12.64 1 68 8 0 28 0
17 28 15.14 9.94 17.47 0 76 9 0 2 1
18 25 12.24 7.90 9.86 0 82 7 0 22 0
Ref.* 32-36 13-15 13-14 13-15 0-3 59 10 0-1 27 3
Tabla 27.- Bioquimica sanguinea previa al estudio y valores de referencia.
Animal Urea Creatinina GOT GPT FA CPK
(mg/dD) (mg/dD) (UI/L) (UI/L) (UI/L) (UI/L)
1 45 3.00 14 21 152 50
2 32 2.60 23 25 126 100
3 48 2.80 19 27 69 177
4 54 2.80 16 15 138 34
5 31 2.70 16 17 100 105
6 47 2.70 24 23 124 22
7 50 3.00 26 21 91 28
8 50 2.50 10 17 70 69
9 46 2.50 16 17 120 33
10 57 1.90 20 29 189 77
11 39 2.60 11 19 117 19
12 78 3.20 10 11 94 40
13 43 2.77 17 20 108 69
14 43 6.40 150 36 307 37
15 55 5.12 91 59 123 27
16 53 2.62 17 20 124 57
17 40 6.72 164 30 113 173
18 35 6.08 182 11 123 46
Ref.* 21-26 1,6-1,8 272-312 6-8 50-340 0-115
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Tabla 28.- Bioquimica sanguinea posterior al estudio y valores de referencia.

Animal Urea Creatinina GOT GPT FA CPK

(mg/dl) (mg/dl) (UI/L) (UI/L) (UI/L) (UI/L)
1 54 1.97 10 19 88 61
2 37 1.81 31 29 97 46
3 41 2.11 44 41 88 42
4 48 1.65 16 38 69 75
5 43 1.60 26 21 63 64
6 40 2.00 15 24 79 79
7 41 1.77 49 108 98 36
8 38 1.79 17 18 85 48
9 48 1.81 19 18 123 70
10 50 1.12 24 26 198 68
11 39 1.60 23 25 114 29
12 38 1.50 28 24 103 71
13 41 1.78 26 34 98 62
14 40 4.12 231 60 277 49
15 52 3.30 140 99 111 58
16 50 1.69 26 33 111 48
17 38 4.33 253 50 102 69
18 33 3.92 280 18 111 63

Ref.* 21-26 1,6-1,8 272-312 6-8 50-340 0-115

(*Valores de referencia segin Hawkey y Gulland, 1988; Lassen y col., 1986; Mulrooney y
col., 1989; Tornquist, S.J., 2009; Fowler y Zinkl, 1989; Garry, F., 1989; Garry y col., 1994).

Tabla 29.- CPK obtenidos tras la administracion subcutanea e intramuscular

de marbofloxacina y valor de referencia.

Via | TiempojAnimal 1|Animal 2| Animal 3|Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media| DE
Oh 38 39 134 139 102 ND 90 | 49
IM] 12h 1299 2068 1646 1331 2850 1942 1856 | 578
24h 389 971 565 619 879 623 674 | 214
Oh 28 69 36 51 ND 60 49 17
SC1 12h 171 480 163 ND 103 212 226 | 147
24 h 79 360 123 109 75 183 155 {108

Valor de referencia: 1-115 UI/L (Fowler y Zinkl, 1989)

(ND: no determinado)
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Tabla 30.- CPK obtenidos tras la administracion subcutinea e intramuscular
de enrofloxacina y valor de referencia.

Via|Tiempo]Animal 1| Animal 2| Animal 3| Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DS
Oh 65 ND 106 94 89 139 99 | 27
IM] 12h ND 2189 1742 1124 2390 1850 1859 |486
24 h 738 831 632 ND 712 679 718 | 74
0h 50 100 177 ND 105 ND 108 | 52
SCl 12h 516 496 177 606 536 172 417 192
24 h 82 65 72 138 98 89 91 |26
Valor de referencia: 1-115 UI/L (Fowler y Zinkl, 1989)
(ND: no determinado)
Tabla 31.- CPK obtenidos tras la administracion subcutanea de
enrofloxacina LA y valor de referencia.
Tiempo | Animal 1 |[Animal 2| Animal 3 |Animal 4| Animal 5|Animal 6] Media | DS
0 30 28 26 34 27 19 27 5
12h 27 240 201 481 161 140 208 | 152
24 h 24 93 64 159 47 35 70 50
Valor de referencia: 1-115 UI/L (Fowler y Zinkl, 1989)

(ND: no determinado)

IV.2.- Metodologia analitica

IV.2.1.- Metodologia analitica de la marbofloxacina

IV.2.1.1.- Condiciones cromatograficas: longitud de onda

El analisis del espectro de absorcion ultravioleta de la marbofloxacina
disuelta en una solucion de acido férmico 0,1 N, en una concentracion de 1 pg/ml,
presentd un pico de maxima absorbancia a una longitud de onda de 302 nm.

T
350 400

Wavelenath (nm)

300

1.0 A

Figura 7.- Espectro de absorcion ultravioleta de la marbofloxacina.
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A las condiciones descritas en el apartado de material y métodos, el tiempo
de retencion calculado con las muestras utilizadas para la recta de calibracion fue
de 6,66+ 0,08 para la marbofloxacina y de 8,15 + 0,12 para la ofloxacina (patron
interno).

e

: .61 (1)

Figura 8.- Cromatograma obtenido tras el analisis mediante HPLC de una
muestra plasmatica que contiene marbofloxacina (1) y ofloxacina (2), como patroén
interno.

1V.2.1.2.- Linealidad

La relacion existente entre las distintas concentraciones de marbofloxacina
(CC) disuelta en acido formico 0,1 N y el area bajo la curva cromatografica
(AUCm) resulto lineal en el intervalo de concentraciones ensayadas (0,025-15
pg/ml) y la ecuacion de la recta obtenida mediante regresion lineal por minimos
cuadrados es la siguiente:

AUC,=1,63x CC+ 0,033

(r*=0,999)

Linealidad de marbofloxacina en acido férmico (0,025-15 pg/ml)

30 4
25 4

20

AUCm

15 -

10 A

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracion (ug/ml)

Grafica 23.- Representacion de la recta obtenida mediante regresion lineal de
la relacion entre las concentraciones de marbofloxacina en acido formico y el area
bajo la curva cromatografica (AUC).
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El patron interno, ofloxacina, también muestra una relacion lineal entre las
distintas concentraciones y el area bajo la curva cromatografica en el intervalo de
concentraciones comprendidas entre 0,05 y 5 pg/ml.

IV.2.1.3.- Reproducibilidad del método analitico

La variabilidad inter-dia e intra-dia del método analitico da como resultado
los siguientes coeficientes de variacion (media = DE).

C.V.inter-dia= 5,97 + 1,41

C.V.intra-dia= 5,71 £ 3,90

IV.2.1.4.- Recuperacion

El porcentaje medio de recuperacion obtenido es de 91,73 + 4,57 %.
IV.2.1.5.- Rectas de calibracion

En la tabla 32 se muestran los valores de concentracion y areas bajo la curva
de la marbofloxacina con los que se construyeron las rectas.

Tabla 32.- Relacion AUC,/AUC, correspondiente a las distintas
concentraciones plasmaticas de marbofloxacina (media = DE).

CONCENTRACION (ug/ml) AUC,/AUC, (media £ DE)

0,025 0.0676 = 0.0017

0,05 0.1321 £ 0.0062

0,1 0.2489 + 0.0089

0,5 1.0923 = 0.1634

1 24515+ 0.1887

2,5 57914+ 0.4154

5 10.7783 £ 0.3605

10 24.0868 + 1.0702

15 33.2126 + 1.8492

El anélisis, mediante regresion lineal por minimos cuadrados, de los valores
del cociente entre el area bajo la curva cromatografica de marbofloxacina y el area
bajo la curva cromatografica del patron interno (AUC,/AUC,), para las
concentraciones de marbofloxacina comprendidas entre 1 y 15 pg/ml, dio lugar a la
siguiente ecuacion:

AUC,, =2,24797 x CC + 0,202678

(r* = 0,989671) para valores altos (1-15 pg/ml)
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Linealidad de marbofloxacina (1-15 pg/ml)
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Grafica 24.- Recta de calibracion de la marbofloxacina para las
concentraciones de marbofloxacina comprendidas entre 1-15 pg/ml.

El mismo analisis para concentraciones de marbofloxacina comprendidas
entre 0,025 y 1 pg/ml:

AUC,, =2,43908 x CC +0,00142317

(> =0,990966) para valores bajos 0,025-1 pg/ml

Linealidad de marbofloxacina (0,025-1 ug/ml)

N} w w
L L |
e

AUC/AUC,
N
I
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Grafica 25.- Recta de calibracion de la marbofloxacina para las
concentraciones de marbofloxacina comprendidas entre 0,025y 1 pg/ml.

El mismo andlisis para concentraciones de marbofloxacina comprendidas
entre 0,025 y 15 pg/ml:

AUC,, =2,26045 x CC + 0,0678340

(r* = 0,993954) recta total para valores de 0,025 y 15 pg/ml
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Linealidad de marbofloxacina (0,025-15 pg/ml)
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Grafica 26.- Recta de calibracion para las concentraciones de
marbofloxacina comprendidas entre 0,025 y 15 pg/ml.

IV.2.1.6.- Limite de cuantificacion o sensibilidad

El limite de cuantificacion del método analitico calculado para Ia
marbofloxacina fue de 0,025 pg/ml con un valor de exactitud de 119 £ 1,22 y de
precision de 6,55 + 5,12.

IV.2.2.- Metodologia analitica de la enrofloxacina

IV.2.2.1.- Condiciones cromatograficas: longitud de onda

El analisis del espectro de absorcion ultravioleta de la enrofloxacina disuelta
en una solucion de acido formico 0,1 N, en una concentracion de 1 pg/ml, presento
un pico de méaxima absorbancia a una longitud de onda de 275 nm.

400

350

Wavelength (nm)

300

3.0
2.5
2.0
1.5+
1.0+
0.5
0.0
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Figura 9.- Espectro de absorcion ultravioleta de la enrofloxacina.
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Figura 10.- Espectro de absorcion ultravioleta de la ciprofloxacina.
El tiempo de retencion calculado con las muestras utilizadas para la recta de

calibracion fue de 9,63 + 0,37 para la enrofloxacina, de 7,88 + 0,35 para la
ciprofloxacina y de 5,22 &+ 0,18 para la ofloxacina (patréon interno).

Az 1
Jr‘?.zt_z.as
L7 55 O
ém 6o @)
- (1)

Figura 11.- Cromatograma obtenido tras el analisis por HPLC de una
muestra plasmatica que contiene enrofloxacina (1), su metabolito ciprofloxacina

(2) y ofloxacina (3), como patréon interno (PI).

1V.2.2.2.- Linealidad

La relacion existente entre las distintas concentraciones de enrofloxacina
(CC) y ciprofloxacina disuelta en acido formico 0,1 N y el area bajo la curva
cromatografica (AUC,) resulto lineal en el intervalo de concentraciones ensayadas
(0,025-16,6 pg/ml) y la ecuacion de la recta obtenida mediante regresion lineal por
minimos cuadrados es la siguiente:

AUC, = 1,1899 x CC + (-0,005)

(r* =0,9991)
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Grafica 27.- Representacion de la recta obtenida mediante regresion lineal de
la relacion entre las concentraciones de enrofloxacina disuelta en acido formico y
el area bajo la curva cromatografica.

AUC, = 1,2861 x CC + (-0,0291)

(> =0,9989)

AUC/AUC,

Linealidad de ciprofloxacina en acido férmico (0,025-10 ug/ml)

Concentracion (pg/ml)

12

Grafica 28.- Representacion de la recta obtenida mediante regresion lineal de
la relacion entre las concentraciones de ciprofloxacina en acido formico y el area
bajo la curva cromatografica.

El patrén interno, ofloxacina, también muestra una relacion lineal entre las
distintas concentraciones y el area bajo la curva cromatografica en el intervalo de
concentraciones comprendidas entre 0,05-5 pg/ml.

1V.2.2.3.- Reproducibilidad del método analitico

La variabilidad inter-dia e intra-dia del método analitico da como resultado
los siguientes coeficientes de variacion (media + DE).
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Enrofloxacina Ciprofloxacina
C.V. inter-dia = 7,58 £ 6,52 C.V. inter-dia = 9,09 £+ 4,02
C.V. intra-dia = 3,38 £ 1,49 C.V. intra-dia = 5,95 £ 4,57

IV.2.2.4.- Recuperacion

El porcentaje medio de recuperacion obtenido es de 95,15 £ 4,67 % para la
enrofloxacina y 88,09 = 9,80 % para la ciprofloxacina.

1V.2.2.5.- Rectas de calibracion

En la tabla 33 se muestras los valores de concentracion y areas bajo la curva
de la enrofloxacina con los que se construyeron las rectas.

Tabla 33.- Relacion AUCJ/AUC, correspondiente a las distintas
concentraciones plasmaticas de enrofloxacina (media + DE).

CONCENTRACION (pg/ml) AUCJAUC, (media = DE)

0,025 0,1945 + 0,0377

0,05 0,3679 +0,0164

0,1 0,6370 + 0,0469

0,5 2,7433 £ 0,0835

1 5,5867 + 0,3858

2,5 12,0338 + 0,6998

5 22,9011 + 2,0727

10 51,4589 + 2,4972
16,66 89,5916 + 7,6590

El analisis, mediante regresion lineal por minimos cuadrados, de los valores
del cociente entre el area bajo la curva cromatografica de la enrofloxacina y el area
bajo la curva cromatografica del patrén interno (AUC/AUC,), para las
concentraciones de enrofloxacina comprendidas entre 1 y 16,66 pg/ml, dio lugar a
la siguiente ecuacion.

AUC, =5,45029 x CC + (-2,1928)

(1 = 0,984955) recta para valores altos 1-16,66 pg/ml
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Linealidad de enrofloxacina (1-16,66 pg/ml)
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Grafica 29.- Recta de calibracion para las concentraciones de enrofloxacina
comprendidas entre 1y 16,66 pg/ml.

El mismo analisis para concentraciones de enrofloxacina comprendidas entre
0,025y 1 pg/ml:

AUC, =5,48902 x CC + 0,066889

(r* =0,993143) recta para valores bajos 0,025-1 pg/ml

Linealidad de enrofloxacina (0,025-1 pg/ml)

AUC/AUC,

Concentracion (pg/ml)

Grafica 30.- Recta de calibracion para las concentraciones de enrofloxacina
comprendidas entre 0,025y 1 pg/ml.

El mismo analisis para concentraciones de enrofloxacina comprendidas entre
0,025 y 16,66 pg/ml:

AUC, =5,31129 x CC + (-0,535016)
(1 = 0,990206) recta total para valores entre 0,025 y 16,66 pg/ml.
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Linealidad de enrofloxacina (0,025-16,66 ug/ml)
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Grafica 31.- Recta de calibracion para las concentraciones de enrofloxacina
comprendidas entre 0,025y 16,66 pg/ml.

En la tabla 34 se muestras los valores de concentracion y areas bajo la curva
de la ciprofloxacina con los que se construyeron las rectas.

Tabla 34.- Relacion AUCJ/AUC, correspondiente a las distintas
concentraciones plasmaticas de ciprofloxacina (media + DE).

CONCENTRACION (ng/ml) AUCc/AUCc, (media + DE)

0.025 0,1150 + 0,0086

0.05 0,2284 +0,0237

0.1 0,3740 £+ 0,1454

0.5 2,2162 +0,1835

1 4,0399 + 0,6331
2.5 10,4612 +0,3677
5 20,4476 + 0,9466
10 44,1475 + 7,2689

El analisis, mediante regresion lineal por minimos cuadrados, de los valores
del cociente entre el area bajo la curva cromatografica de la ciprofloxacina y el area
bajo la curva cromatografica del patron interno (AUC/AUC,), para las
concentraciones de ciprofloxacina comprendidas entre 0,025 y 10 pg/ml, dio lugar
a la siguiente ecuacion:

AUC, =4,45700 x CC + (-0,839576)

(r* = 0,952161) recta para valores altos 1-10 pg/ml.
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Linealidad de ciprofloxacina(1-10 pg/ml)
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Grafica 32.- Recta de calibracion para las concentraciones de ciprofloxacina
comprendidas entre 1 y 10 pg/ml.

El mismo analisis para concentraciones de ciprofloxacina comprendidas
entre 0,025 y 1 pg/ml:

AUC,=4,27776 x CC + 0,206403

(" =0,989994) recta para valores bajos 0,025-1 pg/ml.
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Grafica 33.- Recta de calibracion para las concentraciones de ciprofloxacina
comprendidas entre 0,025y 1 pg/ml.

El mismo analisis para concentraciones de ciprofloxacina comprendidas
entre 0,025 y 10 ug/ml:

AUC, = 4,37247 x CC + (-0,226521)

(r* = 0,972167) recta total para valores de 0,025 y 10 pg/ml.
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Linealidad de ciprofloxacina (0,0025-10 pg/ml)
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Grafica 34.- Recta de calibracion para las concentraciones de ciprofloxacina
comprendidas entre 0,025 y 10 png/ml.

1V.2.2.6.- Limite de cuantificacion o sensibilidad

El limite de cuantificacion del método analitico calculado para la
enrofloxacina y la ciprofloxacina fue de 0,025 pg/ml. La enrofloxacina presento
un valor de exactitud de 88,52 = 5,12 y de precision de 3,45 = 1,90, y la
ciprofloxacina de 90,04 = 7,50 y 10,21 £ 4,85 respectivamente.

IV.3.- Estudio farmacocinético

IV.3.1.- Estudio farmacocinético de la marbofloxacina

IV.3.1.1.- Prueba n° 1: administracion intravenosa de una dosis
de 5 mg/kg de marbofloxacina.

En la tabla 35 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcién del tiempo, obtenidas tras la administracion
intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina; en la
grafica 35 se muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas
correspondientes; en las tablas 36 y 37 se muestran los parametros
farmacocinéticos, media y desviacion estdndar, ajustados a modelos
bicompartimental y no compartimental.
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Tabla 35.- Concentracion plasmatica (ug/ml), media y desviacion estandar
tras la administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de
marbofloxacina.

0.08 7.64 12.86 10.22 17.35 15.46 18.01 | 13.59 4.11
0.17 7.41 10.71 9.40 12.23 13.30 14.84 | 11.31 |2.70
0.25 6.26 9.13 8.04 11.07 11.02 14.10 9.94 |2.74
0.33 4.67 8.44 7.46 10.37 10.47 13.80 9.20 |3.11
0.50 4.44 7.82 7.33 9.87 8.94 11.64 8.34 |2.45
0.75 5.45 6.86 8.60 7.48 7.78 10.42 7.77 |1.67
1 4.49 5.90 6.96 7.23 7.57 9.59 6.96 |1.71
1.50 4.53 5.88 6.37 6.46 7.05 9.58 6.65 |1.67
2 4.19 3.71 4.10 5.69 6.25 8.63 543 |1.86
3 2.97 3.96 4.29 5.16 4.06 7.31 4.63 |1.49
4 2.89 3.93 2.50 3.25 3.68 6.37 3.77 |1.38
6 1.65 2.80 2.60 2.56 3.03 5.70 3.06 |1.38
8 1.43 2.76 1.58 1.55 2.25 4.37 232 |1.13
10 1.24 2.21 1.44 1.55 1.92 3.92 2.05 1098
12 0.81 1.42 0.99 0.75 1.19 3.10 1.38 |0.88
24 0.19 0.33 0.33 0.13 0.28 0.93 0.36 0.29
30 0.12 0.21 0.03 0.09 0.15 0.33 0.16 0.10
36 0.07 0.12 0.10 0.05 0.09 0.17 0.10 0.04
48 0.04 0.06 0.05 0.03 0.04 0.15 0.06 |0.05
~ Promedio de Cp de marbofloxacina IV
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Grafica 35.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacina tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de pv via
intravenosa en llamas expresadas como media + DE, ajustadas a un modelo
bicompartimental abierto de primer orden (n=6).
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Tabla 36.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de marbofloxacina
(modelo bicompartimental).

A (ng/ml) 535 | 788 | 7.04 | 1067 | 880 | 9.87 |827 | 194
B (ug/ml) 084 | 512 | 228 | 065 | 484 | 917 |382 324

o (h) 021 | 191 | 033 | 026 | 087 | 235 | 099 092

B (h) 007 | 010 | 009 | 007 | o011 | 009 [|0.09 002
AUC(ug-h/ml) | 37.44 | 5676 | 47.94 | 50.71 | 55.77 | 10433 | 58.83 | 23.35
t%KI10(h) | 419 | 3.03 | 356 | 311 | 283 | 380 |342] 052
t%a (h) 323 | 036 | 211 | 268 | 080 | 030 [1.58 126

t2B (h) 10.31 7.12 8.06 9.99 6.53 7.57 | 826 | 1.55
K10 (h) 0.17 0.23 0.19 0.22 0.24 0.18 ] 0.21 | 0.03
K12 (h) 0.03 0.97 0.08 0.02 0.35 1.08 ] 042 | 0.48
K21 (h) 0.09 0.81 0.15 0.08 0.38 1.18 ] 045 | 045

Volumen(L/kg) | 0.81 0.38 0.54 0.44 0.37 0.26 ] 0.47 | 0.19
Co(png/ml) 6.19 13.00 9.32 11.32 13.64 19.04 §12.09 | 4.35
ClI (L/kg-h) 0.13 0.09 0.10 0.10 0.09 0.05 ] 0.09 | 0.03

AUMC(ug-h/ml)j 301.99 | 543.16 | 373.91 | 29545 | 441.62 | 1095.38 |508.58/302.08

MRT(h) 8.07 9.57 7.80 5.83 7.92 10.50 | 8.28 | 1.61
Vss(L/kg) 1.08 0.84 0.81 0.57 0.71 0.50 ] 0.75 | 0.21

Para su posterior comparacion con otras vias, también se realizd un estudio
de la evolucion de las concentraciones plasmaticas ajustadas a un modelo no
compartimental (n=6).

Tabla 37.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de marbofloxacina
(modelo no compartimental).

Co(pg/ml) 7.84 15.13 11.02 | 23.68 | 17.68 | 21.40 |J16.13| 6.05
AUC«(ng-h/ml)| 36.98 | 56.71 | 46.85 | 48.69 | 56.96 | 105.67 |58.64 |24.19
t% A (h) 10.02 9.85 8.11 10.34 8.92 7.71 }9.16 | 1.08
AUC,(ng-h/ml) | 37.48 | 57.53 | 47.21 | 49.07 | 57.44 | 106.71 |59.24 |24.42
Vz (L/kg) 1.93 1.23 1.24 1.52 1.12 0.52 ] 126 | 047

CI (L/kg-h) 0.13 0.09 0.11 0.10 0.09 0.05 | 0.09 | 0.03
MRT,5(h) 7.34 8.07 7.21 5.57 6.91 873 | 7.30 | 1.07
MRT, (h) 8.07 8.84 7.61 6.01 7.36 922 1785 1.15
Vss(L/kg) 1.08 0.77 0.81 0.61 0.64 043 ]0.72 | 0.22
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IV.3.1.2.- Prueba n° 2: administracion intramuscular dosis de 5

mg/kg de marbofloxacina.

En la tabla 38 se reflejan las concentraciones plasmaticas en funcion del
tiempo obtenidas tras la administracion intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de
peso corporal de marbofloxacina; en la grafica 36 se muestra la evolucion de las
concentraciones plasmaticas correspondientes; en la tabla 39 se muestran los
parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar ajustados a un modelo

no compartim

ental.

Tabla 38.- Concentracion plasmatica (ug/ml), media y desviacion estandar
intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de pv de

tras la administracion

marbofloxacina.

0.17 5.92 5.40 4.90 2.68 3.23 4.19 439 |1.26
0.33 6.75 7.17 7.56 2.89 5.65 5.98 6.00 |1.68
0.50 6.68 7.36 9.32 3.78 6.38 6.10 6.61 |1.80
0.75 7.01 7.96 8.27 4.70 6.88 6.39 6.87 |1.27
1 7.32 8.10 7.54 5.19 6.93 6.40 6.91 |1.02
1.50 7.50 7.88 8.02 5.68 7.56 5.79 7.07 |1.06
2 6.59 7.67 7.26 5.61 7.27 5.04 6.57 [1.04
3 5.44 5.77 6.00 5.49 6.28 4.54 5.59 0.60
4 5.90 5.29 4.86 4.87 5.69 3.57 5.03 |0.83
6 4.61 4.21 1.88 4.19 4.76 2.96 3.77 |1.12
8 3.58 3.11 1.28 341 3.59 2.29 2.88 0.92
10 2.51 2.27 0.97 2.72 3.05 1.72 221 10.75
12 2.03 1.84 0.76 2.18 2.62 1.31 1.79 |0.66
24 0.66 0.36 0.02 0.42 0.72 0.39 0.43 |0.25
30 0.42 0.20 0.11 0.26 0.44 0.22 0.27 |0.13
36 0.22 0.12 0.06 0.14 0.23 0.13 0.15 |0.06
48 0.09 0.05 0.03 0.05 0.10 0.05 0.06 |0.03
Promedio de Cp de marbofloxacina IM
HlU*
=
% w0 s &
Tiempo (h)

Grafica 36.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacina tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de pv via
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intramuscular en llamas expresadas como media = DE, ajustadas a un modelo no
compartimental (n=6).

Tabla 39.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de pv de marbofloxacina
(modelo no compartimental).

Parametros Animal 1/ Animal 2| Animal 3| Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DE
Thmax(h) 1.50 1.00 0.50 1.50 1.50 1.00 1.17 | 041

Cinax(pg/ml) 7.50 8.10 9.32 5.68 7.56 6.40 743 | 1.28

AUC,o(ug-h/ml)] 77.49 | 69.89 | 46.78 | 67.47 | 84.02 | 52.95 | 66.43 | 14.23

t A (h) 8.23 8.77 8.42 8.12 8.37 8.93 8.47 | 0.31
AUC,(ug-h/ml) | 78.52 | 70.49 | 47.08 | 68.10 | 85.17 | 53.63 | 67.16 | 14.50
Vz(L/kg) 0.76 0.90 1.29 0.86 0.71 1.20 0.95 | 0.24

Cl (L/kg-h) 0.06 0.07 0.11 0.07 0.06 0.09 0.08 | 0.02

MRT,,«(h) 9.28 7.70 5.30 8.93 9.59 8.48 8.21 | 1.57

MRT,, (h) 9.94 8.15 5.65 9.40 10.27 9.14 8.76 | 1.69

F (%) 209.54 | 123.24 | 99.85 | 138.57 | 147.51 | 50.11 |128.14|52.96

1V.3.1.3.- Prueba n° 3: administracion subcutanea de una dosis de
5 mg/kg de marbofloxacina.

En la tabla 40 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcion del tiempo obtenidas tras la administracion
subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina; en la
grafica 37 se muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas
correspondientes; en la tabla 41 se muestran los pardmetros farmacocinéticos,
media y desviacion estdndar, ajustados a un modelo no compartimental.

Tabla 40.- Concentracion plasmatica (pg/ml), media y desviacion estandar
tras la administracion  subcutanea de una dosis de 5 mgkg de pv de
marbofloxacina.

Tiempo (h) | Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6] Media | DE
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.64 2.16 1.35 1.64 1.51 1.22 0.77
0.33 4.38 1.46 3.50 1.76 3.18 4.78 3.18 1.34
0.5 6.06 2.49 422 3.21 432 5.08 4.23 1.28
0.75 8.44 451 4.94 3.76 5.94 5.63 5.54 1.62
1 8.91 4.59 5.04 4.10 6.01 6.86 5.92 1.77
1.5 10.41 5.20 5.33 4.80 6.50 8.33 6.76 2.20
2 10.01 5.64 4.96 4.55 6.31 8.76 6.70 2.19
3 8.53 5.86 4.94 4.50 5.68 8.19 6.28 1.69
4 7.44 5.82 4.07 4.53 5.65 6.38 5.65 1.23
6 6.27 5.20 3.33 3.99 4.57 6.05 4.90 1.16
8 4.92 4.56 2.55 3.78 3.31 437 391 0.88
10 3.72 3.54 2.07 2.81 2.71 3.48 3.06 0.63
24 0.45 0.88 0.38 0.64 0.34 0.62 0.55 0.20
36 0.16 0.34 0.14 0.20 0.09 0.19 0.19 0.09
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Promedio de Cp marbofloxacina SC

Concentracion plasmatica (ug/ml)
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Grafica 37.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacina tras la administracion de una dosis de 5 mgkg de pv via
subcutanea en llamas expresadas como media = DE, ajustadas a un modelo no
compartimental (n=6).

Tabla 41.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion SC de una dosis de 5 mg/kg de pv de marbofloxacina (modelo no
compartimental).

Parametros Animal 1| Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5| Animal 6] Media | DE

Tonax(h) 1,50 | 3.00 | 1.50 | 150 | 1.50 | 2.00 | 1.83 |0.61
Com(ng/ml) | 1041 | 586 | 533 | 480 | 650 | 876 | 6.94 |2.19
AUC,(ngh/ml) | 98.75 | 86.40 | 56.41 | 68.36 | 70.01 | 92.40 |78.72 16.30

t %2 A(h) 5.48 7.57 6.35 6.86 5.25 6.03 6.26 | 0.87
AUC(png-h/ml) | 99.80 | 89.95 | 57.54 | 70.33 | 70.64 | 93.93 ]80.37 |16.55
Vz(L/kg) 0.40 0.61 0.80 0.70 0.54 046 | 0.58 | 0.15

Cl (L/kg-h) 0.05 0.06 0.09 0.07 0.07 0.05 0.06 | 0.01
MRT,(h) 7.33 9.65 7.95 9.23 7.43 8.02 8.27 | 0.96
MRT, (h) 7.72 11.12 8.67 10.25 7.75 8.61 9.02 | 1.38

F (%) 267.02 | 152.35 | 120.39 | 140.39 | 122.91 | 87.45 |148.42|62.13

IV.3.1.4.- Prueba n° 4: administracion subcutinea de dosis
miultiple de 5 mg/kg/ cada 24 horas de marbofloxacina.

En la tabla 42 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcién del tiempo obtenidas tras la administracion
subcutanea de dosis multiple con un total de 5 dosis de 5 mg/kg de peso corporal
cada 24 h de marbofloxacina (las lineas gruesas indican los tiempos en los que se
administré cada una de las dosis); en la grafica 38 se muestra la evolucion de las
concentraciones plasmaticas correspondientes; en las tablas 43, 44, 45 y 46 se
muestran los pardmetros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados
a un modelo no compartimental de la 1%, 3% y 5% dosis, en este caso calculados hasta
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la ultima extraccion (84 horas) y a las 24 horas de esta tlltima administraciéon con
objeto de poder comparar con la 1* y 3° dosis en igualdad de tiempos.

Tabla 42.- Concentracion plasmatica (pg/ml), media y desviacion estandar
tras la administracion subcutdnea de dosis multiple (5 dosis) de 5 mg/kg de pv
vivo cada 24 horas de marbofloxacina.

Tiempo (h) | Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 | Media | DE
0.25 5.22 5.69 2.02 4.11 3.59 5.18 4.30 |1.36
0.5 7.60 6.75 2.94 5.00 3.88 8.19 5.73 12.11
0.75 6.81 731 4.78 5.72 5.30 9.49 6.57 | 1.71

1 7.04 7.17 5.26 6.93 - 7.36 6.75 0.85
2 8.04 7.09 7.53 4.56 - - 6.81 |1.55
4 7.96 5.51 5.12 3.90 3.61 4.42 5.08 |1.58
6 6.35 3.94 5.02 3.05 3.59 4.21 436 |1.17
8 5.33 3.65 4.98 3.05 2.80 3.17 3.83 [1.07
10 3.68 2.28 3.81 2.01 2.13 2.72 2.77 10.79
12 3.20 1.88 3.39 1.67 1.77 2.15 2.34 10.76
24 0.98 0.65 0.87 0.40 0.53 0.53 0.66 |0.22
25 12.13 742 7.86 5.70 6.88 6.83 7.80 [2.24
26 12.81 7.93 6.70 7.12 6.27 7.00 7.97 1243
36 3.36 2.15 3.44 4.22 1.66 2.13 2.83 10.99
438 0.80 0.51 1.01 2.73 0.44 0.61 1.02 10.86
48.25 3.00 5.33 5.64 0.44 3.32 3.53 3.54 |1.87
48.5 6.06 6.85 5.24 5.06 4.63 5.50 5.56 10.79
48.75 7.88 6.69 7.05 8.29 5.66 8.11 7.28 |1.01
49 7.88 5.62 5.96 7.19 6.02 7.61 6.71 10.96
50 7.79 5.17 5.75 6.85 5.89 7.01 6.41 097
52 8.95 3.57 4.46 5.64 4.10 5.18 532 193
54 6.95 2.89 3.22 4.77 3.21 3.80 4.14 |1.53
56 4.25 2.39 3.06 2.95 2.42 242 2.92 10.72
58 4.14 1.73 2.25 2.60 1.74 1.82 2.38 10.93
60 2.80 1.22 2.00 2.12 1.39 1.49 1.84 10.59
72 0.58 0.36 0.48 0.39 0.37 0.43 0.43 10.08
73 7.79 5.96 4.90 - 5.92 5.69 6.05 |1.06
74 8.75 6.27 6.75 - 5.78 6.04 6.72 |1.19
84 1.78 1.15 1.41 - 1.25 1.58 143 10.25
96 0.60 0.39 0.27 - 0.33 0.17 0.35 0.16
96.25 291 491 2.30 1.74 2.53 3.40 296 1.11
96.5 5.88 6.39 5.27 322 3.53 5.33 494 |1.28
96.75 7.27 7.60 7.20 3.70 4.59 6.11 6.08 | 1.60
97 8.35 7.75 6.04 3.89 4.62 5.55 6.03 |1.74
98 - 6.91 5.73 6.80 4.54 4.85 5.77 11.09
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Tiempo (h) | Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 | Media | DE
100 8.01 4.95 4.30 4.71 4.33 3.48 497 |1.57
102 6.73 3.61 2.75 4.34 2.90 2.80 3.85 |1.54
104 - 2.76 2.19 3.07 2.42 2.02 249 1043
106 4.14 2.18 2.00 3.44 1.47 1.52 2.46 |1.09
108 3.90 1.71 1.70 2.77 1.31 1.17 2.09 |1.05
120 0.59 0.57 0.62 0.43 0.46 0.30 0.50 |0.12
132 0.36 0.13 0.11 0.20 0.21 0.14 0.19 10.09
144 0.15 0.20 0.07 0.06 0.11 0.08 0.11 10.06
156 0.11 0.07 0.05 0.03 0.07 0.04 0.06 |0.03
168 0.06 0.06 0.04 0.02 0.04 0.03 0.04 |0.01
180 0.05 0.05 0.03 LOQ 0.05 LOQ 0.04 0.02

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)
Promedio de las Cp de marbofloxacina dosis multiple
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Grafica 38.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de

marbofloxacina tras la administracion de dosis multiple (5 dosis) de 5 mg/kg/ de
pv cada 24 horas via subcutanea en llamas expresadas como media = DE, ajustadas
a un modelo no compartimental (n=6).

Tabla 43.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la primera dosis subcutanea de dosis multiple (5 dosis) de 5
mg/kg de pv cada 24 horas de marbofloxacina (modelo no compartimental).

Parametros Animal 1|Animal 2| Animal 3| Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media| DE
Thax(h) 2.00 0.75 2.00 1.00 0.75 0.75 1.21 | 0.62
Cinax(pg/ml) 8.04 7.31 7.53 6.93 5.30 9.49 743 | 1.37
AUC,o(pg-h/ml) | 96.23 67.85 83.86 53.00 53.19 67.11 §70.21 |17.11
t 2 A(h) 7.22 7.73 6.40 5.98 6.95 5.92 6.70 | 0.72
AUC,(ng-h/ml) | 106.45 | 75.06 91.97 56.50 58.51 71.60 |76.68 19.42
Vz(L/kg) 0.49 0.74 0.50 0.76 0.86 0.60 0.66 | 0.15
ClI (L/kg-h) 0.05 0.07 0.05 0.09 0.09 0.07 0.07 | 0.02
MRT .5 (h) 7.68 7.00 8.29 7.07 7.53 7.02 7.43 | 0.51
MRT,, (h) 10.25 9.70 10.49 8.65 9.94 8.62 9.61 | 0.80
F (%) 260.21 | 119.64 | 178.98 | 108.85 | 93.38 63.51 |137.43|71.19)
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Tabla 44.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la tercera dosis subcutanea de dosis multiple (5 dosis) de 5
mg/kg de pv cada 24 horas de marbofloxacina (modelo no compartimental).

Parametros Animal 1/ Animal 2| Animal 3 Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DE
Tmax(h) 4.00 0.50 0.75 0.75 1.00 0.75 1.29 | 1.34
Cnax(ng/ml) 8.95 6.85 7.05 8.29 6.02 8.11 7.55 | 1.09
AUC¢(ng-h/ml) | 92.50 47.88 59.73 67.30 50.93 58.98 162.89 [16.06
t Y2 Mh) 5.04 5.74 6.06 5.04 6.24 6.69 5.80 | 0.67
AUC,(ng-h/ml) | 96.66 50.64 63.95 70.14 54.25 63.11 | 66.46 [16.39
Vz(L/kg) 0.38 0.82 0.68 0.52 0.83 0.77 0.67 | 0.18

Cl (L/kgh) 0.05 0.10 0.08 0.07 0.09 0.08 0.08 | 0.02
MRT,,(h) 7.08 6.53 7.18 6.88 6.64 6.39 6.78 | 0.32
MRT,, (h) 8.12 7.93 8.87 7.87 8.26 8.17 8.20 | 0.36

F (%) 250.12 | 84.43 127.49 | 138.21 89.42 55.82 §124.25|68.61

Tabla 45.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la quinta dosis subcutanea de dosis multiple (5 dosis) de 5 mg/kg
de pv cada 24 horas de marbofloxacina (calculo a las 84 horas) (modelo no

compartimental).

Parametros Animal 1/ Animal 2| Animal 3 Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DE
Thax(h) 1.00 1.00 0.75 2.00 1.00 0.75 1.08 | 0.47
Crnax(png/ml) 8.35 7.75 7.20 6.80 4.62 6.11 6.80 | 1.32
AUC(ug-h/ml) | 112.96 | 71.49 61.17 74.34 54.74 49.47 §70.70 |22.79
t %2 Mh) 10.04 11.19 9.80 8.19 11.09 10.32 | 10.10 | 1.09
AUC,(ng-h/ml) | 113.54 | 72.08 61.45 74.49 55.22 49.75 | 71.09 |22.87
Vz(L/kg) 0.64 1.12 1.15 0.79 1.45 1.50 1.11 | 0.34

ClI (L/kg:h) 0.04 0.07 0.08 0.07 0.09 0.10 0.08 | 0.02
MRT,,(h) 10.90 11.21 10.68 10.21 12.03 10.12 §10.86 | 0.70
MRT,, (h) 11.35 11.95 11.40 10.38 12.79 10.62 | 11.42 | 0.98

F (%) 305.45 | 126.05 | 130.56 | 152.66 | 96.11 46.82 ]142.95|87.61

Tabla 46.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la quinta dosis subcutanea de dosis multiple (5 dosis) de 5 mg/kg
de pv cada 24 horas de marbofloxacina (calculo a las 24 horas) (modelo no

compartimental).

Parametros Animal 1/ Animal 2| Animal 3 Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DE
Trnax(h) 1.00 1.00 0.75 2.00 1.00 0.75 1.08 | 0.47
Cinax(pg/ml) 8.35 7.75 7.20 6.80 4.62 6.11 6.80 | 1.32
AUCq(pg-h/ml) | 101.07 | 62.32 54.14 67.90 46.58 44.08 | 62.68 |20.88
t 2 A(h) 5.03 7.32 8.25 5.15 7.33 6.09 6.53 | 1.31
AUC,(ng-h/ml) | 105.58 | 68.29 61.50 71.30 51.33 46.75 |67.46 |20.94
Vz(L/kg) 0.34 0.77 0.97 0.52 1.03 0.94 0.76 | 0.28

Cl (L/kgh) 0.05 0.07 0.08 0.07 0.10 0.11 0.08 | 0.02
MRT .5 (h) 7.46 6.81 7.34 7.76 7.14 6.49 7.16 | 0.46
MRT,, (h) 8.48 9.23 10.76 8.89 9.68 7.99 9.17 | 0.97

F (%) 273.30 | 109.89 | 115.55 | 139.44 | 81.77 41.72 }126.95|79.13
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1V.3.2.- Estudio farmacocinético de la enrofloxacina

IV.3.2.1.- Prueba n° 1: administracion intravenosa de una dosis
de 5 mg/kg de enrofloxacina.

En la tabla 47 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcién del tiempo obtenidas tras la administracion
intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de peso corporal de enrofloxacina; en la
grafica 39 se muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas
correspondientes; en las tablas 48 y 49 se muestran los parametros
farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados a modelos
bicompartimental y no compartimental.

En la tabla 50 se reflejan las concentraciones plasmaticas (pug/ml), media y
DE de ciprofloxacina tras la administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de
peso corporal de enrofloxacina.

Tabla 47.- Concentracién plasmatica (ug/ml), media y desviacion estandar,
tras la administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina.

0.08 11.98 15.25 14.56 10.33 11.16 11.06 | 12.39 |2.03
0.17 9.19 14.83 - 8.59 8.67 9.58 110.17 |2.63
0.25 12.46 11.57 7.12 10.63 11.96 9.82 |10.59 | 1.95
0.5 11.82 10.84 6.41 10.23 7.93 7.42 9.11 |2.15
0.75 10.30 9.77 5.38 7.02 6.50 6.45 7.57 |1.99
1 9.17 10.27 - 6.96 5.86 6.80 7.81 |1.83
1.5 7.20 7.44 6.61 5.91 5.17 6.16 6.42 |0.85
2 6.38 5.95 453 5.09 5.04 6.37 5.56 |0.78
3 477 431 4.28 4.63 4.29 4.51 447 |0.21
4 3.50 3.15 3.70 3.27 3.35 3.23 3.37 10.20
6 2.39 2.24 2.71 2.06 2.30 221 232 |0.22
8 1.59 1.61 2.17 1.21 1.52 1.74 1.64 |0.31
10 1.20 1.18 1.85 0.52 0.52 1.15 1.07 |0.50
24 0.08 0.05 0.24 0.04 0.03 0.04 0.08 |0.08
36 0.02 0.08 LOQ 0.02 LOQ LOQ 0.04 |0.03

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)
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Promedio de Cp de enrofloxacina IV

Concentracion plasmatica (ug/ml}

Tiempo (h)

Grafica 39.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de enrofloxacina
tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de pv via intravenosa en llamas
expresadas como media + DE, ajustadas a un modelo bicompartimental abierto de
primer orden (n=6).

Tabla 48.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina
(modelo bicompartimental).

A (ug/ml) 10.73 12.00 | 24.78 10.01 4.41 3.80 ] 10.95 | 7.58
B (ng/ml) 0.92 2.54 6.68 0.07 8.19 884 | 454 383
a (h) 0.27 0.44 14.03 0.28 3.58 6.29 | 4.15 | 541
B (h) 0.11 0.10 0.14 0.03 0.24 0.22 0.14 | 0.08

AUC(pg-h/ml) | 47.61 51.84 | 50.20 | 37.52 | 35.60 | 40.40 |43.86 | 6.90
t %2 K10 (h) 2.83 2.47 1.11 2.58 1.96 2.22 2.19 | 0.61

t %2 a(h) 2.53 1.59 0.05 244 0.19 0.11 1.15 | 1.18

t’2 B(h) 6.36 6.63 5.02 24.11 291 3.12 8.02 | 8.03
K10(h) 0.24 0.28 0.63 0.27 0.35 0.31 0.35 | 0.14
K12 (h) 0.02 0.10 10.45 0.01 1.06 1.73 2.23 | 4.09
K21 (h) 0.12 0.16 3.09 0.03 241 4.46 1.71 | 1.88
Volumen(L/kg) | 0.43 0.34 0.16 0.50 0.40 0.40 0.37 | 0.11
Co(pg/ml) 11.65 14.54 | 31.46 10.07 12.60 12.64 | 15.49 | 7.96

Cl (L/kg-h) 0.11 0.10 0.10 0.13 0.14 0.12 0.12 | 0.02
AUMC(ug-h/ml) | 220.53 | 295.47 | 351.01 | 205.48 | 144.65 | 179.33 |232.74|76.71
MRT(h) 4.63 5.70 6.99 5.48 4.06 4.44 522 | 1.07
Vss(L/kg) 0.49 0.55 0.70 0.73 0.57 0.55 0.60 | 0.09

Para su posterior comparacion con otras vias, también se realizoé un estudio
de la evolucion de las concentraciones plasmaticas ajustadas a un modelo no
compartimental (n=6).
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Tabla 49.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina
(modelo no compartimental).

Co(pg/ml) 15.16 15.64 | 20.39 12.16 13.96 12.56 ]14.982.99
AUCu(pg-h/ml) | 50.50 | 49.50 | 52.08 | 38.56 | 37.68 | 44.47 |45.47|6.24
t %2 Mh) 4.10 5.19 5.11 4.40 2.84 2.85 | 4.08 |1.04
AUC,(ng-h/ml) | 50.59 | 49.76 | 5391 38.65 | 37.78 | 44.62 ]45.896.65
Vz(L/kg) 0.58 0.75 0.68 0.82 0.54 0.46 ]0.64 0.14
CI (L/kg'h) 0.10 0.10 0.09 0.13 0.13 0.11 J0.11 |0.02
MRT),5(h) 4.67 4.69 591 4.05 391 4.61 |4.64 0.70
MRT, (h) 4.74 4.89 6.77 4.14 3.98 4.69 |4.87 |1.00
Vss(L/kg) 0.47 0.49 0.63 0.54 0.53 0.53 10.53 |0.05

Tabla 50.- Concentracion plasmatica (ug/ml), media y DE de ciprofloxacina
tras la administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina.

0 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.08 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.17 LOQ LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00
0.25 LOQ 0.03 LOQ 0.02 0.03 LOQ 0.03 0.00

0.5 LOQ 0.05 LOQ 0.03 0.02 0.03 0.03 0.01
0.75 LOQ 0.04 0.03 0.07 0.06 0.03 0.05 0.02
1 LOQ 0.05 0.01 0.03 0.04 0.03 0.03 0.01
1.5 LOQ 0.05 0.04 0.11 0.04 0.04 0.05 0.03

2 LOQ 0.06 0.04 0.19 0.04 0.05 0.08 0.07
3 LOQ 0.04 0.04 0.06 0.04 0.05 0.04 0.01
4 LOQ 0.04 0.04 0.05 0.03 0.05 0.04 0.01
6
8

LOQ 0.04 0.03 0.03 0.03 0.05 0.04 0.01
LOQ 0.03 0.03 LOQ LOQ 0.04 0.03 0.01

10 LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
24 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
36 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)
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1V.3.2.2.- Prueba n° 2: administracion intramuscular de una dosis
de 5 mg/kg de enrofloxacina.

En la tabla 51 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcion del tiempo obtenidas tras la administracion
intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de peso corporal de enrofloxacina; en la
grafica 40 se muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas
correspondientes; en la tabla 52 se muestran los parametros farmacocinéticos,
media y desviacion estandar ajustados a un modelo no compartimental.

En la tabla 53 se reflejan las concentraciones plasmaticas (ug/ml), media y
DE de ciprofloxacina tras la administracion intramuscular de una dosis de 5 mg/kg
de peso corporal de enrofloxacina.

Tabla 51.- Concentraciéon plasmatica (pug/ml), media y DE tras Ia
administracion intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina.

0.17 1.22 1.36 0.96 0.94 1.24 1.63 1.23 10.26
0.33 1.87 2.08 1.78 1.59 1.63 2.38 1.89 0.30
0.5 3.17 2.62 2.12 1.84 2.24 3.21 2.54 10.57
0.75 3.54 2.83 2.87 2.74 2.72 3.37 3.01 |0.35
1 3.66 3.18 3.29 2.85 3.57 4.02 3.43 {0.41
1.5 3.96 3.28 3.27 3.15 3.63 4.23 3.58 1043
2 4.18 3.37 3.16 - 4.01 4.46 3.84 |0.55
3 3.86 2.96 3.02 - 3.96 4.23 3.61 |0.58
4 342 2.67 2.99 3.37 - 3.40 3.17 |0.33
6 2.68 2.09 2.36 2.96 2.88 2.99 2.66 | 0.36
8 1.90 1.61 2.07 2.01 2.59 2.25 2.07 10.33
10 1.62 1.32 1.70 1.76 1.97 1.98 1.72 10.25
24 0.09 0.11 0.21 0.20 0.19 0.14 0.16 |0.05
36 0.02 0.03 0.07 0.09 0.06 0.04 0.05 [0.03
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Promedio de Cp de enrofloxacina IM

Conentracion plasmatica (ug/ml)

Tiempo (h)

Grafica 40.- Evolucién de las concentraciones plasmaticas de enrofloxacina
tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de pv via intramuscular en llamas
expresadas como media + DE, ajustadas a un modelo no compartimental (n=6).

Tabla 52.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la

administracion intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina
(modelo no compartimental).

Tinax(h) 200 | 200 | 1.00 | 400 | 200 | 200 |2.17 098
Conax(pg/ml) 418 | 337 | 329 | 337 | 401 | 446 |3.78 0.50
AUC,(ngh/ml) | 40.96 | 33.71 | 3991 | 42.06 | 46.75 | 46.88 |41.71 4.90
t % A(h) 424 | 474 | 554 | 598 | 507 | 467 |5.04 063
AUC.(ugh/ml) | 41.08 | 33.89 | 4039 | 4271 | 47.14 | 47.12 |42.05 4.95
Vz(L/kg) 075 | 101 | 099 | 101 | 078 | 072 |087 o0.14
Cl (L/kgh) 012 | 015 | 012 | 012 | o011 | o011 jo.a2 0.02
MRT . (h) 657 | 687 | 785 | 787 | 750 | 7.02 |7.28 0.54
MRT,, (h) 667 | 706 | 828 | 843 | 779 | 720 |7.57 0.71
F (%) 81.10 | 68.10 | 76.63 | 109.08 | 124.08 | 105.42 |94.07 21.92
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Tabla 53.- Concentracion plasmatica (ug/ml), media y DE de ciprofloxacina
tras la administracion intramuscular de una dosis de 5 mgkg de pv de
enrofloxacina.

0 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.17 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.33 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.75 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
1 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
1.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
2 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
3 0.03 0.05 0.02 LOQ LOQ 0.03 0.04 0.01
4 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.00
6 0.03 0.03 0.03 0.03 LOQ 0.04 0.03 0.01
8 LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ 0.04 0.03 0.01
10 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ 0.04 0.04 0.00
24 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
36 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

1V.3.2.3.- Prueba n° 3: administracion subcutanea de una dosis de
5 mg/kg de enrofloxacina.

En la tabla 54 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcion del tiempo obtenidas tras la administracion
subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de peso corporal de enrofloxacina; en la
grafica 41 se muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas
correspondientes; en la tabla 55 se muestran los parametros farmacocinéticos,
media y desviacion estandar, ajustados a un modelo no compartimental.

En la tabla 56 se reflejan las concentraciones plasmaticas (pug/ml), media y
DE de ciprofloxacina tras la administracién subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de
peso corporal de enrofloxacina.
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Tabla 54.- Concentraciéon plasmatica (ug/ml), media y DE tras la
administracion subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina.

Tiempo (h) | Animal 1 | Animal 2 | Animal 3  Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 | Media | DE
0.17 1.45 0.77 0.73 0.24 0.78 0.93 0.82 [0.39
0.33 1.70 1.16 1.30 1.02 1.35 1.70 1.37 10.28

0.5 1.96 1.24 1.68 1.44 2.06 1.96 1.72 10.33
0.75 2.50 1.87 1.94 1.66 2.21 2.48 2.11 (0.34
1 2.58 2.16 2.27 2.03 2.07 2.88 2.33 10.33
1.5 2.96 - 2.45 2.32 2.35 3.53 2.72 |0.52
2 3.18 3.20 2.63 3.40 - 3.58 3.20 (0.35
3 3.46 2.60 2.22 2.64 2.92 3.94 2.96 |0.63
4 3.37 2.65 2.21 2.58 2.78 3.81 2.90 |0.58
6 3.19 2.45 245 2.53 2.36 3.12 2.68 |0.37
8 2.48 2.02 2.14 2.07 1.84 3.09 2.27 045
10 2.27 1.85 1.98 1.79 1.52 1.90 1.89 10.25
24 0.12 0.10 0.12 0.27 0.05 0.07 0.12 [0.08
36 0.03 0.05 LOQ LOQ LOQ LOQ 0.02 0.02

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

Promedio de Cp de enrofloxacina Scdu (pg/ml)

N w
v ow o a
—
—_
-
]
—_—
—_—
]
—
]

[ r
SRS ENY
I . L

o
o

Concentracién plasmaética (ug/ml)

o

10 15 20 25 30 35 40

o
3

Tiempo (h)

Grafica 41.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de enrofloxacina
tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de pv via subcutanea en llamas
expresadas como media + DE, ajustadas a un modelo no compartimental (n=6).
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Tabla 55.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina
(modelo no compartimental).

Parametros Animal 1| Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5| Animal 6JMedia| DE

Trnax(h) 3.00 2.00 2.00 2.00 3.00 3.00 ] 2.50 | 0.55

Crnax(pg/ml) 3.46 3.20 2.63 3.40 2.92 394 |3.26 046

AUCg(pg-h/ml) | 46.18 | 37.47 | 36.63 | 39.07 | 33.62 | 45.29 }39.71|5.00

t %2 Mh) 4.30 5.13 3.69 4.12 3.80 3.50 | 4.09 | 0.59
AUC,(pg-h/ml) | 46.35 | 37.75 | 37.27 | 39.19 | 33.67 | 45.34 ]39.93|4.94
Vz(L/kg) 0.67 0.98 0.71 0.76 0.81 0.56 ]0.75  0.14
CI (L/kg-h) 0.11 0.13 0.13 0.13 0.15 0.11 }J0.13 |0.02
MRT,,s(h) 7.44 7.54 7.36 8.36 6.89 6.82 | 7.40 | 0.56
MRT, (h) 7.56 7.80 7.74 8.46 6.95 6.86 | 7.56 | 0.60

F (%) 9144 | 7570 | 70.33 | 101.30 | 89.22 | 101.83 ]188.31|13.00}

Tabla 56.- Concentracion plasmatica (ug/ml), media y DE de ciprofloxacina
tras la administracion subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina.

Tiempo (h)l Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6] Media DE

0 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.17 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.33 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.75 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

1 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
1.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00

LOQ 0.03 LOQ 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00

LOQ 0.04 0.07 0.03 0.03 0.03 0.04 0.02

2
3
4 LOQ 0.03 LOQ 0.03 LOQ 0.04 0.03 0.00
6
8

LOQ 0.03 LOQ 0.03 0.02 0.04 0.03 0.01

10 LOQ 0.03 LOQ 0.03 LOQ 0.03 0.03 0.00
24 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
36 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

1V.3.2.4.- Prueba n° 4: administracion subcutanea de dosis
multiple de 5 mg/kg cada 12 horas de enrofloxacina.

En la tabla 57 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcion del tiempo obtenidas tras la administracion
subcutanea de dosis multiple con un total de 9 dosis de 5 mg/kg de peso corporal
cada 12 horas de enrofloxacina (las lineas gruesas indican los tiempos en los que se
administré cada una de las dosis); en la grafica 42 se muestra la evolucion de las
concentraciones plasmadticas correspondientes; en las tablas 58, 59 y 60 se
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muestran los parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados
a un modelo no compartimental de la 1* y 9% en este caso calculados hasta la
ultima extraccion (84 horas) y a las 12 horas de esta ultima administracion con
objeto de poder comparar con la 1* y 9° dosis en igualdad de tiempos.

En la tabla 61 se reflejan las concentraciones plasmaticas (pug/ml), media y
DE de ciprofloxacina tras la administracién subcutanea de dosis multiple (9 dosis)
de 5 mg/kg de pv de enrofloxacina.

Tabla 57.- Concentracion plasmatica (pug/ml), media y DE tras Ia
administracion subcutanea de dosis multiple (9 dosis) de 5 mg/kg de pv cada 12
horas de enrofloxacina.

Tiempo (h) | Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 ] Media | DE
0.25 1.68 0.46 1.03 0.18 1.01 0.79 0.86 0.52
0.5 1.92 1.75 1.56 1.04 1.18 1.11 1.43 0.37
0.75 2.60 2.32 1.93 1.31 1.25 1.48 1.81 0.56

1 3.19 2.72 2.29 1.62 1.21 1.48 2.08 0.78
2 3.86 2.74 2.31 1.84 1.61 - 2.47 0.89
4 3.25 2.48 2.99 1.81 1.79 1.79 2.35 0.66
6 2.11 2.30 2.92 1.72 0.33 1.81 1.87 0.87
8 1.56 1.65 1.82 1.57 0.26 - 1.37 0.63
10 1.31 1.11 1.59 1.34 - 1.15 1.30 0.19
12 0.98 0.98 1.32 1.13 0.29 0.90 0.93 0.35
13 2.54 2.51 1.44 2.49 0.22 1.31 1.75 0.94
14 3.15 2.81 1.85 3.36 2.18 0.86 2.37 0.93
24 1.42 0.97 0.42 1.33 0.84 0.11 0.85 0.51
25 2.06 1.44 1.31 1.74 1.01 0.31 1.31 0.61
26 2.09 1.60 1.41 2.32 1.64 2.16 1.87 0.37
36 1.27 1.11 0.37 1.29 1.02 0.21 0.88 0.47
37 2.67 2.44 2.02 1.47 1.01 0.22 1.64 0.93
38 2.69 2.46 2.62 1.71 1.52 1.74 2.12 0.52
48 1.20 0.94 0.24 1.18 0.92 0.95 0.90 0.35
49 2.64 3.22 2.55 2.62 1.49 1.03 2.26 0.82
50 3.33 3.42 3.23 3.32 1.94 1.41 2.78 0.87
60 1.19 0.92 1.00 1.27 0.99 0.92 1.05 0.14
61 3.36 2.27 2.96 1.92 2.15 1.08 2.29 0.80
62 4.03 2.40 3.24 2.81 2.29 2.46 2.87 0.66
72 1.09 0.91 1.08 1.25 0.83 0.86 1.00 0.16
73 - 3.49 2.08 1.95 1.46 1.36 2.07 0.85
74 4.52 4.34 3.26 3.23 2.16 1.72 3.20 1.12
84 1.06 0.35 0.96 1.19 0.87 1.02 0.91 0.30

(Continda en la pagina siguiente)
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Tiempo (h) § Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal S | Animal 6 ] Media | DE
85 2.66 1.93 2.16 2.11 1.54 2.34 2.12 0.38
86 3.19 2.13 3.20 2.63 2.12 2.71 2.66 | 0.48
96 0.85 1.08 0.33 0.96 0.83 0.87 0.82 0.26

96.25 1.70 1.53 1.59 1.39 0.92 1.24 1.39 0.28
96.5 2.22 1.97 1.45 1.47 1.21 1.49 1.64 | 0.38
96.75 2.52 2.36 2.17 1.59 1.09 1.96 1.95 0.53
97 2.89 2.14 2.30 1.72 1.24 2.07 2.06 | 0.56
98 3.27 2.27 3.25 2.54 1.38 2.61 2.55 0.70
100 2.75 2.36 3.22 2.13 1.74 1.94 2.36 | 0.55
102 2.09 1.80 2.97 2.10 2.05 1.59 2.10 | 047
104 1.21 1.56 2.14 1.57 1.15 1.31 1.49 0.36
106 1.35 1.09 1.60 1.48 0.98 1.14 1.27 0.24
108 1.03 1.05 1.57 1.31 0.65 0.99 1.10 | 0.31
120 0.17 0.14 0.22 0.21 0.14 0.16 0.17 0.03
132 0.11 0.04 0.05 0.13 0.05 0.10 0.08 0.04
144 0.06 0.02 0.05 0.06 LOQ 0.05 0.04 | 0.02
156 0.04 LOQ LOQ 0.05 LOQ LOQ 0.02 0.02
168 LOQ LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ 0.01 0.01
180 LOQ LOQ LOQ 0.04 LOQ LOQ 0.01 0.02

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)
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Grafica 42.- Evolucién de las concentraciones plasmaticas de enrofloxacina
tras la administracion de dosis multiple (9 dosis) de 5 mg/kg de pv via subcutanea

en llamas expresadas como media = DE, ajustadas a un modelo no compartimental
(n=6).
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Tabla 58.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la primera dosis subcutanea de dosis multiple (9 dosis) de 5
mg/kg de pv cada 12 horas de enrofloxacina (modelo no compartimental).

Parametros Animal 1| Animal 2| Animal 3| Animal 4| Animal 5| Animal 6]Media| DE
Tmax(h) 2.00 2.00 4.00 2.00 4.00 6.00 333 | 1.63

Conax(pg/ml) 386 | 274 | 299 | 184 | 179 | 181 |2.51 084

AUC(pg-h/ml) ] 26.79 | 23.00 | 26.00 18.42 9.63 17.51 §20.22| 6.43

t %2 Mh) 5.58 4.69 8.71 8.36 4.19 595 ]6.25|1.88
AUC(png-h/ml) | 34.74 | 29.18 | 42.76 | 32.04 10.94 | 2526 ]29.15|10.69
Vz(L/kg) 1.16 1.16 1.47 1.88 2.76 1.70 ] 1.69 | 0.60

Cl (L/kg-h) 0.14 0.17 0.12 0.16 0.46 0.20 ] 0.21 | 0.13
MRT,(h) 4.81 5.15 5.57 5.84 3.90 564 ]5.15|0.72
MRT.,, (h) 8.30 8.03 13.01 13.58 5.59 10.23 §9.79 | 3.10

F (%) 53.04 | 46.47 | 4992 | 47776 | 25.56 | 39.36 |43.68| 9.98

Tabla 59.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la novena dosis subcutanea de dosis multiple (9 dosis) de 5
mg/kg de pv cada 12 horas de enrofloxacina calculo a las 84 horas) (modelo no
compartimental).

Parametros Animal 1| Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5| Animal 6] Media| DE
Thmax(h) 2.00 0.75 2.00 2.00 6.00 2.00 246 | 1.81

Com(ugml) | 327 | 236 | 325 | 254 | 205 | 261 268 049

AUC(pg-h/mh | 3529 | 29.81 42.27 | 3574 | 22.60 | 29.35 |32.51| 6.77

t Y2 A(h) 8.93 7.39 7.31 10.79 7.51 8.00 | 832 | 1.35
AUC,(ng-h/ml) | 35.60 | 29.84 | 42.31 36.05 | 22.67 | 29.40 |32.64| 6.81
Vz(L/kg) 1.81 1.79 1.25 2.16 2.39 1.96 1.89 | 0.39

Cl (L/kg-h) 0.14 0.17 0.12 0.14 0.22 0.17 ] 0.16 | 0.04

MRT,,«(h) 10.77 8.96 9.14 12.59 9.41 10.61 §10.25| 1.38

MRT.,, (h) 11.53 9.05 9.19 13.34 9.61 10.75 §10.58 | 1.66

F (%) 69.87 | 60.22 81.17 92.67 59.97 66.00 §71.65|12.92

Tabla 60.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar tras la
administracion de la novena dosis subcutdnea de dosis multiple (9 dosis) de 5
mg/kg de pv cada 12 horas de enrofloxacina (calculo a las 12 horas) (modelo no
compartimental).

Parametros Animal 1| Animal 2| Animal 3| Animal 4| Animal 5| Animal 6]Media| DE

Tmax(h) 2.00 0.75 2.00 2.00 6.00 2.00 ] 2.46 | 1.81

Conax(pg/ml) 327 | 236 | 325 | 254 | 205 | 261 |2.68 049

AUC(ngh/ml) | 24.14 | 20.86 | 29.03 | 21.86 | 20.86 19.31 §22.68 | 3.50

t %2 Mh) 5.75 6.53 6.73 10.29 5.20 9.82 1739|214
AUC,(pg-h/ml) | 32.21 30.10 | 43.18 | 40.97 | 21.90 | 33.32 ]33.61|7.71
Vz(L/kg) 1.29 1.57 1.13 1.81 1.71 2.13 | 1.61 | 0.36

Cl (L/kg-h) 0.16 0.17 0.12 0.12 0.23 0.15 ]0.16 | 0.04
MRT,(h) 4.90 5.21 5.45 5.57 7.50 5.17 }5.63 | 094
MRT.,, (h) 8.75 10.19 10.78 15.49 8.65 14.00 J11.31]2.82

F (%) 4781 | 42.14 | 55.775 | 56.69 | 55.35 | 43.43 ]150.19] 6.57
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Tabla 61.- Concentracion plasmatica (ng/ml), media y DE de ciprofloxacina
tras la administracion subcutanea de dosis multiple (9 dosis) de 5 mg/kg de pv de
enrofloxacina.

Tiempo (W)} Animal 1| Animal 2  Animal 3 | Animal4 Animal 5 Animal 6] Media DE
0.25 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.75 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

1 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
2 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
4 0.03 LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
6 0.03 LOQ 0.04 LOQ LOQ LOQ 0.04 0.00
8 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
10 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
12 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
13 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
14 0.03 0.03 LOQ 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00
24 LOQ LOQ 0.06 LOQ LOQ LOQ 0.06 0.00
25 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
26 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
36 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
37 LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
38 LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
48 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
49 0.03 0.03 0.03 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00
50 0.04 0.04 0.04 0.03 LOQ LOQ 0.04 0.00
60 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
61 0.03 0.03 0.04 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.01
62 0.04 0.03 0.03 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00
72 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
73 LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
74 0.04 0.05 0.05 LOQ LOQ LOQ 0.05 0.01
84 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
85 0.03 LOQ 0.03 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00
86 0.04 0.03 0.05 LOQ 0.03 0.03 0.04 0.01
96 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
96.25 LOQ LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
96.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
96.75 0.03 LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
97 0.03 0.03 0.04 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.01
98 0.04 0.03 0.04 LOQ LOQ 0.03 0.04 0.01
100 0.05 0.05 0.05 0.03 LOQ 0.03 0.04 0.01
102 0.04 0.03 0.05 0.03 LOQ 0.03 0.04 0.01
104 LOQ 0.03 0.04 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.01
106 0.03 LOQ 0.04 LOQ LOQ LOQ 0.03 0.01
108 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
120 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
132 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
144 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
156 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
168 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
180 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)
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I1V.3.2.5.- Prueba n° 5: administracion subcutanea de una dosis de
15 mg/kg de enrofloxacina LA.

En la tabla 62 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estandar en funcion del tiempo obtenidas tras la administracion
subcutanea de una dosis de 15 mg/kg de peso corporal de enrofloxacina LA; en la
grafica 43 se muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas
correspondientes; en la tabla 63 se muestran los parametros farmacocinéticos,
media y desviacion estandar, ajustados a un modelo no compartimental.

En la tabla 64 se reflejan las concentraciones plasmaticas (pg/ml), media y
DE de ciprofloxacina tras la administracion subcutanea de una dosis de 15 mg/kg
de pv de enrofloxacina LA.

Tabla 62.- Concentracion plasmatica (pg/ml), media y desviacion estandar,
tras la administracidon subcutdnea de una dosis de 15 mg/kg de pv de enrofloxacina
LA (modelo no compartimental).

Tiempo (h)|Animal 1|Animal 2|Animal 3 Animal 4| Animal 5|Animal 6] Media | DE

0.25 0.85 0.85 1.14 0.46 0.92 0.84 0.84 0.22
0.5 1.28 1.01 1.73 1.16 1.40 1.16 1.29 0.25
0.75 1.56 1.28 2.02 1.54 1.60 1.25 1.54 [0.28
1 1.80 1.51 2.59 1.66 2.32 1.57 1.91 0.44
2 2.74 2.15 4.08 2.67 2.77 2.02 274 10.73
3 3.38 2.89 4.44 3.37 393 2.41 340 (0.72
4 3.57 3.06 4.81 3.64 395 2.75 3.63 0.72
5 4.43 3.33 491 448 4.25 3.26 4.11 0.67
6 - 3.53 5.00 5.30 5.44 4.02 4.66 0.84
8 4.92 3.92 4.82 5.64 4.05 4.59 4.66 0.63
12 4.05 2.21 3.07 4.24 2.36 2.67 3.10 |0.86
16 2.88 1.59 1.86 2.95 1.59 1.69 2.09 0.64
20 1.83 1.33 1.07 1.56 1.04 0.35 1.20 [0.51
24 1.30 1.15 0.34 1.17 0.29 0.21 0.75 0.51
27 1.09 0.36 0.28 1.01 0.26 0.22 0.54 (040
30 1.09 0.22 0.19 0.47 0.22 0.20 040 |0.35
33 1.05 0.16 0.16 0.35 0.11 0.09 0.32 0.37
36 0.84 0.08 0.11 0.27 0.07 0.09 0.24 0.30
42 0.26 0.03 0.06 0.17 0.06 0.07 0.11 0.09
48 0.12 LOQ 0.02 0.13 0.03 0.03 0.06 0.05
52 0.10 LOQ 0.02 0.11 0.02 LOQ 0.05 0.05
56 0.08 LOQ 0.02 0.09 0.02 0.02 0.04 0.04
60 0.03 LOQ 0.02 0.08 LOQ 0.02 0.03 0.03
72 0.02 LOQ LOQ 0.02 LOQ LOQ 0.00 0.01
78 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ |LOQ
84 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ |LOQ
96 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ |LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)
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Grafica 43.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de enrofloxacina
LA tras la administracion de una dosis de 15 mg/kg de pv via subcutanea en llamas
expresadas como media + DE, ajustadas a un modelo no compartimental (n=6).

Tabla 63.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion subcutdnea de una dosis de 15 mg/kg de pv de enrofloxacina LA
(modelo no compartimental).

Parametros Animal 1| Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5| Animal 6| Media| DE

Tax(h) 8.00 8.00 6.00 8.00 6.00 8.00 | 733 |1.03

Crnax(pg/ml) 4.92 3.92 5.00 5.64 5.44 459 1492 0.62

AUCq(ug-h/ml) | 94.22 | 57.58 | 71.31 90.32 | 61.46 | 54.47 |71.56|17.06

t ¥4 A(h) 1054 | 651 | 706 | 1067 | 7.5 | 776 | 828  1.85
AUC, (ughvml) | 9475 | 5772 | 7143 | 9082 | 61.58 | 5452 |71.80 17.26
Vz(L/kg) 241 | 244 | 214 | 254 | 251 | 3.08 |252 031
Cl (L/kgh) 0.16 | 026 | 021 | 017 | 024 | 028 |022 0.05
MRT ,(h) 1527 | 1159 | 10.03 | 13.90 | 10.13 | 10.53 |11.91  2.19
MRT,, (h) 1574 | 1171 | 10.14 | 1444 | 1024 | 10.60 |12.15 2.38
F (%) 62.19 | 3878 | 45.64 | 78.07 | 5437 | 40.83 |53.31 14.96
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Tabla 64.- Concentracion plasmatica (pug/ml), media y DE de ciprofloxacina
tras la administracion subcutanea de una dosis de 15 mg/kg de pv de enrofloxacina
LA.

Tiempo (h)l Animal 1 Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6] Media DE

0 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.25 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.5 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.75 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
1 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

LOQ LOQ 0.04 LOQ LOQ LOQ 0.04 0.00

LOQ LOQ 0.06 LOQ LOQ LOQ 0.06 0.00

LOQ LOQ 0.07 0.03 LOQ LOQ 0.05 0.03

LOQ LOQ 0.05 0.03 0.04 0.03 0.04 0.01

2
3
4 LOQ LOQ 0.06 LOQ LOQ LOQ 0.06 0.00
5
6
8

LOQ 0.03 0.06 0.04 0.03 0.03 0.04 0.02

12 LOQ LOQ 0.05 0.03 0.02 LOQ 0.03 0.01
16 LOQ LOQ 0.03 0.03 LOQ LOQ 0.03 0.00
20 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
24 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
27 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
30 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
33 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
36 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
42 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
48 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
52 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
56 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
60 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
78 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
84 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
96 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

1V.3.2.6.- Prueba n° 6: administracion subcutinea de dosis
miultiple de 15 mg/kg cada 72 horas de enrofloxacina LA.

En la tabla 65 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y
desviacion estdndar en funcién del tiempo obtenidas tras la administracion
subcutanea de dosis multiple con un total de 2 dosis de 15 mg/kg de peso corporal
cada 72 horas de enrofloxacina LA (la linea gruesa indica el tiempo en el que se
administré la segunda dosis); en la grafica 44 se muestra la evolucién de las
concentraciones plasmaticas correspondientes; en las tablas 66, 67 y 68 se
muestran los parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados
a un modelo no compartimental de la 1* y 2% dosis, en este caso calculados hasta la
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ultima extraccion (120 horas) y a las 72 horas de esta ultima administracion con
objeto de poder comparar con la 1* y 2° dosis en igualdad de tiempos.

En la tabla 69 se reflejan las concentraciones plasmaticas (pug/ml), media y
DE de ciprofloxacina tras la administracion subcutanea de dosis multiple (2 dosis)
de 15 mg/kg de pv de enrofloxacina LA.

Tabla 65.- Concentracion plasmatica (ug/ml), media y desviacion estandar
tras la administracién subcutanea de dosis multiple (2 dosis) de 15 mg/kg de pv
cada 72 horas de enrofloxacina LA.

Tiempo (h) | Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 | Media | DE
0.25 0.40 1.11 1.13 0.22 1.85 0.94 0.94 0.59
0.5 1.27 1.52 1.69 1.16 2.44 1.24 1.55 [0.48
0.75 1.62 2.08 1.85 1.63 2.87 1.76 1.97 1047

1 1.96 2.46 2.62 1.91 3.33 2.02 2.38 |0.55
2 3.32 3.81 5.11 2.60 431 3.03 3.69 091
4 442 5.19 9.08 4.59 5.02 4.34 5.44 |11.82
6 4.99 5.13 9.63 5.22 4.89 4.79 5.78 |1.89
8 6.12 3.77 7.78 5.63 443 4.83 543 142
10 6.34 3.12 7.45 5.29 3.67 4.96 5.14 |1.62
12 5.36 2.94 5.96 2.68 3.32 5.45 428 |1.46
24 2.06 1.06 1.94 1.66 1.44 2.10 1.71 {0.41
28 1.48 0.89 1.57 1.41 1.32 1.87 1.42 10.32
32 1.26 0.88 1.40 1.19 1.19 1.77 1.28 |0.29
36 0.97 0.71 1.01 1.04 1.17 1.43 1.05 |0.24
48 0.24 0.22 0.32 0.34 0.34 0.87 0.39 [0.24
50 0.21 0.19 0.31 0.30 0.36 0.80 0.36 [0.22
52 0.20 0.16 0.25 0.32 0.33 0.31 0.26 |0.07
54 0.18 0.15 0.28 0.29 0.32 0.31 0.25 [0.07
56 0.16 0.19 0.25 0.28 0.30 0.27 0.24 |0.06
60 0.13 0.16 0.16 0.27 0.27 0.26 0.21 [0.07
72 0.06 0.07 0.08 0.20 0.14 0.14 0.12 |0.05
72.08 0.20 0.44 0.22 0.35 0.91 0.24 0.39 |0.27
72.17 0.36 1.00 1.00 0.87 1.17 0.36 0.79 |0.35
72.25 0.95 1.15 1.23 1.12 1.73 1.00 1.20 |0.28
72.5 1.40 1.49 1.57 1.86 2.45 1.26 1.67 {0.43
72.75 1.79 2.09 2.10 2.52 3.05 1.69 2.21 |0.50
73 2.14 2.43 3.80 3.03 3.42 2.00 2.80 |0.73
74 3.28 391 5.66 4.97 3.71 3.16 4.11 |1.00
76 4.86 4.63 6.09 8.09 7.45 4.78 598 [1.49
78 6.15 4.48 5.92 9.16 7.47 5.92 6.52 | 1.61
80 6.70 3.65 4.92 10.85 8.17 6.50 6.80 |2.52
82 6.80 3.13 4.46 9.44 8.52 5.94 6.38 [2.39
84 7.26 2.81 4.17 9.09 8.29 5.22 6.14 |2.47
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Tiempo (h)I Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 ] Media DE
96 3.33 1.14 2.12 4.54 3.97 2.75 2.98 1.24
100 3.00 0.97 1.89 3.24 2.81 2.49 2.40 0.84
104 2.39 0.36 1.44 2.61 2.35 2.12 1.88 0.85
108 1.85 0.25 1.22 2.24 1.79 1.67 1.50 0.69
120 0.99 0.12 0.33 1.14 0.39 0.51 0.58 0.40
122 0.89 0.11 0.33 1.04 0.34 0.45 0.53 0.36
124 0.86 0.10 0.28 0.98 0.30 0.37 0.48 0.36
126 0.84 0.08 0.30 0.92 0.25 0.32 0.45 0.34
128 0.76 0.08 0.25 0.85 0.23 0.32 0.42 0.31
132 0.75 0.07 0.22 0.34 0.17 0.23 0.30 0.24
144 0.14 0.04 0.13 0.17 0.06 0.13 0.11 0.05
148 0.15 0.04 0.09 0.13 0.06 0.12 0.10 0.04
152 0.11 0.03 0.08 0.10 0.04 0.10 0.08 0.03
156 0.10 0.03 0.06 0.04 0.03 0.08 0.06 0.03
168 0.06 0.02 0.04 0.02 LOQ 0.05 0.03 0.02
174 0.05 0.02 0.03 0.02 LOQ 0.06 0.03 0.02
180 0.04 0.02 LOQ 0.02 - 0.05 0.03 0.02
192 0.03 LOQ - LOQ - 0.03 0.02 0.01

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

Concentracion plasmatica (ug/ml)

o P N WA OO N O ©
T TS

Promedio de Cp de Enrofloxacina LA SC dosis multiple
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Grafica 44.- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de enrofloxacina
LA tras la administracion de dosis multiple (2 dosis) de 15 mg/kg de pv via
subcutanea en llamas expresadas como media = DE, ajustadas a un modelo no
compartimental (n=6).
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Tabla 66.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la primera dosis subcutanea de dosis multiple (2 dosis) de 15
mg/kg de pv cada 72 horas de enrofloxacina LA (modelo no compartimental).

Parametros Animal 1 |Animal 2| Animal 3 | Animal 4| Animal 5/ Animal 6] Media | DE
Thmax(h) 10.00 4.00 6.00 8.00 4.00 12.00 § 7.33 | 3.27
Cnax(pg/ml) 6.34 5.19 9.63 5.63 5.02 5.45 6.21 | 1.74
AUCo(ng-h/ml) | 128.23 | 89.43 162.01 | 106.42 | 108.82 | 138.27 §122.20(26.01

t ¥ A(h) 1208 | 1095 | 944 | 1242 | 1258 | 17.06 |12.42 ] 2.56
AUC,(ng-h/ml) | 12936 | 90.54 | 162.94 | 108.59 | 111.01 | 141.84 |124.05|26.03
Vz(L/kg) 202 | 262 | 125 | 248 | 245 | 260 | 224 053

Cl (L/kg'h) 0.12 0.17 0.09 0.14 0.14 0.11 0.13 | 0.03
MRT ,5¢(h) 15.92 15.31 14.49 18.12 | 17.56 | 19.22 |16.77 | 1.82
MRT,, (h) 16.56 16.21 14.89 19.56 | 19.00 | 21.17 §17.90 | 2.38

F (%) 84.64 | 60.22 | 103.70 | 91.99 | 96.26 | 103.63 §122.20|26.01

Tabla 67.- Parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la segunda dosis subcutdnea de dosis multiple (2 dosis) de 15
mg/kg de pv cada 72 horas de enrofloxacina LA (céalculo a las 120 horas) (modelo
no compartimental).

Parametros Animal 1/ Animal 2| Animal 3 Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DE
Thax(h) 12.00 4.00 4.00 8.00 10.00 8.00 7.67 | 3.20
Crnax(png/ml) 7.26 4.63 6.09 10.85 8.52 6.50 7.31 | 2.16
AUC(ug-h/ml) | 194.87 | 80.08 133.53 | 249.50 | 205.27 | 156.21 ]169.91|59.64

t %2 Mh) 20.64 | 18.10 8.12 13.85 5.06 26.46 | 15.37 | 7.99
AUC,(ng-h/ml) | 195.72 | 80.30 | 133.64 | 249.69 | 205.29 | 157.46 §170.35|59.64
Vz(L/kg) 2.28 4.88 1.31 1.20 0.53 3.64 | 2.31 | 1.66

Cl (L/kg-h) 0.08 0.19 0.11 0.06 0.07 0.10 0.10 | 0.05
MRT,q(h) 21.84 14.27 17.90 19.20 17.01 20.12 1 18.39 | 2.63

MRT, (h) 22.39 | 14.63 17.98 19.29 | 17.02 | 21.21 | 18.75 | 2.84

F (%) 128.62 | 53.93 | 85.47 | 215.66 | 181.60 | 117.08 §169.91|59.65

Tabla 68.- Pardmetros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, tras la
administracion de la segunda dosis subcutdnea de dosis multiple (2 dosis) de 15
mg/kg de pv cada 72 horas de enrofloxacina LA (célculo a las 72 horas) (modelo
no compartimental).

Parametros Animal 1|Animal 2 | Animal 3 | Animal 4| Animal 5| Animal 6] Media | DE
Tmax(h) 12.00 4.00 4.00 8.00 10.00 8.00 7.67 | 3.20

Chnax(pg/ml) 7.26 4.63 6.09 10.85 8.52 6.50 7.31 |2.16

AUC,,o(pg-h/ml) | 191.37 | 78.97 | 131.53 | 247.24 | 204.42 | 152.97 1167.75|59.39

t %2 Mh) 8.25 15.57 17.00 7.61 9.12 12.53 | 11.68 | 3.98
AUC(pg-h/ml) | 193.49 | 79.85 | 134.79 | 248.97 | 205.27 | 155.25 ]169.6159.35
Vz(L/kg) 0.92 4.22 2.73 0.66 0.96 1.75 1.87 | 1.38

Cl (L/kg-h) 0.08 0.19 0.11 0.06 0.07 0.10 | 0.10 | 0.05

MRT,,q(h) 20.61 13.21 16.89 18.60 16.74 18.63 | 17.45|2.51

MRT, (h) 21.30 14.10 18.82 19.05 17.03 19.68 |18.33 |2.49

F (%) 126.31 | 53.18 | 84.18 | 213.71 | 180.84 | 114.65 J167.75/59.39)
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Tabla 69.- Concentracion plasmatica (pug/ml), media y DE de ciprofloxacina
tras la administracion subcutanea de dosis multiple (2 dosis)de 15 mg/kg de pv de
enrofloxacina LA.

Tiempo (h)l Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal S | Animal 6] Media DE
0.00 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.25 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.50 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
0.75 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

1 LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00

2 LOQ 0.06 LOQ LOQ 0.04 LOQ 0.05 0.01

4 0.03 0.07 0.04 0.03 0.06 LOQ 0.05 0.02

6 0.04 0.05 0.06 0.05 0.07 LOQ 0.06 0.01

8 0.06 0.05 0.05 0.06 0.07 0.02 0.05 0.02
10 0.06 0.06 0.05 0.06 0.07 0.02 0.05 0.02
12 0.07 0.27 0.06 0.02 0.06 0.03 0.09 0.09
24 0.05 LOQ 0.04 0.03 0.03 LOQ 0.04 0.01
28 0.03 LOQ LOQ LOQ 0.03 LOQ 0.03 0.00
32 0.02 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ 0.02 0.00
36 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
48 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
50 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
52 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
54 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
56 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
60 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72.08 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72.17 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72.25 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72.50 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
72.75 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
73 LOQ 0.03 LOQ LOQ LOQ LOQ 0.03 0.00
74 LOQ 0.04 LOQ LOQ LOQ LOQ 0.04 0.00
76 0.04 0.04 0.03 0.04 0.07 0.03 0.04 0.01
78 0.05 0.05 0.03 0.07 0.12 0.04 0.06 0.03
80 0.08 0.05 0.02 0.07 0.13 0.05 0.07 0.04
82 0.09 0.04 0.03 0.07 0.14 0.05 0.07 0.04
84 0.08 LOQ 0.04 0.08 0.12 0.04 0.07 0.03
96 0.06 LOQ LOQ 0.05 0.07 0.03 0.05 0.02
100 0.05 LOQ LOQ 0.05 0.05 0.02 0.04 0.01
104 0.05 LOQ LOQ 0.04 0.07 0.02 0.05 0.02
108 0.04 LOQ LOQ 0.03 0.05 LOQ 0.04 0.01
120 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(Continda en la pagina siguiente)
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Tiempo (h)] Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6] Media | DE
122 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
124 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
126 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
128 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
132 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
144 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
148 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
152 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
156 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
168 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
174 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
180 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
192 LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ

(LOQ: por debajo del limite de cuantificacion)

IV.3.3.- Resultados estadisticos

1V.3.3.1.- Marbofloxacina

En las tablas 70, 71, 72, 73, 74, 75 y 76 se muestran los resultados obtenidos
tras la realizacion de un estudio de analisis de varianza, T de Student (Duncan y

prueba T de correlacion de muestras relacionadas). El nivel de significacion fue
p<0,05.

Si analizamos por parametros cinéticos (en rojo los que presentan diferencias
significativas) podemos comprobar que:

AUCs y AUC,: presentan diferencias entre las subcutdneas multiples 3*
dosis con la 5* dosis tanto a 24 horas como a tiempo final (84 horas) segun la
prueba T. También son diferentes significativamente las subcutaneas multiples 5°
dosis a las 24 horas y a tiempo final (84 horas) segun la prueba Duncan. La
subcutanea multiple 5% dosis a las 24 horas y a tiempo final (84 horas) presentan
esas diferencias tanto segun la prueba T como la prueba Duncan.

Tabla 70.- Diferencias estadisticas del area bajo la curva final y el area bajo
la curva infinito entre las distintas vias y dosis.

AUC,:  |1v|IM/SCdu|SCdm 1°d|SCdm 3°d | SCdm 5°d(24h) |SCdm 5°d(TF)
v
M N
SC du NN
SCdm1*d [N|/N| N 0,149 0,164 0,166
SCdm3*d [N|/N| N | 0,226 0,023 0,031
SCdm5*d(24h)|N|N| N | 0311 0,970 0,000
SCdm5* d(TRH|N|N| N | 0,964 0,169 0,000

(Continta en la pagina siguiente)
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AUC, IV|{IM|SCdu|SCdm 1°d | SCdm 3*d | SCdm 5°d(24h) |[SCdm 5°d(TF)
v
IM N
SC du N|N
SCdm1°d |N|N| N 0,173 0,151 0,154
SCdm3*d |N|N| N 0,170 0,043 0,038
SCdm5°d 24h)]N| N | N 0,239 0,844 0,000
SCdm5*d(TF)JN | N| N 0,533 0,372 0,012

Cmax: La via intravenosa es la unica via que presenta diferencias
significativas con el resto (intramuscular, subcutdnea dosis Unica, subcutianea
multiple 1%, 3%, 5* dosis a las 24 horas y 5% dosis a tiempo final), no teniendo el
resto diferencias entre si (Duncan).

Tabla 71.- Diferencias estadisticas de la concentracion maxima entre las
distintas vias y dosis.

Conax IV/IM|SCdu|SCdm 1°d|SCdm 3°d | SCdm 5°d(24h) |SCdm 5°d(TF)
v
IM S
SC du SN
SCdm1*d |S|N| N 0,232 0,188 0,188
SCdm3*d |S|N| N | 0,741 0,436 0,436
SCdm5'd24h)|S|N| N | 0,235 0,185
SCdm5° d(TF)|S|N| N | 0235 0,185

Tuax: No se han encontrado diferencias significativas en los valores de las

diferentes vias (y administraciones) utilizadas.

Tabla 72.- Diferencias estadisticas de tiempo maximo entre las distintas vias

y dosis.

Tmax

IM

SCdu

SCdm 1°d

SCdm 3°d

SCdm 5°d(24h)

SCdm 5°d(TF)

IM

SC du

SCdm 1°d

0,328

0,932

0,932

SCdm 3*d

0,794

0,794

SC dm 5* d (24h)

SC dm 5* d (TF)

Z|Z|Z|Z|z

z|\z|\z|z

ti: La via intramuscular presenta diferencias significativas con el resto de

las vias y administraciones. A su vez en la subcutdnea multiple 5* dosis a tiempo
final (84 horas) es significativamente diferente, tanto a la intramuscular como a las
subcutanea dosis Unica, y subcutanea multiple 1%, 3* y 5% dosis a las 24 horas
(Duncan). Esta ultima diferencia entre la subcutanea multiple 5* dosis a tiempo
final (84 horas) y 5* dosis a las 24 horas, también se especifica con la prueba T.
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Tabla 74.- Diferencias estadisticas de la semivida de eliminacion entre las
distintas vias y dosis.

ti IV IM|SCdu|SCdm 1°d |SCdm 3°d | SCdm 5"d(24h) |SCdm 5°d(TF)
v
IM N
SC du S|S
SCdm1°d S|S| N 0,506 0,299 0,510
SCdm 3*d S|S| N 0,611 0,031 0,789
SCdm5°d(24h)|S| S| N 0,296 0,102 0,481
SCdm5*d(TF)JS| S| S 0,000 0,000 0,000

MRT,, y MRT,: Los tiempos medios de residencia presentan las mismas
diferencias significativas; la via subcutanea multiple 5* dosis tiempo final (84
horas) con todas las vias y administraciones. Ademas el tiempo medio de
residencia final presenta también diferencias con la 3* dosis de la subcutanea
multiple (Duncan).

Tabla 76.- Diferencias estadisticas del tiempo medio de residencia, final e
infinito, entre las distintas vias y dosis.

MRT IV IM|SCdu|SCdm 1°d | SCdm 3*d

v

SCdm 5°d(24h) |SCdm 5*d(TF)

M

SC du

SCdm 1°d

SCdm 3*d

SC dm 5* d (24h) 0,175

SC dm 5% d (TF) 0,000 0,000

IV|IM|SCdu|SCdm 1°d | SCdm 3*d

MRT.,,
v

SCdm 5"d(24h) |SCdm 5°d(TF)

IM

SC du

SCdm1°d

SCdm3*d 0,013

SC dm 5* d (24h)| 0,203 0,175

wn|Z\Z|Z|Z|Z
w|Z|z \z|Z
w|Z|z|z

SC dm 5* d (TF) 0,002 0,000

1V.3.3.2.- Enrofloxacina

En las tablas 77, 78, 79, 80, 81, 82 y 83 se muestran los resultados obtenidos
tras la realizacion de un estudio de analisis de varianza, T de Student (Duncan y
prueba T de correlacion de muestras relacionadas). El nivel de significacion fue
p<0,05.
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Si analizamos por parametros cinéticos (en rojo los que presentan diferencias
significativas) podemos comprobar que:

AUCpy y AUC,: para ambas éareas bajo la curva, las vias intravenosa e
intramuscular presentan diferencias con todas las dosis y administraciones de la
subcutanea multiple, y la subcutanea multiple 9* dosis a tiempo final (84 horas) es
diferente a todas las vias y administraciones (Duncan). Por la T de muestras
relacionadas también se ven diferencias entre los dos estudios de la 9* dosis de la
subcutanea multiple (a las 12 y 84 horas).

AUC,, presenta diferencias de la subcutanea dosis Uinica con todas las
multiples mientras que AUC, s6lo las tiene frente a la 1* y 9* dosis a las 84 horas
de la subcutanea multiple (Duncan) y la 1* dosis de la subcutanea multiple segtin la
T de muestras relacionadas se diferencia de la 9* dosis a las 24 y 84 horas de la
subcutanea multiple.

Tabla 77.- Diferencias estadisticas de las areas bajo la curva, final e infinito,
entre las distintas vias y dosis.

AUC, IV|IM| SCdu | SCdm 1°d | SCdm 9°d (12h) | SCdm 9°d (TF)
v
M N
SC du NN
1° SC dm s|s| s 0,190 0,064
SCdm9*d12h|s|s| s 0,276 0,038
SCdm9°d(TF) [S|S | s 0,001 0,002
AUC,, IV|IM| SCdu | SCdm 1°d | SCdm 9°d (12h) | SCdm 9°d (TF)
v
M N
SC du NN
1° SC dm s|s| s 0,011 0,002
SCdm9*d12h|s|s| N 0,095 0,006
SCdm9°d(TF) [S|S | s 0,151 0,415

Ciax: Se han encontrado diferencias de la via intravenosa con el resto de las
vias a excepcion de la subcutinea multiple 9* dosis a tiempo final (84 horas)
(Duncan). Las diferencias entre las subcutaneas multiples 9* dosis a las 24 y 84
horas con la subcutanea multiple 1* dosis se indican tanto a través de Duncan como
de T de muestras relacionadas.
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Tabla 78.- Diferencias estadisticas de la concentracion maxima entre las
distintas vias y dosis.

G IV/IM| SCdu | SCdm 1°d | SCdm 9°d (12 h) | SCdm 9°d (TF)
v

IM

SC du

1° SC dm 0,061 0,061

SC dm 9*d (12 h)

Z lwnln| wnl wn
z|Z\Z|z

N
N 0,025
N 0,025

SC dm 9° d (TF)

Tmax: N0 se han observado diferencias significativas entre ninguna de las vias

y administraciones (intramuscular, subcutidnea dosis Unica, subcutanea multiple 1%
9% dosis 12 horas y 9* dosis tiempo final).

Tabla 79.- Diferencias estadisticas del tiempo maximo entre las distintas vias
y dosis.

T nax IM| SCdu | SCdm 1*d | SCdm 9°d (12 h) SCdm 9°d (TF)
IM
SC du N
1°SC dm N 0,520 0,420
SCdm9*d(d2h) [ N N 0,296
SCdm9°d (TF) | N N 0,296

tim: las vias intravenosa, intramuscular y subcutdnea dosis Unica no
presentan diferencias significativas entre ellas pero sin con la obtenida en todas las
subcutaneas multiples.

Tabla 82.- Diferencias estadisticas de la semivida de eliminacion entre las
distintas vias y dosis.

i, IV|IM| SCdu | SCdm 1°d | SCdm 9°d (12h) | SCdm 9°d (TF)
v
M N
SC du N| N
1°SC dm s|s| s 0,246 0,905
SCdm9*d(2h) [s|s| s 0,275 0,851
SCdm9°d(TF) [S|s| s 0,074 0,133

MRT« vy MRT,: La via intravenosa presenta diferencias con todas (excepto
el MRT. que no presenta esa diferencia con la subcutanea multiple 1* dosis) y las
vias intramuscular y subcutanea dosis Unica no presentan diferencias entre ellas
pero si con todas las dosis y tiempos de la subcutanea multiple. También hay
diferencia en el MRT, entre las distintas dosis y tiempos (12 y 84 horas) de la
subcutanea multiple.
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Tabla 83.- Diferencias estadisticas del tiempo medio de residencia, final e
infinito, entre las distintas vias y dosis.

MRT IV|IM| SCdu | SCdm 1°d | SCdm 9°d (12h) | SCdm 9°d (TF)
v
™M S
SC du SIN
1°SC dm N[s| s 0,201 0,740
sCdm9*d(12h) [S|s| s 0,363 0,635
SCdm9°d(TF) |s|s| s 0,000 0,002
MRT,, IV|IM| SCdu | SCdm 1°d | SCdm 9°d (12h) | SCdm 9°d (TF)
v
M S
SC du SIN
1°SC dm s|s| s 0,071 0,221
SCdm9d(12h) |[S|s| s 0,419 0,173
SCdm9°d(TF) |s|s| s 0,797 0,597

Enrofloxacina LA

La administracion de enrofloxacina LA no presenta diferencias significativas
entre la administracion Unica y la 1%, 2% dosis a las 72 horas y tiempo final (120
horas).

IV.3.4.- Resultados PK/PD

1V.3.4.1.- Marbofloxacina

Para la realizacion del estudio de los indices farmacocinéticos
/farmacodinamicos se utilizaron los datos de Concentraciones Inhibitorias Minimas
MICy, aportados por Meunier y col., en 2004 en bovino, ya que no encontramos
dichos valores en llamas Estos valores hacen referencia a infecciones intestinales
(Salmonella spp = 0,073 pg/ml) y respiratorias (Mannheimia haemolytica = 0,42
ug/ml y Pasteurella multocida = 0,56 ug/ml), bacterias responsables de la mayoria
de los procesos infecciosos en llamas.

En la tabla 84 se muestran los resultados obtenidos para estos indices
utilizando los valores de C,,.x tras la administracion de marbofloxacina via IM y
SC y C, tras la administracion de marbofloxacina via IV y los valores de AUC,_,
de las diferentes vias.
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Tabla 84.- Predictores de eficacia (Co/MIC y AUC,./MIC) estimados para
marbofloxacina (5 mg/kg) administrada por via IV, IM y SC en dosis Unica, frente
a bacterias aisladas en procesos infecciosos digestivos y respiratorios en bovino.

v M SC
. MICyy
Bacteria Jml
(ng/ml) Chra/MIC | AUC,./MIC | Cpox/ MIC |AUC,,_.,/ MICJC 1ox/ MICIAUC,,_../MIC
Salmonella spp| 0,073 221 812 102 920 95 1101
M. haemolytica| 0,42 38 141 18 160 17 191
P. multocida | 0,56 29 106 13 120 12 144
"bovinos (Meunier y col., 2004)

Para el calculo de los indices AUC/MPC y tiempo en que las
concentraciones estan por encima de la MPC (Tsypc), como porcentaje de tiempo
en 24 horas (intervalo de dosis), se han empleado los valores de MPC de
marbofloxacina publicados por Kesteman y col, en 2009 para Klebsiella
pneumoniae = 0,512 pg/ml en ratas, por Wetzstein, H.G., en 2005 para Escherichia
coli = 0,35 pg/ml) y para Salmonella spp = 0,73 pg/ml (0,073 x 10) estimados para
tratamientos con 5 mg/kg de marbofloxacina por las diferentes vias de
administracion: IV, IM, SC dosis tinica y SC dosis multiple.

En la tabla 85 se muestran los resultados obtenidos para estos indices
utilizando los valores de AUC,_, tras la administraciéon de marbofloxacina via IV,
IM y SC en dosis unica y SC en dosis multiple tras la tercera y quinta
administracion.

Tabla 85.- Estimacion de los indices de prevencion de mutaciones
AUC/MPC y T-ypc para marbofloxacina (5 mg/kg) administrada por via IV, IM y
SC en dosis tnica y SC dosis multiple (tercera y quinta dosis), frente a bacterias
aisladas en procesos infecciosos digestivos y respiratorios de especies no
rumiantes.

MPC v M SC SC 3% dosis | SC 5" dosis
Bacteria ug/ml | T>mec AUC/] Tsype |AUC/) Tsppe |AUC/ | Ts ppe |AUC/ | T ppe |[AUC/
(%24) | MPC ] (%024) | MPC} (%241) | MPC } (%2m) | MPC J ( %0241) | MPC
; 1] 29.46 27.51 31.74 25.11 38.24
E. coli 0,35 (>100%) 169.26 >100%) 191.88 (>100%) 229.63 (>100%)189.88|(>100%)203.11
K. 2| 26.53 25.64 30.14 23.30 34.86
pneumoniae 0,512 |(>100%)115'70 (>100%)131'17|(>100%)156'97 (97,08%)129’80 (>100%)138484I
Salmonella 23.51 23.72 28.50 21.45 31.39
spp 0,73 (97.96%) 81.15 (98.75%) 92 (>100%) 110.10 (89.37%) 91.04 (>100%) 97.38
" peros y gatos (Wezstein , H.G. 2005); * ratas (Kesteman y col., 2009)

1V.3.1.1.- Enrofloxacina

Para la realizacion del estudio de los indices farmacocinéticos
/farmacodinamicos se utilizaron los datos de Concentraciones Inhibitorias Minimas
MICy, aportados por Gandolf y col., en 2005 en camélidos y por Elmas y col., en
2001 en cabras y Bermingham y col., en 2002 en ovejas. Estos valores hacen
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referencia a infecciones intestinales (Salmonella spp = 0,03 pg/ml y Clostridium
perfringens = 0,25 ng/ml) y respiratorias (Mannheimia haemolytica = 0,3 pg/ml y
Pasteurella multocida = 0,15 pg/ml), bacterias responsables de la mayoria de los
procesos infecciosos en llamas.

En la tabla 86 se muestran los resultados obtenidos para estos indices
utilizando los valores de C,,, tras la administracion de enrofloxacina via IMy SCy
C, tras la administracion de enrofloxacina via IV y los valores de AUC,., de las
diferentes vias.

Tabla 86.- Predictores de eficacia (C,,.x/MIC y AUC, /MIC) estimados para
enrofloxacina (5mg/kg) administrada por via IV, IM y SC en dosis unica, frente a
bacterias aisladas en procesos infecciosos digestivos y respiratorios en especies
rumiantes.

Bacteria MICy, | v | M | SC
(ug/ml) Icma_xﬂvﬂc AUC,_./MIC |C,,,./ MIC] AUC, ./MIC [C,,.../MIC| AUC,_/MIC
Salmonella spp| 0.03' 499 1530 126 1402 109 1331
Clostridium |, > 60 184 15 168 13 160
perfringes
M. haemolytica:] 0.03° 499 1530 126 1402 109 1331
P. multocida: | 0.15° 100 306 25 280 22 266

'cabras (Elmas y col., 2001); “camélidos (Gandolf y col., 2005); ovejas (Bermingham y col., 2002)

En la tabla 87 se muestran los resultados obtenidos para estos indices
utilizando los valores de Cy.x y AUC,., tras la administracion de enrofloxacina
LA via SC en dosis unica y SC en dosis multiple (primera y segunda dosis).

Tabla 87.- Predictores de eficacia (C,.x/MIC y AUC,..,MIC) estimados para
enrofloxacina LA (15 mg/kg) administrada por via SC en dosis unica y SC en dosis
multiple (primera y segunda dosis), frente a bacterias aisladas en procesos
infecciosos en digestivo y respiratorio es especies rumiantes.

Bacteria MICy, SC LA tnica SC LA 1?dosis SC LA 2%dosis
(ng/m) IC,pMIJAUC, /MIC|C,..MIC JaUC,. MIC]C,,./MICIAUC,_/MIC
Salmonella spp| 0.03' 164 2393 207 4135 244 5678
Clostridium | 5> | g4 287 168 496 160 678
perfringes
Mo 003 | 164 | 2393 207 4135 244 5678
haemolytica:
P. multocida: | 0.15° 32 479 41 827 49 1136

'cabras (Elmas y col., 2001); camélidos (Gandolf y col., 2005); “ovejas (Bermingham y col., 2002)

Para el calculo de los indices AUC/MPC y tiempo en que las
concentraciones estan por encima de la MPC (T>ypc), como porcentaje de tiempo
en 12 horas (intervalo de dosis), se han empleado los valores de MPC de
enrofloxacina publicados por Pasquali y Manfreda en 2007 para Salmonella spp =
1 pg/ml obtenido en aves (pollos) y por Wetzstein, H.G., en 2005 para Escherichia
coli = 0,35-0,5 pg/ml) obtenido en especies no rumiantes (perros y gatos) vy
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estimados para tratamientos con 5 mg/kg de enrofloxacina por las diferentes vias
de administracion: IV, IM, SC dosis tinica y SC dosis multiple (novena dosis) y los
estimados para tratamientos con 15 mg/kg de enrofloxacina LA por via SC en
dosis unica y dosis multiple (cada 72 horas)

En la tabla 88 se muestran los resultados obtenidos para estos indices
utilizando los valores de AUC,_,, tras la administracion de enrofloxacina via IV, IM
y SC en dosis tnica y SC en dosis multiple tras la novena administracion.

Tabla 88. Estimacion de los indices de prevencion de mutaciones AUC/MPC
y Tompc para enrofloxacina (5 mg/kg) administrada por via IV, IM y SC en dosis
unica y SC dosis multiple (novena dosis), frente a bacterias aisladas en procesos
infecciosos digestivos y respiratorios de especies no rumiantes.

- v ™ SCdu SC 9 dosis (TF)
Bacteri
A gty | T wee | ycmpcTmrdauemp vrdaucmpc] T vre lauc/mpe
: 12351 26,15 21,06 21,58
E-coli (03505 200 | onzs 2500 sar J2honl 7086 | Zhog | 658
. | 10 16,72 17.25 13,37
Salmonella spp 1 (83.3%) 45,89 >100) 42,05 >100) 39,93 (>100) 32,64

' perros y gatos ‘Wezstein , H.G. 2005);  pollos (Pasquali y Manfreda, 2007)

En la tabla 89 se muestran los resultados obtenidos para estos indices
utilizando los valores de AUC, ., tras la administracion de enrofloxacina LA via SC
en dosis Unica y en dosis multiple (cada 72 horas).

Tabla 89. Estimacién de los indices de prevencion de mutaciones AUC/MPC
y T-mpc para enrofloxacina LA (15 mg/kg) administrada por via SC en dosis Unica
y dosis multiple (cada 72 horas), frente a bacterias aisladas en procesos infecciosos
digestivos y respiratorios de especies no rumiantes.

SCLA SC LA 1° dosis SC LA 2* dosis
Bacteria MPC
(]J,g/l’l’ll) T;xMP(‘,(%72h) AUC/MPC T>MPC(%72|,) AUC/MPC T;\MP(‘,(%72}1) AUC/MPC
. 1 28.10 46.59 51.32
E. coli 0.35-0.5 (39.02%) 143.60 (63,32%) 248.10 (71.28%) 340.70
2 21.87 37.12 42.65
Salmonella spp 1 (30.37%) 71.80 (51,55%) 124.05 (59.26%) 170.35

" perros y gatos ‘Wezstein , H.G. 2005); ? pollos (Pasquali y Manfreda, 2007)
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Discusion

V.1.- Discusion del material

V.1.1.- Material biologico

A la hora de disefiar nuestro estudio se siguieron las recomendaciones que
figuran en la Guidelines for the conduct of pharmacokinetic studies in target
animal species (EMEA/CVMP/133/99-FINAL) y “Guidelines for the conduct of
bioequivalence studies for veterinary medicinal products” (EMEA/CVMP/016/00-
corr-FINAL), donde se indican las condiciones que se deben seguir para llevar a
cabo estudios comparativos de diferentes medicamentos veterinarios que contengan
el mismo principio activo o donde se utilicen diferentes rutas de administracion, de
forma que nuestros resultados pudieran ser validos y ser comparados con otros.
Con las pruebas de bioequivalencia se pretende demostrar, que si dos
medicamentos alcanzan concentraciones similares a nivel plasmatico, produciran
los mismos efectos sistémicos con respecto a su eficacia o inocuidad. Estas pruebas
basadas en la determinacioén de concentraciones en sangre de sustancias activas en
funcion del tiempo, requieren que las condiciones experimentales sean idénticas y
apropiadas.

Para nuestro estudio, y siguiendo las normas anteriormente citadas, se
emplearon llamas sanas de raza Chaku adultas de entre 1,5 y 6 afios de edad, con
un peso de 146,8 + 25,38 kg (media + DE) de ambos sexos, nacidas, criadas y
alimentadas de la misma forma, de manera que se pudiera crear con ellas un grupo
homogéneo, reduciendo al méximo la variabilidad interindividual.

El sexo no fue discriminatorio puesto que no existen indicios en la
bibliografia de diferencias farmacocinéticas por este factor. No obstante y debido al
mayor numero de hembras frente a machos en las explotaciones habituales, se
mantuvo esta proporcion. También tuvimos en cuenta la edad trabajando con
animales considerados adultos en todos los aspectos, de forma que los sistemas de
eliminacién (metabolismo y excrecion) (renal y hepatico), fundamentales para los
estudios farmacocinéticos, fueran maduros.

A pesar de que no existen diferencias mas que en longitud y grosor del pelo
y la fortaleza corporal con la raza K’ara (Fernandez-Baca, S., 2005), todos los
animales en estudio pertenecian a la raza Chaku.

Puesto que las patologias pueden alterar los estudios farmacocinéticos se
puso especial cuidado en el estado de salud de los animales. Todos ellos pasaron
control sanitario, excluyendo aquellos cuyo estado no era el adecuado.

Consideramos de esta forma que la utilizacion de los 18 animales suponia un
grupo suficientemente homogéneo y en numero adecuado para realizar los estudios
farmacocinéticos, ya que es similar a los utilizados en otros estudios y por otros
autores, tanto en llamas (Kreil y col., 2001; Christensen y col., 1996) y alpacas
(Gandolf y col., 2005), como en camellos (Harron y col., 1997; Aliabadi y col.,
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2003; Abo-El-Sooud y col., 2009) y otros rumiantes (Sidhu y col., 2010; Goudah y
col., 2008; Dova y col., 2007; Carceles y col., 2009).

Para el disefio experimental de los estudios de marbofloxacina y
enrofloxacina por las vias intravenosa, intramuscular y subcutanea en dosis unica,
se utiliz6 en cada caso, un disefio cruzado de 2x3, con un periodo de lavado no
inferior a 15 dias; de esta forma seguiamos la recomendacion de incluir un periodo
de lavado de al menos 10 veces la semivida terminal de la sustancia activa o sus
metabolitos, o incluso superior para que pudiera desaparecer algun efecto
farmacologico como la induccién enzimatica microsomal, etc., si bien es
practicamente imposible que en dosis Unicas se produjeran estos efectos.

Para el estudio de ambas moléculas de dosis multiples via subcutanea y
enrofloxacina LA dosis unica y dosis multiple se realiz6 un disefio paralelo, con un
periodo de lavado, superior en este caso, de 30 dias.

La distribucion de los animales en la secuencia del tratamiento se hizo al
azar.

V.1.2.- Farmacos y productos biologicos utiliz ados,

reactivos e instrumentacion

En todo momento para la utilizacion de las moléculas estudiadas se siguieron
las instrucciones que cada laboratorio recomienda para su almacenamiento y
manipulacion.

Periédicamente se realizaron controles de mantenimiento, calibrado y
limpieza del aparataje utilizado para la deteccion y procesado de las muestras
segin las instrucciones recomendadas y siguiendo las “Buenas Précticas de
Laboratorio” (GLP: DEPC 2004/9/EC 11 y GCP: CVMP/VICH/595/98-FINAL,
1998). Asi intentamos asegurar la maxima calidad de los productos utilizados y del
material empleado.

V.2.- Discusion del método

V.2.1.- Protocolo y vias de administracion

La dosis elegida para la realizacion de nuestro estudio con marbofloxacina
difiere de la recomendada por los laboratorios para la mayoria de las especies y
procesos, que es de 2 mg/kg de peso corporal; esta dosis es la mas utilizada en
especies rumiantes, aunque en otras especies oscila entre 1 y 10 mg/kg de peso
corporal (ver tablas 12, 13, 14 y 15). Debido a esta amplia variedad y al no tener
datos del comportamiento farmacocinético de la marbofloxacina en estos animales
decidimos utilizar una dosis de 5 mg/kg de forma que nos permitiera asegurar la
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obtencion de concentraciones plasmaticas durante un periodo de tiempo adecuado
(debe ser de al menos 3 semividas, fundamentalmente para poder definir los
procesos de eliminacion y de tres veces el Ty,,x) (Volume 8: Notice to applicants
and Guideline, 2005); por otro lado teniamos el conocimiento de la escasa
toxicidad de las fluoroquinolonas en animales adultos, de forma que esto no fue un
factor limitante.

Esta misma dosis (5 mg/kg de pv) se selecciond también para la
enrofloxacina. Como con la molécula anterior, existe una amplia variedad de dosis
segun autores y especies, desde 1,25 hasta 15 mg/kg de pv (ver tablas 16, 17, 18 y
19). En camélidos, por ejemplo, se ha utilizado desde 1,25 mg/kg (Harron y col.,
1997) y 4 mg/kg (Laraje y col., 2006) en camellos, hasta 10 mg/kg (Kreil y col.,
2001) en llamas.

Para administrar esta dosis, se selecciono la preparacion comercial con una
potencia del 10 %, tanto en el caso de la marbofloxacina como de la enrofloxacina,
frente a otras preparaciones mas bajas (Marbocyl® 2%, Marbocyl® FD 1%,
Baytril® sol. iny. 2,5% y 5%) con objeto de evitar administrar a los animales un
gran volumen del firmaco que pudiera requerir, en determinados casos, la
administracion en mas de un punto de aplicacion, evitando de esta forma los
posibles procesos de irritacion que también podrian modificar los procesos de
absorcion. Por otro lado, en estudios previos (de Lucas y col., 2008b) se habia
demostrado la bioequivalencia de las formulaciones de enrofloxacina al 5% y 10%.

En las administraciones multiples, la marbofloxacina se aplico cada 24
horas, mientas que en el caso de la enrofloxacina se aplico cada 12 horas, dado el
menor tiempo de permanencia de ésta frente a la primera, como han descrito
numerosos autores en diversas especies (Waxman y col., 2001; Goudah y col.,
2007; Laraje y col., 2006; en cabras, bufalos y camellos respectivamente) (ver
tablas 15 y 19). Solo en el caso de la formulacion retardada de enrofloxacina, se
elevo la dosis a 15 mg/kg, con el fin de asemejar a la dosis total equivalente a 3
inyecciones (5 mg/kg x 3).

En cuanto a las vias de administracion, se utilizaron las consideradas mas
adecuadas para rumiantes por numerosos autores. Al trabajar con animales adultos,
se descartd el empleo de la via oral, con objeto de evitar las interferencias del
farmaco con lo microbiota rumino-reticular y viceversa, que entre otros factores
implica una muy baja biodisponibilidad, demostrado en el caso de la enrofloxacina
por autores como Gandolf y col., (2006), Harron y col., (1997) o Kreil y col.,
(2001); por otro lado no se considera una via de administracion util para animales
en pastoreo libre. Ademas en las llamas, cabe la posibilidad de que por el estrés al
que se ven sometidas para dicha administracién, el medicamento pueda ser
“escupido”, expulsando todo o parte del mismo.

La via intramuscular es una de las vias recomendadas para la administracion
de estas fluoroquinolonas. En algunas especies se han descritos procesos
inflamatorios tras la administracion intramuscular; a pesar de que en los animales
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objeto de estudio, no se observaron manifestaciones de dolor o incremento de la
temperatura local, ni inflamacion externa tras la administracion de marbofloxacina
y enrofloxacina, se determinaron, no obstante, tanto al inicio como durante y al
final de la experimentacion, los valores de CPK (ver tablas 29 y 30). Podemos
observar como efectivamente a las 12 horas postadministracion los valores de CPK
en ambas moléculas presentan una gran elevacion, normalizandose a las 24 horas.
Lo mismo podemos decir de la via subcutanea, via que con mayor frecuencia se
utiliza en diferentes especies animales por su comodidad y por sus excelentes
resultados; tampoco con esta via se observaron reacciones visibles tras su
administracion y en esta via los valores de CPK obtenidos a las 12 horas fueron
inferiores a los obtenidos tras la administracion intramuscular (ver tablas 29, 30 y
31). Aun asi, estos incrementos pasajeros de la CPK no tienen repercusion clinica.

El protocolo que se sigui6 para la administracion y toma de muestras, a tenor
de los resultados obtenidos, abarca todo el periodo en el que se pueden detectar
concentraciones plasmaticas, hasta valores por debajo del limite de cuantificacion y
que han permitido definir los procesos de absorcion y las constantes de
eliminacion, llegando al menos a obtener 3 semividas de eliminacion, coincidiendo
con el protocolo que siguen muchos autores para las fluoroquinolonas (de Lucas y
col., 2004; Carretero y col., 2002; Garcia-Montijano y col., 2007) e igualmente
siguiendo las recomendaciones de la Buenas Practicas Clinicas (GCP:
CVMP/VICH/595/98-FINAL, 1998) y de Laboratorio (GLP: Community
legislation in Directives 87/18/EEC13, 1986 y Community legislation in Directives
88/320/EEC14, 1988). El periodo de lavado entre pruebas fue superior al sugerido
para este tipo de estudios, que indica que los estudios deben abarcar entre 4 y 8
semividas de eliminacion del farmaco objeto de estudio (Martinez, M.N., 1994),
periodo ampliado a 10 semividas en el afo 2000 por la EMEA
(EMEA/CVMP/016/00-corr-FINAL, 2000 y Volume 8. Notice to applicants and
Guideline, 2005).

V.2.2.- Metodologia analitica

La mayoria de los métodos para el analisis de quinolonas estan basados en el
empleo de cromatografia liquida, aunque existen otras técnicas como la absorcion
molecular, la espectrofluorometria, la espectrometria de masas, la electroforesis
capilar, las técnicas electroanaliticas, el método microbioldgico y la cromatografia
de gases.

Los métodos espectrofotométricos se basan en la gran absorcion de radiacion
ultravioleta que presentan las quinolonas, ya que estas muestran dos bandas de
absorcion: una entre 300-305 nm comun para todas las quinolonas y otra de 245-
290 nm especifica para cada quinolona.

Los métodos espectrofluorimétricos se basan en la capacidad de las
quinolonas de presentar fluorescencia nativa con un espectro de emision de 350-
400 nm para las quinolonas acidas y de 440-500 nm para las quinolonas anfoteras.
Hay que tener en cuenta que a medida que aumenta el pH del medio la intensidad
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de fluorescencia disminuye hasta el punto de que la quinolona no presenta
fluorescencia nativa. Este método tiene mayor sensibilidad y selectividad que el
anterior.

La espectrometria de masas tiene la ventaja de poder trabajar con limites de
deteccion muy bajos, pero practicamente, solo se utiliza para estudios de residuos o
impacto medioambiental, ya que para estudios farmacocinéticos no compensa,
entre otros factores, por la relacion costo-beneficio.

La utilizacion de métodos electroanaliticos se basa en la presencia en las
quinolonas de un grupo carbonilo adyacente a un grupo carboxilo, que permite la
realizacion de estudios electroquimicos; entre ellos podemos citar la polarografia
clasica de barrido simple (SSP), la oscilopolarografia (SSOP), la polarografia
pulsante diferencial (DPP), la voltamperometria de resolucion adsortiva (AdSV) y
voltamperometria de onda cuadrada (SWV), que son utilizadas fundamentalmente
para el estudio de preparados farmacéuticos y fluidos bioldgicos.

En los ultimos afios esta teniendo mucho auge la electroforesis capilar
debido a su gran capacidad de separar compuestos, ya que los capilares empleados
tienen un mayor numero de mesetas que las columnas cromatograficas; sin
embargo presenta el inconveniente de que la deteccion es muy poco sensible.

También se ha utilizado la cromatografia de gases, pero las quinolonas son
sustancias muy polares y no volatiles que se descomponen por efecto de las altas
temperaturas, por lo que para su analisis se deben obtener previamente derivados
volatiles (Hassouan, M. K., 2006).

En nuestro trabajo, se utilizd la cromatografia liquida de alta eficacia con
detector ultravioleta-visible (HPLC/uv) para la deteccion y cuantificacion de las
moléculas en estudio, siguiendo, para la marbofloxacina, el método propuesto por
Schneider y col., en 1996 que entre otros factores varia la longitud de onda a 295
nm; y para la enrofloxacina el método de Cester y col., en 1996 y modificado por
de Lucas y col., en 2004, que varia la longitud de onda a 279 nm, mejorando de
esta forma la resolucion de los picos y la separacion frente al solvente y patron
interno; los tiempos de retencion con estas técnicas son muy constantes lo que nos
permite evitar, en todo momento, que pueda aparecer un solapamiento de las areas
bajo la curva de los picos correspondientes a cada fArmaco o sus metabolitos como
en el caso de la enrofloxacina y su metabolito ciprofloxacina.

Debido a que tanto la marbofloxacina como la enrofloxacina son dos
fluoroquinolonas que presentan una elevada absorbancia ultravioleta y buenas
condiciones cromatograficas, son numerosos los autores que han empleado esta
técnica para cuantificar las concentraciones plasmaticas en diferentes especies
(Abo-El-Sooud y col., 2009; Anaddén y col., 2001; Bermingham y col., 2002;
Bidgood y Papich., 2005; Bousquet-Melou y col., 2002; Bregante y col., 1999;
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Carceles y col., 2009; Carpenter y col., 2009; Carretero y col., 2002; Davis y col.,
2007; de Lucas y col., 2008; Dimitrova y col., 2007; etc.).

El porcentaje de recuperacion obtenido en nuestro estudio con
marbofloxacina, enrofloxacina y ciprofloxacina, una vez disueltas las sustancias
patron en acido formico 0,1 N y tras la extraccion liquido-liquido de las muestras
de plasma, es muy similar al obtenido por Bregante y col., en 1999 (enrofloxacina
en cabras y vacas 78 % y 86 % y ciprofloxacina 55 %); Berminghan y col., en
2002 (en ovejas, 75 % para la enrofloxacina y 60 % para la ciprofloxacina) y
Waxman y col., en 2000 (marbofloxacina en cabras 91 %). Tampoco hemos
encontrado diferencias con los datos obtenidos por Idowu y Peggins (2004) con
cromatografia liquida con detector de fluorescencia, técnica que presenta la ventaja
de utilizar un limite de cuantificacion en plasma entre 1 y 100 ng/ml obteniendo
una exactitud del 96-115 % para la enrofloxacina y de 92-109 % para la
ciprofloxacina y recuperacion de 93 % y 75 % respectivamente. También este autor
indica una recuperacion para la marbofloxacina del 90 % en vacas.

Otra técnica muy utilizada para estudios farmacocinéticos es el método
microbiologico, cuyo principal inconveniente es la incapacidad para diferenciar
metabolitos con actividad antimicrobiana como es el caso de la ciprofloxacina,
metabolito de la enrofloxacina, ya que el halo de inhibicién es unico, asi que no es
posible detectar interferencias. No obstante, Lorenzutti, M.A., (2009) demostré que
siguiendo el método microbioldégico de Bennett y col.,, (1966) no existen
diferencias significativas con respecto a la técnica de HPLC/uv en las
concentraciones séricas de marbofloxacina en cabras, ni en los parametros
farmacocinéticos resultantes, a excepcion de una mayor variacidn inter-dia e intra-
dia.

Por otro lado el método microbiologico resulta una técnica rapida,
relativamente simple y econdmica y permite utilizar un menor volumen de muestra,
lo cual puede resultar util en casos donde se realizan estudios en especies de
pequefio tamafio en donde en algunas ocasiones el volumen de la muestra es muy
pequetio (como es el caso de algunas aves, o animales de pequefio tamafio, ya que
no se debe extraer mas del 10% del volumen sanguineo total del animal (Fudge,
A.M., 2000; Campbell, T.W., 1995).

El método microbiologico ha sido utilizado por diversos autores para la
deteccion y cuantificacion de fluoroquinolonas en diferentes especies de interés
veterinario (Shem-Tov y col., 1998; Adams y col., 2005; Albarellos y col., 2005) y
con elevados porcentajes de recuperacion, como describen Haritova y col., (2003)
en ovejas con valores de 94,38 % para la enrofloxacina o Goudah y col., (2007) en
bufalos con valores del 90 % para la marbofloxacina.

Por ultimo en nuestro método cromatografico y con el objetivo de controlar
las posibles variaciones que pudieran producirse durante los procesos de
extraccion, desecacion y deteccion, se utilizd como patron interno ofloxacina, ya
que sus caracteristicas fisico-quimicas son muy similares a las de la
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marbofloxacina y enrofloxacina. La ofloxacina también presentd una correcta
absorbancia, permitiendo una adecuada separacion de las moléculas a estudiar
segin su tiempo de retencion (6,66 marbofloxacina y 8,15 ofloxacina, 9,63
enrofloxacina, 7,88 ciprofloxacina y 5,22 ofloxacina (la diferencia en el tiempo de
retencion de la ofloxacina se debe al diferente flujo en las técnicas empleadas) y
por tanto, una facil identificacion de las moléculas.

Por tanto, podemos decir que el método analitico (linealidad,
reproductibilidad y limite de cuantificacion de la marbofloxacina, de la
enrofloxacina y de la ciprofloxacina) utilizado en nuestro estudio cumplié
sobradamente los requerimientos para este tipo de estudios (CVMP/VICH/590/98-
FINAL, 1998; CVMP/VICH/591/98-FINAL,1998 y EMEA/CHMP/ EWP/192217/
2009).

V.2.3.- Tratamiento farmacocinético

Los datos obtenidos de concentraciones plasmaticas, se sometieron a
diferentes tipos de modelos para estudios farmacocinéticos. Con objeto de
comparar las diferentes vias ente si y con otros autores, se eligié un modelo No
compartimental para todas las vias (intravenosa, intramuscular y subcutanea dosis
unica y subcutanea dosis multiple), que proporciona datos mas robustos y con
menos artificio matematico, ya que permite estimar los parametros
farmacocinéticos basandose en datos objetivos, sin necesidad de ajustarlos a un
modelo determinado, de forma que no se discrimina ningun modelo
farmacocinético, pudiendo predecir ademas con este método las concentraciones
plasmaticas tras la administracion de dosis multiple (Kinabo y McKellar, 1989).

No obstante y con el fin de tener un conocimiento mas preciso del
comportamiento de las moléculas en esta especie, la via intravenosa se proceso con
un modelo compartimental con y sin ponderacion, a fin de establecer el mejor
ajuste. Se siguieron los criterios de Akaike, Swarth (que presentan valores
minimos), el indice de correlacion (que presenta valores altos) y estandar de
residuales que indican la relacion entre lo observado y lo predicho, comprobando
que el modelo que mejor se ajustaba a esta via de administracion era el modelo
bicompartimental abierto con ponderacién (1/y?).

V.2.2.1.- Absorcion

Absorcion de la marbofloxacina

Desde un punto de vista descriptivo, los valores que hemos obtenido tras la
administracion de 5 mg /kg de peso corporal de marbofloxacina en las llamas, por
las vias intramuscular y subcutanea en dosis Unica, son similares como se puede
observar en las tablas 39 y 41. La concentracion maxima oscila entre 6,94 y 7,43
pg/ml pero no existen diferencias estadisticamente significativas (ver tabla 71). En
la administracion subcutanea de dosis multiples, tampoco se encuentran
fluctuaciones que indiquen variaciones en cuanto a la concentracibn maxima
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alcanzada por la marbofloxacina (ver tablas 43, 44, 45 y 46) , ya que los valores
obtenidos tras la 3* y 5% administracion son practicamente iguales a la 1* y entre si,
confirmando que no existen procesos de absorcion erraticos ni se producen
fendmenos de acumulacién, como se aprecia en la no existencia de diferencias
estadisticamente significativas (ver tabla 71). Tan so6lo la C, (concentracion
plasmatica a tiempo cero) tras la administracion intravenosa, muestra diferencias
estadisticamente significativas con el resto de vias, si bien la comparacién no es
valida ya que es un valor extrapolado y no existen, en este caso, fendomenos de
absorcion; solo es interesante de cara a conocer los valores maximos alcanzados
para poder realizar estudios de eficacia mediante parametros tipo Cy,,/MIC.

El tiempo en ser alcanzadas las concentraciones maximas es similar en
ambas vias siendo algo mayor en la subcutanea (ver tablas 39 y 41).

Aunque los valores de AUC, y por tanto biodisponibilidad, dependen de
procesos de absorcion, distribucidon y eliminacion (metabolismo y excrecion), tras
la administracion por diferentes vias tan solo se verian influidos por los fenémenos
de absorcion ya que los procesos de distribucion y eliminacion, una vez alcanzado
el torrente circulatorio, serian los mismos independientemente de la via de acceso,
puesto que la marbofloxacina solo sufre metabolismo hepatico y excrecion renal.
Por tanto las posibles diferencias en los valores de AUC y consecuentemente de
biodisponibilidad, s6lo serian atribuibles a fendmenos de absorcion por lo que su
comparacion la incluimos en este apartado.

Las AUC, correspondientes a las diferentes vias de administracion, no
presentan diferencias estadisticamente significativas (ver tabla 70). En el caso de
las administraciones multiples las diferencias que figuran entre la 3* y 5% dosis a las
24 horas con la 5% dosis a tiempo final, se deben al tiempo de calculo de tiempo
utilizado, ya que en la 3 °y 5° dosis a las 24 horas el AUC queda truncada, mientas
que el AUC de la 5 dosis no sufre este acortamiento. Deberia suceder lo mismo
con la 1* dosis, que también se contabiliza hasta las 24 horas pero el valor inicial es
mas alto y contrarresta estas diferencias. La biodisponibilidad, consecuentemente,
tampoco presenta diferencias estadisticas.

En la tabla 90 se agrupan para su mas facil comparacion los valores (media y
desviacion estandar) de las areas bajo la curva, concentracion maxima, tiempo
maximo y biodisponibilidad de las diferentes vias en estudio; en las graficas 45
(Ciax), 46 (Thay) ¥ 47 (F) se pueden observar las similitudes y diferencias entre las
mismas.
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Tabla 90.- Valores (media y desviacion estandar) del area bajo la curva,
concentraciéon maxima, tiempo maximo y biodisponibilidad de las diferentes vias
en estudio tras la administracion de marbofloxacina.

Marbofloxacina]JA UC,i(u—h/ml)| DE ¢ ., (ug/ml) | DE | T,,,,(h) | DE F( %) | DE
v 58.64 24.19 16.13 6.05
M 66.43 14.23 7.43 1.28) 1.17 |0.41]128.14|52.96
SCdu 78.72 16.30 6.94 2.19] 1.83 |0.61]148.42|62.13
SCdm 1°d 70.21 1711 743 1.37] 121 0.62]137.43|71.19
SCdm 3°d 62.89 16.06 7.55 1.09] 1.29 |1.34]124.25|68.61
SCdm 5°d 24 h 62.68 2088] 680 [1.32] 1.08 [0.47]142.95 87.61
SCdm 5°TF 70.70 22.79 6.80 1.32] 1.08 |0.471126.95|79.13
Concentracién maxima de marbofloxacina por diferentes vias de
administracion
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Grafica 45.- Comparacion de la concentracion maxima de marbofloxacina
entre las distintas vias.
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administracion

2.00
1.80
1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00 T T

Tnax ()

Via de administracion

Grafica 46.- Comparacion del tiempo méximo de marbofloxacina entre las
distintas vias.
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Biodisponibilidad de marbofloxacina por diferentes vias de
administracion
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Gréfica 47.- Comparacion de la biodisponibilidad de marbofloxacina entre
las distintas vias.

Cuando comparamos estos valores con los obtenidos por otros autores y
especies, comprobamos que tras la administracion intramuscular, la concentracion
méxima obtenida en nuestro estudio (7,43 pg/ml), si bien es mas elevadas que las
obtenidas en camellos por Laraje y col., en 2006 (que con dosis de 2 y 4 mg/kg,
obtienen una C,,,x de 2,50 y 4,55 pg/ml, respectivamente), al corregir por la dosis
utilizadas en cada caso, los valores serian equiparables. Nuestros resultados siguen
siendo superiores a las obtenidos en otras especies, (a pesar de corregir por la dosis
de 2 mg/kg utilizada por dichos autores) 1,87 pg/ml en cabras (Waxman y col.,
2001); 0,81 pg/ml en ovejas (Sidhu y col., 2010); 1,40-1,82 pg/ml en vacas (Ismail
y col., 2007; Schneider y col., 2004; Aliabadi y Lees, 2002).

Con la dosis seleccionada (5 mg/kg), los valores obtenidos en las llamas,
son muy elevados lo que permitird alcanzar concentraciones eficaces frente a un
mayor namero de patdégenos sensibles, si consideramos el parametros de eficacia
Chax/MIC e incluso reducir la ventana de seleccion de mutaciones (MSW: intervalo
de concentraciones entre la MIC y la MPC para un determinado patégeno, en el
cual las posibilidades de seleccionar cepas resistentes es mas elevada, o como
define Kesterman y col., en 2009 “la posibilidad de ampliar la seleccion de cepas
mutantes resistentes a un farmaco es mas pronunciada cuando el intervalo de
concentraciones plasmaticas del antimicrobiano se encuentra entre las MIC de esa
poblacidén bacteriana de campo y las MPC”) (ver V.2.5).

En el caso de la administracion subcutanea ocurre lo mismo ya que los
valores obtenidos en las llamas (6,94 pg/ml, con 5 mg/kg) son superiores a los
obtenidos en cabras por Dova y col., en 2007 (1,77 pg/ml) y en vacas (1,15 pg/ml)
segun Marbofloxacin Reference Book de 1999, ambos con una dosis de 2 mg/kg.

El tiempo que tardan en alcanzarse estas concentraciones, tras la
administracion intramuscular es de 1,17 horas, tiempo similar al obtenido en
camellos (1.0-0.9 horas) por Laraje y col.,, (2006) y cabras (0.9 horas) por
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Waxman y col (2001); pero superior al descrito tanto en ovejas como bufalos de
0,57 horas (Sidhu y col. 2010 y Goudah y col, 2007, respectivamente), y vacas
(0,5-1 horas: Ismail y col., 2007; Schneider y col., 2004; Aliabadi y Lees, 2002).

Tras la administracion subcutanea, sucede algo parecido, siendo el T
mayor en llamas que en cabras (Dova y col., en 2007) o en vacas (Thomas y col.,
en 1994a).

Por tanto los camélidos (llamas y camellos) si bien presentan una Cp.y
superior a otras especies, tardan mas tiempo en alcanzar este valor. Esto de alguna
manera se confirma cuando comparamos lo que sucede con otras fluoroquinolonas
en las diversas especies.

Al igual que ha sucedido con los parametros anteriores, la biodisponibilidad
por la via intramuscular de la marbofloxacina en las llamas presenta datos similares
a los que presenta la marbofloxacina en rumiantes como cabras, ovejas y vacas
(100,74 % de Waxman y col., en 2001; 106 % de Sidhu y col., en 2010; 103,79 %
de Ismail y col., en 2007, Schneider y col., en 2004, Aliabadi y Lees, en 2002); en
cambio la biodisponibilidad para camellos (71,95 % de Laraje y col., en 2006), y
bufalos (86,79 % de Goudad y col., en 2007) es sensiblemente inferior, aunque en
valores elevados, ya que en general las fluoroquinolonas presentan una
biodisponibilidad casi completa por esta via en casi todas las especies estudiadas.

También la biodisponibilidad subcutinea es elevada encontrandose en las
llamas valores muy similares a los obtenidos en otras especies: 97,96 % en cabras
(Dovay col., 2007) y 110,94 % en vacas (Thomas y col., en 1994a).

Absorcion de la enrofloxacina

Las concentraciones plasmaticas maximas de enrofloxacina son similares en
la via intramuscular (3,78 ug/ml) y subcutanea (3,26 ug/ml) tanto en dosis Unicas
como multiples (cada 12 horas); entre la primera y ultima (9%) dosis, no presentan
diferencias estadisticamente significativas, por lo que podemos descartar procesos
de absorcion erraticos o fendémenos de acumulacion (ver tablas 58 y 60). Las tinicas
diferencias se aprecian en la C, de la administracion intravenosa, con valores
elevados que son ttiles a la hora de conseguir una buena relacion C,,,/MIC.

La formulacion LA, sin embargo presenta mayor concentracion tras la
segunda administracion (ver tablas 66 y 68), pero esas diferencias no son
significativas.

En cuanto al tiempo que tardan en alcanzarse estas concentraciones, si bien
es ligeramente superior tras la 1* administracion de dosis multiple (3.33 horas)
frente a las demas subcutaneas o la intramuscular, tampoco existen diferencias
significativas (ver tablas 52, 55, 58, 60 y 79).
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La formulacion retardada presentan un Ty, de mas de 7 horas, doble de las
formulaciones convencionales (ver tablas 66 y 68), que puede ser consecuencia de
la diferencia de formulacién farmacéutica y la liberacion del principio activo a
partir de sus excipientes.

La biodisponibilidad tanto de la via intramuscular como de la via subcutanea
es elevada (94,07 % y 8831 % respectivamente) confirmandolo la
biodisponibilidad de la via subcutdnea multiple 71,65 % (ver tablas 52, 55, 58 y
60).

En la administracion de enrofloxacina LA por la via subcutanea también se
obtienen elevadas biodisponibilidades en la dosis multiple (122,20 % y 169,91 %).
Tan sélo la administracién de una dosis unica de enrofloxacina LA presenta un
valor por debajo de lo esperado (53,31 %).

En la tabla 91 se agrupan para su mas facil comparacion los valores (media
y desviacion estandar) de las areas bajo la curva, concentraciéon méaxima, tiempo
maximo y biodisponibilidad de las diferentes vias en estudio; en las graficas 48
(Cimax)s 49 (Thax) ¥ 50 (F) se pueden observar las similitudes y diferencias entre las
mismas.

Tabla 91.- Valores (media y desviacion estandar) del area bajo la curva,
concentraciéon maxima, tiempo maximo y biodisponibilidad de las diferentes vias
en estudio tras la administracidon de enrofloxacina.

Enrofloxacina AU asf(=h/ml) | DE (Q .(png/ml) | DE | Ty (h) | DE | F(%) DE
v 45.47 6.24 14.98 2.99

M 41.71 4.90 3.78 0.50] 2.17 [0.981 94.07 |21.92
Scdu 39.71 5.00 3.26 0.46] 2.50 |0.55] 88.31 |13.00
Scdm 1°d 20.22 6.43 2.51 0.84] 3.33 |1.63] 43.68 | 9.98
SCdm 9*d(12h) 22.68 3.50 2.68 0.49] 246 |1.81150.19 | 6.57
SCdm 9*d(84 h) 32.51 6.77 2.68 0.49] 246 |1.81]71.65 |12.92
LA SCdu 71.56 17.06 4.92 0.62] 7.33 |1.03] 53.31 | 14.96
LA SCdm 1°d 122.2 26.01 6.21 1.74) 7.33 |3.271122.20(26.01
LA SCdm 2%d (72 h) 167.75 59.39 7.31 2.16] 7.67 |3.201169.91|59.65
LA SCdm 2°d (120 h) 169.91 59.64 7.31 2.16] 7.67 |3.204167.75|59.39
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Grafica 48.- Comparacion de la concentracion maxima de enrofloxacina
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Grafica 49.- Comparacion del tiempo maximo de enrofloxacina entre las

distintas vias.
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Grafica 50.- Comparacion de la biodisponibilidad de enrofloxacina entre las

distintas vias.
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Las concentraciones alcanzadas en nuestro estudio por la via intramuscular
(3,78 pg/ml), son similares a las obtenidas por Kreil y col., (2001) también en
llamas y Elmas y col., (2001) en cabras, si bien Kreil y col., (2001) utilizan el
doble de dosis (10 mg/kg); y superiores a las encontradas en camellos por
diferentes autores (Gavrielli y col., 1995; Harron y col., 1997; Harron y col.,
1997), en ovejas y vacas ((Elsheikh y col., 2002; Kaartinen y col., 1995; Haritova y
col., 2003; Mengozzi y col., 1996). Tan sélo los bufalos, con la misma dosis de 5
mg/kg presentan una C,,,x més elevada, 10,2 pg/ml (Verma y col., 1999).

Sin embargo, tras la administracion subcutanea, tan so6lo las alpacas (4,16
pg/ml segin Gandolf y col., en 2005) presentan unos valores superiores a las
llamas, ya que en cabras, camellos ovejas y vacas son valores netamente inferiores
(Ramesh y col., 2002; Gavrielli y col., 1995; Rahal y col., 2006; de Lucas y col.,
2008b; Kaartinen y col., 1995; McKellar y col., 1999; Davis y col., 2007).

En cuanto al tiempo (Tu.x) que tardan en alcanzarse estas concentraciones
por la via intramuscular oscila entre las 1,4 horas en llamas (Kreil y col., 2001) y
las 7,7 horas en camellos (Harron y col., 1997); con valores intermedios de 2,17
horas en nuestro estudio y 4,33 horas Harron y col., (1997). Tan solo Gravrielli y
col., (1995) en camellos describen un Ty, de 1 hora.

En especies diferentes a los camélidos se obtienen tiempos mas breves, de
menos de una hora en ovejas y cabras (Rao y col., 2001; Haritova y col., 2003;
Mengozzi y col., 1996) y de 2,4 horas para vacas, bufalos, ovejas y cabras (Elmas
y col., 2001; Elsheikh y col., 2002; Verma y col., 1999; Kaartinen y col., 1995).

Por la via subcutanea también el T, presenta grandes variaciones, desde 1
hora que describe Gavrielli y col., (1995) en camellos, pasando por 1,21-3,2 horas
en bovinos (de Lucas y col., 2008b; Kaartinen y col., 1995; McKellar y col., 1999),
2,5 horas en nuestro estudio y 2,9 horas en cabras (Ramesh y col., en 2002), hasta 6
horas en alpacas (Gandolf'y col., 2005).

En cuanto a la biodisponibilidad, como es frecuente en las fluoroquinolonas,
los diversos autores en diferentes especies describen valores que oscilan entre el
90% y 100%, en llamas, camellos, alpacas, ovejas, cabras, vacas y bufalos (Kreil y
col., 2001; Gravielli y col., 1995; Gandolf y col., 2005;...). Tan s6lo Rahal y col.,
en 2006, obtuvieron en ovejas un valor inferior a los anteriores (50,62 %).

Ciprofloxacina

La concentracién maxima alcanzada por la ciprofloxacina, como metabolito
activo tras la administracion de 5 mg/kg pv de enrofloxacina, no superd en ninguna
de las vias el valor de 0,08 pg/ml y el tiempo en que estas concentraciones fueron
alcanzadas oscil6 entre las 2 horas postadministracion para la via intravenosa, 3
horas para la via intramuscular y 6 horas para la via subcutdnea, tanto con dosis
unica, como con dosis multiple, valor que coincide con el obtenido por Davis y
col., en 2007 que indican que tras la administracién subcutanea de 12,5 mg/kg de
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enrofloxacina en vacas, la concentracion maxima encontrada de ciprofloxacina no
se alcanzo hasta las 6,4 horas. Tras la administracion de 15 mg/kg de peso corporal
de enrofloxacina LA tampoco se superd este valor de concentracion maxima. Estos
datos coinciden con los obtenidos por Gandolf y col., en 2005 en alpacas tras la
administracion de 5 mg/kg de peso corporal via intravenosa y 10 mg/kg de peso
corporal via oral de enrofloxacina, donde los valores de concentracion maxima de
ciprofloxacina obtenidos fueron de 0,06 pg/ml y 0,15 pg/ml respectivamente.
También Bermingham y col., en 2002 en ovejas indican que tras la administracion
de enrofloxacina por las mismas vias y las mismas dosis que el autor anteriormente
citado, la concentracion de ciprofloxacina no excedio de 0,20 pg/ml en ovejas por
lo que la actividad antimicrobiana de la ciprofloxacina no es mas que una
contribucion menor a la actividad antimicrobiana de la enrofloxacina. Sin embargo,
autores como Grobbel y col., (2007), Kaartinen y col., (1995), Mengozzi, G.,
(1996), Kiing y col., (1993) y Anadon y col., (1995a), opinan que la ciprofloxacina
es un antimicrobiano mas potente que la enrofloxacina frente a muchos patdgenos
de medicina veterinaria, e indican la necesidad de sumar las AUC de ambas
fluoroquinolonas a la hora de calcular los indices PK/PD (Prescott y Yieldind,
1990).

Rahal y col., en 2006 indican que las ovejas presentan escasa capacidad de
metabolizacion hepatica de farmacos in vivo, de ahi que se encuentren bajas
concentraciones de ciprofloxacina en estos animales. También otros autores como
Rao y col., (2001 y 2002) en cabras y Varma y col., (2003) en vacas, evidencian
bajas concentraciones de ciprofloxacina tras la administracion de enrofloxacina.

Si comparamos las AUC de nuestro estudio, observamos como la
ciprofloxacina no supera en ningun caso el 1,13 = 0,01 % de la enrofloxacina, lo
que pone de manifiesto la escasa importancia de este metabolito activo desde el
punto de vista de eficacia antimicrobiana, como acabamos de comentar que
indican Gandolf y col., en 2005. Por otro lado comprobamos que la capacidad
metabolica de las llamas, frente a la enrofloxacina, es semejante a la demostrada
por otros rumiantes, con porcentajes de transformacion inferiores al 3.10 = 0.47 %
(Bermingham y col., 2002) y netamente inferior al descrito por otros autores que
alcanzan tasas hasta del 50 % como Mengozzi, G., en 1996 en ovejas (35-55 %),
Malbe y col., en 1996 y de Lucas y col., en 2008(b) en vacas (29 % y 45 %
respectivamente) y Richez y col., en 1994 en terneros (25 %).

Por tanto, en el caso de las llamas, se pone de manifiesto la escasa
transcendencia de la ciprofloxacina como metabolito activo sobre los indices de
eficacia basados en los valores de AUC y nula en los indices basados en Cy,
puesto que como se ha descrito previamente, hay un desfase de, al menos, 2 horas.

Comparacién de la absorcién de marbofloxacina v enrofloxacina con otras
fluoroquinolonas

Si  comparamos con otras fluoroquinolonas, observamos que la
marbofloxacina y la enrofloxacina administradas por la via intramuscular se
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mantienen en valores de C. iguales o superiores, independientemente de la
especie estudiada y con una dosis de 5 mg/kg: tras la administracion de
ciprofloxacina la concentracion plasmatica obtenida fue de 1,92 pg/ml en cabras
(el-Banna y el-Sooud, 1998); de difloxacina 4,1 pg/ml en cabras (Atef y col.,
2002), 1,89 pg/ml en ovejas (Marin y col., 2007) y 2,84 pg/ml en dromedarios
(Abo-El-Sooud y col., 2009); tras la administracion de moxifloxacina en ovejas se
obtuvo un valor de 1,66 pg/ml (Carceles y col., 2009) y de 2,16 pg/ml en camellos
(Abd-el-Aty y col., 2007). Por ultimo, la norfloxacina dio un valor de 3,29 ug/ml
en ovejas con una dosis de 10 mg/kg (Gonzalez y col., 2001) y la danofloxacina,
0,49 pg/ml en camellos con una dosis de 1,25 mg/kg (Aliabadi y col., 2003).

Mientras que con ciprofloxacina la C.x tarda en alcanzarse tan sélo 0,53
horas en ovejas (Mufloz y col, 1996), con danofloxacina, difloxacina,
moxifloxacina y norfloxacina, en camellos, dromedarios y ovejas, se requiere un
tiempo similar al de nuestro estudio para conseguir dichos niveles (el-Banna y Abo
el-Sooud., 1998; Aliabadi y col., 2003; Atef y col., 2002; Gonzalez y col., 2001;
Marin y col., 2007; Carceles y col., 2009; Abd-el-Aty y col., 2007; Abo-El- Sooud
y col., 2009).

En el caso de la administracion subcutanea de marbofloxacina y
enrofloxacina, los valores de C,, también son superiores a los obtenidos por
diferentes autores con otras quinolonas: McKellar y col., (1999) en vacas con
danofloxacina (0,2 pg/ml), Marin y col., (2007) en ovejas con difloxacina (1,39
ug/ml) y Céarceles y col., (2009), en ovejas con moxifloxacina (0,90 ug/ml).

El tiempo que tarda en alcanzarse dicha concentracion por esta via en el caso
de la marbofloxacina es semejante al obtenido con danofloxacina en vacas (1,25
horas segin McKellar y col., 1999); mientras que el mismo dato en la
enrofloxacina se asemeja mas al obtenido en ovejas, con difloxacina y
moxifloxacina, donde se obtienen valores superiores (5,33 horas y 3,25 horas
respectivamente segun Carceles y col., en 2009 y Marin y col., en 2007).

En general, los camélidos tanto llamas, alpacas como camellos, para
marbofloxacina y enrofloxacina presentan C,,,x superiores al resto de especies pero
tardan més tiempo en alcanzarlo; tan sélo los bufalos en el caso de la enrofloxacina
presenta valores de C,,,x mas altos. En todas estas especies la caracteristica comin
es su adaptacion a condiciones extremas de temperatura. No disponemos de datos
en cuanto a las posibles variaciones en la irrigacion o diferencias anatomo-
histologicas o fisiologicas de tejido subcutdneo en estas especies, pero seria lo
unico que podria justificar este comportamiento distinto, ya que sucede algo
parecido con las demas fluoroquinolonas estudiadas y tampoco sus caracteristicas
fisico-quimicas, justifican este hecho.

V.2.3.2.- Distribucion

El volumen de distribucion se identifica habitualmente como el grado de
extension de la distribucion de los farmacos, si bien se puede decir que el Vd no
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fue disefiado fundamentalmente para evaluar esa distribucion de los farmacos en
los diferentes espacios fisiologicos, entre otros motivos porque se debe tener en
cuenta una serie de factores, como la union a proteinas en plasma o tejidos.

De forma mas correcta se puede definir el Vd como una proporcion
constante entre la cantidad total de farmaco en el organismo y la concentracion
plasmatica, que puede ser medida en diferentes condiciones (bajo equilibrio Vi,
pseudoequilibrio V,). Por tanto la principal aplicacion clinica del Vd es calcular la
dosis de carga (ej.: la primera dosis de una régimen de dosis multiple) con el
objetivo de alcanzar rapidamente la concentracion en las dianas terapéuticas.

En nuestro estudio hemos utilizado so6lo la via intravenosa para calcular los
volimenes ya que cuando se calcula el V, por vias extravasculares se deben tener
en cuenta dos premisas: la primera, que la dosis que accede al sistema circulatorio
debe ser exactamente conocida y por tanto se debe corregir por la
biodisponibilidad, y la segunda, que se debe utilizar sélo la fase de eliminacion
pura, es decir, sin fenémenos de flip-flop, con el fin de cumplir la condicion de
distribucion en pseudoequilibrio, condiciones en la cual se ha definido el V,, y ese
proceso no siempre se conoce por esas vias (Toutain y Bousquet-Mélou, 2004a).

Distribuciéon de marbofloxacina

En nuestro trabajo, el V, y el Vi (1,26 L/kg y 0,72 L/kg) alcanzan valores
similares a los obtenidos por otros autores en diferentes especies: 1,31-0,74 L/kg en
cabras (Waxman y col., 2001); 1,5-1,96 L/kg en ovejas (Sidhu y col., 2010; Cox y
col., 2007); 1,09-1,20 L/kg en vacas (Ismail y col., 2007; Cox y col., 2007;
Aliabadi y Lees, 2002); 1,77 L/kg en bufalos (Goudah y col., 2007). Las ligeras
variaciones pueden ser debidas a pequefias diferencias en los porcentajes de union
a las proteinas en plasma, tejidos o bien a pequefas modificaciones en el
aclaramiento plasmatico, e incluso en los espacios fisiologicos a los que accede,
aunque en la practica son esencialmente los mismos. En cualquier caso la
marbofloxacina presenta una alta capacidad de distribucion, que le permite
alcanzar concentraciones eficaces en los diferentes tejidos organicos.

El V, es un volumen dependiente del aclaramiento plasmatico, y su valor
numérico puede ser modificado por una alteracion del Cl, mientras que el espacio

fisiologico donde se distribuye el farmaco, permanece sin cambios.

Distribucion de enrofloxacina

Los volumenes de distribuciéon de enrofloxacina en llamas tras Ia
administracion intravenosa de 5 mg/kg (0,6 L/kg) son parecidos a los descritos por
Gandolf'y col., (2005) en alpacas y por Varma y col., (2003) en vacas (0,44 L/kg).
En cambio para las mismas y otras especies, autores como Idowu y col., (2010) en
vacas (1,59 L/kg) o Gavrielli y col, (1995) en camellos (1,13 L/kg), Mengozzi y
col (1996) en ovejas (3,02 L/kg)) y Christensen y col., (1996) o Kreil y col.,
(2001), en llamas (3,46-4 L/kg respectivamente) obtienen valores muy superiores.

-171 -



Discusion

Esto puede ser debido a diferencias en los sistemas de calculo (Christensen y col.,
en 1996 lo calcula en 12 horas) o a que se hayan producido fenémenos de flip flop
que alteraran la fase de eliminacion en pseudoequilibrio, o a diferencias en la
capacidad de aclaramiento, como hemos comentado previamente.

Para la mayoria de los farmacos el V, es mayor que el Vg, pero
generalmente las diferencias son pequefias. No obstante estas diferencias pueden
ser grandes si una gran fraccién del farmaco es eliminada antes de alcanzar el
pseudoequilibrio, ya que en este estado, las concentraciones plasmaticas decrecen
porque el farmaco es continuamente extraido desde el plasma en relacion
proporcional al aclaramiento plasmatico; en cambio, en condiciones de equilibrio,
la concentracion plasmatica es constante porque la relacion de farmaco eliminado
es compensado por la relacion de farmaco que ingresa en el organismo (el
aclaramiento es aparentemente nulo). Por eso, a igualdad de farmaco en el
organismo, las concentraciones plasmaticas pueden ser sistematicamente mas bajas
en pseudoequilibrio que en condiciones de equilibrio y por tanto V, serd mayor que
Vs (el Vi puede ser considerado como el limite del V, cuando el aclaramiento
tiende a cero). El impacto del aclaramiento sobre el V, explica por qué el V,
disminuye cuando existe insuficiencia renal. Seria erréneo explicar la disminucion
como una alteraciéon en el volumen en que se distribuye (Toutain y Bousquet-
Melou, 2004a).

Comparacién de la distribucién de marbofloxacina y enrofloxacina con otras
fluoroquinolonas

Si comparamos la distribucion de la marbofloxacina y de la enrofloxacina
entre camélidos con otras moléculas se observan, en algunos casos, notables
diferencias. Asi en camellos, la danofloxacina presenta un valor de V, de 2,53 L/kg
(Aliabadi y col., 2003), el doble del presentado por la marbofloxacina. Esto podria
deberse a la retencion que sufre en los tejidos, segin Mann y Frame en 1992 y
Giles y col., en 1991, que describen concentraciones de danofloxacina en tejido
pulmonar entre 4 y 7 veces las concentraciones plasmaticas y que persistian hasta
12 horas después de la administracion intramuscular en cerdos y vacas. También
presenta una baja uniodn a las proteinas plasmaticas (Greko y col., 2003; Aliabadi y
col., 2003; Sarasola y col., 2002; Bregante y col., 2000; Cox, S.K., 2007; Atef y
col., 2001), pasando mas rapidamente a los tejidos al ser mayor la fraccion libre de
esta fluoroquinolona. Por el contrario moxifloxacina y difloxacina, que
quimicamente son similares a la marbofloxacina presenta valores parecidos entre
si. Abd-el-Aty y col., (2007) con moxifloxacina obtuvieron un valor de 1,78 L/kg y
Abo-El-Sooud y col., 2009 en dromedarios tras la administracion de difloxacina
encontraron valores de 1,02 L/kg. La moxifloxacina se caracteriza por tener una
muy alta unién a proteinas (93%) en camellos y en el resto de especies, superior al
60%. Estas diferencias podrian justificar las diferencias frente a marbofloxacina y
enrofloxacina.

Los valores descritos en otras especies rumiantes para diferentes quinolonas
se encuentran en cifras que indican una alta capacidad de distribucion.
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Ciprofloxacina 1,9-3,4 L/kg; danofloxacina 1,4-3,9 L/kg; difloxacina 1,1-1,68 L/kg
y moxifloxacina 1,05-2,03 L/kg (el-Banna y Abo el-Sooud, 1998; Garcia-Ovando y
col., 2000; Cox y col., 2004; Cox y col., 2007; Sappal y col., 2009; Shem-Tov y
col., 1998; Atef 'y col., 2002; Marin y col., 2007; Céarceles y col., 2009; Gonzalez y
col., 1997-2001).

V.2.3.3.- Eliminacion

La eliminacidon considera los procesos de metabolismo y excrecion. El
aclaramiento plasmatico es el mas importante de los parametros farmacocinéticos,
porque mide la capacidad total del organismo para eliminar el farmaco. Se podria
definir como la relacion entre dos términos, una relacion de eliminacion de
farmaco y la correspondiente concentracion. Ademas del aclaramiento, otros
parametros que nos pueden dar una idea de la capacidad del organismo para
deshacerse de un farmaco son la semivida de eliminacion, definida como el tiempo
que tarda en reducirse a la mitad la concentracion plasmatica después de alcanzar
el pseudoequilibrio de distribucion, es decir se mide cuando la concentracion
plasmatica se debe solamente a procesos de eliminacion (se deben evitar los efectos
de flip flop), y el MRT, que expresa la persistencia total del firmaco en el
organismo.

Farmacos que tengan practicamente el mismo aclaramiento pueden tener
muy diferentes semividas de eliminacion. El aclaramiento plasmatico expresa s6lo
la capacidad del organismo para eliminar el farmaco. En cambio la semivida
terminal expresa la relacion total del proceso de eliminacion actual del farmaco
durante la fase terminal. Esta relacion total de eliminacion depende no so6lo del
aclaramiento, sino también de la extension de la distribucion del farmaco, como se
aprecia en la formula t;, = 0.632-Vd/CL

Una semivida terminal larga se puede deber a un alto Vd o/y un bajo CL

La semivida terminal es el mas hibrido de los parametros farmacocinéticos,
porque depende de muchos otros factores y a la vez es el parametro mas sensible a
la resolucion de las técnicas analiticas, especialmente el limite de cuantificacion.

Eliminacion de marbofloxacina

El aclaramiento plasmatico en las llamas presenta un valor de 0,09 L/kg-h
tras la administracion intravenosa. Este valor es inferior a los obtenidos por
Goudah y col., en 2007 en bufalos e Ismail y col., en 2007 en vacas (0,18 L/kg*h),
o los descritos en vacas, cabras y ovejas con valores que oscilan entre 0,23 L/kgh
y 0,55 L/kg*h (Cox y col., 2007; Aliabadi y Lees, en 2002; Waxman y col., 2007;
Shidu y col., 2010).

El aclaramiento desde un punto de vista fisioldogico dependeria del flujo
cardiaco (como suma de los flujos de cada uno de los 6rganos implicados en la
eliminacion, fundamentalmente higado y rifién) y de la capacidad de extraccion de
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esos organos. De forma que Cl = Q-E, siendo Q el flujo de sangre que llega a los
organos de eliminacion o mas general, flujo cardiaco y E una relacion de
extraccion (C;;—Coy)/Cin que implica las concentraciones de entrada y salida de
dicho o6rgano.

El flujo cardiaco depende en gran medida del peso corporal, pero corregido
en escala alométrica: Q = 180+P"" | siendo P el peso corporal en kg. En el caso de
las llamas, Q = 70,2 mL/kg/min.

Por tanto para un Cl de 0,09 L/kg*h (1,49 mL/kg'min), la capacidad de
extraccion E seria de 0,021, es decir de un 2,1%, considerandose un valor bajo (alto
= 0,35; medio = 0,15; bajo = 0,05, segiin Toutain y Bousquet Melou en 2004b),
pero si hacemos los célculos para el resto de especies mencionadas anteriormente,
comprobamos que se encuentra en mismo orden ya que no llegarian al 5% de
capacidad de extraccion. Esta baja capacidad de extraccion se considera una
condicion deseable en el desarrollo de farmacos con bajas dosis o regimenes
posologicos prolongados, como es el caso de la marbofloxacina.

La semivida de eliminaciéon de la marbofloxacina es superior tras la
administracion intravenosa (9,16 horas) que frente a las otras vias (intramuscular:
8,47 horas; subcutanea: 6,26 horas) con diferencias estadisticamente significativas
entre la intravenosa con la subcutanea y ésta con la intramuscular. La diferencia
entre vias extravasculares no se puede deber a la diferencia en los procesos de
eliminacion puesto que son los mismos, una vez alcanzado el torrente circulatorio,
sino mas bien al otro factor que la determina como es el volumen de distribucion,
que a su vez depende de la biodisponibilidad y del establecimiento de la fase de
pseudoequilibrio. En el caso de la intramuscular la elevacion en los valores de CPK
podria implicar un proceso irritativo que condicionaria un primer proceso de
absorcion rapida, consecuencia de la irritacion y mayor afluencia de sangre,
pudiéndose producir posteriormente un fenémeno de absorciéon mas tardio que a su
vez modificaria el tiempo en que se consigue el estado de pseudoequilibrio. EI T«
mas corto de la intramuscular frente a la subcutanea, avalaria este proceso (Toutain
y Bousquet Melou, 2004c).

En el caso de la intravenosa al no depender de estos procesos, es un valor
mas estable, ya que se calcula en funcion de la pendiente de eliminacion (t;,=
0.693/L ) v no esta sujeto a estas fluctuaciones de absorcidon, puesto que en la
intravenosa no existe absorcion.

La no existencia de acumulacién pone de manifiesto que el intervalo de
dosis en la multiple es adecuado ya que la principal aplicacion clinica de la
semivida terminal es seleccionar la apropiada duracion del intervalo de dosis, en
administracion de dosis multiples. Por tanto la semivida terminal permite predecir
la acumulacion del farmaco y el tiempo para alcanzar el estado estacionario.

En el caso de las administraciones multiples, solo presentan diferencias con
la intravenosa y la intramuscular pero no con la subcutanea dosis unica, ni entre si
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(a excepcion de la 3* y 5* dosis 24 horas y 5 dosis a tiempo final con todas) lo que
confirma la ausencia de procesos anormales tras la aplicacion de dosis multiples,
como podria ser la saturacion en los procesos de excrecion o metabolismo. En el
caso de la 5* dosis a tiempo final, el cambio viene motivado por los tiempos
elegidos para el calculo de la pendiente de eliminacion. La estimacion exacta de la
pendiente requiere muestrear al menos 3 veces la semivida esperada. Se debe
considerar que en las multiples se corta a las 24 horas y por tanto podria no
definirse perfectamente. Al utilizar el tiempo completo en la subcutanea 5* dosis
permite definir mejor y por eso puede tener diferencias con el resto. Esto no es tan
llamativo con el MRT, debido a cémo se calcula, ya que no depende de la
pendiente (MRT = AUMC/AUC y el AUMC = | tCd).

Como sucede con la semivida de eliminacion, a pesar de que el MRT es
ligeramente mayor tras la administracion subcutanea que tras la intramuscular, no
hay diferencias significativas. En el caso de las administraciones multiples tan s6lo
hay diferencias entre la 1* y 3* y la 5* dosis a tiempo final. Dado que los
pardmetros no indican fenémenos de acumulacion o de comportamientos
anormales, estas diferencias si bien son significativas, no tienen trascendencia
clinica.

En la tabla 92 se detallan los valores (media y desviacion estandar) de la
semivida de eliminacion, y tiempo medio de residencia de las diferentes vias en
estudio; en las graficas 51 (t;2) v 52 (MRT) se pueden observar las similitudes y
diferencias entre las mismas.

Tabla 92.- Valores (media y desviacion estindar) de la semivida de
eliminacién, aclaramiento plasmatico y tiempo medio de residencia de las
diferentes vias en estudio.

Marbofloxacina ty. (h) DE MRT 1ase (h) DE MRTnr (h) DE
v 9.16 1.08 7.30 1.07 7.85 1.15

M 8.47 0.31 8.21 1.57 8.76 1.69

Scdu 6.26 0.87 8.27 0.96 9.02 1.38
SCdm 1°d 6.70 0.72 7.43 0.51 9.61 0.80
SCdm 3°d 5.80 0.67 6.78 0.32 8.20 0.36
SCdm 5°d 24h 6.53 1.31 7.16 0.46 9.17 0.97
SCdm 5°d 84h 10.10 1.09 10.86 0.70 11.42 0.98
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Semivida de eliminacién de marbofloxacina por diferentes vias de
administracion
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Grafica 51.- Comparacion de la semivida de eliminacion de marbofloxacina
entre las distintas vias.
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Grafica 52.- Comparaciéon del tiempo medio de residencia de
marbofloxacina entre las distintas vias.

Si comparamos estos valores obtenidos frente a otras especies con
marbofloxacina, tras la administracién intravenosa la semivida de eliminacién y el
tiempo medio de residencia en llamas es superior al observado por otros autores
con dosis de 2 mg/kg siendo respectivamente de 7,18 horas y 5,06 horas en cabras
(Waxman y col., 2001), 3,96 horas y 4,13 horas en ovejas (Sidhu y col., 2010), 5
horas y 5,5 horas en vacas (Ismail y col., 2007; Cox, S.K., 2007; Aliabadi y Lees,
2002), y semejante al descrito en bufalos 7,52 horas y 9,96 horas (Goudah y col.,
2007). Como pasa con otros parametros el comportamiento en llamas es mas
parecido a las cabras que a otros rumiantes.

También tras la administracion intramuscular de marbofloxacina la semivida
de eliminacioén es mayor en camélidos que en otras especies: llamas 8,47 horas;
camellos 7,16 y 7,98 horas (Laraje y col., 2006); cabras 6,77 horas (Waxman y
col., 2001); bufalos 6,79 horas (Goudah y col., 2007); ovejas 3,65 horas (Sidhu y
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col., 2010); vacas 2,53-4,70 horas (Ismail y col., 2007; Schneider y col., 2004;
Aliabadi y Lees, 2002).

Sin embargo el tiempo medio de residencia tras la administracion
intramuscular de marbofloxacina es muy semejante a los camellos, vacas y bufalos
(8,90; 7,40; 7,95 horas Laraje y col., 2006; Ismail y col., 2007; Goudah y col.,
2007) e inferior para las cabras y ovejas (4,62 horas para Waxman y col., en 2001 y
4,11 horas para Sidhu y col., en 2010).

La administracion subcutdnea de marbofloxacina sigue el mismo orden,
siendo la semivida de eliminacion en llamas de 6,26 horas y en cabras de 5,74
horas (Dova y col., 2007); el tiempo medio de residencia en las llamas es de 9,02
horas y en las cabras segun los mismos autores es de 4,8 horas.

Esto indica que el tiempo de permanencia del farmaco en el organismo es
mayor para esta especie, hecho que pudiera estar relacionado ademas de los
procesos comentados anteriormente, con procesos de filtracion glomerular. Los
camélidos son capaces de pasar muchas horas en condiciones de privacion de agua
y ello pudiera afectar a la cinética de eliminacion de estos animales. Ya Kreil y
col., en 2001 indicaron que las llamas tienen menor capacidad de excrecion para la
ampicilina.

Eliminacion de enrofloxacina

El aclaramiento plasmatico es mas bajo en esta especie (0,11 L/kgeh) y en
alpacas (0,08 L/kgh Gandolf'y col., en 2005) que en cabras, (0,19 L/kg*h Gandolf
y col 2006) o camellos (0,27 L/kg+h Gavrielli y col., 2005). Sin embargo en el resto
de las especies y con concentraciones variables (2,5-10 mg/kg) muchos autores
describen valores superiores; Rao y col., (2002) en cabras (1,33 L/kg*h), Varma y
col., (2003) en vacas (1,14 L/kgeh). También Christensen y col., (1996) y Kreil y
col., (2001) obtienen valores mas altos en las llamas (0,7 L/kg-h).

Tal y como hemos comentado en el caso de la marbofloxacina, para explicar
estas diferencias deberiamos recurrir a una interpretacion fisiologica del
aclaramiento plasmatico, con un modelo de aclaramiento corporal. En este caso
obtendriamos un valor de E = 0,026 o un 2,6 % de extraccién. En cambio en las
cabras o vacas se alcanzarian valores entre 20-35% de capacidad de extraccion.

Es decir, las diferencias encontradas entre especies podrian explicarse, en
parte, por la influencia del tamafio corporal y la capacidad de aclaramiento de los
organos implicados, en funcién del flujo sanguineo; pero las diferencias tan
llamativas de casi un orden de magnitud, en la misma especie, solo podrian
explicarse en casos de alteracion grave de esos organos, higado y rifién, o en casos
de procesos de efecto de primer paso. Por ultimo, se podria pensar en las diferentes
técnicas de muestreo y analiticas empleadas en cada trabajo.

-177 -



Discusion

Tras la administracion intravenosa la semivida de eliminacion (4.08 horas)
resultd ser similar a la obtenida por otros autores en la misma especie como
Christensen y col., en 1996 (3.38 horas) o Kreil y col., en 2001 (3,94 horas) a pesar
de que este ultimo utiliza una dosis doble; en otras especies, como alpacas (13,04
horas) y cabras (13,3 horas) Gandolf'y col., en 2005 y 2006 obtienen una semivida
del doble, igual que la obtenida en camellos jovenes, 11,85 horas (Harron y col.,
1997) y vacas, 16,3 horas (Cox y col.,, 2004). En el resto de las especies la
semivida oscila entre 0,73 horas en cabras (Rao y col., 2002) y 4,77 horas en
ovejas (Bermingham y col., 2002). A diferencia de lo que sucede en el caso de
aclaramiento plasmatico las modificaciones en la semivida de eliminacion se
pueden atribuir a procesos de distribucion, o a diferencias a la hora de definir la
pendiente, que a su vez se basa en los limites de cuantificacion de la técnica.

Esta diferencia se pone de manifiesto en el hecho de que se pueden observar
muy diferentes semividas terminales para farmacos que tienen el mismo valor de
aclaramiento, y no obstante en caso de alteraciones nefrotéxicas graves, la
semivida puede no alterarse y en cambio el aclaramiento disminuir a la mitad.

La semivida de eliminacion tras la administracion intramuscular en llamas es
de 5,04 horas, muy similar a todas las especies a excepcion de los camellos jovenes
donde se alcanzan valores de 16,69 horas. La misma pauta sigue la via subcutanea.

El MRT tras la administracion subcutanea en las llamas es de 7,40 horas,
inferior al presentado en alpacas (10,33 horas) segiin Gandolf y col., en 2005. El
resto de las especies presentan valores muy similares, esto se podria justificar por
el menor Cl que presentan las alpacas frente a las llamas, mientras que el MRT no
esta tan influido por otros factores.

En la tabla 93 se detallan los valores (media y desviacion estandar) de la
semivida de eliminacion, y tiempo medio de residencia de las diferentes vias en
estudio; en las graficas 53 (t;) y 54 (MRT) se pueden observar las similitudes y
diferencias entre las mismas.

Tabla 93.- Valores (media y desviacion estandar) de la semivida de
eliminacion, aclaramiento plasmatico y tiempo medio de residencia de las
diferentes vias en estudio.

Enrofloxacina tm (h) | DEMRT . (h) DE MRTpe(h) D E
v 4.08 1.04 4.64 0.70 4.87 1.00

M 5.04 0.63 7.28 0.54 7.57 0.71

Scdu 409 | 0.9 7.40 0.56 7.56 0.60

Scdm 1°d 6.25 1.88 5.15 0.72 9.79 3.10
SCdm 9°d(12h) 7.39 2.14 5.63 0.94 11.31 2.82
SCdm 9°d(84h) 832 | 135 10.25 1.38 10.58 1.66
LA SCdu 8.28 1.85 11.91 2.19 12.15 2.38

LA SCdm 1°d 12.42 2.56 16.77 1.82 17.90 2.38
LA Scam 2°d(72 h) 11.68 3.98 17.45 2.51 18.33 2.49
LA SCdm 2*d(120 h) 15.37 7.99 18.39 2.63 18.75 2.84
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Semivida de eliminaciéon de enrofloxacina por diferentes vias de
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Grafica 53.- Comparacion de la semivida de eliminacion de enrofloxacina
entre las distintas vias.
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Grafica 54.- Comparacion del tiempo medio de residencia de enrofloxacina
entre las distintas vias.

Comparacion de la eliminacidén de marbofloxacina y enrofloxacina con otras

fluoroquinolonas

Tras la administracion intravenosa de otras fluoroquinolonas los valores
referenciados de semivida de eliminacion por diversos autores y en diversas
especies rumiantes oscilan entre 1,2 y 4,24 horas; debemos indicar sin embargo que
este parametro, para la difloxacina, alcanza en ovejas valores de 11,43 horas
(Marin y col., (2007)), tal vez porque la difloxacina es la menos polar de todas la
fluoroquinolonas, siendo ampliamente reabsorbida, alargando su semivida; en
cambio en dromedarios fue de 2,97 horas (Abo-El-Sooud y col., 2009). En
camellos la danofloxacina, molécula que se acumula en tejidos, también es elevada,
con valores de 5,37 horas (Aliabadi y col., 2003). La moxifloxacina en camellos
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fue de 1,87 horas (Abd-el-Aty y col., 2007); esta fluoroquinolona presenta una
elevada union a proteinas plasmaticas y en general es la que presenta la semivida
mas corta en todas las especies.

Por la via la intramuscular sucede practicamente lo mismo que acabamos de
describir; la ciprofloxacina dio un valor de semivida de eliminacién de 3,06 horas
en ovejas (Mufoz y col., 1996), la danofloxacina de 5,71 horas en camellos
(Aliabadi y col., 2003) y la difloxacina de 13,89 horas en ovejas (Marin y col.,
2007) y 3,46 horas en dromedarios (Abo-El-Sooud y col., 2009).

El tiempo medio de residencia confirma la mayor permanencia de la
difloxacina en ovejas (15,83 horas segun Marin y col.,, en 2007) que en
dromedarios (5,61 horas segin Abo-El-Sooud y col, en 2009), tras la
administracion intramuscular.

V.2.4.- Tratamiento estadistico

Marbofloxacina

Para su mejor comparacion en la tabla 94 se detallan las caracteristicas
estadisticas de las diferentes vias y parametros obtenidos con marbofloxacina.

Tabla 94.- Estadistica de la marbofloxacina.

IVIV
IM Cmg( IM
sCdu | Cm SC du
Lo, Lo,
SC dm Cmax SC dm
1* dosis t1on t1on 1? dosis
Cmax
t t
SC dm ol L SC dm
3" dosis 3* dosis
MRTlast MRTlast
MRT;.¢
AUClast
SSaCd(()ismis AUCi SC dm
(24 h) Crnax 5 dosis (24h)
tyam tuam tuam
AUClast AUClast
AUC;, AUGC;,
SC dm i 4 SCdm
5 dosis Conax 52 dosis
(TF) tioa tioa L, tin tioa L (TF)
MRTlast MRTlast MRTlast MRTlast MRTIast MRTlast
MRTjyr | MRTi¢ | MRTipe | MRTir | MRTjy¢ MRT,,¢
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La via intravenosa presenta diferencias significativas con todas las vias:
como es logico al comparar la C,.x con la C, y las t;», excepto con la
intramuscular.

La via intramuscular presenta diferencias tinicamente en la t; con las vias
subcutaneas.

Entre las administraciones subcutaneas, tan so6lo se aprecian diferencias
significativas entre el MRT de la 1* y 3* subcutanea multiple y en el AUC y t;» de
la 3* con las 5% tanto a 24 horas como a tiempo final. Como es logico la 5°
administracion subcutanea a tiempo final, se diferencia con todas las demas como
consecuencia del diferente tiempo aplicado para calcular los parametros
farmacocinéticos, modificando la pendiente de eliminacion y aquellos mas o menos
relacionados directa o indirectamente como el MRT, el AUC y t;; . En este caso
podemos ver la influencia en los diferentes estudios que se realizan, como la
seleccion de los protocolos de tomas de muestras pueden influir en el resultado
final de los mismos y la trascendencia de perfilar lo mejor posible la fase de
eliminacion.

Enrofloxacina

Para su mejor comparacion en la tabla 95 se detallan las caracteristicas
estadisticas de las diferentes vias y parametros obtenidos con enrofloxacina.

Tabla 95.- Estadistica de la enrofloxacina.

\Y \Y
Cmax
M MRTlasl M
MRTiuf
Cmax
SC du MRT\, SCdu
MRT;p¢
AUClast AUClast AUClast
SCdm Sh SCdm
12 dosis tin L2, 12 dosis
MRTlasl MRTlast
MRTir | MRTir | MRTiys
AUCis | AUCiy | AUCiuq
SCdm
92 dosis Cmax Cmax* a SC DM
(12 h) tio tio tio* 9% dosis (12 h)
MRTlast MRTlasl MRTlasl
MRTiyr | MRTiyr | MRTins
AUClast AUClasl AUClasl AUClast AUClasl
*
SCdm C‘“"*'X* " SCdm
92 dosis (TF) |-tz G G G ti, 9 dosis (TF)
MRT]ast MRT]ast MRTlast MRTlast MRT]ast
MRTiuf MRTinf MRTinf

* significativo solo para T de Student (pareadas) y no para el analisis de varianza (Duncan)
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La enrofloxacina intravenosa se comporta de forma distinta en cuanto a
tiempo medio de residencia con respecto a las vias intramuscular y subcutanea
dosis tnica. Con respecto a la subcutanea multiple hay diferencias significativas en
la distribucion y en la eliminacion.

La via intramuscular se comporta exactamente igual que la subcutinea unica
mientras que existen claras diferencias en la subcutanea miultiple en cuanto a la
eliminacion del farmaco.

La administracion subcutanea Unica de enrofloxacina presenta diferencias
significativas con la subcutanea multiple también con respecto a la eliminacion. La
primera y ultima dosis de la subcutanea multiple si tiene diferencias significativas
en cuanto a la concentracion maxima alcanzada y el tiempo en que tarda el firmaco
en ser eliminado.

V.2.5.- Indices de eficacia

Es un hecho sobradamente conocido que la eficacia de un farmaco
antimicrobiano depende de diferentes factores como son el farmaco, el
microorganismo y el hospedador. La relacion triangular entre ellos, descrita por
Davis (San Andrés y Boggio, 2007) implica el éxito o el fracaso de la terapéutica
antiinfecciosa. Si consideramos al hospedador como el receptor del tratamiento,
quedarian dos factores sobre los que intervenir para conseguir la eficacia deseada:
conocer las caracteristicas principales del agente patégeno causante del proceso
morboso, especialmente en lo que se refiere al farmaco al que se enfrenta, y por
otro lado, seleccionar el farmaco con un régimen posoldgico idéneo, que es aquel
que utiliza la dosis mas baja, que mas rapida y eficazmente inhabilita los patégenos
a controlar, minimizando al mismo tiempo el riesgo de seleccion de resistencias y
la posible toxicidad asociada al antimicrobiano (McKellar y Boggio, 2007).

Para establecer una adecuada relacidon entre esos dos factores, es necesario
definir el comportamiento del farmaco en el paciente mediante el estudio
farmacocinético que describe la forma en que el huesped “utiliza ese farmaco”,
incluyendo su absorcion, distribucion y eliminacion y cuyos pardmetros mas
importantes son la concentracion plasmatica (Cn.x) y el area bajo la curva de
concentraciones plasmaticas (AUC,.), y el tiempo (t) durante el cual las
concentraciones plasmaticas permanecen por encima de concentraciones definidas,
y conocer la respuesta del patogeno frente a ese antimicrobiano mediante el estudio
farmacodindmico  cuyo principal parametro es la Concentracion Inhibitoria
Minima (MIC), es decir, la concentracion mas baja que inhibe el crecimiento de
una poblacion bacteriana en un caldo de cultivo.

La correcta integracion farmacocinética y farmacodinamica permitira
conseguir el objetivo perseguido de eficacia, no solo desde el punto de vista
clinico, sino también desde el punto de vista microbiologico. Los indices que
definen esta integracion PK/PD dependen de las caracteristicas del antibiotico,
fundamentalmente de su comportamiento como concentracion o como tiempo
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dependiente. Puesto que las fluoroquinolonas son farmacos concentracion
dependiente (Walker y Dowling, 2006), los indices de eficacia mas relevantes
segun diferentes autores son C./MIC y AUC/MIC. (McKellar y col., 2004,
Toutain y Lees, 2004, Lathers, C.M., 2002) Por tanto, necesitamos conocer por un
lado, los parametros cinéticos especificos para cada especie debido a la conocida
variabilidad que pueden sufrir dichos parametros y por otro, los valores de
Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) de los microorganismos patdgenos frente
a los que se va a utilizar ese antimicrobiano, que como sucede en el caso anterior,
también este parametro sufre variaciones que se deben tener en consideracion.

Para realizar una integracion lo mas adecuada posible, hemos seleccionado
los parametros cinéticos de marbofloxacina y enrofloxacina en las llamas y a su
vez, hemos elegido aquellos microorganismos que con mayor frecuencia causan
procesos infecciosos en los camélidos (llamas y alpacas), como Mannheimia
haemolytica, Clostridium perfringens, Escherichia. Coli, y Salmonella spp. (Martin
Espada y col., 2010; Mercado y col., 2004).

En el caso de los pardmetros farmacocinéticos hemos utilizado el AUC, .,
siguiendo las recomendaciones de Mouton y col., en 2005, que indican, que en
caso de administraciones unicas, se debe usar este parametro, y solo, cuando se ha
alcanzado el estado estacionario en el caso de administraciones multiples, se debe
usar el AUC, 4, si bien el tiempo t suele ser 24 horas.

En nuestro estudio las diferencias entre las AUC,., y AUC,, son menores
del 2% en el caso de la marbofloxacina e inferiores al 1% en el caso de la
enrofloxacina, para las administraciones IV, IM y SC en administraciones Unica,
por lo que se podria haber utilizado cualquiera de ellas con idénticos resultados.

En el caso de las administraciones multiples las variaciones son algo
mayores puesto que se utilizan tiempos distintos en el calculo de este parametro, ya
que en el AUC,; para la tltima administracion se utiliza el tiempo final, mientras
que para el resto se utiliza el valor del intervalo de dosis, (en el caso de las
enrofloxacina el intervalo es de 12 horas o 72 horas en el caso de la formulacion
retardada) que a veces no permite definir totalmente la fase de eliminacion;
ademas, consideramos que a la hora de unificar es mas conveniente usar la misma
AUC en todas.

Como hemos comentado previamente el parametro farmacodinamico MIC,
estd sujeto a variabilidad segun el hospedador y sobre todo a la presion
antimicrobiana a la que hayan sido sometidas las bacterias, por ello es conveniente
utilizar datos especificos de ese microorganismo en la especie elegida y mas
concretamente en la region o zona donde se realiza el estudio.

De los diferentes valores de MIC, (MICs,, MICy) elegimos la MICy, tal
como recomiendan numerosos autores (Lees y Aliabadi, 2002, Toutain y col.,
2002), ya que este parametro hace referencia a la sensibilidad del 90% de las cepas
y permite conocer la situacion del microorganismo mas ajustada a la realidad del
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momento, aunque como consecuencia de ello, su valor se haya ido incrementando a
medida que se ha introducido el uso de las fluoroquinolonas y la presion antibiotica
a la que se ven sometidos los microorganismos. La MICs,, en cambio es mas
estable con el paso de los afios, sin que se vea influida por el uso de
antimicrobianos, de ahi que sea elegida por algunos autores como Grobbel y col.,
(2007), Prescott y Yielding (1990) o Watt y Brown, (1986) para poder comparar la
eficacia de diferentes quinolonas, a pesar de que la sensibilidad so6lo hace
referencia al 50% de las cepas.

En nuestro trabajo no se han calculado los datos de MIC para las bacterias
causantes de procesos infecciosos en las llamas ya que hemos utilizado animales
sanos para las pruebas farmacocinéticas y no disponemos de un niimero suficiente
de especimenes para considerar estadisticamente significativo un aislamiento de
patogenos.

Tampoco hemos encontrado en la bibliografia estudios de este tipo
realizados con marbofloxacina en llamas, por lo que nos hemos visto obligados a
utilizar datos procedentes de otras especies, concretamente de bovinos (Meunier y
col., 2004), a fin de poder realizar los calculos con alguna base experimental y no
solo tedrica. Por tanto de los distintos microorganismos que figuran en la tabla 20,
se han elegido los de rumiantes que ademas pueden provocar procesos digestivos o
respiratorios en las llamas.

Como se puede observar en la tabla 84, los valores obtenidos en la relacion
Ciax/MIC son, en todos los casos, superiores a 10 y los valores de la relacion
AUC/MIC, superiores a 125 a excepcion de P. multocida por la via IV e IM, lo que
implica segun indican numerosos autores, que los indices de eficacia cumplen
sobradamente con los requerimientos establecidos para los tratamientos con
fluoroquinolonas (McKellar y col., 2004; Toutain y Lees, 2004; Toutain y col.,
2002, Craig, W.A., 1998; Forrest y col., 1993; Schentag, J.J., 2000; Preston y col.,
1998). Incluso para microorganismos gram-positivos algunos autores consideran
suficientes indices menores de 40 (Wrigth y col., 2000; Ambrose y col., 2001), por
lo que éstos estarian incluidos en el caso anterior, como situaciéon mas
desfavorable.

En el caso de la relacion Cy,,/MIC incluida la referida a P multocida, supera
el valor en todas las vias si bien la IV presenta un valor doble a las otras vias
parenterales; no obstante se debe tener en consideracion que este indice no refleja
totalmente la realidad ya que la Cy es un parametro extrapolado. En cambio la
relacion AUC/MIC es mas favorable en las administraciones extravasculares, lo
que permite un manejo clinico mas comodo. Otros microorganismos como E.Coli 0
Klebsiella pneumoniae (ver tabla 20) tendrian MIC mas bajas a los seleccionados
en la tabla 84, por lo que se considerarian incluidos dentro de estos indices de
eficacia.

Por otro lado, el valor de estos indices se puede considerar que serian
inferiores a los reales, debido a la menor presion antimicrobiana a la que se supone
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podrian ser sometidas las cepas presentes en llamas, ya que la marbofloxacina no
es una molécula comercializada en Argentina, en el momento de realizar este
estudio y en general la presion de fluoroquinolonas en la zona no es tan elevada
como en Europa de donde proceden los datos de MIC (Meunier y col., 2004) y
consecuentemente los valores de MICyy serian mas bajos o incluso mas proximos a
los de MICsy. En cualquier caso, cuando hay diferentes valores para un mismo
patogeno se ha elegido el mas alto de los publicados, por lo que podemos
considerar este escenario y estas relaciones como los peores posibles.

Por tanto, segin estos indices de eficacia, la marbofloxacina a la dosis
seleccionada de 5 mg/kg pv administrada por las diferentes via en dosis tnica o en
régimen multiple cada 24 horas (puesto que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre la C.x y AUC, a excepcion de la administracion SC 3° dosis
con SC 5° dosis a tiempo final), seria eficaz para combatir las principales
patologias digestivas y respiratorias que afectan a estos animales en las diferentes
etapas de su vida.

Para la enrofloxacina, como en el caso anterior, tampoco disponemos de
datos propios por las mimas razones, si bien, se dispone al menos, de valores de
MIC en camélidos (Gandolf y col., 2005); no obstante incorporamos los valores de
otros autores en especies rumiantes como ovejas y cabras (Bermingham y col.,
2002, Elmas y col., 2001 respectivamente), seleccionando aquellos valores
procedentes de bacterias causantes de procesos infecciosos en las llamas, y siempre
tomando el valor mas elevado.

Como se puede observar en la tabla 86 para las vias IV, IM y SC en dosis
Unica y en la tabla 87 para la formulacion retardada, los valores obtenidos en la
relacion C,,/MIC, superan sobradamente el valor de 10 aunque es digno de
mencion que la formulacion LA con el triple de dosis, apenas alcanza el doble de
valor que la formulacion convencional. En la relacion AUC/MIC sucede algo
parecido: en todos los casos superan ampliamente el valor de 125, llegando en el
caso de Salmonella spp y M. haemolytica a valores 10 veces superiores en la
formulacién convencional, y en el caso de la retardada a valores 30 veces
superiores, teniendo una relacion mas acorde entre la dosis utilizada (15 mg/kg) y
los indices obtenidos, con referencia a la otra formulacion (5mg/kg). Por tanto
desde el punto de vista clinico, esta formulacion LA mantiene la eficacia, y permite
un intervalo de dosificacion mas prolongado (72 horas) que a su vez conlleva un
menor manejo con los animales y por tanto una disminucion del estrés asociado a
este manejo.

A tenor de los resultados de estos indices de eficacia, tanto la
marbofloxacina como la enrofloxacina se podrian utilizar para el tratamiento de
infecciones producidas por estos microorganismos sensibles a dosis inferiores a las
seleccionadas en este trabajo, como las utilizadas en otras especies, manteniendo
unos parametros de eficacia adecuados; pero no podemos olvidar que las
fluoroquinolonas, han sido recientemente reclasificadas en Europa, teniendo en
consideracion el concepto de Concentraciones Preventivas de Mutaciones (MPC) y
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por tanto los indices de eficacia que incorporan este concepto como AUC/MPC y
Ciax/MPC, deben ser también considerados para controlar la emergencia de
resistencias (Olofsson y col., 2006, Olofsson y col., 2007, Kesteman y col., 2009).

Los valores de MPC frente a las fluoroquinolonas son al menos del orden de
10 veces superiores a las MIC (Pasquali y Manfreda, 2007; Wetzstein, H.G., 2005;
Olofsson y col., 2006, Olofsson y col., 2007, Kesteman y col., 2009) y en ese caso
podriamos considerar que con las concentraciones alcanzadas por cualquiera de las
vias, estdn mas proximas a conseguir los niveles necesarios para satisfacer, no solo
un elevado grado de eficacia clinica, sino una disminucion en el riesgo de generar
nuevas cepas resistentes.

En cualquier caso, si consideramos la ventana de seleccion de mutantes
(MSW), como el intervalo de concentraciones plasmaticas del farmaco entre las
MIC para la poblacion de campo (silvestre) y las MPC, con las dosis seleccionadas
en nuestro estudio, somos capaces de disminuir notablemente esta ventana y el
riesgo de seleccionar cepas mutantes de primer paso, todo ello sin ocasionar
efectos secundarios apreciables, ya que la elevacion de enzimas como la CPK es
muy breve en el tiempo y no conlleva una significacion clinica. Por otro lado, en
las dosis multiples, tal y como ya hemos comentado en el apartado correspondiente
no se presentan fenomenos de acumulacién o saturacion de los procesos de
eliminacion.

Por ultimo aunque las fluoroquinolonas son antimicrobianos concentracion
dependiente, y poseen efecto post-antibiotico marcado (marbofloxacina 0,7-4,62
horas y enrofloxacina, 1-4 horas) segun dosis y microorganismo (Marbofloxacin
Reference Book, 1999; McKellar, Q.A. 1996; Spreng y col., 1995). Se debe
considerar lo expuesto por Pasquali y Manfreda en 2007 que indican que las
concentraciones del antimicrobiano deben superar durante el mayor tiempo posible
las MPC.

En el caso de la marbofloxacina, como se aprecia en la tabla 85, el tiempo en
que las concentraciones plasmaticas estan por encima de las MPC es del 100 %
para E.coli y K pneumoniae y superior al 90 % para Salmonella spp. Estos datos se
deben considerar con todas las precauciones posibles ya que, como se ha
comentado previamente, han sido obtenidos a partir de cepas aisladas en otras
especies. Tampoco se dispone de datos suficientes para saber cual es la relacion
idénea AUC/MPC para evitar la seleccion de cepas mutantes.

En el caso de la enrofloxacina, como se observa en la tabla 88 para la
formulacion convencional administrada por las vias IV, IM y SC, el tiempo en que
las concentraciones plasmadticas estan por encima de las MPC es del 100% si
consideramos un intervalo entre dosis de 12 horas, salvo en la administracién IV
para Salmonella spp. (83.3 %). En cambio en el caso de la formulacion retardada
(ver tabla 89), el T-ypc se encuentra entre el 51.55 % -59.26 % para Salmonella spp
y 63,32-71,28 % para E coli.
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Olofsson y col., en 2006 y 2007, refiriéndose a estudios con ciprofloxacina,
exponen que una relacion AUC/MPC con valores superiores a 35 fueron
suficientes para prevenir el desarrollo de resistencias por mutacion simple,
mientras que con valores de 14 o inferiores se consideraban insuficientes, y en el
mismo sentido indican que se requieren T-ypc superiores al 33 % del intervalo de
dosis para prevenir este desarrollo de resistencias.

Si utilizamos la ecuaciéon propuesta por McKellar y col., en 2004 [dosis =
(AUC/MIC+CI*MIC)/F] para el tratamiento de procesos infecciosos y considerando
un valor de AUC/MIC de 125, con las dosis seleccionadas de 5 mg/kg dia, y un Cl
de 0.09 L/kgeh para marbofloxacina y Cl de 0.11 L/kgeh, para la enrofloxacina,
podriamos actuar adecuadamente frente a todos aquellos microorganismos que
tuvieran una MICy, (punto de corte) de 0.44 ug/mL para marbofloxacina y de 0.36
pug/mL para enrofloxacina.

Por tanto, y como hemos comentado anteriormente manteniendo toda la
cautela posible, y a falta de su confirmacion en estuidos posteriores, las dosis y
regimenes seleccionados en este estudio, se podrian acercar a una situacion
deseable en el tratamiento antimicrobiano, como es conseguir una buena eficacia
clinica y bacterioldgica y a su vez, no promover el incremento de resistencias, ya
que permiten conseguir que el porcentaje de tiempo por encima de las MPC sea
superior al obtenido con dosis mas bajas o con intervalos interdosis mas
prolongados. Todo ello desde un punto de vista teorico ya que no disponemos de
datos reales de valores de MPC frente a los principales patogenos en llamas, ni
cuales son los ratios de estos indices, que nos permitan afirmar que hemos
seleccionado un régimen posolégico adecuado.

Por ultimo, y como buena practica clinica, podemos concluir que si no es
factible instaurar una terapia lo antes posible, para que el tamafio de la carga
bacteriana sea menor (metafilaxis o profilaxis) como recomiendan Kesteman y
col., en 2009, al menos deberemos conseguir unos niveles plasmaticos y tisulares
que nos aseguren la eficacia y seguridad del tratamiento.
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Conclusiones

1.-

3.-

El analisis de las concentraciones plasmaticas frente al tiempo, tras la
administracion intravenosa de marbofloxacina y enrofloxacina en llamas, se
ajusta en ambos casos a un modelo bicompartimental abierto de primer orden.

La administracion parenteral de marbofloxacina (vias IM y SC) a dosis tnica
presenta una elevada biodisponibilidad. Las concentraciones plasmaticas
alcanzadas por estas vias son similares a las descritas en otros camélidos y
superiores a las de otras especies rumiantes, si bien se necesita mas tiempo
para alcanzarlas. Ambas vias se muestran como bioequivalentes.

La administracion parenteral de enrofloxacina (vias IM y SC) a dosis Unica
presenta una elevada biodisponibilidad. Tanto las concentraciones plasmaticas
maximas alcanzadas como el tiempo necesario para ello, son superiores, en
general, a las descritas en camélidos y rumiantes. Ambas vias se muestran como
bioequivalentes.

Los datos obtenidos, en llamas adultas, tras la administracion de
marbofloxacina por las diferentes vias indican que esta molécula presenta una
buena penetracion en los tejidos (basado en su elevado volumen de distribucion)
y una baja capacidad de aclaramiento plasmatico, lo que implica una prolongada
permanencia en el organismo, ratificado por los valores de semivida de
eliminacion (t12) y tiempo medio de residencia (MRT) y, consecuentemente,
permite la utilizacion de regimenes posoldgicos prolongados (t = 24h).

Los datos obtenidos tras la administracion de enrofloxacina por las diferentes
vias, en llamas adultas, permiten afirmar que esta molécula presenta una buena
penetracion en los tejidos (basado en su elevado volumen de distribucion), una
baja capacidad de aclaramiento plasmatico y una escasa capacidad de
conversion metabdlica a ciprofloxacina (1,13%). Los parametros indicativos de
su permanencia en el organismo [semivida de eliminacion (t;») y tiempo medio
de residencia (MRT)] recomiendan establecer periodos interdosis (1) de 12 h.

La administracion SC de marbofloxacina en dosis multiple cada 24 horas (n =5
dosis) asi como de enrofloxacina en dosis multiple cada 12 h (n =9 dosis) no
provocan procesos de acumulacion, ni modificaciones en los principales
parametros cinéticos (ya que no se observan diferencias estadisticamente
significativas en la comparacion inter-dosis ni frente a las vias IM o SC a dosis
unica).

Los indices C./MIC y AUC/MIC obtenidos para las especies bacterianas
seleccionadas, causantes de las principales patologias infecciosas, digestivas y
respiratorias, que afectan a las llamas en las diferentes etapas de su vida,
defienden la eficacia y seguridad potencial de estas moléculas en los diferentes
regimenes posoldgicos estudiados.
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8.-

La formulacion de enrofloxacina LA administrada via SC en dosis tinica de 15
mg/kg de peso corporal, se caracteriza por una biodisponibilidad y una
concentracion maxima (Cy,.x) en proporcion, menores a los de la formulacion
convencional, mientras que el tiempo necesario para alcanzar esta concentracion
(Timax), asi como el tiempo de permanencia en el organismo, son superiores a
dicha formulacion.

Los parametros farmacocinéticos estudiados tras la aplicacion de dos dosis
sucesivas de enrofloxacina LA (15 mg/kg) via SC, con un intervalo de 72 horas,
no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si. Los indices de
eficacia Cpo/MIC y AUC/MIC, obtenidos con este régimen posoldgico,
mantienen la eficacia y seguridad del régimen evaluado con la formulacion
convencional, lo que permite un menor manejo de los animales y por tanto una
disminucion del estrés asociado a este manejo.

10.- La evolucién de los niveles séricos de CPK observados tras la administracion

de los diferentes regimenes estudiados para marbofloxacina y enrofloxacina,
muestran una escasa irritacion (toxicidad tisular) en el punto de aplicacion,
especialmente por la via SC, por lo que dada su bioequivalencia con la via IM,
consideramos la administracion SC como via de eleccion.

11.- Las llamas presentan un comportamiento farmacocinético particular, con

similitudes en algunos casos, al observado en otros camélidos, y netamente
distinto al de otras especies rumiantes, lo que confirma el riesgo sanitario
(bienestar animal, salud publica y medioambiental) de realizar extrapolaciones
de regimenes posologicos entre especies.
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VII.1.- Resumen en espaiol

La marbofloxacina y la enrofloxacina son antimicrobianos pertenecientes al
grupo de las fluoroquinolonas, desarrolladas exclusivamente para uso veterinario,
que han demostrado poseer unas caracteristicas farmacocinéticas adecuadas para su
uso en diversas especies.

El objetivo de este trabajo fue definir el comportamiento farmacocinético de
la marbofloxacina y enrofloxacina en llamas (Lama glama), a dosis de 5 mg/kg de
peso corporal. Para ello se estudio la disposicion del farmaco tras la administracion
intravenosa, intramuscular y subcutanea en dosis Unica y subcutanea en dosis
multiple (marbofloxacina: 5 administraciones, intervalo de dosis T = 24 horas;
enrofloxacina: 9 administraciones, intervalo de dosis T = 12 horas), asi como una
presentacion LA (duracion prolongada) de enrofloxacina, a dosis de 15 mg/kg pv,
en dosis Gnica y multiple (2 administraciones, intervalo de dosis T = 72 horas).

Marbofloxacina: Tras su administracion intravenosa, presentd un alto valor
de distribucion V, (1,26 L/kg), una eliminacioén relativamente lenta (Cl1 = 0,09
L/kgeh; ti5, = 9,16 h) y una prolongada permanencia en el organismo (MRTi, =
7,3 h). En las administraciones intramuscular y subcutdnea a dosis Unica,
presentaron una alta biodisponibilidad (F = 128,14 % IM y 148,42 % SC), una
Cinax de 7,43 ng/ml para la via IM y 6,94 ng/ml para la via SC y un T de 1,17 h
(IM) y 1,83 h (SC). Su permanencia en el organismo es relativamente larga con
valores de t;» = 8,47 h para la via IM y 6,26 h para la via SC y de MRT,s; = 8,21 h
para la via IM y 8,27 h, para la via SC.

Tras las administraciones multiples no se apreciaron procesos de
acumulacion. La comparacion entre las diferentes vias estudiadas (IV, IM, SCdu y
SCdm), puso de manifiesto la ausencia de diferencias estadisticas, en los diferentes
parametros farmacocinéticos estudiados, a excepcion de t; entre laIV conla IM y
entre la 3* y 5 dosis de SCdm. También el MRT presento diferencias entre la 3?
dosis SC y la 1? dosis SC y SCdu.

Enrofloxacina: Tras su administracion IV, presentd un valor intermedio de
distribucion (V, = 0,64 L/kg), una eliminacion lenta (C1 = 0,11 L/kgeh; t;» = 4,08
h) y una permanencia en el organismo menor que la marbofloxacina (MRT,s =
4,64 h). Las administraciones IM y SC mostraron una alta biodisponibilidad (F =
94,07 % para la via IM y 88,31 % para la via SC), una C,,.,x de 3,78 ug/ml para la
via IM y 3,26 pg/ml para la via SC y un T, de 2,17 h para la via IM y 2,50 h para
la via SC. La permanencia en el organismo es semejante a la lograda por via IV
(tyn=5,04 hy 3,98 hy MRT, = 7,28 h 'y 7,40 h, para las administraciones IM y
SC respectivamente).

Tras las nueve administraciones cada 12 horas, no se apreciaron procesos de
acumulacion. La comparacion entre las diferentes vias estudiadas (IV, IM, SCdu y
SCdm), puso de manifiesto la ausencia de diferencias estadisticamente
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significativas, en los diferentes parametros farmacocinéticos estudiados, a
excepcion de la ty, entre la 1° dosis SCdm con la IV y SCdu y entre la 9* SCdm
con IV e IM; el MRT presento diferencias entre [V, IM y SCdu.

La presentacién LA en dosis tinica mostré una menor biodisponibilidad (F =
53,31 %), con una Cp,x de 4,92 ug/ml y mas del doble de tiempo en alcanzar esta
concentracion frente a la formulacion convencional (T.x =7,33 h). En cambio el
tiempo de permanencia se alarga notablemente (t;» = 6,47 h y MRT,i = 11,91 h).
La formulacion LA administrada por la via subcutanea en dosis multiple no
presento6 diferencias estadisticamente significativas.

En conjunto el comportamiento farmacocinético de marbofloxacina y
enrofloxacina en las llamas es parecido al de otros camélidos (alpacas y camellos),
presentando una C,.x superiores al resto de especies, pero tardan mas tiempo en
alcanzarlo.

En el caso de la marbofloxacina, la t, y el MRT son ligeramente superiores
a los de otras especies; esto indica que el tiempo de permanencia del farmaco en el
organismo es mayor para esta especie, hecho que pudiera estar relacionado con el
bajo valor de aclaramiento y capacidad de extraccion (E = 2,1%), relacionado a su
vez entre otros factores, con la capacidad de filtracion glomerular. Los camélidos
son capaces de pasar muchas horas en condiciones de privacion de agua.

En el caso de la enrofloxacina, los parametros relacionados con Ia
permanencia en el organismo, son semejantes a los de otras especies de camélidos
o rumiantes, manteniendo igualmente un bajo valor de aclaramiento y capacidad de
extraccion (E = 2,6%).

Con los regimenes posologicos estudiados (vias de administracion, dosis e
intervalo de dosis) y basandonos en los datos obtenidos en los diferentes indices
(Cinax/MIC , AUC/MIC, AUC/MPC y T-ppc), la marbofloxacina y la enrofloxacina
demuestran su posible eficacia frente al tratamiento de procesos infecciosos
digestivos y respiratorios causados por las bacterias seleccionadas y consideradas
principales responsables de este tipo de patologias en las llamas; e incluso, a esta
dosis (5 mg/kg), se considera posible reducir el riesgo de seleccion de cepas
mutantes resistentes. Por tultimo, los indices AUC/MIC y AUC/MPC son mas
favorables para la marbofloxacina y similares para la enrofloxacina en las
administraciones extravasculares (SC e IM) frente a la administracion IV, por lo
que estas vias resultan mas recomendables desde el punto de vista clinico.
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VIL.2.- Summar

Marbofloxacin and enrofloxacina are antibacterial agents belong to the group
of the fluoroquinolones. They are developed exclusively for veterinary use, have
shown adequate pharmacokinetic characteristics in several species.

The goal of this work was to study the pharmacokinetic behavior of
marbofloxacin and enrofloxacina in llamas (Lama glama) with a dose of 5 mg/kg
bw. We studied the disposition of the drug after IV, IM and SC administration in
single dose and SC in multiple dose (marbofloxacin: 5 administrations, interval
dosage T = 24 h; enrofloxacin: 9 administrations, interval dosage =12 h) as a LA
(Long Acting) presentation of enrofloxacin in dose of 15 mg/kg bw in single and
multiple dose (2 administrations, interval dosage t =72 h).

Marbofloxacin: the IV administration had a high value of volume of
distribution V, (1.26 L/kg), a relatively slow elimination (Cl = 0.09 L/kg*h; t;, =
9.16 h) and a slightly higher permanence (MRT,;; = 7.3 h). The single dose IM and
SC administration showed a high bioavailability (F = 128.14 % IM and 148.42 %
SC), a Cpax 0f 7.43 pg/ml for IM and 6.94 ug/ml for SC and a Tp.x of 1.17 h (IM)
and 1.83 h (SC). Its permanence is relatively long with values of t;;, = 8.47 h for
IM and 6.26 h for SC and MRT,, = 8.21 h for IM and 8.27 h for SC.

After multiple administrations it revealed no accumulation processes. The
comparison between the different routes studied (IV, IM, SCsd and SCmd),
revealed the absence of statistical differences in the pharmacokinetic parameters
studied, except ti, between the IM and IV, andbetween the 3™ and 5™ doses in
SCmd administration. MRT also showed differences between the 3™ SCmd and 1
SCmd and SCsd doses.

Enrofloxacin: After intravenous administration, it showed an intermediate
volume of distribution (V, = 0.64 L / kg), a slow elimination (Cl = 0.11 L/kgh; t;
= 4.08 h) and a permanence less than marbofloxacin (MRT,s; = 4.64 h). The IM
and SC administrations showed a high bioavailability (F = 94.07% for IM and
88.31% for SC), a Cyux of 3,78 ug/ml for IM and 3.26 pg/ml SC and a T, of 2.17
h for IM and 2.50 h for SC. The permanence is similar to intravenous
administration (t;, = 5.04 h and 3.98 h and MRT,s = 7.28 h and 7.40 for IM and
SC administration, respectively).

There were no processes of accumulation, after 9 doses every 12 horas. The
comparison among the different routes studied (IV, IM, SCsd and SCmd
administration), revealed the absence of significant differences in the
pharmacokinetic parameters studied, except for the t;,; between 1* SCsd with the
IV and SCsd and between the 9" SCmd IV and IM; the MRT showed differences
between IV, IM and SCsd administration.

The presentations of enrofloxacin LA in single dose showed a lower
bioavailability (F = 53.31%), with a C,,.x of 4.92 pg/ml and took more than twice
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as long time to reach this concentration compared with the conventional
formulation (T = 7.33 h). In contrast, the residence time is lengthened
significantly (t;, = 6.47 h and MRT, = 11.91 h). LA formulation administered
subcutaneously in multiple doses showed no statistically significant differences.

Overall, the pharmacokinetic behavior of marbofloxacin and enrofloxacin in
the llamas is similar to other camelids (alpacas and camels), showing a higher C.x
regarded to other species but taking longer to reach it.

In the case of marbofloxacin, the t;,, and MRT are slightly higher than those
of other species, indicating that the MRT of drug in the body is greater for this
specie, a fact that may be related to the low value of clearance and extraction
capacity (E = 2.1%), linked between other factors with the glomerular filtration
capacity. The camels are able to spend many hours under water deprivation.

In the case of enrofloxacin, the parameters related to the permanence, are
similar to those of other species of camelids or ruminants, also maintaining a low
value of clearance and extraction capacity (E = 2.6%).

Taking into account the dosing regimens studied (routes of administration,
dosage and dosing interval) and based on rates obtained at different efficacy
indices (Cpax/MIC, AUC/MIC, AUC/MPC and T-ypc), marbofloxacin and
enrofloxacin have demonstrated their potential effectiveness to treat diarrheas and
respiratory infections caused by selected bacteria and which are considered the
most responsible for this type of pathologies in the llamas, and even at the studied
dose (5 mg/kg) to reduce the risk of selection of resistant mutant strains. Finally the
indices AUC/MIC and AUC/MPC are more favorable, in the case of marbofloxacin
and similar in the case of enrofloxacin, for extravascular administrations (SC and
IM) against the IV, therefore these routes are the most recommendable from a
clinical standpoint.
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