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I. REVISION BIBLIOGRAFICA: FARMACOLOGIA DE QUINOLONAS.
MARBOFLOXACINA

1.1. GENERALIDADES

1.1.1. EVOLUCION HISTORICA Y CLASIFICACION

La terapia antimicrobiana comenzé con el descubrimiento de las
sulfamidas en la década de 1930 (Mitscher y col, 1989). Durante las siguientes
décadas, cambios en los tipos de infeccién, asi como en la sensibilidad
bacteriana a los agentes antimicrobianos han estimulado una busqueda
continua de alternativas terapéuticas que amplien el espectro y la actividad.
Asi, en los afios cuarenta se descubrié la penicilina, y posteriormente el
cloranfenicol, la eritromicina, la tetraciclina y la vancomicina en la siguiente
década. En los afios sesenta aparecieron las penicilinas antiestafilocécicas y las
cefalosporinas en respuesta al aumento en las frecuencias de aparicién de
estafilococos penicilino-resistentes e infecciones nosocomiales a gram

negativos.

Ya en 1949, Price habia descubierto un derivado alcaloide con una
estructura quinoldénica y sin actividad biolégica. En 1960, Barton patent6
ochenta compuestos antimicrobianos con estructura quinolénica (Bryskier y
Chantot, 1995) y en 1962, Lesher y col. descubrieron, durante la sintesis del
compuesto contra la malaria cloroquina, un derivado con actividad
antibacteriana: el acido nalidixico (Lesher y col., 1962). Esta nueva molécula,
aprobada para uso clinico en 1965, era adecuada para el tratamiento de
infecciones entéricas y del tracto urinario causadas por bacterias gram
negativas. Sin embargo, el uso del &cido nalidixico en el tratamiento de
infecciones sistémicas no resulté una alternativa terapéutica debido a las
moderadas concentraciones séricas y tisulares alcanzadas, y a las elevadas

concentraciones inhibitorias minimas (CIM) requeridas (Mitscher y col., 1989).
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Dada la relativa simplicidad molecular y la buena actividad contra
gérmenes gram negativos que poseia el acido nalidixico, se buscé sintetizar
compuestos similares que mejoraran sus caracteristicas farmacoldgicas. Un
avance en el desarrollo de estos compuestos sobrevino con el descubrimiento
de dos derivados: el acido pipemidinico y la flumequina. El acido pipemidinico
contiene un anillo 7-piperazinil y la misma actividad antibacteriana que el
acido nalidixico, aunque es parcialmente activo contra algunos patdégenos
resistentes al mismo. La flumequina se caracteriza por un atomo de fldor en
posicion 9, que la hace 10 veces mas activa contra gram negativos que el
acido nalidixico. Asi, durante la década siguiente se introdujeron en la clinica
las llamadas "quinolonas clasicas" o quinolonas de primera generacion, que
incluian al acido pipemidinico, la flumequina, la cinoxacina, la rosoxacina, los
acidos piromidico y oxolinico. Estos nuevos agentes eran activos,
principalmente, contra bacterias gram negativas, pero no tenian acciéon contra
pseudomonas, gram positivos, micobacterias, ureaplasmas, clamidias o

anaerobios y poseian solo ventajas marginales sobre el acido nalidixico.

El progreso en el desarrollo de las quinolonas sobrevino en la década del
ochenta con la introduccion de un atomo de fldor en el ndcleo béasico de la
molécula, en posicion C6 y un sustituyente piperazinico o pirrolidinico en
posicién C7. Asi, las nuevas fluoroquinolonas, como la norfloxacina (la primera
quinolona aprobada para uso clinico), mostraron un aumento en su actividad
antibacteriana contra bacterias gram negativas y gram positivas, incluyendo
Pseudomonas aeruginosa y estafilococos (Norris y Mandell, 1988; Fitton,
1992; Martinez y col., 2006), contra patégenos intracelulares (Barry, 1989; El
Bahri y Blouin, 1991; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998) y contra algunos
micoplasmas (Vancutsem y col., 1990; Brown, 1996). También la tasa de
absorcion oral y distribucion tisular fueron mejoradas en estas nuevas
moléculas (Ball, 2000). Norfloxacina fue patentada en 1978, y en los
siguientes tres afios aparecieron diversas moléculas, algunas de ellas de uso

actual, como pefloxacina (patentada en 1979), enoxacina (1980), fleroxacina




Revisién Bibliografica

(1981), ciprofloxacina (1981) y ofloxacina (1982) (Appelbaum & Hunter,
2000). La primera fluoroquinolona aprobada para uso en Medicina Veterinaria

fue enrofloxacina, en la década de 1980 (Martinez y col., 2006)

En la literatura se describen numerosas clasificaciones de las
quinolonas, aungque en general se hace referencia a la “generacion” a la que
pertencen, si bien este agrupamiento se basa en diferentes conceptos. Fitton
(1992) describe una division de acuerdo a la presencia de 4&tomos de fllor, y
sostiene que la primera generacion estaria formada por las quinolonas
clasicas, no fluoradas (acidos nalidixico, oxolinico, pipemidico y cinoxacina), la
segunda, originada a partir de la sintesis de la norfloxacina, estaria compuesta
por quinolonas monofluoradas, como la ciprofloxacina, enoxacina, ofloxacina,
pefloxacina, amifloxacina, levofloxacina, moxifloxacina y marbofloxacina y una
tercera generacion estaria integrada por los compuestos multifluorados, como
la fleroxacina, lomefloxacina, danofloxacina, tosufloxacina, temafloxacina,

difloxacina, sparfloxacina o trovafloxacina.

Otra forma en que se clasifica a las quinolonas en generaciones es en
funcion del espectro que abarquen y sus propiedades farmacocinéticas. Asi, la
primera generacién estaria formada por las quinolonas clasicas, moléculas
caracterizadas por biodisponibilidad oral pobre, limitada distribucién tisular y
espectro limitado a Escherichia coli y otros Gram negativos. La segunda
generacion la integran las primeras fluoroquinolonas y otras mas recientes
(ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina, danofloxacina, difloxacina vy
marbofloxacina), caracterizandose por mayor biodisponibilidad oral vy
distribucién tisular, asi como actividad antimicrobiana aumentada hacia
enterobacterias y otros Gram negativos (incluyendo P. aeruginosa) y también
cocos Gram positivos (Martinez y col., 2006). La tercera generacion
(levofloxacina, sparfloxacina, grepafloxacina, orbifloxacina) estaria compuesta
por fluoroquinolonas que mantienen las propiedades de la segunda, pero que
presentan mayor potencia in vitro contra gram negativos, gram positivos,

anaerobios y micobacterias, esto sumado a excelente disponibilidad oral y
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prolongada semivida de eliminacién, asi como menor toxicidad sobre el

sistema nervioso central e inferiores interacciones con el citocromo P450 (Ball,
2000). Por dltimo, la cuarta generacién la componen quinolonas de reciente
aparicion como trovafloxacina, gatifloxacina, moxifloxacina, gemifloxacina y

sitafloxacina (Owens y Ambrose, 2002).

También existe una clasificacion basada en la estructura quimica que las
divide, de acuerdo al ndcleo basico que posean, en naftiridinas (&cido
nalidixico, enoxacina), cinolinas (cinoxacina), pirido-pirimidinas (&cido
pipemidinico y acido piromidico) y quinolonas (flumequina, acrosoxacina, acido

oxolinico y las fluoroquinolonas).

Por su parte, Bryskier y Chantot (1995) proponen dos sistemas de
clasificacion, basados en la estructura quimica y en las propiedades bioldgicas,
respectivamente. Segun esta clasificacion, se pueden diferenciar cuatro grupos
de quinolonas, de acuerdo a la estructura quimica, en funcién del nucleo
basico que posean: monociclico, biciclico, triciclico y tetraciclico. Esta

clasificacion se ilustra en la figura 1.1.
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derivados derivados derivados derivados
monociclicos biciclicos tetraciclicos triciclicos
Ro0-145478 Ro0-149578 I
. — o1 . - — KB-5246 | nofluoradosl | quoradosl
anillo penta atémico anillo hexa atomico
acido oxolinico flumequina
T-14097 acido tibxico abufloxacina
‘ l miloxacina ofloxacina
piridopirimidinas droxacina rufloxacina
| quinolonasl | piridopiracinas | naftiridinas | EN-272  levofloxacina

DJ6783 marbofloxacina

acido pipemidinico -
varbafloxacina

acido piromidico

neuquinoron
|_no fluoradas | | fluoradas | pgflgégg'ga
acrosoxacina | 7-pirril | | 7-pirrolidinas | acido QA-241
hiroxacina pirfloxacina merafloxacina nalidixico ) DN-9494
WIN 35439 . ) ) ; tosufloxacina A-68284
irloxacina clinafloxacina AT-3295
E 3624 PD 117596 AT-3765 MF-962
E 3485 PD 117558 A-65485 CP91121
| 7 piperacinasl PD 124816 BMY 43738
norfloxacina O/;g71173;280 BMY 41802
pefloxacina U91939E
amifloxacina _Oth_ PD131112
difloxacina b|nfloxaC|r_1a
fleroxacina balofloxacina .
sparfloxacina ¥-25024 enoxacina
lomefloxacina BZY2$%11118 A-57132
temafloxacina
A-56620 SYN987
CS 940 S-31076
DU 6859a BMY 40062
DW 116
NSFQ-104 MF 5137 E-3499
NFSQ-105 WQ 2128 CP 99219
E-4904 CFC 222
E-4884
E-4874
E-4749

Figura 1.1. Clasificacion de las quinolonas segun su estructura quimica
(Bryskier y Chantot, 1995).

De acuerdo a la actividad biologica, estos mismos autores dividen a

estos compuestos en cuatro grupos, en funcién de su espectro antibacteriano

y del grado de transformacion metabdlica que sufran. De esta manera, un

primer grupo estaria formado por

las quinolonas con espectro

limitado

(aquellas activas contra enterobacterias, 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,
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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 metabolizada cuando menos del 5 % de la dosis es

detectada en forma de metabolitos. La figura 1.2. resume esta clasificacion.

espectro Iimit_ado amplio espectro
(enterobacterias)
|
v v v v
: no metabolizadas . no metabolizadas
metabolizadas || otaholismo < 5 %) metabolizadas | 1 taholismo < 5 %)
acido nalidixico acido pipemidico abufloxacina levofloxacina
acido oxolinico cinoxacina acrosoxacina lomefloxacina
acido piromidico amifloxacina marbofloxacina
flumequina ciprofloxacina ofloxacina
miloxacina clinafloxacina sparfloxacina
difloxacina DU 6859
enoxacina QA-241
fleroxacina
grepafloxacina
norfloxacina
pefloxacina
pirfloxacina
rufloxacina
temafloxacina
tosufloxacina
WIN 35439
Y-25024
BMY 40062
Y-26611

Figura 1.2. Clasificacion de las quinolonas segun la actividad biolégica
(Bryskier y Chantot, 1995)

Las principales quinolonas aprobadas para uso en Medicina Veterinaria
en diversos paises son el acido oxolinico, la danofloxacina, la difloxacina, la
enrofloxacina, la flumequina, la marbofloxacina, la norfloxacina y nicotinato de

norfloxacina, la ofloxacina, la orbifloxacina y la sarafloxacina.
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1.1.2. ESTRUCTURA QUIMICA: RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

El acido nalidixico (4cido 1-etil-1,4-dihidro-7-metil-4-oxo0-1,8-
naftiridina-3- carboxilico) fue sintetizado después de descubrir que la 7-
cloroquinolina (acido 7-cloro-1,4-dihidro-1-etil-4-oxo-quinolina-3-carboxilico),
obtenida durante la purificacibn de la cloroquina, poseia actividad
antibacteriana. Sin embargo, a diferencia de esta ultima, el 4cido nalidixico no
es halogenado. Luego del descubrimiento del &cido nalidixico, los quimicos
comenzaron a realizar cambios en las distintas posiciones de la molécula, a los
fines de aumentar su potencia, ampliar su espectro antibacteriano y disminuir

los efectos colaterales (Martinez y col., 2006)

La estructura basica de las quinolonas consiste en un ndcleo aromatico
heterociclico, un grupo acido carboxilico y un grupo cetona en posicion para al
nitrégeno heterociclico. En el caso del acido nalidixico, el nucleo basico es el
anillo naftiridina, con dos atomos de nitrégeno en el nucleo bésico. Otras
estructuras similares a este anillo son el nucleo cinolina, que da origen a la
cinoxacina y las pirido-pirimidinas, como el &acido pipemidinico y el &acido
piromidinico. El resto de las quinolonas tienen como base al nucleo quinolénico
(figura 1.3.) (Smith y Lewin, 1988).

\N N/ N//N I\N N/ N/

naftiridina cinolina pirido-pirimidina nucleo quinolénico

Figura 1.3. Estructuras basicas de las quinolonas.

La actividad antibacteriana de las quinolonas depende, no solamente de
la naturaleza del nucleo basico, sino también de los sustituyentes periféricos
del mismo y de su relacién espacial (Bryskier y Chantot. 1995). El anillo

quinolénico puede sufrir sustituciones en diversas posiciones, que llevan a

9
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variaciones en la afinidad por las enzimas bacterianas, la penetracion celular,
el espectro antibacteriano y las caracteristicas farmacocinéticas de las
distintas moléculas. Para exhibir actividad antibacteriana, los requisitos
minimos de la estructura quimica son los siguientes: el doble enlace entre las
posiciones 2-3 no debe estar reducido y un grupo cetona libre debe estar
presente en posiciobn 4 (Bryskier y Chantot, 1995). En la figura 1.4. se
resumen las posibles modificaciones estructurales del ndcleo y sus efectos

sobre las caracteristicas del farmaco (Boswell y Wise, 1998).

Los sustituyentes en N1 modifican la potencia y tienen efecto sobre la
farmacocinética del compuesto (biodisponibilidad oral, penetracion tisular,
semivida de eliminacién prolongada), siendo los mas comunes los grupos etilo,

ciclopropilo y 2,4-difluorofenilo.

En C2 los sustituyentes deben ser anillos pequeiios por la proximidad al

sitio de union de la enzima.

La presencia del acido carboxilico en C3 y del radical carbonilo en C4

son esenciales para la unién a la girasa y el transporte en la bacteria.

La sustitucién con un grupo amino en C5 ha demostrado ser 6ptima, ya
que mejora la potencia a la vez que amplia la actividad contra gram negativos.
La contribucion del sustituyente C5 a la actividad antibacteriana aumenta en el
siguiente orden: OH < F < Cl < OCH3 < NH < CH3; (Bryskier y Chantot, 1995).
Sin embargo, sus efectos dependen de la sustitucion en N1. En caso de ser el
sustituyente N1 un grupo ciclopropilo, se amplia la actividad tanto contra gram
positivos como gram negativos. Esto es a su vez dependiente de la sustitucion

en C8, mejorando cuando este ultimo sustituyente es un radical haluro (F).

Un atomo de fldor (F) en C6 (fluoroquinolonas), en combinacién con un
grupo aminociclico en C7, proveen un amplio espectro de actividad (el fldor en

C6 amplia el espectro abarcando, incluso, algunos gram positivos y un anillo
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piperacinico en C7 hace a la molécula activa contra pseudomonas) y mejoran
tanto la accion sobre la girasa como la penetracién en la célula bacteriana
(Mitscher y col., 1989; Percival, 1991; Boswell y Wise, 1998). Ademas, la
adiciobn de cadenas alquiladas en posicion “para” del anillo piperacinico,
aumenta la liposolubilidad y, consecuentemente, el volumen de distribucion de
los compuestos (al igual que pasa en N1) (Vancutsem y col., 1990).

El primer compuesto con un atomo de fluor en C-6 fue la flumequina,
patentada en 1973, mientras que norfloxacina, patentada en 1978, fue la
primera molécula que combiné una cadena piperacinica en posicion 7 y un

atomo de fldor en posicion 6 (Martinez y col., 2006).

El sustituyente R; influye, en gran medida, en la potencia, el espectro y
la farmacocinética de la molécula, siendo la mayoria diaminas monociclicas.
Los sustituyentes biciclicos aportan mayor actividad contra gram positivos que
contra gram negativos. Los sustituyentes C7 alquilados disminuyen la
produccién de efectos adversos, como el riesgo de cristaluria, debido a que
aumentan la hidrosolubilidad del compuesto a pH fisiolégico (Bryskier y

Chantot, 1995; Boswell y Wise, 1998).

Si la posicion 8 estd ocupada por un atomo de nitrégeno (N), el
compuesto es realmente una naftiridona, y si esta ocupada por un atomo de
carbono, el compuesto es una quinolona. Las naftiridonas poseen mejores
caracteristicas farmacocinéticas, como una mayor semivida de eliminacién y
mayor area bajo la curva de concentraciones plasméaticas en funcion del
tiempo que la quinolona equivalente (Boswell y Wise, 1998). Si el &tomo de
hidrégeno en C8 se sustituye por un atomo de fllor, se produce un aumento
significativo de la actividad biolégica (Vancutsem y col., 1990). La adicién de
un atomo de flaor o de cloro en C8 mejora la absorcién oral del compuesto,
siendo el orden en que los distintos sustituyentes incrementan esta absorcion
oral de las quinolonas C-F, C-L > N > C-OCH3 > CH (Bryskier y Chantot, 1995).
Todas las quinolonas que se utilizan clinicamente hoy en dia estan
halogenadas en la posicion-6, y algunas también lo estan en la posicion-8.

Las modificaciones estructurales pueden también afectar la interacciéon
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de

la fluoroquinolona con cationes divalentes.

Cuando existen pocas

substituciones en el nucleo quinolona o el grupo piperacinico (ej. Norfloxacina,

ciprofloxacina), existe amplia reduccion en la biodisponibilidad en presencia de

dichos cationes (Martinez y col., 2006).

controla la
potencia.

amplia espectro
hacia gram
positivos.

controla la potencia.

amplia espectro hacia
gram positivos.

controla la potencia, el
espectroy la
farmacocinética

~los anillos de 5y 6
atomos presentan mas
actividad.

—la alquilacion del anillo
mejora la actividad contra
gram positivos y la t,.

->se requiere un nitrégeno
bésico para la eficacia oral.

controla la
armacocinética
absorcién oral:

CCl,CF>N>COMe>CH

actividad contra
anaerobios

CCI>CF>COMe>>CH>N

sitio de unién a la
girasa
OH
cercano al
sitio de
union de la
girasa
controla la
potencia la
tiene efecto sobre sustitucion
la farmacocinética conHesla
optima
actividad:
Fo
L > ¢ = oA cH, > SCH,CH,
F CH, <§
O o N reducen la actividad

Figura 1.4. Modificaciones del ndcleo basico de las quinolonas (Boswell y
Wise, 1998).

De acuerdo con estas posibles modificaciones en la estructura quimica,

el desarrollo de las quinolonas parece haber evolucionado en dos direcciones:

una hacia compuestos con mejoras en las caracteristicas farmacocinéticas

(mayores niveles plasmaticos y tisulares, mayor semivida de eliminacion) y la

otra hacia compuestos con mayor actividad antimicrobiana. Ejemplos del

primer grupo son la ofloxacina, fleroxacina o lomefloxacina, y del segundo, la

ciprofloxacina.

En el caso de la marbofloxacina (figura 1.5.), el incremento de la
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potencia por la sustitucion con un atomo de flor en C6, se acompafa de la
introduccidén de un anillo piperacinico (N-metil piperacina) en C10 y un atomo
de oxigeno en posiciéon 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 posicién
“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 eliminaciéon y
buena biodisponibilidad a la vez que aumenta el espectro frente a bacterias
gram positivas y anaerobios. Ademas, el nucleo triciclico confiere mayor

estabilidad metabdlica al compuesto (Neuman, 1987).

zona de unién a la
girasa

actividad
frente a G +

OH

anillo
piperacinico

N
~

CH, ©

actividad frente a pseudomonas
amplio volumen de distribucién

CH,
larga semivida de eliminacion
biodisponibilidad elevada

Figura 1.5. Estructura quimica de la marbofloxacina.

1.1.3. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Las quinolonas tienen dos grupos funcionales ionizables
farmacéuticamente relevantes: el acido carboxilico y un nitrégeno protonable.
Esta asociacion, que le confiere a estos compuestos propiedades anfotéricas,
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 cation (H.Q"), una especie neutra (HQ®), un zwitterién
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(HQY y un anién (Q). Las constantes de disociacion (K; y K,) estan definidas

por las siguientes ecuaciones:

Ki= [HQI[H 1/[H2Q"]
Kz = [Q1[H1/[HQ]
Dénde [HQ] = [HQ°] + [HQ]

Las fracciones de las distintas especies, a un pH dado, pueden ser

obtenidas a partir de las siguientes ecuaciones:

f(H2Q™) = [H1? 7/{[H'T? + Ki[H'] + KiKo}
f(Q) = KaKz /{[H']? + Ki[H"] + KiK}
f(HQ) = [H*1Ky /{[H'T? + Ki[H"] + KiK2}

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®. Cuando
sucede a la inversa, predomina en forma de zwitterion (HQ"). En solucion, las
formas H,Q" y Q7, predominardn a valores de pH altos y bajos,
respectivamente, y [HQ] alcanza el maximo cuando el pH = Pl = (pK; +
pKz)/2, siendo PI el punto isoeléctrico del compuesto (Riley y col., 1989).

La solubilidad de las quinolonas esta determinada por el pH de la
solucion (minima solubilidad cuando [HQ] es maxima, o sea en el Pl) y
limitada por la solubilidad intrinseca (Sp) de las especies sin carga (HQ) y esta

descripta por la ecuacion:

S =So (1 + Ko/[H'] + [H'V/Ky)

De todo lo anterior se desprende gque las constantes de disociacion de
las quinolonas ayudan a definir tanto el estado de ionizacién 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.
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En el caso del acido nalidixico, el pKa; de 0,94, determinado por
espectrofotometria, corresponde a la disociacion del nitrégeno 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 sustitucidon en la posicidon 7 parece tener poco efecto sobre
la disociacion del grupo carboxilo. En contraste, estas nuevas quinolonas
tienen un grupo funcional béasico en posicion 7, como, por ejemplo, el grupo
piperacinico, que posee un pKa mucho mas elevado que el del nitrégeno
heterociclico del &cido nalidixico. El resto de los nitrégenos son tan débilmente
basicos que, en general, no revisten mayor 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). Los pKa de algunas quinolonas se detallan en la tabla 1.1. La
marbofloxacina presenta pKa de 5,5 y 8,2, con un punto isoeléctrico de

6,85.

En resumen, las fluoroquinolonas son &acidos orgénicos débiles, que
entre pH 6 y pH 8, aproximadamente (el pKa del grupo funcional &acido y
béasico) 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 fisiolégico la solubilidad en agua es baja, variando segun la
quinolona. Por su caracter anfétero 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 soluciéon acuosa y que deben ser almacenadas al resguardo de la luz. Los
cationes multivalentes (magnesio, aluminio, calcio, zinc) puden producir
quelacion de algunas quinolonas, lo que reduce la absorcion enteral de las

quinolonas (El Bahri y Blouin, 1991).
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Tabla I.1. pKa y punto isoeléctrico de algunas fluoroquinolonas (Soérgel
y Kinzig, 1993; Martinez y col., 2006).

fluoroquinolona pKa Pl
amifloxacina 6,3-7,3 6,80
ciprofloxacina 6,0-8,8 7,40
difloxacina 6,1-7,6 6,85
danofloxacina 6,0-8,6 7,30
enoxacina 6,0-8,5 7,25
enrofloxacina 6,0-8,7 7,35
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
ofloxacina 6,1-8,2 6,8
pefloxacina 6,3-7,6 6,95
rufloxacina 5,6-8,7 7,15
sarafloxacina 5,6-8,2 6,90
sparfloxacina 6,3-8,8 7,55
temafloxacina 5,6-8,7 7,15

1.1.4. MECANISMO DE ACCION

ADN bacteriano y topoisomerasas

El cromosoma bacteriano esta compuesto por una doble cadena de ADN
de aproximadamente 1300 p de longitud que debe caber dentro de bacterias
cuyo tamaifo medio es de 2 p de largo por 1 p de ancho. Para resolver este
hecho, el cromosoma bacteriano debe adoptar una conformacion especial,
enrollandose alrededor de nucleos de ARN en una serie de dominios. El
tamafno de cada dominio se reduce al ser enrollado apretadamente por la
introduccién de superenrollamiento. Este superenrollamiento se produce, en la
mayoria de las bacterias, en el sentido contrario al de la hélice de ADN en su
forma lineal, y es calificado como "superenrollamiento negativo”. Cada
dominio es superenrollado estando el cromosoma momentaneamente cortado.
Una vez finalizado el superenrollamiento, el ADN es sellado nuevamente. El

superenrollamiento, incluidos los procesos de corte y resellado del ADN, es
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introducido por medio de enzimas llamadas topoisomerasas (Smith y Lewin,

1988).

Una topoisomerasa es una enzima que selectivamente altera el niamero
de giros de una molécula de ADN de doble cadena, resultando moléculas
idénticas excepto por el nimero de giros (topoisbmeros).

Las topoisomerasas actlan también en la replicacién del ADN. Para una
molécula de ADN del tamafio de la de Escherichia coli (unos 4.000.000 de
pares de bases), con una periodicidad en el enrollamiento de
aproximadamente 10 pares de bases, las hebras se entrelazan unas 400.000
veces, lo cual significa que deben desenrollarse 400.000 veces para separarse
durante la replicacibn semiconservativa, por lo que es necesario un
mecanismo giratorio para desenrollar la doble hélice (Wolfson y Hooper,

1989).

La enzima que corta la doble cadena de ADN, introduce el
superenrollamiento negativo y sella nuevamente el ADN, fue descrita por
primera vez entre 1976 y 1977 y es llamada topoisomerasa Il (o ADN girasa
en procariotas). Ademas de introducir superenrollamiento negativo, es capaz
de remover tanto el enrollamiento negativo como el positivo del ADN
(relajacion del ADN). Esto es fundamental para la replicacién, ya que el
superenrollamiento negativo es necesario para la iniciacion de la replicaciéon y
el enrollamiento positivo que se acumula delante de la horquilla de replicacion
impediria la propagacion de esta horquilla si no fuera removido por la ADN
girasa. De manera que esta enzima es necesaria para la iniciacion,
propagacion de la horquilla y terminacion de la replicacion del ADN y también

para su transcripcidon, reparacién, recombinacion y transposicion.

La ADN girasa esta compuesta por cuatro subunidades, dos monémeros
A, de peso molecular 105.000 Da, codificados por el gen gyrA y dos
mondmeros B de 95.000 Da, producto del gen gyrB. Existe uno de estos

tetrameros por dominio. Las subunidades A introducen un corte en cada hebra
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de ADN dentro de cada dominio. Las subunidades B son las encargadas de
introducir el superenrollamiento, utilizando una molécula de ATP por cada giro
que es removido. Por cada dominio se remueven alrededor de 400 giros para
ser compactado. El superenrollamiento negativo resultante se sella dentro de
cada dominio por las subunidades A, que son las que reparan los cortes que

ellas mismas introdujeron (Smith y Lewin, 1988).

Existe otra enzima que es blanco secundario de las fluoroquinolonas, la
topoisomerasa IV. Esta, al igual que la ADN girasa, es esencial para la
replicacion del ADN, sin embargo su funcidn parece ser la separacion de
cromatides hermanas al terminar el ciclo de replicacibn para permitir la
segregacion hacia las células hijas. La topoisomerasa IV tiene una estructura
similar a la de la ADN girasa y esta compuesta por dos subunidades
codificadas por el gen parC (homélogas a las subunidades A de la
topoisomerasa Il) y dos subunidades codificadas por el gen parE (homodlogas a

las subunidades B de la topoisomerasa Il) (Hooper, 1998).

Efecto de las quinolonas sobre las topoisomerasas

La accién de las quinolonas se basaria en impedir que los precursores
del ADN sean incorporados al ADN maduro (impedir el resellado del ADN).
Estos precursores serian, posteriormente, destruidos por exonucleasas
bacterianas y esta induccidén de la sintesis de proteinas intervinientes en la
respuesta "SOS" es la que produciria la lisis del ADN que precede a la muerte
de la bacteria (Vancutsem y col., 1990; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw,
1998). En este sentido, se observd que el &cido nalidixico causaba una
acumulacion anormal de precursores de ADN de cadena simple de 18,8 x 10°
Da de peso molecular en numero aproximado de 66 por cromosoma, lo cual
coincide con el numero de dominios observados en el ADN bacteriano (el
cromosoma de Escherichia coli esta subdividido en 65 regiones, cada una con
un dominio terminal de aproximadamente 20 u de longitud unido a un nucleo

de ARN) (Smith y Lewin, 1988).
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Tanto la ADN girasa como la topoisomerasa IV son afectadas por las
quinolonas, aunque existen diferencias en el grado en que cada una de estas
enzimas se ve alterada, dependiendo de los microorganismos. Algunos autores
sefalan 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, 1998)

Las quinolonas afectarian a la subunidad A de las topoisomerasas
impidiendo el sellado del ADN, e inhibiendo el superenrollamiento negativo del
ADN, la relajaciéon del ADN superenrollado y los procesos de catenacion y
decatenacion. Sin embargo, se ha observado que 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 sélo a la subunidad A, sino también a la
subunidad B (Hooper, 1998; Smith y Lewin, 1988). De esta manera, las
quinolonas inhiben casi todas las actividades de Ilas topoisomerasas,
interfiriendo con la replicaciéon y transcripcion del ADN y con la segregacion del
cromosoma bacteriano (Smith y Lewin, 1988; Fitton, 1992). Ademas de
bloquear la sintesis de ADN, inducen el sistema "SOS" de reparacion del
mismo y producen alteraciones en el ADN, causando la muerte de la bacteria.
En este sentido, Neuman (1988) sugiere que la inhibicion del resellado de las
hebras de ADN por accién de las quinolonas, daria lugar a la degradacion del
ADN cromosémico, lo que explicaria el mecanismo de acciéon bactericida de
estos compuestos. La unién de la girasa al ADN y la ruptura del mismo no
parecen afectadas por las quinolonas (Wolfson y Hooper, 1989).

Maxwell y Critchlow (1998) sugieren tres mecanismos de muerte
bacteriana inducida por quinolonas:

Mecanismo A: Es comun a todas las quinolonas. Requiere sintesis de

ARN y proteinas, y es efectivo sélo frente a bacterias en replicacion. Envuelve
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aparentemente el bloqueo de la replicaciéon por el complejo girasa-quinolona
en el ADN.

Mecanismo B: No requiere sintesis de ARN y proteinas, y puede actuar
en bacterias que no se estan reproduciendo.

Mecanismo C: Requiere sintesis de ARN y proteinas, pero no de division
celular. Podria correlacionarse con atrapamiento de complejos de

topoisomerasa IV en el ADN.

La inhibicibn de las topoisomerasas bacterianas, y, por lo tanto, de la
replicacion del ADN por las quinolonas, causa una rapida muerte de la célula
bacteriana, con una tasa y magnitud que aumentan a medida que aumenta la
concentraciéon hasta que alcanza un maximo (“concentracion bactericida
maxima') aproximadamente a una concentracion de 30 a 60 veces la CIM
(concentracion inhibitoria minima). A partir de este maximo, la tasa de muerte
bacteriana disminuye y las quinolonas pueden exhibir un efecto paraddjico o
efecto "Eagle". Este efecto paraddjico es causado por la inhibicibn de la
sintesis de ARN a altas concentraciones del antimicrobiano, produciéndose una
bacteriostasis (Smith y Lewin, 1988; El Bahri y Blouin, 1991; Boswell y Wise,
1998; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998). Esta curva concentracion-
respuesta bifasica, con una primera fase en la que el niumero 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). Se propone
que estas diferencias concentracion-dependiente en el efecto de los farmacos
puede estar asociada con la diferencia entre las concentraciones necesarias
para inhibir el superenrrollamiento del ADN versus aquellas necesarias para
inhibir el crecimiento bacteriano. En general, se estima que el primer
mecanismo es entre 1 y 2 veces menos sensible que el segundo (Guthrie y col,
2004).

El cloranfenicol, la rifampicina, el dinitrofenol o la carencia de
aminoacidos interfieren con el efecto bactericida de las quinolonas. Estos

tratamientos tienen en comun la inhibicidon de la sintesis de proteinas, lo cual
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sugiere que el efecto bactericida de las quinolonas requiere la sintesis activa
de proteinas (Smith y Lewin, 1988; Wolfson y Hooper 1989; Vancutsem y col.,
1990). La presencia de cortes no unidos en las hebras de ADN actuaria como
sefal de induccidn para la sintesis de novo de las exonucleasas que seran las

encargadas de destruir el ADN (Smith y Lewin, 1988).

Una de las propiedades mas importantes de un agente antibacteriano es
la posibilidad de dafiar a las bacterias sin dafar a los organismos superiores. A
pesar de que, tanto las bacterias como las células eucariotas poseen ADN de
doble cadena, existen diferencias fundamentales en la manera en que el ADN
estd organizado. Las bacterias poseen un solo cromosoma, compuesto por un
70 % de ADN, 20% de ARN y 10 % de proteina (en su mayoria ARN
polimerasas). Este cromosoma no posee una envoltura nuclear y esta
condensado mediante superenrollamiento negativo. Por otro lado, cada uno de
los cromosomas de las células eucariotas estd compuesto de cromatina
asociada a pequefias proteinas basicas llamadas histonas que forman
complejos alrededor de los cuales el ADN se enrolla para disminuir su longitud
y forma lo que se llama un nucleosoma. Los mamiferos poseen una
topoisomerasa Il que, de forma similar a la ADN girasa, realiza cortes y sella
la doble cadena de ADN, pero que, a diferencia de la enzima bacteriana esta
compuesta soOlo por dos subunidades, cada una con un peso molecular de
170.000 Da. Algunos autores sostienen que la topoisomerasa Il de eucariotas
no introduce superenrollamiento negativo (Brown, 1996), pero otros describen
la posibilidad de que genere ADN superenrollado en aquellas regiones de
cromatina donde los genes estan siendo activamente transcritos (Smith y
Lewin, 1988). La topoisomerasa |l de eucariotas, a diferencia de la ADN
girasa, no es afectada por las fluoroquinolonas, probablemente debido a las
diferencias estructurales y funcionales existentes entre las dos enzimas (Smith
y Lewin, 1988; Brown, 1996). Sin embargo, la actividad de Ilas
fluoroquinolonas sobre la topoisomerasa Il de mamiferos ha sido asociada con
genotoxicidad (Brown, 1996). Gootz y col. (1994) sugieren que aquellas
quinolonas con configuracion cis-3,5-dimetilpiperacina en C7 poseen mayor

selectividad por la ADN girasa bacteriana que el analogo trans -3,5-

21



Revisién Bibliografica

dimetilpiperacina, y que la concentracién necesaria para inhibir las enzimas de
la replicacibn de los mamiferos seria unas 100 veces mayor que la
concentracion que inhibe las correspondientes enzimas bacterianas, lo que
daria como resultado un margen de seguridad muy favorable a las

fluoroquinolonas (Vancutsem y col, 1990).

1.1.5. PROPIEDADES IN VITRO

Las quinolonas presentan una accién bactericida concentracion
dependiente, aunque algunos autores sugieren 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, para Staphylococcus aureus se describe actividad concentracion-
dependiente de la orbifloxacina (Ganiére y col., 2004), mientras que Walker &
Dowling (2006) también consideran que la accién de fluoroquinolonas es
concentracion dependiente en todos los casos.

Se ha observado que la concentracion bacterida minima (CBM) se
encuentra muy préxima a la concentraciéon inhibitoria minima (CIM) (Barry,
1989), hallandose relaciones CBM/CIM para varias quinolonas que suelen estar
entre 1 y 3 (Phillips y col., 1988). Las CIMs, por lo tanto, dardn una buena

aproximacioén de la actividad bactericida in vitro de la molécula.

La sensibilidad in vitro de las bacterias a las quinolonas es afectada por
el pH, y parecen ser menos sensibles cuando los tests in vitro son realizados
en orina que cuando son realizados en medio con buffer, pero el pH 6ptimo de
accion depende de cada compuesto (Phillips y col., 1988; Barry, 1989).
Mientras que la norfloxacina, ciprofloxacina u ofloxacina son mas activas a pH
7.4 que a pH 5.6, ocurre lo contrario para las quinolonas de primera
generacion como el &cido nalidixico, la flumequina, la cinoxacina o el acido
oxolinico (Phillips y col., 1988). Por otro lado, pareceria ser que, si bien las
fluoroquinolonas son mas activas en medios alcalinos contra las bacterias
gram negativas, la sensibilidad de las bacterias gram positivas no se veria

afectada por el pH (Brown, 1996). Aparentemente, las quinolonas con un
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anillo piperacinico en C7 son menos activas en condiciones &cidas y las que no
poseen este sustituyente son menos activas en medio alcalino. El efecto del
pH puede estar relacionado con la carga total de la molécula, lo cual influye en
la capacidad para penetrar la célula bacteriana (Barry, 1989). A pesar de todo
esto, el efecto de la disminucidon del pH no resulta suficiente para justificar la
diferencia de los tests in vitro realizados en orina y en medio de cultivo. La
orina podria contener también grandes cantidades de magnesio. EI aumento
de los iones magnesio disminuye la actividad de las quinolonas,
independientemente del pH.

Se desconoce el grado en que estas observaciones in vitro se relacionan
con la situacion clinica (Phillips y col., 1988; Barry, 1989), pero se cree que
probablemente tenga poca importancia clinica debido a las altas

concentraciones de fluoroquinolonas alcanzadas en orina.

Las concentraciones bactericidas maximas obtenidas con Escherichia coli
para ciprofloxacina, ofloxacina y norfloxacina fueron 0,15, 0,9 y 1,5 pg/ml
respectivamente, mientras que para el acido nalidixico fue de 90 ug/ml. Estos
datos son de fundamental aplicacién practica, ya que las concentraciones
registradas para la ciprofloxacina, ofloxacina y norfloxacina son alcanzadas en
suero durante la terapia, mientras que la concentracion bactericida méaxima
para el acido nalidixico, si bien se obtiene en orina, excede ampliamente las

concentraciones séricas que alcanza el compuesto (Smith y Lewin, 1988).

1.1.5.1. ESPECTRO DE ACTIVIDAD DE LAS FLUOROQUINOLONAS

Mientras la actividad antibacteriana de las quinolonas antiguas se
limitaba esencialmente a la familia Enterobacteriaceae, los agentes mas
modernos poseen un amplio espectro de actividad que incluye bacterias gram
negativas, gram positivas, micoplasmas y anaerobios. Sin embargo, hay una
tendencia entre las quinolonas a que el aumento de actividad contra gram
positivos sea a expensas de una relativamente menor actividad contra

microorganismos gram negativos (Percival, 1991).
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A continuacién se resume la actividad in vitro de las quinolonas frente a

los distintos grupos de microorganismos.

Enterobacterias

Las quinolonas son activas contra las especies de la familia
Enterobacteriaceae. Contra la mayoria de estas especies, el acido nalidixico, el
acido pipemidinico y la cinoxacina tienen actividades similares (CIMs entre 1 y
4 pg/ml). El primer derivado quinolonico, el acido oxolinico, es bastante mas
activo (CIMs < 0,5 ug/ml). Las fluoroquinolonas poseen mucha mayor
actividad que las quinolonas antiguas frente a estos microorganismos. La
norfloxacina, por ejemplo, es de 10 a 100 veces mas activa que el acido
nalidixico (Barry, 1989). Se ha observado que la ciprofloxacina es uno de los
agentes de este grupo mas activos contra las enterobacterias, mientras que la
difloxacina es uno de los menos activos (Phillips y col, 1988). Son ejemplos de
la sensibilidad de las enterobacterias a las fluoroquinolonas la CIM de la
enrofloxacina frente a cepas de Escherichia coli aisladas de leche de vacas con
mastitis de 0,14 pg/ml (0,03-1 pug/ml) (Walser y col., 1993), la CIM de la
orbifloxacina de 0,05-0,78 ug/ml ante cepas de Escherichia coli aisladas a
partir de cerdos con gastroenteritis (Hamana y col., 1994) o la CIM de la
difloxacina frente a Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella spp. y

Klebsiella pneumoniae (0,06 ug/ml) (Vancutsem y col., 1990).

Otros aerobios gram negativos

Otros microorganismos gram negativos sensibles a las fluoroquinolonas
son 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, 1988; Phillips y col., 1988; Vancutsem y col.,
1990; Brown, 1996; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998; Garcia y col.,
2000)
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Pseudomonas aeruginosa es sensible a muchas fluoroquinolonas, pero
es apreciablemente menos sensible que los bacilos entéricos, siendo todas las
cepas resistentes al acido nalidixico. La difloxacina es poco activa contra
Pseudomonas aeruginosa. Otras pseudomonas como Ps. florescens, Ps.
acidovorans o Ps. putida, son sensibles a las fluoroquinolonas, sobre todo a las
fluoroquinolonas méas modernas, (Phillips y col., 1988; Barry, 1989), al igual
que ocurre con Moraxella spp., Brucella melitensis, Pasteurella multocida y
Bordetella bronchiseptica (Phillips y col., 1988). La sitafloxacina resultd ser la
fluoroquinolona més activa contra Brucella melitensis (CIMgy = 0,12 nug/ml),
seguida por la levofloxacina (CIMgy = 0,5 pg/ml), la ciprofloxacina, la
trovafloxacina y la moxifloxacina (CIMgy = 1 ug/ml) y la ofloxacina, la
grepafloxacina o la gatifloxacina (CIMgo = 2 upg/ml) (Trujillano Martin y col.,

1999).

Gram positivos

La mayoria de las fluoroquinolonas son sélo marginalmente efectivas
contra los cocos gram positivos, Listeria spp. y Corynebacterium spp. Los
estreptococos, enterococos Yy los bacilos gram positivos suelen ser resistentes.
La sensibilidad de estos microorganismos varia de una fluorogquinolona a la
otra. El acido nalidixico carece de actividad contra bacterias gram positivas. La
temafloxacina o la gemifloxacina son mas potentes que la ciprofloxacina o la
ofloxacina contra estafilococos y enterococos (Brown, 1996; Hardy y col.,
2000). Otras fluoroquinolonas como sparfloxacina o tosufloxacina también han
demostrado buena actividad contra estos microorganismos, asi como contra
Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes y Bacillus spp. (Brown, 1996).
A diferencia de lo que ocurre con muchos antimicrobianos, los enterococos no
son apreciablemente diferentes de otros estreptococos en su sensibilidad a las
quinolonas (Phillips y col., 1988). Todos los compuestos son mas activos
contra estafilococos que contra estreptococos. Los estafilococos son sensibles
a las fluoroquinolonas, a pesar de que las CIMs suelen hallarse justo debajo de

los puntos de corte de sensibilidad de 1 pg/ml. La CIM de la enrofloxacina
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contra cepas de Staphylococcus aureus aisladas de leche de vacas con mastitis
vario entre 0,03 y 0,5 ug/ml (Walser y col., 1993). Los estafilococos coagulasa
positivos y coagulasa negativos no difieren significativamente en su
sensibilidad a las fluoroquinolonas y pareceria que los estafilococos meticilino-
resistentes tampoco presentan diferencias con los meticilino-sensibles en su

sensibilidad a estos farmacos (Phillips y col., 1988; Barry, 1989).

Anaerobios

Aunque las fluoroquinolonas poseen cierta actividad contra
microorganismos anaerobios, algunos autores coinciden en que deben ser
considerados clinicamente resistentes (Watt y Brown, 1986; Fernandes y col.,
1986; Barry, 1989). Sin embargo, algunas de las fluoroquinolonas mas
modernas, como temafloxacina, levofloxacina, sparfloxacina, trovafloxacina,
moxifloxacina, grepafloxacina, premafloxacina, gatifloxacina y, sobre todo,
clinafloxacina y sitafloxacina (DU-6859a), poseen cierta actividad contra
bacterias anaerobias (Phillips y col., 1988; Barry, 1989; Boswell y Wise, 1998;
Ilhrke y col., 1999; Appelbaum, 1999). Bacteroides fragilis y Clostridium
difficile son relativamente resistentes a las quinolonas (Phillips y col., 1988;
Barry, 1989). Las bacterias anaerobias gram negativas (excepto Clostridium

perfringens y las espiroquetas) son, generalmente, resistentes.

Otros microorganismos

Las micobacterias suelen ser poco sensibles a las fluoroquinolonas. Las
ClIMgo para Mycobacterium tuberculosis se encuentran entre 1y 2 ug/ml y para
Mycobacterium avium son mucho mayores (Phillips y col., 1988; Barry, 1989).
La ciprofloxacina, levofloxacina y grepafloxacina son las que mayor actividad
presentaron contra M. tuberculosis (CIMgy = 1 ug/ml ); la ofloxacina presenté
una actividad intermedia (CIMgg = 2 pg/ml), mientras que la trovafloxacina o
la gemifloxacina son poco activas contra este microorganismo (CIMgy = 164

ug/ml y 8 ug/ml, respectivamente) (Ruiz Serrano y col., 2000). Las
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fluoroquinolonas que contienen un grupo ciclopropilo en la posicion 1 (como la
ciprofloxacina, enrofloxacina o danofloxacina) tienen actividad contra
Mycobacterium leprae (Brown, 1996). Nocardia asteroides Yy Ureaplasma
ureolyticum son, normalmente, resistentes a las quinolonas. Por la facilidad de
penetrar en los leucocitos, las fluoroquinolonas son activas contra patégenos
intracelulares como clamidias y micoplasmas (El Bahri y Blouin, 1991; Brown,
1996; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998). Chlamidya trachomatis es
resistente al acido nalidixico, enoxacina y norfloxacina, pero, al igual que
Coxiella burnetii, sensible a la difloxacina y ciprofloxacina (Phillips y col.,
1988). La CIM de enrofloxacina frente a cepas de Chlamydia psittaci aisladas
de pavos fue de 0,25 pug/ml (Butaye y col., 1997). La ciprofloxacina presenta
casi el doble de actividad que la norfloxacina, rosoxacina, acido nalidixico y
acido oxolinico frente a Chlamidya trachomatis y Mycoplasma hominis (Brown,
1996). La danofloxacina también ha demostrado ser activa contra algunas
especies de micoplasmas, como Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma
synoviae (CIM 0,008-0,5 pg/ml (Bradbury y col., 1994). Las CIM de la
enrofloxacina contra cepas de Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma
ovipneumoniae y Mycoplasma arginini aisladas de lesiones pulmonares de
ovinos y bovinos se encuentran entre 0,003 y 0,048 pug/ml (Eissa y col, 1999).
La CIM de fleroxacina frente a Mycoplasma gallisepticum es 0,015 ug/ml
(Jiang y col., 1998). Mycoplasma synoviae, Mycoplasma pullorum vy
Mycoplasma iowae resultaron sensibles a la ciprofloxacina, enrofloxacina y
norfloxacina, mientras que Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma gallinarum,
Mycoplasma gallinaceum y Mycoplasma iners, mostraron menor sensibilidad
(Eissa, 1996).

1.1.5.2. ACTIVIDAD IN VITRO DE LA MARBOFLOXACINA

Marbofloxacina tiene buena actividad frente a bacterias gram-negativas
y gram-positivas incluyendo algunos anaerobios patdgenos. Es bactericida y
micoplasmicida a bajas concentraciones y eficaz contra microorganismos que

son resistentes a los pB-lactamicos, aminoglucésidos, tetraciclinas, antagonistas

27



Revisién Bibliografica

del 4cido fdolico y macroélidos.
Los datos de la actividad in vitro de la marbofloxacina contra distintos

patégenos aislados de bovinos se muestran en la tablas 1.2.

Tabla 1.2. Actividad in vitro de la marbofloxacina frentea los principales
patdégenos de los bovinos (Drugeon y col., 1997; Marbofloxacin Reference Book,

1999).
Bacteria ClMso ClMgo rango
(ng/ml) (ng/ml)
Pasteurella multocida 0,018 0,057 0,008-2
Pasteurella haemolytica 0,019 0,17 0,008-2
Haemophilus somnus 0,021 0,03 0,015-0,5
Staphylococcus aureus 0,2 0,5 0,25-1
Escherichia coli 0,012 0,145 0,008-16
Klebsiella spp. 0,04 0,05 0,03-0,06
Salmonella spp. - - 0,015-0,03
Mycoplasma bovis 0,35 0,48 0,25-1

1.1.6. EFECTO POSTANTIBIOTICO

El efecto persistente de la inhibicién del crecimiento bacteriano después
de la exposiciéon del microorganismo al agente antimicrobiano se denomina
efecto postantibiético (PAE). Se define como la diferencia entre el tiempo que
tarda un cultivo problema (el que se ha sometido a la accién del
antimicrobiano) y un cultivo control del mismo tamafio de in6culo en crecer en
1 log UFC/ml, siendo:

PAE=T-C

donde T es el tiempo que tarda el recuento de células viables en aumentar en
1 log desde el tiempo O en el cultivo problema y C es el tiempo

correspondiente en el cultivo control.

El efecto postantibiético se observd por primera vez poco después de la
introduccién de la penicilina en terapéutica, al comprobar que estafilococos

expuestos a penicilina G durante 20 minutos y transferidos después a un
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medio libre de antibiético, no recuperaban el crecimiento normal hasta
pasadas 1 a 3 horas.

El conocimiento de este mantenimiento de la actividad antibacteriana es
importante para el establecimiento de los regimenes posolégicos de los
antimicrobianos. El efecto postantibidtico in vitro esta en funcién del tiempo de
contacto del antimicrobiano con la bacteria y de la concentracion del
antimicrobiano durante la fase de impregnaciéon. Cuanto mayor es el tiempo
de impregnacibn y mayor es la concentracion, mayor sera el efecto
postantibiético. La duracién del efecto postantibiético in vivo puede ser
modificada por varios factores: concentracion de antimicrobiano alcanzada en
el sitio de infeccion, tiempo de exposicion al antimicrobiano, pH, tamafo del
in6culo, medio en el que se encuentra el antimicrobiano. Se cree que este
efecto podria deberse, en el caso de macrdlidos, tetraciclinas o cloranfenicol,
al tiempo requerido para que el farmaco se libere de su union al ribosoma y en
el caso de los farmacos que ejercen su accibn mediante inactivacion de
enzimas (B-lactamicos) podria reflejar el tiempo requerido por la bacteria para

la sintesis de novo de dichas enzimas (Mediavilla y col., 1997).

Las fluoroquinolonas presentan un efecto inhibidor in vitro sobre los
gérmenes durante 3 a 5 horas después de que la concentracion de antibiético
del medio de cultivo descendié por debajo de la CIM y hasta de 18 horas in
vivo (Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998). Este prolongado efecto
postantibidtico, lo ejercen tanto frente a bacterias gram negativas como a
algunas gram positivas, lo cual favorece la instauracién de intervalos
posoldgicos prolongados (Ingerman y col., 1986; Vogelman y Craig, 1986).

Segun Brown (1996), el efecto postantibidtico podria estar relacionado,
en parte, 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 exposicién del microorganismo al agente
antimicrobiano podria estar ligada a un refuerzo de los mecanismos de
defensa del huésped (opsonizaciéon o fagocitosis facilitada), un defecto en la

formacion de la pared interna, un retardo en el crecimiento bacteriano o una
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pérdida de las capacidades de adhesion.

Para el caso especifico de la marbofloxacina, la duracion del efecto

postantibiético se ha probado en cepas aisladas en caninos, felinos, bovinos y

porcinos. Los datos obtenidos se reflejan en la tabla 1.3. Se puede observar

que la duracion del efecto postantibiético varia con

concentracion del antimicrobiano utilizada.

la especie y la

Tabla 1.3. Efecto postantibiotico de la marbofloxacina (Spreng y col,
1995, Marbofloxacin Reference Book, 1999).

. . concentracion de efecto
microorganismo/ CIM (ung/ml) . S
. C - marbofloxacina postantibidtico
especie de la que se aislo | marbofloxacina
probada (h)
Staphylococcus intermedius/ 0.2 2xCIM 2,1
canino ’ 4xCIM 2,4
Staphylococcus aureus/ 0.2 2xCIM 0,7
felino ’ 4xCIM 1,1
_ . . 2xCIM 0,53
Escherichia coli / bovino 0,024 AxXCIM 1.9
. . . 2xCIM 0,9
Escherichia coli / canino 0,01 AxCIM 1.7
Salmonella typhimurium/ 0.024 2xCIM 0,5
bovino ’ 4xCIM 1,33
. . 2xCIM 1,57
Pasteurella multocida/ bovino 0,012 AXCIM 0.77
. . 2xCIM 0,7
Pasteurella multocida/ felino 0,02 AXCIM 1.1
Actinobacillus 0.05 2xCIM 1,1
pleuropneumoniae/porcino ’ 4xCIM 4,62

1.1.7. INTEGRACION FARMACOCINETICA/FARMACODINAMIA (PK/PD)

La interaccién entre la farmacocinética y la actividad antimicrobiana in

vitro de los antimicrobianos, conocida también como parametros PK/PD, puede

utilizarse para determinar la dosis necesaria para alcanzar un resultado clinico

(Martinez y col., 2006).
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Asegurar una exposicion adecuada luego de una dosis inicial de una
fluoroquinolona es tan importante como obtener concentraciones superiores a
la CIM en el sito de localizacion de los microorganismos sensibles luego de
dosificaciones repetidas. Por ello, este grupo de antimicrobianos han sido
catalogados generalmente como de accién “concentracién-dependiente”
(Zhanel, 2001).

Los pardmetros asociados a esta accion incluyen el area bajo la
concentracion sérica o plasméatica durante 24 h (ABCy.»4), dividida por la CIM
del aislamiento clinico o bien la CIMgg de bacterias del mismo género y especie
(ABC/CIM), y el pico de concentracion sérica o plasmatica maxima (Cnax),
dividida por la CIM o ClIMgo, conocida como Cpax/CIM. Estos parametros estan
estrechamente relacionados, y son ambos importantes para asegurar eficacia
antimicrobiana (Martinez y col., 2006). Cabe acotar, sin embargo, que para
ciertos microorganismos (ej.: Bacillus anthracis) el valor de ABC/CIM es mas

predictivo de eficacia que la Cna/CIM (Deziel y col., 2001).

Diversa terminologia ha sido utilizada para caracterizar el
comportamiento PK/PD de los antimicrobianos. Mouton y col. (2005) indican
algunos puntos importantes:

- ABC debe expresarse en términos de farmaco libre. Si se utiliza un
régimen de dosis multiple, el ABC debe ser medido en un intervalo de 24 h en
condiciones de estado estacionario.

- ABC/CIM es generalmente expresada en términos de dimensién de
tiempo. Sin embargo, puede expresarse como un valor sin dimension.

- T=CIM representa el porcentaje acumulativo de un periodo de 24 h en
el cual la concentracion del farmaco excede la CIM en el estado estacionario.

- El PAE in vitro es el periodo de supresioén del crecimiento bacteriano
luego de una breve exposicion del microorganismo a un antimicrobiano. En
este caso, el farmaco ha sido removido (la unidad es tiempo).

- El PAE in vivo representa la diferencia en tiempo para el niumero de
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bacterias en un tejido de animales tratados versus controles, para un
incremento de 1 log 10 sobre los valores observados cuando las
concentraciones de farmaco en suero o en el sitio de infeccién caen debajo de
la CIM (la unidad es tiempo).

- El efecto sub-CIM es cualquier efecto de un antimicrobiano sobre un
microorganismo a concentraciones debajo de la CIM (la unidad es tiempo).

- El efecto sub-CIM pos antibiético es el efecto de concentraciones sub-
CIM en el crecimiento bacteriano luego de exposiciones seriales a

concentraciones que exceden la CIM (la unidad es tiempo).

En el proceso infeccioso, donde existe una gran carga bacteriana (efecto
del in6culo), el riesgo de eventos mutacionales se incrementa simplemente
por la ley de la probabilidad. En estos casos, para lograr eliminar la mayor
cantidad de bacterias, se deberia alcanzar una Cpx/CIM de entre 10 y 12
(Drusano y col., 1993). Sin embargo, cuando no es factible alcanzar estos
valores, la contribucibn del tiempo de exposicion de los patdégenos al
antimicrobiano cobra importancia, y el parAmetro mejor indicador de eficacia
pasa a ser ABC/CIM (Owens & Ambrose, 2002).

Diversos estudios demostraron que los valores de ABC/CIM necesarios
para alcanzar el éxito terapéutico son diferentes para infecciones producidas
por Gram negativos o Gram positivos, siendo aproximadamente de 125 y 30-
50, respectivamente (Forrest y col., 1993; Wright y col., 2000). Nightingale y
col. (2000) también demostraron que los valores de ABC/CIM para
fluoroquinolonas de tercera y cuarta generacion y microorganismos Gram
positivos, son substancialmente inferiores si la Cya/CIM es > 10.

Una vez que una cierta relaciobn de ABC/CIM 0 Cna/CIM ha sido
alcanzada para un compuesto en particular, mayores incrementos de estos
indices pueden no causar mayor eficacia clinica. Por ejemplo, se ha
demostrado que a elevadas concentraciones de fluoroquinolonas, tanto la
sintesis de ARN como la proteica pueden ser inhibidas, causando una menor
actividad bactericida (Lode y col., 1998).

El PAE in vivo generalmente es de mayor duracion que el PAE in vitro,
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aungque existen notables excepciones como los estreptococos B-hemoliticos.
Por tanto, optimizando la relacién C,,./CIM se retardara el re-crecimiento de

los patégenos por varias horas. (Martinez y col., 2006).

Existe informacion que respalda la conclusion de que los parametros
PK/PD pueden predecir la posibilidad de emergencia de resistencia durante la
terapia antimicrobiana (MacGowan & Bowker, 2002). Las fluoroquinolonas, en
general, han sido recientemente reclasificadas en Europa, teniendo en
consideracion, no soélo 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 concentracibn mas
baja de un farmaco capaz de prevenir el crecimiento de las cepas mutantes
resistentes, de primer paso, menos susceptibles.

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 amplificacién selectiva de las cepas mutantes
espontaneas resistentes a los farmacos, 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).

Por otro lado, el pardmetro MIC se relaciona con las poblaciones
sensibles a los medicamentos y no es adecuado para la prevenciéon del
crecimiento de mutantes resistentes. Teéricamente, 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 Cmax/MIC, o el aplicado en antimicrobianos tiempo dependiente

T=MIC. Por ello, algunos autores han sugerido nuevos indices de eficacia, T>
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MPC (tiempo en el que las concentraciones del farmaco superan las MPC) y
AUC/MPC, que podrian ser buenos predictores para la prevencién de la
aparicion de resistencias (Olofsson y col., 2006), y recientemente Kesteman y
col., (2009) han propuesto un nuevo indice T> MPC/TMSW.

Por tanto, la situacién ideal o méas 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), vy si esto no ha sido posible,
conseguir unos niveles plasmaticos y tisulares por encima de la ventana de

seleccion de mutantes.

En conclusiéon, los modelos in vitro, en conjunto con los estudios en
animales se presentan como una buena manera de optimizar la eficacia
antimicrobiana y prevenir la emergencia de resistencias (MacGowan & Bowker,
2002). No obstante, es necesario en muchos casos estudiar la relacién
particular entre cada molécula antimicrobiana y una especie bacteriana
especifica para evitar las generalizaciones, que pueden conducir a veces a
conclusiones erréneas. Finalmente, hay que considerar que es la integridad del
sistema inmunitario del hospedador la que determinara la importancia de los
parametros PK/PD estudiados sobre la eficacia del tratamiento (Toutain y col.,
2002).

1.1.8. INDICACIONES TERAPEUTICAS EN RUMIANTES

Desde un punto de vista clinico, el valor de las fluoroquinolonas radica,
entre otros aspectos, en gue poseen, en general, buena absorcién en el tracto
gastrointestinal tras la administracion oral, buena distribucion tisular, bajo
indice de reacciones adversas y un amplio espectro de actividad. Se
mencionan a continuaciéon las posibles indicaciones clinicas de este grupo de

antimicrobianos.
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Infecciones del tracto urinario

El perfil farmacocinético de las fluoroquinolonas les permite alcanzar
altas concentraciones en orina durante prolongados periodos de tiempo, lo
cual, junto con la excelente actividad de las fluoroquinolonas contra la mayoria
de los patdégenos que se aislan en las infecciones del tracto urinario (son
activas contra enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa y estafilococos), las
hace utiles para el tratamiento de estas patologias.

La actividad antibacteriana de ciertas quinolonas se ve reducida por
valores de pH urinario bajos. De todas maneras, las concentraciones
alcanzadas en orina exceden ampliamente las requeridas para matar a la

mayoria de los uropatégenos.

Infecciones del tracto respiratorio

Constituyen sin duda una indicacion principal de las fluoroquinolonas,
considerando que alcanzan concentraciones altas en tejido bronquial, esputo y
secreciones sinusales y poseen una excelente actividad in vitro contra la
mayoria de los patégenos respiratorios mas importantes. Son activas contra
Haemophilus spp., Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma
pneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, micobacterias y pasteurellas,
mientras que no presentan tanta actividad contra Streptococcus pneumoniae.
Una de las quinolonas mas utilizadas para infecciones respiratorias de bovinos

es la danofloxacina (Brown, 1996).

Estudios realizados en caninos, felinos, bovinos y porcinos confirman la
eficacia clinica de la marbofloxacina en el tratamiento de las afecciones
respiratorias.

En terneros y vacas con sintomatologia respiratoria, la marbofloxacina
produjo una rapida disminucion de la temperatura rectal y una mejoria clinica
que supera a los resultados obtenidos con ceftiofur y oxitetraciclina (Scott,
1997; Thomas y col, 1998b).
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Infecciones gastrointestinales

Las fluoroquinolonas alcanzan altas concentraciones en la mucosa
intestinal, dentro de los macréfagos y en la luz del tracto gastrointestinal
cuando son administradas por via oral (Andriole, 1988), siendo altamente
efectivas en el tratamiento de las diarreas bacterianas agudas (Fitton, 1992).
Muchos de los patégenos bacterianos responsables de infecciones
gastrointestinales son sensibles a las fluoroquinolonas, como Escherichia coli,

Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp., Campylobacter spp.

La eficacia de la marbofloxacina fue probada en terneros con diarrea
neonatal (Marbofloxacin Reference Book, 1999). Los microorganismos aislados
fueron colibacilos, de los que un 80,4 %  resultaron sensibles a la

marbofloxacina. El porcentaje de cura clinica fue de 87,8 %.

Mastitis e infecciones del tracto genital

La buena difusion de las fluoroquinolonas en el tejido mamario
inflamado y las altas concentraciones que se alcanzan en leche tras la
administraciéon parenteral (Walser y col., 1993; Kaartinen y col., 1995;
Aramayona y col., 1996; Shem Tov y col., 1997a, 1997b; El Banna y El
Sooud, 1998; Gips y Soback, 1999) justifican el tratamiento sistémico de las
mastitis con estos agentes, considerdndose, en general, que las
fluoroquinolonas son eficaces contra la mayoria de los patégenos de
presentacion frecuente en las mastitis, incluso Staphylococcus spp.

intracelulares (Sumano, 1993).

La marbofloxacina demostré ser efectiva en las mastitis agudas a gram
negativos del ganado vacuno lograndose una cura clinica de 60,7 % y una

cura bacterioldgica de 67,9 % (Marbofloxacin Reference Book, 1999).
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Otros posibles usos clinicos

Las fluoroquinolonas presentan propiedades farmacolégicas de interés en la
prevencion de las infecciones quirdrgicas, ya que poseen una prolongada
semivida de eliminacion, una amplia distribucion tisular y un amplio espectro.
Pueden ser también Utiles en el tratamiento de osteomielitis bacterianas,
alcanzando tasas de cura de 70 % en administraciones prolongadas (> 4
semanas) en infecciones debidas a microorganismos gram negativos y

estafilococos meticilino resistentes (Fitton, 1992).

1.1.9. RESISTENCIAS BACTERIANAS

Una de las principales razones por las cuales el acido nalidixico cay6 en
desuso fue el alto nivel de resistencia que desarrollé6 rapidamente, ya en los
aflos 60 (Brown, 1996). La resistencia bacteriana de un paso a las
fluoroquinolonas ocurre menos frecuentemente (10° a 10 bacterias, aunque
a veces llega a 107") que con el 4cido nalidixico (10°-10®) (Norris y Mandell,
1988; Brown, 1996). Estas bajas frecuencias estan relacionadas con el
mecanismo cromosomico de induccidn de resistencia y sugieren una mutacion
Unica en un unico locus (Brown, 1996). Sin embargo, es posible seleccionar
bacterias ampliamente resistentes mediante pases seriados en medios
conteniendo quinolonas. Everett y col. (1996) sostienen que la resistencia de
alto nivel de Escherichia coli a las fluoroquinolonas puede incluir la adquisicién

de mutaciones en multiples loci.

El desarrollo de resistencia generalmente significa un cambio de 2 a 8
veces en la concentracion inhibitoria minima (CIM). La exposicion a
concentraciones sub-inhibitorias de quinolonas aumenta las posibilidades de
seleccion de resistencia (Norris y Mandell, 1988). Esta circunstancia puede
darse clinicamente en algunos regimenes de dosificacibn como en la
administracion en agua de bebida o en alimentos, o bien en casos de baja

calidad de preparados farmacéuticos, que no lleven la concentracién indicada
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en el etiquetado, donde pueden ser administradas dosis inadecuadas (Hooper,
1998).

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 IV
(Kesteman y col., 2009; Wetzstein H.G., 2005).

Resistencia cruzada

Las bacterias resistentes a las quinolonas clasicas (acido nalidixico,
acido oxolinico) pueden presentar una sensibilidad reducida o resistencia a las
fluoroquinolonas. Por su parte, se ha demostrado que las bacterias que son
resistentes a una fluoroquinolona presentan generalmente resistencia cruzada
a otras moléculas de este grupo. Esta resistencia cruzada incluye tanto a las
fluoroquinolonas usadas en animales, como a aquellas disponibles para uso en
medicina humana (Griggs y col., 1994). Sin embargo, la presion de resistencia
cruzada (ej.; influencia del paso en medio conteniendo enrofloxacina en la
sensibilidad a la flumequina y viceversa) produce un menor desarrollo de
resistencia que la presioén directa, por lo que el desarrollo de resistencia a una
fluoroquinolona de uso en medicina humana es menor al usarse diferentes

quinolonas en medicina veterinaria (Brown, 1996).

La resistencia cruzada aparece con mayor frecuencia para las
quinolonas mas antiguas y menos potentes como el acido nalidixico y la

flumequina (Brown, 1996).

La resistencia cruzada con beta lactamicos, macrolidos,
aminoglucésidos, antimicrobianos polipeptidicos, sulfonamidas,
diaminopirimidinas y nitrofuranos no ocurre frecuentemente, sin embargo, han

sido descritas mutaciones (generalmente las que causan alteracion en la
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permeabilidad de membrana) que confieren resistencia a las fluoroquinolonas,
siendo esta cruzada con cefalosporinas, tetraciclinas y cloranfenicol (Brown,
1996). Otras mutaciones que confieren resistencia a fluoroquinolonas pueden
causar hipersensibilidad a beta lactamicos, aminoglucdsidos y novobiocina
(Brown, 1996), y también seradn descritos mas adelante mecanismos de
resistencia cruzada entre aminoglucésidos y fluoroquinolonas transmisibles por

plasmidos.

Mecanismos implicados en la aparicidén de resistencias

Los mecanismos bacterianos de resistencia a las quinolonas pueden ser

divididos en tres categorias generales: alteraciones en las enzimas diana (ADN

girasa o topoisomerasa |l y topoisomerasa V), alteracién en la permeabilidad

al farmaco que afecta el acceso del mismo a dichas enzimas diana (Lecoeur

Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998; Hooper 1998) e inactivacién del farmaco por
enzimas (Robicseck y col., 2006).

Los mecanismos que se describirAn a continuaciéon pueden ocurrir
simultaneamente en una misma bacteria, conduciendo a niveles muy elevados

de resitencia bacteriana (Martinez y col., 2006).

Alteraciones en las enzimas diana

Dos son las enzimas bacterianas diana de las quinolonas, la ADN girasa

y la topoisomerasa IV.

La ADN girasa estd compuesta por dos subunidades A (GyrA) y dos
subunidades B (GyrB) codificadas por los genes gyrA y gyrB respectivamente.
Poco después del descubrimiento de la ADN girasa de Escherichia coli, se
encontré que la resistencia al acido nalidixico era causada por mutaciones en
el gen gyrA. En un principio se identificaron cuatro genes capaces de conferir
resistencia al acido nalidixico: nalA, nalB, nalC y nalD, cuyas mutaciones

determinaban una alteracién en la sensibilidad de Escherichia coli a las
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quinolonas. Se encontré que mutaciones en nalA producian un incremento en
la resistencia a la mayoria de las quinolonas por accién sobre la subunidad A
de la ADN girasa bacteriana. Después se encontraron otros mutantes, como
nfxA, cfxA, ofxA, que también dan lugar a la apariciéon de resistencia al
modificar la subunidad A de la girasa, y se consideran, junto con nalA, alelos
del gen gyrA. También se observé que nalC y nalD (nal-31 y nal-24,
respectivamente) producen un aumento de la resistencia al afectar a la
subunidad B y serian alelos correspondientes a gyrB. Las mutaciones en nalB
estarian relacionadas con una alteracién de la permeabilidad (Piddock y Wise,
1989).

Posteriormente, varios estudios en bacterias gram negativas han
identificado alteraciones en un nucleétido, tanto en gyrA como en gyrB, que
ocurren como mutaciones espontaneas y son seleccionadas por exposicion a
las quinolonas. Estas mutaciones producen cambios en aminoéacidos de la
subunidad GyrA o GyrB que son los responsables de la aparicibn de
resistencia a las quinolonas o de reduccion en la actividad (Hooper y Wolfson,
1993). Hay datos que indican que la exposicibn a las quinolonas es
mutagénica para las bacterias y esta mutagenicidad podria aumentar la
frecuencia de aparicién de mutaciones que generen resistencia (Pellerin y col.,
1998).

Las mutaciones responsables de la resistencia fueron localizadas entre
los nucledtidos 199 y 318, que codifican para el extremo amino terminal de la
subunidad GyrA entre los aminoacidos 67 y 106 en base a la numeracién en
Escherichia coli (Hooper, 1998). A esta zona se la denomina "region
determinante de resistencia a las quinolonas" (RDRQ) y se encuentra préxima
al sitio activo de la subunidad A, la tirosina en la posicion 122, en gyrA
(Yoshida y col., 1990). Las mutaciones ocurren mas frecuentemente en los
nucledtidos 247 a 249 que corresponden al aminoacido serina en posicion 83
(Ser83), que se substituye, generalmente, por una leucina, dando como

resultado aumentos en las concentraciones inhibitorias minimas. Como
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ejemplo, se ha determinado que la CIM de ciprofloxacina pasa de 0,015-0,030
ug/ml en cepas salvajes de gérmenes Gram (-) a valores de 0,125-1 ug/ml en
cepas resistentes (Wang y col., 1993). Se ha observado frecuentemente otra

mutacién que se produce en el aspartato en posicién 87 (Musso y col, 1996).

Las mutaciones mudltiples no son necesarias para la adquisicion de
resistencia. Por ejemplo, Campylobacter spp., un microorganismo que carece
de Topoisomerasa |V, s6lo precisa una mutacion simple en gyrA para elevar
las CIM de ciprofloxacina hasta 32 pg/ml (Wang y col., 1993). Esto explicaria
la alta prevalencia de resistencia en dicho género bacteriano en comparacion a
E. coli aisladas de animales de consumo expuestos a fluoroquinolonas (Van
Boven y col., 2003).

Las quinolonas se unen especificamente al complejo ADN girasa-ADN vy
las alteraciones en la posicién 83 han sido asociadas con reduccién en la unién
farmaco-complejo (Hooper 1998). Asi, cambios en los aminoacidos alterarian
la estructura del sitio de uniéon de la enzima al ADN y la resistencia seria
causada por una disminucion en la afinidad del farmaco por el complejo ADN-

enzima modificado.

Alteraciones en la subunidad GyrB también causan reduccién en la
sensibilidad a las quinolonas, pero ocurren menos frecuentemente que las
mutaciones en gyrA. Las mutaciones en GyrB fueron localizadas en la porcion
media de la secuencia de aminoacidos, mas comiunmente en las posiciones
426 (conteniendo asparagina en lugar de acido aspartico) o 447 (conteniendo

acido glutamico en lugar de lisina) (Hooper, 1995).

La topoisomerasa 1V, enzima esencial para la segregaciéon, es también

diana de las quinolonas dentro de la célula bacteriana.

La estructura de la topoisomerasa IV es similar a la de la ADN girasa y
estda compuesta por dos pares de subunidades: ParC y ParE (también

denominada GrlA en Staphylococcus aureus) (Intorre y col., 2007). ParC es
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homodlogo a GyrA y ParE es homologo a GyrB. Las mutaciones en ParC han
sido localizadas en la regiobn RDRQ equivalente, y mas comidnmente en las
posiciones 80 y 84 (Khodursky y col., 1995). Mutaciones en ParE también han

sido descritas en regiones homaoélogas a las causantes de resistencia en GyrB.

En cuanto a la importancia relativa de las dos enzimas diana en la
produccién de resistencia, se encontré que, en Escherichia coli, mutaciones de
gyrA y gyrB de forma independiente pueden causar resistencia a las
quinolonas o disminucién de la sensibilidad. Por el contrario, las mutaciones de
parC y parE por si solas carecen de efecto sobre la sensibilidad al farmaco.
Mutantes dobles con mutaciones en gyrA y parC tienen mayores niveles de
resistencia que mutantes que so6lo presentan mutacién en gyrA. Para
Staphylococcus aureus este patrén se invierte. Las mutaciones en grlA o B por
si solas causan resistencia y las de gyrA so6lo disminuyen la sensibilidad
cuando van unidas a las anteriores. Estos patrones pueden ser mejor
comprendidos en términos de sensibilidad relativa de las dos enzimas diana a
una determinada quinolona. Por lo tanto, las mutaciones en la enzima diana
mas sensible contribuyen a la aparicibn de resistencia de un paso. Las
mutaciones en la enzima menos sensible por si solas no tienen efecto en la
sensibilidad porque la interaccion de la quinolona con la enzima mas sensible
causa la muerte celular sin importar el grado de afinidad por el farmaco de la
enzima menos sensible. La diana principal de una determinada quinolona en
una determinada especie es determinada por la enzima mas sensible a esa
quinolona.

Generalizando, puede decirse que para la mayoria de las quinolonas y la
mayoria de las bacterias gram negativas la ADN girasa es la diana principal y,
para la mayoria de especies de bacterias gram positivas, la diana principal es
la topoisomerasa IV. Sin embargo, existen excepciones a este patrén, lo que
indica que las dianas relativas estan determinadas por la estructura del

farmaco.
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Alteraciones en la permeabilidad a las quinolonas

El segundo mecanismo por el cual se produce resistencia a las
quinolonas estad representado por alteraciones en la permeabilidad. Estas
incluyen los cambios en las proteinas de membrana y los sistemas de

expulsién dependientes de energia.

En Escherichia coli, la concentracion intracelular de farmaco refleja un
equilibrio entre el influjo a través de los poros de membrana, la membrana
externa (posiblemente por interaccion con los lipopolisacaridos), el transporte
a través del periplasma y la membrana plasmética y los sistemas de
expulsién. En bacterias gram positivas, la via de entrada es menos complicada
ya que no poseen membrana externa (Piddock, 1995).

Para muchas quinolonas, el tamafo y la naturaleza anfotérica aumentan
la habilidad de difundir a través de los poros de membrana. Reducciones en
los poros de membrana han sido asociadas con resistencia a las quinolonas en
E. coli y Pseudomonas spp. (Hooper, 1998), pero es improbable que estas
reducciones sean suficientes, por si solas, para lograr una disminucién en la
concentracion intracelular de farmaco que determine la aparicion de
resistencia. Estos poros estarian formados por la proteina OmpF en

Escherichia coli, cuya sintesis esta regulada por el gen marA (Piddock, 1995).

También se sugiere la accion de sistemas enddgenos de expulsion,
compuestos de una bomba presente en la membrana plasmaéatica en bacterias
gram positivas y unida a otras proteinas en periplasma y membrana externa
en gram negativas. Estas bombas reciben energia de las fuerzas de
movimiento de protones a través de la membrana y poseen amplios perfiles de
sustratos. Las funciones fisiol6gicas normales de estas bombas no se conocen
aun con certeza, pero se cree que su funcién seria remover toxinas de la
célula. Las bombas de expulsién constitutivas e inducibles son un conocido
mecanismo de resistencia de bacterias gram negativas y positivas a las

fluoroquinolonas, y seria un método mas importante que las mutaciones en los
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genes que codifican la topoisomerasa IV (Martinez y col., 2006).

En estafilococos, se ha identificado el gen norA como el responsable de
la sintesis de la bomba de expulsion, y la hiperexpresién de dicho gen da lugar
a cierto nivel de resistencia a las quinolonas. En Pseudomonas aeruginosa la
expulsion estaria relacionada con bombas de resistencia multidroga como el
sistema MexA-B-OprM. Estos sistemas pueden mediar la resistencia a diversos
antimicrobianos, incluyendo fluoroquinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol
(Piddock, 1995; Hooper, 1998). En E. coli, la de-represiéon del loci regulador
marA o soxS conduce a una menor susceptibilidad a las fluoroquinolonas, via
una regulacién al alza (upregulation) de la bomba de eflujo AcrAB-TolC y
regulacién a la baja (downregulation) de la porina OmpF. Este mecanismo
confiere inmunidad a una gran variedad de agentes antimicrobianos, ademas

de las quinolonas (Okusu y col., 1996).

Las quinolonas parecen diferir en la extensién en la que son sustratos
de ciertas bombas de expulsiéon. Por ejemplo, en Staphylococcus aureus, las
quinolonas mas hidrofébicas son menos afectadas por la hiperexpresion de
NorA, sin embargo, los mecanismos de expulsibn parecen tener un papel
importante en la disminucién de la susceptibilidad de las fluoroquinolonas mas
hidrofilicas (Jones y col., 2000). En general, las fluoroquinolonas mas
modernas parecen ser menos afectadas por los mecanismos de expulsion
(Mufioz Bellido y col., 1999)

Las alteraciones en la permeabilidad de membrana parecen ser muy
importantes ya que, a diferencia de las alteraciones en las enzimas,
proporcionarian cierto grado de resistencia a otros agentes antimicrobianos

no relacionados estructuralmente (Poole, 2000).

Inactivacion del farmaco por enzimas

Este mecanismo, no reportado sino hasta hace unos pocos afios, implica
el desarrollo de una acetiltransferasa de aminoglucésidos. Esta enzima, que

confiere resistencia frente a tobramicina, amikacina y kanamicina, es capaz de
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N-acetilar compuestos como ciprofloxacina y norfloxacina en el nitrégeno
aminico del sustituyente piperazinico. Si bien el incremento de la CIM frente a
estos antimicrobianos es modesto (alrededor de 3 a 4 veces), es notable el
aumento de la MPC (Mutant Prevention Concentration: menor concentracion
de quinolona requerida para prevenir el crecimiento de mutantes resistentes a
partir un inéculo inicial de 10*° bacterias). Otras fluoroquinolonas, carentes del
mencionado  nitrégeno no  sustituido  (enrofloxacina, levofloxacina,
gemifloxacina entre otras), no son afectadas por esta enzima (Robicsek y col.,

2006).

Transmisién de la resistencia

Desde principios de los"90 una alta incidencia de resistencia a las
fluoroquinolonas ha sido observada entre cepas de Salmonella enterica
serotipo tiphymurium, aisladas principalmente de ganado bovino, y el niumero
de serotipos que exhibieron resistencia al acido nalidixico o susceptibilidad
reducida a la enrofloxacina ha aumentado en el periodo 1992-1998 (Malorny y
col., 1999).

En un estudio reciente sobre bacterias entéricas en unidades de cuidado
intensivo de E.E.U.U. se determiné que mas del 10 % de estos organismos
fueron resistentes a ciprofloxacina. Otros estudios realizados en Hong Kong y
Barcelona, indicaron un 40 y 25 %, respectivamente, de cepas de E. coli
resistentes a quinolonas (Robicsek y col., 2006).

Atanassova y Ring (1998) registraron un aumento de la resistencia de
campilobacter aislados de aves de corral entre 1994 y 1997. De la misma
manera, la prevalencia de cepas de Campylobacter spp. resistentes a
enrofloxacina aisladas de productos de aves de corral, crecié en el periodo
1982-1989 de 0 a 14 % y de O a 11 % en cepas aisladas de heces de seres
humanos. Debido a la ruta de transmisién del mencionado género desde pollos
a seres humanos, se cree que estos aumentos pueden estar relacionados con
el uso del antimicrobiano en aves de corral (Endtz y col., 1991). A su vez, la
Organizacion Mundial de la Salud registré6 la aparicion de cepas de

campilobacter de origen aviar, y de salmonellas resistentes a las quinolonas
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(W.H.O., 1998).

Hasta hace algunos afios los distintos autores coincidian en que los
mecanismos implicados en la aparicion de resistencia a las quinolonas eran
Unicamente de tipo cromosémico (Hooper 1998; Lecoeur Bitchatchi y Kolf
Clauw, 1998), desestimando la transmision de resistencia de tipo plasmidica.
Sin embargo, en la actualidad, se ha demostrado que este tipo de trasmision

de resistencia bacteriana también es factible (Robicsek y col., 2006).

La primera referencia a la resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos fue realizada a fines de los” 90 por Martinez-Martinez y col. (1998)
en Klebsiellla pneumoniae. Los genes transmitidos serian responsables de dos
mecanismos de resistencia: La sintesis de una proteina denominada QnrA (por
quinolone resistance), la cual se uniria a la ADN girasa o Topoisomerasa 1V,
inhibiendo su interaccion letal con el ADN bacteriano; y por otro lado, la
sintesis de la acetiltransferasa de aminoglucésidos anteriormente mencionada,
mecanismo codificado por el gen (aac(6”)-1b) (Robicsek y col., 2006).

Clinicamente, la resistencia a las quinolonas ha sido encontrada mas
frecuentemente con Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus,
particularmente en heridas infectadas e infecciones pulmonares. Mas
recientemente, la resistencia ha sido registrada también en Serratia

marcescens (Brown, 1996).

1.1.10. TOXICIDAD

Toxicidad articular

La toxicidad de las fluoroguinolonas son principalmente dosis y especie-
dependientes (Bertino & Fish, 2000).

Las artropatias no inflamatorias en animales jévenes son una forma de
toxicidad poco frecuente de las quinolonas administradas en las dosis
terapéuticas. Sin embargo, este potencial téxico ha llevado a una restriccion

en el uso de quinolonas en individuos jovenes y durante la gestacion y
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lactancia. Todas las quinolonas presentan esta toxicidad, aunque Ila
ciprofloxacina parece ser la menos condrotéxica (Stahlman y col, 2000).
Estudios realizados con animales adultos no reflejaron alteraciones
clinicas o histoldgicas (Stahlmann y Lode, 1988; Yoshida y col., 1998). Esta
observacién puede deberse a una estimulacion temprana de las quinolonas
en el metabolismo oxidativo de los condrocitos inmaduros (no sucede en los

maduros) que puede precipitar la muerte celular (Thuong Guyot y col., 1994).

Toxicidad en el sistema nervioso central

Se han descrito signos de inquietud, mareos, dolor de cabeza, ataxia,
tremores, agitaciébn, somnolencia o insomnio y convulsiones luego de la
administraciéon de quinolonas en seres humanos (Brown, 1996; Martinez y
col., 2006).

Akahane y col. (1989) sugieren que la actividad epiléptogénica puede
deberse a porciones estructuralmente similares al &cido y- aminobutirico
(GABA) en los sustituyentes C7 de algunas quinolonas, que harian que la
molécula se comportara como antagonista del receptor GABA. Las quinolonas
con moléculas voluminosas (alquiladas) en la cadena lateral de C7
(temafloxacina, sparfloxacina) se unen en menor medida a los receptores
GABA, los compuestos pirrolidinicos (tosufloxacina, clinafloxacina) muestran
actividades intermedias sobre estos receptores y aquellos con un anillo
piperazinil insustituido (ciprofloxacina, enoxacina y norfloxacina) son los que
presentan una mayor uniéon (Bryskier y Chantot, 1995).

Por otro lado, Williams y Helton (1991) describen un mecanismo
proconvulsivante independiente del receptor GABA y relacionado con la
activacion de los receptores excitatorios de aminoacidos, posiblemente
ubicados en la regién Optica del sistema nervioso central.

Ademas, altas concentraciones plasmaticas, debidas a una
administracién intravenosa rapida pueden causar otras alteraciones del

sistema nervioso central de manera inmediata, posiblemente por liberacién de
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histamina. Estas alteraciones incluyen convulsiones, defecacion, miccion y
emesis (Brown, 1996).

La marbofloxacina no ha demostrado potencial epileptogénico tras la
administracién conjunta con acido tolfendmico, incluso a dosis de hasta 10
veces las recomendadas (Bousquet Melou y col., 1997). A su vez, la
administracién 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).

Toxicidad renal

Se ha descrito la aparicidon de cristales en el sedimento urinario tras la
administraciéon de altas dosis de fluoroquinolonas y se cree que podria deberse
a la baja solubilidad de las mismas a pH alcalino. El hallazgo es mas frecuente
en algunos animales que en seres humanos, tal vez por el caracter mas acido
de la orina de estos ultimos (Takizawa y col., 1999). Se cree que estos

cristales pueden ser la causa de las lesiones renales encontradas.

Mutagenicidad

La topoisomerasa Il de procariotas es alrededor de 100 veces mas
sensible a la inhibicibn por quinolonas que su equivalente eucariota
(Stahlmann y Lode, 1988). Para cada quinolona existe una concentraciéon a la
cual se produce clastogenicidad (desorganizacion del cromosoma), aunque
esto, generalmente, ocurre a concentraciones que superan 300 a 1000 veces

las CIMs (Bryskier y Chantot, 1995).

Fotosensibilizacién

La fotosensibilizaciobn ocurre con todas las quinolonas, aunque en

distinta medida. En orden decreciente, el potencial fototdéxico de algunas

quinolonas in vitro es el siguiente: clinafloxacina >> lomefloxacina,
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saparfloxacina >> trovafloxacina, acido nalidixico, ofloxacina, ciprofloxacina >
enoxacina, norfloxacina (Snyder y Cooper, 1999). La mayor fototoxicidad es
observada cuando C8 es sustituido con un halégeno. La presencia de un atomo
de flior (lomefloxacina, sparfloxacina y fleroxacina) parece aumentar las
alteraciones quimicas inducidas por los rayos UVA. El orden en que los
distintos sustituyentes son propensos a producir fototoxicidad es el siguiente:
C-F > C-Cl > N > CH > CF3 > C-OR (Bryskier y Chantot, 1995; Stahlman y Lode,
1999).

Shimoda (1998) postula que la reaccion inflamatoria se daria porque
especies reactivas de oxigeno, generadas por las quinolonas bajo radiaciones
UVA dispararian la liberacion de prostaglandinas de los fibroblastos dérmicos a
través de la proteinquinasa C o tirosin quinasa, y que la histamina, la
interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral o (TNFa) o los productos de

la lipooxigenasa-5 no estarian involucrados en el proceso.

Toxicidad reproductiva

En estudios realizados en ratas y perros con pefloxacina y enoxacina en
dosis de 100 a 1000 mg/kg durante periodos prolongados, se han encontrado
disminucién de la espermatogénesis y atrofia testicular (Stahlmann y Lode,
1988).

En hembras prefiadas de animales de laboratorio a las que se les
administraron 810 mg/kg de ofloxacina, se han descrito disminucién del peso
corporal de los fetos, retraso en la osificacion y muertes embrionarias, aunque
estos efectos adversos no se produjeron en hembras tratadas con dosis
menores (Watanabe y col., 1992). Los efectos teratogénicos no se han

observado en las demdas especies a las dosis terapéuticas (Brown, 1996).

Otros efectos adversos

Generalmente, la toxicidad de las quinolonas a dosis terapéuticas es

leve y consiste en efectos a nivel gastrointestinal, como nauseas, vomitos,
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diarrea o dolor abdominal. Ocasionalmente se han observado elevaciones de
los niveles de aminotransferasas en suero y una leve y transitoria leucopenia

con eosinofilia (Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw, 1998).

Se han registrado también lesiones hepaticas con algunas quinolonas,
como la trovafloxacina, que fue retirada del mercado en la Unién Europea por
esta razén y se ha descrito que las quinolonas pueden causar colestasis
(Hautekeete y col., 1995).

Tendinitis y ruptura espontdnea de tendones han sido reportadas en
humanos durante o luego de la terapia con fluoroquinolonas. Por este motivo,
se ha estudiado el efecto de la enrofloxacina en cultivos celulares de tendoén
equino (Yoon y col., 2004), y se ha demostrado que el farmaco inhibe la
proliferaciéon celular, induce cambios morfolégicos, reduce el contenido de
monosacaridos y altera la sintesis de proteoglicanos pequefos. Estos efectos
fueron mas pronunciados en células tendinosas de animales jévenes en

comparacion a equinos adultos.

Ecotoxicidad

Las fluoroquinolonas experimentan solamente un metabolismo parcial
en el organismo, y son excretadas como compuestos farmacolégicamente
activos en un buen porcentaje (Sukul y col., 2009). Esto, sumado a la
remocién parcial que se logra en las plantas de tratamiento de efluentes
conduce a una introduccién continua en el medio ambiente (Lindberg y col.,
2005). La estabilidad del anillo fluoroquinolona es la causa de la resistencia de
estas moléculas a la accién de reactivos quimicos.

Puede definirse a las fluoroquinolonas como contaminantes “pseudo-
persistentes” (Hu y col., 2010), su ocurrencia fue documentada en agua
(Speltini y col., 2010) y suelo (Sturini y col., 2010), a concentraciones
maximas en el rango de microgramos por litro y miligramos por kilogramo,

respectivamente. Estos compuestos, inicialmente presentes en medios
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acuosos, se mueven rapidamente al suelo, debido a su fuerte adsorcidén en
minerales y materia organica (Tolls, 2001).

La presencia de este tipo de moléculas en el medio ambiente puede
significar un serio riesgo para el ecosistema y salud publica, principalmente
por la habilidad para estimular la resistencia bacteriana, la cual puede
transmitirse a otras bacterias ambientales, del agua de bebida o plantas,
animales o seres humanos (Kummerer, 2004).

Por lo anteriormente expuesto, puede considerarse a las
fluorogquinolonas como contaminantes ubicuitos de importancia emergente. Si
bien no fueron fijados valores de tolerancia en los distintos compartimentos
medioambientales, en 2008 la Agencia Europea del Medicamento (EMEA)
determindé un valor umbral general para los residuos de farmacos veterinarios,

igual a 0,1 mg/kg en suelo y 0,1 ug/L en agua subterranea (EMEA, 2008).

1.1.11. INTERACCIONES

Se ha demostrado que la quelacion con cationes polivalentes puede
resultar en inactivacion de las fluoroquinolonas tanto in vivo como in vitro.
Esta reduccién de la actividad puede deberse, entre otras cosas, a que la
quelacion disminuye la cantidad de farmaco disponible para ingresar en las
bacterias (Marshall y Piddock, 1994). De la misma manera, la administracion
oral de quinolonas junto con compuestos que contengan estos cationes, daria
lugar a una adsorcion en el tracto gastrointestinal que jugaria un papel
importante en la disminucidon que se observa en la biodisponibilidad oral de las
quinolonas en estos casos (Sadowski, 1994). En estudios in vitro, tanto el
Fe?*, como el AI**, modificaron significativamente el perfil de disolucién de las
quinolonas, disminuyendo la cantidad total de farmaco disuelto (Rodriguez
Cruz y col., 1999). La administracién conjunta de quinolonas con sucralfato o
antiacidos que contienen magnesio o aluminio, es lo que produce mayor efecto
sobre la biodisponibilidad oral de estos antimicrobianos en seres humanos,
seguida por la administraciéon conjunta con hierro, con calcio o con zinc

(Lomaestro y Bailie, 1995).
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Las fluoroquinolonas interfieren en el metabolismo de otros farmacos a través
de la inhibicién de isoenzimas del citocromo P-450 hepéatico, aunque no todas
ellas lo hacen en la misma magnitud (Shlosberg y col., 1997). Muchas
quinolonas inhiben el metabolismo de las metilxantinas (teofilina, cafeina), con
el potencial de generar efectos adversos, como hiperexitabilidad nerviosa
(llegando a ocurrir convulsiones en algunos casos) o cardiaca. Esto se debe al
aumento de las concentraciones plasméaticas del estimulante durante la
coadministracién (Robson, 1992). Se ha visto que algunas quinolonas inhiben
preferentemente las enzimas CYP1Al1l y CYP1lA2, que son parcialmente
responsables del metabolismo de las metilxantinas (Vancutsem y Babish,
1996). Se postula que aquellas fluoroquinolonas que presentan un
sustituyente voluminoso en posicidon-8 o que presentan un nitrégeno-4 en el
grupo 7-piperazinico son menos capaces de interaccionar con el sistema
CYP450, debido a una estructura menos plana. Un ejemplo de molécula con
estas caracteristicas es danofloxacina, fluoroquinolona de uso veterinario
(Mizuki y col., 1996).

La combinacion de algunas quinolonas con ciertos antiinflamatorios no
esteroideos puede potenciar la produccion de convulsiones como efecto

adverso por interaccion con el receptor GABA A (Murayama y col., 1992).

El sinergismo de las quinolonas con otros antimicrobianos es infrecuente
in vivo y las combinaciones, in vitro o en modelos animales, raramente
resultan en antagonismo (Neu, 1989). En estudios in vitro se ha encontrado
que las quinolonas resultan sinérgicas con las penicilinas y fosfomicina contra
Pseudomonas aeruginosa, mientras que la combinacion con aminoglucésidos o
beta lactdmicos es indiferente contra Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Citrobacter spp. y Serratia spp., al igual que la combinacion

con otros antimicrobianos contra estafilococos, enterococos y anaerobios.
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1.2. FARMACOCINETICA DE QUINOLONAS

El acido nalidixico y, en general, las quinolonas de primera generacion,
0 quinolonas clasicas, no son bien absorbidas en el tracto gastrointestinal y
sufren un rapido aclaramiento, principalmente por via renal, lo cual limita su
uso al tratamiento de infecciones urinarias. A diferencia de estas quinolonas
clasicas, las fluoroquinolonas presentan una mayor biodisponibilidad oral, una
mayor permanencia en el organismo y una amplia distribucién tisular. Poseen,
en general, una baja unién a proteinas plasméticas. El &tomo de flior en C-6 y
el anillo piperacinico en C-7 mejoran la penetracion celular con respecto a las
antiguas quinolonas (Mitscher y col., 1989; Percival, 1991; Boswell y Wise
1998), y cadenas alquiladas en posicion “para” del anillo piperacinico
aumentan la liposolubilidad (Vancutsem y col., 1990). Esto, sumado a la baja
union a proteinas plasmaticas que generalmente presentan estos compuestos,
da lugar a valores mayores en el volumen de distribucibn de las
fluoroquinolonas con respecto a las quinolonas clasicas. En cuanto a la
eliminacion, las fluoroquinolonas, se eliminan por via renal y/o
biotranformacion hepética y la participacion de cada una de estas vias varia

dependiendo de cada compuesto.

Las quinolonas, en (general, presentan un comportamiento
farmacocinético lineal, dosis dependiente, en un amplio rango de dosis. Asi,
los incrementos en las concentraciones séricas son directamente
proporcionales a las dosis, mientras que otras propiedades farmacocinéticas,
como la semivida o el aclaramiento, son independientes de la cantidad

administrada (Bergan, 1988).

Absorcion

Las fluoroquinolonas son, en general, bien absorbidas en el tracto
gastrointestinal. Si bien la lipofilicidad de las fluoroquinolonas promueve su
absorcion pasiva por fendémenos de difusibn, mecanismos activos de

transporte intestinal también han sido demostrados para algunas de estas
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moléculas, como por ejemplo, sparfloxacina, levofloxacina, ciprofloxacina y
norfloxacina (Rabbaa y col., 1997).

La absorcion es, generalmente, amplia y rapida en seres humanos,
animales con estdbmago monocavitario y prerrumiantes (Vancutsem y col.,
1990; Martinez y col., 2006).

De las fluoroquinolonas utilizadas en Medicina Veterinaria, Ila
enrofloxacina presenta una biodisponibilidad oral relativamente alta en casi
todas las especies estudiadas, registrAndose valores de 72-100 % en perros
(Cester y col., 1996; Monlouis y col., 1997), 100 % en gatos (Richez y col.,
1997a), 83-149 % en cerdos (Nielsen y Gyrd Hansen 1997; Zeng y Fung,
1997), 80-89,2 % en pollos (Knoll y col., 1999), 62-78 % en caballos (Giguere
y col., 1996; Haines y col., 2000), y 61 % en conejos (Broome y col., 1991)
(Vancutsem y col., 1990; ElI Bahri y Blouin, 1991), aungque en rumiantes
adultos fue so6lo del 10 % (Vancutsem y col., 1990). La administraciéon oral de
danofloxacina se ensayd en cerdos y pollos, obteniéndose biodisponibilidades
altas, de 89 y 99 %, respectivamente (Mann y Frame, 1992; Knoll y col.,
1999).

Por otro lado, algunas quinolonas presentan una menor biodisponibilidad oral.
Esto se observa por ejemplo con la ciprofloxacina y la norfloxacina en caballos

y burros, respectivamente (Dowling y col., 1995; Lavy y col., 1995).

Las fluoroquinolonas, en general, alcanzan el pico de concentraciones
plasmaticas dentro de las dos horas y media de la administraciéon oral, aunque
estos valores varian dependiendo de la quinolona y de la especie de que se
trate (1988; Vancutsem 1990; Fitton, 1992; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw,
1998). Por ejemplo, el tiempo en el que se alcanza la concentracibn maxima
(Tmax) tras la administracion oral de enrofloxacina en pollos, pavos, terneros,
perros y caballos varia entre 0,5 y 2,5 horas (Bugyei y col., 1999; Knoll y col.,
1999). Para la norfloxacina, el Tnax tras la administracion oral en pollos, cerdos
y perros es de 0,22 h, 1,46 h y 2 h, respectivamente (Anadén y col., 1992,
1995; Albarellos y col., 1996).
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La administracion concomitante de compuestos que contengan cationes
multivalentes (antiacidos, leche o sustitutos de la leche) disminuye la
biodisponibilidad oral de las fluororquinolonas. La ingestibn conjunta de
alimentos, aparentemente, reduce la tasa de absorcion de las
fluoroquinolonas, aunque no modifica la cantidad absorbida (El Bahri y Blouin,
1991; Fitton, 1992; Brown, 1996; Martinez y col., 2006). Una explicacion para
dicha menor tasa de absorciéon puede ser que, en presencia de alimento, la
velocidad de vaciado gastrico es inferior (Martinez y col., 2006).

Por otro lado, 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).

La biodisponibilidad desde los sitios de inyeccion parenteral (i.m., s.c.)
varia segun la quinolona de que se trate. La enrofloxacina presenta una
biodisponibilidad intramuscular alta en todas las especies estudiadas, con
valores que oscilan entre 87,5y 109,34 % (Cabanes y col., 1992; Abd El Aziz
y col., 1997; Pijpers y col., 1997; Richez y col., 1997b; Zeng y Fung, 1997;
Bailey y col., 1998; Bugyei y col., 1999). Por otro lado, la norfloxacina se
absorberia pobremente tras la administraciéon por esta via en burros (F = 31,5
%) (Lavy y col., 1995), caballos (F = 47,81 %) (Park y col., 1994), cerdos (F
= 51 %) (Shem Tov y Ziv, 1994) y conejos (F = 53 %) (Park y col., 1997).

Los datos disponibles sobre la biodisponibilidad subcutanea de las
fluoroquinolonas indican una buena absorcién para la enrofloxacina en pollos
(F = 80,8 %) (Abd EI Aziz y col., 1997) y la ofloxacina en conejos (F = 111,67
%) (Marangos y col., 1997). Al igual que sucede con la administracion
intramuscular, la norfloxacina presenta valores mas bajos de biodisponibilidad
subcutanea, registrandose en cerdos una absorcion del 64 % (Shem Tov y Ziv,

1994).
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Distribucion

Las fluoroquinolonas presentan, en general, una tasa de unién a las
proteinas plasmaticas relativamente baja, de alrededor del 10 % al 40 %, en
contraste con el 90 % de union del acido nalidixico (Bregante y col., 2000).
Entre las proteinas séricas, las quinolonas se unen, principalmente, a las
albuminas (Okezaki y col., 1989). La unién varia, dependiendo de Ila
estructura quimica de la quinolona. El heterociclo en posicion 7 y los distintos
sustituyentes en posicion 8 influencian fuertemente la unién a proteinas, lo
cual indicaria que estas porciones de la molécula son las que interactian con
las proteinas del plasma (Zlotos y col., 1998). Okezaki y col. (1989)
encontraron que algunas quinolonas con grupo piperacinico o0 con un
sustituyente relativamente grande en C7 exhibian un porcentaje de unién de
un 20-30 %, mientras aquellas con un sustituyente pequefio en la posicion 7

presentaban una unién de 70-80 %b.

Existen, a su vez, diferencias interespecies en el grado de unién de
algunas quinolonas que se deben a la diferente afinidad del farmaco por las

respectivas albuminas (Bregante y col., 2000).

Las fluoroquinolonas autorizadas para uso veterinario presentan, en
general, una baja tasa de unién a proteinas. Los datos que existen sobre el
grado de unién de las fluoroquinolonas a las proteinas plasmaticas sefialan un
porcentaje de unién de la ciprofloxacina en vacas, caballos, cerdos, perros,
conejos y pollos que varia entre un 30 y un 44 % (Villa y col., 1997). La
enrofloxacina presenta una tasa de unidon 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). La danofloxacina se une en un 20-30 % en
terneros y pollos y en un 30-50 % en cerdos (Bregante y col., 2000). La tasa
de unién de la difloxacina es del 30 % en cerdos, 35-40 % en perros y 10-35

% en pollos (Bregante y col., 2000). La fluoroquinolona que se une en menor
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proporcion a las proteinas plasmaticas es la norfloxacina, presentando un
porcentaje de unién menor al 20 % en vacas (Gips y Soback, 1999), cercano

al 10 % en cerdos y de alrededor del 5 % en pollos (Bregante y col., 2000).

Teng y col. (1996), describieron que la union de la trovafloxacina a
proteinas plasmaticas en ratas, perros y monos, es independiente de la
concentracion plasmética de dicho farmaco. En contraste, Okezaki y col.
(1989) encontraron que, si bien la uniéon de las quinolonas a las proteinas del
suero de la rata es, en general, independiente de la concentracién cuando esta
es inferior a 100 ug/ml, por encima de estos valores, la unién de algunas
quinolonas, como el acido nalidixico, a las proteinas, disminuye a medida que

aumenta la concentraciéon del farmaco.

La baja union de estos compuestos a proteinas plasmaticas, junto con el
hecho de estar poco ionizados a pH sanguineo, favorece la difusién de los
mismos desde la sangre a los tejidos (Fitton, 1992). De esta manera, las
fluoroquinolonas se caracterizan por una extensa difusibn extravascular,
alcanzando, en algunos tejidos, concentraciones mayores a las encontradas en
plasma. En la mayoria de las especies, el volumen de distribucion es mayor
que para los betalactamicos y aminoglucésidos, lo que podria representar el

secuestro intracelular de estos farmacos en varios tejidos (Brown, 1996).

La concentracion en tejido renal, hepatico, genital y traqueobronquial es
superior a la concentracion plasméatica (El Bahri y Blouin, 1991; Fitton, 1992;
Mann y Frame, 1992; Brown, 1996). El pico de concentraciones pulmonares de
danofloxacina en vacas es 4,1 veces mayor que el pico de concentraciones
plasmaticas y el area bajo la curva de concentraciones pulmonares en funcién
del tiempo es 3,7 veces superior al area bajo la curva de las concentraciones

plasmaticas (Giles y col., 1991b).

En razén de su liposolubilidad, las fluoroquinolonas llegan a las camaras

anterior y posterior del ojo, atraviesan la placenta y la barrera
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hematoencefélica (Aramayona y col., 1994; Brown, 1996; Lecoeur Bitchatchi y
Kolf Clauw, 1998). Ademas, estos farmacos se distribuyen ampliamente en
piel, hueso, proéstata y liquido prostatico (EI Bahri y Blouin, 1991; Brown,
1996).

A su vez, se alcanzan concentraciones elevadas, aunque no mayores
que las plasmaticas, en saliva y secreciones bronquiales y nasales (Friis, 1993;

Brown, 1996).

Las fluoroquinolonas también se concentran en las células fagocitarias
(macroéfagos alveolares, neutréfilos) y por ello son eficaces frente a
microorganismos intracelulares (Brown, 1996; Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw,

1998).

El paso a leche varia dependiendo de la fluoroquinolona, en funcion de
sus propiedades fisico-quimicas. En vacas, tras la administracion intravenosa
de enrofloxacina, el pico de concentraciones en leche fue alcanzado entre 0,7
y 1,3 h, mientras que para su metabolito, la ciprofloxacina, este pico ocurrio
mucho después (5-8 h). A su vez, se encontraron concentraciones de
enrofloxacina en leche paralelas a las concentraciones plasméaticas, mientras
que la ciprofloxacina se concentré en la leche (Kaartinen y col., 1995). En
conejas, la relacion leche/plasma de la enrofloxacina y la ciprofloxacina,
medida como ABCieche/ABCpiasma 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
séricas tras la administracion de nicotinato de norfloxacina a ovejas. El paso
de danofloxacina desde la sangre a la leche, en ovejas y vacas, es rapido y
extenso, tanto tras la administracion intravenosa, como intramuscular,
consiguiéndose concentraciones en leche que exceden a las concentraciones
séricas ya desde los 60-90 minutos (para ovejas y vacas, respectivamente) de
la administracion intravenosa y 90-120 minutos después de la administracion
intramuscular (Shem Tov y col., 1997b, 1998). La relacion de concentracion

en leche/concentracion plasmaéatica encontrada para ciprofloxacina, ofloxacina y
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pefloxacina en humanos varia entre 0,75y 1,84 (Brown, 1996).

El volumen de distribucion de las fluoroquinolonas en el estado
estacionario (Vg) presenta valores generalmente superiores a 1 L/kg, que
varian segun la quinolona y la especie animal. Para algunas, incluso se han
observado valores que superan los 4-5 L/kg (Broome y col., 1991; Friis, 1993;
Shem Tov y Ziv, 1994; Dowling y col., 1995; Albarellos y col., 1996; Brown,
1996; Cester y col., 1996; Garcia Ovando y col., 1999; Kaartinen y col.,
1997a; Monlouis y col., 1997; Nielsen y col., 1997; Pijpers y col., 1997;
Richez y col., 1997b; Bailey y col., 1998; Haines y col., 2000; Lindecrona y
col., 2000; Sobhy y col., 2000; Soliman, 2000).

Metabolismo

El grado de metabolismo de las fluoroquinolonas varia ampliamente.
Como se expresé anteriormente, la ofloxacina es muy poco metabolizada y es
excretada principalmente en orina como compuesto original. Por otro lado, la
pefloxacina es ampliamente metabolizada a norfloxacina (Vancutsem vy col.,
1990; Brown, 1996), pero, en lineas generales, 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 una semivida de eliminaciéon
mas corta que el compuesto original. Las reacciones de biotransformacion
afectan, predominantemente, al grupo piperacinico y sus sustituyentes
(Neuman, 1988).

En general, el metabolismo de fase | ocurre, principalmente, a través de
hidroxilacibn 'y oxidacibn a oxoquinolonas. Otras reacciones de
biotransformacién que predominan son la N-desalquilaciéon (pefloxacina,
enrofloxacina, fleroxacina), la conjugacion con acido glucurénico en el
nitrégeno en posicidn “para” del anillo piperacinico o en el acido carboxilico en

posicion 3, la oxidacion en la posicion “orto” de la amina sustituida y la
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apertura del anillo piperacinico (Vancutsem y col., 1990). Las fluoroquinolonas
N-metiladas, como la pefloxacina y la fleroxacina, son atacadas en el anillo
piperacinico para dar lugar a metabolitos oxo-, N-6xido y N-desmetil. En el
caso de las fluoroquinolonas no metiladas, como Ila temafloxacina, la
biotransformacion del anillo piperacinico resulta en la formacién de
metabolitos oxo- y 2-aminoetilamina. El acido nalidixico es hidroxilado y luego
glucuronizado (Brown, 1996). Los derivados oxo- muestran una limitada
actividad in vitro, mientras que los N-Oxidos y conjugados con &acido

glucurdnico, carecen de actividad antimicrobiana (Fitton, 1992; Brown, 1996).

Excrecion

Aungue la excrecion de la mayoria de las fluoroquinolonas ocurre,
principalmente, por via renal, la relativa contribucion de las vias de
eliminaciéon renales y no renales (hepatica y gastrointestinal), varia de una
quinolona a otra. Asi, la eliminacién 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, 1999).

La excrecion renal de las fluoroquinolonas se lleva a cabo por filtracion,
pero también por secrecion tubular activa a través de la bomba de aniones
organicos. El probenecid bloquea este transporte, pero debido a las otras rutas
de excrecion, la acumulacion de las quinolonas no tiene lugar en gran medida
tras la administracion conjunta con este farmaco.

Un factor que puede determinar diferencias farmacocinéticas entre las
fluoroquinolonas es el fenbmeno de reabsorcién renal. En funcion de las
caracteristicas fisico-quimicas de cada quinolona, variard la reabsorcion
tubular. Los compuestos menos polares, como la pefloxacina o la difloxacina,
seran ampliamente reabsorbidos y exhibirAdn una semivida de eliminacion

prolongada. En contraste, los compuestos mas polares, como la norfloxacina,
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ciprofloxacina y enoxacina, presentaran valores mas altos de aclaramiento
renal, lo cual resulta en un acortamiento de la semivida de eliminaciéon (Fitton,
1992). Los derivados N4 metilados, al ser los mas lipofilicos, serian los méas

susceptibles de ser reabsorbidos (Sorgel y Kinzig, 1993).

El grado de excreciéon biliar es variable segun el compuesto aunque
generalmente es bajo (Fitton, 1992). Sin embargo, la excrecion biliar de
algunas fluoroquinolonas, como la pefloxacina, la trovafloxacina o Ila
grepafloxacina puede ser considerablemente alta, lo cual las hace adecuadas
para el tratamiento de infecciones del tracto biliar (Teng y col., 1996; Sasabe
y col., 1999).

La semivida de eliminacién varia dependiendo de la quinolona y de la
especie animal. Asi, tras la administracién intravenosa, se encuentran valores
altos (12 h) para la trovafloxacina en seres humanos (Ernst y col., 1997) y la
marbofloxacina en perros (Schneider y col., 1996), y valores mas bajos, como

la semivida de 1,29 h para enrofloxacina en ratones (Bregante y col., 1999).

De las fluoroquinolonas utilizadas en medicina veterinaria, que fueron
ensayadas en especies no rumiantes, la danofloxacina presenta una semivida
de eliminacion relativamente prolongada tras la administracion intravenosa en
cerdos y pollos con valores que oscilan entre 5,49 y 8 horas (Friis y Nielsen,
1997; Richez y col., 1997b; Knoll y col., 1999; Lindecrona y col., 2000). La
enrofloxacina presenta valores levemente inferiores, de 1,29 a 5,6 horas
(Broome y col., 1991; Flammer y col., 1991; Cabanes vy col., 1992; Kung y
col., 1993; Aramayona y col., 1996; Abd El Aziz y col., 1997; Kaartinen y col.,
1997; Monlouis y col., 1997; Pijpers y col., 1997; Zeng y Fung, 1997; Bailey y
col., 1998; Bregante y col., 1999; Knoll y col., 1999; Haines y col., 2000;
Soliman y col., 2000), aunque algunos autores han registrado valores un poco
mas altos, de 6,7 h en gatos (Richez y col., 1997a), 7,52 h en pollos (Garcia
Ovando y col., 1999) y 7,73 h en cerdos (Richez y col., 1997b). Para la

norfloxacina, se han descrito semividas de eliminacién de 2,10 a 3,65 h
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(Brown y col., 1990; Park y col., 1994; Shem Tov y Ziv, 1994; Anado6n y col.,
1995; Lavy y col., 1995; Albarellos y col., 1996; Gips y Soback, 1996),
aunque en caballos se encontré una semivida de 6,45 h (Park y col., 1994).
De manera similar a la norfloxacina, la ciprofloxacina muestra valores de 1,2 a
3,75 h (Abadia y col., 1994; Dowling y col., 1995; Aramayona y col., 1996;
Garcia Ovando y col., 1999; Fang y col., 1999; Sobhy y col., 2000), aunque
algunos autores registraron semividas mayores, de 4,85 h en caballos (Yun y
col., 1994) y 9,01 h en pollos (Atta y Sharif, 1997).

Transportadores intestinales pueden ser también importantes
mecanismos de eliminacion para algunas fluoroquinolonas como
ciprofloxacina, norfloxacina y pefloxacina. Estos transportadores trasladan
activamente el farmaco desde sangre a lumen intestinal e, interesantemente,
se ha demostrado que diferentes quinolonas tienen transportadores distintos
(P-glicoproteina para sparfloxacina, transportadores anidnicos o catidnicos

para ciprofloxacina (Dautrey y col., 1999).

1.2.1. FARMACOCINETICA DE QUINOLONAS EN RUMIANTES

En rumiantes, la absorcion oral de las fluoroquinolonas suele ser muy
escasa. Segun Vancutsem y col. (1990), la biodisponibilidad oral de la
enrofloxacina en rumiantes adultos es de alrededor de 10 %, mientras que en
terneros prerrumiantes, al igual que ocurre con las especies que poseen
estbmago monocavitario, llega hasta el 80 %. En cabras, esta quinolona se
absorbe en un 23 % tras la administracién oral (alcanzando el pico maximo o
Tmax @ las 5,2 h de la administraciéon) y en ovejas lo hace en un 60,6 % (Pozzin
y col., 1997; Elmas y col., 2000). En esta misma especie, 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 %. El tiempo en el que se
alcanz6é la concentracion maxima (Tmax) €n ovejas presentd una alta
variabilidad interindividual entre 10 y 24 horas después de la administracion

(Gonzalez y col.,, 1997). Tras la administraciobn oral de 5 mg/kg de
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danofloxacina a terneros rumiantes, las concentraciones plasméaticas se
hallaron en el limite de deteccién, o incluso debajo de éste, en todos los
tiempos muestreados (Mann y Frame, 1992). La limitada biodisponibilidad oral
de las fluoroquinolonas en rumiantes podria atribuirse a la biodegradacion
ruminal, a la quelaciéon con cationes multivalentes presentes en el rumen y/o a

la adsorciéon al contenido ruminal (Gonzalez y col., 1997).

La absorcion subcutanea e intramuscular de las quinolonas en rumiantes
suele ser alta. La biodisponibilidad intramuscular muestra valores que oscilan
entre 82 y 105,8 % para la enrofloxacina (Gavrielli y col., 1995; Kaartinen y
col., 1995; Garcia Ovando y col., 1996; Harron y col., 1997; Pozzin y col.,
1997), entre 91 y 125,16 % para la danofloxacina (Giles y col., 1991b; Apley
y Upson, 1993; Shem Tov y col., 1997b, 1998), de 82,42 % para la
pefloxacina en ovejas (Moutafchieva y Djouvinov, 1997), de 73-106 % para la
norfloxacina en terneros (Gips y Soback, 1996) y de 95,92 para la
ciprofloxacina en cabras (El Banna y El Sooud, 1998).

La biodisponibilidad subcutdnea de la enrofloxacina en vacas presenta
valores altos, entre 82 y 137 % (Kaartinen y col., 1995; Martinez Larrafiaga y
col., 1997b; Stegemann y col., 1997), al igual que sucede con Ila

danofloxacina en terneros (F = 94 %) (Giles y col., 1991b).

El volumen de distribucién de las fluoroquinolonas en rumiantes suele
ser amplio, superior a 1 L/kg en todos los casos. La danofloxacina presenta
valores de Vg de 2,48-4,3 L/kg en terneros (Giles y col., 1991b; Apley y
Upson, 1993; Friis, 1993), de 2,76 L/kg en ovejas (McKellar y col., 1998) y de
2,04 L/kg en vacas (Shem Tov y col.,, 1998). El Vs registrado para la
enrofloxacina en terneros es de 1,8-2,3 L/kg (Kaartinen y col., 1997b) y en
vacas adultas es de 1,46 L/kg (Stegemann y col., 1997). La norfloxacina
muestra, en ovejas, un Vg de 1,05 L/kg (Gonzalez y col., 1997), de 1,8 L/kg
en terneros (Gips y Soback, 1996) y de 3,1 L/kg en vacas lactantes (Gips y
Soback, 1999). En cabras lactantes, la ciprofloxacina presentdé un Vg de 2,14

L/kg (El Banna y El Sooud, 1998), mientras que Garcia Ovando y col.(2000)
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registraron, en esta especie, un valor de 3,37 L/kg. En ovejas esta quinolona

presenta un Vg de 2,35 L/kg (Lloveria, 1992).

La semivida de eliminacién de las fluoroquinolonas en rumiantes varia
dependiendo de la quinolona y la especie de que se trate. Tras la
administracion intravenosa, la danofloxacina muestra una semivida de
eliminacion de 3,35 h en ovejas (McKellar y col., 1998) y valores entre 2,9 y
7,4 h en terneros (Giles y col., 1991b, Mann y Frame, 1992; Apley y Upson,
1993; Friis, 1993). La enrofloxacina presenta una semivida de 3,53 h en
terneros (Garcia Ovando y col., 1996), aunque los prerrumiantes muestran
valores superiores (4,9-6,6 h) (Kaartinen y col., 1997b). En vacas, la semivida
de esta quinolona es de 2,49 h (Bregante y col., 1999) y, en ovejas, de 3,8 h,
similar a registrada para la danofloxacina (Mengozzi y col., 1996; Pozzin y
col., 1997). La norfloxacina muestra valores de 2,97 h en terneros (Gips y
Soback, 1996), 5,88 h en vacas lactantes (Gips y Soback, 1999) vy 6,2 h en
ovejas (Soback y col., 1994), mientras que en cabras presenta una semivida
muy corta, de 0,25 h (Jha y col., 1996).

1.2.2. FARMACOCINETICA DE MARBOFLOXACINA

En el caso de la marbofloxacina, la biodisponibilidad y el tiempo que
tarda en alcanzar la concentracion maxima (Tmax) €n las distintas especies, se
resumen en la tabla 1.11.

La biodisponibilidad intramuscular y subcutanea de esta quinolona es,
aproximadamente, del 100 % en todas las especies estudiadas (perros, gatos,
vacas, terneros, cerdos y conejos) (Petracca y col., 1993; Thomas y col.,
1994a; Cester y col., 1996; Schneider y col., 1996; Marbofloxacin Reference
Book, 1999; Schneider y col., 2000). En caballos Carretero y col. (2002)

determinaron una biodisponibilidad algo inferior por via intramuscular (88 %0o).

El volumen de distribucion de la marbofloxacina en el estado

estacionario (Vss) es similar en la mayoria de las especies, observandose
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valores de 1,36 L/kg en perros (Schneider y col., 1996), 1,16 L/kg en vacas,
1,35 L/kg en terneros (Thomas y col., 1994a), 1,3 L/kg en cerdas (Petracca y
col., 1993), 1,95 L/kg en conejos (Schneider y col., 2000), 1,48 L/kg en
caballos (Marbofloxacin Reference Book, 1999), 1,48 L/kg en gatos
(Marbofloxacin Reference Book, 1999) y 1,16 L/kg en aves rapaces
(ratoneros) (Garcia Montijano y col., 2001). Sin embargo, en pollos se observa

un menor volumen de distribucién (Vss = 0,77 I/kg) (Tafur Garzén, 2000).

Se ha observado una amplia penetracion de marbofloxacina desde el
plasma a la leche de vacas y ovejas y una acumulacion del farmaco en la
glandula mamaria con valores de ABCieche/ABCpiasma QUE se encuentran entre
1,33 y 2,64 (Shem Tov y col., 1997a), lo que coincide con los resultados
observados por Petracca y col. (1993) en cerdas en las que las
concentraciones de marbofloxacina en leche superaron, en todos los tiempos,
a las concentraciones plasmaticas correspondientes. Esta acumulacién en
leche se debe a las propiedades fisico-quimicas del compuesto como son su
alta liposolubilidad y el punto isoeléctrico, que determinard, junto con el pH

de la leche, el grado de disociacion de la molécula.

La unién de la marbofloxacina a proteinas plasmaéaticas 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., 1993).

La marbofloxacina se elimina, en su mayoria, como forma intacta,
aproximadamente dos tercios por via renal y un tercio por bilis (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), aunque en
cantidades limitadas (menos del 5 % de la dosis administrada) (Marbofloxacin
Reference Book, 1999). La desmetil marbofloxacina posee actividad

antibacteriana, equivalente a un décimo de la actividad del compuesto
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original. Thomas y col. (1994a) 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 eliminacién por dichas vias se produce en un
10 % y un 75 % respectivamente.

Los valores de aclaramiento plasmatico, semivida de eliminacién y
tiempo medio de residencia de la marbofloxacina en las distintas especies se

resumen en las tablas 1.12., 1.13. y 1.14., respectivamente.

Tabla 1.11. Biodisponibilidad (F) y Tnax de la marbofloxacina en
distintas especies (media £ DS).

oral Intramuscular subcutanea
F (%) Tmax (D) F (%) Tmax (D) F (%) Tmax (D)
perros? 12‘2"°f 25+1,2 98,7+ 25| 0,9+ 0,2
gatos? 84,6 1,54 97,6 1,88
3 82,4 £ 2,75 *
cerdos 43 3% 1.89% 115 0,8
vacas® 112,85+ 0,79 110,94 | 0,73
21,7

5 102,74 +
terneros 5.7 0,71 91,81 0,66
ovejas® 100 0,75

.7 84,5 +

conejos 16.6 1,23

8 87,94 + 0,95 +
caballos 62,44 0,58 6.0 0.37 97,59 0,86
rapaces’ 2,31
pollos™® 58,37 1,48

1Schneider y col., 1996. *3*Marbofloxacin Reference Book, 1999. *°Thomas y col.,
1994a; Marbofloxacin Reference Book, 1999. ®Marbofloxacin Reference Book, 1999.
’Schneider y col., 2000. 8Marbofloxacin Reference Book, 1999; Carretero y col., 2001.
Waxman y col., 2000. *°Tafur Garzén, 2000. *Valores obtenidos en cerdas gestantes
(Petracca y col., 1993).
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Tabla 1.12. Aclaramiento plasmatico (Clta) de la marbofloxacina
en distintas especies (media + DS).

especie Cliotar (1I70h-kQg)
perros” 0,1 + 0,024
gatos? 0,13
cerdos® 0,17
vacas” 0,31 + 0,06
terneros® 0,15 + 0,05
caballos® 0,25
conejos’ 0,4
rapaces® 0,20 + 0,0072
pollos® 0,17

1Schneider y col., 1996. *Marbofloxacin Reference Book, 1999. 3Marbofloxacin Reference Book, 1999.
4+5Thomas y col., 1994a. *Marbofloxacin Reference Book, 1999. “Schneider y col., 2000. 8Garcia Montijano y
col., 2001. °Tafur Garzén, 2001.

Tabla 1.13. Semivida de eliminacion de la marbofloxacina
en distintas especies (media + D.E.).

especie ti/2a (D)
i.V. p.o. i.m. S.C.
perrosl 12,4+ 2,6 14 + 4,9 13 + 3,3
gatos? 10,28 8,54 13,12
cerdos® 8,24 10,09 + 1,34* 9,48
vacas® 5,72 +1,17 7,73 5,49
terneros® 7,84 + 2,65 9,12 9,05
caballos® 7,56 8,78 5,47 + 1,33 10,41
conejos’ 5,57 6,73
rapaces® 4,11 + 0,77 8,94
pollos® 5,26 9,03

'Schneider y col., 1996. ?Marbofloxacin Reference Book, 1999. ®Petracca y col., 1993; Marbofloxacin
Reference Book, 1999. “*Thomas y col., 19942; Marbofloxacin Reference Book, 1999. ®Marbofloxacin
Reference Book, 1999; Carretero y col., 2001. “Schneider y col., 2000. ®Waxman y col, 2000; Garcia
Montijano y col., 2001. °Tafur Garzén, 2001. *Valores obtenidos en cerdas gestantes (Petracca y col.,

1993).

Tabla 1.14. Tiempo medio de residencia (MRT) de la marbofloxacina
en distintas especies (media = D.E.).

especie MRT (h)
i.v p.o i.m. S.C.
perros® 13,2+1,2 17,6 14,2
gatos’ 13,56
caballos® 6,35+ 1,15 6,91 + 0,95
rapaces” 5,79 +1,01 8,34
pollos® 4,36 8,55

'Schneider y col., 1996. *Heinen, 2000. 3Carretero y col., 2001. *“Waxman y col., 2000; Garcia Montijano y
col., 2001. °Tafur Garzén, 2000.
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1.2.3. FACTORES QUE PUEDEN MODIFICAR EL COMPORTAMIENTO
FARMACOCINETICO DE LAS QUINOLONAS

Factores fisioléqgicos

Existen numerosos factores que pueden modificar, en mayor o0 en
menor medida, el comportamiento cinético de los farmacos. Como se ha visto
anteriormente, los valores de los parametros farmacocinéticos pueden variar
ampliamente entre las distintas especies, debido a las caracteristicas
anatémicas y/o fisiolégicas propias de cada especie (diferencias anatomo-
fisiologicas de los procesos digestivos, diferencias en los mecanismos de
excrecion, diferencias enzimaticas en el metabolismo, en el pH de algunos
fluidos corporales, etc.). Otros factores fisiolégicos que pueden influir en la
cinética de los farmacos son la edad, el sexo, y circunstancias como la

gestacion o la lactancia.

Especie: particularidades farmacocinéticas en rumiantes

Cuando se administra un farmaco en los rumiantes se debe tener en
cuenta la influencia de los proventriculos en la disposicion del farmaco, asi
como el efecto del farmaco en los componentes de ese “ecosistema” que es el
tracto digestivo de los rumiantes. Otro factor que debe considerarse es el
impacto de la enfermedad en el complejo engranaje de estos procesos y de
qué manera las condiciones patologicas pueden afectar la disposicion del

farmaco.

Para el paso de un compuesto a la circulaciéon general, a partir de
cualquier via de administracion, el mismo debe ser capaz de atravesar las
barreras estructurales, a la vez que debe existir un gradiente de concentracion
entre el punto de administracion y el liquido extracelular de la zona. Cuando

los farmacos se administran en rumiantes por via oral para producir un efecto
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sistémico, el primer problema que aparece es que el enorme volumen del
contenido reticulo ruminal produce una gran dilucibn del farmaco
administrado. A su vez, la disposicion en fases de la ingesta y el relativamente
lento sistema de mezcla del contenido ruminal, causan retrasos en la
consecucion de concentraciones uniformes a través de las distintas capas del
contenido. Los farmacos pueden ser administrados en forma liquida, como
soluciones o0 suspensiones que se mezclan con el alimento o el agua de
bebida, o en formas sélidas, como tabletas, bolos, capsulas o formas
especiales de liberacion. Cada una de estas formas llegard a distintas zonas
del contenido ruminal, lo que conducird a patrones variables de distribucién
intraruminal. En general, las formas liquidas llegan al reticulo y zonas
adyacentes, por lo que una cantidad considerable de farmaco puede pasar a
través del orificio reticulo-omasal antes de que se produzca la mezcla. Esto
permitiria a una parte de la dosis escapar de la degradacién ruminal y estar
presente mas rapidamente en el intestino delgado para su absorcién (Dunlop,
1983). En la figura 1.6. se esquematiza este fenédmeno, asi como un resumen
de los procesos que se desarrollan en el tracto gastrointestinal de los

rumiantes.

A través del epitelio ruminal se produce la absorcibn de algunos
compuestos, sobre todo de acidos grasos volatiles y agua. El agua se mueve
libremente atravesando la pared ruminal en ambas direcciones dependiendo
del gradiente osmdtico y, normalmente, se produce absorcién neta de agua
desde el rumen.

Se ha demostrado que el epitelio ruminal es bidireccionalmente
permeable a varias sustancias como acetona, etanol, bicarbonato, salicilato,

tiabendazol, efedrina, benzoato, antipirina y ciertas sulfonamidas.
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Figura 1.6. Esquema de los procesos que tienen lugar en el tracto
gastrointestinal de los rumiantes.

Otros compuestos como pectina, cobalto, polietilenglicol,
fenolsulfoftaleina y colina, entre otros, no parecen atravesar el epitelio
(Jenkins y col., 1975). Los factores fisico-quimicos relacionados con la
absorcion de sustancias a través de la pared ruminal son el grado de
ionizacion (en funcién del pH), el tamafio de las moléculas y el gradiente de
concentracion. La tasa de absorcion desde el rumen depende de la
concentracion de farmaco en la forma no ionizada, la cual, a su vez, depende
de la concentracion y pKa del farmaco y del pH del medio ruminal. Cuando los
farmacos son administrados por via intravenosa, puede existir un paso de los
mismos a través de la pared ruminal hacia el interior del rumen, que podria
dar por resultado amplias variaciones en el volumen de distribuciéon de los

farmacos respecto de las especies que poseen estbmago monocavitario.

El flujo sanguineo de la mucosa reticulo ruminal es una variable
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importante que puede modificar la tasa de absorcién. La alimentacion produce
un fuerte aumento del flujo sanguineo de la mucosa, mientras que la infusiéon
de adrenalina o noradrenalina lo disminuye. Resulta dificil predecir la
absorcion ruminal de un farmaco basandose solamente en las curvas de
concentraciones ruminales y plasmaticas. En bovinos adultos que presentan
motilidad ruminal normal, la semivida de vaciado del reticulo-rumen a través
del orificio reticulo-omasal es de 5 a 7 horas para el componente liquido de la
ingesta. Para el componente mas grosero o después de periodos de inanicion,
este tiempo se prolonga notablemente. Un farmaco soluble puede depositarse
en reticulo y de ahi, parte de la dosis puede pasar rapidamente al omaso,
abomaso e intestino delgado. Esto permitiria una rapida absorcién y produciria
asi un rapido incremento en la concentracion plasmatica. El farmaco restante
pasaria al rumen, mezclandose lentamente con la ingesta. Esta porcion
pasaria al omaso gradualmente, porque se encuentra diluida en el contenido
ruminal. Por lo tanto, las curvas de concentraciones de un farmaco deben ser
interpretadas cuidadosamente, ya que un aumento en las concentraciones
plasméticas por una absorcion intestinal de la porcion de fa&rmaco que escapa

al rumen puede confundirse con una absorcion a nivel ruminal.

Por otro lado, dado que los farmacos que se utilizan con fines
terapéuticos suelen ser administrados a animales enfermos, y estos pueden
sufrir éstasis ruminal, la farmacocinética de las sustancias administradas por
via oral en los rumiantes puede cambiar drasticamente en los estados de
enfermedad. Las concentraciones plasmaticas son, en general, mucho mas
bajas cuando existe una atonia ruminal, debido a diversos factores, como la
reduccion en la velocidad de paso hacia el omaso, la reduccién 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.
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Otro factor a tener en cuenta es el efecto que los fA&rmacos pueden
tener sobre la microbiota, asi como el efecto de ésta sobre los farmacos. La
microbiota del rumen incluye bacterias, protozoos, hongos y levaduras.
Existen varios grupos de protozoos que pueden inactivar algunos farmacos a
nivel ruminal. Un ejemplo de esto es la inactivaciéon del cloranfenicol por
reduccién de su grupo nitro a una arilamina (Dunlop, 1983). Las bacterias del
rumen se encuentran en tres ambientes diferentes, el liquido ruminal, las
particulas soélidas y la superficie epitelial, a donde estan adheridas. La
reduccién de bacterias adheridas se acompafa de una severa disminucién de
la actividad ureasa de la pared ruminal y las bacterias asociadas con el
material sélido componen la flora celulolitica. La mayoria de los estudios
llevados a cabo sobre metabolismo ruminal incluyen muestras de la porcién
liguida del contenido ruminal, con lo que el panorama del efecto de la
microflora sobre los farmacos estaria incompleto. Las bacterias del rumen son
capaces de realizar una amplia variedad de transformaciones bioquimicas. Los
productos de estas transformaciones pueden tener consecuencias patoldgicas

o afectar los procesos digestivos o nutricionales.

Existen otras reacciones bioquimicas que no involucran directamente a
la microflora ruminal. Un ejemplo es la aparicién de tiaminasa | en el rumen
por su presencia en los alimentos o como enzima formada por las bacterias y
que escapa al liquido ruminal. Esto produce en los animales una deficiencia en
tiamina que puede traer como consecuencia la presentacion de

poliencefalomalacia.

Otro factor que puede influir en la farmacocinética en rumiantes es la
produccién de saliva. La mayor contribucion pertenece a la glandula pardétida.
La saliva es una soluciéon fuertemente tamponada por bicarbonatos y fosfatos
a pH 8,2. Esta naturaleza béasica de la saliva en los rumiantes es la
responsable de la neutralizacion de los acidos organicos formados en los
proventriculos, para lograr el pH ruminal de 5,6-6,5 que es necesario para el

mantenimiento de la microflora. La urea presente en la saliva sirve como
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fuente de nitrégeno para la sintesis de proteinas microbianas. La produccion
total de saliva puede llegar a ser de 100-200 I/dia en bovinos y 10 I/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 anatdmica 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 estad 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 succién de liquidos favorece el
cierre). La sed, el apetito y reflejos condicionados también actlan a este nivel,
asi como la administraciobn de compuestos que contengan sales de sodio o

cobre, entre otras (San Andrés, 1992; Encinas, 1993).

Todas estas caracteristicas propias de los rumiantes pueden llevar a
diferencias en el comportamiento cinético de los farmacos respecto de otras

especies.

Por otro lado, también se han observado diferencias en la disposicion de

los farmacos entre las distintas especies de rumiantes.

Se han registrado diferencias en la absorcién de farmacos administrados

por via oral entre cabras y ovejas (Bogan y col., 1987; Hennessy y col.,
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1993a, 1993b), observandose una menor tasa de paso de la ingesta liquida a
través del rumen de las cabras. Este flujo reducido podria retener los farmacos

en el rumen y retrasar la absorcion en sitios distales.

Las diferencias en la afinidad de los farmacos a proteinas plasmaticas de
distintos rumiantes ha sido descrita. Para las quinolonas, Bregante y col.

(1999, 2000), sefalan la diferente unién de enrofloxacina en vacas y ovejas.

También se han citado diferencias en la eliminacién entre vacas, ovejas
y cabras, siendo las cabras las que eliminan mas rpidamente la mayoria de
los compuestos. Esto sucede, sobre todo, con aquellos compuestos que sufren
metabolismo extenso, registrandose, en esta especie, una mayor
concentracion y actividad del citocromo P-450 y de la mayoria de las enzimas
microsomales y citosdlicas de higado y pulmén (Eltom y col., 1993a; Hennessy
y col., 1993b; Elsheikh, 1997). Tanto las rutas metabdlicas, como la
intensidad de los procesos y el nimero de metabolitos originados puede variar
de unas especies a otras. Se han observado diferencias entre los rumiantes en
la eliminacién de numerosos farmacos, como por ejemplo el febantel, la
antipirina, la sulfadimidina, el clorsuldén, la ampicilina, la oxitetraciclina, la
fenilbutazona, el oxfendazol, closantel y la amoxicilina-acido clavulanico
(Delatour y col., 1985; Elsheikh y col., 1997; Sundolf y Whitlock, 1992; Eltom
y col, 1993b; Hennessy y col., 1993a, 1993b; Carceles y col., 1995).

Grado de desarrollo

El comportamiento cinético de los farmacos puede verse afectado por
una serie de factores que dependen de la edad. El desarrollo postnatal, asi
como los cambios relacionados con el envejecimiento pueden influir en la

absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion de los farmacos.

El grado de desarrollo anatomico, el area de absorcion de la mucosa
gastrointestinal, el flujo sanguineo regional, el pH gastrico, la motilidad

gastrointestinal, la poblacibn microbiana y la alimentacion de los neonatos,
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son los factores que mas influyen en el proceso de absorcién oral. El complejo
desarrollo postnatal del tracto gastrointestinal de los rumiantes hace que, en
estas especies, exista una gran diferencia en la absorcion de los farmacos
entre los neonatos y los adultos. Desde el punto de vista anatémico, al
nacimiento, tanto en cabritos, como en terneros o corderos, se encuentran
presentes todas las estructuras del tracto digestivo de los rumiantes adultos,
aunque en estado juvenil. Los proventriculos son relativamente afuncionales y
estan menos desarrollados en comparacion con el abomaso. ElI rumen
presenta la tasa de crecimiento mas rapida, seguida por reticulo, omaso y
abomaso, en este orden. En cabras, el rumen tiene un volumen de 70 ml al
nacimiento y la relacién con el volumen del abomaso es 1/4. A las 6 semanas
esta relacion es 5,7/1 (Smith y Sherman, 1994). Alrededor de las doce
semanas de vida, en cabritos y terneros, la proporciéon relativa de las cuatro
estructuras alcanza los valores del adulto, mientras que, en corderos, esto se
produce a las ocho semanas (De Backer y Bogaert, 1983; Smith y Sherman,
1994). El desarrollo funcional del rumen ha sido dividido en tres periodos: la
fase no rumiante, hasta la tercera semana de edad, la fase de transicion,
entre las tres y las ocho semanas y la fase adulta, desde las ocho semanas.
Asi, una funcién ruminal equivalente a la de un adulto se obtendria a partir de
las 8 a 12 semanas, aproximadamente. También se han encontrado
diferencias en el proceso de desarrollo anatomico reticulo ruminal entre
terneros alimentados con leche y terneros alimentados con forraje. El aumento
de volumen del rumen conlleva un aumento de la superficie de absorcién por
el desarrollo de las papilas. En terneros recién nacidos, las papilas rumino
reticulares miden menos de 1 mm, pero con la ingestion de alimento sdlido
alcanzan el tamarfo del adulto en ocho semanas. El desarrollo de las papilas,
con su respectivo aporte sanguineo y linfatico, aumenta considerablemente la
absorcion de sustancias a este nivel. A su vez, en las primeras semanas de
vida, se produce un aumento importante del flujo sanguineo de las venas
ruminales y de la vena porta, lo que favorece la velocidad de absorciéon (De
Backer y Bogaert, 1983).

Los cambios en el pH del tracto gastrointestinal afectan la difusion no
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ibnica de ciertos farmacos. En animales adultos, el pH ruminal se encuentra
entre 5,6 y 6,5, mientras que terneros de tres semanas de edad presentan un
pH rumino reticular de 6-8. El pH abomasal es de 7,5 al nacimiento, pero
desciende a 4 en s6lo unas horas con la ingestion de calostro o leche. Durante
las siguientes dos semanas, con el aumento de actividad de la pepsina el pH
desciende a 2 con aumentos temporales durante la ingestibn de sustitutos
lacteos. Al ir cambiando a una dieta sélida, el pH promedio del abomaso pasa
a ser de 3,6, mientras que el pH abomasal del adulto es de 2-3 (De Backer,

1986; Gurtler y col., 1987; Leek, 1999).

Otro determinante del proceso de absorcion de los farmacos es el
desarrollo de la motilidad gastrointestinal. En los rumiantes, es de
fundamental importancia la motilidad reticulo ruminal. En terneros, no se
registran movimientos de los preestdmagos durante las dos primeras semanas
de vida. A las tres semanas comienza a apreciarse un leve movimiento del
reticulo seguido por un lento movimiento del rumen. A las seis semanas, Yy
s6lo en los terneros alimentados con forraje, se aprecia la contraccion bifasica
del reticulo y un fuerte movimiento ruminal (De Backer y Bogaert, 1983). Esta
falta de actividad propulsiva en el neonato afecta el transito de los farmacos

administrados por via oral y produce un retraso en la absorcion de los mismos.

Mientras que la actividad funcional reticulo ruminal requiere de varias
semanas para alcanzar el desarrollo completo, en corderos, se ha observado
un patrén adulto de actividad motora en el intestino delgado ya en el
momento de nacer (De Backer, 1986). En otras especies, como por ejemplo
en perros, durante las primeras semanas de vida, se observa un patron fetal

de actividad propulsiva en el intestino.

El establecimiento de la poblacibn microbiana en los proventriculos
durante las primeras semanas de desarrollo postnatal, puede también influir
en la absorcion. Algunos farmacos pueden ser metabolizados por la flora

intestinal y, por otro lado, la escasez de aceptores de hidrégeno, debida a las
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fermentaciones anaerdbicas en el rumen, puede favorecer la reduccion de las
sustancias administradas por via oral. Todo esto daria como resultado una
importante eliminacion presistémica de los farmacos. En este sentido, se
encontr6 que a medida que los rumiantes joévenes van adquiriendo la
poblacién microbiana de los proventriculos, la biodisponibilidad oral de algunos
farmacos va disminuyendo paralelamente, como sucede con el cloranfenicol y
el trimetoprim (De Backer, 1986). Esto mismo sucede con el desarrollo de
sistemas enzimaticos de la mucosa gastrointestinal y del higado que suelen
ser deficientes en el neonato. El desarrollo del metabolismo hepatico puede
ser responsable de una disminucion aparente en la absorcién de los farmacos
con la edad (Short y Clarke, 1984).

Por ultimo, la edad puede condicionar la dieta ingerida y de esta manera
influir en la absorcién oral de algunos farmacos. En terneros, se observé una
disminucién de la biodisponibilidad de tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol y
trimetoprim, tras una alimentacién lactea. Para el caso de las quinolonas, esto
puede ocurrir, debido a la quelacion con cationes multivalentes, como el calcio

contenido en la leche y los sustitutos lacteos.

La evolucion postnatal en la composicién del organismo puede llevar a
importantes variaciones en la distribucién de los farmacos. El volumen de
distribucién depende, entre otros factores, de la proporcién de agua corporal,
de la cantidad de tejido adiposo, de la unién a proteinas plasmaticas y
tisulares, del gasto cardiaco y flujo sanguineo regional, de la permeabilidad de
ciertas barreras y, en el caso de los rumiantes, del grado de desarrollo de los

proventriculos.

En la mayoria de los mamiferos, la proporcion de agua es mas alta en el
neonato que en el adulto, por lo que los farmacos mas hidrosolubles y que
presentan una baja tasa de unibn a proteinas plasmaticas, tendran un
volumen de distribucién mayor en los neonatos. Esto, sin embargo, no es tan

claro para farmacos poco polares (liposolubles) como las quinolonas (De
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Backer, 1986). El agua corporal total representa entre un 70 a un 75 % del
peso corporal en el neonato, mientras que en el adulto es s6lo un 50 a 60 %.
En algunas especies, el volumen del liquido extracelular en el recién nacido es
casi el doble que en el adulto (Short y Clarke, 1984). La proporcion de tejido
graso en los animales jovenes es menor que en los adultos (Fraile y col.,

1993), lo que puede influir en la distribuciéon de farmacos liposolubles.

La union de los farmacos a las proteinas del plasma esta en funcion de
la cantidad de proteinas disponibles, de la afinidad del farmaco por estas
proteinas, del nimero de sitios de union disponibles y de la presencia de
condiciones fisio o patoldgicas que pueden alterar esta interacciéon (Eltom y
col., 1993b). La concentracién de proteinas plasmaticas en el recién nacido
suele ser baja, fundamentalmente la fraccibn de albuminas; por ello, en
neonatos, podria observarse una menor union a proteinas, y, en consecuencia,
un mayor volumen de distribucién, sobre todo de aquellos farmacos que
usualmente presentan una tasa alta de uniéon (De Backer, 1986). Durante el
desarrollo postnatal, la concentracion de albumina en plasma esta en funcién
de la maduracion de los hepatocitos. La habilidad del higado fetal para
sintetizar proteinas varia considerablemente con las especies. La
concentracion de albumina en plasma de cabras, ovejas, vacas, perros y seres
humanos es so6lo ligeramente menor al nacimiento que en el adulto. Sin
embargo, el cerdo es excepcionalmente hipoalbuminémico al nacer (Short y
Clarke, 1984). La unibn a proteinas plasmaticas en el neonato puede,
también, verse influenciada por la presencia de albumina fetal o una alta
concentraciéon de &cidos grasos libres y de bilirrubina que son posibles
competidores enddégenos de los farmacos por la union a la albumina en los
neonatos.

La permeabilidad de la barrera hematoencefalica es mayor en el
neonato, por lo que farmacos gue normalmente la atraviesan en pequefa

medida, pueden atravesarla con mas facilidad.

En rumiantes, la diferencia en el volumen de los proventriculos, debida
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al distinto grado de desarrollo de los mismos segun la edad, es otro factor que

puede modificar ampliamente el volumen de distribucién de las quinolonas.

La excrecién de los farmacos puede verse influida, entre otras cosas,
por el grado de madurez renal al nacimiento. La funcién renal en los
mamiferos recién nacidos no esta completamente desarrollada, lo que puede
llevar a una reducciéon de la excrecion renal de los farmacos. El grado de
maduracion de la funcién renal al momento de nacer varia de acuerdo a las
especies. Los rumiantes poseen una funcién renal mucho mas desarrollada al
nacimiento que la de otros mamiferos. Por otro lado, la tasa de maduracion
postnatal de la funcion renal también puede variar considerablemente de una
especie a otra. El desarrollo de la filtracion glomerular tras el nacimiento se
produce muy rapidamente en los rumiantes, completandose en sélo uno a tres
dias. En cerdos y en el ser humano, este proceso lleva de una a dos semanas,
mientras que en perros o roedores, el desarrollo completo de la funcién de
filtracion se alcanza mas tardiamente, entre la segunda y la tercera semana de
vida. Como resultado, el aclaramiento de farmacos que se eliminan
principalmente por filtracion glomerular alcanza valores de adultos en los
primeros dias de vida en los rumiantes y en las primeras semanas en la
mayoria de los mamiferos. El desarrollo de la funcibn de secrecion tubular
también puede influenciar la eliminacién de ciertos farmacos. En los terneros,
la funcién de secrecidn tubular estd completamente desarrollada uno a tres
dias después del nacimiento, mientras que en ovejas y cabras se alcanza el
desarrollo completo en una a dos semanas. En seres humanos la maduracion
de los procesos de secrecion tubular es mucho mas lenta y requiere mas de
veinte semanas, mientras que cerdos, perros y roedores presentan valores
intermedios (cuatro a ocho semanas) (De Backer, 1986). Los mecanismos de

reabsorcion tubular se desarrollan muy tempranamente en cabras.

Cambios en la dieta relacionados con la edad (por ejemplo, en animales
en crecimiento, el cambio de una dieta lactea a la dieta de adultos) traen

aparejados cambios en el pH urinario que pueden alterar la eliminacién renal
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de los farmacos. En los rumiantes, la alimentacion varia, progresivamente,
desde una dieta exclusivamente lactea, que produce valores de pH urinario
ligeramente acido, a una dieta a base de forraje y pienso en los adultos, que
produce una orina netamente alcalina. La reabsorcion tubular pH dependiente
ha sido demostrada para la mayoria de las quinolonas (Soérgel y Kinzig, 1993),
por lo que dichas variaciones de pH pueden modificar la eliminacién de las
mismas.

La velocidad de maduracion de la funcién hepética no es igual para
todas las especies y varia, a su vez, dentro de una misma especie, en funcion
del farmaco y la ruta metabdlica en cuestion. En los neonatos, la actividad
metabdlica es, generalmente, baja. El desarrollo de la actividad metabdlica
hepatica se alcanza entre la primera y la segunda semana en el caballo y entre
la primera y la tercera en roedores. En el perro y los rumiantes el proceso
lleva entre tres y cinco semanas y en cerdos y seres humanos es mas
prolongado (cuatro a doce semanas). En general, en el momento del
nacimiento, el sistema oxidasa dependiente del citocromo P-450 y el sistema
de conjugacion con &cido glucurénico son deficientes en los mamiferos. Sin
embargo, otros pasos metabdlicos, como la acetilacion, conjugacién con
glicina o sulfato, estan desarrollados en los neonatos. En algunos pasos
metabdlicos como la desalquilacién, la actividad puede sobrepasar a la de los
adultos en algunos estadios de la evolucion de los mamiferos (De Backer,
1986).

Numerosos autores han estudiado la influencia del desarrollo en la
farmacocinética de Ilas quinolonas en diversas especies domésticas,
encontrandose, en algunos casos, diferencias significativas en algunos
parametros farmacocinéticos entre los grupos de distintas edades (Mevius y
col., 1990; Tagawa y col., 1994; Gips y Soback., 1996; Fraile y col., 1997;
Gonzalez y col., 1997; Kaartinen y col., 1997b; Yoshida y col., 1998).

Ha sido demostrado que diversas fluoroquinolonas pueden inducir
alteraciones en el cartilago articular de animales jévenes o en crecimiento
(McKellar, 1996). Por tanto, los regimenes posoldgicos no deberian ser

extrapolados, incluso desde la informacién proveniente de animales adultos de
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la misma especie (Gaur y col., 2004).

En el caso de la administracion de marbofloxacina en animales
jovenes, Thomas y col. (1994b) encontraron que la capacidad de eliminacién
es menor en terneros prerrumiantes de tres semanas que en los animales
adultos, aumentando el aclaramiento de 0,15 a 0,31 I/h-kg durante el periodo

estudiado.

Sexo

El estudio de la farmacocinética de la prulifloxacina en ratas no mostré
diferencias relacionadas con el sexo (Okuyama y col., 1997), las cuales
tampoco se observaron tras la administraciéon de balofloxacina (Nakagawa y
col., 1995). Por otro lado, estudios sobre la influencia del sexo en la
farmacocinética de la grepafloxacina en seres humanos dieron como resultado
diferencias significativas en el area bajo la curva de concentraciones
plasméticas en funcién del tiempo (ABC), la concentracibn maxima alcanzada
(Cmax), €l volumen de distribucion (Vd) y el aclaramiento plasmatico (Cl),
mientras que no se encontraron diferencias en la semivida de eliminaciéon (t¥z
). Estudios posteriores demostraron que se debieron, principalmente, a las
diferencias en el peso corporal, particularmente en la proporciéon de tejido
corporal magro, concluyéndose que el sexo no tiene influencia significativa en
la farmacocinética de la grepafloxacina (Efthymiopoulos, 1997). Hallazgos
similares fueron descritos por Granneman Yy Guay (1991) tras la
administracion de temafloxacina en hombres y mujeres. En este estudio, las
diferencias en el comportamiento farmacocinético atribuibles al género fueron
minimas y desaparecieron cuando los datos fueron relacionados con la
superficie corporal. De igual modo, la cinética de la amifloxacina no presentd
diferencias significativas entre los individuos de distinto sexo que no pudieran

ser atribuidas a diferencias en el peso corporal (Stroshane y col., 1990).
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Lactacion

Las fluoroquinolonas penetran en la glandula mamaria y llegan a

encontrarse en leche en altas concentraciones.

La relacion leche/plasma, determinada por el cociente ABCieche/ABCpiasma
para la enrofloxacina y la ciprofloxacina administrada a conejas en lactacion
fue de 2,59 y 3,61, respectivamente, lo cual indica la acumulacion de estas
quinolonas en la leche (Aramayona y col., 1996). De la misma manera, tras la
administracion parenteral de enrofloxacina en vacas en lactacion, se observa
que su principal metabolito, la ciprofloxacina, se acumula y persiste en la
glandula mamaria (Walser y col., 1993; Kaartinen y col., 1995; Malbe y col.,
1996). La penetracion de danofloxacina desde la sangre a la leche de vacas
tras la administracion intravenosa e intramuscular fue rapida y extensa,
encontrandose concentraciones del farmaco en leche que superan a las
concentraciones plasmaticas a partir de los 90 y 120 minutos después de la
administracion (IV e IM respectivamente) (Shem Tov y col., 1998). Resultados
similares se encontraron con esta misma quinolona en ovejas, hallandose
concentraciones en leche que superan a las del plasma desde los 60 minutos
de la administracion i.v. y los 90 minutos de la administracién i.m. (Shem Tov
y col., 1997b). En esta especie, se estudi6 la farmacocinética de Ila
norfloxacina durante la lactacién y un mes después del destete, encontrandose
una mayor tasa de aclaramiento y una menor semivida de eliminacion y
tiempo medio de residencia en los animales en lactaciébn, aunque no se
encontraron modificaciones en el volumen de distribucién (Soback y col.,
1994). La sparfloxacina, administrada oralmente a ratas en lactacion, alcanza
niveles en leche altamente superiores a los niveles plasméaticos (Matsunaga y

col., 1991).

Para el caso de la marbofloxacina, se ha observado una amplia
penetracion desde el plasma a la leche de vacas y ovejas y una acumulaciéon

del farmaco en la glandula mamaria con valores de ABCieche/ABCpiasma qUE S€

82



Revisién Bibliografica

encuentran entre 1,33y 2,64 (Shem Tov y col., 1997a). Petracca y col. (1993)
encontraron que las concentraciones en leche de cerdas resultaron mayores a
las concentraciones plasmaticas en todos los puntos, ya que, debido a su alta

lipofilicidad, penetra en la glandula mamaria y se acumula en leche.

Todos estos resultados sugieren que el proceso de lactacion puede

afectar el comportamiento farmacocinético de las quinolonas.

Factores patoldqicos

Enfermedad renal

La eliminacioén renal es una de las principales vias de eliminacién de la
mayoria de las quinolonas. Aunque las alteraciones renales afectan,
principalmente, la excrecién de los farmacos, también pueden producirse
alteraciones en la absorcién, distribucion y metabolismo. Los vémitos y
diarreas que se pueden producir como consecuencia de una insuficiencia renal,
pueden reducir la absorcidon de los farmacos por via oral. En los enfermos
renales hay alteraciones funcionales de la albumina, acidosis, aumento de
competidores (acidos grasos) e hipoalbuminemia (Armijo, 1997). Estas
alteraciones afectan de forma mas significativa a aquellas quinolonas que se
unen a la albimina en una alta proporcion. La unién de los farmacos basicos a
la as-glicoproteina y a las lipoproteinas puede estar aumentada en los
enfermos renales, ya que sus niveles pueden estar incrementados en la
enfermedad renal créonica. Ademas, la urea, en concentraciones patoldgicas,
disminuye la unién de los farmacos a las proteinas plasmaticas, lo cual puede
disminuir el volumen de distribuciéon. Los edemas, que pueden estar presentes
en la insuficiencia renal, también pueden modificar la distribucion de los

farmacos.

En cuanto a los procesos metabdlicos durante la enfermedad renal, en

el higado pueden disminuir los fendbmenos de acetilacién y de reduccién, pero
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no suelen afectarse los procesos oxidativos, la glucuronidacion, la sulfatacion

ni la O-metilacion.

El fallo renal afecta principalmente a aquellas quinolonas que se
excretan preferentemente por la orina en forma inalterada, como es el caso de
la marbofloxacina. En enfermos renales, la semivida de eliminaciéon de las
quinolonas se prolonga en relacion al grado en que cada compuesto es
eliminado normalmente por via renal. Se observd que la farmacocinética de la
lomefloxacina es dependiente de la funcidén renal y que existe una correlacion
lineal entre el aclaramiento de creatinina y el aclaramiento plasmatico y renal
del farmaco (Blum y col., 1990; Nilsen y col., 1992). La correlacion entre el
aclaramiento de creatinina y el aclaramiento plasmatico y renal de los
farmacos ha sido descrita para otras quinolonas, como la temafloxacina
(Granneman y col., 1991), la enoxacina (Van der Auwera y col., 1990), la
sparfloxacina (Fillastre y col., 1994), la balofloxacina (Kozawa y col., 1996), la
norfloxacina, la ciprofloxacina (Blum, 1992), la ofloxacina o la levofloxacina

(Nicolle, 1999), entre otras.

En el caso de la marbofloxacina, la induccién experimental de un fallo
renal moderado en perros, produjo sélo una leve acumulacion del farmaco en
el organismo que no resulté biolégicamente relevante (Lefebvre y col., 1998).
Los autores sugieren que la ausencia del efecto del fallo renal moderado sobre
la farmacocinética de la marbofloxacina podria deberse a un aumento en la

eliminacion a través de metabolismo hepatico.

Enfermedad hepatica

La enfermedad hepatica no altera los procesos de absorcién, pero la
biodisponibilidad oral de los farmacos que sufren metabolismo de primer paso
en el higado, puede verse aumentada, ya que la disminucion del metabolismo
permite que llegue mas farmaco a la circulacion sistémica.

En los enfermos hepaticos puede haber una disminucién en la cantidad

de grasa del organismo que reduzca el volumen de distribucion de los
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farmacos liposolubles y un aumento del contenido hidrico que aumente el
volumen de distribuciéon de los farmacos hidrosolubles, sobre todo en el caso
de producirse una hipertensién portal que genere ascites. Sin embargo, las
principales alteraciones en el volumen de distribucibn se deben a la
disminucidon en la union a las proteinas del plasma debido a la existencia de
hipoalbuminemia, hiperbilirrubinemia y disminucién de la a;-glicoproteina
acida, lo cual lleva a un aumento del volumen de distribucién. Es mas
frecuente observar alteraciones en la uniébn a proteinas en los procesos

cronicos, como la cirrosis, que en los agudos.

La excrecion biliar de los farmacos no suele estar alterada en la
enfermedad hepatocelular, excepto cuando hay colestasis de origen hepatico.
Para el caso de la pefloxacina o la trovafloxacina, que se eliminan en grandes
cantidades por bilis, la importancia de la colestasis es mayor y pueden ser
necesarios ajustes en las dosis. Por el contrario, en el caso de quinolonas que
se eliminan principalmente por via renal, como la ofloxacina, la relevancia es

menor.

La cirrosis hepatica se acompara de alteraciones en la funcién renal que
producen retenciéon de sodio y agua y pueden reducir el aclaramiento de
algunos farmacos. Orlando y col. (1992) encontraron una disminucién del
aclaramiento renal de ofloxacina en pacientes con cirrosis hepatica
compensada, a pesar de que estos pacientes presentaban una funcién renal

aparentemente normal.

Enfermedad cardiovascular

La disminucion del flujo sanguineo y de la motilidad intestinal
producidas por el aumento de tono simpatico en enfermedades
cardiovasculares, pueden reducir la velocidad de absorcibn de algunos
farmacos. Tras la administraciéon intramuscular y subcutdnea la absorcion

también puede verse reducida por el mismo mecanismo.
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El aumento del tono simpatico también reduce el flujo sanguineo de
ciertos territorios organicos como la piel y el area esplacnica, con lo que el
volumen de distribucién de algunos farmacos puede verse disminuido. Por otro
lado, los edemas que se producen como consecuencia de una enfermedad
cardiovascular, pueden aumentar el volumen de distribuciéon de los farmacos

hidrosolubles

La disminucién del gasto cardiaco reduce el flujo sanguineo renal y
produce una insuficiencia de tipo prerrenal, y, de esa manera, la eliminacion
de los farmacos que se excretan preferentemente por via renal puede verse
disminuida. En la insuficiencia cardiaca hay, también, una disminucion del flujo
sanguineo hepatico del 20-40 %, que reduce el metabolismo de los farmacos
dependientes del flujo sanguineo hepatico (farmacos con alta tasa de
extraccion). Ademas, la congestion hepatica, la hipoxemia y la acidosis
disminuyen el metabolismo de los farmacos dependientes de la capacidad
metabdlica. La alteracion simultdnea de la excreciéon renal y hepéatica produce

una disminucion en el aclaramiento de todos los farmacos.

Endotoxemia

La endotoxina bacteriana, que es uno de los principales componentes de
la membrana externa de las bacterias gram negativas, juega un papel
importante en la patogenicidad de la sepsis, el shock séptico y el fallo organico
multiple y es uno de los factores responsables de la alta mortalidad en los

casos de infecciones por bacterias gram negativas. (Hasegawa y col., 1999).

Dentro de los factores que pueden modificar la absorcion de los
farmacos, en la endotoxemia se ha observado una alteracion de la funcion
géastrica con inhibicién de la motilidad y cambios en el flujo sanguineo de los
o6rganos del tracto gastrointestinal (Van Miert, 1990). La fiebre inhibe el

vaciado gastrico en animales que poseen estbmago monocavitario y produce
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éstasis reticulo ruminal en los rumiantes (Baggot, 1980). La disminucion en la
tasa de vaciado gastrico puede producir una reduccién en la tasa de absorcion
en los animales febriles. Los cambios en el flujo sanguineo junto con la
disminucién de la capacidad metabdlica del higado podrian contribuir a alterar
tanto la absorcion de farmacos administrados por via oral, como la distribucion
y el grado de metabolismo.

Por otro lado, se ha descrito que la endotoxina produce un aumento de
la permeabilidad intestinal, lo cual sugiere que la exposicion a la endotoxina
puede causar alteracion de la barrera mucosa gastrointestinal (O’'Dwyer y col.,
1988). También se ha observado un aumento de pH gastrico que puede
alterar la solubilidad y, consecuentemente, la absorcion de algunos farmacos y
episodios de diarrea acuosa que causan un profundo efecto negativo en la
biodisponibilidad oral (Van Miert, 1990).

La respuesta de fase aguda se caracteriza por una hipoalbuminemia y
sintesis hepética de proteinas de fase aguda, como la glicoproteina acida a;, a
la cual se unen, mayoritariamente, farmacos con caracteristicas béasicas. Asi,
la union de los farmacos a las proteinas plasmaticas puede verse modificada
por alteracion de la cantidad de proteinas disponibles, pero también por una
variacion en la afinidad de los farmacos por las proteinas (Baggot, 1980, Van
Miert, 1990).

La endotoxina reduce tanto el contenido, como la actividad de las
enzimas que metabolizan los farmacos del citocromo P-450 hepético y, por
tanto, la eliminacion de los farmacos que son ampliamente metabolizados en
el higado puede verse disminuida. Hasegawa y col. (1999) sugieren que la
disminucién del metabolismo estaria causada por una supresion en la
traslacion de proteinas y transcripcion del ARNm de las isoenzimas del

citocromo P-450.

Por otro lado, la endotoxina induce efectos téxicos y adversos en los
rilones y causa una serie de cambios funcionales que incluyen disminucion del

flujo plasmatico renal, de la tasa de filtracion glomerular y de la presion
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sanguinea. El efecto sobre la funcidon renal inducido por la endotoxina se
produce rapidamente y, probablemente, es reversible, ya que los valores de
filtracion glomerular retornan a la normalidad 24 horas después de la
administracién de endotoxina y no se encuentran cambios histopatolégicos en
el rifdén tras la administracion en ratas de 250 pg/kg de endotoxina de
Klebsiella pneumoniae (Hasegawa y col., 1999).

Se cree que la endotoxina no afecta directamente el rifidn, sino que sus
efectos estarian mediados por moléculas liberadas como consecuencia de la
endotoxemia, como citocinas, metabolitos del acido araquidénico, factor
activador de plaquetas, factor de necrosis tumoral-o, y otros (Hasegawa y

col., 1999).

La endotoxina puede también alterar la unidon a proteinas plasméaticas
de algunos compuestos y, por lo tanto, modificar, no sélo el volumen de
distribucién, sino también la eliminacion renal de los farmacos, principalmente
el de aquellos que normalmente presentan una alta tasa de unién a proteinas.

Como ejemplos del descenso en el aclaramiento de los farmacos debido
a los efectos de la endotoxina sobre la eliminaciéon hepatica y renal se pueden
citar los observados tras la administracion de imidocarb y norfloxacina en
cabras (Salam Abdullah y Baggot., 1986) y de cefuroxima en terneros

(Chaundhary y col., 1999).
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11. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La actividad agropecuaria ocupa un lugar destacado dentro de la
estructura econdémica de la Republica Argentina y, dentro de ella, la
produccién bovina es una de las principales.

Datos estadisticos revelaron que, a marzo de 2008, la existencia bovina
en dicho pais alcanz6 los 57.583.000 cabezas (Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria, 2008).

La exportacion de carne vacuna con hueso entre el afio 2000 y 2004 ha
tenido un incremento de 342.000 a 632.000 toneladas, ocupando dentro del
Mercado Comun del Sur (MERCOSUR) el segundo lugar como exportador,
detras de Brasil. Este dato no es menor si se considera que este Mercado tiene
una participacion en el plano internacional del 23% y 42% como productor y
abastecedor de carne vacuna, respectivamente (Direccibn de Mercados
Agroalimentarios, 2005).

En lo referente a la produccién de leche y derivados, se ha determinado
que, en el afo 2006, las usinas lacteas recibieron alrededor de 5.795 millones
de litros, mientras que en el mismo afo se exportaron 360.550 toneladas de
productos lacteos (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2009).

La creciente demanda de alimentos de calidad a nivel mundial y la
crianza o engorde en explotaciones semi-intensivas o intensivas que persiguen
el objetivo de incrementar los niveles productivos, representan una exigencia
que somete a los animales de productores de alimentos a situaciones de
estrés, las cuales a su vez, contribuyen al desarrollo de patologias infecciosas
y/0 parasitarias.

El conocimiento amplio y profundo de la eficacia y seguridad de los
antibacterianos utilizados en la produccién ganadera conducirdA a su uso
racional, facilitando el control o erradicacion de las enfermedades infecciosas,
asegurando el bienestar animal, evitando la presencia de farmacos o0 sus
metabolitos en alimentos procedentes de animales tratados y protegiendo el

medio ambiente de la contaminacion por residuos farmacoldgicos. Ademas, se
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reducird notablemente la emergencia de nuevas resistencias bacterianas y el
peligro de transmisién horizontal entre las diferentes especies animales,
incluido el hombre.

Una de las variables que han sido estudiadas en el area de la
farmacologia de los antimicrobianos de uso veterinario, es la influencia de la
maduracion fisiolégica sobre el comportamiento farmacocinético. Numerosos
autores demostraron que la disposicion cinética de ciertos antimicrobianos es
diferente entre animales maduros e inmaduros. Sobre los antimicrobianos
fluoroquinolénicos en particular, y especialmente en especies rumiantes, se
han realizado diferentes estudios sobre este tépico (Gonzalez y col., 1997,
Kaartinen y col., 1997b, Waxman y col., 2004).

Durante las dudltimas décadas, el interés por la relacion entre la
farmacocinética (PK) y la farmacodinamia (PD) se ha incrementado (Mouton y
col., 2002). El disefio de esquemas de dosificacion de antimicrobianos depende
de la asociacion que exista entre la farmacocinética y datos farmacodinamicos
generados in vivo 0 ex vivo en modelos animales o ensayos clinicos (Shojaee
Aliabadi y col., 2003).

Las marbofloxacina es un antimicrobiano de uso veterinario
perteneciente a la familia de las fluoroquinolonas. Esta indicado para bovinos,
porcinos, caninos y felinos. Las caracteristicas farmacocinéticas que presenta
en diversas especies permiten la administracion por distintas vias con una
buena biodisponibilidad, una amplia distribucién tisular y una prolongada
permanencia en el organismo, que la hacen apta para el tratamiento de
afecciones del tracto digestivo, respiratorio, urinario, genital y de la glandula
mamaria, entre otras. Presenta actividad contra diversos patdgenos de interés
veterinario, que incluyen la mayoria de los gérmenes Gram negativos, algunos
Gram positivos como por ejemplo estafilococos, y algunas cepas de

micoplasmas (Shojaee Aliabadi y col., 2002).

El objetivo general de este trabajo es definir el comportamiento

farmacocinético de la marbofloxacina en bovinos de diferentes edades y la
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determinacién de parametros PK/PD en mastitis producidas por patégenos

locales. Para lograrlo se establecieron los siguientes objetivos particulares:

1- Estudiar los posibles efectos del desarrollo en el comportamiento
farmacocinético de la marbofloxacina en bovinos.

1.1.- Estudiar el comportamiento cinético de la marbofloxacina en
terneros recién nacidos (<3 dias) tras administracién endovenosa y oral.

1.2.- Estudiar el comportamiento cinético de la marbofloxacina en
terneros de 10 dias tras administracion endovenosa y oral.

1.3.- Estudiar el comportamiento cinético de la marbofloxacina en

terneros de 50 dias tras administraciéon endovenosa y oral.

2- Describir la farmacocinética de marbofloxacina en plasma y leche de
vacas lecheras en produccién, tras la administracion endovenosa,

intramuscular e intramamaria.

3.- Establecer las CIM de marbofloxacina frente a cepas de
Staphylococcus aureus productores de mastitis en la cuenca lechera
santafesina, y determinar predictores de eficacia PK/PD para estos

microorganismos.

Para el establecimiento de estos objetivos se parti6 de las siguientes

hipoétesis:

1- Las diferencias que se han observado en la distribucién y eliminaciéon
de numerosas fluoroquinolonas en distintas especies en funcion del grado de
desarrollo de los animales podrian producirse con la administraciéon de
marbofloxacina en bovinos y hacer necesario un ajuste de la dosis en los
animales jévenes para evitar la produccion de efectos téxicos por

sobredosificacién o la aparicion de resistencias por subdosificacion.
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2- El conocimiento de las caracteristicas farmacocinéticas que presenta
la marbofloxacina en bovinos la convierten en una buena alternativa
terapéutica para numerosas patologias infecciosas. El estudio del patrén de
excrecion lactea luego de la utilizacién de diferentes vias de administracion y
su correlacién con las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) actuales
frente a cepas locales de un patégeno comun de la mastitis bovina puede
aportar conocimientos acerca de la utilidad del antimicrobiano en esta

patologia.
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111. MATERIALES Y METODOS

111.1. MATERIALES

Animales

Se utilizaron veintiséis (26) terneras y diecisiete (17) vacas de raza

Holando Argentino. Los estudios en terneras se realizaron cuando los animales

tenian entre 16 y 40 horas de vida, y luego a los diez y cincuenta dias de

nacidas. Las vacas utilizadas tenian entre 3 y 6 afios de edad y se encontraban

entre la 12 y 32 |actancia. La identificacidon y pesos individuales, promedio y

desvio estandar de los animales experimentales se muestran en las Tabla III-1-

ayb.
Tabla I11-1-a: Identificaciéon y peso de los animales experimentales: Terneras.
TERNEROS
Peso (kg)
V. Oral V. Oral V. Oral
N° |IDENTIFIC.| Neonatos Neonatos 10 dias 10 dias 50 dias 50 dias
1 2601 38 - 39 - 55 -
2 2602 32 - 37 - 50 -
3 2603 38 - 38 - - -
4 6 46 - 46 - - -
5 2655 39 - - - 47 -
6 2656 39 - - - 62 -
7 17 - 40 - 50 - -
8 18 - 40 - 45 - -
9 3204 - 43 - 50 - -
10 3203 - 40 - 40 - -
11 21 - 30 - 40 - -
12 22 - 40 - 40 - -
13 2600 - - 39 - 62 -
14 4 - - 41 - 58 -
15 2604 - - - - - 47
16 2605 - - - - - 55
17 2606 - - - - - 50
18 2609 - - - - - 44
19 2608 - - - - - 55
20 2631 - - - - - 71
21 2629 - - - - - 54
22 2630 - - - - - 60
23 2640 - - - - - 66
24 2641 - - - - - 50
25 2642 - - - - - 54
26 2643 - - - - - 55
Media 38,6 38,8 40,0 44,1 55,6 55,0
D.E. 4.4 4.4 3,2 4,9 6,2 7,6

97




Materiales y métodos

Tabla I11-1-b: Identificacion y peso de los animales
experimentales: Vacas.

N° | IDENTIFICACION | N° LACTANCIAS Peso (kg)
LV, M. |.Mam.
1 3272 3 631 _ _
2 2896 5 692 _ )
3 2615 5 - 03 -
4 3264 3 628 } _
5 3171 4 677 598 -
6 2908 5 626 _ _
7 3183 4 571 - -
8 3168 4 - 617 -
9 23520 3 - s -
10 3144 4 - 625 -
11 60 5 - 705 i
12 4237 3 - - 500
13 4342 4 - - 00
14 4178 4 - - c45
15 3626 3 - - cat
16 4380 4 - - 500
17 4330 5 - - S50
Media 637,5 683,6 5483
D.E. 42,9 64,2 42,0

La utilizacion de los animales experimentales fue aprobada por el Comité
Asesor de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral. Las pautas de utilizacién de los animales se

resumen en el punto III.2.2.

Cepas bacterianas

Cepa control de Staphylococcus aureus ATCC 29213

Cepas de campo de Staphylococcus aureus.

Farmacos
Como sustancias patrén para los anadlisis cromatograficos vy
determinacion de concentraciones inhibitorias minimas se emplearon la

marbofloxacina (MFX), suministrada como producto puro por el laboratorio de
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especialidades veterinarias Vetoquinol (Lure, Francia, lote 53596) vy la

ofloxacina (Sigma Chemical CO, lote 58H0572) como patrén interno.

Las especialidades farmacéuticas a base de marbofloxacina utilizadas
para los ensayos farmacocinéticos fueron Marbocyl® 10% solucion inyectable
(Vetoquinol, lote 32723) y Marbocyl® bolus (Vetoquinol, lote 05A11).

Para la obtencion del plasma las muestras de sangre fueron extraidas con

jeringas previamente heparinizadas (heparina sddica 5%, Laboratorio LEO).

Ningun otro farmaco fue administrado a los animales durante el tiempo

que duré la experiencia.

Material utilizado durante la toma de muestras y en las

metodologias de analisis.

Acetonitrilo calidad HPLC (Scharlau Chemie S.A.).

Acido acético glacial para andlisis instrumental (Scharlau Chemie S.A.).
Acido férmico 99% calidad HPLC (Carlo Erba).

Acido fosférico 85% (Aldrich Chemical Company INC).
Agar Mueller-Hinton (Merck®, Alemania)

Agitador horizontal de tubos (IKA VIBRAX VXR).

Agitador magnético (Selecta Agimatic 243).

Agua ultrapura Calidad MilliQ (Millipore Simplicity®).
Agujas estériles desechables (0.8 x 25 mm 20 G, Terumo).
Alcohol etilico 96° (Storero).

Algodon hidrofilo.

Balanza analitica de precision (Mettler AE-160).

Caldo cerebro-corazéon (Merck®, Alemania)

Caldo Mueller-Hinton (Merck®, Alemania)

Centrifuga (Universal 32r, Hettich Zentrifugen).

Centrifuga (Cavour).
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Columna Kromasil 100 C18 (5u) (Scharlau Science).
Concentrador de muestras (Techne, DB-3A).
Congelador -200C (Fagor****),
Congelador - 80°C (Hettich)
Discos para antibiograma (Marbocyl®, Vetoquinol, Lure, France).
Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia:
. Bomba (Spectra Series P100, Termo Separation Products).
. Detector ultravioleta (Spectra Series UV 100, Termo Separation
Products).
. Integrador (Datajet Integrator, Termo Separation Products).
. Inyector automatico de muestras (Spectra System AS 1000,
Termo Separation Products).
Estufas de cultivo (SAN-JOR®, Argentina)
Gradillas para almacenamiento de tubos Eppendorf.
Guantes de latex.
Helio gas (Alphagas, Air Liquide Espafia S.A.).
Hidrogeno fosfato de diamonio (Aldrich Chemical Company INC).
Hidrogeno sulfato de tetrabutilamonio (Fluka).
Hoja de calculo Microsoft® Excel 2007
Impresora Desklet 720C (Hewlett Packard).
Jeringas estériles desechables 5 ml (Prexajet).
Material de vidrio diverso:
. Pipetas de vidriode 1, 5y 10 ml.
. Probetas de vidrio de 25, 50, 100 y 1000 ml.
. Vasos de precipitado de 100, 500 y 1000 ml.
Mechero Bunsen
Metanol calidad HPLC (Scharlau Chemie S.A.).
Micropipetas 10, 100, 200 y 1000 ul (Pipetman, Gilson).
Microsoft Windows XP®
Nefeldmetro de Mc Farland
Nitrégeno gas (Alphagas, Air Liquide Espafia S.A.).
Ordenador (AMD Athlon® X2).
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pHmetro (MicropH 2001, Crison).

Pipetas Pasteur.

Placas de petri de 10 cm de didmetro

Precolumna Kromasil 100 C18 (5u) (Scharlau Science).

Procesador de texto Microsoft Word® 2003.

Programa de tratamiento estadistico SPSS® for Windows®. Version 15
(2006)

Programa de tratamiento estadistico y graficas. Graph Pad Prism 1.0
1994.

Programa de tratamiento farmacocinético Winnonlin® V 4.0.1 (Pharsight
Corporation).

Puntas plasticas de micropipetas de 100, 200 y 1000 pl (Daslab®).
Purificador de agua (Millipore Simplicity®).

Triclorometano para analisis instrumental (Scharlau Chemie S.A.).
Trietilamina (Scharlau Chemie S.A.).

Tubos de plastico para anadlisis hematoldgicos con y sin EDTA.

Tubos de vidrio para centrifuga de 15 ml con tapodn a rosca.

Tubos Eppendorf (Nalgene).

Viales de vidrio para el inyector automatico de muestras.

Viales plasticos con tapa de 5 ml de capacidad.

Inserto de fondo plano (200 pL), FB micro-serts Nacional Scientific.

Septos de 8 mm teflon septa, 10MIL , Nacional Scientific.

111.2. METODOS

111.2.1. ALOJAMIENTO Y ALIMENTACION DE LOS ANIMALES

Las vacas permanecieron en el establecimiento lechero de origen,
perteneciente al INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,
Argentina) situado en la Ciudad de Rafaela, Provincia de Santa Fe, Argentina.

La dieta estaba compuesta por pasturas en base a alfalfa, pienso y heno

de alfalfa y tenian acceso al agua de bebida ad libitum.
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Las terneras nacieron en un establecimiento lechero distante 5 km al sur
de la ciudad de Esperanza, Provincia de Santa Fe, Argentina. Permanecieron
junto a sus madres durante las primeras 12 horas de vida para asegurar la
ingestion de calostro. Luego se destetaron y fueron alimentadas con leche (4
I/dia), siguiendo el manejo habitual de la explotacion. A partir de este momento
también tuvieron pienso a su disposicion, si bien la ingesta del mismo por parte
de las terneras es significativa a partir de los 10 dias de edad,
aproximadamente.

Previo a cada estudio los animales se sometieron a examen clinico
general y se les practicdé una analitica sanguinea para conocer su estado de
salud. A los terneros neonatos el analisis de sangre se les practicé luego de
finalizada la toma de muestras.

Con una antelacién de 15 dias al estudio intramamario, y a los fines de
verificar la inocuidad de la forma farmacéutica elaborada, se trataron tres
animales con la misma dosis y formulacién. En cada vaca se practicé recuento

de células somaticas (RCS) y semiologia antes y después del tratamiento.

Las terneras no recibieron medicacién alguna entre ensayos, mientras
gue las vacas tampoco fueron medicadas durante los 60 dias previos al inicio de
cada experimento. Las vacunaciones siguieron el calendario del establecimiento

propietario de los animales.

111.2.2. ADMINISTRACION DEL FARMACO

Pautas de utilizacion de los animales

Se utilizaron seis vacas para caracterizar el comportamiento
farmacocinético de la marbofloxacina tras la administracion intravenosa,
intramuscular e intramamaria. El periodo entre dichas administraciones fue de

30 dias (>10 semividas).

Las terneras fueron utilizadas de la siguiente manera

Administracion intravenosa en neonatos: Seis terneras.
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Administracion oral en neonatos: Seis terneras.
Administracién intravenosa 10 dias de vida: Seis terneras.
Administracion oral 10 dias de vida: Seis terneras.
Administracion intravenosa 50 dias de vida: Seis terneras.

Administracion oral 50 dias de vida: Doce terneras.

Por via intravenosa se administrd a las vacas una dosis Unica de 2 mg de
marbofloxacina por kilogramo de peso vivo en forma de bolus (<1 minuto), de
una solucidn comercial de marbofloxacina al 10% (Marbocyl® 10%) en la vena
yugular izquierda.

Las terneras recibieron también un bolus intravenoso de Marbocyl® 10 %
a razén de 2 mg/kg en la vena yugular izquierda a las 16-40 horas de vida, a
los 10 dias y a los 50 dias de edad.

La dosis intramuscular en vacas fue de 2 mg de marbofloxacina por
kilogramo de peso y se administréd en la musculatura del cuello. El preparado
comercial utilizado fue el mismo que para la administracidon intravenosa
(Marbocyl® 10 %)

Por via intramamaria se colocaron 100 mg de marbofloxacina por
cuarterén en dosis Unica. Como no existe preparado comercial de
marbofloxacina para ser administrado por esta via, se formularon pomos
conteniendo 100 mg de marbofloxacina en 10 ml de vehiculo oleoso. El
producto fue elaborado por la compaiiia farmacéutica Allignani Hnos. S.R.L. de
Argentina, a partir de marbofloxacina provista por el laboratorio Vetoquinol
(Lure, Francia).

El tratamiento oral de las terneras se realizé por deglucién simple, a
razén de 2 mg/kg de Marbocyl® bolus a las 16-40 h de vida y 10 dias de edad.
A los 50 dias de edad, de los 12 animales experimentales, 6 recibieron una

dosis de 2 mg/kg, y otras 6 terneras recibieron 5 mg/kg de marbofloxacina.

111.2.3. TOMA DE MUESTRAS

Obtencidn de muestras de sangre en vacas y terneras
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La toma de muestras de sangre se realizd6 mediante puncion de la vena
yugular derecha con jeringas estériles desechables previamente heparinizadas.
En las terneras se extrajeron 2 ml de sangre en cada extraccidon, mientras que
en las vacas el volumen extraido fue de 4 ml.

Las extracciones de sangre en terneras recién nacidas tratadas por via
intravenosa se realizaron antes de la administracién del farmaco (muestra 0) y
alos 5, 10, 15, 22, 30, 45, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 30y 36,
horas después de la administracion. Luego de la dosificacion oral, los muestreos
se realizaron antes de la administracién del farmaco (muestra 0) y a las 0,5, 1,
2, 4, 6, 8, 11, 15, 24, 30, 36, 48, 60 y 72 horas luego de la administracién.

En terneras de 10 dias de vida tratadas por via intravenosa se realizaron
tomas de muestra antes de la administracion del farmaco (muestra 0) y a los 5,
10, 15, 22, 30, 45, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 30 y 36 horas
después de la administracion. Por su parte, luego de la administracion oral se
tomaron muestras antes de la administraciéon del farmaco (muestra 0) y a las
0,5 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 30, 36, 48, 60 y 72 horas luego.

Los animales de 50 dias de vida tratados por via intravenosa se
muestrearon antes de la administracion del fdrmaco (muestra 0) y a los 5, 10,
15, 22, 30, 45, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 30, 36 y 48 horas
después de la administracion. En la administracion oral, las terneras fueron
sangradas a los siguiente tiempos pre-fijados: antes de la administracién del
farmaco (muestra 0) y a los 5, 10, 30, 45, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10,
12, 24, 30, 36 y 48 horas después de la administracion.

Las extracciones de sangre en vacas tratadas por via intravenosa se
realizaron antes de la administracion del farmaco (muestra pre-tratamiento o
muestra 0) y a los 5, 10, 15, 22, 30, 45, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12,
24, 30, 36 y 48 horas después de la administracion.

El muestreo en vacas tratadas por via intramuscular fue a los 0, 10, 22,
30, 45, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 30, 36 y 48 horas. Por
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ultimo, a los animales medicados por via intramamaria se les extrajeron
muestras de sangre a los 0, 15, 30, 60, 90 minutos y 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24,
31, y 48 horas . Estas modificaciones en la toma de muestras realizada en los
ultimos dos ensayos se hizo a los fines de evitar el estrés innecesario de los

animales, de acuerdo al perfil plasmatico esperado del farmaco (Tabla III-2).
Obtencion de muestras de leche en vacas

Las muestras de leche se extrajeron de dos maneras diferentes: por
ordefio manual (muestras manuales) o recogiendo una alicuota desde el
lactimetro durante el ordeno de cada animal (muestras de ordefio).

Para la extracciéon de las muestras manualmente, se descartaron los
primeros chorros de leche y luego se recogieron alicuotas de cada cuarterdn
para conformar la muestra final (30 ml aproximadamente).

La toma de muestras de leche se realizdé en cada ensayo de la siguiente

manera (Ver también Tabla III-2):

Administracion intravenosa (IV):

Muestras manuales: Antes de la administraciéon (muestra 0) y 1, 2,
4,6, 8,10, 12, 24, 30, 36 y 48 h post tratamiento.

Muestras de ordefo: Antes de la administracion (muestra 0) y 8,
22, 32, 48, 58 h post tratamiento. Estos horarios se utilizaron para

respetar los ordefios de los animales.

Administracion intramuscular (IM):

Muestras manuales: Antes de la administracién (muestra 0) y 0,5,
1,2,3,4,6, 8, 10, 12, 24, 30, 36 y 48 h post tratamiento.

Muestras de ordefio: Antes de la administracion (muestra 0) y 12,
24, 36, 60 h post tratamiento

Administracion intramamaria (IMam):

Muestras manuales: Antes de la administracién (muestra 0), 15,
30, 60, 90 min., 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 31 y 48 h. post tratamiento.

Muestras de ordefo: Antes de la administracién (muestra 0) y 7,
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los ordefios de los animales.

Obtencidn de muestras de orina en vacas y terneras

19, 30, 43 h post tratamiento. Estos horarios se utilizaron para respetar

Se tomaron muestras de orina durante la miccion natural de los animales

en las terneras de distintas edades y en vacas, a fin de medir el pH de la

misma. La recoleccidn se realizd en colectores de orina de plastico con tapa a

rosca, determinandose inmediatamente el pH de la muestra.

Tabla 111-2: Toma de muestras de sangre y leche en vacas.

Intravenosa

Intramuscular

Intramamaria

Tiempo

Sangre

Leche
manual

Leche
ordefio

Sangre | Leche
manual

Leche
ordefio

Sangre

Leche
manual

Leche
ordefio

5 min

10 min

15 min

22 min

30 min

45 min

60 min

90 min

2h

3h

4 h

6 h

7 h

8 h

10 h

12 h

19 h

21 h

22 h

24 h

30 h

31h

32 h

33 h

36 h

43 h

48 h

56 h

58 h
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Registro de la toma de muestras

El registro de la toma de muestras se llevé a cabo en planillas disefiadas
a tal fin en las que constaban los datos de todos los animales (cédigo de
identificacion, peso y edad del animal), la dosis y cantidad total de farmaco
inyectado en cada caso, la via de administracion, los tiempos de extraccién de

las muestras y la fecha del ensayo.

111.2.4. ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Muestras de sangre: Una vez extraidas las muestras con las jeringas, la

sangre se colocaba en tubos de vidrio y se centrifugaba, antes de transcurrida
media hora de su extraccion, a 1000 x g durante 10 minutos. El plasma
resultante se separaba mediante pipetas Pasteur y se traspasaba a crioviales
rotulados segun los cddigos asentados en la planilla de registro de toma de
muestras. Después, las muestras se refrigeraban y almacenaban a -20 °C
durante 15 dias y luego a -80 °C hasta su analisis.

Muestras de leche: Se recolectaban en frascos plasticos estériles con

capacidad de 100 ml, manteniéndose refrigeradas. Posteriormente se
traspasaba, previa homogeneizacién de la muestra, un volumen de 2 ml a
crioviales rotulados segun los cddigos asentados en la planilla de registro de
toma de muestras. Después, se almacenaban a -20 °C durante 15 dias y luego

a -80 °C hasta su analisis.

111.2.5. TECNICA EXTRACTIVA

Previo a su andlisis, las muestras de plasma y leche fueron
descongeladas a temperatura ambiente siendo en todo momento resguardadas
de la incidencia de la luz solar directa.

La metodologia extractiva fue adaptada a partir de la reportada por
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Waxman y col. (2001).

Plasma:

Se colocaban 300 ul de plasma en un tubo de centrifuga de 15 ml de
capacidad con tapdn a rosca. Se afiadian 75 pl de una solucidn de patrén
interno que contiene una concentracién de 2,5 ug/ml de ofloxacina disuelta en
acido férmico 0,1 N (pH 7,02) de tal manera que la concentracién final de
patrén interno en la muestra antes del procesado era de 0,5 pg/ml

La mezcla se agitaba en agitador horizontal (1000 r.p.m.) durante 2
minutos. Se agregaban 4,5 ml de cloroformo, se tapaban los tubos con el tapén
a rosca y se agitaban (800 r.p.m.) durante 10 minutos mas. A continuacion se
centrifugaban las muestras a 3200 x g en centrifuga refrigerada (10 °C)
durante 7 minutos. Posteriormente se refrigeraban las muestras (4-8 ©C)
durante 10 minutos y luego toda la fase organica se separaba con pipetas
Pasteur, se traspasaba a otro tubo de vidrio y se llevaba a sequedad en
corriente de nitrégeno a 40°C por medio de un desecador de muestras. El
residuo obtenido se reconstituia con 150 ul de fase movil y se colocaba en viales
de vidrio apropiados para su inclusion en el inyector automatico y su posterior

lectura.

Leche:

Se siguieron dos técnicas ligeramente diferentes, en funcion de la
concentracién de marbofloxacina esperada.

La leche procedente de estudio cinético tras administracion IM o IV
seguia la misma técnica que el plasma: Se colocaban 300 ul de leche en un
tubo de centrifuga de 15 ml de capacidad con tapén a rosca. Se afiadian 75 pl
de una solucién de patrdén interno que contiene una concentracion de 2,5 ug/ml
de ofloxacina disuelta en acido férmico 0,1 N (pH 7,02) de tal manera que la
concentracion final de patrén interno en la muestra antes del procesado era de
0,5 ug/ml. La mezcla se agitaba en agitador horizontal (1000 r.p.m.) durante 2
minutos. Se agregaban 4,5 ml de cloroformo, se tapaban los tubos con el tapdn
a rosca y se agitaban (800 r.p.m.) durante 10 minutos mas. A continuacion se

centrifugaban las muestras a 3200 x g en centrifuga refrigerada (10 °C)
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durante 7 minutos. Posteriormente se refrigeraban las muestras (4-8 ©C)
durante 10 minutos y luego toda la fase organica se separaba con pipetas
Pasteur, se traspasaba a otro tubo de vidrio y se llevaba a sequedad en
corriente de nitrdgeno a 40°C por medio de un desecador de muestras. El
residuo obtenido se reconstituia con 150 ul de fase mdvil,

En vista de que la leche obtenida para la cinética tras administracion
intramamaria IMam, podia presentar concentraciones que superaran el intervalo
de linealidad estudiado, se modificd la técnica anteriormente descrita de la
siguiente manera: Los pasos hasta el proceso de desecado a 40°C fueron
similares, pero la reconstitucion en fase movil se realizd, con volumenes
variables desde 150 pl hasta 7,5 ml. El patrén interno ofloxacina fue luego
agregado hasta alcanzar la misma concentracion final (0.5 pg/mL), a fin de

mantener la relacidon ABC«/ABCqf, €n las rectas de calibracion.

Previamente se habia comprobado la capacidad extractiva de la técnica
frente a elevadas concentraciones (10, 25, 50, 75, 100 y 250 pg/ml) de
farmaco en las muestras de leche. Se comprobé si habia diferencias entre diluir
las muestras con leche blanco previamente al procesado, o bien aplicar la
técnica extractiva en las muestras sin diluir y, una vez desecadas, aplicar
diferentes diluciones con fase mdvil para su inyeccién en el cromatografo. Los
resultados obtenidos de ABC no mostraron diferencias entre ambos
procedimientos por lo que se opto por la segunda opcién ya que en el primer
caso se requerian grandes cantidades de leche para diluir las muestras y la

homogeneizacion era mas complicada.

111.2.6. METODOLOGIA ANALITICA

Deteccion de farmacos

La metodologia para la deteccidn de la marbofloxacina y del patrén

interno se adaptd a partir de los procedimientos descritos previamente por
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Waxman y col. (2001) basados en la cromatografia liquida de alta eficacia.

Las condiciones analiticas escogidas fueron las siguientes:

Se utilizd6 una fase moévil compuesta por solucién tampdén de pH 2.7:
metanol: acetonitrilo: acido acético: trietilamina (74: 20: 4: 1: 1, v/v/v/v/v).
El tampdn es una solucién acuosa al 0.4% de hidrogenofosfato de amonio (p/v)
y 0.4% de hidrogenosulfato de tetrabutilamonio (p/v). El pH se ajusté con acido
fosfdrico al 85 %.

La columna utilizada fue una Kromasil Cis (5u) 15 x 0,46 cm. (Scharlau
Science) y como precolumna se utilizé una Kromasil Cis (5u) (Scharlau Science).

La longitud de onda seleccionada fue de 295 nm. Para la eleccién de la
longitud de onda se tuvo en cuenta el método propuesto por Waxman y col.
(2001) vy se realizd un espectro de absorcién en el rango de luz ultravioleta de
la sustancia disuelta en acido férmico 0,1 N en una concentracion de 1 pug/ml.

La fase movil corria a un flujo isocratico de 0,6 ml/min y a temperatura
ambiente (25 °C aproximadamente) y el volumen de muestra inyectada era de
20 pl.

Linealidad

Para el estudio de la linealidad se utilizaron soluciones de marbofloxacina
en acido férmico 0.1 N. El rango de concentraciones estudiadas fue de 0.01
ug/ml a 10 pg/ml. Las soluciones fueron preparadas cada dia por cuadruplicado
y cada solucién inyectada por duplicado, determinandose el area bajo la curva
cromatografica (ABCc) media y el desvio estandar para cada concentracién. Los
resultados fueron procesados mediante regresién lineal obteniéndose una
ecuacion que define la relacion existente entre las distintas concentraciones

ensayadas vy la respuesta observada (ABC).

Precisién y exactitud

La precisiéon refleja la proximidad entre las diferentes medidas
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individuales de una misma concentracién. Se describe por el coeficiente de
variacién, por lo tanto:
Precision (%)= (DE/media) x 100

Donde DE es la desviacidon estandar.

Se determind 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 cuantificacién 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/Concentracidn tedrica) x 100

El valor de este criterio debe encontrarse en un valor entre 80-120%

En ambas metodologias los coeficientes de variacion tanto intra-dia como
inter-dia se calcularon para tres concentraciones distintas (0,025, 0,5y 5
ug/ml), que fueron analizadas por triplicado (intra-dia), tres dias distintos

(inter-dia).

Recuperacién

La recuperacidon del método extractivo se calculé comparando las areas
bajo la curva obtenidas para nueve concentraciones distintas (0,025, 0,05, 0,1,
0,25, 0,5,1,2,5Y 10 pg/ml) en acido férmico 0,1 N versus plasma o leche.

Se utilizaron 6 mediciones de cada concentracidon realizadas en dias
diferentes, mediante la adicién al plasma o leche de un pequefio volumen (<4
%) de distintas soluciones de marbofloxacina que permitan lograr dichas

concentraciones.

Este valor se determind sdlo para establecer la bondad de nuestro
método extractivo y no para el calculo de las concentraciones de
marbofloxacina, ya que las rectas de calibracion utilizadas para dicho célculo

fueron confeccionadas en plasma y leche. Por tanto, no fue necesario corregir
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los resultados con el valor de la recuperacion.

Rectas de calibracion

Se estudid la relacion entre el cociente del area bajo la curva
cromatografica de distintas concentraciones de marbofloxacina sobre el area
bajo la curva cromatografica de una concentracién fija de patrén interno, la
ofloxacina (ABCc/ABCc,) y la concentracién de marbofloxacina. A partir de
dicha relacidon y por medio de una regresién lineal se construyeron las rectas de
calibracién cuyas ecuaciones se utilizaron, posteriormente, para conocer las
concentraciones de marbofloxacina presentes en las muestras problema de
plasma vy leche.

Se realizd, tanto en plasma como leche, una recta de calibracion para las
concentraciones mas bajas y otra para las concentraciones mas altas. Estas
rectas se realizaron mediante el andlisis de las siguientes concentraciones de
marbofloxacina: un intervalo de 0.01 a 0,5 pg/ml (0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,5
ug/ml) para la primera recta y de 0,5 a 10 ug/ml (0,5; 1; 2,5; 5; 10 ug/ml)
para la segunda.

Tanto a las muestras de plasma como a las de leche se les agregd la
solucién de patrdén interno tal como se describe anteriormente en el punto sobre

extraccion de los farmacos.

Limite de deteccidn

El limite de deteccidn indica la minima concentraciéon del farmaco
analizado que puede ser detectada con el método analitico utilizado. Se calculé

mediante la siguiente féormula:

_ k.DE.
m

L.D.

donde:
L.D. es el limite de deteccién.
k es la constante que indica el margen de seguridad y es igual a 3.

DE es la desviacidon estandar de las muestras blanco.
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m es la pendiente de la recta de calibracién.

Limite de cuantificacion

Se corresponde con la concentracidn 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 %.
111.2.7. TRATAMIENTO CINETICO

Los valores de la evolucion de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacina en funcién del tiempo se ajustaron a modelos farmacocinéticos
compartimentales y/o no compartimentales basados en la teoria de los
momentos estadisticos mediante el programa de célculo de parametros

farmacocinéticos Winnonlin®.

La determinacién del nimero de compartimientos que mejor describa el
perfil farmacocinético de ambos farmacos en suero se realizd teniendo en
cuenta los residuales, la correlacién entre los valores observados y los predichos
por el modelo (Gabrielsson y Weiner, 1994) y segun las pruebas estadisticas de
criterio de Akaike (Yamaoka y col., 1978) y de Schwartz (Schwartz, 1978).

Los valores de las concentraciones plasmaticas obtenidos de cada animal
fueron procesados y ajustados de forma individual y posteriormente se procedié
al cdlculo de la media de los parametros farmacocinéticos entre los (n)

individuos que conformaban cada uno de los ensayos realizados.

El calculo de la biodisponibilidad por via oral e intramuscular se realiz

mediante la siguiente féormula:

ABCooe.v. D iv.
F (%) = X x100
( ) ( De.v. ) ABCooi.v.)
donde:
F (%) es la biodisponibilidad porcentual.
ABC, ., es el area bajo la curva de concentraciones plasmaticas en

funcion del tiempo desde el tiempo O hasta infinito para la via
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extravascular.

De.v. €s la dosis administrada por la via extravascular.

ABC, iv es el area bajo la curva de concentraciones plasmaticas en
funcion del tiempo desde el tiempo 0 hasta infinito para la via
intravenosa.

Di.v. s la dosis administrada por la via intravenosa.

111.2.8. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se sometieron a un estudio descriptivo y se
expresaron como media aritmética, corregida por una medida de dispersién

(desviacién estandar).

Se determind el tipo de distribucion de los valores de las variables

mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

El estudio de la linealidad del método analitico y de la relacion entre las
distintas concentraciones de marbofloxacina y el cociente entre area bajo la
curva cromatografica de marbofloxacina y del patrén 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 linear (r?). La bondad del ajuste se evalud en

funcion a la proximidad de este coeficiente a la unidad.

Para comparar los resultados obtenidos en las diferentes pruebas se
aplicé el test paramétrico de Analisis de Varianza (ANOVA) con post test
(Bonferroni).

El nivel de significacién fue de p < 0,05.

El estudio estadistico se llevd a cabo con el programa informatico SPSS
15.
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111.2.9. DETERMINACION DE CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA Y CALCULO DE PARAMETROS PK/PD.

111.2.9.a Aislamiento e identificacion de cepas de Staphylococcus
aureus.

Las cepas de S. aureus fueron aisladas a partir de muestras de secrecion
de mastitis clinicas y subclinicas de vacas provenientes de establecimientos
lecheros de la cuenca lechera central de la Republica Argentina. Se tomaron
desde una hasta tres cepas por rodeo lechero hasta contar con un nimero de
163 cepas.

Las muestras de secrecién mamaria fueron obtenidas en forma aséptica
de acuerdo con metodologia estandar (Hogan y col., 1999), y remitidas al
Laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) Rafaela. A partir de cada muestra fueron sembrados 0,01 ml en agar
base Columbia suplementado con 5% de sangre ovina desfibrinada,
incubandose por 24-48 hs a 35 °C en aerobiosis. Los aislamientos fueron
diferenciados del género Streptococcus sobre la base de morfologia colonial,
tipo de hemdlisis y prueba de la catalasa, y del género Micrococcus sobre la
base de la prueba de oxidacién/fermentacion de la glucosa (Carter y col.,
1995). Las cepas caracterizadas como pertenecientes al género Staphylococcus,
fueron identificadas como Staphylococcus aureus mediante pruebas
convencionales descriptos por el National Mastitis Council (Hogan y col., 1999)

Luego de su identificacion, los aislamientos fueron mantenidos a -80°C

en Infusién cerebro corazén adicionado con glicerol al 20%.

111.2.9.b Prueba de concentraciobn minima inhibitoria (CIM) por

dilucién en agar.

Esta prueba se realizé utilizando metodologia estandar segun los criterios

recomendados por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
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Preparacion de placas e indculo

Para esta prueba el antimicrobiano se incorporé dentro del medio con
agar, de manera tal que cada placa contenia una concentracién diferente de
antibidtico. El indculo de las distintas cepas del microorganismo se aplicé rapida
y simultdneamente sobre la superficie del agar utilizando un replicador, que
transfiere 25 indéculos a la vez por placa.

Se utilizé marbofloxacina (Laboratorio Vetoquinol, Francia, lote 53596)
con una potencia de ensayo 99,6 %. La solucion madre o stock se prepard

teniendo en cuenta el dato de potencia aplicando la siguiente férmula:

Peso (mg) = Volumen (ml) x Concentracion (g/ml)
Potencia de ensayo (g/mg)

Se prepard una solucidon stock de 5120 pg/ml (25,7 mg en 5 ml),
utilizando como solvente hidroxido de sodio 1 M, y como diluyente agua
destilada. Pequefios voliumenes de la solucién madre (1,5 ml) se envasaron en
tubos tapa a rosca estériles y se almacenaron a -80° C al abrigo de la luz hasta
su uso, siendo descartados los restos de volUmenes sobrantes.

Se prepararon diluciones al doble del antibiético (0,06 a 32 pg/ml) de
acuerdo a referencias de otros autores (Meunier y col. 2004).

Como medio de prueba se utilizé agar Mueller-Hinton. Luego de
esterilizar en autoclave a 120°C por 15 minutos, se dejé enfriar en bafio Maria a
48-500C antes de agregar en forma aséptica la solucién de marbofloxacina y
finalmente se vertid el medio adicionado con antibidtico en las placas
correspondientes a razén de 9 partes del agar fundido, con 1 parte de cada
dilucién de antibidtico. El pH del medio se determind para cada partida
permitiendo que una pequefa cantidad de agar solidificara alrededor del bulbo
del electrodo del peachimetro.

Las placas se prepararon de modo que se pudiera alcanzar una
profundidad de agar de 4 mm y se almacenaron entre 4-8°C por un periodo de
hasta 5 dias. Antes de realizar las inoculaciones, las placas fueron atemperadas

a temperatura ambiente o hasta la desaparicién de humedad de su superficie en
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estufa a 35°C.

Se utilizd como cepa control S. aureus ATCC 29213 cada vez que se
realizo el test, para determinar el potencial deterioro de los antimicrobianos. Se
prepararon ademas, placas sin antimicrobianos como control.

El indculo se prepard tocando la parte superior de 2 a 3 colonias del
mismo tipo en agar sangre ovina al 5% vy transfiriéndolas a un tubo que
contenia 5 ml de caldo tripteina soya. Esta soluciéon se incubé a 35°C hasta
presentar turbidez, y se ajusté al patrén de turbidez 0,5 de Mc Farland. Los
cultivos ajustados a este estandar fueron diluidos 1:10 en caldo tripteina soya

para obtener la concentracién deseada de indculo de 107 UFC/ml.

Realizacion de la prueba, lectura de las placas e interpretacion de resultados.

Se utilizd un multi inoculador, el cual deposité aproximadamente 1 ul de
cada aislamiento a examinar sobre la superficie del agar. El inéculo final en el
agar fue de aproximadamente 10* UFC en un &rea de didmetro de 5 mm. A
partir de los tubos de cada cepa con la suspensidon bacteriana ajustada (10’
UFC/ml) se colocé una alicuota de cada suspensién dentro de cada pocillo
correspondiente en el bloque sembrador del multi inoculador.

Se inoculd primero una placa control (sin antibiéticos) y luego se repitié
la operacién con las placas conteniendo las diferentes concentraciones de
antimicrobiano, comenzando por la menor concentracion. Al finalizar, se inoculd
una segunda placa control para asegurarse la ausencia de contaminacion o de
traspaso de antimicrobianos durante el proceso.

Las placas inoculadas se dejaron reposar a temperatura ambiente hasta
gue la humedad de los puntos del inéculo fuera absorbida por el agar. Luego se
invirtieron las mismas y se incubaron a 35°C por 16 a 20 h. Para determinar los
puntos finales, las placas se observaron sobre una superficie oscura. Se registrd
la CIM como la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibio
completamente el crecimiento. No se consideraron colonias individuales o la
zona borrosa causada por el inéculo. Las CIMsy y CIMgy se consideraron como
las menores concentraciones de antimicrobiano necesarias para impedir o

inhibir el crecimiento bacteriano del 50 y 90 % de las cepas estudiadas,
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respectivamente.
El criterio de interpretacion de los puntos de corte se basé en la
informacion técnica aportada por el laboratorio Vetoquinol®, cotejando cada

cepa con los discos de antibiograma (5 ug de marbofloxacina) (Tabla III-3).

Tabla 111-3: Criterio de interpretacion de puntos de corte
para la determinacion de susceptibilidad.

Interpretaciéon Diametro de la zona CIM (ng/ml)
de inhibicion (mm)

Sensible > 18 <1

Moderadamente sensible >14 <18 2,0

Resistente <14 >2,0

Determinacion de parametros PK/PD

Basandose en los resultados obtenidos previamente en cuanto a la
disposicion de marbofloxacina en leche bovina, y a los datos aportados por la
determinacion de CIM frente a las cepas de S. aureus aisladas, se determinaron
los siguientes parametros indicadores de eficacia antimicrobiana:

Cmax/ CIM9O

ABCO-Iast/ CIMQO
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IV. RESULTADOS

IV.1. EXAMEN CLINICO Y ANALITICA SANGUINEA DE LOS ANIMALES

El examen clinico, asi como los analisis hematoldgicos realizados, pusieron de
manifiesto el correcto estado de salud de los animales.

Durante el tiempo que durd el estudio no se observd ningun signo de
alteracion de dicho estado. Tampoco se observé inflamacidn o manifestaciones de
dolor tras la administracidon de los farmacos a estudiar por las diferentes vias.

No han sido observadas en ninguno de los animales que conformaron el lote
piloto de 3 vacas con el cual se ensayd la inocuidad del preparado para uso
intramamario, alteraciones locales o sistémicas de ningun tipo, considerandose por

tanto inocuo el producto formulado.

IV.2. METODOLOGIA ANALITICA

Condiciones cromatograficas

Con el método cromatografico utilizado se obtuvo una buena separacion de
marbofloxacina y del patrén interno ofloxacina, del resto de picos cromatograficos,
presentando estos un tiempo de retencién promedio de 6,50 + 0,30 min y de 7,95

+ 0,30 min, respectivamente (figura IV.2.)

Figura IV.2. Cromatograma obtenido del analisis de una muestra plasmatica
con marbofloxacina (1) y ofloxacina (2), como P.I.
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Linealidad

La relacién existente entre las distintas concentraciones de marbofloxacina
(CC) disuelta en acido formico 0,1 N y el area bajo la curva cromatografica (ABC)
resultd lineal en el rango de concentraciones ensayadas (0,01-10 ug/ml) vy la
ecuacién de la recta obtenida mediante regresion lineal por minimos cuadrados es

la siguiente:

ABC = 41629 x CC + 69143
(r* = 0,990)
(figura IV.3.)

5000000
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4000000 /§
3500000

3000000 /

2500000 /

2000000
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1000000 /{/

500000

ABC

0

2 4 6 8 10 12

-500000
Conc. (ug/ml)

Figura IV.3. Representacion de la recta obtenida mediante regresion lineal
de la relacién entre las concentraciones de marbofloxacina en acido formico 0,1 N
y el area bajo la curva cromatografica.

Reproducibilidad del método analitico
La variabilidad interdia e intradia del método analitico en plasma y leche

bovina han resultado en los siguientes coeficientes de variacion (media + D.E.).

C.V. interdl’ap|asma = 4,397 i 3,576 0/0
C.V. intradl’ap|asma = 4,040 i 1,315 0/0
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C.V. interdl’a|eche= 2,941 i 2,524 0/0
C.V. intradiajeche =1,393 + 0,632 %

Recuperacion de la metodologia extractiva

Se determinaron los siguientes porcentajes de recuperacién para las distintas
matrices utilizadas:

PLASMA: 106,9 £ 26,8 %

LECHE: 88,3 £ 23,5 %

Rectas de calibracion

En la tabla IV-1 se muestran los valores de concentracion de marbofloxacina
(ug/ml) y la relacion entre las areas bajo la curva de la marbofloxacina (ABCm) vy
de ofloxacina (ABCo) con los que se construyeron las rectas de calibrado en plasma

bovino.

Tabla IV-1.- Relacion ABCm/ABCo correspondiente a las distintas
concentraciones de marbofloxacina en plasma.

CONCENTRACION (ug/ml) ABCm/ABCo (media + DE)

0,01 0.0288 + 0.0225

0,025 0.0706 £+ 0.0132

0,05 0.1211 + 0.0132

0,1 0.2501 + 0.0197

0,5 1.2079 £ 0.0641

1 2.4009 £ 0.1066

2,5 5.8303 £ 0.1292

5 12.2432 + 0.8738

10 23.7079 = 0.5139

El andlisis, mediante regresién 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 patrén interno (ABCm/ABCo), para las
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concentraciones de marbofloxacina en plasma comprendidas entre 0,01 y 1 pg/ml

(concentraciones bajas), dio lugar a la siguiente ecuacion:

ABCm/ABCo = 2,394. CC + 0,008
(r? = 0,999)

CALIBRADO EN PLASMA: CONCENTRACIONES BAJAS
3.0000

2.5000

2.0000 /
1.5000 /

1.0000 /

0.5000 /

0.0000 /

0 0.2 04 06 0.8 1 1.2
Conc. MARBO. (png/ml)

ABC Marbo/ABC Oflo

Figura IV-4.- Recta de calibracion para las concentraciones de marbofloxacina en
plasma comprendidas entre 0,001 y 1 pug/ml.

El mismo analisis para concentraciones de marbofloxacina comprendidas
entre 1 y 10 ug/ml (concentraciones altas):
ABCm/ABCo = 2,376 . CC + 0,056
(r* = 0,999)
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CALIBRADO EN PLASMA: CONCENTRACIONES ALTAS
30.0000

25.0000

15.0000 /
10.0000

5.0000
—

00000 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 11
Conc. MARBO. (ng/ml)

ABC Marbo/ABC Oflo

Figura IV-5.- Recta de calibracion para las concentraciones de marbofloxacina
en plasma comprendidas entre 1y 10 pg/ml.

Por su parte, el andlisis realizado en leche para las concentraciones de
marbofloxacina comprendidas entre 0,01 y 1 pg/ml, dio lugar a la siguiente
ecuacion: AUCm = 2,420 x CC + 0,004

(r* = 0,99)

CALIBRADO EN LECHE: CONCENTRACIONES BAJAS

2 /
1.5 /
/

25

ABC Marho/ABC Oflo

/

D T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Conc. MARBO. (pg/ml)

Figura IV-6.- Recta de calibracion para las concentraciones de marbofloxacina en
leche comprendidas entre 0,001 y 1 ug/ml.
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El mismo analisis para concentraciones de marbofloxacina comprendidas
entre 1y 10 pyg/ml:
AUCm = 2,288 x CC + 0,006
(r* = 0,99)

CALIBRADO EN LECHE: CONCENTRACIONES ALTAS
25

2 /
5 20
O
2 /
5 15
=
=
O 10
m
<
i /
O T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Conc. MARBO. (png/ml)

Figura IV-7.- Recta de calibracion para las concentraciones de marbofloxacina
en leche comprendidas entre 1 y 10 ug/mil.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién del método analitico calculado para la marbofloxacina en
plasma fue de 0,025 pg/ml con un valor de exactitud de 112 = 4,11% y de
precision de 8,61+ 4,21%.

En leche, por su parte, se determind similar valor de limite de cuantificacién
(0,025 pg/ml) con una exactitud de 116 + 3,22 % y una precision de 7,32 + 5,03
%
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IV.3. TRATAMIENTO CINETICO

IV.3.1. Administracion intravenosa en terneras neonatas.

En la tabla IV.2 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y desviacién
estandar en funcién del tiempo, obtenidas tras la administracién intravenosa de una
dosis de 2 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina (n=5). En la figura IV.8 se
muestra la evolucién de las concentraciones plasmaticas correspondientes. El
animal N° 6 debid ser descartado del ensayo debido a que parte de la dosis
administrada se extravaso.

El pH de orina en estos animales fue de de 6,04 £+ 0,24.

Tabla IV.2- Concentracion plasmatica (Hg/ml) de marbofloxacina tras
la administraciéon intravenosa en terneras neonatas.

Tiempo TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA DESV.
(h) 1 2 3 4 5 EST.
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.083 1.299 2.322 3.323 2.427 2.794 0.743
0.166 1.260 1.878 2.945 2.147 2.143 0.593
0.25 1.250 1.982 2.713 1.981 1.834 0.487
0.366 1.106 1.337 2.170 1.962 1.816 0.636
0.5 0.769 1515 2.529 1.877 1.738 0.572
0.75 0.711 1.578 2.447 1.800 1.562 0.562
1 0.735 1.550 2.502 1.696 1.487 0.572
15 0.709 1.398 2.305 1.629 1.155 0.554
2 0.640 1.249 2.237 1.668 1.262 0.532
3 0.467 1.289 2.183 1.413 1.142 0.500
4 0.347 1.332 1.647 1.097 0.915 0.439
6 0.317 1.308 1.909 1.367 0.754 0.554
8 0.266 1.025 1.726 0.937 0.787 0.487
10 0.217 1.116 1.719 0.985 0.724 0.538
12 0.156 1.017 1.446 0.905 0.548 0.467
24 0.030 0.725 1.088 0.502 0.149 0.424
30 MLC 0.519 1.013 0.245 0.151 0.378
36 MLC 0.281 0.484 0.204 0.088 0.181

MLC: Menor al limite de cuantificacion.

En las tablas IV.3 y 1.V.4 se muestran los parametros farmacocinéticos, media vy

desviacion estandar, ajustados a modelos bicompartimental y no compartimental.
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Marbofloxacina {ug/ml)
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Figura IV.8- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media % D.E.; n=5) tras la administraciéon de una dosis intravenosa de 2 mg/kg
en terneras neonatas.

Tabla IV.3.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intravenosa de marbofloxacina en terneras neonatas

(modelo bicompartimental).

PARAMETRO UNIDAD | TERNERA 1 | TERNERA 2 | TERNERA 3 | TERNERA 4 | TERNERA 5
A ug/ml 0890 | 1516 | 0753 | 1584 | 0.252
B ug/mi 1594 | 2490 | 1.720 | 1508 | 1.485
o 1/h 4028 | 6891 | 2695 | 4606 | 1702
8 1h 0.042 | 0039 | 0060 | 0083 | 0115
ABC ughiml | 41.983 | 65733 | 28.737 | 16525 | 13.251
K0 |h 10976 | 11.667 | 7.895 | 3.054 | 5389
o h 0145 | 0110 | 0239 | 0093 | 0461
B h 10012 | 18.442 | 11471 | 6930 | 6.205
K10 1h 0.063 | 0059 | 0088 | 0227 | 0129
K12 1h 1997 | 2284 | 0876 | 4052 | 0.81
K21 1h 2764 | 3970 | 1.995 | 3293 | 1.305
Co ug/mi 2651 | 3905 | 2523 | 3.750 | 1.704
Cla mihKg | 4800 | 3000 | 7000 | 121.00 | 151.00
AUMC ug.h?ml | 1145.149 | 1742.878 | 471.091 | 162.412 | 117.288
MRT h 27276 | 26514 | 16393 | 9.828 | 8851
é‘: :‘; likg 1209 | 0807 | 1141 | 1189 | 1.336

DESV.
EST.

0.557
0.419
1.982
0.032
21.398
3.653
0.152
6.111
0.069
1.483
1.050
0.918
51.00
700.50

8.823
0.210
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Tabla IV.4.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intravenosa de marbofloxacina en terneras neonatas
(modelo no compartimental).

PARAMETRO | UNIDAD | TERNERA1 | TERNERA 2 | TERNERA 3 | TERNERA 4 | TERNERA 5
Co ug/ml 2.871 3.750 2.744 3.643 1.638
ABCiast ug.h/ml 31.578 49.615 26.321 17.280 13.391
TY% A h 16.132 17.698 12.170 9.035 6.100
A 1/h 0.043 0.039 0.057 0.077 0.114
ABCoo ug.h/ml 39.795 65.304 29.957 18.365 13.605
Vz I’kg 1.169 0.782 1172 1.420 1.294
Cl ml/h.kg 50.258 31.000 67.000 109.000 | 147.000
MRT st h 13.813 14.145 11.893 9.493 7.569
MRTo h 23.199 25.529 16.950 11.831 8.156
Vss I/kg 1.165 0.782 1.132 1.288 1.199

IV.3.2. Administracion oral en terneras neonatas.

DESV.
EST.

0.850
14.235
4.820
0.030
20.546
0.238
46.853
2.825
7.349
0.194

En la tabla IV.5 se muestran las concentraciones plasmaticas, media y desviacion

estandar en funcién del tiempo, tras la administracion oral de una dosis de 2 mg/kg

de peso corporal de marbofloxacina (n=6). La figura IV.9 muestra la evolucion de

las concentraciones plasmaticas correspondientes.

El pH de orina en estos animales fue de de 6,16 £ 0,54.

Tabla IV.2- Concentracion plasmatica (ug/ml) de marbofloxacina
tras la administracion oral en terneras neonatas.

Tiempo TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | MEDIA | DESV.
(h) 7 8 9 10 11 12 EST.
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.5 - 0.059 0.092 0.248 0.095 0.038 0.089 0.086
1 0.140 0.146 0.213 0.425 0.222 0.118 0.211 0.113
2 0.449 0.317 0.289 0.597 0.595 0.319 0.428 0.142
4 0.549 0.525 0.370 0.902 0.626 0.58 0.592 0.175
6 0.671 0.518 0.510 1.090 0.822 0.910 0.753 0.230
8 0.493 0.627 0.331 1.070 0.625 0.635 0.630 0.246
11 0.411 0.627 0.483 0.728 0.566 0.704 0.587 0.124
15 0.252 0.528 0.396 0.655 0.450 0.464 0.457 0.134
24 0.252 0.326 0.305 0.411 0.243 0.378 0.319 0.067
30 0.102 0.340 0.230 0.353 0.164 0.25 0.240 0.098
36 0.056 0.216 0.165 0.245 0.145 0.230 0.176 0.070
48 MLC 0.124 0.068 0.126 0.068 0.076 0.080 0.041
60 MLC 0.073 0.034 0.035 0.027 0.036 0.034 0.023
72 MLC 0.035 0.031 0.028 MLC MLC MLC MLC

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Los datos de concentracion plasmatica se ajustaron mejor a un modelo

monocompartimental (tabla IV.6). Se muestran también en la tabla I.V.7 los

parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados a modelo no

compartimental.
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Tabla IV.6.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral

Figura IV.9- Evolucion de las concentraciones plasmaticas
De marbofloxacina (Media * D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis oral

de 2 mg/kg en terneras neonatas.

de marbofloxacina en terneras neonatas (modelo monocompartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERI;IERA TERI;ERA TERI;ERA TERJ\IOERA TERi\llERA TER{\IZERA MEDIA DEESST\./.
Tmax h 2.139 2.036 2.649 1.370 1.851 1.582 1.938 0.450
Cmax ug/mi 0.501 0.184 0.213 0.336 0.515 0.321 0.345 0.139
ABC (ug.h/ml) 0.106 0.048 0.049 0.058 0.065 0.060 0.064 0.021
K01 1/h 0.652 0.091 0.329 0.005 0.392 0.798 0.378 0.308
%2 KO1 h 8.817 20.331 15.36 24.846 16.474 21.018 17.808 5.564
K10 1/h 1.382 3.748 3.24 2.058 1.345 2.159 2.322 0.981
2 K10 h 6.537 14.358 14.11 11.798 10.572 11.529 11.484 | 2.848
CL/E (ml/h.kg) | 226.00 98.00 130.00 80.00 121.00 95.00 125.00 | 52.71
Vd area,
V/E I(/kg /F) 4,581 9.918 8.598 0.275 4,976 7.219 5.928 3.447
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Tabla IV.7.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral

de marbofloxacina en terneras neonatas (modelo no compartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERI;IERA TEREERA TERI;IERA TER]I.\(IJERA TER],_\IJ_ERA TER]I.\IZERA MEDIA DEESSTV,
Tmax h 6.0 10.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.7 1.6
Crnax ug/ml 0.671 0.627 0.510 1.090 0.822 0.910 0.772 0.211
ABCiast ug.h/ml 8.676 19.395 14.637 25.331 16.530 20.215 17.464 5.644
TY% A h 7.873 14.241 14.589 12.850 11.271 11.524 12.058 2.458
A 1/h 0.088 0.049 0.048 0.054 0.062 0.060 0.060 0.015
ABCw ug.h/ml 9.149 20.115 15.241 25.931 17.007 20.887 18.055 5.703
Vz/F I’kg 2.483 2.043 2.762 1.430 1.912 1.592 2.037 0.511
CI/F ml/h.kg 219.00 99.00 131.00 77.00 118.00 96.00 123.30 50.40
MRTl,st h 11.194 23.072 21.546 19.592 16.159 18.303 18.311 4.244
MRToo h 13.064 25.631 24.376 21.234 17.844 20.178 20.388 4.566

La biodisponibilidad porcentual (F%) promedio determinada para esta edad y via de
administracién fue de 54,0 %.

IV.3.3. Administracion intravenosa en terneras de 10 dias de vida.

En la tabla IV.8 se reflejan las concentraciones plasmaticas, media y desviacién

estandar en funcién del tiempo, obtenidas tras la administracién intravenosa de una

dosis de 2 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina en terneras de 10 dias de

vida (n=6). En la figura IV.10 se muestra la evolucién de las concentraciones

plasmaticas correspondientes.

El pH de orina en estos animales fue de de 5,87 + 0,21.
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Tabla IV.8- Concentracion plasmatica (ug/ml) de marbofloxacina
tras la administracién intravenosa en terneras de 10 dias.

Tiempo | TErRNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA DESV
(h) 1 2 3 4 13 14 MEDIA | EST.
0.083 4.997 3.360 3.574 3.645 2.518 2.267 3.393 0.970
0.166 3.950 2.859 2.611 2474 1.762 1.874 2.588 0.792
0.25 3.296 2.521 2.519 2.376 1.751 1.789 2.375 0.570
0.333 2.772 2.431 2.321 2.223 1.703 1.664 2.186 0.431
0.5 2.416 2.339 2.300 2.201 1.443 1.552 2.042 0.428
0.75 1.886 1.728 2.290 2.197 1.375 1.579 1.842 0.355
1 1.647 1.799 2.029 1.809 1.247 1.346 1.646 0.299
15 1.545 1.435 1.734 1.709 1.200 1.335 1.493 0.210
2 1.456 1.116 1.702 1.607 1.134 1.171 1.364 0.258
3 1.303 1.084 1.479 1.522 1.005 1.095 1.248 0.219
4 1.210 1.004 1.221 1.254 0.902 1.025 1.103 0.144
6 1.102 0.824 1.026 1.117 0.807 0.870 0.958 0.141
8 1.004 0.814 0.881 1.058 0.712 0.663 0.855 0.157
10 0.982 0.544 0.724 0.701 0.607 0.650 0.701 0.152
12 0.807 0.467 0.575 0.093 0.501 0.548 0.499 0.232
24 0.362 0.115 0.141 0.127 0.223 0.239 0.201 0.094
30 0.214 0.064 0.111 0.093 0.179 0.149 0.135 0.056
36 0.163 0.041 0.068 0.127 0.117 0.115 0.105 0.044
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Figura IV.10- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media * D.E.; n=6) tras la administraciéon de una dosis intravenosa de 2 mg/kg
en terneras de 10 dias.
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En las tablas IV.8 y 1.V.9 se muestran los parametros farmacocinéticos, media y

desviacion estandar, ajustados a modelos bicompartimental y no compartimental.

Tabla IV.8.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intravenosa de marbofloxacina en terneras de 10 dias (modelo bicompartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERI;IERA TERI;ERA TERI;IERA TERTERA TER{\lsERA TERll\gERA MEDIA DEESSTV-
A ug/ml 4,309 1.979 3.662 4,746 2.203 1.079 2.996 1.454
B ug/ml 1.679 1.546 2.345 2.114 1.388 1.489 1.760 0.383
o 1/h 3.699 2.045 13.119 13.609 8.413 4.653 7.590 4.940
B 1/h 0.065 0.103 0.131 0.104 0.085 0.089 0.096 0.022
ABC ug.h/ml 26.895 15.967 18.185 20.645 16.519 17.037 19.208 4,115
tv2 K10 h 3.113 3.140 2.098 2.086 3.188 4.599 3.038 0.924
tY2 o h 0.187 0.339 0.053 0.051 0.082 0.149 0.144 0.110
e p h 10.622 6.725 5.293 6.655 8.118 7.824 7539 | 1.812
K10 1/h 0.223 0.221 0.330 0.332 0.217 0.151 0.246 0.072
K12 1/h 2.458 0.972 7.719 9.115 4977 1.856 4516 3.332
K21 1/h 1.084 0.955 5.201 4.266 3.304 2.735 2.924 1.699
Co ug/ml 5.988 3.524 6.007 6.860 3.592 2.568 4.756 1.742
Clg mi/h.Kg 74.36 125.26 109.98 96.87 121.07 117.39 | 107.50 | 19.05
AUMC ug.h’ml | 394611 | 146.003 | 136.744 | 194.884 | 190.426 | 189.747 | 208.7 94.4
MRT h 14.672 9.144 7.520 9.440 11.528 11.137 10.6 2477
Vd ss Ik

(area) 9 1.091 1.145 0.827 0.914 1.395 1.307 1.113 0.219

Tabla IV.9.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intravenosa de marbofloxacina en terneras de 10 dias
(modelo no compartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERI;IERA TERI;ERA TERI;IERA TERTERA TER{\lsERA TERII\LERA MEDIA DEESSTV-
Co ug/mi 6.322 3.949 4,892 5.370 3.598 2.742 4.479 1.299
ABC, st ug.h/ml 25.066 15.971 19.853 24571 16.847 17.612 19.987 3.961
T h 10.601 6.786 7.122 7.730 11.746 9.806 8.965 2.039
A 1/h 0.065 0.102 0.097 0.090 0.059 0.071 0.081 0.018
ABCw ug.h/ml 27.497 16.3344 20.4343 25.4898 18.8089 19.0581 21.270 4.303
Vz I’kg 1.112 1.198 1.005 0.875 1.801 1.484 1.246 0.341
Cl mi/h.kg 72.73 122.44 97.87 78.46 106.33 104.94 97.13 18.60
MRTlast h 10.5561 7.8352 8.0842 7.4064 10.504 10.2049 9.098 1.471
MRToo h 14.1582 8.6787 9.1717 8.8398 14.9308 | 13.2359 11.503 2.909
Vss I’kg 1.029 1.062 0.897 0.693 1.587 1.389 1.110 0.326
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IV.3.4. Administracion oral en terneras de 10 dias de vida.

En la tabla IV.10 se muestran las concentraciones plasmaticas, media y desviacién
estandar en funcion del tiempo, tras la administracion oral de una dosis de 2 mg/kg
de peso corporal de marbofloxacina en terneras de 10 dias de vida (n=6). La figura
IV.11 muestra la evolucion de las concentraciones plasmaticas correspondientes.

El pH de orina en estos animales fue de de 6,14 + 0,68.

Tabla IV.10- Concentracion plasmatica (ug/ml) de marbofloxacina
tras la administracion oral en terneras de 10 dias.

Tiempo TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA DESV.
(h) 7 8 9 10 11 12 EST.
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.5 0.052 0.115 0.153 0.036 0.032 0.075 0.048
1 0.241 0.102 0.414 0.076 0.104 0.047 0.139
2 0.379 0.134 0.529 0.137 0.235 0.080 0.173
4 0.771 0.194 0.614 0.172 0.328 0.096 0.271
6 0.501 0.245 0.579 0.276 0.444 0.160 0.164
8 0.389 0.287 0.395 0.273 0.391 0.178 0.088
12 0.333 0.238 0.268 0.292 0.320 0.173 0.059
24 0.201 0.249 0.184 0.238 0.199 0.146 0.037
30 0.160 0.194 0.145 0.146 0.141 0.120 0.025
36 0.117 0.089 0.093 0.107 0.104 0.103 0.010
48 0.077 0.066 0.055 0.067 0.060 0.071 0.008
60 0.043 0.035 0.026 0.025 0.033 0.041 0.007
72 0.034 0.029 0.026 MLC 0.030 0.034 0.005

MLC: Menor al limite de cuantificacion

Los datos de concentracion plasmatica se ajustaron mejor a un modelo
monocompartimental (tabla IV.11). Se muestran también en la tabla I.V.12 los
parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados a modelo no

compartimental.
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Figura IV.11- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media * D.E.; n=6) tras la administraciéon de una dosis oral de 2 mg/kg
en terneras de 10 dias.
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Tabla IV.11.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral

de marbofloxacina en terneras de 10 dias (modelo monocompartimental).

TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA
PARAMETRO | UNIDAD 7 8 9 10 11 12
Tmax h 4.023 12.135 3.677 11.430 6.657 11.676
Cmax ug/ml 0.568 0.274 0.634 0.299 0.397 0.178
ABC (ug.h/ml) | 11.753 10.148 15.571 9.514 10.749 8.243
K01 1/h 0.772 0.072 0.888 0.108 0.364 0.191
Y2 KO1 h 0.898 9.595 0.781 6.397 1.906 3.635
K10 1/h 0.060 0.074 0.048 0.069 0.051 0.031
t2 K10 h 11.563 9.312 14.399 9.974 13.615 22.638
CL/F (ml/h.kg) | 170.17 197.00 128.00 210.00 186.00 242.64
(Vd area,
VIF I’kg / F) 2.838 2.648 2.668 3.025 3.655 7.924

DESV.
EST.
3.763
0.174
2.801
0.334
3.566
0.018
5.318

41.96

2.240

La biodisponibilidad porcentual (F%) promedio determinada para esta edad y via de
administracion fue de 54,8 %.
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Tabla IV.12.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral
de marbofloxacina en terneras de 10 dias (modelo no compartimental).

TERNERA TERNERA TERNERA TERNERA TERNERA TERNERA
PARAMETRO | UNIDAD 7 8 9 10 11 12
Tmax h 4.0 8.0 6.0 12.0 6.0 8.0
Conax ug/ml 0.771 0.287 0.614 0.292 0.444 0.178
ABCpoqt ug.h/ml | 12.2108 | 9.705 15.314 9.291 10.639 | 7.2398
T h 18.7209 | 23462 | 16.695 | 12.715 | 16.852 | 25.2356
A 1/h 0.037 0.030 0.042 0.055 0.041 0.0275
ABCoo ug.h/ml | 13.3688 | 10.617 | 15.994 0.762 11.182 | 8.4051
VzIF llkg 4.040 6.376 3.012 3.758 4.349 8.663
CIF ml/h.kg 14960 | 188.00 | 125.00 | 205.00 | 179.00 | 237.94
MRTlas h 18.9959 | 24534 | 20982 | 21.913 | 21.664 | 28.3901
MRToo h 251474 | 31.869 | 24347 | 24781 | 25485 | 40.0393

IV.3.5. Administracion intravenosa en terneras de 50 dias de vida.

La tabla IV.13 muestra las concentraciones plasmaticas, media y desviacidon

estandar en funcién del tiempo, obtenidas tras la administracién intravenosa de una

dosis de 2 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina en terneras de 50 dias de

vida (n=6). En la figura IV.12 se muestra la evolucién de las concentraciones

plasmaticas correspondientes.

El pH de orina en estos animales fue de de 7,81 + 1,11.

En las tablas IV.14 y 1.V.15 se muestran los parametros farmacocinéticos, media y

desviacion estandar, ajustados a modelos bicompartimental y no compartimental.
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Tabla IV.13- Concentracion plasmatica (pg/ml) de marbofloxacina
tras la administracion intravenosa en terneras de 50 dias.

Tiempo | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA DESV
(h) 1 2 5 6 13 14 MEDIA | EST.
0.083 2.491 2.468 1.826 2.777 2.400 2.410 2.395 0.311
0.166 2.007 2.286 1.598 2.581 1.716 2.288 2.079 0.376
0.25 2.503 2.235 1.595 2.188 1.507 2.023 2.008 0.387
0.333 1.860 2.162 1.533 1.928 1.532 2.046 1.844 | 0.262
0.5 1.700 1.844 1.444 1.810 1.464 1.702 1.661 0.170
0.75 1.710 1.477 1.375 1.566 1.352 1.469 1.491 0.132

1 1.291 1.244 1.236 1.496 1.191 1.422 1.313 0.119
15 0.755 1.073 1.136 1.274 1.024 1.398 1.110 0.222
2 0.722 1.046 0.965 1.188 0.900 0.917 0.956 0.156
3 0.667 0.784 0.792 0.734 0.796 0.668 0.740 0.060
4 0.478 0.508 0.701 0.704 0.543 0.573 0.585 0.097
6 0.337 0.211 0.393 0.541 0.360 0.374 0.369 0.106
8 0.270 0.156 0.264 0.285 0.244 0.253 0.245 0.046
10 0.147 0.104 0.136 0.211 0.165 0.183 0.158 0.038
12 0.095 0.091 0.103 0.082 0.130 0.120 0.104 0.018
24 MLC MLC MLC 0.031 MLC MLC MLC 0.013
30 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
36 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
MLC: Menor al limite de cuantificacion.
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Figura IV.12- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media % D.E.; n=6) tras la administraciéon de una dosis intravenosa de 2 mg/kg
en terneras de 50 dias.
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Tabla IV.14.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intravenosa de marbofloxacina en terneras de 50 dias (modelo bicompartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERI:\LIERA TERI;IERA TERI;IERA TERIglERA TER:IL\lsERA TERJI-\LERA MEDIA DEESST\./'
A ug/mi 1.935 1.121 0.781 1.512 0.434 1.040 1.137 0.530
B ug/ml 0.678 1.603 1.613 1.799 1.353 1.757 1.467 0.417
a 1/h 1.055 1.992 14.272 4.331 1.326 3.348 4.387 5.000
B 1/h 0.134 0.279 0.233 0.232 0.212 0.268 0.226 0.052
ABC ug.h/ml 6.909 6.304 6.994 8.115 6.707 6.860 6.981 0.606
tY2 K10 h 1.832 1.604 2.024 1.699 2.602 1.700 1.910 0.369
Y2 a h 0.657 0.348 0.049 0.160 0.523 0.207 0.324 0.231
t2 h 5.184 2.482 2.981 2.992 3.269 2.583 3.249 0.991
K10 1/h 0.378 0.432 0.342 0.408 0.266 0.408 0.373 0.060
K12 1/h 0.437 0.552 4.470 1.696 0.216 1.006 1.396 1.595
K21 1/h 0.373 1.287 9.691 2.460 1.055 2.203 2.845 3.440
Co ug/ml 2.613 2.725 2.395 3.311 1.787 2.797 2.605 0.503
Clg mi/h.Kg 289.00 317.00 286.00 246.00 298.00 292.00 288.00 23.00
AUMC ug.h2/m| 39.690 20.838 29.851 33.601 30.338 24.500 29.803 6.648
MRT h 5.745 3.306 4.268 4,141 4,523 3.572 4.259 0.857
Vd ss (area) |I/kg 1.663 1.049 1.220 1.021 1.349 1.041 1.224 0.251
Tabla IV.15.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intravenosa de marbofloxacina en terneras de 50 dias
(modelo no compartimental).

DESV.
PARAMETRO | UNIDAD TERI;IERA TERI;ERA TERI;IERA TERI(\SIERA TER{\lsERA TERll\LllERA MEDIA 5
Co ug/mi 3.092 2.665 2.087 2.988 2.218 2.918 2.661 0.421
ABC, st ug.h/ml 6.021 6.083 6.630 8.476 6.271 6.871 6.726 0.917
T¥Ar h 2.654 2.532 2.945 3.736 3.809 3.631 3.218 0.575
A 1/h 0.261 0.274 0.235 0.186 0.182 0.191 0.221 0.041
ABCoo ug.h/ml 6.375 6.3127 7.0422 8.5753 6.941 7.505 7.125 0.838
Vz L/kg 1.201 1.157 1.206 1.257 1.584 1.396 1.300 0.161
Cl mi/h.kg 313.0 316.0 284.0 233.0 288.0 267.0 283.5 313.0
MRT st h 3.2554 2.8101 3.4358 4.3669 3.481 3.299 3.441 0.512
MRTw h 3.9527 3.2766 4,185 4.6577 4.833 4.476 4.230 0.565
Vss I’kg 1.240 1.038 1.188 1.086 1.393 1.193 1.189 0.124
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IV.3.6. Administracion oral en terneras de 50 dias de vida. Dosis de 2

mg/kg.

En la tabla IV.16 y figura IV.13 se muestran las concentraciones plasmaticas,
media y desviacién estandar en funcién del tiempo, tras la administracién oral de
una dosis de 2 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina en terneras de 50 dias de
vida (n=4). En este ensayo hubo que descartar una ternera (n° 19), la cual
manifestd diarrea sanguinolenta de etiologia parasitaria entre el 2° y 3° dia de

muestreo.

Los datos de concentracidon plasmatica se ajustaron mejor a un modelo
monocompartimental (tabla IV.17). Se muestran también en la tabla I.V.18 los
parametros farmacocinéticos, media y desviacidon estandar, ajustados a modelo no

compartimental.

El pH de orina en terneras de 50 dias de vida fue de de 8,01 + 1,04.

Tabla IV.16- Concentracion plasmatica (Hg/ml) de marbofloxacina tras la
administracion oral de una dosis (nica de 2 mg/kg en terneras de 50 dias.

MLC: Menor al limite de cuantificacion

Tiempo TERNERA TERNERA TERNERA TERNERA TERNERA DESV,
(h) 15 16 17 18 20 EST,
0 0 0 0 0 0 0
0.166 MLC MLC MLC MLC 0.029 0.097
0.33 0.027 MLC 0.036 MLC 0.049 0.011
0.5 0.043 0.041 0.068 0.025 0.054 0.016
0.75 0.042 0.035 0.110 0.029 0.059 0.033
1 0.051 0.075 0.157 0.027 0.067 0.049
1.5 0.052 0.086 0.177 0.035 0.088 0.020
2 0.071 0.087 0.181 0.045 0.085 0.052
3 0.093 0.098 0.189 0.059 0.113 0.048
4 0.095 0.090 0.222 0.074 0.124 0.059
6 0.110 0.096 0.211 0.117 0.146 0.050
8 0.124 0.131 0.214 0.133 0.149 0.037
10 0.128 0.121 0.182 0.121 0.171 0.030
12 0.077 0.117 0.109 0.109 0.196 0.044
24 0.068 0.109 0.082 0.076 0.092 0.016
30 0.057 0.094 0.056 0.053 0.074 0.017
36 0.050 0.052 0.039 MLC 0.064 0.025
48 0.025 0.029 MLC MLC 0.031 0.001
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Figura IV.13- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media * D.E.; n=5) tras la administracion de una dosis oral de 2 mg/kg
en terneras de 50 dias.

Tabla IV.17.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral
(2 mg/kg) de marbofloxacina en terneras de 50 dias (modelo
monocompartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERJI_\ISERA TERJI_\IGERA TERJI_\I7ERA TER]l-\l8ERA TER;:)ERA DEESSTV.
Tmax h 7.372 6.331 3.698 10.720 10.276 2.905
Crnax ug/mi 0.112 0.118 0.219 0.120 0.168 0.046
ABC (ug.h/ml) 4.166 6.463 4.850 3.989 5.113 0.982
K01 1/h 0.327 0.533 0.806 0.150 0.096 0.292
Y2 KO1 h 2.117 1.302 0.860 4.632 7.189 2.656
K10 1/h 0.035 0.021 0.055 0.053 0.083 0.023
t2 K10 h 19.668 33.215 12.642 13.018 8.325 9.740
CL/F (ml/h.kg) | 480.00 309.00 412.35 501.00 391.00 76.44
(Vd area,
VIF I’kg /F) 13.622 14.830 7.520 9.417 4.698 4.214
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Tabla IV.18.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral
(2 mg/kg) de marbofloxacina en terneras de 50 dias (modelo no compartimental).

PARAMETRO UNIDAD TER]’_\I5ERA TER],_\IGERA TERJI-\I7ERA TERJI-\éERA TERzNoERA DEESSTV_
Tmax h 10.000 8.000 4.000 8.000 12.000 2.966
Crnax ug/ml 0.128 0.131 0.222 0.133 0.196 0.044
ABCost ug.h/ml 2.726 4.098 4.017 2.982 4.809 0.859
T h 27.051 16.890 11.193 23.071 | 14.109 6.505
A 1/h 0.026 0.041 0.062 0.030 0.049 0.015
ABCw ug.h/ml 4.662 4.925 4.645 4.746 5.453 0.336
VzIF I/kg 16.741 9.896 6.952 14.027 7.465 4.249
ClIF mi/h.kg 429.00 406.00 430.56 421.00 | 367.00 26.30
MRTl,st h 16.054 20.074 13.229 16.494 | 18.340 2.573
MRTw h 40.550 28.853 18.488 36.117 | 24.251 8.874

La biodisponibilidad porcentual (F%) promedio determinada para esta edad y via de
administracion fue de 68,6 %.

IV.3.7. Administracion oral en terneras de 50 dias de vida. Dosis de 5

mg/kg.

En la tabla IV.19 y figura IV.14 se muestran las concentraciones plasmaticas,
media y desviacion estandar en funcidn del tiempo, tras la administracion oral de
una dosis de 5 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina en terneras de 50 dias de
vida (n=5). En este ensayo hubo que descartar una ternera (n° 25) que regurgité

parte de la dosis administrada en las primeras 2 horas de muestreo.

Los datos de concentraciéon plasmatica se ajustaron mejor a un modelo
monocompartimental (tabla IV.20). Se muestran también en la tabla I.V.21 los
parametros farmacocinéticos, media y desviacion estandar, ajustados a modelo no

compartimental.
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Tabla IV.19- Concentracion plasmatica (ug/ml) de marbofloxacina tras la
administracion oral de una dosis Gnica de 5 mg/kg en terneras de 50 dias.

Tiempo | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | TERNERA | MEDIA DESV,
(h) 21 22 23 24 26 EST,
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.166 0.113 MLC 0.064 0.044 0.078 0.075 0.029
0.33 0.113 0.042 0.180 0.071 0.131 0.107 0.060
0.5 0.172 0.061 0.191 0.118 0.190 0.146 0.059
0.75 0.208 0.132 0.378 0.168 0.248 0.227 0.109
1 0.248 0.202 0.586 0.163 0.277 0.295 0.194
1.5 0.257 0.252 0.750 0.158 0.336 0.351 0.268
2 0.300 0.342 0.813 0.213 0.351 0.404 0.270
3 0.344 0.361 0.850 0.206 0.438 0.440 0.282
4 0.437 0.413 0.913 0.287 0.484 0.507 0.275
6 0.407 0.453 0.959 0.355 0.436 0.522 0.280
8 0.369 0.374 0.903 0.365 0.423 0.487 0.234
10 0.311 0.331 0.866 0.357 0.347 0.442 0.237
12 0.403 0.099 0.620 0.338 0.265 0.345 0.214
24 0.311 0.114 0.218 0.172 0.278 0.219 0.083
30 0.214 0.063 0.121 0.119 0.186 0.141 0.063
36 0.143 0.025 0.081 0.107 0.169 0.105 0.050
48 0.141 0.000 0.030 0.025 0.167 0.091 0.074

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.14- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media x D.E.; n=5) tras la administraciéon de una dosis oral de 5 mg/kg
en terneras de 50 dias.
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Tabla IV.20.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral
(5 mg/kg) de marbofloxacina en terneras de 50 dias
(modelo monocompartimental).

PARAMETRO | UNIDAD TERZNlERA TERZNZERA TERZI\gERA TERZI\LERA TERZNGERA MEDIA DEESST\./.
Tmax h 7.674 6.576 4.979 8.719 5.545 6.699 1.528
Cmax ug/ml 0.396 0.420 1.067 0.356 0.440 0.536 0.299
ABC (ug.h/iml) | 22.407 8.446 18.233 9.319 18.025 15.286 6.109
K01 1l/h 0.384 0.250 0.376 0.138 0.567 0.343 0.161
t¥2 KO1 h 1.806 2,777 1.843 5.038 1.222 2.537 1.505
K10 1l/h 0.021 0.088 0.092 0.082 0.029 0.062 0.034
t2 K10 h 33.193 7.921 7.497 8.453 24.228 16.258 | 11.806
CL/F (ml/h.kg) | 223.15 592.00 274.23 536.55 110.95 347.38 | 207.55
(Vd area,
VIF kg /F) 10.685 6.765 2.965 6.543 3.870 6.166 3.018

Tabla IV.21.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion oral
(5 mg/kg) de marbofloxacina en terneras de 50 dias
(modelo no compartimental).

PARAMETRO UNIDAD TERleERA TERé\leRA TERstERA TERZI\LERA TER2N6ERA MEDIA DEESSTV_
Tmax h 6.000 8.000 6.000 8.000 8.000 7.200 1.095
Cmax ug/ml 0.437 0.453 0.484 1.048 0.365 0.557 0.278
ABCost ug.h/ml 14.173 8.360 13.198 17.555 8.917 12.441 | 3.834
T% h 16.056 8.325 28.691 8.255 11.082 | 14.482 | 8.553
A 1/h 0.043 0.083 0.024 0.084 0.063 0.059 0.026
ABCwo ug.h/ml 17.361 8.655 19.640 17.902 9.479 14607 | 5.136
VzIF llkg 6.671 6.939 4.215 3.326 8.433 5.917 2.095
ClIF mi/h.kg 288.00 577.72 101.83 279.30 | 527.49 | 354.80 | 196.00
MRTl,g h 21.070 14.451 19.978 12.204 16.705 | 16.882 | 3.706
MRToo h 30.269 16.002 43.074 13.127 19.506 | 24.395 | 12.296

La biodisponibilidad porcentual (F%) promedio determinada para esta edad y via de
administracién fue de 69,6 %.

IV.3.8. Administracion intravenosa en vacas.
Se pueden observar en la tabla IV.22 las concentraciones plasmaticas, media vy

desviacion estandar en funcidn del tiempo, obtenidas tras la administracion

intravenosa de una dosis de 2 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina en vacas
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(n=6). En la figura IV.15 se muestra la evolucién de las concentraciones
plasmaticas correspondientes.

Los datos de concentraciones plasmaticas se ajustaron mejor a un modelo
bicompartimental (Tabla IV.23). En la tabla 1.V.24 también se pueden observar los
parametros farmacocinéticos, su media aritmética y desviacidon estandar, ajustados
a modelo no compartimental.

El pH de orina en vacas fue de de 8,43 £+ 0,30.

Tabla IV.22 Concentracion plasmatica (pg/ml) de marbofloxacina
tras la administracion intravenosa en vacas.

Tiempo

(h) VACA 1 VACA 2 VACA 4 VACA 5 VACA 6 VACA 7
0.083 3.038 4,425 3.840 3.149 4,703 3.072
0.166 2.164 3.628 2.633 3.001 3.316 2.546
0.25 2.249 3.230 2.896 3.047 3.280 2.273
0.333 1.842 1.988 2.492 2.496 2.835 2.014
0.5 1.823 1.943 2.165 1.690 2.439 1.942
0.75 1.365 1.606 1.672 1.786 2.056 1.554
1 1.486 1.524 1.597 1.390 1.860 1.406
1.5 1.255 1.237 1.176 0.963 1.462 1.073
2 1.064 0.868 1.008 1.014 1.138 0.873

3 0.784 0.705 0.579 0.769 0.740 0.653

4 0.584 0.595 0.586 0.412 0.519 0.475

6 0.357 0.376 0.339 0.357 0.325 0.263

8 0.237 0.193 0.162 0.190 0.184 0.148
10 0.111 0.120 0.082 0.084 0.085 0.072
12 0.093 0.067 0.057 0.049 0.055 0.036
24 MLC MLC MLC MLC MLC MLC
30 MLC MLC MLC MLC MLC MLC
36 MLC MLC MLC MLC MLC MLC
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.15- Evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
(Media + D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis intravenosa

de 2 mg/kg en vacas.

Tabla IV.23.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intravenosa de marbofloxacina en vacas (modelo bicompartimental).

PARAMETRO UNIDAD VACA 1 VACA 2 VACA 4 VACA 5 VACA 6 VACA 7
A ug/mi 1.901 4.290 2.187 1.938 2.628 1.552
B ug/ml 1.777 1.753 1.746 1.816 1.924 1.719
o 1/h 5.668 4.874 2.460 2.407 2.051 2.814
B 1/h 0.257 0.270 0.291 0.297 0.301 0.317
ABC ug.h/ml 7.244 7.362 6.884 6.910 7.676 5.976
¥ K10 h 1.365 0.845 1.213 1.276 1.169 1.266
Y% o h 0.122 0.142 0.282 0.288 0.338 0.246
t2 h 2.695 2.563 2.380 2.331 2.304 2.187
K10 1/h 0.508 0.821 0.571 0.543 0.593 0.547
K12 1/h 2.546 2.718 0.926 0.843 0.718 0.954
K21 1/h 2.871 1.606 1.254 1.318 1.040 1.629
Co ug/ml 3.677 6.042 3.933 3.753 4.552 3.271
Clg mi/h.Kg 276.10 271.67 290.51 289.43 260.54 334.67
AUMC ug.h?/ml 26.922 24.149 20.950 20.861 21.882 17.312
MRT h 3.717 3.280 3.043 3.019 2.851 2.897
Vd ss (area) |I/kg 1.026 0.891 0.884 0.873 0.742 0.969

DESV.
EST.
0.985
0.074
1.507
0.022
0.586
0.181
0.086

0.186
0.113
0.920
0.652
0.993
25.86
3.263

0.322
0.096
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Tabla IV.24.- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intravenosa de marbofloxacina en vacas (modelo no compartimental).

PARAMETRO UNIDAD VACA 1 VACA 2 VACA 4 VACA 5 VACA 6 VACA 7
Co ug/ml 4.265 5.397 5.600 3.304 6.670 3.707
ABCast ug.h/ml 6.967 7.103 6.818 6.704 7.638 5.942
TY%A h 2.608 2.516 2.292 2.047 2.313 1.961
A 1/h 0.266 0.276 0.303 0.339 0.300 0.353
ABCw ug.h/ml 7.258 7.348 6.984 6.842 7.812 6.044
Vz I’kg 1.036 0.988 0.946 0.863 0.854 0.936
Cl mi/h.kg 275.55 272.19 286.37 292.31 256.02 330.92
MRT s h 3.018 2.819 2.640 2.692 2.480 2.613
MRTo h 3.528 3.247 2.941 2.940 2.766 2.818
Vss I’kg 0.972 0.883 0.842 0.859 0.708 0.932
En el muestreo de leche realizado en el ordefio solamente se detectaron

concentraciones de marbofloxacina a las 8 horas del tratamiento (0,174 £+ 0,031

ug/ml).

Las concentraciones individuales, promedio y desvio estandar determinadas en el

muestreo manual se muestran en la Tabla IV.25. Los mismos datos se grafican en
la figura IV.16.

Tabla IV.25 Concentracion (pg/ml) de marbofloxacina en leche
tras la administracion intravenosa de 2 mg/kg.

Tiempo DESV
(h) VACA 1 VACA 2 VACA 4 VACA 5 VACA 6 VACA 7 MEDIA | EST.
0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0.453 0.435 0.191 0.208 0.478 0.237 0.334 | 0.135
2 0.634 0.542 0.458 0.453 0.754 0.384 0.537 | 0.137
4 0.730 0.712 0.381 0.561 0.642 0.438 0.577 | 0.144
6 0.436 0.365 0.202 0.258 0.185 0.198 0.274 | 0.104
8 0.250 0.216 0.175 0.254 0.210 0.162 0.211 | 0.038
10 0.170 0.140 0.116 0.094 0.109 0.117 0.124 | 0.027
12 0.132 0.096 0.062 0.105 0.068 0.068 0.088 | 0.028
24 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
30 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
36 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.16- Evolucion de las concentraciones de marbofloxacina en leche (Media
+ D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis intravenosa de 2 mg/kg.

La Tabla IV.26 muestra los parametros farmacocinéticos determinados para estos

valores.

Tabla IV.26.- Parametros farmacocinéticos para las concentraciones lacteas de
marbofloxacina en vacas tratadas por via intravenosa
(modelo no compartimental).

DESV.
PARAMETRO UNIDAD VACA 1 VACA 2 VACA 4 VACA 5 VACA 6 VACA 7 MEDIA EST.
Tmax h 4.000 4.000 2.000 4.000 2.000 4.000 3.333 1.033
Cmax ug/ml 0.73 0.712 0.458 0.561 0.754 0.438 0.609 0.142
ABClast ug.h/ml 4.708 4.21 2.688 | 3.3265 | 3.969 2.711 3.602 0.829
LEZYS h 3.177 3.419 2.672 3.179 2.459 3.194 3.017 0.368
AUMClast | ug.h’ml 22411 | 19.545 | 12.901 | 16.355 | 16.452 | 13.017 | 16.780 | 3.711
MRTlast h 4.7602 | 4.6425 | 4.7995 | 4.9166 | 4.1451 | 4.8015 | 4.678 0.275

IV.3.9. Administracion intramuscular en vacas.
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Se pueden observar en la tabla IV.27 las concentraciones plasmaticas, media vy
desviacion estandar en funcidn del tiempo, obtenidas tras la administracion
intramuscular de una dosis de 2 mg/kg de peso corporal de marbofloxacina en
vacas (n=6). En la figura IV.17 se muestra la evolucién de las concentraciones
plasmaticas correspondientes.

Los datos de concentraciones plasmaticas se ajustaron mejor a un modelo
monocompartimental (Tabla IV.28). En la tabla 1.V.29 también se pueden observar
los parametros farmacocinéticos, su media aritmética y desviacién estandar,

ajustados a modelo no compartimental.

En el muestreo de leche realizado en el ordefo solamente se detectaron

concentraciones de marbofloxacina a las 12 horas del tratamiento (0,202 £+ 0,115

ug/ml).

Tabla IV.27. Concentracion plasmatica (ug/ml) de marbofloxacina tras la
administracion intramuscular en vacas.

Tiempo | VACA VACA VACA VACA VACA VACA
(h) 3 5 8 9 10 11
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.166 1.617 1.746 1.198 0.709 1.049 0.896
0.333 1.894 1.497 2.106 1.619 1.448 1.220
0.5 1.749 1.470 1.488 1.434 1.362 1.330
0.75 1.704 1.610 1.683 1.691 1.269 1.346
1 1.853 1.772 1.541 1.520 1.304 1.137
1.5 1.499 1.467 1.120 1.428 1.466 0.982
2 1.359 1.320 1.031 1.344 1.161 0.722
3 1.187 0.947 1.192 1.190 0.940 0.904
4 0.969 0.770 0.918 1.011 0.918 0.665
6 0.555 0.311 0.428 0.520 0.563 0.367
8 0.341 0.187 0.231 0.283 0.311 0.211
10 0.136 0.099 0.130 0.175 0.167 0.120
12 0.090 0.056 0.078 0.096 0.093 0.061
24 MLC MLC MLC MLC MLC MLC
30 MLC MLC MLC MLC MLC MLC
36 MLC MLC MLC MLC MLC MLC
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.17 - Evolucién de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina

(Media * D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis intramuscular
de 2 mg/kg en vacas.

Tabla IV.28- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intramuscular de marbofloxacina en vacas (modelo monocompartimental).

VACA VACA VACA VACA VACA VACA
PARAMETRO UNIDAD 3 5 8 9 10 11
Tmax h 0499 | 0539 | 0253 | 0.605 | 0.908 | 0.48
Cmax ug/ml 1.900 | 1633 | 1.828 | 1672 | 1.3901 | 1.29
ABC (ug.h/ml) 9281 | 8295 | 7.799 | 9.149 | 8594 | 6.16
K01 1/h 7.103 | 0.768 | 50.088 | 7.213 | 1.703 | 8.76
t5 KO1 h 0.098 | 0.903 | 0014 | 0.096 | 0.407 | 0.08
K10 1/h 0.230 | 0400 | 0241 | 0203 | 0219 | 0.23
tvs K10 h 3.019 | 1733 | 2.882 | 3.420 | 3.165 | 3.00
CLIF (mi/h/kg) 21548 | 241.11 | 256.43 | 218.60 | 232.71 | 324.42
VIF (Vdarea, L/kg /F)| 0938 | 0602 | 1.066 | 1.078 | 1.062 | 1.404

Las concentraciones individuales, promedio y desvio estandar determinadas en el

muestreo manual de leche se muestran en la Tabla IV.30. Los mismos datos se

grafican en la figura IV.18.
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Tabla IV.29- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intramuscular de marbofloxacina en vacas (modelo no compartimental).

VACA VACA VACA VACA VACA VACA
PARAMETRO UNIDAD 3 5 8 9 10 11
Tmax h 0.333 1.000 0.333 0.750 1.500 0.750
Cmax ug/ml 1.894 1.772 2.106 1.691 1.466 1.346
ABCst ug.h/ml 8.634 6.990 7.418 8.161 7.603 5.784
T h 2.328 2.300 2.554 2.498 2.301 2.35
A 1/h 0.298 0.301 0.271 0.278 0.301 0.29
ABCoo ug.h/ml 8.931 7.173 7.703 8.510 7.910 6.000
Vz/F L/kg 0.752 0.925 0.956 0.847 0.839 1.130
Cl/F mi/h.kg 223.94 279.00 259.65 235.01 252.85 333.35
MRTl h 3.451 3.029 3.375 3.589 3.727 3.52
MRToo h 3.847 3.343 3.829 4.083 4177 3.94

Tabla IV.30 Concentracion (pg/ml) de marbofloxacina en leche
tras la administracion intramuscular de 2 mg/kg (Muestreo manual).

Tiempo VACA VACA VACA VACA VACA VACA
(h) 3 5 8 9 10 11
0 0 0 0 0 0 0
0.5 0.085 0.215 0.140 0.079 0.130 0.118
1 0.258 0.447 0.299 0.217 0.276 0.243
2 0.726 0.707 0.490 0.463 0.544 0.419
3 0.506 0.516 0.508 0.728 0.682 0.501
4 0.536 0.523 0.536 0.616 0.665 0.566
6 0.500 0.350 0.435 0.388 0.403 0.351
8 0.185 0.177 0.274 0.311 0.322 0.249
10 0.203 0.104 0.176 0.220 0.166 0.118
12 0.144 0.075 0.108 0.155 0.111 0.087
24 0.187 MLC MLC 0.038 MLC MLC
30 MLC 0.053 0.025 MLC MLC MLC
36 MLC MLC 0.028 MLC MLC MLC
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.18- Evolucion de las concentraciones de marbofloxacina en leche (Media
+ D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis intramuscular de 2 mg/kg.

La Tabla IV.31 muestra los parametros farmacocinéticos determinados para estos

valores.

Tabla IV.31.- Parametros farmacocinéticos para las concentraciones lacteas
de marbofloxacina en vacas tratadas por via intramuscular
(modelo no compartimental).

VACA VACA VACA VACA VACA VACA DESV.
PARAMETRO | UNIDAD 3 5 8 9 10 11 EST.
Tmax h 2 2 4 3 3 4 2
Cmax ug/ml 0.726 0.707 0.536 0.728 0.682 0.566 0.726
ABClast ug.h/ml 6.178 | 3.7873 | 5.2163 | 5.4683 | 4.3885 | 3.5333 6.178
T A h 10.758 | 2.719 8.492 5.656 3.103 2.866 3.082
AUMClast ug.hzlml 58.444 | 16.501 | 40.163 | 39.512 | 22.003 | 17.548 15.114
MRTlast h 9.460 4.357 7.699 7.225 5.013 4.966 1.820

IV.3.10. Administracion intramamaria en vacas.

Luego de la administracién intramamaria de 100 mg de marbofloxacina/cuarterdn

se determinaron los niveles plasmaticos que se observan en la tabla IV.32 vy figura
IV.19 (n=6).
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Si bien el objetivo del uso intramamario no implica el alcance de concentraciones
sistémicas terapéuticas, se procesaron cinéticamente estos datos a los fines de
tener conocimiento del perfil sérico de marbofloxacina por esta via novedosa.
Cuando se procesaron los datos por modelos compartimentales, el que mejor se
ajusté fue el monocompartimental abierto, con absorcion de primer orden (Ver
Tabla IV.32). Asimismo, los parametros farmacocinéticos, media aritmética vy
desviacion estandar ajustados a modelo no compartimental se muestran en la
tabla I.V.33.

En la leche tomada en los ordefnos, se determind una Cnax (n=6, promedio + D.E.)
de 38,56 £ 11,52 ug/ml en el primer muestreo post tratamiento (7 horas
aproximadamente). En los ordefios subsiguientes (16, 31 y 43 horas post
tratamiento aproximadamente) se determinaron valores de 0,28 = 0,06 pg/ml,
0,38 £ 0,10 pg/mly 0,33 £ 0,04 ug/ml, respectivamente.

Por su parte, las concentraciones individuales, promedio y desvio estandar
determinadas en el muestreo manual se muestran en la Tabla IV.34. Los mismos

datos se grafican en la figura IV.20.

Tabla IV.32. Concentraciéon plasmatica (ug/ml) de marbofloxacina
tras la administracion intramamaria en vacas.

Tiempo | VACA VACA VACA VACA VACA VACA
(h) 12 13 14 15 16 17 MEDIA | D.E.
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0
0.25 0.102 0.030 0.039 0.035 0.057 0.036 0.050 | 0.027
0.54 0.149 0.120 0.140 0.117 0.140 0.138 0.134 | 0.013
1 0.213 0.221 0.200 0.202 0.231 0.197 0.211 | 0.013
15 0.218 0.188 0.233 0.217 0.249 0.200 0.218 | 0.022
2 0.207 0.220 0.189 0.228 0.242 0.213 0.217 | 0.018
3 0.155 0.193 0.121 0.159 0.211 0.169 0.168 | 0.032
4 0.094 0.132 0.127 0.106 0.192 0.122 0.129 | 0.034
6 0.038 0.075 0.066 0.068 0.120 0.069 0.073 | 0.027
8 0.030 0.036 0.033 0.029 0.058 0.031 0.036 | 0.011
10 MLC MLC MLC MLC 0.034 MLC 0.006 | 0.014
12 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
24 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
30 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.19 - Evolucién de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina
en vacas (Media * D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis intramamaria
de 100 mg/cuarterén.

Tabla IV.32- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intramamaria de marbofloxacina en vacas. (modelo monocompartimental).

VACA VACA VACA VACA VACA VACA DESV.
PARAMETRO UNIDAD 12 13 14 15 16 17 MEDIA EST.
Tmax h 1.368 1.249 1.249 1.539 1.772 1.511 1.448 0.201
Cmax ug/ml 0.220 0.213 0.213 0.221 0.253 0.214 0.222 0.015
ABC (ug.h/ml) 0.883 0.883 0.883 0.968 1.526 1.043 1.031 0.251
K01 1/h 1.060 1.979 1.979 1.256 1.183 1.441 1.483 0.404
tv2 KO1 h 0.654 0.350 0.350 0.552 0.586 0.481 0.495 0.126
K10 1/h 0.478 0.351 0.351 0.385 0.252 0.314 0.355 0.075
Y2 K10 h 1.450 1.975 1.975 1.801 2.752 2.210 2.027 0.436
CL/F (ml/h.kg) 747.40 | 747.41 | 747.41 | 681.92 | 432.52 | 632.56 | 664.87 123.09
VIF (Vd area; kg 1 F) 1.563 2.129 2.129 1.772 1.717 2.017 1.888 0.237
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Tabla IV.33- Parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
intramamaria de marbofloxacina en vacas (modelo no compartimental).

VACA VACA VACA VACA VACA VACA DESV.
PARAMETRO | UNIDAD 12 13 14 16 17 MEDIA EST.
Tmax h 1.500 1.500 1.500 2.000 1.500 2.000 1.667 0.258
Cmax ug/ml 0.218 0.224 0.233 0.228 0.249 0.213 0.228 0.013
ABC st ug.h/mi 0.852 0.970 0.834 0.913 1.374 0.937 0.980 0.200
T¥A h 2.047 2.208 2.446 2.097 2.342 2.075 2.202 0.161
A 1/h 0.339 0.314 0.283 0.331 0.296 0.334 0.316 0.022
ABCoo ug.h/ml 0.927 1.089 0.950 1.006 1.488 1.034 1.082 0.207
Vz/F I’kg 2.103 1.930 2.450 1.985 1.498 1.910 1.979 0.308
ClIF mi/h.kg 712.27 | 606.04 | 694.55 | 656.18 | 44358 | 638.24 | 625.14 | 96.82
MRT st h 2.745 3.181 3.030 3.055 3.775 3.106 3.149 0.341
MRTew h 3.407 4.058 4.071 3.792 4511 3.848 3.948 0.367
Tabla IV.34 Concentracion (pg/ml) de marbofloxacina en leche
tras la administracion intramamaria (muestreo manual).
Tiempo VACA VACA VACA VACA VACA VACA DESV
(h) 12 13 14 15 16 17 MEDIA | EST.
0.25 446.03 379.33 537.96 631.34 253.06 404.14 441,98 | 131.25
0.5 241.71 366.02 288.26 245.21 158.40 305.32 267.49 | 70.19
1 305.10 104.19 94.29 216.04 116.18 242.51 179.72 | 87.20
1.5 218.63 47.06 58.67 116.59 144.84 112.13 116.32 | 62.32
2 522.45 477.54 132.31 394.31 128.93 410.26 344.30 | 171.85
3 137.10 93.51 108.45 108.26 150.98 185.39 130.61 | 34.13
4 79.08 53.44 81.61 52.19 121.05 156.23 90.60 40.76
6 104.33 64.21 64.25 49.83 296.16 185.99 127.46 | 96.38
8 203.49 13.80 10.02 8.45 115.04 38.44 64.87 79.03
10 6.00 7.02 3.77 6.58 7.22 5.34 5.99 1.29
12 2.99 3.67 2.98 2.59 4.00 2.45 3.11 0.61
24 MLC MLC MLC MLC 0.36 MLC 0.06 0.15
30 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -
48 MLC MLC MLC MLC MLC MLC MLC -

MLC: Menor al limite de cuantificacion
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Figura IV.20- Evolucion de las concentraciones de marbofloxacina en leche
(Media * D.E.; n=6) tras la administracion de una dosis intramamaria

de 100 mg/cuarteron.

La Tabla IV.34 muestra los parametros farmacocinéticos determinados con las

concentraciones lacteas en esta via de administracion.

Tabla IV.34.- Parametros farmacocinéticos para las concentraciones lacteas
de marbofloxacina en vacas tratadas por via intramamaria
(modelo no compartimental).

VACA VACA VACA VACA VACA VACA DESV.
PARAMETRO UNIDAD 12 13 14 15 16 17 MEDIA EST.
Tmax h 2 2 025 | 025 6 2 2.083 | 1.918
Cmax ug/ml 522.44 | 47754 | 537.96 | 631.34 | 296.15 | 410.26 | 479.28 | 105.45
ABClast ug.h/ml 1845.09 | 1062.40 | 933.70 | 1233.86 | 1573.77 | 1649.15 | 1383.00 | 328.54
T h 0.657 | 2.091 | 1.623 | 1.694 | 0.883 | 0.926 | 1.313 | 0518
AUMClast | ug.h?/ml 6722.98 | 2672.95 | 2234.67 | 2406.04 | 7171.64 | 5379.97 | 4431.30 | 2068.80
MRTlast  |h 364 | 251 | 2.39 195 | 455 | 326 | 305 | 087
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IV.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO

En

las Tablas IV.35 y IV.36 se pueden observar los resultados de la

comparacién estadistica (ANOVA con post test Bonferroni) de los parametros

farmacocinéticos obtenidos por el método no compartimental en terneros.

En la via intravenosa se compararon las terneras de distintas edades entre si

y vacas. En la via

oral

S€ compararon

los valores obtenidos en terneras de

diferentes edades y ademas en animales de 50 dias de vida se tuvieron en cuenta

los valores obtenidos con las dos dosis utilizadas (2 y 5 mg/kg).

Tabla IV.35.- Comparacion estadistica de los principales parametros
farmacocinéticos obtenidos luego de la administracion intravenosa
(modelo no compartimental).

ABCIast ABCwo
Co (hrug (hr*ug Vz Vs A cl MRTa.st | MRT, | Vss
(ug/ml) /ml) /ml) (L/kg) (h) (ml/h/kg) (h) (h) (L/kg)
NEONATOS vs
10 DIAS ns ns ns ns ns ns ns ns ns
NEONATOS vs
50 DIAS ns P<0.01 P<0.01 ns P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 ns
NEONATOS vs
VACAS ns P<0.001 P<0.01 ns P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 ns
10 DIAS vs 50
DIAS P<0.05 P<0.05 P<0.05 ns P<0.05 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.05 ns
10 DIAS vs
VACAS ns P<0.05 P<0.05 ns P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.01| ns
50 DIAS vs
VACAS P<0.05 ns ns ns ns ns ns ns ns
Tabla IV.36.- Comparacion estadistica de los principales parametros
farmacocinéticos obtenidos luego de la administracion oral
(modelo no compartimental).
ABCst ABCowo tY2
Toax | Cmax (ug.h (ng.h Vz/F A Cl/F MRTst | MRT,
(h) (ug/ml) /ml) /ml) (I’kg) (h) | (ml/h.kg) (h) (h)
NEONATOS vs 10
DIAS ns P<0.05 P<0.05 P<0.05 ns ns ns ns ns
NEONATOS vs 50
DIAS 2 mg/kg ns P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | ns P<0.01 ns ns
10 DIAS vs 50 DIAS
2 mg/kg ns ns ns ns P<0.01 ns | P<0.01 ns ns
50 DIAS 2mg/kg vs
5 mg/kg ns P<0.05 P<0.05 P<0.01 P<0.05 ns ns ns ns
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En vacas se compararon los valores de los principales parametros
farmacocinéticos obtenidos para las vias intravenosa e intramuscular (T de
Students, Nivel de significancia= 0,05), determindandose Unicamente significancia

estadistica para el tiempo medio de residencia (MRT,st: P<0.001 , MRT,, : P<0.01.)

La comparacién estadistica de los principales parametros farmacocinéticos
obtenidos en base a los perfiles de marbofloxacina en leche determinados luego de
la administracién por via intravenosa, intramuscular o intramamaria, se pueden

observar en la Tabla I1V.37.

Tabla IV.37.- Comparacion estadistica de los principales parametros
farmacocinéticos obtenidos en base al perfil lacteo de marbofloxacina.
(modelo no compartimental).

G ABC st tYa A MRT st

Tmax (h) (ng/ml) (1g.h /ml) (h) (h)
INTRAVENOSA vs. ns ns ns ns ns
INTRAMUSCULAR
INTRAVENOSA vs.
INTRAMAMARIA ns P<0.001 P<0.001 ns ns
INTRAMAMARIA vs.
INTRAMUSCULAR ns P<0.001 P<0.001 P<0.01 P<0.01

IV.5. DETERMINACI(’),N DE CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA PARA
S. AUREUS Y CALCULO DE PARAMETROS INDICADORES DE EFICACIA
ANTIMICROBIANA.

En la Tabla IV.38 se muestran los valores de CIM determinados para las 163
cepas analizadas. En el apartado Anexos se detallan los valores obtenidos para
cada cepa en particular, junto a los resultados de su enfrentamiento con los discos

de antibiograma.
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Tabla IV.38. Concentraciones inhibitorias minimas determinadas para las cepas
de S. aureus aisladas.

N° de cepas CIM Porcentaje Porcentaje
sobre el acumulado
total
2 0,125 pg/mi 1,2 % 1,2 %
28 0,25 pg/ml 17,1 % 18,3 %
60 0,5 ug/ml 36,8 % 55,1 %
73 1 ug/mli 44,8 % 100 %
TOTAL: 163

De acuerdo a estos resultados, se determiné una CIMsq de 0,5 pg/ml y una

CIMgg de 1 pg/ml. Asimismo, con estos valores fueron estimados los parametros

indicadores de eficacia antimicrobiana (Tabla IV.39).

Tabla IV.39. Parametros indicadores de eficacia determinados en base
a las concentraciones lacteas de marbofloxacina determinados en cada via
de administracion.

Via de administracion

Intravenosa Intramuscular Intramamaria
Cmax/ C:[M90 0’17 0,65 479,28
ABCo-jast / CIMgg (h) 072 4 67 1383,00
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V. DISCUSION
V.1. MATERIAL
Material biol6égico

Los animales empleados en el estudio fueron bovinos sanos,
hembras, de raza Holando Argentino, siendo las terneras de 24 a 40 horas
de vida (identificadas como neonatas), 9 a 12 dias de vida (identificadas
como 10 dias) y de 47 a 55 dias de vida (identificadas como 50 dias). Por
su parte, las vacas eran de 2,5 a 7 anos de vida, 32 a 52 lactancia y 548 a
637 kg de peso vivo.

Todos los animales que participaron en la experimentacion (terneras
por un lado y vacas adultas por otro) se manejaron de acuerdo a las
condiciones del tambo al que pertenecian, y fueron alimentados
similarmente segun su edad. Esta seleccidn de los individuos se realizd
siguiendo el principio que indica que la homogeneidad en el grupo de
animales empleados para estudios farmacocinéticos en los que no se utiliza
un gran numero de sujetos es un factor importante para poder reducir al

minimo la variabilidad interindividual.

El protocolo de utilizacion de los animales para la experimentacion
fue aprobado por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral. Dicho Comité
evalué el disefio experimental del proyecto de tesis, teniendo en cuenta las
cuestiones éticas y de bienestar animal en las pautas de utilizacién de los
animales, asi como también la seguridad del personal involucrado en el

manejo de los mismos.

La seleccién de los animales siguid un sistema de prioridades para
intentar conservar la uniformidad del grupo. De esta manera, se tuvieron en

cuenta los siguientes factores:

El estado de salud se consideré como condicion esencial para la

inclusion de los sujetos en el grupo de estudio. Cualquier indicio sobre
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posibles afecciones en el estado general, la funcién circulatoria,
gastrointestinal, hepatica o renal de los animales seria considerado como

causa de exclusion.

El sexo de los animales, no es un factor que influya en Ia
farmacocinética de las fluoroquinolonas, como ha sido demostrado
ampliamente, por lo que se eligieron solo hembras como grupo mas
representativo de la poblacién en estudio (Stroshane y col., 1990;
Granneman y Guay, 1991; Nakagawa y col., 1995; Okuyama y col., 1997;
Efthymiopoulos y col., 1997a; Yun y col., 1997; Poher y Blanc, 1998).

La edad de los animales adultos se escogid de manera tal que se
conformara un grupo homogéneo. Por su parte, las terneras se utilizaron en
las edades mencionadas en funcidn de la maduracion de los sistemas
excretores (renal, hepatico) y del desarrollo anatomo-fisioldgico del sistema
digestivo.

La funcion renal no estd completamente desarrollada al momento del
nacimiento en mamiferos. Esto puede resultar en una excrecion reducida de
los farmacos. Sin embargo, los rumiantes al momento del nacimiento
poseen un sistema excretor renal considerablemente mas maduro que otras
especies (De Backer, 1986). Especificamente en bovinos, la actividad
excretora, tanto por filtracion glomerular como por secrecién tubular activa,
madura rapidamente en el periodo neonatal, alcanzando los valores de
adulto en aproximadamente 48 horas de vida (Schwark, 1992).
Considerando que marbofloxacina es un farmaco que se elimina en amplia
proporcidén por orina, principalmente en terneros prerrumiantes (75 % vs 54
% en vacas), se trabajé con animales de menos de 48 horas de vida para
estudiar la influencia de esta inmadurez renal sobre la cinética (Thomas y
col., 1994a).

En cuanto al metabolismo hepatico, ha sido ampliamente estudiado
que el grado de desarrollo al nacimiento es diferente para cada una de las
vias metabdlicas; asi la actividad oxidativa del sistema microsomal
citocromo P-450 al igual que las reacciones de glucuronoconjugacién estan

poco desarrolladas en neonatos, en tanto que la capacidad de acilacion y
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conjugaciéon con sulfatos y glicina en el recién nacido es similar a la de los
adultos (de Backer, 1986).

El metabolismo oxidativo en terneros se desarrolla de manera
gradual, siendo similar al de los adultos entre las 3 y 12 semanas de vida
(Nouws, 1992). Es importante consignar que la naturaleza del farmaco al
igual que la composicién del alimento afectan el desarrollo del metabolismo
oxidativo a nivel hepatico, asi la ingesta de alimentos toscos estimula los
procesos de oxidaciéon, mientras que la alimentacion con leche parece
demorarla. En terneros, se ha demostrado que existe una baja capacidad
oxidativa durante los primeros dias de vida para varias sulfamidas (Nouws vy
col., 1988).

En cuanto al desarrollo del sistema digestivo, en los rumiantes el
desarrollo del estdbmago es incompleto al momento del nacimiento,
pudiéndose dividir en general en tres etapas: del nacimiento a las tres
semanas de edad, donde el rumen y el reticulo no son funcionales; de tres a
ocho semanas, aqui los proventriculos inician su desarrollo y de las ocho
semanas en adelante, cuando estos drganos son por completo funcionales
(Gdrtler y col., 1987).

En los terneros recién nacidos pueden distinguirse ya claramente las
cuatro cavidades del sistema de proventriculos y estdmago. En ese
momento corresponde al abomaso entre el 56 al 62% del volumen total del
complejo gastrico. Como resultado de la ingestidn de alimentos vegetales,
se produce después un notable desarrollo de los proventriculos, de manera
gue a la edad de 4 semanas constituyen, el rumen y el reticulo, el 64% del
volumen gastrico total, cifra que se eleva al 75% a las 12 semanas. En los
animales adultos esta proporcidon acaba por ser del 87% del volumen total
(Gdrtler y col., 1987).

Para conservar la uniformidad del sistema experimental se
seleccionaron animales que pertenecieran a una misma raza. Se escogio la
raza Holando Argentino por ser la mas representativa de la poblacion, ya
gue es la raza lechera mas numerosa en la Argentina (se estiman 500.000

cabezas al afo 2010).
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Dada la homogeneidad del grupo en estudio y de los resultados
obtenidos, puede considerarse que el niumero de animales utilizados (6
para cada edad y/o via de administracién) fue suficiente para la realizacidon
del estudio farmacocinético. Debido a razones éticas se buscd trabajar con
un numero reducido de animales, que, a su vez, permitiera llevar a cabo un
estudio valido desde el punto de vista estadistico. El nimero de individuos
empleados fue similar al utilizado en otros trabajos que habian sido
desarrollados con este farmaco en distintas especies (Petracca y col., 1993;
Thomas y col., 1994a; Cester y col., 1996; Schneider y col., 1996; Martinez
Larrafaga y col., 1997a; Marbofloxacin Reference Book, 1999; Tafur
Garzoén, 2000; Garcia Montijano y col., 2001; Heinen, 2000; Schneider y
col., 2000), asi como al utilizado en trabajos posteriores con marbofloxacina
(Albarellos y col., 2005; Waxman Dova y col., 2007; Luders y col., 2012).

Farmacos y productos bioldgicos, reactivos e instrumentacion

El patréon y la especialidad farmacéutica de marbofloxacina fueron
provistos por el Laboratorio de Especialidades Veterinarias Vetoquinol (Lure,
France). Para la manipulacién y almacenamiento de los mismos se siguieron
las instrucciones recomendadas por dicho laboratorio, resguardando en todo
momento el producto de la luz solar, debido a su fotosensibilidad

El patrén interno ofloxacina utilizado fue un estandar de calidad de
referencia internacional (Sigma).

Para la realizacién del estudio por via intramamaria se prepard una
forma farmacéutica (pomos) debido a la inexistencia de un preparado
comercial de marbofloxacina para ser administrado por esta via. Los pomos
se formularon en una base oleosa, similar a la utilizada en otros productos
comerciales. Con el fin de verificar la inocuidad de la forma farmacéutica
elaborada, previamente a la realizacién de los ensayos se la administré a
tres vacas no incluidas como animales experimentales. En cada vaca se
practicé recuento de células somaticas (RCS) y semiologia antes y después
del tratamiento, verificandose que el producto no produjo irritacién de la

glandula mamaria.
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Se realizaron controles periédicos de mantenimiento, calibrado y
limpieza de los aparatos utilizados para la deteccién y el procesado de las
muestras siguiendo las recomendaciones de uso y las Buenas Practicas de
Laboratorio.

Con este sistema se intentd asegurar la maxima calidad de los
productos a utilizar, el buen estado de los instrumentos y, por tanto, la

fiabilidad de los datos obtenidos.

V.2. METODOS

V.2.1. Protocolos de administracion del farmaco, obtencién y

acondicionamiento de las muestras.

Para las vias intravenosa e intramuscular se escogid la dosis de 2
mg/kg, teniendo en cuenta las recomendaciones del laboratorio elaborador,
la EMEA, y los resultados de estudios previos en bovinos (Thomas y col.,
1994a; Thomas y col., 2001; Marbofloxacin Reference Book, 1999, Sidhu y
col., 2005; Sidhu y col., 2010). De esta forma se podria realizar un estudio
comparativo con los resultados obtenidos por otros autores y con las

condiciones de utilizacion clinica (o de campo) mas frecuentes.

En cuanto a la via oral, si bien el laboratorio elaborador de los bolos
recomienda una dosis de 1 mg/kg para el tratamiento de patologias
digestivas en terneros (Marbofloxacin Reference Book, 1999), en nuestro
trabajo elegimos una dosis de 2 mg/kg, considerando la escasa
biodisponibilidad per os de las quinolonas en rumiantes, lo cual fue
confirmado por diversos autores. Elmas y col. (2000) obtuvieron una
biodisponibilidad oral de 23 % tras la administraciéon de enrofloxacina en
cabras. En terneros, el acido oxolinico mostré una absorcion pobre y
dependiente de la dosis (Ziv, 1976) y tras la administracién oral de 5 mg/kg
de danofloxacina se obtuvieron niveles plasmaticos iguales o inferiores a su
nivel minimo de detecciéon (0,05 pg/ml) en todas las muestras, lo que
podria deberse a la dilucién del farmaco en el volumen reticulo ruminal o a

su posible unién a la ingesta (Mann y Frame, 1992). De manera similar
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Gonzalez y col. (1997) observaron tras la administracion oral de
norfloxacina en ovejas una biodisponibilidad de 4,04 % y sugieren que la
quelacion con cationes multivalentes presentes en el rumen o a la adsorcion
al contenido ruminal podrian explicar este resultado. Considerando esto,
una dosis superior fue utilizada en nuestros ensayos, con el objetivo de
alcanzar niveles plasmaticos mensurables y determinar, en base al perfil
obtenido, el posible el uso de esta via en el tratamiento de infecciones
sistémicas.

En el caso del ensayo en terneras de 50 dias de vida, se utilizd,
ademas, una dosis aun mayor, 5 mg/kg, previendo una biodisponibilidad

mas reducida, a medida que el sistema digestivo estd mas desarrollado.

Para la determinacion de la dosis intramamaria (100 mg/cuarterdn),
al no tener referencias previas de ningun tipo con quinolonas, se realizd un
calculo de la produccién lactea y las concentraciones necesarias que se
debian alcanzar para conseguir unos niveles que al menos superasen la
CIMgg para S. aureus previamente reportada por otros autores (0,229
ug/ml) (Schneider y col., 2004).

Las vias de administracion se seleccionaron de acuerdo con las
recomendadas por el laboratorio elaborador (Marbofloxacin Reference Book,
1999) y siguiendo los criterios utilizados en otros trabajos (Shojaee Aliabadi
& Lees, 2002; Schneider y col., 2004, Sidhu y col., 2010).

La via intramamaria no es utilizada con frecuencia o incluso en
algunos paises no esta autorizada para la aplicacién de fluoroquinolonas. No
obstante puede ser necesario su empleo en el tratamiento de mastitis
resistentes a otros antimicrobianos y ser reservada sélo para casos de
extrema necesidad en que los estudios de sensibilidad sobre patdgenos
responsables de una mastitis asi lo demanden. Asimismo, marbofloxacina
ha demostrado excelente actividad in vitro frente a diferentes patégenos
mamarios en bovinos (Ganiere y col., 2004; Meunier, D., Schneider y col.,
2004). Por esta razon, se decidié estudiar el comportamiento de una
formulacion de uso intramamario, comparar los niveles lacteos del
antimicrobiano con aquellos obtenidos por via intravenosa e intramuscular,

y determinar parametros indicadores de eficacia frente a un patégeno de
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elevada incidencia en la mastitis bovina como S. aureus.

El protocolo que se siguié para la toma de muestras, a tenor de los
resultados obtenidos, abarcé todo el periodo en el que se pudieron detectar
concentraciones plasmaticas, hasta valores por debajo del limite de
cuantificacion. Esto ha permitido definir las constantes de eliminacién,
llegando al menos a obtener 3 semividas de eliminacion, coincidiendo con el
protocolo que siguen muchos autores para las fluoroquinolonas (Martinez
Larrafiaga y col., 1997b; Shojaee Aliabadi & Lees, 2002, de Lucas y col.,
2004; Carretero y col., 2002; Garcia-Montijano y col., 2006)) 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).

En cuanto a la toma de muestras de leche, diversos autores utilizaron
un muestreo por vaciado completo de la glandula mamaria (Shem-Tov y
col., 1998; Haritova y col., 2003), en nuestro trabajo, ante la imposibilidad
de vaciar la mama en cada muestreo (los animales eran ordefiados cada 12
h aproximadamente, rutina que no debia ser alterada en el establecimiento
lechero utilizado), se decidi6 tomar muestras manuales a intervalos mas
cortos, tratando de obtener una muestra representativa de la leche de los
cuatro cuartos mamarios, y también una muestra en cada ordefio posterior
a la administracion (un total de cuatro a cinco ordefios). De esta forma se
pudo comparar si ambos muestreos eran similares en cuanto a los niveles

de farmaco determinado.

V.2.2. Metodologia analitica.

La mayoria de los métodos para el andlisis de quinolonas estan
basados en el empleo de cromatografia liquida, aunque existen otras
técnicas como la absorcidn 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
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radiacion ultravioleta que presentan las quinolonas, ya que estas muestran
dos bandas de absorcién: 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 emisién de
350-400 nm para las quinolonas acidas y de 440-500 nm para las
quinolonas anfdteras.

Hay que tener en cuenta que a medida que aumenta el pH del medio
la intensidad 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, sélo se utiliza para
estudios de residuos o impacto medioambiental, ya que para estudios
farmacocinéticos no compensa, entre otros factores, por la relacién costo-
beneficio.

La utilizacidon 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 resolucién
adsortiva (AdSV) y voltamperometria de onda cuadrada (SWV), que son
utilizadas fundamentalmente para el estudio de preparados farmacéuticos y
fluidos bioldgicos.

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 utilizdé la cromatografia liquida de alta eficacia
con detector ultravioleta-visible (HPLC/uv) para la deteccién y cuantificaciéon
de la molécula en estudio, siguiendo, la metodologia descrita previamente
por Waxman y col. (2001), aunque modificando el flujo y el tipo de columna
utilizada, mejorando de esta forma la resolucién de los picos y la separacion
frente al solvente y patrén interno.

Debido a que tanto la marbofloxacina es una fluoroquinolona que

168



Discusion

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
(Bregante y col., 1999; Bidgood y Papich., 2005; Dimitrova y col., 2007;
de Lucas y col., 2008; Abo-El-Sooud y col., 2009).

El porcentaje de recuperacion obtenido en plasma en nuestro estudio
(106,9 £ 26,8 %), fue superior al reportado para otras quinolonas por
Bregante y col. en 1999 (78 % y 86 % para enrofloxacina en cabras y
vacas, respectivamente), Berminghan y col. en 2002 (en ovejas, 75 %
para la enrofloxacina y 60 % para la ciprofloxacina), Waxman y col. en
2000 (marbofloxacina en cabras 91 %), Schneider y col. en 2004 (70 %
para marbofloxacina en vacas) y Sidhu y col. en 2010 (95,2 % para
marbofloxacina en terneros).

En nuestro método cromatografico y con el objetivo de controlar las
posibles variaciones que pudieran producirse durante los procesos de
extraccion, desecacion y deteccién, se utilizd como patréon interno
ofloxacina, ya que sus caracteristicas fisico-quimicas son muy similares a
las de marbofloxacina. La ofloxacina también presentd una correcta
absorbancia, permitiendo una adecuada separacion de las moléculas a
estudiar segun su tiempo de retenciéon (6,50 min. marbofloxacina y 7,95
min. ofloxacina, aproximadamente) y por tanto, una facil identificaciéon de
las moléculas.

Las pruebas de validez del método analitico (linealidad en férmico
entre 0,1 y 10 ug/ml: r*= 0,99; reproducibilidad: C.V. interdiapasma = 4,397
%, C.V. intradiapasma = 4,040 %; C.V. interdiaecme= 2,941 %; C.V.
intradiaeche =1,393 % y limite de cuantificacién: 0,025 pg/ml tanto en
plasma como leche) mostraron resultados  satisfactorios. Las
concentraciones utilizadas para comprobar la linealidad entre las distintas
concentraciones de marbofloxacina y el area bajo la curva cromatografica
correspondiente se escogieron de manera tal que abarcara el intervalo de
concentraciones plasmaticas esperadas, en funcion de las registradas en los
estudios farmacocinéticos de marbofloxacina realizados en otras especies
(Petracca y col., 1993; Cester y col., 1996; Schneider y col., 1996; Martinez

Larraflaga y col., 1997a; Marbofloxacin Reference Book, 1999), asi como
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también en bovinos (Thomas y col., 1994a; Shojaee Aliabadi & Lees, 2002,
Sidhu y col.,, 2010). Las concentraciones plasmaticas obtenidas se
encontraron dentro del rango de concentraciones escogido para la

validacion del método analitico.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el método analitico resultd
un procedimiento util y adecuado para la deteccién y cuantificacién de la

marbofloxacina.

V.2.3. Tratamiento farmacocinético y estadistico

Los datos obtenidos de concentraciones plasmaticas, se sometieron a
diferentes tipos de modelos farmacocinéticos. Con objeto de comparar las
diferentes edades entre si, se eligi® un modelo no compartimental,
considerando que brinda parametros farmacocinéticos mas robustos y con
menos artificio matematico (Kinabo & McKellar, 1989). No obstante y con el
fin de tener un conocimiento mas preciso del comportamiento de la
molécula en esta especie, todos los datos también fueron analizados por
modelos compartimentales, siguiendo los criterios de Akaike y de Schwarz
(seleccionando los valores minimos), el indice de correlacion (seleccionando
los valores mas altos) y estandar de residuales que indica la relaciéon entre
lo observado y lo predicho.

Si bien el nUmero de animales que se utiliza en ensayos farmacoldgicos
es reducido, basandose en los resultados del estudio de normalidad
realizados (Kolmogorov-Smirnov), la distribucion de datos en los grupos
ensayados era normal, por lo cual se utilizaron test paramétricos para la

comparacion estadistica.

V.3. FARMACOCINETICA DE MARBOFLOXACINA POR VIA
INTRAVENOSA.

La evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina tras
la administracion intravenosa mostrd un perfil bifasico, con una rapida caida

(1 hora, aproximadamente), para luego disminuir de forma mas lenta. El
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modelo que mejor describié este comportamiento fue el bicompartimental
abierto con eliminacion de primer orden, mostrando todos los individuos un
mejor ajuste a este modelo. Los datos publicados sobre la farmacocinética
de marbofloxacina por via intravenosa por otros autores, coinciden en
sefialar un comportamiento bicompartimental, tanto en caprinos (Waxman y
col., 2004), bovinos (Thomas y col., 1994a), caninos (Schneider y col.,
1996; Cester y col., 1996), felinos (Albarellos y col., 2005) y ovinos (Shem-
Tov y col., 1997a). Por otro lado, Schneider y col. (2000) en conejos e
Idowu y col. (2010) en bovinos adultos, determinaron que el modelo que
describe mejor la cinética intravenosa es el tricompartimental. Teniendo en
cuenta que los protocolos de extraccién de muestras fueron similares, no se
puede atribuir la diferencia en el modelo que mejor describe el
comportamiento en cada caso a una variacién en la cantidad o la
distribucién de puntos que caracterizan la disposicion. El comportamiento
bicompartimental también fue observado al estudiar otras quinolonas en
bovinos, como la danofloxacina (Shem-Tov y col., 1998), enrofloxacina

(Varma y col, 2003) y ofloxacina (Gaur y col., 2004).

Los niveles plasmaticos observados a los 5 minutos de la inyeccién de 2
mg/kg de marbofloxacina por via intravenosa (neonatas: 2,92 + 0,85 ug/ml,
10 dias: 3,39 + 0,97 pg/ml, 50 dias: 2,39 + 0,31 pg/ml, vacas: 3,7 + 0,73
ug/ml) son similares a los encontrados en otras especies como caninos
(Cester y col., 1996; Schneider y col., 1996) y porcinos (Petracca y col.,
1993; Marbofloxacin Reference Book, 1999), asi como también en bovinos
(Marbofloxacin Reference Book, 1999). Los estudios realizados en caballos
(Carretero y col., 2002; Marbofloxacin Reference Book, 1999) y en pollos
(Tafur Garzén, 2000) muestran, a los 5 minutos post administracion,

concentraciones proximas a los 10 ug/ml.

Tras la administracion intravenosa, la marbofloxacina presenta una
rapida distribucidn, como muestran los valores de semivida de distribucién
(tiy2 o= 0,21 £ 0,15 h en terneras neonatas; 0,14 + 0,11 h en terneras de
10 dias; 0,32 + 0,23 h en animales de 50 dias de vida y 0,23 + 0,08 h en

vacas). Estos valores son similares a los reportados por Shojaee Aliabadi &
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Lees (2002) (0,17 + 0,06 h) en terneros. En otras especies también se
describen valores aproximados; por ejemplo, Carretero y col. (2002) en
caballos hallaron t;; a= 0,15 h y Garcia Montijano y col. (2001) en aves
rapaces reportan ti, a= 0,13 h. Sin embargo, presentan importantes
diferencias con los registrados en perros (t;; « = 3,4 h) (Schneider y col.,
1996) o cabras adultas (tj;a = 1,41 + 0,08 h) (Waxman y col., 2004).

En cuanto a la semivida de distribucion de otras fluoroquinolonas en
bovinos, se mencionan en vacas adultas valores de 0,69 + 0,12 h para

ciprofloxacina y 0,13 + 0,02 h para enrofloxacina (Varma y col., 2003).

El volumen de distribucién en estado estacionario (Vss) (modelo no
compartimental) en terneras de distintas edades (neonatas: 1,11 + 0,19
L/kg; 10 dias: 1,11 + 0,32 L/kg; 50 dias: 1,18 + 0,12 L/kg) podria indicar
una distribucion a los tejidos relativamente amplia, y es similar al reportado
en otras especies como caninos (1,36 L/kg) (Schneider y col., 1996),
porcinos (1,77 L/kg) (Marbofloxacin Reference Book, 1999), equinos (1,17
L/kg) (Carretero y col., 2002) y aves rapaces (1,16 L/kg) (Garcia
Montijano y col., 2000).

En el caso de las vacas, el valor hallado (Vs: 0,86 + 0,09 L/kg) es algo
inferior al comunicado por otros autores Thomas y col. (1994a), quienes
informan un Vss de 1,16 L/kg £+ 0,23 L/kg. No obstante, considerando los
desvios estandar de ambos trabajos puede considerarse como no

significativa dicha diferencia.

En general, las fluoroquinolonas se distribuyen ampliamente en bovinos,
presentando voliumenes de distribucion algo mas elevados que el de
marbofloxacina. La danofloxacina, por ejemplo, exhibié valores de Vss de
2,04 L/kg en vacas (Shem Tov y col., 1998) y de 2,48-4,3 L/kg en terneros
(Giles y col., 1991b; Apley y Upson, 1991; Friis, 1993). El Vss de la
enrofloxacina en terneros fue de 2,3 L/kg (Kaartinen y col., 1997b) y en
vacas adultas de 1,46 L/kg (Stegemann y col., 1997), mientras que
norfloxacina presenté valores de 1,8 L/kg en terneros (Gips y Soback,
1996) y de 3,1 L/kg en vacas lactantes (Gips y Soback, 1999). Una posible
explicacion a estas diferencias podria encontrarse en el pka de estos

farmacos, el cual es de 6,0-6,2 para el grupo carboxilo y 8,6-8,8 para la
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amina basica, mientras que marbofloxacina tiene valores de 5,5 y 8,2,
respectivamente. Esto podria significar que este Uultimo farmaco se
encontraria ionizado en mayor fraccién y, por tanto, tendria menor

capacidad de distribucion.

En nuestro estudio no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas en el Vss de terneras ni tampoco entre estas y vacas. Sin
embargo, Waxman y col. (2004) reportan incidencia de la edad sobre este
parametro en cabras, con valores superiores en animales adultos en
comparacién a aquellos de 1, 3 o 6 semanas de vida, y atribuyen esta
diferencia a la difusién del farmaco a los proventriculos en desarrollo. Una
posible explicacidon a nuestros resultados podria encontrarse en un
mecanismo compensatorio. En terneros jovenes la albuminemia es menor a
la de animales adultos (Knowles y col., 2000; Mohri y col., 2007), hasta
aproximadamente los 60 dias de vida, lo cual podria contribuir a una mayor
distribucion de marbofloxacina a esta edad. Paralelamente, debe
considerarse por un lado que en animales jévenes el desarrollo anatdomico
del sistema digestivo es incompleto hasta las 8 a 12 semanas de vida y que
las fluoroquinolonas han demostrado capacidad de difundir pasivamente y
acumularse en rumen (Gonzales y col., 2001). Por otro lado, las diferencias
en la proporcién de lipidos corporales entre animales jévenes y adultos ha
sido ampliamente demostrada (Kaartinen y col., 1997b), hallandose mayor
porcentaje en los ultimos. Ambos factores (desarrollo anatdmico del sistema
de proventriculos y mayor contenido lipidico) podrian por su parte favorecer
una distribucién mayor de marbofloxacina a medida que los animales

maduran

El aclaramiento de marbofloxacina se ha ido incrementando con la edad
de los animales (neonatos: 80,85 ml/h.kg: 10 dias: 97,13 ml/h.kg; 50 dias:
283,5 ml/h.kg; vacas: 285,56 mil/h.kg). Como se ha mencionado con
anterioridad, la eliminacion de marbofloxacina se produce por una escasa
biotransformacidon hepatica (menos del 5 % de la dosis administrada) con
posterior excrecién via biliar/fecal y urinaria, siendo esta ultima la via
preponderante en bovinos prerrumiantes (Thomas y col., 1994a;

Marbofloxacin Reference Book, 1999). Considerando lo antedicho y el hecho
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de que los mecanismos de filtracion glomerular y de secrecién tubular activa
se desarrollan en uno a tres dias luego del nacimiento de terneros (De
Backer, 1986), era esperable que el aclaramiento plasmatico de
marbofloxacina fuese mas lento en terneras recién nacidas. Esta diferencia
pudo observarse, cuando se compararon neonatos con animales de 50 dias
de vida y vacas, pero no con los de 10 dias de vida. Hay, por tanto, dos
grupos bien diferenciados, los de hasta 10 dias de vida y los de 50 dias de
vida en adelante. La ausencia de diferencias entre el primer grupo se puede
deber a la desviacion estandar que presentan los animales neonatos y que
impediria observar esas diferencias estadisticas, algo que trabajando con un
nimero mayor de elementos, se podria subsanar, ya que se aprecia la
tendencia de crecimiento del aclaramiento con la edad (80,85 vs 97,13
mi/h.kg). Por otro lado la menor acidez de la orina en los animales de 10
dias (pH promedio: 6,04 para neonatas y 5,87 para terneras de 10 dias)
podria haber influido en los procesos de reabsorcion tubular considerando
gue ésta es pH dependiente como se ha demostrado para la mayoria de las
quinolonas (Sorgel y Kinzig, 1993) y la marbofloxacina es un acido débil con
un punto isoeléctrico de 6,85 En concordancia, Waxman y col. (2004)
atribuyen las diferencias observadas en el aclaramiento de marbofloxacina
en cabras, al aumento en el pH urinario en animales adultos que consumian
forraje y pienso. En contraste, Kamberi y col. (1999) no encontraron
diferencias en la farmacocinética de ciprofloxacina en seres humanos al
modificar experimentalmente el pH de la orina. Dicho resultado fue
atribuido a que la secrecién tubular activa contribuye en gran manera en la
excrecion del antimicrobiano, y que la manipulacion del pH de la orina no

logra alterar la eliminacién del farmaco.

La endotoxemia ha demostrado provocar acidosis metabdlica y reducir el
pH urinario en animales febriles, siendo también causa de un aclaramiento
mas lento, como se reporta en perros y cabras (Salam Abdullah, A. &
Baggot, J.D., 1984), equinos (Spurlock y col., 1985) y terneros (Ismail &

El-Kattann, 2007) entre otras especies.

En nuestro segundo grupo (animales 50 dias de vida en adelante) La

inexistencia de diferencias estadisticas entre los aclaramientos plasmaticos
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(media aritmética: 283,5 ml/h.kg y 285,56 ml/h.kg, respectivamente),
puede reflejar, por un lado, la madurez de los mecanismos de excrecion
renal de las terneras a dicha edad, y por otro la influencia de la dieta en el
pH urinario. En estos grupos el consumo de dieta vegetal redunda en la
produccion de orina alcalina (pH orina promedio: 7,81 y 8,43 en 50 dias y
vacas, respectivamente), en la cual marbofloxacina es pobremente
reabsorbida debido a la ionizacidn que experimenta. Esto explicaria también
la mayor capacidad de aclaramiento en estos grupos en comparacion a

neonatos y 10 dias.

La diferencia que se observa en el aclaramiento plasmatico entre edades,
redunda en una diferencia en los valores de area bajo la curva de las
concentraciones plasmaticas frente al tiempo (ABC). Los valores reportados
en neonatos y 10 dias (27,63 = 14,23 y 19,98 += 3,96 ug-h/ml,
respectivamente), coinciden con los descritos por otros autores en terneros
prerrumiantes (15,7 ug-h/ml) (Marbofloxacin Reference Book, 1999) vy
comparables a los hallados en especies carnivoras como caninos (ABC =
20,95 ug-h/ml) y gatos (ABC = 16,35 pug-h/ml), u omnivoras como porcinos
(ABC = 11,69 pg-h/ml) y).

Por su parte, los datos obtenidos en animales de 50 dias (7,12 ug-h/ml) y
adultos (7,04 pg-h/ml) coinciden con los descritos en animales adultos de
especies herbivoras: en cabras Waxman y col. (2004) determinaron un
ABCwo = 8,44 + 1,42 pug-h/ml, en vacas Thomas y col. (1994a) hallaron un
ABCx = 7,73 pg-h/ml, y en equinos se reporté un ABC = 8,26 ug-h/ml
(Marbofloxacin Reference Book, 1999).

Consecuentemente, la diferente capacidad de eliminacion entre jévenes y
adultos, también se ve reflejada en el tiempo medio de residencia (MRT),
observandose, en neonatos y 10 dias, un MRT mucho mayor (MRT= 11,38
+2,82hy9,09 + 1,47 h, respectivamente) al registrado en animales de 50
dias (MRT = 3,44 £+ 0,51h) y adultos (2,71 + 0,19 h).

Los niveles plasmaticos de marbofloxacina en la fase de eliminacion,

disminuyen mas rapidamente en vacas (t;»A = 2,28 £ 0,25 h) y terneras de
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50 dias de vida (t;2A = 3,21 * 0,57 h) que en el resto de los grupos (ti>A
en neonatas = 12,22 + 4,82 h; t;»\ en 10 dias= 8,96 = 2,03 h). La
semivida terminal expresa la relacién total del proceso de eliminacion del
farmaco durante la fase terminal, y depende no sdlo del aclaramiento, sino
también de la extension de la distribucién del farmaco, como se aprecia en
la férmula: (ty» = 0.632.Vd/Cl) (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004).
Considerando esta ecuacién, se puede suponer que, al no existir diferencias
en el Vd entre animales de distintas edades, el menor aclaramiento es el
principal responsable de la mayor semivida de eliminacion en los
mencionados grupos. Kaartinen y col. (1997) tampoco encontraron
diferencias significativas para este parametro al administrar enrofloxacina
en terneros de un dia o una semana de vida. Estos autores atribuyeron esto
a que, en animales neonatos, el Vd y Cl son menores, ambos parametros
posiblemente afectados por la mayor unidn del farmaco a proteinas séricas,

o bien por menor proporcién de tejidos lipidicos en los recién nacidos.

Si comparamos la semivida de eliminacidn de marbofloxacina en
animales adultos, podemos concluir que, de acuerdo a nuestros resultados,
€s un proceso mas rapido en vacas (2,28 + 0,25 h) que en cabras (7,18 =
1,09 h) (Waxman y col., 2001), ovejas (3,96 £ 1,54 h) (Sidhu y col.,
2010), gatos (7,98 = 0,57 h) (Albarellos y col., 2005) y perros (10,89 %
0,54 h) (Frazier y col., 2000). Cox (2007) atribuye las diferencias inter-
especies observadas en la semivida de eliminacion de marbofloxacina y
otras fluoroquinolonas, al metabolismo particular de cada molécula, no
determinando relacion con el peso corporal para este parametro, aunque si
hallé correlacion positiva entre el aclaramiento y el volumen de distribucién

con la masa corporal.

176



Discusion

V.4. FARMACOCINETICA DE MARBOFLOXACINA POR VIA ORAL.

La disposicion plasmatica de marbofloxacina tras la administracién oral se
ajusté mejor a un modelo mono-compartimental con eliminaciéon de primer
orden, similarmente a lo descrito por Cester y col. (1996) en perros y
Albarellos y col., (2005) en gatos. Otros autores describen el mejor ajuste a
un modelo bicompartimental en perros, conejos y equinos (Schneider y col.,
1996, 2000; Bousquet-Melou y col., 2002), o bien utilizaron modelos no
compartimentales en perros, cerdos y equinos (Petracca y col., 1993,
Carretero y col., 2002; Heinen, 2002).

La marbofloxacina se absorbidé lentamente, resultando en una Tmax de
entre 6,7 y 8,4 horas. Valores aun superiores (Tmax = 11,3 h) fueron
reportados en otros ensayos en terneros, aunque utilizando una dosis
inferior a la nuestra (1 mg/kg) (Marbofloxacin reference book, 1999). En
nuestros estudios no se demostraron diferencias estadisticamente
significativas para este parametro farmacocinético entre terneras de
diferentes edades, ni tampoco entre terneras de 50 dias tratadas con dosis

diferentes de marbofloxacina (2 y 5 mg/kg p.v.).

De acuerdo a nuestros resultados, la absorcién oral de este
antimicrobiano fue un proceso mas lento en bovinos que en gatos (=2 h) y
perros (2,13 h) (Albarellos y col., 2005; Lefebvre y col., 1998). Asimismo,
para otras fluoroquinolonas como moxifloxacina y fleroxacina en equinos e
ibafloxacina en perros, se determinaron Tax inferiores a lo hallado por
nosotros, evidenciando una mas rapida absorcién de las fluoroguinolonas en
especies monocavitarias (Frazier y col.; 2000; Rebuelto y col., 2000; Coulet
y col., 2002; Gardner y col., 2004).

Segun Baggot (2001), considerando el desarrollo anatomo-funcional del
sistema digestivo de los rumiantes, puede considerarse que hasta las 4 a 8
semanas de vida la biodisponibilidad (F%) de farmacos administrados por
via oral podria compararse a la obtenida en especies monogastricas. Por su

parte Brown (1996), reporta que la biodisponibilidad oral de Ilas
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fluoroguinolonas en rumiantes es, en general, menor que en otras especies,
aunque declara que el mecanismo de este fendmeno no es claro. En
nuestros ensayos hemos determinado una F% de 54,0 % en neonatos, 54,8
% en terneras de 10 dias, 68,6 % en animales de 50 dias tratados con
dosis de 2 mg/kg y 69,6 % en aquellos tratados a razén de 5 mg/kg. Estos
valores estan por debajo de los reportados para marbofloxacina en especies
monogastricas como gatos y perros (Cester y col., 1996; Albarellos y col.,

2005) en las cuales se hallaron valores cercanos al 100 %.

A través de diferentes mecanismos, la presencia de alimento en el tracto
digestivo puede reducir, retrasar o favorecer la absorcién de un farmaco
(Coulet y col., 2002). Al respecto Bertino y col. (1994) sefialan que la
administracion de fleroxacina con un desayuno rico en grasas en seres
humanos, produce una significativa reduccidon en el ABC y duplicacién del
Tmax- EN contraste, la ingesta de comida no afectd la velocidad ni extensién
de la absorcién de otras quinolonas como enoxaxina, lomefloxacina,
ciprofloxacina o trovafloxacina (Johnson y col., 1999). Otros autores
afirman que la quelacién de las fluoroquinolonas a cationes di o trivalentes,
puede interferir con su absorcion (USP - Veterinary pharmaceutical
information monographs, 2003; Martinez y col., 2006). Por tanto la menor
biodisponibilidad determinada en animales neonatos y de 10 dias podria
deberse a un fendmeno de quelacién con cationes bivalentes como el calcio,
presentes en la leche. Los animales de 50 dias también recibian dieta
lactea, sin embargo, el volumen ingerido por dia por cada animal era el
mismo que para las otras edades (4 L). Si consideramos que a esta edad el
desarrollo de los proventriculos es significativamente diferente, la
posibilidad de quelacién del fdrmaco se veria en teoria reducida. Asimismo,
estas terneras consumian una proporcién mayor de forraje en forma de
heno. Segun Melander (1981) un tiempo de residencia prolongado debido a
la presencia de alimento en el TGI podria conducir a una mejor disolucién
del farmaco, resultando en una mayor biodisponibilidad, y esto es lo que
podria haber sucedido en terneras de 50 dias de vida. Coulet y col. (2005),
también demostraron que la presencia de alimento en el TGI, redunda en

mayor ABC y C.x de ibafloxacina en gatos.
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La concentracion plasmatica maxima (Cnax = 0.772 ug/ml) y el Area Bajo
la Curva (ABCw = 18,05 h*ug/ml) resultaron significativamente mayores en
animales recién nacidos en comparacion a los de 10 (Cynax = 0.482 pg/ml ;
ABCw = 12,18 h*ug/ml) y 50 dias de vida (dosis de 2 mg/kg) (Cmax =0.162
ug/ml y ABCwo = 4,88 h*ug/ml). Si consideramos que las fluoroquinolonas
han sido asociadas con actividad bactericida concentracion-dependiente
(Zhanel, 2001), en neonatos los parametros de actividad antimicrobiana

como Cnax/CIM y ABC/CIM serian indicativos de mayor eficacia.

Cuando se compard la Chax Y ABC de animales de 50 dias de vida
tratados con dosis de 2 mg/kg frente a aquellos que recibieron 5 mg/kg,
también fue hallada diferencia estadistica (Cmax: P<0,05; ABCps: P<0,05;
ABCw: P<0,01). Diversos autores remarcan que elevados valores de
Cmax/CIM son necesarios para evitar la emergencia de resistencia bacteriana
(Drusano y col., 1993, Madaras-Kelly y col., 1996, Walker, 2000). Dudley
(1991) por ejemplo, considera que un valor de entre 8 y 10 es necesario
para obtener mejores resultados clinicos. Si consideramos los valores de
CIMgo reportados por Thomas y col. (2001) para un patégeno respiratorio
de importancia clinica como Pasteurella multocida (CIMgo=0,039 ng/ml),
solamente la dosis de 5 mg/kg produciria una concentraciéon suficiente para
alcanzar el valor mencionado (Cna/CIM= 14,3). Para Mannheimia
haemolytica en cambio (CIMg=0,08 png/ml; Thomas y col., 2001) con dicha
dosis se alcanzarian valores de Cnax/CIM promedio inferiores, aunque

cercanos al rango (Cnax/CIM=7,0).

Owens & Ambrose (2002) indican que, cuando no es posible alcanzar un
valor de 10 en la Cnax/CIM, el ABC/CIM se convierte en el mejor indicador
de eficacia antimicrobiana. Estudios en modelos animales (basados en
infecciones por Gram negativos), han mostrado que para este parametro
serian necesarios valores de al menos 100 para alcanzar la cura clinica.
Utilizando los valores de CIM anteriormente mencionados para P. multocida
y M. haemolytica (Thomas y col., 2001), podemos sefialar que, en nuestros
ensayos, Unicamente la dosis de 5 mg/kg cumpliria con este requisito
(ABC/CIM P. multocida = 319,0; ABC/CIM M. haemolytica=155,5). No

obstante, harian falta estudios clinicos que corroboren esta afirmacion.
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La semi vida de eliminacién (T'21.) no mostré diferencias estadisticas
entre grupos, siendo un proceso lento (Neonatos = 17,46 h, 10 dias =
17,68 h, 50 dias 2 mg/kg = 18,46 h; 50 dias 5 mg/kg = 14,48 h) en
comparacién a lo reportado en perros y gatos (10,89 y 7,15 h,
respectivamente) (Frazier y col., 2000; Albarellos y col., 2005). Son
escasos en la bibliografia consultada los reportes sobre estudios
farmacocinéticos de fluoroquinolonas por via oral en rumiantes (quiza
debido a la escasa biodisponibilidad oral previamente demostrada en estas
especies). Para marbofloxacina por ejemplo, solamente se reporta un
estudio realizado en terneros pre-rumiantes con dosis de 1 mg/kg, en
donde se informan semividas de eliminacién mas prolongadas (23,3 h)

(Marbofloxacin reference book, 1999).

Si consideramos que la semivida de eliminacién es un parametro hibrido,
dependiente de la capacidad de aclaramiento del organismo y del grado de
distribuciéon del farmaco (T'2=0,632*Vd/Aclaramiento) (Toutain &
Bousquet-Mélou, 2004), podemos ver claramente en la figura V.1 que la
inexistencia de diferencias estadisticas para este parametro podria deberse
a que, tanto el aclaramiento como el volumen de distribucion se han
modificado en paralelo. El Tiempo Medio de Residencia (TMR) asimismo, no
ha mostrado diferencias estadisticamente significativas por ser también un

parametro afectado por el aclaramiento y el volumen de distribucién.

50dias 2 _
mg/kg 50dias 5
mg/kg

Figura V.1. Comparacion entre los volumenes de distribuciéon (Vz/F),
semividas de eliminacion (TY2) y Aclaramientos (CI/F) de marbofloxacina
en terneras de diferentes edades tratadas por via oral.
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V.5. FARMACOCINETICA DE MARBOFLOXACINA POR VIA
INTRAMUSCULAR EN VACAS.

Se estudié la farmacocinética por via intramuscular por ser una via de
administracion muy empleada en rumiantes. Es la via recomendada para la
administracion de marbofloxacina en vacas y terneros (junto con la via

subcutanea) y la de eleccion en porcinos.

Aunque se advierte que la administracion intramuscular de
marbofloxacina podria llegar a ser causa de reacciones locales inflamatorias
de caracter transitorio en el sitio de inyeccion, este tipo de reacciones no se

observaron tras la administracion intramuscular en vacas.

Para esta via, el modelo que mejor describié este comportamiento fue el
monocompartimental abierto con eliminacion de primer orden. Shojaee
Aliabadi & Lees (1997, 2002) y Sidhu y col. (2010), también describen la
cinética de marbofloxacina en terneros mediante similar modelo, aunque
reportan que algunos animales ajustaron mejor a un modelo

bicompartimental.

La absorcién fue un proceso rapido (T, Kp1=0,26 * 0,34 h), similarmente
a lo descrito por Schneider y col. (2004), quienes informan una Ty, Ko; =
0,17 £+ 0,06 h). La concentracién plasmatica maxima (Cmnax= 1,71 pg/ml)
también fue similar a la descrita por dichos autores (Cpmax= 1,66 pg/ml). El
alcance de concentraciones sanguineas por encima de 1 ug/ml seria
compatible con amplia actividad bactericida frente a patégenos comunes de
bovinos como Pasteurella multocida (CIMgy=0,039 ng/ml), Mannheimia
haemolytica (CIMgy=0,08 png/ml), Histophylus somnus (CIMgo=0,05 ng/ml) e
incluso Mycoplasma bovis (CIMso=1 ug/ml) (Thomas y col., 2001, Thomas y
col., 2003)

El tiempo necesario para alcanzar la concentracion maxima (Tmax = 0,78
h) fue similar al informado por otros autores (0,79 h) en bovinos adultos
(Marbofloxacin reference book, 1999), y porcinos (0,8 h) (Marbofloxacin
Reference Book, 1999). En equinos se informd un Tnax algo mayor (0,95 h)
(Carretero y col., 2001), mientras que en ovinos y caprinos se registraron
Tmax Menores que en bovinos (0,57 y 0,47 h, respectivamente) (Sidhu y
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col., 2010a; Sidhu y col., 2010b).

La biodisponibilidad porcentual fue completa (F%=108,1 %), tal como ha
sido descrito con anterioridad para marbofloxacina en terneros
prerrumiantes (102,7 %) como en animales rumiantes (112,8 %) (Thomas
y col., 1994), cabras (100,74 %) (Waxman y col., 2001) y ovejas (104 %)
(Sidhu y col., 2010a). Para otras fluoroquinolonas también fue demostrada
excelente biodisponibilidad luego de la administracion intramuscular en
rumiantes. Por ejemplo, Goudah & Mouneir (2008), reportan valores de
biodisponibilidad de difloxacina de 97,5 % en cabritos, mientras que
Shojaee Aliabadi y col. (2003) informan valores de 98,5 % para

danofloxacina en ovejas respectivamente.

Los valores de Area Bajo la Curva de concentraciones plasmaticas en
funcidon del tiempo (ABC) para esta via no difieren estadisticamente de los
obtenidos para la via intravenosa. Si consideramos los valores de CIM
anteriormente mencionados (Thomas y col., 2001), se pueden calcular
valores de ABC/CIM para P. multocida de 190,5, para M. haemolytica de
92,9 y para H. somnus de 148,6. Al respecto, Forrester y col. (1993)
sefialan que, para ciprofloxacina, la probabilidad de cura clinica y
microbiolégica se encuentra por encima de 80 % cuando el valor de
ABC/CIM es mayor a 125. Cuando este valor es inferior, las probabilidades
de cura clinica y microbioldgica descienden a 42 y 26 %, respectivamente.
Thomas y col. (2003), estudiaron la eficacia a campo de marbofloxacina
administrada por via intramuscular frente a la enfermedad respiratoria
bovina. Estos autores concluyeron que, si bien el porcentaje de cura clinica
global al cuarto dia post tratamiento no difiridé del obtenido con tilmicosina
(84 vs 82 %, respectivamente), la eficacia de marbofloxacina en el primer
dia post tratamiento fue mayor que para el macrélido, con lo cual concluyen
gue marbofloxacina tiene un efecto curativo mas rapido. Coincidentemente,
Forrest y col. (1993) correlacionan el ABC/CIM con el tiempo para la
erradicacién de la infeccidon (250 para una cura rapida y 125 para una cura

intermedia).

Tanto el volumen de distribucion (Vz/F= 0,90 + 0,13 L/kg) como el

aclaramiento (CI/F= 263,9 = 39,0 ml.kg/h) son similares a los obtenidos
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para la via intravenosa, no halldndose diferencia estadistica. Valores
aproximados de volumenes de distribucion fueron reportados por Schneider
y col. (2004) en vacas y Sidhu y col. (2010c) en terneros. No obstante,
debe recordarse que, para las vias extravasculares, el calculo de estos dos
parametros farmacocinéticos, lleva implicita la correccién por la

biodisponibilidad (F), por lo cual su importancia es relativa.

La semivida de eliminacién (T,1) obtenida para esta via (2,38 £ 0,11 h),
indica que este es un proceso rapido en vacas, siendo ademas, similar a la
registrada para la via intravenosa (2,29 + 0,25 h). Schneider y col. (2004),
aplicando dosis multiples de marbofloxacina en vacas, reportan valores
similares (2,53 + 0,28 h). En contraste, Shojaee-Aliabadi & Lees (2002) y
Sidhu y col. (2010c) hallaron valores algo superiores en terneros (4,33 %
0,19 h y 5,24 £+ 0,59 h, respectivamente). El menor aclaramiento
plasmatico observado en animales jovenes en comparacién con los adultos,
tanto en nuestros ensayos como por diferentes autores (Thomas y col.,
1994a; Sidhu y col., 2010c) podria ser la causa de esta diferencia. En otras
especies rumiantes en las cuales se estudid la cinética de marbofloxacina
por via intramuscular, se reportan semividas de eliminacion de 6,77 h
(cabras) y 3,65 h (ovejas) (Waxman y col., 2001; Sidhu y col., 2010a).

El Tiempo Medio de Residencia ha mostrado diferencias estadisticas con
la via intravenosa, siendo menor en esta Ultima. Segun Galinsky &
Svensson (2003), el Tiempo Medio de Residencia luego de una aplicaciéon

extravascular (TMRgy) es la resultante de:

TMREV = TMRIV + TMA

Donde: TMR;, es el tiempo medio de residencia luego de una
administracion instantanea (intravenosa) y TMA es el tiempo medio de
absorciéon. Resulta légico pensar entonces, que un mayor tiempo medio de
residencia en la administracion intramuscular podria deberse al proceso de
absorcion.

Por lo sefalado, principalmente la rapida absorcion, excelente

biodisponibilidad y distribucién, y perspectivas de eficacia clinica, puede
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considerarse a la via intramuscular como una alternativa apropiada a la

intravenosa en vacas.

V.6. CINETICA LACTEA DE MARBOFLOXACINA.

Es generalmente aceptado que los xenobidticos cruzan la barrera sangre-
leche en la glandula mamaria mediante difusion pasiva, y la extension de la
difusion es influenciada por las caracteristicas fisico-quimicas de la molécula
(Atkinson & Begg, 1990). Debido a la presencia de un grupo carboxilico
acido y uno amino, las fluoroquinolonas tienen propiedades anfotéricas. Sin
embargo, en un pH que se encuentre entre el pKa de ambos grupos
funcionales (5,5 - 8,2 para marbofloxacina) estos compuestos son lo
suficientemente liposolubles como para ser capaces de difundir a tejidos
(Brown, 1996). Marbofloxacina penetré extensamente en leche luego de su
administracion intravenosa o intramuscular. Esta observacion concuerda con
las investigaciones previamente realizadas con otras fluoroquinolonas en
rumiantes, como enrofloxacina en vacas (Walser y col., 1993; Kaartinen y
col., 1995), norfloxacina en ovejas (Soback y col, 1994) y danofloxacina en

ovejas (Shem-Tov y col., 1995).

En nuestro ensayo, se estudid el perfil de excrecién de
marbofloxacina en leche tomando muestras de dos maneras diferentes: por
ordefio manual (muestras manuales) o recogiendo una alicuota desde el
lactimetro durante el ordefio mecdnico de cada animal (muestras de
ordefo). Si bien pudo observarse una leve diferencia entre las
concentraciones de marbofloxacina determinadas en los diferentes métodos,
el muestreo en ordefo (realizado cada 12 horas aproximadamente), no
aporta suficiente informacion como para estudiar el perfil del farmaco en
leche (en las vias endovenosa e intramuscular, solamente en la primera
muestra se pudo cuantificar marbofloxacina). Por este motivo, se utilizaran
los niveles del farmaco determinados en el muestreo manual a los fines de

la discusion.

Como puede observarse en las Figuras V.2 a V.4, las concentraciones

plasmaticas y lacteas de marbofloxacina mostraron un paralelismo en las

184



Discusion

tres vias de administracién utilizadas, andlogamente a lo reportado por
Schneider y col, (2004).

Las Tmax determinadas tanto tras la administracion por via intravenosa
(3,33 £ 1,03 h) como por via intramuscular (3,00 = 2,00 h) indican un
cierto retraso en la aparicion de marbofloxacina en leche. Estos valores, no
obstante, son dependientes de los intervalos de muestreo seleccionados,
debiendo por tanto, tomarse con cierta cautela. Schneider y col. (2004)
reportan una Tmax Sérica de 0,72 h, mientras que la Tnax lactea fue de 2,50
h cuando el farmaco fue administrado por via intramuscular en vacas.
Puede considerarse a la leche como un compartimento farmacocinético
periférico, particularmente cuando una cantidad considerable de farmaco
puede encontrarse en ella luego de una administracién parenteral (Atkinson
y Begg, 1990). Resulta logico interpretar entonces, que este retardo
aparente en la llegada de marbofloxacina a leche se debe al tiempo durante
el cual las moléculas son distribuidas desde el compartimento central a este

periférico.

La relacion ABCieche/ABCplasma indicd que la fraccion de farmaco excretado
en leche fue mayor en la via intramuscular (ABCieche/ABCpiasma= 0,64) que en
la intravenosa (ABCieche/ABCpiasma= 0,54). Asi mismo, Shem-Tov y col.
(1997) reportan valores de 1,44 y 0,72 para marbofloxacina administrada
por via intravenosa e intramuscular, respectivamente. Sin embargo, estos
autores tomaron muestras de plasma solamente hasta las 12 h post
administracion, truncando los valores de ABC, mientras que el muestreo de
leche continud hasta las 24 h luego del tratamiento. De esta manera, se
pudo haber subestimado en dicho trabajo el ABC de marbofloxacina en
plasma. Valores superiores e indicativos de excrecion lactea mas
significativa han sido determinados para danofloxacina en vacas
(ABCieche/ABCpiasma= 6,16 y 3,52 en via IV e IM, respectivamente) y
enrofloxacina en ovejas (ABCieche/ABCpiasma= 5,62 y 8,15 en via IV e IM,
respectivamente) (Shem-Tov y col, 1998; Haritova y col., 2003).
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Figura V.2. Comparacion entre el perfil plasmatico y lacteo
de marbofloxacina (se muestran los valores del muestreo manual de
leche) luego de su administracidn por via intravenosa.
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Figura V.3. Comparacion entre el perfil plasmatico y lacteo
de marbofloxacina (se muestran los valores del muestreo manual de
leche) luego de su administracién por via intramuscular.
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Figura V.4. Comparacion entre el perfil plasmatico y lacteo de
marbofloxacina (se muestran los valores del muestreo manual de leche)
luego de su administracién por via intramamaria.

Al comparar la semivida de eliminacion (T'21) en leche y plasma se pudo
observar que fue mas prolongada en la primera, tanto para la via
intravenosa (TY2Meche/ TV2hplasma=1,31) como intramuscular
(TY2Meche/ TV2hplasma=2,33). Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Petracca y col. (1993) en cerdas lactantes y Shem-Tov y col. (1997a) en
vacas y ovejas, quienes, incluso, indican una tendencia de marbofloxacina a
acumularse en leche. Sin embargo en nuestros ensayos, y de acuerdo a la
relacion ABCieche/ABCpiasma anteriormente citada, no se ha producido
acumulacidon de marbofloxacina en leche. Schneider y col. (2004) tampoco
reportan acumulacién de marbofloxacina en leche de vacas, indicando
ademas, que los metabolitos N-desmetil-marbofloxacina y N-déxido-
marbofloxacina no podrian contribuir a dicho fendmeno, considerando que

no se encontraron niveles cuantificables de los mismos en la secrecion.

Una semivida de eliminacion lactea mas prolongada en la via
intramuscular ha sido reportada también para danofloxacina en bovinos
(Shem-Tov y col. 1997a, 1998) y enrofloxacina en ovejas (Haritova y col.,
2003).

Para que un farmaco antimicrobiano sea efectivo, se deben alcanzar
concentraciones terapéuticas en la biofase o sitio de infeccidn. Los

patdgenos mamarios pueden estar libres en la leche (E. coli), unidos a la
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superficie de membranas bioldgicas (Streptococcus spp.) o incluso vivir en
el compartimento intracelular (Staphylococcus spp. en polimorfonucleares
neutrofilos). Para alcanzar la biofase, el tratamiento puede ser administrado
tanto por via intramamaria, como parenteral. La administracién
intramamaria de farmacos ofrece una opcidon conveniente para el
tratamiento de mastitis en animales lecheros. Las ventajas potenciales de
esta ruta incluyen el alcance de elevadas concentraciones del farmaco en el
sitio de infeccidn sin absorcién sistémica importante, previniendo por tanto
los efectos colaterales indeseados o la produccion de residuos tisulares
(Gruet y col., 2001).

No se han encontrado reportes en la bibliografia acerca del uso
intramamario de fluoroquinolonas, no obstante varios gérmenes
comunmente sensibles, como E. coli, Streptococcus spp. y Staphylococcus
spp., suelen estar involucrados como agentes etioldgicos de esta patologia.
Adicionalmente, seguin Gruet y col. (2001) la difusién intramamaria de las
guinolonas es buena, tanto cuando se administran por via parenteral como
local (Gruet y col., 2001). No obstante, sera necesaria la realizaciéon de
estudios clinicos para la confirmacion de la eficacia de este grupo de

antimicrobianos.

Como era esperable, tanto la Cnax (479,28 £ 105,45 ug/ml) como el ABC
(1383,0 £ 328,5 hr*ug/ml) fueron significativamente superiores en la
administracion intramamaria de marbofloxacina en comparacion a las vias
IV e IM. Se observd un pico secundario del farmaco a las 2 h post
administracion (excepto en una vaca en la cual se produjo a las 6 h post
administracion), cuya media aritmética fue de 344,30 ug/ml. El reingreso
del farmaco desde sangre a leche podria haber contribuido, al menos en
parte a la aparicién de dicho pico en leche, considerando que, tanto en
leche (pH = 6,4 - 7,0) como plasma (pH = 7,30 - 7,45), marbofloxacina se
conserva en buena proporcion no ionizada, unida escasamente a proteinas y

manteniendo entonces elevada liposolubilidad (Gehring & Smith, 2006).

Factores farmacotécnicos también pudieron favorecer la aparicién de un
pico secundario. La disolucién de un producto que ha sido infundido en la
glandula mamaria puede ser directa (en el caso de las formas liquidas) o

envolver la desintegracién de la forma farmacéutica (en el caso de los
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preparados soélidos) y la posterior liberacion del principio activo. Una vez
liberado del excipiente, el ingrediente activo es libre para dispersarse a
través del volumen de leche en la cisterna de la glandula y el sistema de
tubulos de la misma (Ziv, 1980). En la glandula mamaria en lactancia, la
proporcién y rapidez del proceso de disolucion determina la fraccion de la
dosis administrada que estara disponible para su dispersion por la glandula.
En nuestros ensayos no fueron realizadas pruebas de disolucién in vitro del
preparado farmacoldgico, siendo por tanto dificil inferir si la liberacién de
marbofloxacina tuvo un comportamiento bifasico, el cual explicaria la

aparicion de un segundo pico en leche.

La semivida de eliminacién (TY2A» = 1,31 + 0,51 h) y tiempo medio de
residencia (TMR = 3,05 + 0,87 h) en leche luego de la aplicacién
intramamaria de marbofloxacina indicarian que la deplecion del farmaco es
un proceso rapido. La factibilidad de utilizacion de preparados
intramamarios a base de marbofloxacina debera contemplar, ademas de la
mencionada eficacia clinica, estudios de residuos adecuados a las
normativas vigentes, a través de los cuales se podra definir mas

acertadamente el perfil de excrecion en leche.

V.7. DETERMINACION DE CIM de Staphylococcus aureus y
PARAMETROS INDICADORES DE EFICACIA ANTIMICROBIANA.

Staphylococcus aureus es una causa comun de infecciéon en la glandula
mamaria del bovino (Phuektes y col., 2001), ovino (Pengov, 2001) e incluso
humana (Estamon & Adlam, 1983).

En el control de la mastitis producida por Staphylococcus spp., |la terapia
antibiotica tiene un rol importante, sin embargo, el éxito en el tratamiento,
particularmente durante la lactancia es aun hoy generalmente escaso
(Pengov y col., 2001). La resistencia de las cepas bacterianas a los
antimicrobianos utilizados en productos de uso intramamario puede ser una
de las importantes razones para este fallo terapéutico (Pengov & Ceru,
2003).
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La determinacion de concentraciones inhibitorias minimas (CIM) provee
informacién sobre la concentracién actual indicativa de potencia antibidtica
frente a una especie bacteriana particular. Diversos autores reportan CIMgg
de marbofloxacina frente a S. aureus. Por ejemplo Shem-Tov y col. (1997)
indican valores de 0,3 ug/ml, Schneider y col. (2004) de 0,229 ug/ml,
Ganiere y col. (2004) de 0,25 - 0,5 pg/ml, y Meunier y col. (2004) reportan
que, entre 1994 y 2001, la CIMyg de este patdgeno oscilé entre 0,12 y 1
ug/ml. Se debe recalcar, sin embargo, que para la clinica veterinaria
practica, datos de susceptibilidad recientes para los patdgenos comunes,
reportados a nivel regional, son de gran valor en la seleccién de agentes
antimicrobianos especificos (Pengov & Ceru, 2003). De esta manera los

datos aportados por el presente estudio pueden considerarse de relevancia.

Si bien la CIMgy determinada en nuestros ensayos (1 ug/ml) es mayor a
la reportada por los trabajos anteriormente mencionados, de acuerdo a los
puntos de corte proporcionados por el laboratorio elaborador del producto
comercial (Vetoquinol®, Lure, Francia), puede considerarse a todas las cepas
testeadas como sensibles a marbofloxacina. Al cotejar los resultados de la
determinacion de CIM con discos de antibiograma conteniendo 5 pg de
marbofloxacina, todas las cepas tuvieron un halo de inhibiciéon superior a 18

mm, umbral que indica la sensibilidad de las mismas.

Diversos autores reportaron muy buena actividad in vitro de distintas
fluoroquinolonas frente a S. aureus aislados de mastitis en bovinos. Cruz y
col. (1998) indican para danofloxacina valores de CIMg,=0,18 ug/ml, De
Oliveira y col. (2000) reportan para enrofloxacina niveles de CIMg,=0,06 a
0,31 pg/ml, y para ciprofloxacina se menciona un rango de CIMgy=0,12 a
0,5 ng/ml (DANMAP, 2000-2001). No se ha demostrado, por el contrario,
sensibilidad de este microorganismo a la norfloxacina, de acuerdo a lo

informado por Schlegelva y col. (2002), quienes indican CIMgy=2 pg/ml.

La relacion entre la farmacocinética y actividad antimicrobiana
(farmacodinamia) de las fluoroquinolonas, puede ser utilizada para
determinar la dosis a administrar a los fines de un exitoso resultado clinico.
Desde una perspectiva de relacion farmacocinética/farmacodinamia

(PK/PD), las fluoroquinolonas han sido asociadas con actividad
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concentracion-dependiente (Zhanel, 2001).

Los parametros indicadores de eficacia relacionados con dicha actividad
incluyen la relacién de area bajo la curva de concentracion (ABC) frente a la
CIM calculada para el patdégeno aislado (o bien, si dicho valor no se conoce,
se puede utilizar la CIM de patdégenos de la misma especie que la aislada),
conocida como ABC/CIM, y la relacion de concentracion maxima (Cmax)
dividida por la CIM, o Cnax/CIM. Ambos parametros estan estrechamente
relacionados, y son importantes para asegurar eficacia antimicrobiana
(Martinez y col., 2006).

Para antimicrobianos con actividad concentracion-dependiente, es
necesario alcanzar adecuados niveles en el sitio de infeccion, los cuales
deben destruir la poblacién bacteriana existente o, al menos, reducir
significativamente el nimero de microorganismos, de tal manera que los
mecanismos de defensa del hospedador puedan encargarse de controlar o

eliminar los patégenos remanentes (Martinez y col., 2006).

Para considerar a la Cna/CIM como una buena herramienta predictiva de
cura clinica y evitar la emergencia de resistencia bacteriana, se deberian
alcanzar valores de al menos 10 (Pickerill y col., 2000; Schentag y col.,
2001). Drusano y col. (1993) incluso indican que cuando existe una alta
carga bacteriana en la biofase, el riesgo de que ocurran eventos
mutacionales es mayor, debido simplemente a las leyes de la probabilidad.
En estos casos, para asegurar maxima actividad bactericida, el objetivo
seria alcanzar Cnax/CIM de 10 a 12.

En el caso de la ABC/CIM, se recomienda un minimo de 125 h para
pronosticar cura clinica, mientras que un valor superior a 250 h podria
indicar incluso la erradicacién del patégeno (Pickerill y col., 2000; Schentag
y col., 2001; Schneider y col, 2004). Algunos autores sefalan ademas, que
estos indices son inferiores cuando se trata de microorganismos gram-
positivos, siendo aproximadamente de 30 a 50 y que, para fluoroquinolonas
de tercera y cuarta generacién el ABC/CIM necesario es substancialmente
menor cuando la Chax/CIM es >10 (Wright y col., 2000; Nightingale y col.,
2000).
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En nuestros ensayos, Unicamente la via intramamaria alcanzé los valores
mencionados, tanto para Cnax/CIM (479,28) como para ABC/CIM (1383,0
h). El perfil de excrecidon lacteo obtenido luego de las administraciones
intravenosa e intramuscular en dosis Unicas falld en lograr concentraciones
terapéuticas para el tratamiento de infecciones por S. aureus. Similares
apreciaciones fueron mencionadas por Schneider y col. (2004) y Kietzmann
y col. (2008), pero por otro lado Shem-Tov y col. (1997) sugirieron que la
administracion intramuscular de marbofloxacina en dosis de 4 mg/kg cada
12 h seria apropiada para la realizacién de ensayos de eficacia frente a

infecciones mamarias por gérmenes gram-positivos.

Por otra parte, la eficacia de marbofloxacina frente a infecciones
mamarias producidas por gérmenes gran-negativos como Escherichia coli
ha sido ampliamente demostrada, siendo las bajas CIM (0,008 a 0,06
ug/ml) uno de los principales factores que propician dicha efectividad
(Meunier y col., 2004).

Diversos autores determinaron que la actividad antimicrobiana de las
fluoroquinolonas puede verse reducida en presencia de cationes bivalentes
como calcio y magnesio. Considerando que las concentraciones de estos
iones son elevadas en leche (1,25 y 0,12 g/L, respectivamente), Ganiere y
col. (2004) estudiaron el efecto del medio de cultivo (caldo Mueller Hinton o
leche semidescremada), sobre los valores de CIM y CMB (concentracion
bactericida minima) de diversos antimicrobianos frente a patdgenos
mamarios de bovinos. En el caso de marbofloxacina, hubo un incremento de
entre 2 a 4 veces en los valores de estas concentraciones cuando se
midieron en leche. Concretamente para S. aureus, la CIM determinada en
agar se incrementd al doble cuando se tested en leche. Similares hallazgos
fueron reportados por Fang & Pyorala (1996), quienes demostraron que la
leche reduce aproximadamente a la mitad la actividad bactericida de
enrofloxacina frente a E. coli. Teniendo en cuenta esta informacién, es
l6gico suponer que los valores de concentracién inhibitoria minima
determinados en nuestro trabajo deberian, al menos, duplicarse para
calcular los predictores de eficacia antimicrobiana. Con todo, los puntos de

corte que determinariamos con una CIMg, de 2 pg/ml seguirian siendo
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prometedores para la via intramamaria (Cmax/CIM=239,64; ABC/CIM=691,5
h).

La relacion PK/PD puede servir como una guia para obtener estimaciones
iniciales de las dosis que seran necesarias para lograr una terapia
antimicrobiana exitosa. Sin embargo, la utilizacion de estos parametros
para pronosticar eficacia clinica debe ser cuidadosa. Los valores de CIM no
proveen informacion del tiempo necesario para matar los microorganismos,
el tiempo necesario para alcanzar la maxima actividad bactericida o la
reduccidn maxima del conteo de bacterias viables (MacGowan & Bowker,
2002). Ademas, las concentraciones determinadas en sangre o leche no
reflejan necesariamente la habilidad del compuesto para penetrar en el sitio
de infeccién y/o de la bacteria (Martinez y col., 2006), y ha sido demostrado
gue elevadas concentraciones de algunas fluoroquinolonas pueden producir
menor actividad bactericida, debido a inhibicion de la sintesis de ARN y
proteinas (Lode y col., 1998). En ultimo lugar, es la integridad del sistema
inmunologico del hospedador, la que determinara la efectividad de esta

relacién farmacocinética-farmacodinamia (Toutain y col., 2002).

Por todo lo mencionado, y como fue mencionado con anterioridad, seria
recomendable complementar los datos aqui presentados con la realizacion
de estudios de eficacia clinica de marbofloxacina frente a infecciones

mamarias producidas por cepas locales de S. aureus.

193






VI — CONCLUSIONES







Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

1. La cinética de marbofloxacina administrada por via intravenosa en
terneras y vacas se ajustd a un modelo bicompartimental abierto
con eliminaciobn de primer orden, con un amplio volumen de

distribucién, confirmando estudios previos.

2. La disposicién plasmaéatica de la marbofloxacina en bovinos se ve
influenciada por la edad. Los animales menores de 10 dias tienen
una menor capacidad de aclaramiento plasmaéatico, que aumenta
con la edad y consecuentemente presentan una mayor Area Bajo
la Curva (ABC) y un Tiempo Medio de Permanencia (MRT) y una

Semivida de Eliminacién (t,,,) mas prolongados

3. La disposicidon cinética de marbofloxacina administrada por via
oral en terneras se ajust6 a un modelo monocompartimental
abierto con eliminacién de primer orden. La biodisponibilidad por
esta via en las diferentes edades oscila entre un 54% para
menores de 10 dias y 68-69% para los de 50 dias (2 y 5 mg/kg,
respectivamente), valor inferior al que se presenta en especies no
rumiantes; pudiendo atribuirse este hecho a la ingesta de leche o
derivados lacteos por la quelacién con el calcio presente en este
alimento, lo que a su vez también justificaria la mayor
biodisponibilidad en terneras de 50 dias a pesar del mayor

desarrollo del complejo rumino reticular.

4. En sentido contrario los animales menores de 10 dias presentan
mayores Cnax Y ABC que los de 50 dias que podria estar
relacionado con un mayor tiempo de absorcién/distribucion
(Tmax50d > Tmax10d >Tmax2d) y por tanto con unos sistemas

de eliminacién mas eficaces.

5. Teniendo en cuenta los valores obtenidos de Cnax Y ABC en
terneras de diferentes edades y considerando que la

marbofloxacina es un antimicrobiano concentracién-dependiente,
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a las dosis estudiadas tanto por via intravenosa como oral, los
indices de eficacia PK/PD (Cnax/CIM y AUC/CIM), son mas
favorables para los animales menores de 10 dias, si bien la alta
quelacién con cationes que se produce por via oral, puede reducir

notablemente la utilizacién clinica eficaz de la misma

Los parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion
IM en vacas no presentan diferencias estadisticamente
significativas con la via EV, su biodisponibilidad es completa
(108%) vy el tiempo de permanencia (MRT) es mas prolongado, lo

que permitiria regimenes posoldgicos mas amplios.

Tras la administraciéon EV e IM de marbofloxacina, se alcanzaron
elevadas concentraciones en leche con un coeficiente de reparto
basado en las ABCieche/ABCpiasma de 0,54 para la EV y de 0,64 para
la IM, cuando se utilizé el sistema de ordefio que denominamos
manual, ya que con el denominado mecanico (cada 12h), no se
obtuvieron concentraciones suficientes para el andlisis cinético de

la marbofloxacina en leche.

La aplicacion intramamaria de marbofloxacina con la formulacién
farmacéutica utilizada en este estudio, no produjo efectos
adversos observables en los animales, y permitié alcanzar
elevadas Area Bajo la Curva y Concentraciones maximas en
leche, asi como concentraciones mensurables en plasma durante
10 h. Podemos destacar la presencia de un segundo pico de
concentracion de marbofloxacina, aproximadamente a las 2 horas
de su administracion IMam, que podria deberse al reingreso
desde el plasma ya que coincide con la presencia en ese tiempo

de un plateau de concentraciones en sangre.

Basandonos en las concentraciones inhibitorias minimas
determinadas para cepas locales de Staphylococcus aureus, en

leche, los indices de eficacia antimicrobiana PK/PD (Cpa/CIM,
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ABC/CIM), indican que, solo la via IMam podria ser efectiva en el
tratamiento de  mastitis bovina producida por este

microorganismo.
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VII1-1. RESUMEN EN ESPANOL.

Las marbofloxacina es un antimicrobiano de uso veterinario perteneciente a la
familia de las fluoroquinolonas. Esta indicado para bovinos, porcinos, caninos y felinos.
Las caracteristicas farmacocinéticas que presenta en diversas especies permiten la
administracion por distintas vias con una buena biodisponibilidad, una amplia
distribucion tisular y una prolongada permanencia en el organismo.

El objetivo de este trabajo fue definir la influencia de la edad en el comportamiento
farmacocinético de la marbofloxacina en bovinos, su perfil de eliminacién en leche tras
administracion por vias IV, IM e IMM y la determinacion de parametros PK/PD frente a
cepas locales de S. aureus aisladas de cuartos mamarios con mastitis. Para ello, se
estudio la cinética en terneras neonatas, de 10 y 50 dias de vida y en vacas, utilizando
en las terneras la via intravenosa (2 mg/kg) y oral (2 mg/kg en terneras neonatas y
de 10 dias, 2 y 5 mg/kg en terneras de 50 dias de vida). En vacas se administro el
farmaco por via intravenosa (2 mg/kg), intramuscular (2 mg/kg) e intramamaria (100
mg/cuarterén). Paralelamente, se determinaron las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) de marbofloxacina frente a cepas locales de S. aureus. Con los datos
de concentraciones en leche de marbofloxacina tras su administraciéon por las

diferentes vias, se calcularon predictores de eficacia PK/PD.

La evoluciobn de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina tras la
administracion intravenosa en terneras y vacas mostré un perfil bifasico, siendo
el modelo bicompartimental abierto con eliminacién de primer orden el que mejor
describié este comportamiento. No se hallaron diferencias estadisticas significativas
en el Vss entre las terneras de distintas edades, ni con las vacas. El aclaramiento de
marbofloxacina se ha ido incrementando con la edad de los animales; no hubo
diferencias entre animales de 50 dias de vida y vacas. La diferencia que se observa en
el aclaramiento plasmatico entre edades, se acompafia de una diferencia en los
valores de area bajo la curva de las concentraciones plasmaticas frente al tiempo
(ABC). En neonatos y 10 dias se observé ademas un MRT mucho mayor (MRT= 11,38
+ 2,82 hy 9,09 + 1,47 h, respectivamente) al registrado en animales de 50 dias (MRT
= 3,44 %= 0,51h) y adultos (2,71 = 0,19 h). Lo mismo sucede con los valores de
semivida de eliminaciéon en neonatos y 10 dias frente a vacas (t1/2\ = 2,28 + 0,25 h)

y terneras de 50 dias de vida (t1/2\ = 3,21 + 0,57 h) que en el resto de los grupos
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La disposicion plasmatica de marbofloxacina tras la administracion oral en
terneras se ajusta a modelo mono-compartimental con eliminacion de primer orden.
La marbofloxacina se absorbié lentamente, resultando en una T, de entre 6,7 y 8,4
horas. La concentracion plasmatica maxima (Cnax) Y €l Area Bajo la Curva (ABC)
resultaron significativamente mayores en animales recién nacidos en comparacion a
los de 10 y 50 dias (dosis de 2 mg/kg). La semi vida de eliminacién (T%2.) no mostré
diferencias estadisticas entre grupos, siendo un proceso lento (Neonatos = 17,46h, 10
dias = 17,68 h, 50 dias 2 mg/kg = 18,46 h; 50 dias 5 mg/kg = 14,48 h).

Luego de la administraciobn intramuscular en vacas, el modelo
monocompartimental abierto con eliminacién de primer orden fue el que mejor
describié la cinética. La absorcion fue un proceso rapido (T., K01=0,26 + 0,34 h; Tax
= 0,78 h). La biodisponibilidad porcentual fue completa (F%=108,1 %), y los valores
de Area Bajo la Curva para esta via no difirieron estadisticamente de los obtenidos

para la via intravenosa.

Al comparar perfil lacteo con las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina,
se pudo observar un paralelismo entre ambas para las tres vias de administracion
utilizadas. Las Tnax determinadas tanto en la via intravenosa (3,33 = 1,03 h) como
intramuscular (3,00 = 2,00 h) indican un cierto retraso en la aparicion de
marbofloxacina en leche. La relacion ABCieche/ABCpiasma indicé que la fraccion de
farmaco excretado por leche fue mayor en la via intramuscular (ABCieche/ABCpiasma=
0,64) que en la intravenosa (ABCieche/ABCpiasma= 0,54). Al comparar la semivida de
eliminacion (T¥2).) en leche y plasma se pudo observar que fue mas prolongada en la
secrecion lactea, tanto en la via intravenosa (T%2\ieche/ T¥2hplasma=1,31) como
intramuscular  (TY2Ajeche/ T¥2Aplasma=2,33), aunque sin producir acumulacion de
marbofloxacina en leche.

Tanto la Chax (479,28 £+ 105,45 ug/ml) como el ABC (1383,0 = 328,5 pg.h/ml)
fueron significativamente superiores en la administraciéon intramamaria de
marbofloxacina en comparacion a las vias IV e IM. Se observé un pico secundario del
farmaco aproximadamente a las 2 h post administracion), cuya media aritmética fue
de 344,30 pg/ml. La semivida de eliminacion (T%2A = 1,31 + 0,51 h) y tiempo medio
de residencia (TMR = 3,05 + 0,87 h) en leche luego de la aplicaciéon intramamaria de
marbofloxacina indicarian que la deplecidon del farmaco es un proceso rapido, aunque

posteriores ensayos deberian realizarse para confirmar esta afirmacién.
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La CIMgo determinada para las 163 cepas de S. aureus testeadas fue de 1 pug/ml.
De acuerdo a los puntos de corte utilizados, puede considerarse a todas las cepas
testeadas como sensibles a marbofloxacina. En nuestros ensayos, Unicamente la via
intramamaria alcanzé los valores apropiados de eficacia antimicrobiana, tanto para
Cimax/CIM (479,28) como para ABC/CIM (1383,0 h).
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VII-2. SUMMARY.

Marbofloxacin is an antimicrobial for veterinary use belonging to the
fluoroquinolone family. It is indicated for cattle, swine, dogs and cats. It's
pharmacokinetic properties as good bioavalilability, a wide tisular distribution and a
prolonged permanence in the organism in many animal species allow its
administration by different routes..

The aim of this work was to define the influence of age on the pharmacokinetics of
marbofloxacin in cattle and the determination of PK/PD parameters against local
strains of S. aureus isolated from mastitis-affected mammary glands. In order to
achieve this goal, the pharmacokinetic behaviour was studied in female calves at
birth, 10 and 50 days of life and in adult cows, administering the drug in the calves by
the intravenous (2 mg/kg) and oral routes (2 mg/kg in newborn calves and 10 days
old calves, 2 and 5 mg/kg in 50 days old calves). In cows, the drug was administered
by the intravenous (2 mg/kg), intramuscular (2 mg/kg) and intramammary (100
mg/quarter) routes. Simultaneously, the minimum inhibitory concentracions (MIC) of
marbofloxacin against 163 local S. aureus strains were determined. PK/PD parameters

were calculated with marbofloxacin milk depletion data.

After intravenous administration to calves and cows, the model that best
described de behavior of marbofloxacin was the bicompartimental open model with
first order elimination. There were no statistical differences in the Vss nor between
calves of different age, neither with the cows. Clearance values increased with the
animal’'s age, although there were not differences between 50 days old calves and
cows. The observed difference between ages in plasmatic clearance is accompanied by
differences on the area under the curve (ABC). In neonates and 10 days old calves
higher values of MRT (MRT= 11,38 + 2,82 h and 9,09 + 1,47 h, respectively) were
observed in comparison to 50 days old animals (MRT = 3,44 + 0,51h) and adult cows
(2,71 = 0,19 h). Plasmatic levels of marbofloxacin in the elimination phase,
diminished more rapidly in cows (t1/2» = 2,28 * 0,25 h) and 50 days old calves
(t1/2% = 3,21 + 0,57 h) that in the rest of the groups (PONER ACA LOS VALORES).

Marbofloxacin plasmatic disposition after oral administration to calves was best
described by a mono-compartimental open model with first order absorption. The drug

was slowly absorbed, resulting in a Thax between 6,7 and 8,4 hours. Maximum
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plasmatic concentration (Cn.x) and Area Under the Curve (ABC) showed statistically
higher values in newborn than 10 and 50 (dose 2 mg/kg) days old calves. Elimination
half-life (t1/2).) did not show statistical differences between groups, being a slow
process (Arithmetical mean: Neonates = 17,46 h, 10 days old = 17,68 h, 50 days old
2 mg/kg = 18,46 h; 50 days old 5 mg/kg = 14,48 h).

After intramuscular administration in cows, a monocompartmental open model
with first order elimination was the one that best described marbofloxacin kinetics.
Absorption was a fast process (T%2 K01=0,26 * 0,34 h; Thax = 0,78 h). Bioavailability
was complete (F%6=108,1 %), and ABC values for this route did not differ statistically
from those obtained by the intravenous administration. Volume of distribution (Vz/F=
0,90 + 0,13 L/kg), clearance (CI/F= 263,9 * 39,0 ml.kg/h) and elimination half-life
(t1/2n = 2,38 = 0,11 h) were similar to the obtained for the intravenous route,
whereas mean residence time (TMR=6,45 + 1,82 h) was higher after intramuscular

administration.

A parallelism between marbofloxacin milk profile and plasmatic concentrations,
could be observed for all the three routes of administration. T, after the intravenous
(3,33 = 1,03 h) and intramuscular (3,00 = 2,00 h) routes, indicate a true delay in
marbofloxacin milk-excretion. The ratio ABCiw/ABCpiasma indicated that the fraction of
drug excreted in milk was higher for the intramuscular (ABCnin/ABCpiasma=0,64) than
for the intravenous administration (ABCmi/ABCpasma = 0,54). When comparing
elimination half-life in milk and plasma, a longer value for the former could be
observed, for both the intravenous (t1/2% mi/t1l/2Apasma=1,31 h) and intramuscular
routes (t1/2xmin/ t1/2pasma=2,33 h), although marbofloxacin accumulation in milk did
not occur.

Chax (479,28 £+ 105,45 pg/ml) and ABC (1383,0 + 328,5 hr* g/ml) were

significantly greater for intramammary administration, in comparison to intravenous
and intramuscular treatments. A marbofloxacin secondary peak, (around 2 h post
administration) was observed, with an arithmetic mean of 344,30 ug/ml. Elimination
half-life (T¥2A = 1,31 £+ 0,51 h) and mean residence time (TMR = 3,05 £+ 0,87 h) in
milk after intramammary administration indicate that the depletion would be a rapid

process. Further studies will be necessary to confirm this.
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Minimum inhibitory concentrations (CIMg,) determined for the 163 local S.
aureus strains tested was 1 ug/ml. With the cut-off points used, it can be considered
that all of the strains assayed were marbofloxacin-sensible. In our job, only the
intramammary route achieved appropriate PK/PD values, taking into account the
Cmax/CIM (479,28) and ABC/CIM (1383,0 h) obtained.
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Anexos

MARBOFLOXACINA: Determinacion de CIM

CEPAS CIM DISCO mm
1) 123 0,5 25
2) 117 0,5 24
3) 131 0,5 25
4) 126 0,5 25
5) 108 0,5 28
6) 125 0,5 27
7) 107 0,5 26
8) 103 1 29
9) 127 0,5 28
10) 129 0,5 29
11) 136 0,5 25
12) 137 0,5 27
13) 135 0,5 25
14) 218 1 25
15) 134 1 25
16) 109 1 25
17) 100 0,5 25
18) 132 1 26
19) 133 0,5 26
20) 110 0,5 25
21) 106 0,5 27
22) 144 1 26
23) 200 0,5 29
24) 201 1 29
25) 202 0,5 26
ATCC 0,5 25
cepas CIM Disco mm
1) 295 0,5 26
2) 296 0,5 27
3) 297 0,5 27
4) 298 0,5 26
5) 299 0,5 25
6) 300 0,5 25
7) 302 0,5 24
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8) 303 1 26
9) 304 0,5 26
10) 305 0,5 27
11) 306 0,5 28
12) 311 0,5 28
13) 312 0,5 28
14) 313 0,5 25
15) 314 1 27
16) 315 1 25
17) 316 0,5 27
18) 317 1 27
19) 318 0,5 29
20) 319 0,5 26
21) 320 1 25
22) 321 1 26
23) 322 0,5 24
24) 323 1 25
ATTC 0,5 26
cepas CIM Disco mm
1) 324 1 25
2) 325 1 27
3) 326 1 27
4) 327 1 28
5) 328 1 27
6) 329 1 28
7) 330 1 25
8) 331 0,5 26
9) 332 0,5 28
10) 261 0,5 27
11) 262 1 27
12) 263 1 25
13) 264 1 25
14) 288 0,5 25
15) 289 1 25
16) 336 1 25
17) 334 0,5 27
18) 333 1 25
19) 3 1 25
20) 18 1 30
21) 25 1 25
22) 43 1 26
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23) 61 1 26
24) 120 1 26
25) 74 1 27
26) 149 1 26
27) 151 1 25
28) 152 1 25
29) 180 1 27
30) 168 1 28
ATCC 0,5 26 mm
cepas CIM Disco mm
1) 164 1 28
2) 161 0,5 27
3) 148 1 28
4) 142 1 28
5) 174 0,5 28
6) 154 1 27
7) 157 0,5 26
8) 160 1 26
9) 145 1 29
10) 158 1 26
11) 178 1 27
12) 240 1 28
13) 257 1 30
14) 228 1 29
15) 251 1 28
16) 226 0,5 28
17) 239 1 27
18) 245 1 28
19) 203 1 30
20) 205 0,5 25
21) 184 1 28
22) 291 1 28
23) 292 1 25
24) 293 1 24
25) 294 0,5 25
ATCC 1 27
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cepas CIM Disco mm
1) 153 1 24
2) 169 0,25 24
3) 176 1 28
4) 206 0,5 27
5) 207 1 25
6) 208 0,5 27
7) 209 1 29
8) 210 0,5 29
9) 211 0,5 27
10) 212 0,5 31
11) 213 0,5 29
12) 214 1 26
13) 218 0,5 27
14) 222 1 26
15) 223 0,5 27
16) 227 0,5 26
17) 236 0,5 27
18) 237 0,5 28
19) 238 0,125 26
20) 242 1 25
21) 243 1 25
22) 248 1 26
23) 252 0,5 26
24) 253 0,5 27
25) 256 0,125 27
26) 258 1 28
27) 268 1 26
28) 269 1 27
29) 271 1 26
30) 364 1 26
ATCC 0,5 25
Caja 3 (3-4-07)

cepas CIM Disco mm
1) 337 0,5 27

2) 338 0,25 26
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3) 340 0,25 27
4) 350 0,25 24
5) 353 0,25 28
6) 354 0,25 27
7) 349 0,25 26
8) 343 0,25 29
9) 351 0,25 27
10) 362 0,25 26
11) 365 0,25 25
12) 366 0,25 26
13) 367 0,25

14) 368 0,25

15) 372 1

16) 373 0,25

17) 374 0,25

18) 377 0,25

19) 385 0,25

20) 386 0,25

21) 380 0,25

22) 381 0,25

23) 382 0,25
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24) 383 0,25
25) 384 0,25
26) 387 0,25
27) 388 0,25
28) 380 0,25
29) 389 0,25
30) ATCC 0,25
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