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Resumen

Danofloxacina y enrofloxacina, son antimicrobianos pertenecientes a la familia
de las fluoroquinolonas. Ambos son empleados exclusivamente en Medicina
Veterinaria, en distintas especies y por sus caracteristicas farmacocinéticas, se utilizan
para el control de procesos infecciosos de diferente etiologia. Pero a nivel mundial, la
bibliografia referente al comportamiento farmacocinético de estos agentes en el caprino
lechero, es escaso. En nuestro pais, el incremento del consumo de leche de cabra se
incrementa lenta pero progresivamente. En el presente trabajo se estudid la cinética
plasmatica y lactea de danofloxacina y enrofloxacina, determinandose el periodo de
resguardo para las mismas.

Se utilizaron cabras en lactancia, clinicamente sanas, divididas en 2 lotes de 6 animales
cada uno, a las que se les administr6é una tnica dosis de 6 mg/kg de danofloxacina y 7,5
mg/kg de enrofloxacina por via subcutdnea respectivamente. La determinacion de las
concentraciones en plasma, leche y de residuos se llevdo a cabo por método
cromatografico (HPLC). Los resultados demuestran una moderada permanencia en el
organismo y elevado volumen de distribucion para ambas drogas, con respecto al
pasaje a leche es mas elevado para danofloxacina. Los periodos de resguardo se
establecieron en 7,41 dias para danofloxacina y 4,07 dias para enrofloxacina

respectivamente.
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Summary

Danofloxacin and enrofloxacin are antibiotics belonging to the family of drugs
called fluoroquinolones. Both are used exclusively in veterinary medicine, in different
species and its pharmacokinetic characteristics are used to control infectious processes
of different etiology. But globally, the literature regarding the pharmacokinetics of these
agents in dairy goats is low. In our country, the increased consumption of goat milk is
increased slowly but progressively. This work studied the plasma kinetics and
danofloxacin and enrofloxacin dairy, determining the withdrawal period for them.
Lactating goats were used, clinically healthy, divided into 2 groups of 6 animals each,
which were administered a single dose of 6 mg / kg and 7.5 mg danofloxacin / kg of
enrofloxacin subcutaneously respectively.

The determination of the concentrations in plasma, milk and waste was carried out by
chromatographic method (HPLC). The results show a moderate retention in the body
and high volume of distribution for both drugs, with respect to the passage of milk is
higher for danofloxacin. Periods of receipt were established in 7,41 days to 4,07 days

for danofloxacin and enrofloxacin, respectively.
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1.Introduccion

La expansion de la poblaciéon mundial, determina una demanda creciente y
continua de alimentos frescos y elaborados, En este marco, produccion y reproduccion
animal son procesos que dependen de la salud en su mas amplio sentido.

Los consumidores muestran a la vez un interés creciente en la forma en que se
producen, elaboran y comercializan los alimentos, exigiendo inocuidad de los mismos y
con ello proteccion de la salud humana (Riveros Morcillo, 2008).

Estos desafios para asegurar la produccion y elaboracion de alimentos sanos,
demandan perfeccionamiento, construccién de nuevos modelos productivos, de
industrializacion, transporte y comercializacion de alimentos a empresas y organismos
de control. También imponen una fuerte presion sobre el sector agropecuario
favoreciendo los sistemas de producciéon animal a gran escala, que suponen la
concentracion de un gran nimero de animales en espacios reducidos (FAO, 1996;
Moreno et al, 2000; Lozano & Arias, 2008;). En este contexto, las enfermedades
bacterianas subclinicas pueden dafiar la productividad de la explotacidén pecuaria, y en
un momento dado, pueden alcanzar proporciones clinicas y afectar rapidamente a todos
los animales (Diez y Calderon, 1997).

Acompafiando estos procesos, la farmacologia veterinaria crece en forma
sostenida incorporando nuevas moléculas y estrategias para la administracion de
farmacos, que permiten a los clinicos contar con herramientas mas eficaces para el
tratamiento de patologias de interés, destacandose el importante desarrollo e
investigacion en materia de antimicrobianos, siendo estos el eje principal de la lucha
contra las enfermedades infecciosas.

Como parte del proceso de aprobaciéon de nuevos productos velerinarios para
animales productores de alimentos, las autoridades reguladoras solicitan datos de
estudios de eliminacion del residuo marcador a fin de establecer periodos de espera
apropiados en productos comestibles, incluidos la carne, la leche, los huevos y la miel
PROSAIA (2011a). Estas normas regulatorias de uso de medicamentos y sus efectos
residuales, tienden a garantizar proteccion para la salud de las personas y del medio

ambiente, siendo compatibles con un desarrollo sustentable.
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El propésito de este estudio fue establecer y comparar la disposicion plasmatica
y lactea de enrofloxacina y danofloxacina luego de la aplicaciéon subcutanea en cabras, a
los efectos de obtener parametros cinéticos que permitan un adecuado manejo de estos
recursos, asegurar su eficacia terapéutica y establecer el periodo de retiro en leche, a fin
de que la concentracion residual de los antibidticos no supere al correspondiente limite
maximo de residuos (LMR).

Los resultados obtenidos en este trabajo, posibilitardn un mayor grado de
conocimiento acerca de la utilizacién racional de los antimicrobianos evaluados, que
redundara en la obtencién y colocacién en el mercado de alimentos mas seguros desde

el punto de vista de la Salud Publica.

2. Aspectos generales de la produccion caprina

La cabra (Capra hircus) es un animal que se destaca por su rusticidad, precocidad,
docilidad y adaptacion al medio ambiente, es una especie principalmente productora de
leche, aunque también lo es de carne, cuero e incluso pelo.

Argentina cuenta con unas 4,2 millones de cabras. La mayor densidad de cabezas
se registra en las provincias de Santiago del Estero con un 17,4% del hato caprino,
Neuquén el 16,7%, Mendoza 16,6% (Cofecyt, 2008). Datos de Chagra Dib, (2004)
indicaban que Coérdoba reunia aproximadamente 180 mil animales, un 4% del total
nacional; cifra que en 2011 descendi6 a 135.400 cabezas, segun lo citado en el PEA
(Plan Estratégico Alimentario y Agroindustrial).

Tradicionalmente la produccion de carne es la funcion mas importante de la cria
caprina argentina, sobre todo en las zonas aridas y semiaridas del Noroeste argentino.
Sin embargo, en los ultimos afios, ha evolucionado la produccion lechera en diferentes
regiones, por ejemplo en la provincia de Cérdoba y los alrededores de la ciudad de
Buenos Aires, cuyo producto es utilizado principalmente para la produccion de quesos
artesanales, procesandose aproximadamente 1,5 millones de litros de leche al afio, de
los que se obtienen alrededor de 150 toneladas de queso. Una gran parte de esta
produccion se expende en puestos de venta regionales, en ocasiones sin un exhaustivo
control bromatolégico. Asi también, ha ido en alza su consumo por nifios con

intolerancia a la lactosa o alergia a la leche de bovino (Cofecyt, 2008).

Disposicion plasmatica y determinacién de residuos de danofloxacina y enrofloxacina en lech: de cabras en
lactancia.
Maestrando: M.V. Esp. Cs. Clinicas Guillermo F. Prieto



UNRC — Maestria en Inocuidad y Calidad de Alimentos

En los ultimos afios los precios de la carne caprina han sido alentadores debido a
una demanda sostenida. La comercializacion de leche caprina residual de crianza de
cabritos también han tenido un aumento significativo y generalizado (INTA, 2011).

El desarrollo de la produccién caprina argentina esta principalmente en manos de
pequefios productores, de escasos recursos y bajo nivel sociocultural, constituyéndose
en una de las actividades mas relevantes para el sustento familiar en zonas donde las
estructuras basicas de caminos, electrificacion, salud, educacion y provision de agua son
insuficientes o no existen (Cofecyt, 2008; INTA, 2011).

A nivel de la produccién de leche caprina, si bien existe participacion
gubernamental (Consejo Federal de Ciencia y Tecnologia, INTA, Universidades) y no
gubernamental (ONGs), en la implementacion de planes para mejorarle, el avance en
mejorar cuestiones como la alimentacion, falta de infraestructura basica de ordefie y
bajos rendimientos por cabra es relativamente lento (Cofecyt, 2008).

Tomando como ejemplo la zona norte y noroeste de Cordoba, en un estudio
conjunto de Farmacologia y Epidemiologia, llevado a cabo por las Universidades
Catolica de Cordoba, Rio Cuarto y CEPROCOR, fue posible establecer como ciertos
aspectos culturales de los lugarefios se constituyen en una barrera al tratar de
implementar mejoras y desterrar el ejercicio de practicas de produccién y sanidad poco
eficientes, que impactan en la calidad final de la leche y de subproductos de esta.

En el aspecto sanitario, es comin el empleo generalizado de antiparasitarios y
antibidticos, segun los criterios de productores considerados referentes, transmitiéndose
esta informacion en forma oral. Esto lleva a falencias significativas, por ejemplo
indicaciones inapropiadas para antiparasitarios y antibidticos, manifestaciones de
resistencia y no observancia de periodos de retiro, entre otros (Boggio et al, 2006).

Es sabido que los residuos de medicamentos veterinarios presentes en los
alimentos de origen animal pueden constituir un riesgo potencial para la salud de los
consumidores, manifestdndose de diversas maneras como reacciones alérgicas,
fenomenos de resistencia bacteriana, como también la alteracién de los procesos
industriales relacionados eon el rubro alimenticio.

Dentro de los recursos terapéuticos, los antimicrobianos constituyen herramientas

imprescindibles en las explotaciones productivas. Son utilizados en forma rutinaria para
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el tratamiento de enfermedades infecciosas, por lo que resultan necesarias pautas que
orienten al uso racional de los mismos (Concordet & Toutain, 1997; Cancho et al, 2000;
Diaz & Anadon, 2000).En este marco, el empleo de fluoroquinolonas en las especies
animales de interés productivo se ha incrementado de forma constante. $in embargo en
el caprino es escasa la informacion disponible sobre su perfil farmacocinético en cabras

criollas.

3. Consideraciones generales sobre fluoroquinolonas

Las quinolonas, también denominadas acidos carboxilicos quinolonicos o 4-
quinolonas, comprenden a un numeroso grupo de agentes antimicrobianos de sintesis,
cuya estructura general se muestra en la Figura 1.

El 4cido nalidixico, considerado el precursor del grupo, sintetizado en 1962 por
Lesher vy colaboradores a partir de la modificacion de la cloroquina (Rothlin 1999),
exhibe pobre biodisponibilidad oral, un espectro orientado hacia enterobacterias
(Escherichia coli, Proteus spp., Shigella spp., Salmonella spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp., Enterobacter spp. y Klebsiella spp.), limitada distribucién tisular,
corta vida media (1,5 h) y elevadas concentraciones en orina, factores que determinaron
su empleo primario sobre infecciones del tracto urinario (Martinez et al, 2006;
Gonzalez-Gémez & Martinez, 2007; Leyva & Leyva, 2008; Sharma et al, 2009;
Gardner, 2010; Pallo-Zimmerman, 2010). Desafortunadamente la expresion de

resistencia al acido nalidixico fue rapida (Sarkozy, 2001).

Figura 1. Estructura general del anillo de las fluoroquinolonas (Leyva & Leyva, 2008)
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Los 4acidos oxolinico, pipemidico, piromidico y cinoxacina, posteriores al acido
nalidixico, no exhibian diferencias apreciables y so6lo se utilizaron como antisépticos
urinarios, conformando la primera generaciéon de quinolonas (Emmerson & Jones,
2003; Gutierrez-Zufiaurre, 2004; Emami et al, 2005; Leyva & Leyva, 2008).

A mediados de la década del 70 se establece un intenso desarrollo de nuevas
moléculas, focalizado en tres aspectos: l-Incrementar la actividad sobre cepas
resistentes, anaerobios y microorganismos atipicos, 2- reducir la tasa de resistencia
emergente y 3- mejorar el perfil farmacocinético y farmacodindmico (Sharma et al,
2009). En 1976 surge la flumequina, primera monofluoroquinolona con un atomo de
fldor en la posicion C6, modificacion estructural que incrementa la actividad sobre
Gram positivos (Emmerson & Jones, 2003)

Durante los afios ochenta, se observa que la adicion de un atomao de fluor en la
posicion 6 y un anillo piperazina en el carbono 7, originan nuevas estructuras, con
mejoras tanto en actividad bioldgica como en propiedades farmacocinéticas tales como
buena absorcion oral, extension del espectro antibacteriano sobre enterobacterias,
Pseudomonas spp. y cocos Gram positivos, amplia distribucidn tisular, concentraciones
plasmaticas y tisulares bactericidas y escasa incidencia de efectos adversos (Brown,
1996; Tillotson, 1996; Martinez et al, 2006). De este modo, estas quinolonas se
convierten en farmacos de primera linea frente a diferentes infecciones, constituyendo
un nuevo grupo denominado de segunda generacion, piperazinil-fluoroquinolonas o
simplemente fluoroquinolonas, aprobandose para uso clinico en humanos norfloxacina,
ciprofloxacina y ofloxacina (Leyva & Leyva, 2008). A finales de la década se
incorpora ademads la utilizacion de enrofloxacina en animales domésticos (Martinez et
al, 2006).

Las investigaciones han sido intensas hasta la fecha, estimadndose en mas de
10.000 las moléculas investigadas y/o sintetizadas. Sin embargo no todas han sido
autorizadas para uso clinico, contdndose actualmente con cuatro generaciones (Tabla 1).

Si bien no existe una linea que delimite claramente a los agentes de tercera y
cuarta generacion, estos Gltimos presentan una serie de propiedades farmacocinéticas
y farmacodindamicas que constituyen ventajas significativas como agentes

antimicrobianos.
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Entre las propiedades de mayor relevancia pueden destacarse la disoluciéon
rapida en el medio gastrointestinal con una adecuada y rdpida absorcién intestinal,
concentraciones maximas en cortos periodos de tiempo, elevados volumenes de
distribucion y altas elevadas concentraciones, superiores a las plasmaticas, a nivel
pulmonar, renal, aparato reproductor, vesicula y liquido biliar, esto también se observa
en macrofagos y otras células fagociticas. La mayoria presenta vidas medias
plasmaticas prolongadas, que permiten administrarlas cada 24 horas (Brown, 1996;
Ball, 2000; Martinez et al, 2006).

Su actividad antimicrobiana es amplia abarcando bacterias (Gram-negativas,
incrementada hacia Gram-positivas, anaerobios y micobacterias (Grobbel et al, 2007,
Leyva & Leyva, 2008).

Tabla 1. Generaciones de fluoroquinolonas

Generacion Antimicrobiane
Acido Nalidixico
Acido Oxolinico
Acido Pipemidico
Cinoxacina
Flumequina
Enrofloxacina
Danofloxacina
Difloxacina
Norfloxacina
Ciprofloxacina
Marbofloxacina
Ofloxacina
Pefloxacina
Sarafloxacina
Levofloxacina
Esparfoxacina
Clinafloxacina
Tercera Lomefloxacina
Grepafloxacina
Balofloxacina
Orbifloxacina
Trovafloxacina
Gatifloxacina
Cuarta Moxifloxacina
Gemifloxacina
Sitafloxacina

Primera

Segunda
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4. Relacion estructura-actividad

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos conformados por un anillo biciclico
que combina el nicleo B-piridona, dcido carboxilico y un anillo arornético: naftidina,
quinolina, cinolina o piridopirimidina.

Las fluoroquinolonas son moléculas anféteras que pueden estar protonadas en el
grupo carboxilo 6 en la amina terciaria; su pK, se ubica entre 52 y 8,5 y son
ligeramente hidrosolubles a pH fisiolégico. Se comportan como zwitteriones y estdn
cargados tanto los correspondientes grupos aniénicos como los catiénicos A pesar del
grupo carboxilo, el grado de ionizacién de estos compuestos es limitado y exhiben
elevada liposolubilidad en un pH comprendido entre 6 y 8 (Brown, 1996; Gutiérrez-
Zufiaurre, 2004; Gonzalez Gémez & Nieto Martinez, 2007; Papich & Riviere, 2009).

Si bien inicialmente se consideraron como un grupo homogéneo, con
propiedades semejantes, la posibilidad de transformar la estructura llevd a un desarrollo
vertiginoso del grupo, originando agentes provistos de mayor espectro antibacteriano,
elevada penetracién tisular, seguros y con menor manifestacion de resistencia

microbiana (Andersson & MacGowan, 2003; Emami et al, 2005).

Influencia la potencia
aumenta la actividad Esencial para la union a la girasas
y el transporte a través de la

membrana bacteriana

Influencia la potencia,
el espectroy la

. Alteraciones limitadas
farmacocinética

Controla la Influencia la potencia
farmacocinética yla

farmacocinética

/

Figura 2. Efectos de las sustituciones en las fluoroquinolonas (Adapatado de Gonzélez

Goémez & Martinez, 2007)
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Las sustituciones en la estructura en distintas posiciones (P), pueden ser
constantes, habituales o variables. Constantes son las que definen al grupo, habituales
son aquellas que tienen pocas opciones de cambio, generalmente ocurren en P2 y P6 y
las sustituciones variables pueden estar en N1 y RS (esenciales) y R7 y X8 (importantes,
aunque accesorias), donde las posibilidades de sustituciéon son mayores.

El conjunto de las sustituciones pueden actuar de forma positiva o negativa
entre si en cuanto a la actividad antibacteriana, farmacocinética, toxicidad y perfil de

interacciones. En la Figura 2 se resumen los efectos de las sustituciones.

5. Farmacocinética
Las fluoroquinolonas se comportan in vivo como moléculas de elevada
liposolubilidad. En solucion se comportan como bases débiles y su lipofilicidad

determina el comportamiento cinético (Lees & Aliabadi, 2002).

5.1. Absorcién

En términos generales, luego de la administracion por via oral y al considerar la
variacion individual entre los diferentes compuestos y especies, la absorcion es elevada
en monogastricos y prerrumiantes, menor en monogastricos de transicidn (equinos) y
escasa en rumiantes (Gonzélez Gémez & Martinez, 2007).

La presencia de alimentos en el tracto digestivo no ejerce un efecto significativo,
puede retrasar la absorcion, pero la cuantia de la misma representada por el area bajo la
curva (ABC), no se ve afectada (Brown, 1996; Martinez et al, 2006; Gonzalez Gomez
& Martinez, 2007; Papich & Riviere, 2009).

Los rumiantes presentan tasas de absorcidn digestiva con gran variabilidad. Se
reporta un 61% en ovinos (Vancutsem et al, 1990), cifra que desciende a 10% para
enrofloxacina (Lees & Aliabadi, 2002).

La limitada absorcion que se observa en rumiantes puede tener su origen en la
adsorcién de las fluoroquinolonas al contenido de los preestomagos y a la quelacion,

mas que a la destruccion de las mismas (Martinez et al, 2006).
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La absorcion tras la aplicacion intramuscular y subcutanea es practicamente
completa. Sin embargo pueden presentarse demoras en la absorcidén en algunos casos,
atribuible a la fijacion a los tejidos o por la irritacién producida que interfiere con la
circulacion local (Brown, 1996; Gonzalez Gomez & Martinez, 2007; Papich & Riviere

2009).

5.2. Distribucién

Por su caracter lipofilico, tras la administracién se obtienen volimenes de
distribucion que pueden variar de 1 a 5 L/Kg (Brown, 1996; Lees & Aliabadi, 2002).
Las concentraciones son elevadas en aparato respiratorio: secreciones nasal y
bronquial, mucosa, epitelio, fluido de revestimiento y macréfagos alveolares (Wise,
1991; Hawkins et al, 1998; Otero et al, 2001b), asi como en el aparato urogenital,
digestivo, higado, musculo, piel y gldndula mamaria. En todos estos territorios, por lo
general, las concentraciones son superiores a las plasmaticas. También ingresan vy
alcanzan concentraciones terapéuticas en humor acuoso, tejido linfatico, hueso,
articulaciones y liquido cefalorreaquideo (Brouwers, 1987; Sumano Lopez, 1993;
Brown, 1996; Otero et al, 2001b; Gonzalez Gémez & Martinez, 2007; Papich &
Riviere, 2009).

5.3. Metabolismo y eliminacién
La eliminacioén de fluoroquinolonas se lleve a cabo por via renal, metabolismo
hepatico o mixto (hepatico-renal).
La excrecion renal, variable segtin el compuesto, ocurre por filtracién glomerular
y/o secrecion tubular activa, lo que permite que se alcancen altas concentraciones
urinarias. Para la mayor parte de las fluoroquinolonas, los compuestos madre y sus
metabolitos se recuperan en orina y escasamente en heces. Una excepcion es
difloxacina, donde se recupera hasta un 80% (Brown, 1996; Papich & Riviere, 2009)
La metabolizacion es hepatica, la extension depende del tipo de compuesto y
especie animal (Brown, 1996; Otero et al, 2001b; Lees & Aliabadi, 2002; Martinez et
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al, 2006). Algunos de los metabolitos originados son activos, sin embargo no revisten
mayor relevancia, exceptuando a ciprofloxacina (Papich & Riviere, 2009).

La excrecion biliar y transintestinal es variable segun el compuesto, pero
generalmente es bajo (Fitton, 1992). Es posible también la circulacion enterohepética
por accidn de f-glucoronidasas intestinales, liberando el compuesto primario o

metabolitos activos (Gonzélez Gémez & Martinez, 2007; Rubio Langre, 2011).

6. Mecanismo de accion

Las fluoroquinolonas interactian inhibiendo la ADNgirasa bacteriana, enzima
involucrada en la transcripcion, recombinacion, replicacion y reparacion del ADN
(Otero et al, 2001a; Emami et al, 2005; Sharma et al, 2009).

La ADNgirasa 6 Topoisomerasa II, produce un superenrrollamisnto helicoidal
negativo en la molécula de ADN y es critica en el mantenimiento de la densidad
genomica (Anderson et al, 1998). Las quinolonas inhiben ademas a la Topoisomerasa
IV, esencial en la segregacidon cromosomica en células procarioticas.

Se ha sugerido que las quinolonas interactian con la ADNgirasa en organismos
Gram negativos y con la Topoisomerasa IV en organismos Gram positivos, enzimas
esenciales para la replicacion y transcripcion del ADN, cuya inhibicion por parte de
estos antimicrobianos conduce a la muerte celular (Hooper, 2001; Otero et al, 2001a;
Sharma et al, 2009).

Considerando que las enzimas difieren en sus funciones, es probable que las
bacterias difieran también en sus respuestas a las quinolonas de acuerdo a cudl sea la
diana principal (Drlica et al ,1997; Otero et al, 2001a).

Aun cuando las bacterias, como las células de los mamiferos, poseen material
genético ADN de tipo bicatenario, existen diferencias en su estructura. Las bacterias
contienen s6lo un cromosoma formado por una combinacién ADN, ARN y proteina
(ARN polimerasa). El cromosoma bacteriano no esta envuelto por una membrana y se
concatena, en un nimero variable de dominios o zonas condensadas. En cambio en los
mamiferos superiores posee un numero definido de dominios y el ADN se encuentra

rodeado por una membrana. Otra diferencia es que la enzima mamifera estd compuesta
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por dos subunidades,en lugar de cuatro. Estas diferencias estructurales determinan que
para inhibir a la girasa de los mamiferos se necesite una concentracion 100 veces
superior a la que corresponde a la enzima bacteriana (Wang, 1974, Smith, 1984;

Stahlmann & Lode, 2000; Gonzalez Gomez & Martinez, 2007).

7. Resistencia

La resistencia a los antibioticos ocurre en las bacterias de los animales
domésticos y varia enormemente segun las practicas de gestion, el uso de
antimicrobianos y el grado y la naturaleza de las enfermedades presentes en las
unidades pecuarias (Soulsby, 1999).

Los microorganismos contienen genes propios que, de forma natural, provocan
de resistencia a los antimicrobianos. Si como consecuencia de ello, el microorganismo
sobrevive a las concentraciones que se alcanzan in vivo, la resistencia adquiere
importancia clinica, fendmeno que constituye una de las principales dificultades en el
tratamiento eficaz de las enfermedades.

Los mecanismos de resistencia bacteriana a las fluoroquinolonas pueden
agruparse en tres categorias:

-Modificacién del sitio blanco, de tipo cromosémica, con mutaciones en sitios
especificos conocidos como RDRQ (Regiones Determinantes de Resistencia a
Quinolonas). Las mutaciones resultan en sustituciones criticas de aminoacidos, que
disminuyen la interaccion de las quinolonas con las enzimas (Ruiz, 2003; Emami et al,
2005; Hopkins et al, 2005; Rodriguez-Martinez, 2005; Marin-Carrillo, 2008; Moudgal &
Kaatz, 2009).

-Menor ingreso de farmacos, las quinolonas deben atravesar la membrana
externa, espacio periplasmico, pared celular y la membrana citopldsmica para alcanzar
a las topoisomerasas (Cordiés Jackson et al, 1998; Hopkins et al, 2005; Emami et al,
2005; Moudgal & Kaatz, 2009)

- Expulsion del antibacteriano desde el medio intracelular al extracelular por
accion de transportadores endégenos activos, conocidos como ABCs (ATP-Binding

Cassette). Estos constituyen una familia de proteinas altamente evolucionadas, que
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utilizan energia a partir de la hidrélisis del ATP para traslocar un amplio espectro de

sustratos a través de membranas celulares (Cattoir, 2004; Kaminsky et al, 2006).

8. Aspectos toxicolégicos

Después de mas de dos décadas de utilizacion, en términos generales se
considera a las fluoroquinolonas como agentes relativamente seguros y bien tolerados,
similar a los antibidticos betalactamicos y macrélidos (Stahlmann & Lode, 2000;
Sprandel & Rodvold, 2003; Bolon, 2009).

Sin embargo, se observan variaciones entre sus integrantes, en parte como
consecuencia de las modificaciones realizadas en la estructura molecular y también por
la disposicion tisular que logran algunos agentes, por ejemplo, en el sistema nervioso
(Bertino & Fish, 2000; Scholar, 2002; Ball, 2003).

Los efectos adversos mas frecuentes comprenden reacciones dermatologicas,
particularmente fototoxicidad (Bertino & Fish, 2000; Stahlmann, 2002; Sprandel &
Rodvold, 2003; Dall’Acqua, 2007), alteraciones digestivas, como nauseas, vomitos 0
diarreas y alteraciones nerviosas (Stahlmann & Lode, 2000).

Segun Stahlmann (2002), la neurotoxicidad se relaciona con la activacion del
receptor N-metil-D-aspartato 6 NMDA, y es reversible cuando se discontintia la
administracion (Bertino & Fish, 2000; Gonzalez Gémez & Martinez, 2007).

Es controvertido el uso de fluoroquinolonas en individuos jovenes, debido que
causan lesiones en el tejido conectivo, afectando el cartilago articular ¢n animales en
crecimiento (Van der Linden et al, 1999; Bertino & Fish, 2000; Stahlmann, 2002;
Sprandel & Rodvold, 2003). Se postula que el dafio puede originarse en una
estimulacion temprana por parte de las fluoroquinolonas, del metabolismo oxidativo en
los condrocitos inmaduros, con formacién de moléculas reactivas de O, que lleva a la
muerte celular. Adicionalmente, se acumularian en el cartilago formando complejos con
cationes divalentes, fundamentalmente con magnesio, cuya menor disponibilidad altera
la sintesis de colageno y proteoglicano (MaSlanka et al, 2004; Gonzalez Gémez &

Martinez, 2007; Kato, 2008).
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Estos agentes provocan inflamacién e incluso ruptura de tendones que no
depende de la edad de los pacientes y se verifica con todos los miembros del grupo,
principalmente con ofloxacina (Van der Linden et al, 1999) y ciprofloxacina (Khaliq &
Zhanel, 2003).

Son factores de riesgo inherentes a esta patologia las afecciones renales
concomitantes y los tratamientos simultdneos con glucocorticoides y no necesariamente
el dafio se asocia con la duracion del tratamiento (Khaliqg & Zhanel, 2003).

Algunos integrantes del grupo fueron excluidos del mercado farmacéutico
mundial debido que inducen la manifestacion de serias patologias. Por ejemplo
temafloxacina provoca hemolisis, trombocitopenia y falla renal (Stahlmann, 2002; Ball,
2003; Rouveix, 2003); trovafloxacina induce hepatotoxicidad (Ball, 2003; Rouveix,
2003); temafloxacina y grepafloxacina originan efectos cardiovasculares, asociados con
prolongacion del intervalo Q-T (Rouveix, 2003).

En animales domésticos, los efectos adversos son escasos segun las dosis

indicadas y condiciones recomendadas (Anadén, 1992; Brown, 1996; Walker 2002).

9. Caracteristicas generales de enrofloxacina y danofloxacina
9.1. Enrofloxacina

Es un derivado del dcido nalidixico, que fue desarrollada en los afios 80 para uso
exclusivo en Medicina Veterinaria. Las caracteristicas farmacologicas de enrofloxacina
(EFX) se enmarcan en el perfil general de las fluoroquinolonas, pero con
particularidades farmacocinéticas y farmacodinamicas superadoras.

Posee un nucleo béasico denominado “dihidroquinolina” o anillo 4-quinolonico, ,
clasificado quimicamente como 1-ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-1,4-
dihidro-4-oxo0-3-acido quinolon carboxilico, que en la posicion 7 tiene un anillo 4-
metilopiperazinil que le confiere mayor potencia con respecto a otras fluoroquinolonas.
Su comportamiento farmacocinético esta influenciado por la presencia de un grupo etilo
en la posicion 4, que le confiere una absorcion elevada y sumado a su bajo peso
molecular, una elevada biodisponibilidad tisular que provee concentraciones inhibitorias

minimas frente una gran cantidad de microorganismos incluso a los poco susceptibles o
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resistentes a otros antimicrobianos de uso corriente. Exhibe actividad sobre bacilos
Gram negativos: Escherichia coli, Salmonella spp., Haemophillus spp., Pasteurella
spp., con excepcion de Pseudomona aeruginosa. Es menos potente contra bacterias
Gram positivas como  Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,  Erysipelotrix
rhusiopathiae, actuando también sobre anaerobios (Scheer, 1987; Otero et al, 2001a).

Su indice terapéutico es elevado y permite la administracion en terapias
combinadas con otros medicamentos (Otero et al, 2001a).

La enrofloxacina exhibe disponibilidad oral relativamente alta en casi todas las
especies, la cual oscila entre el 50-75 %. En terneros Garcia Ovando et al. (1996)
observaron 69,8%, que puede llegar al 80%. Sin embargo en rumiantes adultos se
reduce a no mas del 10 % (Scheer 1987; Brown, 1996; Otero et al, 2001b; Sarkozy,
2001). En equinos varia desde un 42 % en potrillos a 63% en adultos (Papich &
Riviere, 2009). El tiempo que tarda en alcanzar la méxima concentracién (Tmax), es
variable entre especies y se aprecia incluso intraespecie (aves y herbivoros).

La disponibilidad parenteral es practicamente completa en todas las especies,
alcanzando picos plasmaticos luego 1-2 horas post administraciéon. Si bien la via
intramuscular es la mas utilizada, la  subcutdnea provee también una elevada
biodisponibilidad (Otero et. al, 2001b; Rubio Langre, 2011). La unioén a proteinas
plasmaticas, es variable segin la especie oscilando entre un 10 a un 70% (Papich &
Riviere, 2009).

El volumen de distribucidon (Vd) de enrofloxacina es elevado en la mayoria de
las especies animales. Alcanza altas concentraciones en los distintos tejidos organicos:
aparato respiratorio (secreciones, mucosa, epitelio, macroéfagos alveolares y bronquios),
higado y tracto urinario, también llega con rapidez a la glandula mamaria (Sumano
Lopez, 1993).

Enrofloxacina se metaboliza en higado parcialmente a ciprofloxacina (CFX), la
que conserva una considerable actividad antimicrobiana y a otros metabolitos (Kiing et
al, 1993; Kaartinen et al, 1995; Anadén et al, 1995). También es posible la
metabolizacion en otros sitios como la la ubre (Malbe et al, 1996) o los macr6fagos

(Hawkins et al, 1998).
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No se ha reportado con la droga teratogenicidad, embriotoxicidad ni
mutagenicidad en animales, si bien a partir de ensayos en linfocitos humanos se ha
informado un posible efecto genotoxico, tampoco presentd efectos indeseables en
sistema nervioso central, cardiovascular, ni efectos alérgicos (Otero et al, 2001b).

La aplicacion subcutanea e intramuscular, puede ocasionar inflamacion y dolor
en el sitio de inyeccion en algunos casos (Pyorild, 1994; Kaartinen et al, 1997)

Terapéuticamente se emplea en patologias de bovinos, ovinos, caprinos, cerdos,
pollos, pavos, perros y gatos para controlar infecciones bacterianas causadas por
organismos sensibles (Bauditz, 1987, EMEA, 1998a). Se administra subcutanea a
bovinos, intramuscular a porcinos y oral a cerdos, pavos y pollos, para el tratamiento de
infecciones del tracto respiratorio y alimentario.

Las dosis recomendadas son 2,5 a 7,5 mg/kg/dia durante tres a cinco dias, para
bovinos y porcinos o 10 mg kg/dia durante tres a diez dias, para pollos y pavos (EMEA,
1998). En algunos paises europeos EFX estd autorizada para ser usada en ovejas, cabras

y conejos, en dosis de 2,5 a 5 mg/kg (EMEA, 1998a).

9.2. Danofloxacina

Danofloxacina (DFX), pertenece a las fluoroquinolonas de segunda generacion,
destinada para su aplicacion Unicamente en animales domésticos (Giles et al, 1991;
Brown, 1996; Traeder, 1996; Walker, 2002; Aliabadi & Lees, 2003).

Quimicamente es el 1-Ciclopropil  -6-fluoro-7-[(1S,4.5)-3-metil-3,6-
diazabiciclo[2.2.1 ]heptano-6-yl]-4-oxoquinolin-3- &cido carboxilico, empleandose en la
terapéutica bajo la forma de mesilato de danofloxacina, para el tratamiento de
enfermedades respiratorias, digestivas, urogenitales, metritis, abcesos, infecciones en
piel y tejidos blandos en bovinos, porcinos, aves, ovinos y caprinos.

Ejerce una rapida actividad bactericida sobre gram negativos y ciertos gram
positivos y micoplasmas relevantes en Medicina Veterinaria (Aliabadi & Lees, 2003),
inclusive Pasteurella multocida, Mannhemia haemolytica, patégenos intracelulares
(Brucella spp. y Clamydia spp.) y limitada actividad sobre anaerobios (Aliabadi et al,

2003). Su accibn es bactericida y posee ademas un marcado efecto posantibidtico (PAE)
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(Sarasola et al, 2002; Schrickx & Fink-Gremmels, 2007; Shafarin et al, 2009). En
presencia de M. haemolytica la CIMy fue establecida en 0,04 ng/ml (Aliabadi & Lees,
2003).

Los antecedentes cinéticos de DFX indican que presenta una rapida absorcién y
distribucién a partir de la circulacion general tras la administracion parenteral en
animales domésticos (Escudero, 2007; Mestorino et al 2009; Papich & Riviere, 2009).

En las especies en que ha sido estudiada, brinda elevada biodisponibilidad tras la
aplicacion intramuscular 6 subcutdnea excediendo el 75 % (Mc Kellar et al, 1998;
Sarkozy, 2001; Aliabadi & Lees, 2003) y altos volumenes de distribucion (Vd), que
oscilan en caprinos entre 1,42 (Atef et al, 2001) y 6,28 L/kg (Otero et al, 2009) y 4,3
L/kg en bovinos (Friis, 1993), indicando notable disposicion tisular.

En distintas especies domésticas, danofloxacina experimenta moderada
permanencia en el organismo (Mann & Frame, 1992; Mc Kellar et al, 1998), conforme
expresa la vida media de eliminacién (tY2 B) que oscila entre de 1.3 a 5.9 h en caprinos
(Atef et al, 2001, Otero et al 2009), 2,9 a 7,4 h en bovinos (Mann & Frame, 1992;
Aliabadi & Lees, 2003), 3,3 h en ovinos (Mc Kellar et al, 1998) v 54 y 6,9 h en
porcinos para las vias endovenosa e intramuscular, respectivamente (Richez et al, 1996).

En el aparato respiratorio, las concentraciones son altas en tejido sano como
neumoénico, en bronquios y secreciones, tanto en bovinos (Giles et al, 1991; McKellar
et al, 1999), como en cerdos (Mann & Frame, 1992; Lindecrona et al, 2000) y ovinos
(McKellar et al, 1998)

Idénticas caracteristicas se verifican en el aparato digestivo a nivel de mucosa,
duodeno, colon, ileon y nodulos linfaticos en cerdos (Mann & Frame, 1992; Lindecrona
et al, 2000) y ovinos (McKellar et al, 1998). En estos ultimos también se han verificado
altas concentraciones post administracion aproximadamente en 1 hora en piel y 2-4 en
cerebro (McKellar et al, 1998).

Danofloxacina también tiene una répida llegada a la glandula mamaria. Shem-
Tov et al (1998b), encontraron en bovinos luego de una dosis de 1,25 mg/kg, dos
particularidades significativas, las concentraciones lacteas se igualaron con las de
sangre a los 90 y 120 minutos post administracién endovenosa e intramuscular

respectivamente y concentraciones entre 4 y 15 veces superiores a las de sangre luego
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de 3 a 4 horas posteriores a la administracion endovenosa. Resultados similares fueron
obtenidos por el mismo grupo de trabajo en ovinos (Shem-Tov et al, 199§ a).

Recientemente, Mestorino et al, (2009), luego de administrar en bovinos una
dosis de 6 mg/kg de una solucidn al 18%, observaron a las 4 horas post administracion,
concentraciones en leche cuatro veces mayores que en plasma.

La tasa de uni6n a proteinas plasmaticas es variable segtin la especie. En bovinos
es del 25 al 50% segun la concentracion alcanzada en sangre, 13 al 15% en caprinos y
36 al 52% en cerdos (USP, 2007).

La biotransformacién de danofloxacina, ha sido investigada en bovinos, perros,
aves, cerdos y ratas, sin presentar diferencias significativas. El metabolito N-
desmetildanofloxacina, si bien conserva actividad, no contribuye a la accion
antibacteriana de danofloxacina por la baja concentracién que alcanza en los tejidos.

Desde el punto de vista toxicologico danofloxacina, no ha evidenciado
teratogenicidad ni carcinogenicidad (USP, 2007). Los efectos secundarios posibles, son

los comunes a las fluoroquinolonas.

9.3. Integracion farmacodinamia- farmacocinética de EFX y DFX

Una terapia racional con antibidticos requiere regimenes de dosificaciéon
adecuados, para garantizar la eficacia clinica del tratamiento y para minimizar la
seleccidn y la diseminacion de cepas de microorganismos patdgenos resistentes.

La farmacocinética (PK), permite describir y predecir las concentraciones de un
farmaco en los diferentes liquidos biologicos, que en  combinacién con la
farmacodinamia (PD), cuyo principal indicador es la concentracion inhibitoria minima
(CIM), contribuyendo al desarrollo de modelos farmacocinéticos /farmacodinamicos
(PK/PD) que permiten mejorar la eficiencia del uso de los antimicrobianos (Figura 3).
Existen a la fecha innumerables estudios experimentales y clinicos que avalan esta
integracién (McKinnon & Davis, 2004; San Andrés Larrea & Boggio, 2007; Lees et al,
2008).
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Se acepta en términos generales, que un antibacteriano es efectivo cuando
obtiene concentraciones supertores a la CIM en el sitio de infeccion (Beltran, 2004;

San Andrés Larrea & Boggio, 2007; Lees et al, 2008).
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Figura 3. Relacion PK-PD (McKinnon & Davis, 2004)

Los principales parametros PK-PD que mejor se correlacionan con la eficacia
terapéutica son la concentracion maxima (Cpax), a través del el cociente Cya/CIM, la
relacion drea bajo la curva de las 24 horas y el CIM (ABC/CIM) y el tiempo (t) que las
concentraciones plasmaticas ¢ tisulares superan la CIM del patdgeno considerado (t >
CIM) (McKinnon & Davis, 2004; San Andrés Larrea & Boggio, 2007; Lees et al, 2008).
Segun estos parametros, los antimicrobianos pueden clasificarse en:

a) Antibidticos con efecto tiempo-dependiente y diferente persistencia. Algunos
grupos antibacterianos como betalactdmicos y macrdélidos clasicos, exhiben efectos poco
persistentes requiriendo aplicaciones frecuentes para optimizar su actividad 6 la
administracion de antibidticos con extensa vida media bioldgica.

En estos casos el pardmetro farmacodinamico que mejor se correlaciona con la
eficacia es el t > CIM, donde t refiere al porcentaje de tiempo entre intervalos de dosis,
que excede la CIM (McKellar et al, 2004).

Otros antibidticos, como azitromicina ¢ los pertenecientes al grupo de las
tetraciclinas, poseen efectos mas persistentes debido al efecto postantibiotico, de modo

que no demandan administraciones frecuentes, siendo el cociente ABC/CIM el
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parametro que mejor se correlaciona con eficacia clinica (Barger et al, 2003; McKellar
et al, 2004; Rybak, 2006).

Con estos farmacos, se obtienen efectos bacteriostaticos cuando la estimacién t >
CIM corresponde al 30 al 40% del intervalo entre dosis, y efectos bactericidas si el
intervalo se ubica entre el 60 y 70% (McKellar et al, 2004).

b) Antibidticos concentracion dependiente: su eficacia se correlaciona con
niveles séricos O tisulares elevados ocasionando un efecto persistente y prolongado.
Dosis altas producen un elevado cociente inhibitorio y marcada accidn bactericida, en
esta categoria se encuentran fluoroquinolonas, entre ellas EFX y DFX.

En general la administracién de antibacterianos siempre debe considerar los
niveles alcanzados en el sitio target y la CIM de las bacterias susceptibles, de manera de
asegurar la maxima eficacia del tratamiento.

En el éxito del tratamiento, la importancia de lograr concentraciones en el sitio
de infeccidn, avala la cuantificacion de concentraciones plasmaticas ¢ tisulares de
antimicrobianos (Beltran, 2004; McKellar et al, 2004; Lees et al, 2008).

En infecciones sobre Organos con escaso ingreso, las consideraciones
farmacodinamicas adquieren maxima importancia, por cuanto las concentraciones
plasmaticas no siempre son similares a las del sitio de infeccion (McKellar et al, 2004;
Lees et al, 2008).

En presencia de bacterias muy susceptibles en indculos bajos, la eficacia del
tratamiento no depende de manera crucial del modo de administracion (Beltran, 2004).
En cambio, en infecciones causadas por agentes resistentes en indculos altos, la
predeterminacién de objetivos farmacodinamicos especificos para cada antibacteriano
puede ser fundamental en el éxito de la terapia y para establecer una dosis racional
(McKellar et al, 2004; San Andrés Larrea & Boggio, 2007; Lees et al, 2008).

Los resultados que se obtienen de la relacion entre t, CIM, Cpay ABC, originan
lo que se conoce como “predictores de eficacia”, tiles para implementar un régimen de
dosificacion. Un tratamiento con antimicrobianos se define por la dosis y el intervalo de
aplicacién, establecidos a partir de la relacion PK-PD integrados con los datos de
variacion intra e i nter-individual (Martin-Jiménez & Riviere, 1998; Lees & Aliabadi,

2002b; McKellar et al, 2004; Toutain, 2008).
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Estos conocimientos han llevado a la industria farmacéutica, a la reformulacion
de sus productos, con el objetivo de adecuarse a la relacién PK-PD. En el caso de EFX
se producen preparados al 10% con una dosis indicativa de 7,5 mg/kg versus la
formulacion original del 5% con dosis de 2,5-5 mg/kg. De la misma manera DFX se
comercializa al 18% con una dosis de 6 mg/kg, respecto de su precursor al 2,5% a dosis
de 1,25-2,5 mg/kg.

Si bien el objetivo de estas modificaciones es la bisqueda de de eficacia, interesa
conocer también, como impactan estas nuevas formulaciones en la persistencia de estos
agentes o sus metabolitos en los productos destinados a consumo, para evaluar si es

necesario readecuar o no los plazos de espera.

10. Sistemas transportadores en la secrecion de fluoroquinolonas en la leche

Es aceptado que los xenobidticos llegan a leche por difusiéon pasiva no idnica y
la magnitud de la distribucion esta en relacion a sus propiedades farmacocinéticas como
liposolubilidad, grado de ionizacion y grado de unidén a proteinas en sangre y en la ubre
(Toutain & Busquet-Melou 2004 a, b, ¢, d; Ziv, 1980).

Estudios comparativos sugieren que durante la lactacion se puede incrementar la
tasa de eliminacion de fluoroquinolonas desde la sangre. Estos cambios en la
disposicion han sido demostrados con enrofloxacina en ovejas (Pulido, 2006),
marbofloxacina en cerdas (Petracca et al, 1993) y norfloxacina en ovejas (Soback et al,
1994).

En los dltimos afios se ha estudiado la participacién de transportadores de alta
capacidad de eflujo y su relaciéon con la concentracion elevada de quinolonas en leche.
Estos transportadores cumplen roles importantes en el mantenimiento de la fisiologia,
protegiendo al organismo de la toxicidad de xenobidticos y metabolitos enddgenos. Su
disfuncion también se asocia a la manifestacion de distintas patologias (Haritova et al,
2006; Sharom, 2008).

Son proteinas de membrana denominadas ATP-Binding Cassettes (ABCs), estan
presentes en los sistemas bioldgicos y se expresan en en la mayoria de los organismos

vivientes desde bacterias a humanos. Transportan un gran nimero de sustancias, que
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incluyen azicares, aminodcidos, toxinas, lipidos, esteroles, metabolitos enddgenos,
iones, diversas drogas y antibidticos (Sharom, 2008; Schrickx & Fink-Gremmels,
2007). Estan localizadas en las membranas del higado, intestino, rifion y barrera
hemato-encefalica entre otras (Schrickx & Fink-Gremmels, 2007). Si bien numerosos,
en Medicina Veterinaria son de relevancia los ABCs Bl1, Cl1, C2, C4 y G2,
involucrados en el transporte de drogas (y/o sus metabolitos), siendo sustratos de uno o
mas de ellos cimetidina, loperamida, macroélidos, ivermectina, fluoroquinolonas y
antineoplasicos.

En lo relativo a la farmacocinética, la relevancia de los ABC en la absorcion y
disposicion de drogas ha sido establecida. La glicoproteina-P de permeabilidad y el
BCRP (Breast Cancer Resistant Protein), estan codificados por los genes ABCCI1 y
ABCG2 respectivamente. Ambos tienen una amplia distribucion tisular afectando la
absorcion, distribucién y eliminacion. En tanto el MRP2 (Multidrug Resistance
Protein), es codificado por el gen ABCC2 y es de suma importancia ¢n el higado y
rifiones como transportador de conjugados hidrofilicos y aniones en bilis y orina
(Schrickx & Fink-Gremmels, 2007).

Trabajos de Jonker et al. (2005), Merino et al. (2005 a,b), Pulido et al. (2006),
Merino et al. (2006) y Kusuhara & Sugiyama (2007), muestran que el BCRP, tiene una
elevada expresion durante la lactancia en bovinos, ovinos, ratas y también en humanos,
facilitando la excrecion de drogas y xenobidticos. Esto que explicaria el pasaje a leche
de enrofloxacina y ciprofloxacina en altas concentraciones del cual son sustratos. En
este contexto y apoyandose en estos trabajos, Schrickx & Fink-Gremmels (2007)

proponen también a DFX como sustrato de BCRP.

11. Residuos, implicancias, definiciones

El concepto de calidad es elemental en un sistema de produccion animal, tanto
extensivo como intensivo, puesto que la industria transformadora y el corisumidor final,
requieren un producto con caracteristicas adecuadas, seguro y maximas garantias de

salubridad (Riviere & Sundlof, 2009).
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El empleo de productos farmacologicos con un fin terapéutico, zootécnico o
como promotores de crecimiento es variado y susceptible de dejar residuos en los
alimentos procedentes de los animales tratados.

Se considera residuo a la sustancia farmacoldgicamente activa, ya sean
principios activos, excipientes o productos de degradacién y sus metabolitos que se
acumulen en células, tejidos, o6rganos o productos alimenticios obtenidos a partir de
animales a los que se les ha administrado un medicamento veterinario determinado
(Davicino, 2003; Riviere & Sundlof, 2009).

En el pasado, el control de los alimentos se orientaba al examen de productos
finales y a la inspeccién de los establecimientos elaboradores. En la actualidad, la
incorporacién de nuevas tecnologias en los procesos de produccion de alimentos, supone
la necesidad de involucrar de manera integral y multidisciplinaria toda la cadena
productiva desde el lugar donde se producen hasta su consumo, debido que muchos de
los problemas de inocuidad de los alimentos se originan en la produccion primaria.

Existen tres aspectos importantes a considerar relacionados con la presencia de
residuos de medicamentos en los alimentos (Davicino, 2003):

*Salud Publica: Existen antecedentes que han demostrado capacidad de provocar
alergia, sinergismo o inhibiciones terapéuticas, resistencia microbiana, teratogenicidad,
mutagenicidad, carcinogenicidad y cambios morfo-fisioldgicos por induccion de
sustancias hormonales, entre otros.

*Comercio de alimentos: Satisfacer la demanda global de proteinas comestibles,
especialmente de origen animal, implica mejorar la produccion y la eficiencia en los
sistemas productivos agroganaderos. El uso de plaguicidas en los cultivos, la utilizacion
de farmacos veterinarios y drogas que permitan mejorar la conversion alimenticia y la
produccion de carne y leche, son herramientas que hoy disponen los productores y que
seguramente no abandonaran, pues suponen beneficios productivos y econdmicos
conexos. Sin embargo, la venta local de alimentos y la exportacion, suporien la ausencia
de residuos en los alimentos. Es importante destacar que las exigencias a este respecto
son cada vez mayores y determinantes para acceder a los mercados internacionales de

alimentos.
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*Procesos tecnologicos de elaboracion: se han desarrollado investigaciones
orientadas a determinar la influencia de los residuos quimicos en los procesos de
produccion de alimentos. La industria lactea es la principal afectada por residuos de
medicamentos, especialmente antimicrobianos, por cuanto ademds de alterar la calidad
de subproductos como quesos, manteca o yogures, imponen restricciones legales que
penalizan la presencia de residuos en la leche.

La deplecion completa de un farmaco en el organismo es dificil de establecer.
Por ello, con el propdsito de aminorar el impacto de los residuos y brindar seguridad al
consumidor de alimentos, se estipula para cada farmaco y especie animal tratada, un
periodo de retirada 6 de resguardo (Lee & Ryu, 2000; Riviere & y Sundlof, 2003; Rao &
Malik, 2006).

Esta demostrado que los niveles de residuos tienen directa relacion con las etapas
que influyen en la disposicion de los farmacos (Koritz, 1988), de modo que el periodo de
retirada se establece en funcién de parametros cinéticos obtenidos propios para cada
especie animal y de los tejidos, leche o huevos que se destinaran a consumo (Arboix &
Martin-Jiménez, 2002; Riviere & Sundlof, 2003).

Los residuos pueden ser perjudiciales para la salud como se menciond, en casos
la toxicidad lleva el problema al terreno de la discusion, ya que en algunos casos casos
es dificil probarlo por las bajas concentraciones residuales de estas drogas, en otros . El
caso tipico en los antibioticos es la alergia inducida por betalactdmicos, problema
conocido que afecta a poblacidn sensibilizada. En general las bajas concentraciones de
estos antibidticos no alcanzan para sensibilizar pacientes, pero si para desencadenar
reacciones que por lo general no son graves y siempre con un fuerte componente
individual en las mismas, representado por el terreno inmunoldgico del paciente
(Errecalde, 2004).

Las fluoroquinolonas, se consideran seguras aun con reportes de casos de
problemas hepaticos, reacciones alérgicas y renales. Segun Budiati (2010) estas
complicaciones son atribuibles a agentes en particular, sin que por ello deban
generalizarse a todas las fluoroquinolonas y posiblemente donde deba ponerse mayor

énfasis en los recaudos es en nifios y embarazadas.
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Se considera de mayor riesgo el desarrollo de resistencia en las bacterias de los
animales, que pueden dar lugar a fallos terapéuticos en tratamientos veterinarios, con el
consiguiente riesgo de transferencia de bacterias resistentes de los animales al hombre,
o de genes portadores de informacién que codifican resistencia de bacterias de animales
a bacterias humanas (Errecalde, 2004).

El incremento de la demanda de fluoroquinolonas y en algunos casos su uso
desmedido, ha originado un aumento de casos de resistencia de Campylobacter jejuni,
Salmonella y E. coli sobre todo en aves de corral, que ha llevado en el caso de 1a Union
Europea a establecer sucesivas reglamentaciones sobre el empleo de fluoroquinolonas
de uso veterinario.

La implementacion de Buenas Practicas de Manejo (BPM) en la produccién
agricola, la utilizacion racional de medicamentos y el respeto de los tiernpos de espera
o retiro, se consigue reducir la presencia de sustancias hasta niveles aceptables en el
organismo animal antes del ordefio o sacrificio, contribuyendo a disminuir los
potenciales riesgos postratamiento.

Son pertinentes entonces, los estudios para establecer finalmente parametros
que garanticen la produccion y el consumo de alimentos que respeten: los tiempos de
espera o retiro (TR), Limite Maximo de Residuos (LMR) y sean seguros segun los
estudios de Ingesta Diaria Admisible (IDA). Tales pardmetros pueden definen como:

TR: Tiempo que debe transcurrir entre la altima aplicaciéon del medicamento,
hasta que los residuos del mismo, se encuentren en proporcion inferior al limite maximo
admitido legalmente (LMR), para el aprovechamiento de los productos y/o
subproductos obtenidos del animal tratado.

LMR: Segin el Manual de Procedimientos de la Comisién del Codex
Alimentarius, se define como “la concentracion maxima de residuos resultante del uso
de un medicamento veterinario, expresada en mg/kg ¢ en mg/L. del peso del producto
fresco, que se recomienda como legalmente permisible o reconoce como aceptables
dentro de un alimento o en la superficie del mismo”. Se establece mediante estudios de
toxicidad crénica en animales de laboratorio, que contemplan la dosis mas elevada de

una sustancia que no ha mostrado en las pruebas tener efectos perjudiciales para la salud
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en personas o animales, conocido también como NOEL 6 nivel sin efecto observable

(Lee & Ryu, 2000; Miller & Flynn, 2002; Palermo Neto, 2006).

IDA: Es la maxima cantidad del medicamento que la especie experimental puede
recibir sin ningln tipo de manifestacion toxicologica. Para extrapolarla al humano se
aplica un factor de seguridad de 100 a 1.000 veces para el NOEL -segun la gravedad de
los antecedentes toxicoldgicos disponibles- que avalen inocuidad al consumidor de
alimentos (Arboix & Martin-Jiménez, 2002; Riviere & Sundlof, 2003; Palermo Neto,
2006).

Es importante considerar que para un determinado farmaco las exigencias
regulatorias establecidas suelen diferir significativamente segun el pais, consecuencia de
la gran diversidad de criterios en cuanto al uso de fArmacos en los diferentes paises. En
algunos lugares los criterios son mas permisivos en sus regulaciones que en otros, por lo
tanto el problema de los residuos adquiere dimensiones diferentes segiin la modalidad
productiva, los métodos analiticos utilizados y se agrava por la aplicacién extra-rotulo en
una especie animal no autorizada 6 mediante el incremento de dosis y ritmo de

aplicacion (Mitchell et al., 1998; Miller & Flynn, 2002).

12. Aspectos regulatorios, organismos de control nacionales e internacionales

El SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria), es el
organismo sanitario rector de la Republica Argentina que fiscaliza y certifica los
productos y subproductos de origen animal y vegetal, sus insumos y residuos
agroquimicos, asi como la prevencion, erradicacién y control de enfermedades
animales, incluyendo las transmisibles al hombre, y de las plagas vegetales que afectan
a la produccidn agropecuaria del pais. Para implementar y promover estas acciones,
elabora normas y controla su cumplimiento, asegurando la aplicacion del Cédigo
Alimentario Argentino, dentro de las normas internacionales exigidas.

Asimismo, planifica, organiza y ejecuta programas y planes especificos que
reglamentan la produccion, orientandola hacia la obtencién de alimentos inocuos para el
consumo humano y animal.
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Lleva a cabo un control de residuos a través del Plan Nacional de Control de
Residuos e Higiene en Alimentos (CREHA), presentado en el Foro Mundial FAO/OMS
de Autoridades Sobre Inocuidad de los Alimentos en Marruecos en el afio 2002. A partir
de 2011 se promulgd la Resolucion 559/2011 en los Anexos I y II, donde se autorizan
los LMR para medicamentos veterinarios.

A nivel internacional son dos los referentes, la FDA (Federal Drug
Administration) y la EMEA (European Medicines Evaluation Agency). La FDA, en
Estados Unidos, esta encargada de regular una amplia serie de items, entre los que se
cuentan alimentos, medicamentos de uso humano, aditivos alimenticios y alimentos,
medicamentos y dispositivos para animales domésticos, animales de granja y otros
animales. La EMEA por su parte, emite resoluciones que se originan de la interaccion de
tres organismos oficiales. Regula la aprobacion de medicamentos y los problemas de

residuos en alimentos de origen animal en los diferentes mercados (Figura 4).
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Figura 4. EMEA y organismos de interaccion

Disposicién plasmatica y determinacién de residuos de danofloxacina y enrofloxacina en leche de cabras en
lactancia.
Maestrando: M.V. Esp. Cs. Clinicas Guillermo F. Prieto




33

UNRC — Maestria en Inocuidad y Calidad de Alimentos

13. Objetivos
13.1. General
e Describir la disposicién plasmatica y establecer el periodo de resguardo de

enrofloxacina, su metabolito ciprofloxacina y danofloxacina, en leche de cabra.

13.2. Especificos
e Optimizar una técnica analitica para la deteccion de residuos de enrofloxacina,

ciprofloxacina y danofloxacina en leche de cabra.

e Establecer parametros descriptivos de la disposicion de enrofloxacina,

ciprofloxacina y danofloxacina, en plasma y leche de cabra.

e Determinar el periodo de resguardo para el consumo y/o destino a industria

procesadora de leche de cabra tratada con enrofloxacina y danofloxacina.

e Establecer y comparar la disposicion plasmatica y lactea de enrofloxacina y

danofloxacina luego de la aplicacion subcuténea en cabras

e Obtener y aportar conocimientos basicos para transferir a profesionales,

productores e industria, en pos de un manejo racional de estos recursos.
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14. Materiales y Métodos

Lugar de realizacion y material biolégico

El trabajo se realizd6 en las instalaciones de la Granja Siquem, ubicada
aproximadamente 15 Km. al este de la ciudad de Rio Cuarto, dentro de las coordenadas
geograficas 33° 07 21°° Latitud Sur y 64° 13” 28" Longitud Oeste.

Se utilizaron cabras de raza criolla provenientes de un rebafio de 50 animales,
en periodo de lactacion de 60 dias post parto para estandarizar los niveles de
produccion.

Los animales fueron evaluados clinicamente al comienzo de la experiencia,
encontrandose los mismos clinicamente sanos, libres de enfermedades infecciosas y
desparasitados de acuerdo a los registros del establecimiento.

Todas las cabras se encontraban sujetas a idénticas condiciones de alimentacion,
consistente en pastura natural desde la mafiana hasta el encierro en horas de la tarde,
momento en que se las suplementaba con heno de alfalfa y maiz molido.

Al inicio de la experiencia ninguno de los animales registraba antecedentes
recientes de tratamientos con antibacteriano alguno. Durante el transcurso de la
experiencia los animales permanecieron en el corral de encierre, contaron con alimento,
agua ad-libitum y la sujeciéon minima indispensable para facilitar la extraccion de las
muestras de sangre y leche, sin que los mismos manifestaran signos evidentes de estrés.

Se conformaron al azar 2 lotes de cabras: A (n=6), con un peso promedio de
42,5+ 4778 kg y B (n=6), con un peso promedio de 38 + 5,09 kg.

Al lote A, se le inyectd una dosis unica de 7,5 mg/kg de EFX (Baytril Max®)
por via subcutanea, por detras de la escépula del lado izquierdo de cada animal, de la
misma manera se procedid con el lote B, inyectando 6 mg/kg de DFX (Advocin 180®).

Previo a la administracién de EFX y DFX, se tomd de cada animal una
muestra de sangre control, para confirmar ausencia de tratamiento con antimicrobianos.

Posterior a la administraciéon de EFX y DFX, se extrajeron de cada animal
muestras de 4 ml de sangre de la vena yugular izquierda a los siguientes intervalos de

tiempo 10, 20, 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Las muestras
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se depositaron en tubos heparinizados estériles y fueron centrifugados a 1200 G por 5
minutos para separar el plasma.

El volumen de plasma obtenido se dividié en dos partes y se coloco en tubos
Eppendorf, una se proceso y otra se dejé como reserva de resguardo. Cada una fue
rotulada con el correspondiente tiempo de extraccion y numero de animal muestreado y
sin aditivos. El material se conservo a -70°C hasta el momento de procesarlos por HPLC
(Cromatografia de alta presion liquida) para la determinacion de los parametros
cinéticos de disposicion plasmatica de ambas drogas.

Se procedié de forma similar con la leche, con la toma de una muestra control
previa a la aplicacion de los antimicrobianos y con posterioridad a los 15, 30, 45
minutos, 1,2, 3,4, 6, 8, 12,24, 48, 72, 96 y 120 horas.

Las muestras de leche se acondicionaron en tubos Eppendorf estériles sin

aditivos, siguiendo el mismo procedimiento empleado para las muestras de sangre.

Material farmacologico y reactivos

*Enrofloxacina (EFX), solucion inyectable al 10%. (Baytril Max®, Laboratorio
Bayer)

*Danofloxacina (DFX), solucién inyectable al 18% (Advocin 180®, Laboratorio
Pfizer)

*Enrofloxacina droga pura (100%) (Laboratorio Chile)
*Danofloxacina droga pura (100%)
*Ciprofloxacina base (CFX) 96% de pureza (Laboratorio Triton)

*Balofloxacina (BFX) droga pura (100%) (Laboratorio Chugai Phamaceuticals,
Japén).

*Difloxacina (DIFLX) droga pura (100%) (Laboratorio Bedson)

*Heparina, solucién 5000 UI (Laboratorio Northia)
* Acido tricloroacético, cristales 99% de pureza (Laboratorio Biopack)

* Acetonitrilo calidad HPLC (Laboratorio Baker)

*Metanol calidad HPLC (Laboratorio Baker)
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*Trietilamina calidad HPLC (Laboratorio Sintorgan)
* Acido Ortofosforico (Laboratorio Sintorgan)

* Agua deionizada (Laboratorio Biopack)

Soluciones stock

Se prepararon soluciones stock de danofloxacina, enrofloxacina,
ciprofloxacina, marbofloxacina y difloxacina a partir de las cuales y mediante
diluciones en agua deionizada, se prepararon las soluciones empleadas como estandar
interno.

*Soluciones de Danofloxacina, enrofloxacina, balofloxacina y difloxacina
(500 pg/ml, cada una). Se pesaron 50 mg de cada una de las drogas puras, que se
disolvieron con 3 ml de HCL 0,1 N, adicionando luego agua deionizada y aforandolas
en matraces a 100 ml.

*Ciprofloxacina (500 pg/mil). Se pesaron 52.8 mg de ciprofloxacina
equivalente a 50 mg de droga pura, que se disolvieron con 3 ml de HCL 0,1 N,
adicionando luego agua deionizada y aforandola en un matraz a 100 ml.

Todas las soluciones se sonicaron por 10 minutos para asegurar la completa

disolucion, conservandolas resguardadas de la luz y a una temperatura de 4°C.

Solucion para el tratamiento de la muestras de leche
Solucién de acido tricloroacético (TCA) al 20%. Se pesaron 20.2 gramos de
TCA, adicionando luego agua deionizada y aforandola en un matraz a 100 ml,

sonicando durante 10 minutos para asegurar la completa disolucion.

Soluciones para las curvas de calibracion

Se tomaron muestras de leche y sangre de distintos animales del rebafio, libres
de tratamiento con antimicrobianos, para constituir un pool de reserva para las curvas de
calibracion.

Para cada uno de los farmacos (DFX, EFX y CFX) a estudiar se elaboraron

soluciones para los estandares de calibracion y recuperabilidad, con las siguientes
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concentraciones: 0,001218, 0,002437, 0,004875, 0,00975, 0,0195, 0,039, 0,078, 0,156,
0,312, 0,625, 1,25, 2,5, 5y 10 pg/ml en agua deionizada.

Fase movil

Para la preparacion de la misma se emple6 una mezcla de agua deionizada,
acetonitrilo y trietilamina, en una proporcion (79:19:1 v/v) respectivamente, ajustada a
pH 3 con acido ortofosférico y filtrada con filtro de nylon de 0,22 p mediante bomba de

vacio.

Equipos y Material de Laboratorio
Para separacion y cuantificacion

La separacion y cuantificacion se llevo a cabo con un equipo de cromatografia
liquida de alta presion Hewlett-Packard, serie 1050, inyector manual Rheodyne, dotado
de bomba cuaternaria y desgasificador de fase movil en linea y columna octadecilsilano

C-18, 5 um, de 25 cm marca Agilent, precolumna Phenomenex.

Medicion de pH
Todas la calibraciones se realizaron con un pHmetro Orién 410A. Las
mediciones se llevaron a cabo previa calibracion con las respectivas soluciones buffer

patrén pH 4.0 y pH 7.0.

Balanza
Ohaus Explorer, sensibilidad 0,0001g.

Sonicador

Ultrasonic Cleaner PS-10A

Centrifuga refrigerada

Presvac EPF-12R, régimen 14.000 rpm.
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Software
Para el procesamiento de datos se empled el programa farmacocinético PK

Solution 2.0 Noncomportmental Pharmacokinetics Data Analysis (Farrier, 1999).

Otros materiales de laboratorio

Heladera y freezer para la mantencion de muestras, micropipetas Nichipet de
200 y 1000 puL de capacidad, pipetas de vidrio, matraces aforados, erlenmeyers,
probetas graduadas, filtros de nylon 22, tubos Eppendorf, jeringa Hamilton de 100
pL, para la inyeccidon de la muestras, bomba de vacio con equipo de filtrado, jeringas y

agujas.

Determinaciéon de concentraciones plasmaticas y lacteas de EFX, su metabolito
CFXy procesamiento de las muestras de plasma a diferentes tiempos
Para el andlisis cromatografico, cada muestra de plasma fue procesada

utilizando el método propuesto por Bottcher et al. (2001).

Muestras de los animales tratados con EFX

Se incorporaron en un tubo Eppendorf 200 ul de plasma problema, 200 pL de
agua deionizada, 20 pL de una solucion de 20 pg/ml de BFX como standard interno y
800 pl de metanol; el conjunto fue sometido a 30 segundos de vortex, permaneciendo
en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron a 14.000
rpm a 4°C durante 20 minutos, el sobrenadante obtenido se transvasé a un nuevo tubo

Eppendorf, obteniéndose asi la muestra para inyectar en el cromatografo.

Muestras de los animales tratados con DFX

Se incorporaron en un tubo Eppendorf 200 pL de plasma problema, 200 pL de
agua deionizada, 40 pL de una solucidn de 20 pg/ml de DIFLLX como standard interno y
800 pL de metanol; aplicando luego el mismo procedimiento que en las muestras de

EFX.

Disposicion plasmatica y determinacion de residuos de danofloxacina y enrofloxacina en leche de cabras en
lactancia.
Maestrando: M.V. Esp. Cs. Clinicas Guillermo F. Prieto



39

UNRC — Maestria en Inocuidad y Calidad de Alimentos

Procesamiento de las muestras de leche a diferentes tiempos
Muestras de los animales tratados con EFX

El procesamiento inicial de estas muestras fue el siguiente: 200 pL de leche,
200 uL de agua de ionizada, 20 pL. de una solucion de 20 pg/ml de BFX{ como standard
interno y 800 pL de metanol.

El conjunto fue sometido a 30 segundos de vortex, y luego centrifugado a 14000
rpm a 4°C durante 20 minutos, el sobrenadante obtenido se transvasé & un nuevo tubo
Eppendorf, obteniéndose asi la muestra para inyectar en el cromatografo.

Con este tratamiento de las muestras se origind un inconveniente con
ciprofloxacina, cuya sefial no era posible visualizar en el cromatograma al ser interferida
con algin componente de la matriz. Luego de distintas consultas se replanted el
procesamiento, que consistio en tratar en primera instancia a la muestra de leche con
acido tricloroacético al 20%, 1:1 V/V (Yutera, 2007), aplicaciéon de 30 segundos de
vortex y posterior centrifugacion a 14000 rpm durante 10 minutos.

Al sobrenadante obtenido, se lo proces6 tal como se describe al inicio, siendo
posible obtener picos de areas de CFX tras la elusidbn y poder cuantificar este

antimicrobiano.

Muestras de los animales tratados con DFX

Las muestras de leche a diferentes tiempos, se procesaron de la siguiente
manera: 200 pL de leche, 200 puL de agua de ionizada, 40 pl. de una solucion de 20
ng/ml de DIFLX como standard interno y 800 uL. de metanol; aplicando luego el mismo

procedimiento que en las muestras de EFX.

Procedimiento de separacion y cuantificacion
Se llevo a cabo a temperatura ambiente, mediante elusién isocratica en fase
reversa con un flujo de 0,8 ml/minuto, empleando una columna octadecilsilano C-18, 5
pum, de 25 cm marca Agilent, precolumna Phenomenex.
La lectura del detector de fluorescencia se ajustdé a 490 nm de ¢mision y 295

nm de excitacion, segin lo propuesto por Béttcher et al, (2001).
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Calculo de las concentraciones plasmaticas y lacteas para EFX, CFX y DFX
Procedimiento para cada una de las muestras

Con el cromatograma obtenido en la corrida de la muestra del ensayo cinético
y con el patrén de concentracion conocida, se obtuvo un cociente tomando el valor del
area de pico de la droga evaluada y el estdndar interno correspondiente. A partir de este
cociente se determinaron las concentraciones plasmaticas y lacteas de EFX, CFX y
DFX por regresion lineal simple, segiin Nouws y Ziv (1976), mediante la férmula:

y=a+b.x
dénde: y= indice de area, a= intercepto, b= pendiente y x= concentracidén, en cuya
formula transformada:
x=y-—ab

se reemplazd y por los valores promedio correspondientes de los indices de area de las
muestras, a y b por los valores indicados, para obtener los valores de concentracion (x).
Analisis farmacocinético

Con los valores de cada muestra por tiempo, se obtuvo un valor promedio para
el célculo de la concentracidn final de la curva en plasma o leche de EFX, CFX y DFX,
segun corresponda en funcidn del tiempo.

El programa cinético PK Solution 2.0, se empleé para el analisis
farmacocinético individual en plasma y leche, a partir de los promedios de
concentraciones de EFX, CFX y DFX para cada tiempo, dosis y peso de cada animal
utilizado en el trabajo. Se calcularon para cada droga los parametros farmacocinéticos
robustos indispensables para valorar la disposicidon plasmatica y lactea tales como: vida
media (tipp), concentraciéon a tiempo cero (C,), volumen de distribucion (Vdss),
clearance (Cl), area bajo la curva (ABC), concentracion méaxima (Cps), tiempo para

alcanzar concentracion maxima (Tha) y tiempo de residencia media (TME.).

Calculo del periodo de retiro en leche
Se calcul6 mediante el software WTM1.4 (Hekman & Hoogland, 2000), utilizado
por la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA), se tom6 como base el promedio de

las concentraciones de EFX, CFX y DFX hasta las 120 horas, aplicando el Método
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“Tiempo hasta concentracion segura” (TTSC), recomendado por las normativas
EMEA/CVMP/473/98-FINAL.

Los valores de referencia considerados para establecer los Limites Maximos de
Residuos (LMR), fueron los establecidos por la Resolucion 559/2011(Anexo I) del
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA). Este establece
para leche de caprinos 100 pg/kg para la suma de EFX y CFX y 30 pg/kg para DFX,
valores semejantes a los considerados por las normativas de la EMEA para EFX/CFX

(EMEA/MRL/820/02-FINAL) y DFX (EMEA/MRL/507/98-FINAL), respectivamente.

Validacion del método analitico
Para la validacion del método se efectuaron los ensayos de linealidad,
recuperabilidad, limite de deteccidon, limite de cuantificacion y precision

(reproducibilidad) correspondientes.

Linealidad: Capacidad de un método analitico de producir resultados que sean
directamente, o por medio de una transformacién matemaética definida, proporcionales a
la concentracion de analito en la muestra (Thompson et al, 2002; OAA, 2008). Para el
ensayo se utilizaron muestras de leche adicionadas con distintas concentraciones de las
drogas evaluadas. Determinando el grado de ajuste de los valores de indice de area y sus
respectivos estandares de calibracion a una linea recta mediante una regresion lineal
entre variables, método que permite garantizar la confiabilidad de las curvas de
calibracién. Se acepté un coeficiente de determinacion () > 0.99 (Thompson et al,

2002; OAA, 2008).

Recuperabilidad (Rec): Permitié establecer la bondad del métcdo extractivo,
determinandose la variacion experimentada por la concentracion del analito en estudio,
cuando la muestra que lo contiene se somete a extraccion. Se eluyeron tres estandares
de calibracion y tres de recuperabilidad de cada fluoroquinolona y se calculo el
porcentaje de recuperabilidad (%Rec) para cada concentracion aplicando la formula:

%Rec = (indice area calibracion / indice drea recuperabilidad) x 100
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Precision: se puede definir como el grado de coincidencia entre los resultados de
pruebas independientes obtenidas de material de prueba homogéneo bajo condiciones
estipuladas de uso. En este item se consideran: la reproducibilidad que es la variabilidad
analitica entre diferentes laboratorios y la repetibilidad o variabilidad de anélisis
repetidos dentro de un mismo laboratorio, que consisten en procedimientos para evaluar
la variabilidad de los ensayos intradia e interdia (PROSAIA, 2011b).

Por lo general no se considera necesario determinar la reproducibilidad
(precision entre laboratorios) para poder realizar un estudio de eliminacién de residuo,
ya que el laboratorio que desarrolla el método es el mismo que lleva a cabo el ensayo
con las muestras del estudio de residuos (PROSAIA, 2011b).

Se considera adecuado, determinar la repetibilidad intradia e interdia como parte
del procedimiento de validacién, las que deben realizarse mediante la evaluaciéon de un
minimo de tres repeticiones en tres concentraciones diferentes que representen el rango
de validacion objetivo al menos en tres dias de andélisis (PROSAIA, 2011b).

El ensayo intradia, consistio en la elusion por sextuplicado de los estandares de
calibracion, considerandolo aceptable cuando el coeficiente de variacion (CV) entre
elusiones, respecto a tiempos de retencion, altura y éarea de los picos en los
cromatogramas fue <2 %.

El ensayo interdia, se llevo a cabo eluyendo los estandares de calibracion en
ensayos efectuados en seis dias diferentes, se considerd aceptable si el CV fue < 3%,

aun cuando pueden llegar a aceptarse variaciones hasta del 15-20% (FDA, 1998).

Limite de deteccién (LD): Se define habitualmente como la cantidad o
concentracion minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un
método analitico determinado. Puede decirse que es la concentracién que proporciona
una sefial instrumental significativamente diferente de la sefial de una muestra en
blanco; concretamente la cantidad de analito que proporciona una sefial igual a la del
blanco mas 3,3 veces la desviacion estandar del blanco. Para la determinacién del LD se
empleo la formula sugerida por la EMEA (2006), que contempla la superficie del area

en el cromatograma originada por la elusion de las concentraciones mas pequefias de las
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drogas en estudio, mediante las que se establecid una curva de celibracion y la
pendiente de la curva de calibracion, segin la férmula:

LD= (6 x3.3)/S
donde o es la desviacion estandar de la respuesta, 3.3 la constante que indica el margen

de seguridad y S es el valor de la pendiente en la curva de calibracion.

Limite de cuantificacién (LC): Es considerado como el limite de concentracidén
mas bajo para mediciones cuantitativamente precisas. Se define como la cantidad de
analito que proporciona una sefial igual a la del blanco mas diez veces la desviacion
estandar del blanco. Para determinarlo se aplicé la misma formula y valores que para
LD, sélo que la desviacion estandar de la respuesta multiplica por 10:

LD =(c x 10)/S
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15. Resultados
Validacion de la técnica cromatografica

En las Tablas 2, 3 y 4 se detallan los valores obtenidos en los ensayos de
linealidad, recuperabilidad y precisién con EFX, CFX y DFX en leche. La Tabla 5

indica los valores de limite deteccidn y limite de cuantificacion.

Tabla 2. Ensayo de linealidad de los antimicrobianos analizados

Rhosaco Rango d(e ;go;;::lt;ntracién % b 2

EFX 0,00975/4 0,002249 0,3898 0,997
CFX 0,0156/ 1 0,004152 0,1415 0,999
DFX 0,00975/5 0,03806 0,4738 0,995

a: intercepto, b: pendiente de la regresion, r*: coeficiente de determinacién

Tabla 3. Ensayo recuperabilidad de los antimicrobianos analizados

Férmaco eg;’:;:ggﬁ;,ﬁ) % Recuperabilidad
EFX 0.312/0,5/2.5 95,81 + 2,28
CEX 0,09/0,625/1,25 982+ 1,7
DFX 0.078/2.5/10 89,96 = 7.4

Tabla 4. Ensayo de precisién de los antimicrobianos analizados

Fdrmaco eg::;mﬁg;'ﬁl Intradia (*) Interdia (*)
EEX 0,5/2,5/5 1,412 £ 0,608 2,35 +£3,33
CFX 0,039/1,25/2,5 1,027 £ 0,401 2,17 £ 1,68
DFX 0,078/0,31/2,5/10 1,47 + 1,53 1,5+1,49

(*) % CV: porcentaje de coeficiente de variacién
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Tabla 5. Ensayos limite deteccion y limite de cuantificacidn

Farmaco LD (ug/ml) LQ (ng/ml)
EFX 0,00143 0.0043
CFX 0,001071 0,003214
DFX 0,0016 0.0048

LD: limite detecciéon y LQ: limite de cuantificacién

Farmacocinética plasmatica de EFX y CFX

En la Tabla 6, se indican las concentraciones promedio (+ D.E.) y la figura 5

muestra las curvas de disposicién para EFX y CFX en funcién del tiempo.

Tabla 6. Concentraciones plasmadticas medias (+ D.E.) de EFX y CFX en funcién del

Disposicion plasmética y determinacion de residuos de danofloxacina y enrofloxacina en leche de cabras en

tiempo

0,16 0,234 £ 0,150 0,029 + 0,001
0,33 0,541 £0,210 0,031 = 0,001
0,5 0,690 £ 0,197 0,032 + 0,002
0,75 0,896 + 0,218 0,034 £ 0,011
1 1,157 £ 0,303 0,037 £0,012

2 1,828 + 0,694 0,055 £0,014
3 2,410 £ 1,254 0,068 = 0,014
4 2,691 + 1,517 0,071 £ 0,014
6 2,668 £ 1,743 0,078 + 0,027
8 2,097 £ 1,505 0,213 £0,330
12 1,122 +1,193 0,063 £ 0,035
24 0,232 +£ 0,280 0,033 £ 0,025
48 0,180 £ 0.006 0,027 + 0,027

lactancia.
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Figura 5. Curvas de disposicién plasmatica de EFX y CFX
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En la Tabla 7, se indican los pardmetros farmacocinéticos robustos, obtenidos

luego del anilisis de las concentraciones plasmdticas de EFX y CFX en el tiempo,

mediante el software PK Solution.

Tabla 7. Pardmetros farmacocinéticos plasmaéticos promedio (+ D.E.) correspondientes a

EFX y CFX

ty, ab (h)

2,503 £ 1,549

1,405 £ 0,353

ty, o (h) 1,433 £ 0,328 2,538 £1,792
ty, B (h) 4,698 £ 1,167 2,962 £4,651
Cmax (ug/ml) 2,883 + 1,644 0,233 £ 0,327
Tmax (h) 5,00 £1,54 6,50 £ 1,97

ABCirea (1g-h/ml) 33,105 + 25,186 2,283 + 1,583
TMR (h) 8,55 +£1,66 16,37 £ 6,691
Vdjrea (Vkg) 2,02 +1,08 4,283 +4,191
Cl (ml/min/kg) 5,236 £2,666 4,918 £2,437

Referencias: t i, ab: vida media de absorcidn; t 1, a; vida media de distribucién;
vida media de eliminacién; Cys: concentracién mixima alcanzada; Trysx: tiempo en
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alcanzar la Cmax; ABC,e.,: drea bajo la curva; TMR: tiempo medio de residencia;
Vdsrea: volumen de distribucidn; Cl= clearence

El grado de conversién de de EFX a CFX observado fue de 6,4 + 5,9%.

Farmacocinética lactea de EFX y CFX

Los datos de concentracién promedio en funcién del tiempo y los pardmetros

farmacocinéticos robustos (+ D.E.), para EFX y su metabolito CFX en la leche, se

indican en las Tablas 8 y 9, respectivamente. En tanto en la Figura 6, la evolucién de

las concentraciones lacteas.

Tabla 8. Concentracién promedio (+ D.E.) para EFX y CFX en la leche, en funcién

del tiempo

Tiempo (h) EFX (ug/ml) CFX (ug/ml)

0,25 0,018 = 0,0006 n/d*

0,5 0,036 + 0,033 n/d*
0,75 0,042 £ 0,018 0,024 £ 0,002
I 0,072 + 0,037 0,029 + 0,005
2 0,110 £ 0,067 0,062 + 0,042
3 0,295 +£ 0,260 0,095 £ 0,075
4 0,433 £0,352 0,203 £ 0,175
6 0,428 £ 0,189 0,256 = 0,248
8 0,360 £ 0,143 0,139 £ 0,105
12 0,199 + 0,054 0,106 £ 0,075
24 0,084 + 0,066 0,048 £ 0,022
48 0,044 + 0,055 0,033 + 0,006
72 0,016 + 0,006 0,023 £ 0,002

Disposicién plasmética y determinacion de residuos de danofloxacina y enrofloxacina en leche de cabras en
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Tabla 9. Parametros farmacocinéticos lacteos promedio (+ D.E.) de EFX y CFX

48

Parimetro EFX CFX

ty, ab (h) 1,258 = 0,844 --

ty, a(h) 1,172 £ 0,964 1,446 = 0,653
ty, B (h) 9,112 5,304 12,44 + 5,677
Crhax (ug/ml) 0,50 £ 0,29 0,267 £ 0,242
Tmax  (h) 5,667 + 1,506 5,50 + 1,22
ABCyrea (pg-h/ml) 6,667 + 2,794 3,417 £ 1,786
TMR (h) 15,76 + 8,331 20,23 £ 9,001

Referencias: t 1, ab: vida media de absorcién; t , a: vida media de distribucién; t,
vida media de eliminacién; C: concentracién maxima alcanzada; Tysx: tiempo en
alcanzar la Cmax; ABC,e,: 4drea bajo la curva; TMR: tiempo medio de residencia;
LMR: limite maximo de residuo

pg/ml
0.6 -
04 4 - EFX
+ CFX
0.2 -
0 1 1 ] ] 1
0 20 10 60 80 hs

Figura 6. Evolucién de las concentraciones lacteas de EFX y CFX en el tiempo

Se determiné un plazo de espera de 4,06 dias (97, 58 horas), para respstar un LMR de
100ug/ml para la suma de EFX + CFX, acorde a las normativas de Resolucién
559/2011, Anexo I de SENASA
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Farmacocinética plasmatica de DFX
Los resultados correspondientes a la evolucion temporal de DFX por aplicacion
SC en plasma, se muestran en la Tabla 10 y en la Figura 7 y los pardmetros cinéticos

plasmadticos en la tabla 11.

Tabla 10. Concentraciones plasmaticas promedio (+ D.E.) de DFX, administrada por via
SC

_DFX (pg/ml
0,602 0,193
0.874 +0,291
1,085 % 0.320

1 1,213 +0,159

1,131 £0,252

2
4 0,793 0,247
6
8

0,546 £ 0,178
0,289 = 0,091

12 0,167 + 0,097
24 0,041 = 0,012

Tabla 11. Pardmetros farmacocinéticos plasméticos promedio (+ D.E.) de DFX

t, ab (h) 0,322 +0,172
tya (h) 2,087 + 0,726
ty, B (h) 9,177 + 8,129
Cmax (ug/ml) 1,333 + 0,225
Tmax  (h) 1,417 + 0,665
ABCiyrea (ng-h/ml) 11,30 + 6,68
TMR (h) 10,68 + 9,93
Vdjrea (I/kg) 6,75 + 2,47
Cl (ml/min/kg) 10,78 + 4,23

Referencias: t yab: vida media de absorcién; t , a: vida media de distribucién; t 4,
vida media de eliminacién; Cpsx: concentracién méxima alcanzada; Tps: tiempo en
alcanzar la Cméx; ABCye,: drea bajo la curva; TMR: tiempo medio de residencia;
Vdsea: volumen de distribucidn; Cl= clearence
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Figura 7. Curva de disposicién plasmética de DFX en catras

Farmacocinética lactea de DFX

La Tabla 12, indica la evolucién de la concentracién promedio de DFX en leche.

Tabla 12. Concentraciones promedio (+ D.E.) de DFX en leche en funcién del tiempo.

Tiempo (h) DFX (pg/ml)
0,25 3,080 2,612
0,5 6,967 + 5,043
0,75 9,033 £5,476
1 12,014 = 6,672

2 16,537 = 8,981
4 15,625 + 8,950
6 8,395 + 5,741
8 5,430 + 3,596
12 1,334 £ 0,761
24 0,206 = 0,038
48 0,142 + 0,006
72 0,129 = 0,007
96 0,120 £ 0,013
120 0,108 + 0,006
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Los pardmetros farmacocinéticos robustos promedio (+ D.E.) y la relacién
plasma/leche para DFX se indican en la Tabla 13. En tanto, la Figura 8, muestra la

evolucion de las concentraciones lacteas.

Tabla 13. Parametros farmacocinéticos robustos promedio ( X + D.E.) y relacién
plasma/leche (X + D.E.) para DFX

Parametro DFX

ty, ab (h) 0,322 £ 0,172
ty, a(h) 2,087 £ 0,726
ty B (h) 9,177 £ 8,129
Crax (ug/ml) 12,53 £ 9,83
Tmax  (h) 2,50 + 1,22
ABCyrea (ng-h/ml) 85,15+ 61,08
ABC plasma/leche 7,53 +9,14

Referencias: t nab: vida media de absorcion; t v, a: vida media de distribucién; t, B
vida media de eliminacién; Cysx: concentracién méxima alcanzada; Tps: tiempo en
alcanzar la Cmax; ABC,,: drea bajo la curva

Se determiné un plazo de espera de 7,41 dias (177, 88 horas), para respetar un
LMR de 30ug/ml para DFX, acorde a las normativas de Resolucién 559/2011, Anexo I
de SENASA.

ug/ml
18 -

15 -

12 4

025 05 075 1 2 4 6 8 12 24 48 72 9 120 hs

Figura 8. Evolucion de las concentraciones lacteas de DFX
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16. Discusion

La expansion en nimero de agentes y la gran variedad de usos que presentan las
fluoroquinolonas, ha motivado el desarrollo de diversos métodos analiticos para
permitir la cuantificacién de las mismas en formulaciones farmacéuticas (control de
calidad), en fluidos biologicos para estudios farmacocinéticos y en productos
alimenticios de origen animal destinados al consumo humano, con el objetivo de
garantizar la salud del consumidor.

En el presente estudio la separaciéon de quinolonas se realizé por HPLC,
empleando una columna C-18, coincidente con lo propuesto en la bibliografia
internacional (Manceau et al, 1999; Stolker et al, 2005; Hassouan, 2007), donde se hace
referencia al empleo de esta columna o en su defecto a la C-8.

El método empleado, adaptado de Bdttcher et al, 2001, modificando la fase
mévil original, compuesta de agua deionizada: metanol: trieltilamina 75:25:4 v/v/v,
reemplazandola por una relaciéon agua deionizada, acetonitrilo y trieltilamina en una
proporcion 79:20:1 v/v/v, ajustada a pH 3 (Posyniak et al, 1990; Carlucchi, 1998; Yorke
& Froc, 2002; Ramos, 2003; Bailac et al, 2004; Verdon et al, 2005), con el detector de
fluorescencia regulado para la lectura a 490 nm de emisidén y 295 nm de excitacion
(Aerts et al, 1995; Hernandez-Arteseros et al, 2002), fue lo suficientemente sensible
para estudios cinéticos de disposicion plasmética de EFX, CFX y DFX.

La regulacion del pH a 3 y la inclusion de trietilamina en la composicion de la
fase movil, contribuy6 a evitar la competencia de las fluoroquinolonas con eventuales
grupos silanol residuales en los empaques de fase reversa (Hassouan, 2007), reduciendo
de esa forma colas cromatograficas e incrementando la agudeza de los picos.

También es importante destacar que el pH acido mejora la intensidad de la
fluorescencia de las fluoroquinolonas evaluadas, ya que la misma disminuye al
incrementarse el pH del medio, segtn lo reportado por Amin et al, (1995) y Sortino et
al, (1998).

Los resultados obtenidos corroboran la suficiencia del procedimiento de

extraccion del analito del plasma empleando metanol como solvente polar seguido de
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extraccion liquida y centrifugacion, tal lo propuesto por otros investigadores (Posyniak
et al, 1990; Marzo & Dal Bo, 1998 y Bailac et al, 2004).

El ensayo de linealidad, con altos coeficientes de correlacion (> > 0,99) avalan
la confiabilidad de las curvas de calibracién empleadas para los calculos de
concentracion del analito en las muestras problema.

Considerando en este estudio farmacocinético, puntos de comparacién entre
HPLC y el método microbioldgico, pueden jugar a favor de este ltimo, que ain cuando
es un método desarrollado en la década del 60, hoy se lo considera valido, sencillo,
rapido y de bajo costo.

A favor del método de HPLC, se cuenta la mayor sensibilidad y particularmente
en lo que respecta a la evaluacion plasmatica y lactea de EFX, permite discriminar
entre esta y el metabolito CFX, lo que no ocurre con el método microbicldgico, ya que
el resultado del halo de inhibicién mide la actividad global.

DFX, como ya se menciond, si bien origina un metabolito con actividad
antibacteriana, no justifica su consideracion por el bajo nivel de concentracion que
alcanza en tejidos, carente de relevancia terapéutica (Hassouan, 2007).

Con respecto al analisis de quinolonas en muestras alimentarias complejas como
la leche, requieren una etapa de extraccion del analito de la matriz, seguida de una o
varias etapas de limpieza o clean-up, en las que se intenta eliminar la méaxima cantidad
posible de sustancias de la matriz y preconcentrar los analitos, para finalmente llevar a
cabo la determinacion de los mismos mediante una técnica adecuada (Aerts et al, 1995;
Hassouan, 2007).

Gran parte de los tratamientos que se describen en la literatura se basan en
extracciones liquido-liquido y/o extracciones en fase sdlida. Sin embargo los
procedimientos de limpieza pueden variar ampliamente; reportandose extensos
tratamientos que involucran varias etapas de extraccion liquido-liquido o combinaciones
de estas con extracciones en fase sélida, el uso de dialisis o la ultrafiltracion, en tanto
que autores como Belal et al, (1999) y Hernandez-Arteseros et al, (2002), reportan
incluso que pueden no ser necesarias. Con la técnica empleada para procesar la leche de

los animales tratados con DFX, pudo detectarse a la misma sin inconveniente alguno.
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Al momento de la determinacién de EFX y CFX, empleando similar técnica
que para DFX, se visualizaban correctamente los picos de EFX, no asi los de CFX, por
la interferencia de algin componente de la matriz no identificado, problema
oportunamente descripto por Aerts et al, (1995), dada la compleja composicion de la
leche. El inconveniente pudo ser subsanado, tratando las muestras con acido
tricloroacético al 20 %, lo que permiti6 visualizar la sefial de CFX.

El tratamiento implementado, se mostré eficaz comparandolo con otros mas
complejos como los propuestos por San Martin et al, (2001) y Cinquina et al, (2003),
que constan de no menos de cinco procedimientos antes de obtener la rnuestra para el
analisis cromatografico. En cambio, guarda mas relacion con la técnica propuesta por
Idowu & Peggins (2004), que emplea una combinacion de acido orto-fosforico /
acetonitrilo como Unico tratamiento.

Los altos coeficientes de correlacion (r*) que se obtuvieron en Jos ensayos de
linealidad realizados para los tres antimicrobianos: 99,79 para EFX, 99,95 para CFX y
99,58 para DFX, otorgan confiabilidad a los calculos de concentraciones de los analitos,
con las curvas de calibracion empleadas. Ademas, concuerdan con los propuestos por la
FAO (2005), que indica que el coeficiente, preferentemente, debe ser mayor o igual
99,5 aunque puede situarse entre 98 y 99 seguin el método analitico empleado.

Los indices de recuperabilidad obtenidos, respecto del 100% teorico ideal
fueron: 95,81+2.28%, 982+1,7 vy 89,96+7,4% para EFX, CFX y DFX
respectivamente, permitiendo establecer la bondad del método extractivo, que supera
ampliamente el 50-60% que acepta la FDA (1998, 2001), siempre que los resultados
sean precisos, lo que pudo determinarse en el presente estudio, de acuerdo a los
resultados de repetibilidad y reproducibilidad.

Los ensayos de repetibilidad intradia fueron: 1,412 + 0,608 %, 1,027 + 0,401 %
y 1,47 £ 1,53% para EFX, CFX y DFX respectivamente, valores inferiores al 2%
considerado limite. En tanto la reproducibilidad, eluyendo los estandares de calibracion
en ensayos efectuados en seis dias diferentes, arrojé resultados que en ningin caso
superaron un coeficiente de variacion del 3%, en concordancia con lo propuesto por
Vinagre (1997) y Eurachem (1998) y lejanos al 15-20% posible de aceptar segin la
FDA (1998) y Friedecky et al, 2004).
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El anélisis de la curva de disposicion plasmatica de enrofloxacina con el
programa PK Solution 2.0, tras la aplicacién subcutanea de 7,5 mg/kg de una solucién
al 10% en cabras lactantes, determina una absorcion lenta, alcanzando picos
plasmaticos, a las 5 y 6.5 horas para EFX y el metabolito CFX respectivamente. Estos
tiempos son similares a los reportados en alpacas (Gandolf et al, 2005), novillos (Davis
et al, 2007) y terneros (Errecalde et al, 2010), Por el contrario contrastan con otros
mucho mas breves obtenidos en cabras (Ramesh et al, 2002; Ambros et al, 2007) y
bovinos (De Lucas et al, 2008) por la misma via, y tras la aplicacién intramuscular en
cabras (Rao et al, 2001; Elsheikh et al, 2002; Javed et al, 2009), bufalos (Sharma et al,
2003; Javed et al, 2009) y ovinos (Elsheikh et al, 2002; Islam et al, 2008; Javed et al,
2009).

La Cmax plasmatica alcanza los 2,883+1,644 y 0,233+0,327 pg/ml, para EFX y
CFX respectivamente, excediendo para EFX a las halladas en cabras (Rao et al, 2001;
Elsheikh et al, 2002 y Al-Nazawi, 2011), ovinos (Elsheikh et al, 2002); bufalos
(Sharma et al, 2003) y novillos (Davis et al, 2007). En tanto son semejantes para su
metabolito, CFX, en terneros y cabras, aunque menores a las de novillos, segun se
desprende de los estudios de los mismos autores y de estudios en alpacas realizados por
Gandolf et al, (2005).

Los elevados volumenes de distribucion (Vd): 2,02+,08 L’kg (EFX)y 4,288+
4,191 L/kg (CFX), en consonancia con vidas medias de distribucion de 1,433+0,328
horas (EFX) vy 2,538+1,792 horas (CFX), indican un pasaje rdpido desde la sangre
hacia los tejidos, acorde con las propiedades fisico-quimicas de enrcfloxacina, por
tratarse de un farmaco con caracteristicas anféteras, liposoluble y con reducida unién a s
plasmaticas (Rao et al, 2000) y coincide a lo informado en animales domésticos en
términos generales por Papich & Riviere (2009), aun cuando se reportan amplias
variaciones inter e intra especie, segun los estudios realizados.

Analizando por separado los valores de Vd del presente estudio, se retleja tal
variabilidad, observandose para EFX cifras semejantes a las obtenidas en bovinos
(Kaartinen et al, 2007a), ovinos (Pozzin et al, 1997), caninos (Cester & Toutain,1997),
equinos (Bermingham et al, 2000; Kaartinen et al, 1997b) y en aves (Garcia Ovando et

al, 1999). En el mismo sentido, los valores de Vd obtenidos, son inferiores a los de
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cerdos (Nielson & Gyrd-Hansen, 1997), perros (Kung et al, 1993) y pollos (Knoll et al,
1999). Y mayores a los de vacas (Varma et al, 2003), cerdos Anadon et al, 1999), cabras
(Rao et al, 2000; Elmas et al, 2001) y ovinos (Otero et al, 2009).

En tanto para CFX, los valores presentan similitudes con los de cabras (Garcia
Ovando et al, 1999; Anadon et al, 2001), perro (Abadia et al, 1994) y humanos (Lode
et al,1988). Son mayores a los de vacas (Nouws et al, 1988a), cerdos (Nouws et
al,1988a), ovinos (Mufioz et al, 1996) y pollos (Garcia Ovando et al, 1997) y menores a
los reportados por Dudley et al, (1987a) en tres estudios en humanos.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se observa cierta disparidad de
resultados para EFX y CFX por especie segun diferentes autores. Esta amplia
variabilidad, segun De Lucas et al, (2008), puede tener explicacion en la metodologia
empleada en las pruebas, en aspectos fisiologicos, edad y diferencias entre especies,
entre otros.

El mayor volumen de distribucion de CFX, respecto de EFX, puede atribuirse a
su mayor liposolubilidad y baja union a proteinas plasmaticas, de acuerdo a lo propuesto
por Singh et al, (2001).

CFX experimenta mayor permanencia en el organismo respecto a EFX y mayor
distribucién tisular, acorde los antecedentes disponibles en otras especies (Gandolf et al,
2005; De Lucas et al, 2008; Errecalde et al, 2010).

La conversion de EFX a CFX es del 6,4 £ 5,9 %, inferior a la comunicada en
caprinos (Rao et al, 2001; Otero et al, 2009; Fernandez-Varon et al, 2009), en terneros
con idéntica dosis y formulacion (Errecalde et al, 2010) y en vacas lecheras y ovinos
(Idowu, 2010). Esto indicaria menor capacidad de biotransformacion en los animales
utilizados, probablemente atribuible a una deficiencia dietaria de proteinas, capaz de
modificar la actividad de las enzimas microsomales hepaticas (Mgbodile & Campbell,
1972; Beasley & Poppenga, 1999), responsables del proceso de de-etilacion, que
convierte EFX a CFX.

Los trabajos referidos a DFX reportan resultados variables segtin la dosis y
concentracion del producto, el que originariamente se recomendaba a razon de 1,25-2,5

mg/kg con una concentracién final del 2,5%.

Disposicion plasmatica y determinacién de residuos de danofloxacina y enrofloxacina en leche de cabras en
lactancia.
Maestrando: M.V. Esp. Cs. Clinicas Guillermo F. Prieto



57

UNRC — Maestria en Inocuidad y Calidad de Alimentos

La aplicacion subcutdnea DFX al 18% en cabras, se caracteriza por una rapida
absorcion y por alcanzar picos plasmaticos en breve tiempo, reflejados por el ty,, de
0,32 horas y un Ty de 1,41horas, dichos resultados concuerdan con lo observado en
todas las especies aun cuando se la emplee a diferentes dosis y vias, segin se desprende
de los trabajos realizados por Atef et al, (2001), Ismail (2006) y Escudero et al, (2007)
en cabras y ovejas, Aliabadi & Lees (2003) en terneros, Mann & Frame (1992) en
cerdos, Fernandez-Varén et al, (2007) en equinos, Fernandez-Varén et al, (2008) en
conejos y Shem-Tov et al, (1998) y Mestorino et al, (2009) en vacas lecheras.

La Cpax alcanzada (1,33 pg/ml), comparandola con los trabajos de Escudero et
al, (2007) en cabras y ovejas y el de Mestorino et al, (2009) en vacas lecheras, en
similares condiciones de via, concentracion y dosis, es ligeramente inferior a la
observada en las cabras (1,48 pg/ml) y superior a las de ovejas y vacas de 1,05 y 0,53
ug/ml respectivamente. También se observa una amplia diferencia con lo encontrado
por Atef et al, (2001) e Ismail (2006) en cabras, empleando un producto de menor
concentracion y una dosis menor.

La vida media plasmatica (9,17 horas), es mayor a la observada en estudios
llevados a cabo por Fernandez-Varén et al, (2007) en equinos, Atef et al, (2001), Ismail
(2006), Escudero et al, (2007) en caprinos y ovinos, e inferior a lo reportado en vacas
lecheras por Mestorino et al, (2009).

A semejanza de EFX y CFX, el elevado volumen de distribucion (Vd) 6,75 L/kg
y una vida media de distribucion de 2,087 horas, permiten inferir un rapido pasaje de
DFX desde la sangre hacia los tejidos, coherente con sus caracteristicas anfoteras,
elevada liposolubilidad y reducida uniéon a proteinas plasmaticas (Rao et al, 2000) y
conforme a lo informado en animales domésticos en términos generales por Papich &
Riviere (2009).

DFX, segin lo expresan los valores de t;», y TMR obtenidos, exhibe moderada
permanencia plasmatica, a semejanza de lo que acontece en distintas especies
domésticas, segin los estudios de Mann & Frame (1992), Richez et al, (1996), Mc
Kellar et al, (1998), Atef et al, (2001), Aliabadi & Lees (2003) y Otero et al, (2009),

luego de la aplicacion por distintas vias.
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Con respecto a la cinética en leche para los antimicrobianos evaluados, se
observa para EFX y CFX una disposicidn lactea muy rapida posterior a su aplicacion,
alcanzando las méximas concentraciones (Cpsy), @ tiempos semejantes a los del plasma.

La comparacion ABCiecne/ABCpiasma de EFX  arroja cocientes de 0,2+0,1;
mientras CFX es mas persistente y provee cocientes de 1,4+1,1 en ambos casos
inferiores a los reportados en cabras por otros autores (Fernandez-Varén et al, 2009).

Haritova et al, (2003), describen para EFX un panorama similar en ovinos,
donde tras la administracion endovenosa e intramuscular, se observan altos niveles de la
misma en leche, con una Cp; mas elevada y que se alcanza a tiempos algo menores,
datos coincidentes con los de Kaartinen et al, (1995) en bovinos, comparandolas con el
presente estudio.

De acuerdo a Haritova et al, (2003), estas diferencias observadas en la
disposicion lactea respecto del plasma, pueden atribuirse, en parte, a las caracteristicas
fisico-quimicas de ambos compuestos, ya mencionadas (bajo porcentaje de unién a
proteinas, liposolubilidad, etc.). Incluso la mayor capacidad de penetracion a la glandula
mamaria por parte de CFX, segun sostiene Idowu (2010), se deben a una amplificacion
de tales caracteristicas.

Sin embargo, en la actualidad es conocida la interaccion de estos farmacos con
sistemas transportadores, tal como ha sido descripto por Jonker et al, (2005), Merino et
al, (2006), Pulido et al, (2006) y Kusuhara & Sugiyama (2007), en donde se demuestra
una elevada expresion durante la lactancia en bovinos, ovinos, ratas y también en
humanos, facilitando la excrecion de drogas y xenobidticos, comportandose EFX y CFX
como sustratos de los mismos. En este contexto y apoyandose en estos trabajos,

Schrickx & Fink-Gremmels (2007), demostraron idéntica condicion para DFX.

DFX exhibe gran disposicidn lactea, alcanzando su pico maximo a las 2,5 horas,
solo 1 hora después que en plasma y en concentraciones que exceden ampliamente a
este, lo que se refleja en las relaciones ABCiechesplasma: 7,53 ¥ Crmax leche/plasma: 9,42. Otras
investigaciones, utilizando la droga a dosis, via y concentracion similares al presente,
registraron en ovejas concentraciones 10 veces mayores a las plasmaticas a las 12 horas
y 8 veces a las 24 horas y que se repitio en cabras con valores semejantes (Escudero et

al., 2007). En tanto Mestorino et al, (2009), obtuvieron relaciones en vacas lecheras
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ABCiechesptasma: 1,99 Y Crnax teche/plasma: 2,68, con una Cpsx en leche de 1, 57 pg/ml, Traca
las 8,67 horas y establecieron un plazo de espera de 3,07 dias.

Shemtov et al, (1998), luego de administrar DFX intramuscular, en dosis de
1,25 mg/kg, registraron una Cpa de 0,71 ug/ml a las 10 horas, obteniendo una relacion
ABCiechesplasma: 3,52.

Ademas de este comportamiento en leche, DFX lo exhibe en otros tejidos segin
lo describen Soback et al, (1994), McKellar et al, (1999), Lindecrona et al, (2000),
Atef et al, (2001), Aliabadi & Lees (2001), Sarasola et al, (2002) y Haritova et al,
(2003), lo que destacaria la relevancia de los transportadores referidos por Fink-
Gremmels (2007) y Real et al. (2011), en la cinetica del farmaco, ademas de sus
aspectos fisico-quimicos.

Si bien tradicionalmente las fluoroquinolonas evaluadas se consideraron agentes
de una permanencia moderada en el organismo, estos nuevos estudios permiten verificar
elevadas y persistentes concentraciones a nivel tisular, aspecto sumamente significativo
considerando que su eficacia clinica es concentracion-dependiente, lo que permite
maximizar su potencial terapéutico y evitar resistencias.

En lo que respecta a la calidad de alimentos, la importancia de la presencia
sustancias en los productos comestibles de origen animal estara en funcién de la
velocidad y el grado de absorcidn del compuesto original, del metabolismo y la tasa de
excrecion tanto de la droga original como de sus metabolitos. Por lo tanto, el residuo
total compondra de la molécula original inalterada y metabolitos. Con los resultados
obtenidos se ha podido conocer el comportamiento cinético diferencial de EFX, CFX y
DFX, pudiendo establecer periodos de resguardo diferenciales para la especie, acordes a

la legislacion vigente en nuestro pais.
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17. Conclusiones

*La metodologia analitica empleada para EFX, CFX y DFX en plasma y leche,

es sencilla. Requiriendo de pocas etapas en su desarrollo y baja demanda de solventes.

*El objetivo de desarrollar una técnica de HPLC para detectar residuos de

fluoroquinolonas en leche de cabra se logroé satisfactoriamente.

*Los resultados obtenidos permiten sugerir que el método implementado para
cuantificar EFX, CFX y DFX, llevado a cabo con una técnica simple y rapida, resulta
una alternativa valida en estudios farmacocinéticos y/o el monitoreo de residuos en esta
matriz biologica; debiendo no obstante considerarse su viabilidad para otras

fluoroquinolonas.

*El periodo de retiro estimado para leche de 4,06 dias y 7,41 dias para EFX-
CFX y DFX respectivamente, se considera compatible con las condiciones de

explotacion.

*El software PK Solution, es adecuado para interpretar las curvas de disposicion
plasmatica y lactea de los antimicrobianos evaluados, ajustando con altos coeficientes
de correlacion para la aplicacion subcutdnea, a fin de estimar los parametros cinéticos

robustos de utilidad.

*Los resultados obtenidos, reafirman la necesidad de realizar estudios por
especie y por droga, para asegurar la calidad de un alimento de origen &nimal, cuando

los mismos son tratados con agentes farmacologicos.
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