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RESUMEN

El uso y abuso indiscriminado de antimicrobianos en los productores de
pollo de engorde y en la mayoria de granjas avicolas, ha lievado a muchos
productores al fracaso y tiene a otros al borde de la quiebra, sin minimizar el
peligro que corre el consumidor, debido a la mala informaciéon de cuando usar
estos productos y por que usarlos, por lo que se hace necesario saber que
antimicrobiano puede funcionar en medicina veterinaria y en que

concentraciones.

De esta manera se estudié6 la farmacocinética de danofloxacina, una
fluorogquinolona de segunda generaciéon, la cual desarrolla acciones
bactericidas al inhibir selectivamente la enzima DNA-girasa en
microorganismos G*, G" y mycoplasmas. Frente a Pasteurella haemolytica,
Pasteurella multocida y Haemophylus sommus, utilizada con frecuencia en
aves, tras la administracién unica de 5 mg/kg por via oral. Las aves fueron
sacrificadas en distintos tiempos hasta las 120 horas, se obtuvieron muestras
de plasma y tejidos con el propésito de cuantificar el antimicrobiano por HPLC.
Mediante el programa PK Solution se analizaron los datos de concentraciones
plasmaticas y tisulares, el analisis de éstas concentraciones residuales versus
tiempo permitié estimar un periodo de resguardo a la faena de 1.4 y 3.34 dias,
para musculo e higado, respectivamente, compatibles con la brevedad de los

ciclos de produccién de pollos parrilleros.
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SUMMARY

The indiscriminate use and abuse of antimicrobials in broiler producers
and most poultry farms, has led many producers to failure and has more on the
brink of bankruptcy, without minimizing the danger to the consumer because
misinformation when using these products and why to use them, so it is
necessary to know that antimicrobial can work in veterinary medicine and in

what concentrations.

Thus  pharmacokinetics danofloxacin a second  generation
fluoroquinolone, which develops bactericidal action to selectively inhibit the
DNA gyrase enzyme in microorganisms was studied G+, G - and mycoplasma.
Against Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida and Haemophilus
sommus, frequently used in poultry, after a single administration of 5 mg / kg
orally. Birds were sacrificed at various times up to 120 hours, samples of
plasma and tissue were obtained for the purpose of quantifying the antimicrobiai
by HPLC. By PK Solution program data plasma and tissue concentrations were
analyzed, the analysis of these residual concentrations versus time allowed us
to estimate a period backup to the slaughter of 1.4 and 3.34 days for muscle

and liver, respectively, consistent with the short cycles of broiler production.
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I. INTRODUCCION

I. 1. La produccién avicola

En la historia del hombre el consumo de alimentos de origen animal ha
tenido importantes repercusiones nutricionales y culturales. En este contexto, la
carne de pollo formaliza un rol primordial por cuanto conforma un ingrediente
basico en la dieta del ser humano, siendo aceptado por todas las clases
sociales (Carbajal, 1987; Fernandez & Marsé, 2003).

La carne de pollo es un alimento de elevado valor nutritivo, apetecible,
muy versatil desde lo gastrondomico, sencillo de elaborar y econémico. El
consumo se ha incrementado en forma progresiva y paralela con los cambios
relacionados con la industrializacién, urbanizacién y el progreso econdémico-
social producido en las ultimas décadas en la poblacion de los paises
desarrollados (Carbajal, 1987).

A partir de la década del 60’ a la actualidad, el desarrolio de los sistemas
intensivos de crianza ha transformado la posicién de este alimento en el
mercado y también la composicion de la dieta (Yagilie, 2005). Ademas, la
imagen de alimento saludable acuerda con los objetivos nutricionales que
recomiendan moderar la ingesta de grasa total, grasa saturada y colesterol
para reducir el riesgo de algunas de las enfermedades crénicas mas
prevalentes (Higgs & Pratt, 1998).

Es una carne magra reconocida, y como consecuencia, minimiza el
riesgo de padecer colesterol en los consumidores (Dapcich et al., 2004), con
predominio de la “grasa buena’, con efectos benéficos sobre la salud
cardiovascular. La carne de ave constituye una fuente importante de acidos
grasos poliinsaturados, sobre todo de acidos grasos omega (n)-3 (Fernandez &
Marsé, 2003; Carbajal, 2005).

La carne de pollo constituye una atrayente fuente de proteinas, presente
en cantidad equivalente al resto de las carnes (20-22%): provee aminodacidos
esenciales de facil digestion: un filete pequefio de pechuga aporta a nuestro
organismo el 30% de las necesidades medias de proteinas diarias (Carbajal,
2005).

Deplecion de los niveles de danofloxacina en plasma y en tejidos comestibles de pollos parrilleros
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Abunda en minerales, tales como hierro, fésforo y potasio (Chizzolini et
al., 1999; Fernandez & Mars6, 2003; Dapcich et al., 2004) y es fuente de
vitamina B3, indispensable para transformar lo que consumimos en energia, y
de vitamina B6, que interviene en la formacion de giébulos rojos y el
funcionamiento del tejido nervioso (Chizzolini et al., 1999).

El higado de pollo también aporta acido félico, necesario en los primeros
meses de gestacion para evitar deterioros en el tubo neural del bebé y prevenir
enfermedades cardiovasculares en humanos (Rodriguez, 1998).

En correspondencia con el crecimiento de la produccién, el consumo
mundial de carne de pollo exhibe un crecimiento sostenido desde hace tres
décadas. Representa alrededor del 30% del consumo mundial de carnes, que
se ha mantenido en los uGitimos cinco afos.

La FAO proyecta para el futuro crecimientos importantes del consumo
en América Latina, en el norte de Africa y el Cercano Oriente. En Egipto, Iran y
Turquia se han registrado en afios recientes incrementos del consumo de
carnes, centrados casi exclusivamente en pollos. Con relacion a la India, existe
cierto consenso en que el consumo se ampliaria en la préxima década.

Cannavan (2004), proyecta un crecimiento del consumo del 44 % en los
paises en desarrollo, entre los afios 2002 y 2030. En cambio, en los estados
industriales las proyecciones revelan crecimientos mas discretos, por cuanto en
la actualidad estos paises ostentan niveles muy elevados de consumo de
carnes y, eventuales alzas en el consumo per capita responderian a un
reemplazo de las carnes rojas por carne de aves.

En el transcurso de la ultima década, el sector avicola en Argentina ha
evidenciado un notable desarrollo. La implementacién de estrategias
productivas orientadas a la satisfacciéon integral de las necesidades de los
clientes, ha sido fundamental para lograr este crecimiento.

La expresién de numerosas patologias infecciosas como consecuencia
del hacinamiento al que son sometidos estos animales en las explotaciones
modernas, ha causado enormes pérdidas econdmicas. Con el propésito de
contrarrestar este problema, durante afios se han utilizado farmacos

antimicrobianos.

Deplecion de los niveles de danofloxacina en plasma y en tejidos comestibles de pollos parrilleros
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Estas son sustancias que se obtienen por sintesis o naturalmente a
partir de los cultivos de microorganismos. Estos farmacos permiten llevar la
producciéon avicola de un modo eficaz, sin embargo, su empleo debe ser
limitado y manejado en base a una planificacion estratégica tendiente a
mantener a las enfermedades por debajo del umbral de dafio econémico.

Una importante cantidad de antibacterianos son usados en la practica
veterinaria y muchos de ellos en medicina aviar. Ademas con la elevada
produccion de antimicrobianos disponible en medicina humana, se facilita la
adquisicién y extrapolacion a las aves.

La relacién costo/beneficio hace que muchos veterinarios y/6 empresas
dedicadas a este sector contemplen la aplicacion de estas sustancias;
igualmente los avicultores requieren nuevos productos quimioterapéuticos a
bajo precio que resuelvan parte de los problemas infecciosos que afectan a sus
aves.

La incorporacion de un nuevo compuesto antibacteriano para uso
exclusivo en el sector avicola resulta oneroso, no sélo debido a su
descubrimiento o sintesis, sino por la necesidad de estudios farmacolégicos
que avalen su empleo, que comprenden ensayos farmacocinéticos,
toxicol6gicos y de residuos.

Uno de los grupos antibacterianos que mas evolucién ha tenido en
medicina humana como en veterinaria son las fluoroquinolonas (Martinez et al.,
2006 b; Bhavsar & Thaker, 2012; Gupta et al.,, 2012). Estas sustancias
representan una alternativa atrayente para el tratamiento de infecciones
provocadas por diversos microorganismos que incluyen Escherichia coli,
Salmonella, Haemophilus paragallinarium, Pasteurella, Klebssiella y
Pseudomonas spp, entre otros, y en ocasiones para controlar infecciones
causadas por Mycoplasma spp (Brown, 1996; Gupta et al., 2012).

En avicultura se aplican con frecuencia las fluoroquinolonas de segunda
generacioén, destinadas al tratamiento y profilaxis de enfermedades entéricas y
respiratorias (Glisson et al.,, 2004; Léhren et al.,, 2008; Sumano Loépez &
Gutiérrez Olvera, 2010).

El uso de estos agentes fue fomentado por su actividad bactericida frente

a bacterias gramnegativas y micoplasmas, provocado por el bloqueo de la

Deplecion de los niveles de danofloxacina en plasma y en tejidos comestibles de polios parrilieros
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subnidad A de la enzima ADNgirasa 6 topoisomerasa Il, indispensable para la
duplicacién del ADN microbiano (Gonzalez Gémez & Nieto Martinez, 2007;
Fabrega et al., 2008; Gupta et al., 2012).

El grupo emerge como alternativa terapéutica no sélo por sus
propiedades farmacolégicas sino como respuesta frente a la resistencia
bacteriana creciente manifestada por otros antibacterianos utilizados en aves
(Huang et al., 2009; Lozano & Trujillo, 2012) y por las restricciones impuestas
por motivos toxicoldgicos a los nitrofuranos, cloranfenicol y sulfonamidas (Paige
& Tollefson, 2003; Reig & Toldra, 2009; Lozano & Trujillo, 2012).

Considerando que danofloxacina -fluoroquinolona de segunda
generacion- representa una alternativa terapéutica en pollos parrilleros, se
procura cuantificar su disposicion en el plasma y en tejidos comestibles tras la
administraciéon unica por via oral y proponer un periodo de resguardo basado
en parametros farmacocinéticos obtenidos en tejidos comestibles mediante un
modelo poblacional debido que no siempre existe una correlacién lineal entre
las concentraciones plasmaticas y tisulares (Bergogne-Bérézin, 1996; Beltran,
2004), con el proposito de aportar informacién que permita el uso racional de
este recurso antimicrobiano y simultaneamente proteger al consumidor de

carne de pollo.

Deplecion de los niveles de danofloxacina en plasma y en tejidos comestibles de pollos parrilleros
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Il. HIPOTESIS
Las concentraciones plasmaticas de danofloxacina se condicen con las

generadas en tejidos comestibles.

lll. OBJETIVOS

lll. 1. General
Establecer parametros cinéticos que orienten el uso racional de

danofloxacina en avicultura comercial.

lll.2. Especificos

- Describir la disposicién temporal de danofloxacina en plasma de pollos

parrilleros tras la aplicacion oral.

- Proponer un plazo de espera para tejidos comestibles en pollos

parrilleros.

- Poner a punto una técnica de HPLC para determinar danofloxacina en

plasma de aves comerciales

Deplecion de los niveles de danofloxacina en plasma y en tejidos comestibles de pollos parrilleros
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IV. REVISION BIBLIOGRAFICA

IV.1. Terapéutica antimicrobiana en avicultura

El descubrimiento de los antibidticos, su modo de accidn, y su aplicacion
al control de las enfermedades del ganado acompafd el desarrollo de la
industria avicola desde el fin de la Segunda Guerra Mundial, desde entonces,
los antimicrobianos desempefaron un importante rol en el crecimiento exitoso
de la industria a través del control de las enfermedades infecciosas y la
promocién de una produccion eficiente (Lister, 2011).

El objetivo terapéutico consiste en controlar 6 erradicar el agente
infeccioso, sin provocar efectos nocivos en el huésped. En consecuencia, la
susceptibilidad del microorganismo patégeno al agente es crucial; sin embargo
deben contemplarse las caracteristicas cinéticas del farmaco seleccionado por
cuanto es necesario conseguir niveles suficientes en el tejido afectado (Baggot,
2007; Walker & Gigueére, 2007; Page & Gautier, 2012).

La disposicién tisular es importante no so6lo desde el punto de vista
terapéutico por cuanto diferentes respuestas interespecificas pueden atribuirse
a variaciones en su absorcion, distribucion, biotransformaciéon y excrecién
(Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010; Toutain et al., 2010; Bhavsar &
Thaker, 2012; Jerzsele, 2012) y ademas porque la disposicion se asocia con la
posibilidad de generar residuos del antimicrobiano en los tejidos comestibles
(Lozano & Trujillo, 2012).

Las caracteristicas de disposicion son estudiadas por la farmacocinética,
una rama de la farmacologia que evalua la evolucién temporal de los niveles
del farmaco en el organismo mediante estudios realizados sobre un grupo
homogéneo de animales sanos quienes reciben una dosis unica por una é mas
vias y a partir de la aplicacion se colectan muestras de sangre en diferentes
tiempos en las cuales se cuantifica el farmaco en estudio (Sharma &
Coulombe, 1996; Brown, 2003; Bhavsar & Thaker, 2012).

Con el propésito de prever el curso temporal de las concentraciones
plasmaticas, establecer su disposicién en organismo y disefiar asi una pauta
l6gica de administracion, es necesario no sélo interpretar el conjunto de

procesos involucrados en la disposicion de farmacos sino explicarlos mediante

Deplecion de los niveles de danofloxacina en plasma y en tejidos comestibles de pollos parrilleros
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parametros utilizados en la farmacocinética clinica (Sharma & Coulombe, 1996;
Brown, 2003).

El destino del farmaco en el organismo es establecido por un conjunto
de procesos simultaneos denominados absorcién, distribuciéon, metabolismo y
eliminacién, determinantes de una curva de concentracion plasmatica versus
tiempo denominada ABC 6 area bajo la curva; ABCy.. = de 0 a infinito, que
difiere segun el farmaco se aplique intravascular 6 extravascular (Brown, 2003;
Bhavsar & Thaker, 2012; Jerzsele, 2012).

El ABC, es un parametro dutii para calcular otros parametros
farmacocinéticos como el clearance total, el volumen de distribucién y el tiempo
medio de residencia y también para realizar calculos de biodisponibilidad.

La absorcion implica el ingreso del farmaco en el organismo que
comprende también la liberacibn de su forma farmacéutica, disolucién y
absorcion propiamente dicha (Lozano & Trujillo, 2012).

El proceso de absorcién es influenciado cuanti-cualitativamente por la
concentracién del farmaco, el pH, sus caracteristicas fisico-quimicas, el area de
la superficie absorbente y la irrigacion del sitio de administracién, etc.
(Botsoglou & Fletouris, 2001; Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010;
Jerzsele, 2012).

Cuando se procuran acciones sistémicas por aplicaciéon no intravenosa,
es requisito la absorcion del farmaco luego que se libere de la formulacion
farmacéutica, en éste caso la absorciébn se expresa en funcion de los
parametros F o fraccion absorbible o biodisponibilidad, Cmax y Tmax.

La velocidad de absorcién se estima a través de la concentracion
maxima de la droga alcanzada en la sangre 6 Cmax y el tiempo en que ello
ocurre 6 Tmax (Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010). Estos parametros no
reflejan las caracteristicas de absorcién de un farmaco, aunque revelan su
capacidad para acceder a la circulacién sistémica (Toutain & Bousquet-Mélou,
2004 c).

Las concentraciones plasmaticas y los tiempos a que éstas se logran
resultan del equilibrio dinamico establecido entre los diferentes procesos
cinéticos que regulan la disposicién del farmaco en el organismo. Toutain &

Bousquet-Mélou (2004 c), afirman que la magnitud de la Cmax depende de la
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dosis aplicada y de la relacion entre las constantes de velocidad de absorcion
(Ka) y de eliminacion (Kel).

La biodisponibilidad (F) de un farmaco es una medida de la cantidad y de
la velocidad con que éste alcanza inalterado la circulacién sistémica.
Representa una estimaciéon de la cantidad de farmaco que puede estar
disponible en el sitio de accién y suele ser diferente segin la via de
administracion y difiere segun la especie animal, sobre todo cuando se utiliza
la via oral (Brown, 2003; Toutain et al., 2010; Jerzsele, 2012).

La biodisponibilidad relaciona los valores establecidos de ABC
extravascular versus los obtenidos de ABC intravascular en un determinado
periodo de tiempo. Por la via intravenosa, la biodisponibilidad es completa y el
valor de F es 100 %, debido que se evita el proceso de absorcién y el farmaco
accede directamente a la circulacion general, en tanto para una via
extravascular puede situarse entre 0 y 100.

El valor obtenido de F para un determinado farmaco no so6lo depende de
la absorcién sino también de los eventos que disminuyen su exposicion
sistémica, inclusive el metabolismo presistémico (Brown, 2003; Baggot, 2007;
Toutain et al., 2010; Jerzsele, 2012).

Mediante la administracion intravenosa de un farmaco se consigue la
concentracién maxima en sangre (Co) de inmediato. Luego, la concentracion
decrece en dos fases diferentes: la primera, inicial, caracterizada por un
descenso rapido, denominada fase de distribuciéon (a), en la cual, a medida que
descienden los niveles séricos éstos se incrementan en los tejidos hasta que se
logra la fase de equilibrio ¢ fase de eliminacién (B) (Sharma & Coulombe, 1996;
Baggot, 2007; Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010).

Durante la fase de eliminacién las concentraciones plasmaticas y
tisulares descienden de modo paralelo. Los niveles plasmaticos del farmaco en
la fase de eliminacion, constituyen un indice valioso de las concentraciones
tisulares, y una orientacion terapéutica (Jerzsele, 2012).

La distribucién es el proceso mediante el cual el farmaco se incorpora
desde la circulacién sanguinea a los diferentes tejidos, inclusive el sitio blanco

0 biofase, donde ejerce su accion.
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La transferencia del farmaco se produce por procesos a favor de
gradiente y es determinada por las propiedades fisicoquimicas del farmaco
tales como el peso molecular, el coeficiente de particion, el pKa y por la
afinidad hacia proteinas plasmaticas y tisulares, debido que sélo la fraccién que
permanece libre en el plasma posee capacidad para difundir a los espacios
extravasculares (Botsoglou & Fletouris, 2001; Brown, 2003; Lees et al., 2008;
Jerzsele, 2012).

Los antimicrobianos utilizados en la terapéutica son acidos 6 bases
debiles, que en solucién a pH fisiolégico se encuentran en forma ionizada 6 no
ionizada. Las moléculas ionizadas son poco liposolubles y ofrecen dificultades
para atravesar membranas celulares, limitando su distribucion al fluido
extracelular, en cambio las no ionizadas son mas lipofilicas y difunden
pasivamente a través de las membranas celulares, hasta obtener un equilibrio
dinamico de concentraciones (Botsoglou & Fletouris, 2001; Baggot 2007; Lees
et al., 2008; Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010).

La proporcién de farmaco ionizado-no ionizado, sujeto a la constante de
disociacion del farmaco (pKa,), difiere seguin el pH del medio que se encuentra la
molécula. En consecuencia, el gradiente de pH entre el plasma y los tejidos
determina en gran medida las concentraciones tisulares del farmaco (Botsoglou
& Fletouris, 2001; Brown, 2003; Baggot, 2007; Sumano Lopez & Gutiérrez
Olvera, 2010).

Los acidos débiles, en gran medida ionizados en la sangre (pH= 7.4),
difunden poco a los tejidos, en cambio, la relacién previsible para las bases
débiles supera la unidad, siempre que tenga caracter liposoluble, de modo que
los farmacos basicos suelen lograr niveles tisulares varias veces superiores a
las sericos (Brown, 2003; Baggot, 2007; Lees et al., 2008; Sumano Lépez &
Gutiérrez Olvera, 2010).

La farmacocinética implica la construccién de modelos que representan
un sistema de compartimientos en el organismo, que puede estar representado
por un grupo de tejidos con caracteristicas fisiolégicas y fisicoquimicas
similares, tales como flujo sanguineo, afinidad por farmacos, etc, en los cuales
se presume la distribucion uniforme del farmaco (Sharma & Coulombe, 1996;
Brown, 2003).
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La cantidad de compartimentos varia segun la naturaleza del farmaco.
Cuando éste no tiene afinidad por ningtn elemento organico y se distribuye por
toda el agua corporal, se trata de un modelo de distribucion
monocompartimental. En cambio, si no se distribuye instantaneamente 6 lo
hace de modo heterogéneo, se tratara de un modelo multicompartimental
(Sharma & Coulombe, 1996; Brown, 2003; Sumano Lopez & Gutiérrez Olvera,
2010).

La distribucién se cuantifica por el parametro volumen de distribucién 6
Vd. En general, el Vd no tiene un significado fisiolégico, es irreal, y se define
como el volumen teérico que ocuparia un farmaco, si la concentracion
alcanzada en todo el organismo fuese igual a la existente en la sangre.

El Vd otorga sé6lo una estimacion sobre el grado de distribucién, pero no
revela el patron de distribucion que sélo se puede describir cuantificandolo en
distintos érganos. (Brown, 2003; Toutain & Bousquet-Melou, 2004 b; Baggot,
2007; Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010).

El metabolismo o6 biotransformacién comprende los cambios
bioquimicos verificados en el organismo mediante los cuales las sustancias
extrafias se convierten en otras mas ionizadas, mas polares, mas
hidrosolubles, menos difusibles y mas faciimente eliminables respecto la
sustancia original (Brown, 2003; Sumano Lépez & Gutiérrez Olvera, 2010;
Jerzsele, 2012).

La biotransformacion de farmacos acontece en dos fases, habitualmente
secuenciales. La Fase | comprende reacciones de oxidaciéon, reduccion,
hidrélisis y descarboxilacion que generaimente tienden a inactivar 6 restarle
actividad biolégica al farmaco aunque a veces sucede lo opuesto y el
metabolito es mas activo que su precursor, mientras las reacciones de Fase Il
procuran incrementar la polaridad de modo de promover su eliminacion,
implican reacciones de sintesis ¢ conjugacion (Aerts, 1995; Botsoglou &
Fletouris, 2001; Jerzsele, 2012; Lozano & Truijillo, 2012).

Las reacciones son consumadas por el sistema microsomal, las
mitocondrias, enzimas solubles en citosol, lisosomas y flora intestinal. La

mayoria de los farmacos se metabolizan en el higado debido al gran tamano
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del érgano, a su elevado riego sanguineo y por la gran cantidad de enzimas
metabolizadoras (Jerzsele, 2012).

La eliminacién de los farmacos sucede principalmente en el riién y en el
higado. En general, una sustancia polar e hidrosoluble se elimina mas
faciimente, en cambio, las liposolubles exhiben mayor persistencia en el
organismo (Lozano & Trujillo, 2012).

La intensidad con que un farmaco se une a las proteinas del plasma
también influye en la fracciéon que puede ser extraida por el érgano u 6rganos
de eliminaciéon, ya que soélo la fracciébn se puede depurar. La interaccién
farmaco-proteina disminuye la difusién, retarda la eliminacion, y prolonga el
efecto biolégico (Botsoglou & Fletouris, 2001; Sumano Lépez & Gutiérrez
Olvera, 2010; Jerzsele, 2012).

En el rifndn la eliminacién esta determinada por la filtracién, la secrecién
y la reabsorcion. En el tubulo renal son secretados diversos farmacos por
sistemas de transporte de acidos organicos. El clearence 6 CL, es el parametro
que indica el volumen de sangre 6 plasma que es depurado de una sustancia por
unidad de tiempo.

Esta relacion permanece constante para cada farmaco y expresa el
volumen de plasma depurado del mismo por unidad de tiempo (Sumano Lopez
& Gutiérrez Olvera, 2010). Este parametro evalta la eliminacion, si bien no
explicita el tiempo que requiere un farmaco para eliminarse del organismo ni el
modo de eliminacién (Brown, 2003; Toutain & Bousquet-Mélou, 2004 a).

El parametro denominado semi-vida de eliminacion 6 vida media
biologica 6 t'2p, refiere al tiempo requerido para que la maxima concentracion
plasmatica (Cmax) de un farmaco decline a la mitad. El t’23 se expresa en
minutos U horas, es constante para la mayoria de los farmacos y depende del
grado de depuracion o aclaramiento plasmatico, y del volumen de distribucion
(Sharma & Coulombe, 1996).

El t¥2p brinda una idea de su permanencia en el organismo y sustenta la
identificacion del intervalo de dosis: su valor multiplicado por 10 estima el
tiempo en que se elimina del organismo el 99.99% del farmaco y ademas, el

t¥2B ofrece una aproximaciéon del tiempo de eliminaciéon de residuos. Segun
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Sumano Lopez & Gutiérrez Olvera (2010), se requieren de 20 t'4p para calcular
el tiempo minimo de retiro de un medicamento.

El tiempo medio de residencia (TMR), representa el tiempo medio en
que las moléculas de un farmaco residen en el organismo tras la administracién
de una dosis unica. Este parametro es la analogia del momento estadistico de
la vida media y puede variar segun la via de administracion (Baggot, 2007).

El calculo del TMR se fundamenta en las areas totales debajo de las
curvas de concentracién (ABC), las cuales son estimadas mediante la
integracion numeérica empleando la regla trapezoidal, desde el tiempo cero
hasta la ultima concentracion medida, con extrapolacién al tiempo infinito.

El conjunto de procesos descriptos intentan explicar la concentracién de
un farmaco en su lugar de accién, de la cual dependen sus efectos terapéuticos
(Sharma & Coulombe, 1996; Brown, 2003). Debido que éste sitio 0 tejido, no es
de facil acceso, suelen estimarse niveles del farmaco en el suero o plasma
versus tiempo, puesto que éstos fluidos se encuentran en contacto directo con
los receptores y, en consecuencia cualquier modificacién de los niveles
plasmaticos redunda en el efecto farmacolédgico (Brown, 2003; Lashev et al.,
2009; Reyes Herrera et al., 2011), aunque no siempre se percibe una
correlacién lineal entre ambas concentraciones (Beltran, 2004).

Los valores de los distintos parametros farmacocinéticos exhiben alta
variabilidad individual y son afectados por factores fisiopatolégicos tales como
enfermedades, la edad, el sexo, el estado nutricional de los animales (Lashev et
al., 2009; Page & Gautier, 2012), como alternativa se utilizan estudios cinéticos
poblacionales con la finalidad de moderar la influencia de las variables
mencionadas y obtener informacién confiable (Martin-Giménez & Riviere, 1998;
San Andrés Larrea & Boggio, 2007; Lees et al., 2008; Toutain et al., 2010; Page
& Gautier, 2012).

El resultado practico de los estudios cinéticos es la obtencién de
modelos matematicos que describen el curso temporal de la concentracién de
farmacos en el organismo animal, con cualquier régimen de dosificacion y
permiten estimar la posible acumulacion del farmaco ¢ sus metabolitos,
correlacionar concentraciones de farmaco con el efecto farmacologico 6

toxicolégico, evaluar la biodisponibilidad, describir el efecto de los cambios
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fisiologicos 6 patolégicos en la absorcion, distribucion y eliminacién de los
farmacos y explicar interacciones entre farmacos e inclusive, resultan utiles
para estimar el periodo de resguardo para animales destinados al consumo
(Kinabo & McKellar, 1989; Brown, 2003; Sumano Lopez & Gutiérrez Olvera,
2010).

Los modelos se conciben mediante términos matematicos que expresan
relaciones cuantitativas. Para simular los procesos de absorcion, distribucion y
eliminacién se utilizan diferentes modelos matematicos, a partir de los cuales se
desarrollan las ecuaciones que describen la evolucién temporal de las
concentraciones plasmaticas del farmaco.

La cantidad de parametros requeridos para describir un modelo depende
de la complejidad de los procesos implicados y de la via de administracion,
puesto que los parametros no se determinan experimentalmente sino a partir de
pares de datos de concentracién (variable dependiente) y tiempo (variable
independiente), la limitacién en el nimero de datos disponibles es importante
para estimar los parametros farmacocinéticos.

La descripcion de las curvas de concentracion versus tiempo, se puede
realizar mediante modelos compartimentales o no compartimentales. En los
primeros, un modelo monocompartimental, el organismo animal se considera
como si fuera solo un compartimiento, es decir, que el farmaco que ingresa en
la circulacion general se distribuye y elimina simultaneamente (Sharma &
Coulombe, 1996; Brown, 2003).

En un modelo bicompartimental, se produce una distribucién rapida del
farmaco seguida de un punto de pseudoequilibrio y luego una pendiente de
eliminacién. También podria resultar que una distribucion rapida se continte
con una pendiente con menos caida, sefialando una distribucién lenta a tejidos
menos irrigados y profundos, y por ultimo se observa la pendiente de
eliminacién, tratdndose en este ultimo caso de un comportamiento
farmacocinético que podria ser interpretado a través de un modelo
tricompartimental (Sharma & Coulombe, 1996; Brown, 2003).

El organismo en si se comporta como multicompartimental, mas de los

que arriba se describen, por lo tanto en la actualidad se tiende a la aplicacion de
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modelos no compartimentales, entregando con ellos parametros cinéticos
robustos de utilidad clinica (Kinabo & Mc Kellar, 1989; Brown, 2003).

La ventaja de utilizar modelos no compartimentales para estimar
parametros farmacocinéticos robustos, como el tiempo medio de residencia
(MRT), la depuracion sistémica (Cl), el volumen de distribucion (Vd) y la
disponibilidad sistémica (F), reside en que pueden aplicarse a cualquier via de
administracion y no requiere la seleccién de un modelo compartimental.

El dnico requisito para aplicar un modelo no compartimental es que la
absorcion y disposicion del farmaco cumplan una farmacocinética de primer
orden (Baggot, 2007), de todos modos la eleccion del modelo dependera del
proposito del estudio, propiedades fisico-quimicas del farmaco que se estudia,
especificidad y sensibilidad del método analitico utilizado y de la especie
estudiada (Kinabo & Mc Kellar, 1989).

Los datos requeridos para efectuar el analisis farmacocinético y obtener
los parametros respectivos, son valores de concentraciones sanguineas del
analito en estudio y los respectivos tiempos en que fueron tomadas las muestras
de sangre del animal.

En la actualidad existen programas informaticos que permiten graficar los
datos en curvas y estiman los parametros cinéticos mediante férmulas
preestablecidas. En el presente trabajo de tesis, se utiliza un programa cinético
no comparimental (Farrier, 1999).

Con los datos de concentraciones versus tiempo, el programa construye
una curva semilogaritmica (log) de los valores transformados de concentracion
plasmatica versus tiempo, donde es posible observar las pendientes que
representan los distintos procesos.

Un famaco administrado por via intravenosa, puede presentar una o dos
pendientes. Presenta una pendiente 6 es monoexponencial cuando predomina la
eliminacion, y dos pendientes o biexponencial cuando es posible distinguir una
fase previa de distribuciéon, mientras que si la administracién es extravascular,
esta presente también la pendiente de absorcion (Sharma & Coulombe, 1996).

El objetivo siguiente es determinar cual es la curva tedrica, modelo o
funcién que mejor interpreta los datos experimentales, que tenga valor predictivo,

con el minimo error.
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El operador del programa elige cuantas y qué pendientes va a utilizar y
decidir los puntos de corte, es decir los tiempos entre los cuales considera que se
verifica el proceso en estudio. Esto significa "a priori” estar definiendo cual seria la
mejor funcién logaritmica.

A continuacion se realizan calculos de regresion no lineal de los logaritmos
de concentracion versus tiempo, comenzando por la fase de eliminacion y
siguiendo segun el caso, por la de distribucién y/o la de absorcién. Estos calculos
efectuados por el programa, permiten determinar los interceptos y las diferentes
constantes, y ademas el valor de los coeficientes de regresion y de determinacién
(), que contribuye a elegir los mejores puntos de corte.

Con los valores de interceptos y constantes, el programa calcula valores
tedricos de concentracion para cada tiempo graficando una curva "teérica", segun
la funcion logaritmica seleccionada. Estos valores se contrastan con los valores
observados mediante la suma de los cuadrados minimos, lo que permite
discriminar si la curva caiculada es confiable.

Utilizando los valores de area bajo la curva (ABC), la constante de velocidad
de eliminacién (B) y la dosis empleada, el programa calcula el volumen de
distribucion (Vd), el clearance total (Cl tot), y la vida media de eliminacién (t3%),
mediante las formulas cinéticas clasicas. Otros parametros que determina son el
area bajo la curva del primer momento estadistico 6 ABCM vy el tiempo de
residencia medio 6 TMR (Sharma & Coulombe, 1996; Baggot, 2007).

El método de anadlisis modelo-independiente, se aplica sélo si el
comportamiento cinético de la fase de eliminacién es de primer orden, lo cual
significa que una fraccién constante de la droga se elimina por unidad de tiempo.
En este caso la velocidad del proceso de eliminacién es proporcional a la
concentracion del farmaco en el organismo, lo que puede evidenciarse en la
curva semilogaritmica por la linealidad de la fase de eliminacién y el elevado
coeficiente de determinacion (> 0.9). Afortunadamente la mayoria de los
farmacos exhiben este comportamiento aplicados a las dosis terapéuticas

convencionales, lo que hace muy versatil a éste tipo de programa.
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IV.2. Fluoroquinolonas

Son antimicrobianos sintéticos desarrollados en la década de los 60’,
mediante la sintesis del acido nalidixico 6 acido 1-etil-1,4-dihidro-7-metil-4-oxo-
1,8-naftiridina-3- carboxilico (Cué Brugueras et al., 2005; Martinez et al., 2006
b; Fabrega et al., 2008).

Las primeras quinolonas sintetizadas ofrecian un estrecho margen de
actividad antimicrobiana, escasa biodisponibilidad oral, distribucién limitada en
el organismo y alta capacidad para inducir resistencia bacteriana. El uso clinico
se reducia al tratamiento de infecciones provocadas por bacterias
gramnegativas en el tracto urinario (Cué Brugueras et al., 2005; Walker &
Dowling, 2007; Bhavsar & Thaker, 2012).

Mas tarde, la incorporacion posterior de flior, y otras modificaciones
estructurales realizadas en la estructura basica de la molécula, tales como la
sustitucion del grupo CH por N en posicién 8 y el agregado de un anillo de
piperazina en posicion 7, permitié extender el espectro frente a bacterias
gramnegativas, inclusive abarca especies de Pseudomonas, dieron origen a las
fluoroquinolonas actuales (Martinez et al., 2006 b; Fabrega et al., 2008;
Sharma et al., 2009).

La fluoracién de la molécula en Cg brinda estabilidad metabdlica,
restringe el ritmo de eliminacién e incrementa la actividad biolégica, en tanto el
agregado de un segundo atomo de flior en la misma posicién redunda en
progresos en el perfil farmacocinético (Cué Brugueras et al., 2005; Martinez et
al., 2006 b; Fabrega et al., 2008). El nitrogeno de la posicion N, y el acido
carboxilico en el C3; son indispensables para desarrollar la actividad
antibacteriana (Fabrega et al., 2008; Sharma et al., 2009).

Los cambios estructurales introducidos modificaron las aplicaciones
clinicas, y ademas derivaron en mayor potencia antibacteriana y mejoras
farmacocinéticas, especialmente en lo referente a su liposolubilidad.

Con el transcurso del tiempo, se establecieron tres generaciones de
fluoroquinolonas; la primera representada por los acidos nalidixico y oxonilico,
la segunda que comprende a ciprofloxacina, norfloxacina y danofloxacina, entre

otros y la tercera generacion, que incluye a moxifloxacina y levofloxacina, etc.,
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éstas reservadas para uso clinico en medicina humana (Scholar, 2002; Cué
Brugueras et al., 2005).

Son moléculas de bajo peso molecular, ubicado entre 300-500 daltons,
muchas de las cuales son zwitteriones, con diferentes grados de solubilidad, de
acuerdo al pH; en general, son poco solubles en medio acido; mientras a pH
7.4 son isoeléctricas y exhiben minima solubilidad en agua. Son compuestos
termoestables en las formas farmacéuticas orales y parenterales, sensibles a la
luz (Brown, 1996; Bhavsar & Thaker, 2012).

O
F l o
| OH
R; N
R1

Figura 1: formula estructural de las fluoroquinolonas

Las quinolonas de primera generaciéon exhiben un espectro de accién
muy limitado, actuando sélo contra algunas bacterias gram negativas, aunque
conforme avanzan las generaciones incluyen tambien patdgenos gram
positivos y bacterias intracelulares de dificil erradicacién por otros
antibacterianos (Fabrega et al., 2008).

El cromosoma bacteriano comprende una doble cadena de ADN de
doble hélice que es una molécula continua miles de veces mas extensa que la
célula bacteriana (Cue Brugueras et al., 2005; Fabrega et al., 2008). Las
fluoroquinolonas ingresan a través del canal acuoso de las porinas e inhiben la
enzima ADN girasa 6 topoisomerasa de tipo ll, integrada por 4 subunidades
cuya funcién es controlar el superenrollamiento y desenrollamiento del ADN
bacteriano.

El superenrollamiento permite a la extensa molécula de ADN
empaquetarse dentro de la bacteria. Esta estructura debe ser desenrollada
para permitir diferentes funciones como replicacion, transcripciéon y reparacion
del ADN. La inhibicién de las enzimas impide a la célula bacteriana producir las
proteinas necesarias para su reparacion, crecimiento y reproducciéon, que
conduce a la muerte de la célula (Fabrega et al., 2008; Sharma et al., 2009).

Las fluoroquinolonas actaan a nivel de ADN-girasa, también denominada

topoisomerasa tipo Il, y de la topoisomerasa tipo IV, sin afectar las
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topoisomerasas | y Il (Cué Brugueras et al., 2005; Fabrega et al., 2008;
Sharma et al., 2009).

La compleja interaccion con las topoisomerasas condiciona el espectro
antibacteriano dentro del grupo y también de la seleccién de cepas resistentes.
La actividad frente a las bacterias grampositivas se debe a su accién "blanco"
en las topoisomerasas |V, en cambio la actividad sobre gram negativas es
consecuensia del bloqueo de la ADN-girasa (Cué Brugueras et al.,, 2005;
Fabrega et al., 2008).

La resistencia a estas sustancias puede expresarse por tres
mecanismos que en importancia creciente son: reduccion de la permeabilidad,
activacion de una bomba de flujo del farmaco hacia el exterior de la bacteria y
mutacién de la enzima ADN girasa o topoisomerasa |V (Cué Brugueras et al.,
2005; Fabrega et al., 2008).

La seleccibn de mutantes resistentes mediante los dos primeros
mecanismos, en general equivale a un incremento de 2 a 8 veces la CIM 6
concentracion inhibitoria minima, mientras que la alteracion del receptor de la
ADN-girasa puede inducir resistencia de mayor nivel.

La resistencia a una fluoroquinolona con frecuencia extiende la
resistencia a todas las demas (Bhanot et al., 2001; Paige & Tollefson, 2003) y
ciertas mutaciones que confieren resistencia mediante alteraciones en la
activacion en la bomba de flujo, también pueden extenderlas a las

cefalosporinas y tetraciclinas (Cué Brugueras et al., 2005).

IV.2.1. Farmacocinética

El perfil farmacocinético comun a éstos agentes contempla diversos
aspectos. La absorcién oral es variable segun el analogo considerado; en
general es rapida y se generan niveles séricos y tisulares que exceden la CIM
para la mayoria de las bacterias sensibles (Sharma et al., 2009; Bhavsar &
Thaker, 2012; Gupta et al., 2012).

En humanos se informaron valores de biodisponibilidad oral de 80 al
100%, excepto para norfloxacina y ciprofloxacina (Cué Brugueras et al., 2005);
la Cmax se obtuvo en 1 a 3 horas (Cué Brugueras et al., 2005) y en animales

domésticos se situdé entre 2 a 5 horas, segun la especie animal, con una
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biodisponibilidad cercana al 80% en monogastricos y bovinos pre-rumiantes
(Brown, 1996).

La distribucion y difusién tisular es elevada, penetran bien a todos los
tejidos y fluidos corporales; los niveles alcanzados en los tejidos son
comparativamente superiores a los plasmaticos (Brown, 1996; Bhavsar &
Thaker, 2012; Gupta et al., 2012).

Los valores de Vd reportados son >1 L/Kg, acorde a la reducida afinidad
por las proteinas plasmaticas, que oscila en alrededor de 10 al 30 % (Brown,
1996; Gupta et al., 2012), y ademas porque sus puntos isoeléctricos se
encuentran en un rango de 6.8 a 7.4, lo que indica minima disociacion en el
plasma, aspecto que facilita su pasaje extravascular y explica su elevada
difusién a tejidos (Brown, 1996; Bhavsar & Thaker, 2012; Gupta et al., 2012).

Estos agentes experimentan biotransformacién en grado variable segun
el analogo. Los sitios metabdlicamente inestables en la molécula en orden de
importancia son el anillo piperazinico y el grupo carboxilico. En las quinolonas
N-metiladas, el anillo piperazinico puede experimentar N-oxidacién 6 N-
demetilacion; en tanto en las no N-metiladas, se verifica una 3-
oxometabolizacién (Brown, 1996; Sharma et al., 2009; Gupta et al., 2012)

Otras vias metabdlicas de menor importancia son la N-acetilacién, N-
sulfato conjugacion, ruptura del anillo piperazinico y la N-formilacion. Se ha
reportado la sintesis y actividad antimicrobiana de analogos 3-formil de
norfloxacina, ciprofloxacina y pefloxacina, estos estudios han demostrado
evidencias definitivas que este tipo de analogos se comportan como
profarmacos que muestran biodisponibilidad elevada y que se oxidan in vivo a
acidos carboxilicos (Brown, 1996).

Se excretan por via urinaria, la mas importante, tanto en el hombre como
en las distintas especies animales estudiadas y por via biliar y por heces, en
forma inalterada 6 parcialmente como metabolitos. Algunas fluoroquinolonas
sufren circulacion enterohepatica, probablemente tras la conjugacion de
betaglucuronidasa sobre los conjugados.

Las concentraciones urinarias de las fluoroquinolonas se mantienen altas
durante 24 horas o mas. Algunos compuestos son secretados en el tabulo

proximal renal mediante el sistema transportador de acidos organicos. La vida
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media de estos compuestos esta en el intervalo 2-7 horas, dependiendo del
compuesto y la especie (Bhavsar & Thaker, 2012; Gupta et al., 2012).

Las fluoroquinolonas exhiben cinética de muerte celular concentracion
dependiente (Brown, 1996; Cué Brugueras et al., 2005; Gupta et al., 2012).
Diversos estudios clinicos in vitro sefialan la relevancia de parametros dosis
dependientes tales como la Cmax y el ABC respecto a la concentracion
inhibitoria minima (CIMgo) de microorganismos susceptibles.

El cociente Cmax/CIMg; >8 reduce la manifestacion de resistencia
bacteriana mientras la relacion ABC/CIMg, >125 es indispensable para
conseguir la erradicacion bacteriana y prevenir el crecimiento de
microorganismos durante 24 horas; éstos parametros constituyen predictores
de eficacia clinico-microbiolégica (Brown, 1996; Walker & Dowling, 2007,
Gupta et al., 2012).

IV.2.2. Reacciones adversas

En general, estas sustancias exhiben amplio margen de seguridad en
mamiferos y aves, posiblemente debido que en los mamiferos, existe una
enzima similar a la ADN girasa que interviene en los cortes dobles del ADN; sin
embargo, ésta no superenrolla el ARN y no resulta afectada por las
fluoroquinolonas (Cué Brugueras et al., 2005).

Un inusual pero caracteristico efecto es la accién erosiva sobre los
cartilagos en crecimiento. Esta artropatia afecta especialmente a las
articulaciones que soportan peso, aunque esta caracteristica soélo esta
documentada en canidos, por este motivo no se administran en individuos
inmaduros 6 gestantes. En otras especies se han descripto reacciones
adversas como mareos, cefaleas, nauseas y vomitos (Cué Brugueras et al.,
2005; Walker & Dowling, 2007; Gupta et al., 2012).

IV.2.3. Antecedentes en aves

En la actualidad, los antimicrobianos utilizados con mayor frecuencia en
aves de corral son las tetraciclinas, las sulfonamidas potenciadas y las
fluoroquinolonas. Actualmente, en los paises europeos en los cuales su uso en

animales de produccion esta permitido las fluoroquinolonas son los de mayor
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consumo, recomendados en el tratamiento y profilaxis de las enfermedades
entéricas y respiratorias de las aves, sobre todo los integrantes de la segunda
generacion (Anjum & Rizvi, 1998; Avrain et al., 2003; Lohren et al., 2008).

Enrofloxacina, es el farmaco mas efectivo y aplicado en aves (Glisson et
al., 2004), con menos intensidad se emplean ciprofloxacina -principal metabolito
de enrofloxacina- ademas de norfloxacina, sarafloxacina, difloxacina,
danofloxacina, y marbofloxacina (Brown, 1996; Lees & Shojaee Aliabadi, 2002
a). Similar a lo que acontece en los mamiferos, el empleo de cada integrante del
grupo difiere segun el pais (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001).

Las propiedades farmacoldgicas del grupo, demostradas en humanos
(Sharma, et al., 2009) y animales domésticos (Brown, 1996; Gupta et al., 2012),
alientan el empleo clinico en avicultura, facilitada por sus caracteristicas fisico-
quimicas: son estables en soluciones acuosas (Jenkins & Friedlander, 1988;
Brown, 1996), por lo tanto es factible la aplicacién en el agua de bebida, modo
corriente de administracién de medicamentos en los criaderos comerciales
(Vermeulen et al., 2002; De Backer, 2006; Toutain et al., 2010).

La aplicacién en el agua de bebida es poco estresante, permite el
tratamiento de gran cantidad de aves en poco tiempo (Anadén et al., 2009) y
ventajosa, debido que el animal enfermo suele no alimentarse pero continta el
consumo de agua (Vermeulen, 2002; Léhren et al., 2008, Toutain et al., 2010).

Los antecedentes disponibles indican que luego de la administracion por
via oral el conjunto de fluoroquinolonas experimenta rapida absorciéon (Anadén
et al., 1993; Anjum & Rizvi, 1998; Gupta et al., 2012).

Norfloxacina, exhibe un tiempo medio de absorciéon de 0.9 horas (Laczay
et al., 1998), enrofloxacina de 1.4 horas (Anaddn et al., 1995; Knoll et al., 1999)
y marbofloxacina de 4.2 horas (Anadon et al., 2002).

La cantidad de farmaco que accede a la circulacién general difiere segun
el compuesto (Anadén et al., 1993; Chen et al., 1994; Gupta et al., 2012). Los
antecedentes cinéticos disponibles revelan que la absorcion oral en pollos de
difloxacina, norfloxacina y marbofloxacina excedié ligeramente el 50% (Anadén
et al.,, 1992; Anadédn et al., 2002; Ding et al., 2008); flumequine alcanzé el 57%
(Martinez et al., 2006 a), mientras que enrofloxacina oscilé entre el 64 y 89%
(Anaddn et al., 1995; Bugyei et al.,, 1999; Knoll et al., 1999), similar a lo
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informado con ciprofloxacina (Anadoén et al., 2001). En cambio, la absorcién fue
completa con ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006) y levofloxacina (Errecalde,
2010).

En algunos casos, la absorcion oral de fluoroquinolonas puede ser
afectada por la presencia de cationes bivalentes presentes en el alimento (Lees
& Shojaee AliAbadi, 2002a; Hofacre, 2007; Gupta et al., 2012).

La Cmax provista por estas sustancias, resulta dosis dependiente: los
valores menos significativos correspondieron a 1.05 pg/ml aplicando 2 mg/kg
de marbofloxacina (Anadén et al.,, 2002) y 2.6 upg/ml conseguidos tras la
administracion de 8 mg/kg de ciprofloxacina (Anadon et al., 2001).

Enrofloxacina, luego de aplicar 10 mg/kg, produjo una Cmax de 2.4
pg/ml (Anadén et al., 1995). El valor mas importante reportado correspondié a
3.6 ug/ml, provisto con ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006) y por flumequine
(Martinez et al., 2006 a), administrando 10 y 12 mg/kg, respectivamente.

Luego de la aplicacion oral de 5 mg/kg de levofloxacina, la curva
disposicion plasmatica gener6 areas bajo la curva (ABC) levofloxacina de 13.2
pg-h/ml (Errecalde, 2010) y con 8 mg/kg de ciprofloxacina de 12.2 pg-h/ml
(Anadon et al., 2001).

Aplicando 10 mg/kg, los valores del ABC oscilaron entre 5.1 pg-h/ml con
sarafloxacina (Ding et al., 2001), 10.4-12.6 pg-h/ml con norfloxacina (Anadon et
al., 1992; Laczay et al., 1998), 14.4-22.2 ug-h/mi con enrofloxacina (Anadén et
al., 1995; Knoll et al., 1999), 15.8 ug-h/ml con difloxacina (Ding et al., 2008) y
40 pg-h/mi, con ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006).

La permanencia plasmatica de fluoroquinolonas en pollos es moderada
(Anadén et al, 1993). Se comunicaron valores de t'2 de 3.8 horas con
sarafloxacina (Ding et al., 2001), 5.8 horas con enrofloxacina (Knoll et al.,
1999), ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006) y levofloxacina (Errecalde, 2010), 8.6
horas con marbofloxacina (Anadén et al., 2002) y difloxacina (Ding et al., 2008),
10 horas con flumequine (Martinez et al., 2006 a) y 11.8 horas con norfloxacina
(Laczay et al., 1998) y ciprofloxacina (Anadén et al., 2001).

Knoll et al. (1999), comunicaron un TMR de 7.5 horas para
enrofloxacina. Otros estudios, indicaron 8.8 horas con norfloxacina (Laczay et

al.,, 1998), 9.1 horas con levofloxacina (Errecalde, 2010), 9.9 horas con
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flumequine (Martinez et al., 2006 a) y 13.3 horas con ciprofloxacina (Anadén et
al., 2001).

Las fluoroquinolonas se metabolizan en el higado; el grado de
biotransformacién depende del compuesto y varia segun la especie animal
(Haritova & Lashev, 2009). Se producen reacciones de metilacién, dietilacion y
de oxidacion, que las transforma en oxoquinolonas, las cuales se someten
luego a reacciones de fase 2, consistentes en la conjugacion con &acido
glucurénico. Los glucuronoconjugados resultantes son excretados en la orina y
la bilis (Anjum & Rizvi, 1998; Lees & Shojaee AliAbadi, 2002 a),

Marbofloxacina, en parte es transformada a N-desmethyl marbofloxacin,
que presenta caracteristicas cinéticas similares al compuesto precursor
(Anadon et al., 2002). Pefloxacina, deriva en norfloxacina y ésta es convertida a
desethylenenorfloxacina y oxonorfloxacina (Anadén et al., 1992) y flumequine
es transformado a 7-hidroxiflumequine (Martinez et al., 2006 a).

Luego de la aplicacién de dosis unicas orales en aves, todas las
quinolonas de segunda generacién se determinan en el plasma al menos hasta
24 horas post administracién, con frecuencia los valores declinan bruscamente
luego de las 12 horas siguientes a la administraciéon producto de la rapida y
amplia distribucién en el organismo (Anadoén et al., 2001; Errecalde, 2010).

Exhiben valores de Vd >1.5 L/kg, que exceden el agua total corporal
(Anadon et al., 1993; Lees & Shojaee AliAbadi, 2002 a; Gupta et al., 2012). En
pollos, se comunicaron valores de Vd de 1.4 L/kg con ciprofloxacina (el-Gendi
et al., 2001) de 2.5 £ 0.2 L/kg con enrofloxacina (Bugyei et al., 1999), 3.3 L/kg
con levofloxacina (Errecalde, 2010) y 3.4 + 1.2 L/kg con sarafloxacina (Ding et
al., 2001).

Los niveles tisulares equiparan 6 exceden a las plasmaticos, acorde sus
propiedades lipofilicas (el-Gendi et al., 2001; Lees & Shojaee AliAbadi, 2002 a;
Gupta et al., 2012) aunque también incide la limitada afinidad por las proteinas
plasmaticas, estimada para el grupo en animales domésticos en el 15 al 20%
(Anadén & Martinez Larrafaga, 1999; Papich & Riviere, 2003; Haritova &
Lashev, 2009).

Knoll et al. (1999) y Anadén et al. (2002), hallaron tasas tisulares mas

elevadas que las plasmaticas, con enrofloxacina. La administracion diaria de 5
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mg/kg por via oral de enrofloxacina produjo elevados niveles en los tejidos: en
el higado se obtuvo un cociente tejido/plasma de 5.4 (Knoll et al., 1999).

En pollos parrilleros naturalmente infectados con micoplasmas, la
administracion oral de 5 mg/kg de enrofloxacina cada 12 horas, determiné
importantes niveles en el tejido muscular, que alcanzan el maximo a las 24
horas de concluido el tratamiento, a partir del cual declinan gradualmente hasta
las 120 horas, mientras pollos sanos tratados con ciprofloxacina con idéntico
esquema terapeutico, los niveles de éste antimicrobiano en el tejido muscular
fueron poco relevantes, alcanzando los valores mas significativos a las 72 horas
post aplicacién (Garcia Ovando et al., 2006).

Aplicando 5 mg/kg de levofloxacina, la comparacién de las ABC
obtenidas en los tejidos homogeneizados respecto a la ABC plasmatica por via
oral, arroja cocientes de 1,43; 1,62; 1,78 y 4,15 en rifién, musculo, pulmén e
higado, respectivamente (Errecalde, 2010).

La disposicion tisular de las fluoroquinolonas es significativa desde el
enfoque terapéutico, acorde la necesidad de obtener niveles del antimicrobiano
que excedan la CIM en el sitio de infeccion (McKellar et al., 2004; San Andrés
Larrea & Boggio, 2007; Lees et al., 2008), pero también la disposicion tisular se
asocia con la magnitud de los residuos en tejidos comestibles.

Norfloxacina y sus metabolitos, desetileno y oxo norfloxacin, se
determinaron tras la administracién oral de 8 mg/kg durante 4 dias. Los niveles
en el tejido adiposo, riiidon, e higado fueron de 0.5 pyg/gramo luego de 12 dias de
aplicacién (Anadén et al., 1992).

La declinacién plasmatica de ciprofloxacina se caracteriza por rapida
distribucién y lenta eliminacién por aplicacion oral; es ampliamente distribuida
en tejidos, consecuente con el elevado Vd informado, de 7.7 Lt/kg (Anadén et
al., 2001).

A los 5 dias de la ultima aplicacién, ciprofloxacina se determiné en rifién,
higado, musculo, piel con tejido adiposo, pero no en el plasma. A los 10 dias
post administracion, sélo se hallaron los metabolitos principales en higado y
piel con tejido adiposo (Anadén et al., 2001).

Anadén et al. (1995), sostienen que los niveles de ciprofloxacina en

plasma vy tejido fueron mas importantes que las del precursor, enrofloxacina.
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Sin embargo en otros estudios, los valores fueron menores, tal como reportaron
Knoll et al. (1999) y Garcia Ovando et al. (2006).

Niveles elevados de marbofloxacina se determinaron en rifién, higado,
musculo y piel, a las 24 horas de la ultima dosis oral de 2 mg/kg. El principal
metabolito N-desmethyl-marbofloxacina sélo fue establecido en higado y rifion
a las 72 horas tras finalizar la aplicacién (Anadén et al., 2002).

La eliminacién de fluoroquinolonas se realiza por orina y en menor
cantidad, por bilis (Anjum & Rizvi, 1998). ElI Cl total ofrece fluctuaciones
importantes segun el agente (Haritova & Lashev, 2009); en pollos parrilleros se
reportaron 1.2 ml/h/kg con sarafloxacina (Ding et al., 2001), 2.8 ml/h/kg con
marbofloxacina (Anadoén et al., 2002), 3.0 ml/h/kg con enrofloxacina (Bugyei et
al., 1999); 4.5 ml/h/kg con ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006), 6.7 mi/h/kg con
levofloxacina (Errecalde, 2010), 7.5 ml/h/kg se informaron con ciprofloxacina
(Anadédn et al., 2001) y 16.6 ml/h/kg con norfloxacina (Laczay et al., 1998).

IV.2.4. Danofloxacina

Danofloxacina, representada en la Figura N° 2, es una fluoroquinolona
de origen sintético autorizada sélo para uso exclusivo en Medicina Veterinaria
(Giles et al., 1991), que desarrolla acciones antimicrobianas frente a gram
negativos, ciertos gram positivos y micoplasmas relevantes en animales
domésticos (Shojaee Aliabadi & Lees, 2003).
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Figura 2: férmula estructural de danofloxacina
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En distintas experiencias realizadas en mamiferos, los antecedentes
cinéticos por aplicacién parenteral indican pronta absorcion y biodisponibilidad
superior al 65 % (Atef et al, 2001; Mc Kellar et al., 1998; Richez et al., 1996;
Shojaee Aliabadi & Lees, 2003). Genera Cmax plasmaticos préoximos a 0.3

ug/ml (Mc Kellar et al.,, 1998; Atef et al, 2001) y significativos volimenes de
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distribucién (Vd), que oscilan en 1.42 L/kg en caprinos (Atef et al., 2001), 2.7
L/kg en ovinos (McKellar et al, 1998) y 4.3 L/kg en bovinos (Friis, 1993), valores
que insinuan notable disposicién tisular.

En mamiferos domésticos danofloxacina experimenta moderada
permanencia en el organismo (Friis, 1993; Mc Kellar et al., 1998), conforme
sefala la vida media de eliminacién (t¥23) que oscila en 1.3 horas en caprinos
(Atef et al., 2001), de 2.9 a 7.4 horas en bovinos (Friis, 1993; Shojaee Aliabadi
& Lees, 2003), de 3.3 horas en ovinos (Mc Kellar et al., 1998) yde 5.4 a 6.9

horas en porcinos (Richez et al., 1996).

IV.2.4.1 Antecedentes en aves.

En aves, danofloxacina se administra para el tratamiento de patologias
producidas por E. coli (Charleston et al.,, 1998), enfermedades respiratorias
asociadas con Pasfeurella haemolytica, P. multocida y H. somnus vy
micoplasmas (Cooper et al., 1993; Burch & Valks, 2002). En presencia de éstos
microorganismos, la CIM se establecié en <0.015 pg/ml (Knoll et al., 1999).

El laboratorio fabricante propone la aplicacién oral en el agua de bebida
mediante polvos solubles en dosis de 5-10 mg/kg/dia durante 3 a 5 dias (Lynch
et al., 1994; Knoll et al., 1999).

En pollos parrilleros, por aplicacién oral los antecedentes disponibles
sefalan que la absorcion de danofloxacina es pronta, segun el tiempo medio de
absorcion informado de 0.89 horas (Zhong et al., 2001) a 1.2 horas (Knoll et al.,
1999) y casi completa (Lynch et al., 1994; Knoll et al., 1999; EI-Gendi et al.,
2001, Zhong et al., 2001).

Aplicando dosis orales de 5 mg/kg en pollos sanos, el Cmax reportado
oscilé entre 0.47 (Knoll et al., 1999) y 0.5 pg/ml (el-Gendi et al., 2001, Zhong et
al.,, 2001; Zeng et al., 2011) y logré el Cmax a las 2.4 horas (EI-Gendi et al.,
2001; Zeng et al. 2011). La curva de disposicion plasmatica generé areas bajo
la curva (ABC) de 3.05 (Zhong et al., 2001), 3.5 (Knoll et al., 1999), 5.1 (Lynch
etal, 1994) y 7.7 + 1.3 pg/mi (Zeng et al., 2011).

En pollos, este antimicrobiano es escasamente metabolizado (Lynch et
al., 1994) y experimenté valores de vida media plasmatica de 6.9 a 8.7 horas
(Zhong et al., 2001) y 13.05 horas (Zeng et al.,, 2011), mientras el TMR
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comunicado alcanzé las 8.6 horas (Knoll et al., 1999) y el Vd a 2.11 L/kg (El-
Gendi et al., 2001).

El clearence (Cl) informado en pollos fue de 20.5 (Lynch et al., 1994) a
23.5 ml/h/kg a (Knoll et al. (1999) y en pavos de 9.77 ml/h/kg (Haritova et al.,
2006).

Knoll et al. (1999), encontraron tasas tisulares mas elevadas de
danofloxacina que las plasmaticas, inclusive desaparece primero en plasma y
luego en tejidos (El-Gendi et al., 2001).

La administracién diaria de 5 mg/kg de danofloxacina por via oral
produjo altos niveles en los tejidos: en el higado arrojé cocientes tejido/plasma
de 10.7, respectivamente (Knoll et al., 1999) y de 20.6 + 2.1 (Zeng et al., 2011),
mientras en el musculo la relacion fue de 2.5 (Knoll et al.,, 1999) a 4.1 + 0.36
(Zeng et al., 2011).

Lynch et al. (1994), sostienen que la disposicién de danofloxacina en
tejidos fue consistente con la biodisponibilidad oral y sus propiedades cinéticas.
Tras la aplicacién en el agua de bebida los niveles mas significativos se
reportaron en el higado a las 6 horas y declinaron a las 48 horas de suspender
la administracion.

En rindn y musculo, el descenso de los niveles de danofloxacina fue
paralelo a los observados en el higado aunque 2 a 10 veces menos
significativos. El mayor residuo encontrado en éstos tejidos fue danofloxacina,
mientras que el principal metabolito, N-demetil, es hallado en el higado pero es
inexistente en la piel y en el tejido adiposo (Lynch et al., 1994).

Zeng et al., (2011), informaron un Cmax en musculo e higado de 2.3 +
0.38y 12.6 £ 1.2 pg/gr, respectivamente, conseguidos a las 6 y 3.1 £ 1.6 horas,
respectivamente. La vida media de eliminacion comunicada fue de 9.7 + 1.4
horas en el musculo y las 8.7 + 0.44 horas en el higado (Zeng et al., (2011).

En patos Muscovy, la administracion por via oral de 5 mg/kg determiné
un Cmax de 0.81 pg/mi informado a 1.2 horas, los niveles conseguidos
decrecen en el siguiente orden higado-riién, plasma y musculo (Goudah &
Mouneir, 2009).

En pavos, luego de la aplicacién oral de 6 mg/kg generé6 un Cmax

plasmatico de 1.1 + 0.95 ug/ml obtenido a las 2.1 + 2.5 horas. En este estudio
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el ABC fue de 7.7 £ 1.7 ug-h/ml y la biodisponibilidad reportada del 78.7 + 17.3
%. En esta especie, danofloxacina exhibié moderada permanencia en el
organismo, segun reflejan el t'23 de 9.7 £ 2.9 horas y el TMR de 15.1 + 4.3

horas, respectivamente (Haritova et al., 2006).

IV.2.5. Residuos en alimentos de origen animal

Un residuo medicamentoso é quimico es el resultado del empleo de
medicamentos 6 productos quimicos con diferentes propésitos que puede
depositarse o almacenarse en células, tejidos u érganos, ya sea como tales ¢
como sus metabolitos, con impacto negativo en salud publica, en la
industrializacién del alimento y/o la comercializacion internacional (Rao & Malik,
2006; Marquez Lara, 2008; Reeves, 2010).

Los residuos presentes en alimentos de origen animal generan
productos de escasa calidad e implican algun riesgo para la salud de los
consumidores, pudiendo causar toxicidad aguda ¢ crénica, efectos
mutagénicos y carcinogénicos, desérdenes en el desarrollo corporal 6
reacciones alérgicas, etc (Rao & Malik, 2006; Reig & Toldra; 2009; Reeves,
2010).

En el pasado, el control de los alimentos consistia sélo en el examen de
los productos finales y a la inspeccién de los establecimientos elaboradores. En
la actualidad, las modernas tecnologias incorporadas en la producciéon de
alimentos, demanda involucrar de modo integral y multidisciplinario a toda la
cadena productiva, desde donde se producen hasta su consumo, debido que
muchos de los problemas de inocuidad de los alimentos se originan en la
produccién primaria (Lozano & Trujillo, 2012), lo que significa que la
responsabilidad de proveer alimentos inocuos debe ser compartida desde el
proveedor de insumos hasta el consumidor. En este contexto, los
medicamentos veterinarios sélo se autorizan en especies de abasto tras la
evaluacion de residuos (Paige & Tolleftson, 2003; Marquez Lara, 2008).

Diversos organismos oficiales como la Federal Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos, la European Medicine Evaluation Agency (EMEA)
a través del Comitee for Veterinary Medicine Products, (CVMP) en el continente

europeo Yy el Joint Expert Comitee on Food Additives (JECFA) de la Comisién
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Codex Alimentarius de la Food and Agriculture Organization (FAQ) y de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), regulan la aprobacién de
medicamentos y consideran los problemas de residuos en alimentos de origen
animal, en los diferentes mercados (Anadén & Martinez-Larrafiaga, 1999;
Marquez Lara, 2008; Lozano & Trujillo, 2012).

Respecto a las fluoroquinolonas, los efectos adversos descriptos refieren
a respuestas agudas, como resultado de la exposicion a altas dosis. Los
efectos crénicos, asociados con la exposicién prolongada a dosis bajas que en
estos antimicrobianos se asocian con la expresién de resistencia bacteriana,
efectos sobre el sistema inmune y efectos genotoxicos como los mutagénicos,
carcinogénicos y toxico-reproductivos, relacionados con la problematica de
residuos en productos y subproductos destinados al consumo, y a la exposicion
humana a éstos residuos.

La resistencia a las fluoroquinolonas estimulé un fuerte debate politico
concerniente a su aplicacion en animales en produccién cuyos productos y
subproductos ingresan en la cadena alimentaria humana.

El debate comenzé tras la manifestacion de cepas Campylobacter jejuni
ciprofloxacina resistentes, poco tiempo después de aprobarse la enrofloxacina
para uso en pollos en Holanda y la menor susceptibilidad de Salmonella
thiphymurium frente a ciprofloxacina, inmediatamente después de aprobarse la
enrofloxacina para uso en ganado en el Reino Unido (Smith & Fratamico, 2010;
de Jong et al., 2012).

El tracto intestinal de las aves suele albergar niveles elevados de
microorganismos patégenos como Campylobacter o Salmonella y patogenos
oportunistas como Escherichia coli o Enterococcus, sin consecuencias
aparentes para el animal portador. Campylobacter jejuni es la bacteria
enteropatégena mas frecuente en humanos en los paises desarrollados (Avrain
et al., 2003; Desmonts et al., 2004).

Diversos estudios identificaron a la carne de pollo como fuente de
infeccién habitual en humanos, con enorme relevancia clinica debido a la
creciente resistencia a ciertos antimicrobianos como las fluoroquinolonas
(Luber et al., 2003; Smith & Fratamico, 2010).
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Las bacterias portadoras de resistencia a fluoroquinolonas presentes en
el tracto intestinal de los animales pueden contaminar las canales, y provocar
enfermedades transmitidas por los alimentos en humanos que no responden al
tratamiento con antibiéticos 6 la transferencia de resistencia a la microbiota
presente en el consumidor, por reemplazo de su microbiota habitual 6 mediante
la transferencia de determinantes genéticos portadores de resistencia a
antimicrobianos (Lee & Ryu, 2000; Greenlees, 2003; de Jong A et al., 2012).

Las bacterias resistentes también pueden ser transferidas mediante el
contacto directo con los animales, caso tipico de granjeros y matarifes
(Cornican et al., 2001; Van den Boogard et al., 2001).

La Food and Drug Administration, FDA, de EE.UU. propuso retirar esta
aprobacion como resultado de las preocupaciones sobre la resistencia a las
fluoroquinolonas en Campylobacter (Nelson et al., 2007; Jensen et al., 2008;
Reyes Herrera et al.,, 2011). Actualmente, en muchos paises no se autorizan
nuevas fluoroquinolonas para su empleo en los animales domésticos en
produccion, se intenta restringir la aplicacién oral y se recomienda sélo el uso
terapéutico parenteral.

Con el propésito de atenuar el problema, la Unién Europea, a través del
comité para productos médicos y veterinarios, ha determinado un limite maximo
de residuos (LMR) para la mayoria de los farmacos autorizados en los
diferentes tejidos diana (Tabla N° 1).

Estos limites han sido establecidos en funcion de estudios de toxicidad
cronica a partir de los llamados “limite sin efecto observable” y “limite sin efecto
microbiolégico”.

El LMR es “la concentracién maxima de residuos resultante del uso de
un medicamento veterinario, expresada en mg/kg 6 en mg/L del peso del
producto fresco, que se recomienda como legalmente permisible 6 se reconoce
como aceptable dentro de un alimento 6 en la superficie del mismo”.

La determinacion del LMR demanda establecer para cada farmaco y en
cada tejido comestible, las mas bajas concentraciones que no provocan efectos
en los animales de laboratorio y en el segundo caso, consiste en determinar las
concentraciones sin ningun efecto sobre las bacterias mas sensibles, en

particular las del tracto gastrointestinal. Con esta informacién, se determina el
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‘nivel de ingesta diaria admisible”, mediante la aplicacion de factores de
seguridad de 100 a 1000 veces, respectivamente (Lee & Ryu, 2000; Arboix &
Martin-Jiménez, 2002; Palermo Neto, 2006; Reeves, 2010).

Para un determinado farmaco las exigencias regulatorias establecidas
suelen diferir significativamente segln el pais, resultado de la diversidad de
criterios adoptados respecto al uso de farmacos; en algunas jurisdicciones son
mas flexibles en sus regulaciones que otras, por lo tanto el problema de los
residuos adquiere dimensiones diferentes segln la modalidad productiva y los
métodos analiticos utilizados (Miller & Flynn, 2002, Lister, 2011).

Tabla N° 1: LMR establecidos para fluoroquinolonas en pollos, expresados en ug/kg.

Agente Higado Rifién Mdusculo
Danofloxacina 400° 400 ® 2002
Difloxacina 1900 ¢ 600 °© 300°
Enrofloxacina ¢ 200 2 300 ® 100 °
Flumequine 800 /1 000° | 1000¢3000° | 400 °/500°
Ofloxacina 150 ¢ 150 ¢ 100 °©
Sarafloxacina 80°/100 ° 80° 10°

Referencias: *EU, JECFA, "JECFA, “EU, “Suma de enrofloxacina mas ciprofloxacina.

Con la finalidad de reducir el impacto de los residuos, cuando finaliza el
empleo de un agente antimicrobiano en un animal productor de alimentos para
consumo humano, es necesario gue se espere un tiempo antes de su sacrificio.
Este es denominado “periodo de supresion, resguardo 0 retirada”, es necesario
para poder obtener alimentos con concentraciones de residuos, procedentes
del uso de medicamentos, inferiores a los limites maximos residuales (LMR)
establecidos en la legislacion (Lee & Ryu, 2000; Riviere & Sundiof, 2003).

Los niveles de residuos tienen directa relacién con las etapas que
influyen en la disposicion de los farmacos (Koritz, 1988), de modo que el Pr
puede determinarse en funciéon de parametros farmacocinéticos obtenidos en el
tejido diana (Arboix & Martin-Jiménez, 2002; Riviere & Sundlof, 2003) ¢
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mediante estudios de deplecién de residuos, con el propésito de determinar
cuanto y durante que tiempo permanecen los niveles de farmacos en los tejidos
comestibles de un animal y en qué momento se encuentran bajo el limite de
tolerancia.

Los procedimientos empleados para la colecta de muestras para
cuantificar fluoroquinolonas en tejidos 6 fluidos biolégicos comprenden diversas
metodologias entre las cuales se incluye el homogeneizado de tejidos con
muestras obtenidas mediante biopsias durante actos quirtrgicos 6 luego del
sacrificio de los animales, practica adoptada en pollos para establecer niveles
residuales en tejidos comestibles con enrofloxacina y su metabolito,
ciprofloxacina (Anadén et al., 1995; Knoll et al.,, 1999; Anadén et al., 2001:
Garcia Ovando et al, 2006), marbofloxacina (Anadon et al., 2002),
levofloxacina (Errecalde, 2010), norfloxacina (Anadén et al, 1992),
danofloxacina (Knoll et al., 1999) y, flumequine (Martinez et al., 2006 a).

Las técnicas utilizadas para determinar residuos de farmacos activos en
los tejidos diana -aquellos destinados al consumo y en los que es factible el
acumulo del farmaco-, deben reunir una serie de requisitos para aceptarse
como métodos de andlisis validos para cuantificar un farmaco en una matriz
determinada, de acuerdo con los procedimientos descriptos en la Directiva y
Guia de la EMEA/CVMP/573/00.

En el proceso de validacion se deben evaluar parametros como
recuperabilidad, reproducibilidad, linealidad y especificidad, estableciendo el
limite de cuantificacién y el limite de deteccién. Sélo cuando se ajustan a
determinados valores ofrecen garantias necesarias para asegurar que los
niveles del farmaco detectado son reales (Chang, 2000).

El método de analisis utilizado, ademas de sensible -el factor mas
critico, sobre todo cuando se emplea para deteccién de residuos- debe ser
especifico y preciso (Aerts et al., 1995; Chang, 2000). La precisién se expresa
en la desviacion estandar relativa (CV, coeficiente de variacion), valorada entre
ensayos realizados el mismo dia 6 en dias diferentes (Chang, 2000).

La cromatografia 6 High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
es el método mas empleado para la determinacién de fluoroquinolonas en

matrices biologicas, asociado a deteccion por fluorescencia y eventualmente, a
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espectrometria de masas (Aerts et al.,, 1995; Botsoglou & Fletouris, 2001;
Hernandez-Arteseros et al., 2002; Reig & Toldra, 2009; Lozano & Trujillo,
2012).

Este método presenta sensibilidad analitica y ofrece la ventaja de que
pueden determinarse separadamente el compuesto original inalterado y sus
metabolitos (Carlucchi, 1998), superando otros métodos poco especificos,
como el microbiolégico (Carlucchi, 1998; Marzo & Dal Bo, 1998; Bottcher et al.,
2001).

Cada fluoroquinolona posee propiedades fisico-quimicas especificas,
que definen exactamente el procedimiento de analisis necesario para su
deteccion y cuantificacién y permiten que la sustancia progresivamente sea
separada y aislada de otros compuestos mediante diferentes etapas en su
extraccion y analisis (Andreu et al., 2007).

El inconveniente que se advierte en el analisis de estas moléculas es la
naturaleza de la matriz, que contienen proteinas, grasas, enzimas y otras
macromoléculas que le otorgan caracteristicas complejas, que interactuan con
la sustancia a determinar y dificultan la extraccién del analito (Aerts et al., 1995;
Posyniak et al., 2001; Reig & Toldra, 2009).

El tratamiento de la muestra problema, comprende los procedimientos
tendientes a remover macromoléculas u otras sustancias incorporadas en la
matriz que puedan influir adversamente la deteccién, procedimiento llamado
clean up que contempla diferentes alternativas: homogeneizacién, digestion
enzimatica, purificacion y/o enriquecimiento, filtracién, centrifugacién y
derivatizacioén (Aerts et al., 1995).

Cada etapa necesaria para lograr la separacion del farmaco reduce la
recuperaciéon de la molécula respecto a la concentracion inicial esperable en la
muestra, y comporta que el procedimiento que se sigue sea cada vez mas
especifico para la molécula en si.

Esto implica que un método de analisis que incorpore varias etapas de
extraccion, en general, exhibe baja recuperacion y por lo tanto demanda una
deteccion mucho mas sensible. En cambio, cuando se reducen las etapas para
extraer la molécula del tejido, la técnica de deteccién no necesita ser tan

sensible, pero en cambio debe ser mucho mas especifica y selectiva.
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También de forma general, cuando el farmaco presenta alguna propiedad
especifica, como por ejemplo fluorescencia o una longitud de onda de absorcion
caracteristica, se facilita de forma notable su deteccién.

Algunos procedimientos utilizados para la extraccion son complejos,
debido a la naturaleza polar de las fluoroquinolonas (Andreu et al., 2007),
mientras otros demandan gran cantidad de solventes organicos, tales como
diclorometano (Bailac, et al., 2004), acetonitrilo (Posyniak et al., 2001; Bailac et
al., 2004; I|dowu & Peggins, 2004), metanol (Béttcher et al., 2001) 6 acido
tricloroacético (Posyniak et al., 2001; Verdon et al., 2005), seguido de
extraccion liquida 6 en fase sélida y mediante la desnaturalizacién con acido
perclorico (Marzo & Dal Bo, 1998; Bailac et al., 2004).

Ei proceso de extraccion constituye el mayor desafio con las
fluoroquinolonas, que por su naturaleza anfétera, resultado del grupo piperazinil
y el acido carboxilico (Marzo & Dal Bo, 1998, Hernandez-Arteseros et al.,
2002), generan posibles residuos quimicos que interactian con componentes
de la matriz dificultando la extraccién; el efecto es pH dependiente, y puede
diferir segun la matriz (Marzo & Dal Bo, 1998; Maraschiello et al., 2001).

Debido que las fluoroquinolonas fluorecen por la incorporacién del grupo
piperacinil, es habitual la determinacién mediante fluorémetro (Carlucchi, 1998;
Marzo & Dal Bo, 1998; Hernandez- Arteseros et al, 2002). La fluorescencia
depende del pH del medio; la mejor respuesta se logra entre rangos de pH de
2.5 a 4.5 (Carlucchi, 1998; Ramos et al., 2003).

La dificultad del andlisis puede afectar la estabilidad del analito en
estudio 6 provocar que la molécula no se separe del resto de componentes de
la matriz. En este caso puede quedar retenida en la misma 6 bien que no se
aisle de otros compuestos inherentes a la muestra, interfiriendo en la deteccion
del analito (Aerts et al., 2005).

Segun Strelevitz & Linhares (1996), Carlucchi (1998), Bailac et al. (2004)
y Verdén et al. (2005), la separacion de compuestos es apropiada con HPLC
empleando columna de silica C18 6 C8 y fase mévil que incorpore acetonitrilo 6
metanol.

En musculo de pollo, se lograron buenos resultados en la determinacion

de varias fluoroquinolonas utilizando cartuchos para la extracciéon y separacion
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con fase movil integrada por acetonitrilo-agua 88:12 v/v ajustado a pH 4.5
(Bailac et al., 2004).

En idéntica matriz, Christodoulou et al. (2007), revelaron excelente
recuperacién de distintas fluoroquinolonas mediante SPP y fase movil
compuesta por acido trifluoroacético al 0.1%, acetonitrilo y metanol, utilizando
para la elusion un programa de gradiente, completando la deteccién con arreglo
de diodos.

Maraschiello et al. (2001), emplearon el acido clorhidrico y la extraccion
en fase sélida (SPP) en la extraccion de ofloxacina en tejidos de pollos.

Enrofloxacina y ciprofloxacina se determinaron en forma simultanea en
miusculo de pollos naturalmente infectados con Mycoplasma spp. Fragmentos
del musculo pectoral fueron homogeneizados en buffer fosfato, luego
desproteinizados con diclorometano, evaporados y eluidos por HPLC con
deteccion por fluorescencia establecido a 295 nm de excitacion y 500 nm de
emisién (Garcia Ovando et al., 2006).

La incorporacién de acetonitrilo en la fase movil favorece la selectividad
mientras que trietilamina y el pH acido modulan la retencién y evitan
interferencias de la fase movil en el cromatograma (Maraschiello et al., 2001).

En higado y musculo de pollo, se realizé la extraccién con metanol-acido
fosforico- perclérico. La separaciéon se realizé con columna C8 y fase movil
constituida con buffer fosfato 0.05 M-acetonitrilo 88:12, pH 3.5, ex 280, em 440.
La precision intra ensayo fue 99-101%, e interensayo la precision fue 99-102
%. La recuperacién superd el 90 % en ambos tejidos (Strelevitz & Linhares,
1996)

La concentracién de residuos de enrofloxacina fue maxima a las 24
horas de finalizado el tratamiento (0.073 + 0.006 mg/g), inferior al limite maximo
de residuos establecido por los entes reguiadores internacionales (0.3 mg/g).
Los niveles maximos (0.027 + 0.015 mg/g) se detectaron para ciprofloxacina a
las 72 horas (Garcia Ovando et al., 2006).
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IV.3. Aspectos regulatorios

A nivel internacional existen los siguientes organismos (Anadon &
Martinez-Larrafiaga, 1999): EMEA (European Medicines Evaluation Agency),
las resoluciones que emite, se originan de la interaccién de tres organismos
oficiales y regulan la aprobacién de medicamentos y los problemas de residuos
en alimentos de origen animal en los diferentes mercados, y FDA (Federal Drug
Administration), agencia que se encuentra en Estados Unidos, 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,
entre otros. Actualmente la norma basica que recoge y regula los LMRs es
el Reglamento (CE) N° 470/2009 del Parlamento Europeo y del Consejode 6 de
mayo de 2009 por el que se establecen procedimientos comunitarios para la
fijacion de los limites de residuos (LMR) de las sustancias farmacolégicamente
activas en los alimentos de origen animal, se deroga el Reglamento (CEE) N°
2377/90 del Consejo y se modifican la Directiva 2001/82/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo y el Reglamento (CE) N° 726/2004 del Parlamento

Europeo y del Consejo.

La Argentina tiene en cuenta las normativas internacionales sobre limites
maximos de residuos en productos de origen animal. Mediante el Plan Creha,
el Senasa realiza el control de residuos e higiene de los alimentos para
proteger la salud del consumidor y lograr, de esta manera, un estandar
sanitario que asegure la inocuidad de los alimentos que importa y exporta el
pais. El pais toma en cuenta para establecer los limites maximos de residuos
(LMR) en los agroalimentos las recomendaciones/directrices del Codex
Alimentarius, de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS), y de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO), segun indico el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(Senasa). A partir de 2011 se promulgé la Resolucion 559/2011 en los Anexos |

y Il, donde se autorizan los LMR para medicamentos veterinarios.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1. Reactivos:

- Acido fosférico

- Metanol

- Acetonitrilo

- Trietilamina

- Acido perclérico

- Acido clorhidrico
V.2. Soluciones:

- Solucién stock de danofloxacina, 1.000 pug/mi. Se pesaron exactamente
100,17 mg de danofloxacina, equivalentes a 100 mg de danofloxacina base, en
vaso de precipitado de 100 ml, tarado y se disolvieron con 3 mi de HCL 0.1 N,
luego se adicion6 agua deionizada y aforé en matraz a 100 ml y sonicé durante
20 minutos.

La solucién se mantuvo a temperatura ambiente, al abrigo de la luz. A
partir de las soluciéon stock de danofloxacina se confeccionaron diariamente
diluciones de trabajo en agua deionizada, utilizadas para los estandares de
calibracién y recuperabilidad.

- Solucién stock de marbofloxacina, 1.000 pg/ml. Se pesaron
exactamente 100 mg de marbofloxacina base, en vaso de precipitado de 100
ml, tarado y se disolvieron con 3 ml de HCL 0.1 N, luego se adicioné agua
deionizada y se afor6é en matraz a 100 ml y se sonicé por 20 minutos.

Esta solucién se conservé a temperatura ambiente, al abrigo de la luz. A
partir de la solucidon stock de marbofloxacina mediante diluciones en agua
deionizada se confeccionaron diariamente soluciones de trabajo, empleadas
como estandar interno.

- Fase mévil compuesta por agua deionizada, acetonitrilo y trietilamina
(790:200:10 v/v/v) ajustada a pH 3.0 con acido ortofosférico, filtrada con bomba
de vacio y filtro de nylon de 0.22 p.

- Solucién de homogenizacion constituida por agua deionizada, metanol,

acido perclérico al 70 % y acido fosférico 500:500:10:1 v/v/iv/v.
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V.3. Equipos
- Homogeneizador de tejidos
- Balanzas
- Vortex
- Centrifuga 2800 rpm
- Centrifuga refrigerada
- Bomba de vacio

- Equipo de filtrado

Equipo de cromatografia liquida de alta presion (HPLC), corresponde a la
serie 1050 de Hewlett-Packard, dotado de bomba cuaternaria,
desgasificador de fase moévil en linea, inyector manual tipo Rheodyne,
detector de fluorescencia Hewlett-Packard serie 1046-A de longitud de onda
regulable y computadora personal con placa y programa para el control del
equipo, adquisicién y procesamiento de los datos e impresion de los

cromatogramas.

V.4. Software
- Programa farmacocinético Noncomportmental Pharmacokinetics Data
Analysis PK Solution version 2.0, Summit Research Services, USA (Farrier,
1999).
- Programa WT 1.4 EMEA (European Medicine Agency, 1998). Note for
guidance for the determination of withdrawal periods for meat. Committee
for Veterinary Medicinal Products EMEA/CVMP/473/98-Final.

V.5. Antimicrobianos
- Danofloxacina 99.99 % pureza,
- Marbofloxacina base, polvo liofilizado 99.98 % de pureza, Laboratorios
- Advocin 180 ®, Laboratorios Pfizer, Argentina, solucién inyectable de

danofloxacina, 180 mg/mi, vial x 100 ml.

V.6. Animales
Como sujetos experimentales se utilizaron pollos parrilleros (n= 42)

linea Ross, mixtos clinicamente sanos, vacunados contra Marek, Newcastle,
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Gumboro y Bronquitis Infecciosa, alimentados con un balanceado comercial
(El Granjero ®) que incluye robenidina como coccidiostatico y virginiamicina
como promotor de crecimiento, ambos farmacos incorporados en el alimento
durante la etapa inicial de crianza de las aves y excluidos en el alimento de
retiro, suministrado a partir de los 30 dias de edad.

Las aves se seleccionaron al azar de una poblacion de 750 pollos de 55
dias de edad al inicio de la experiencia, clinicamente sanos, sujetos a idénticas
condiciones de manejo y alimentacion, pertenecientes a un establecimiento
avicola comercial ubicado préximo a la ciudad de Rio Cuarto. Los animales
fueron alojados en dependencias del mismo establecimiento en condiciones
de ambiente controladas, adecuadas para la edad de los animales: ventilacion
forzada, plan de luz de 18 horas totales, temperatura ambiente acondicionada
entre 19 a 21 °C y humedad ambiente promedio 65 %. Las aves recibieron ad
libitum agua de bebida y alimento balanceado para aves (El Granjero ®), libre
de promotores de crecimiento y cocciodiostaticos, mientras se desarrollé la

experiencia.

V.7. Toma de muestras

Luego de una semana de adaptacién, las aves fueron pesadas
individualmente y conformadas al azar en 14 lotes de 3 individuos cada uno.
Cada lote fue identificado y previo ayuno de 24 horas y de 3 horas post
aplicacion, cada animal recibié una dosis unica de 5 mg/kg de la solucion
comercial de danofloxacina aplicada directamente en forma de bolo en la
cavidad bucal. Luego de la administracion del antimicrobiano cada lote se
sacrificé por exanguinacion adoptando un procedimiento similar al utilizado en
establecimientos autorizados para la faena de aves, en uno de los siguientes
tiempos post aplicacién: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 y 120
horas, obteniéndose 5 ml de sangre en tubos heparinizados que fueron
centrifugados de inmediato durante 10 minutos a 2500 rpm, 3 gramos de
higado y 3 gramos de musculo. El plasma resultante y las muestras de tejido
obtenidas de cada animal se identificaron y conservaron en viales por

separado hasta su analisis a -20°C.
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V.8. Tratamiento de las muestras

En el plasma el ensayo preparativo consistié en la extraccién liquido-
liquido del analito utilizando 200 pL de plasma, 200 yL de agua deionizada,
800 pL de metanol y 30 pL de una solucién de marbofloxacina de 10 pg/mi
como estandar interno. El conjunto fue sometido a agitacion por vortex durante
30 segundos y luego de 25 minutos de reposo a temperatura ambiente, fue
centrifugado a 13500 rpm a 4°C durante 25 minutos, segun Boéttcher et al.
(2001). El sobrenadante fue filtrado con filtro de nylon de 0.22 p y 50 ul del
mismo se emplearon como volumen de inyeccién de la muestra para su
separacion y cuantificacién por HPLC.

En cada tejido, el ensayo preparativo consistié en la extraccién liquido-
liquido del analito empleando 150 mg de tejido al que se adicioné 100 pL de
una solucion de 20 pg/ml de marbofloxacina como estandar interno y 0.750 mi
de la solucién de homogenizacion.

El conjunto fue homogeneizado mecanicamente durante 1 minuto, luego
se agreg6é 0.750 ml de la solucion de homogeneizacién, el contenido fue
sometido a un minuto de vortex, 25 minutos de reposo a temperatura
ambiente, estacionado durante 12 horas en heladera a 4 °C y luego
centrifugado durante 30 minutos a 13500 rpm a 4°C, segun Béttcher et al,,
(2001). El sobrenadante fue filtrado con filtros de nylon de 0.22 y y 50 uL
fueron utilizados como volumen de inyeccion de la muestra para su separacion

y cuantificacién por HPLC.

V.9. Separacion y cuantificacion

La separacion y cuantificacion se realizé a temperatura ambiente por
HPLC mediante una elusion isocratica en fase reversa con flujo de 0.8
ml/minuto utilizando columna octadecilsilano C-18, 5 py, 25 cm, Hewlett
Packard, precolumna Phenomenex, jeringa de inyeccién Hamilton de 100 pL y
lectura en detector de fluorescencia establecido a 295 nm de excitacion y 490
nm de emisién, segun Béticher et al. (2001). La elusién generdé picos en
cromatograma correspondientes a marbofloxacina, estandar interno y al analito

en estudio, danofloxacina.
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V.10. Calculo de concentraciones

De los cromatogramas correspondientes a las corridas de las muestras
del ensayo cinético y los patrones de concentracion conocidos, se tomaron los
valores del area de pico provistos por danofloxacina y el estandar interno,
marbofloxacina. De ambos se obtuvo un cociente utilizado para la confeccion
de la curva de calibracion y establecer las concentraciones plasmaticas y
tisulares de danofloxacina por regresion lineal simple, segin Nouws & Ziv
(1976).

V.11. Analisis farmacocinético

De los tres pollos sacrificados por tiempo se consiguié un valor
promedio para el calculo de la concentracién final de la curva en el plasma 6
tejido de danofloxacina, segun corresponda, en funcién del tiempo.

El programa farmacocinético no compartimental PK Solution 2.0
(Farrier, 1999), se aplicé para el andlisis cinético individual en el plasma y en
cada tejido estudiado, incorporando los promedios de concentraciones de
danofioxacina establecidas en cada tiempo, la dosis utilizada y el peso
promedio de las aves incluidas en la experiencia (3.076 kgs).

Con los promedios de concentraciones de danofloxacina en el plasma el
programa PK Solution 2.0, utilizando las férmulas farmacocinéticas clasicas, se
estimaron los valores de parametros cinéticos robustos. A partir de la curva de
concentraciones promedio de danofloxacina generada en musculo e higado
luego de la aplicacion oral hasta las 24 horas siguientes, se determinaron

valores de parametros cinéticos propios de cada tejido.

V.12. Célculo del periodo de resguardo:

El periodo de retiro se estimé con el programa WT 1.4 de la EMEA
(Hekman, 1998) segun los LMR establecidos en musculo e higado de pollo
considerando 200 y 400 pg/kg, respectivamente e incluyendo en la

determinacion de cada tejido los valores residuales obtenidos.
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V.13. Validacion del método cromatografico

Previo al analisis de las muestra problemas se validé la metodologia
cromatografica, efectuando ensayos de linealidad, recuperabilidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, reproducibilidad y repetibilidad. Estos
ensayos Yy la determinacion de la concentracion del analito en las muestras
problemas, se efectuaron sobre el indice de area, resultante de la division de
las areas de las sefales cromatograficas de danofloxacina y el estandar
interno, marbofloxacina.

El ensayo de linealidad consistié en determinar el grado de ajuste de los
valores de indice de area y sus respectivos estandares de calibracién a una
linea recta mediante una regresion lineal entre ambas variables. Con este
propdsito se utilizaron los valores de intercepto y pendiente de la curva de
calibracion, y la siguiente funcion lineal:

y=a+bx
déonde: y= indice de area, a= intercepto, b= pendiente y x= concentracion, en
cuya féormula transformada:

xX=y=-2a

b

se reemplazé y por los correspondientes valores promedio de los indices de
area de las muestras, a y b por los valores indicados, para obtener los valores
de concentracién (x).

La recuperacion “relativa”, consisti6 en determinar la variacion que
experimentd la concentracion del analito en estudio, cuando la muestra que lo
contiene se somete a extraccion. Se eluyeron por triplicado tres estandares de
calibracién y tres de recuperabilidad en concentraciones diferentes de
danofloxacina y se calculé el porcentaje de recuperabilidad (% R) para cada

concentracion segun:

% R= (indice area calibracién / indice area recuperabilidad) x 100.

El ensayo de limite de deteccién (LD), se realizé utilizando la formula
recomendada por la EMEA, que contempla la superficie de area en el

cromatograma originadas tras la elusién de las concentraciones mas pequefias
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de danofloxacina, mediante las cuales se establecié una curva de calibracion y
se obtuvo el valor de 3
LD= promediodela SD . 3.3
B

El limite de cuantificacién (LC) se calculé con la misma férmula y

valores, so6lo que se multiplica el promedio de areas obtenidos por 10:

LC = promedio de la SD . 10
B

El ensayo de repetibilidad consistié en la elusion de los estandares de
calibraciéon por sextuplicado. Se consider6é aceptable cuando el coeficiente de
variacion (CV) entre elusiones, en cuanto el indice de areas de los
cromatogramas fue < 1.5 %.

El ensayo de reproducibilidad consisti6 en eluir los estandares de
calibraciéon en ensayos efectuados en 6 dias diferentes. Se consider6 aceptable

cuando el CV de los indices de areas de los cromatogramas fue < 3 %.
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VI. RESULTADOS

V.1. Validacién del método cromatografico

Los resultados obtenidos en los ensayos de validacion se indican:

linealidad (Tabla N° 2),

recuperabilidad (tabla N° 3),

repetibilidad vy

reproducibilidad obtenidos con danofloxacina en tejidos de pollo (tabla N° 4). La

tabla N° 6 indica los limites de deteccién y de cuantificacion obtenidos.

Tabla N° 2: Ensayo de linealidad de danofloxacina en plasma y tejidos de pollos.

Matriz Rango concentracién (ug/mi 6 ug/gr) | A B r
Musculo | 0.0 975-1.25 0.005584| 0.5427 | 0.9999
Higado |[0.078-10 0.005975| 0.5508 | 0.9999

Tabla N° 3: Ensayo de recuperabilidad de danofloxacina en plasma y tejidos de pollos.

Concentraciones ensayadas (ug/mi 6 gr)

% recuperabilidad

Musculo

0.155,1.25, 25

80.54 £ 4 .45

Higado

0.31, 1.25, 10

75.68 + 13.68

Tabla N° 4: Ensayo de repetibilidad y reproducibilidad de danofloxacina en plasma y

tejidos de pollo.

Matriz Concentraciones ensayadas %CV % CV
(ug/mi 6 gr) Repetibilidad | Reproducibilidad
Musculo |0.156,0.31,1.25,2.5 1.223 £+ 0.603 | 2.374 + 1.084
Higado 0.31,1.25,5,10 0.966 +0.149 | 1.712 +1.298
Tabla N° 5: Ensayos de limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC).

Matriz LD (*) LC (*)

Musculo 0.02625 0.07875

Higado 0.01895 0.05685
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VI.2. Ensayo farmacocinético y de disposicion tisular

Las concentraciones plasmaticas promedio de danofloxacina obtenidas
por tiempo de sacrificio se detallan en la tabla N° 6. La tabla N° 7 indica los
promedios (+ DE) de concentraciones tisulares. La figura N° 3 representa las
concentraciones plasmaticas, hepaticas y musculares de danofloxacina luego

de la aplicacion oral de 5 mg/kg.

Tabla N° 6: Concentraciones plasmaticas de danofloxacina (+DE) versus

tiempo
Tiempo (horas) Plasma oral (ug/ml)
0.25 0.280 + 0.046
0.5 0.425 + 0.084
0.75 0.641 £ 0.194
1 1.052 + 0.367
2 0.996 £ 0.126
4 0.963 + 0.075
6 0.469 £ 0.114
8 0.351 £ 0.041
12 0.273 £ 0.103
24 0.085 £ 0.138
48 0.028 + 0.005
72 0.018 £ 0.001
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pg/mi
8.
7+ MEE Plasma
Bl Musculo
61 @ Higado

Figura N°3: Representacion de las concentraciones plasmaticas, hepaticas y

musculares de danofloxacina tras la administracion oral de 5 mg/kg

Tabla N° 7: Concentraciones tisulares (X + DE) de danofloxacina en pollos luego de la

administracion oral de 5 mg/kg.

Tiempo Musculo Higado
0.25 0.051 £ 0.019 | 1.258 + 0.546
0.50 0.191+0.109 | 2.456 + 0.698
0.75 0.294 £+ 0.116 | 4.672 £0.908

1 0.370 £+ 0.200 | 5.280 +2.354
2 0.266 £+ 0.183 | 8.590 * 1.258
3 0.207 £ 0.161 | 8.780+0.734
4 0.196 £ 0.133 | 7.446 + 1.248
6 0.192 £ 0.107 | 2.594 £ 0.458
8 0.189+0.132 | 2.267+0.184
12 0.125+0.014 | 1.813 £0.951
24 0.075+£0.024 | 0.400+0.193
48 0.020 £ 0.005 | 0.070 £ 0.022
72 0.019£0.002 | 0.035+0.011
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Los resultados en los parametros farmacocinéticos conseguidos al
analizar las curvas de disposicion plasmatica generadas por aplicacion oral,
contemplando el peso promedio de todos los animales involucrados en la

experiencia, se sefialan en la tabla N° 8.

Tabla N° 8: Parametros cinéticos plasmaticos obtenidos con danofloxacina en polios

por via oral.

Parametro Plasma
Cmax (ug/gr) 1.1
Tmax (h) 1
t¥2 a (h) 1.11
t¥2 abs (h) 0.48
t¥2 B (h) 7.64
ABCarea (ug-h/ml) 10.0
MRT (h) 9.6
vd  (Ltkg) 5.51
Cl  (mi/h/kg) 8.33

Referencias: Cmax= concentracién méaxima alcanzada; Tmax= momento en que se logra la
Cmax; t'2 abs; vida media de absorcién, t,,p= vida media de eliminacion; t¥sa= vida media de
distribucién; ABCérea= area bajo la curva, Vd area= volumen de distribucion, TMR= tiempo
medio de residencia; Cl= clearence.

Los resultados en los distintos parametros farmacocinéticos, derivados
del analisis de los promedios de concentraciones de cada tejido en diferentes
tiempos desde los 15 minutos hasta las 24 horas siguientes a la aplicacién de
danofloxacina con el programa farmacocinético no compartimental PK Solution

2.0, se representan en la tabla N° 9.
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Tabla N° 9: Parametros farmacocinéticos tisulares obtenidos con 5 mg/kg de

danofloxacina por via oral en polios.

Parametro Musculo higado
Cmax (upg/gr) 0.4 8.8
Tmax (h) 1 3
t%2 B (h) 12.77 6.16
ABCarea (ug-h/ml) 49 66.1
MRT (h) 18.5 8

Referencias: Cmax: concentracion maxima alcanzada; Tmax: momento en que se logra la
Cmax; ABCérea: area bajo la curva; t2p: vida media de eliminacién; TMR: tiempo medio de

residencia.

VI1.3. Periodo de resguardo.

El analisis de las concentraciones residuales versus tiempo con el
programa WT 1.4 de la EMEA (Hekman, 1998), permitié estimar un periodo de
resguardo a la faena de 14 y 3.34 dias, para musculo e higado,

respectivamente.
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Vil. DISCUSION

En los animales tratados con danofloxacina no se observaron reacciones
adversas de ninguna naturaleza, en concordancia con el perfil de seguridad
que caracteriza al conjunto de fluoroquinolonas en humanos (Paige &
Tollefson, 2003; Cué Brugueras et al., 2005) y en los animales domésticos,
cuando se utilizan segun las condiciones recomendadas (Brown, 1996; Walker
& Dowling, 2007; Gupta et al., 2012).

El programa farmacocinético no compartimental PK Solution 2.0 (Farrier,
1999) es adecuado para interpretar las curvas de disposicién de danofloxacina
en plasma, musculo e higado en pollos, que en todos los casos ajustaron una
ecuacion triexponencial en el analisis de las concentraciones promedio por
tiempo.

A través de la aplicacion de las férmulas clasicas, el programa PK
Solution 2.0 estimé parametros cinéticos robustos que permiten describir la
disposicion de danofloxacina en plasma, musculo e higado.

Los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético en el plasma de
pollos parrilleros adultos revelan que la administraciéon oral de 5 mg/kg de
danofloxacina en condiciones de ayuno previo de 12 horas, con el propésito de
evitar la interaccion del antimicrobiano con los iones divalentes de origen
alimentario (Lees & Shojaee AliAbadi, 2002a; Hofacre, 2007; Gupta et al.,
2012).

Danofloxacina experimenta pronta absorcién, el farmaco es determinado
en el plasma a los 15 minutos post aplicacién y consigue el Cméax plasmatico a
la hora, mas pronto que lo comunicado en humanos (Cué Brugueras et al.,
2005; Bhavsar & Thaker, 2012) y en el conjunto de animales domésticos
(Brown, 1996; Gupta et al., 2012).

Con la dosis aplicada, la Cmax plasmatica obtenida es de 1.1 ug/ml.
Este valor es idéntico al obtenido con levofloxacina con la misma posologia
(Errecalde, 2010), pero excede largamente a los comunicados en otros
ensayos realizados con danofloxacina empleando dosis similares por via oral
en pollos parrilleros (Knoll et al., 1999; el-Gendi et al., 2001; Zhong et al., 2001;
Zeng et al., 2011) y en patos Muscovy (Goudah & Mouneir, 2009).
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La Cmax plasmatico es similar al encontrado utilizando 2 mg/kg de
marbofloxacina (Anadon et al, 2002) e inferior a los informados tras la
aplicacién de ciprofloxacina (Anadén et al.,, 2001), enrofloxacina (Anadén et al,
1995), ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006) y flumequine (Martinez et al., 2006 a).

El t'2B hallado de 7.6 horas, es inferior al reportado en pollos parrilleros
con marbofloxacina (Anadén et al., 2002), difloxacina (Ding et al., 2008),
norfloxacina (Laczay et al., 1998), flumequine (Martinez et al., 2006 a) y
ciprofloxacina (Anaddn et al., 2001); y supera al de sarafloxacina (Ding et al.,
2001), enrofloxacina (Knoll et al., 1999), ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006) y
levofloxacina (Errecalde, 2010).

Comparado con ensayos realizados con danofloxacina en pollos, el valor
obtenido de t)23 plasmatico en este ensayo es similar a los hallados por Zhong
et al. (2001), pero signicativamente menor al que informan (Zeng et al. (2011) y
en pavos (Haritova et al., 2006).

El TMR encontrado en esta experiencia de 9.6 h, respecto experiencias
realizadas en pollos, es mayor al informado con enrofloxacina (Knoll et al.
1999), similar a los obtenidos con norfloxacina (Laczay et al., 1998),
fluguequine (Martinez et al., 2006 a) y levofloxacina (Errecalde, 2010) e inferior
al obtenido con ciprofloxacina (Anadén et al., 2001) y danofloxacina en pollos
(Knoll et al., 1999) y en pavos con danofloxacina (Haritova et al., 2006).

Los valores obtenidos concuerdan que la permanencia plasmatica de
fluoroquinolonas en pollos es moderada (Anadén et al., 1993), similar a lo que
sucede con danofloxacina en mamiferos domésticos (Friis, 1993; Mc Kellar et
al., 1998).

En este ensayo, la curva de disposicion plasmatica generé areas bajo la
curva (ABC) de 10 yg-h/ml, significativamente mayores a los valores
informados en esta especie utilizando idéntica dosis de danofloxacina (Lynch et
al., 1994; Knoll et al., 1999; Zhong et al., 2001; Zeng et al., 2011) y en pavos,
tras la aplicacion de 6 mg/kg (Haritova et al., 2006).

La rapida declinaciéon plasmatica verificada en este estudio, a partir de
las 12 horas, no resulta soélo de los procesos de eliminacién sino de la
distribucién a los tejidos, semejante a lo observado en experiencias realizadas

en pollos con danofloxacina (Knoll et al., 1999), enrofloxacina (Knoll et al.,
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1999; Garcia Ovando et al.,, 2006) y levofloxacina (Errecalde, 2010). Sin
embargo el clearence hallado en esta experiencia, comparado con otros
agentes del grupo en pollos es menor al reportado con norfloxacina (Laczay et
al., 1998) y con danofloxacina (Lynch et al., 1994; Knoll et al., 1999), pero
supera los informados con sarafloxacina (Ding et al., 2001), marbofloxacina
(Anadén et al., 2002), (Bugyei et al., 1999); ofloxacina (Kalaiselvi et al., 2006),
levofloxacina (Errecalde, 2010) y ciprofloxacina (Anadén et al., 2001),
insinuando eliminacién mas pronta respecto a estas sustancias.

En pollos parrilleros danofloxacina exhibe marcada disposicién tisular,
segun el elevado Vd obtenido de 5.51 L/Kg, estimacién que acuerda con los
antecedentes disponibles para el conjunto de las fluoroquinolonas (McKellar et
al., 2004; San Andrés Larrea & Boggio, 2007, Lees et al., 2008).

El valor hallado excede al informado en experiencias realizadas con este
antimicrobiano en pollos (el-Gendi et al., 2001) y en mamiferos domésticos
(Friis, 1993; McKellar et al, 1998; Atef et al., 2001) y con otros integrantes del
grupo quinolonas en aves de corral (Bugyei et al., 1999; Ding et al., 2001; el-
Gendi et al., 2001; Errecalde, 2010).

La comparacién de las ABCarea en este estudio arroja cocientes
tejido/plasma de 0.48 y 6.61 en musculo e higado, respectivamente, valores
menos significativos a los reportados por otros autores en pollos parrilleros con
este antimicrobiano (Lynch et al., 1994; Knoll et al., 1999; Zeng et al., 2011).

La confrontacién de las ABC obtenidas en plasma, musculo e higado
con la CIM reportada frente microorganismos sensibles (Knoll et al., 1999),
determina cocientes predictores de eficacia que respaldan el uso terapéutico de
danofloxacina por via oral en pollos parrilleros.

Los reveladores valores de danofloxacina determinados en el tejido
hepatico son consistentes con sus propiedades cinéticas (Lynch et al., 1994),
en correpondencia con sus caracteristicas fisico-quimicas tales como
liposolubilidad (el-Gendi et al., 2001; Lees & Shojaee AliAbadi, 2002 a; Gupta et
al., 2012) y reducida afinidad por proteinas plasmaticas (Anadén & Martinez
Larrafiaga, 1999; Papich & Riviere, 2003; Haritova & Lashev, 2009).

Similar a lo reportado en pollos parrilleros por Lynch et al., (1994) los

niveles hepaticos decrecen en forma paralela a los plasmaticos. Son poco
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significativos desde las 24 horas y son determinados hasta las 72 horas post
aplicacién. El Cmax conseguido en este tejido excede significativamente al
plasmatico, pero es menor al comunicado por Zeng et al., (2011) utilizando una
dosis similar.

En el higado el Tmax se alcanza a las 3 horas y se compueba moderada
permanencia de danofloxacina en este tejido, segun los valores de t'23 y TMR
encontrados, menos trascendentes respecto a los informados en otro ensayo
realizado en pollos con danofioxacina (Zeng et al., 2011).

En el musculo, los niveles determinados en ésta experiencia son
inferiores a los comunicados en pollos parrilleros (Zeng et al., 2011) y en patos
Muscovy (Goudah & Mouneir, 2009). En este tejido el Cmax se consigue a la
hora post aplicacion y es menor al establecido en el plasma en ésta
experiencia, y otras realizadas con este antimicrobiano en pollos (Zeng et al.,
(2011), aunque el farmaco exhibe mas permanencia respecto al plasma y al
higado.

Las inferiores concentraciones tisulares pueden ser consecuencia del
modo de aplicacién: en forma de bolo en este estudio, en otros el farmaco es
suministrado en el agua de bebida, esta aplicaciéon genera niveles continuos,
similar a la aplicacion intravenosa continua, a la modalidad del ensayo,
metodologia analitica, etc.; no obstante se observa marcadas variaciones en la
informacion disponible respecto a la disposicion tisular de danofloxacina y
otras quinolonas en animales domésticos.

Los resultados conseguidos en este estudio cinético se corresponden
con los antecedentes disponibles para el conjunto de fluoroquinolonas en ésta
especie animal cuando se suministran por via oral (Anadén et al., 1993; Anjum
& Rizvi, 1998; Zhong et al.,, 2001; Gupta et al., 2012) y en el hombre (Cué
Brugueras et al., 2005; Bhavsar & Thaker, 2012).

A pesar de las diferencias expresadas en este estudio en el ABC
plasmatico versus los tisulares, particularmente el higado, el periodo de
resguardo a la faena de danofloxacina en pollos parrilleros, estimado a partir de
datos surgidos del analisis farmacocinético en los tejidos comestibles (Koritz,
1988; Arboix & Martin-Jiménez, 2002; Riviere & Sundlof, 2003), utilizando el
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programa WT 1.4 de la EMEA, se establecié en 1.4y 3.34 dias, para musculo e
higado, respectivamente.

La sustitucion del disefo farmacocinético tradicional, que contempla la
toma de muestras seriadas en pocos animales -usualmente seis individuos-
(Lees & Shojaee AliAbadi, 2002; Martin-Jiménez, 2002), por el modelo
poblacional implementado en este estudio, resulta ventajoso por cuanto implica
la colecta de muestras temporales de plasma y/o tejidos de diferentes
individuos, lo que permite atenuar las variaciones atribuidas a la edad, sexo,
tamafo corporal, 6 provocadas por causas patolégicas 6 nutricionales, etc.,
advertidas en los estudios cinéticos convencionales (Martin-Giménez & Riviere,
1998; McKellar et al., 2004; Lees et al., 2008).

Cuando se realizan estudios farmacocinéticos con el unico proposito de
establecer curvas de disposiciéon plasmaticas, luego de la administracién por
una via determinada, los resultados generados constituyen soélo una
aproximacion referente al destino del farmaco en el organismo.

El disefio poblacional permite describir el comportamiento
farmacocinético de danofloxacina aportando informacién mas préxima a
situaciones reales y, seguin la magnitud de los niveles tisulares alcanzados y su
persistencia, permite la integracion PK-PD a partir de datos procedentes de los
tejidos, valorar la utilidad terapéutica del antimicrobiano y establecer un periodo
de resguardo a la faena (Martin-Giménez & Riviere, 1998; McKellar et al., 2004;
Lees et al., 2008).

En el ensayo de linealidad, los elevados coeficientes de correlacion
obtenidos (* >0,99) avalan la confiabilidad de las curvas de calibracion
utilizadas en los calculos de concentracién del analito en las muestras
problema.

El método de HPLC implementado, adaptado de Béttcher et al., (2001),
modificando la composicién sugerida de la fase movil: agua deionizada:
metanol: trieltilamina 75:25:4 v/v/v, sugerida Bottcher et al., (2001),
reemplazada por agua deionizada: acetonitrilo: trieltlamina 79:20:1 v/iv/v,
ajustada a pH 3.0 (Carlucchi, 1998; Ramos et al., 2003). Fue preciso, segun
revelan los resultados obtenidos en los ensayos de repetibilidad vy

reproducibilidad realizados en higado y musculo. Los CV en los tejidos
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ensayados fueron <15 y <3.0 %, respectivamente, valores considerados
aceptables (Aerts et al., 1995; Chang, 2000).

La recuperabilidad conseguida en los tejidos estudiados, es proxima a la
informada con danofloxacina y otras fluoroquinolonas en tejidos de pollo
(Maraschiello et al., 2001; Bailac et al., 2004; Christodoulou et al., 2007,
Errecalde, 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la suficiencia de los
procedimientos destinados a extraer el analito del plasma, utilizando metanol
como solvente polar seguido de extraccion liquida y centrifugacion (Posyniak et
al., 1990; Marzo & Dal Bo, 1998; Bailac et al., 2004; Errecalde, 2010) y en los
tejidos, empleando metanol en medio acido, continuado por homogeneizacion
mecanica y centrifugacién (Aerts et al., 1995; Béttcher et al., 2001; Errecalde,
2010), contemplando la elevada complejidad de las matrices motivo de anélisis
(Aerts et al., 1995; Reig & Toldra, 2009).

El método de HPLC adoptado, utilizando columna C18 y detector de
fluorescencia (Aerts et al., 1995; Hernandez-Arteseros et al., 2002), fase movil
ajustada a pH acido (Posyniak et al., 1990; Carlucchi, 1998, Ramos, 2003)
incorpora acetonitrilo (Carlucchi, 1998; Bailac et al., 2004; Verdén et al., 2005)
y trietanolamina que impiden interferencias en el cromatograma que dificultan
la determinacién (Marzo & Dal Bo, 1998; Maraschiello et al., 2001).

El método aplicado es simple porque requiere pocas etapas en su
desarrollo, con escasa demanda de solventes, y econdémico porque la
extraccion liquido-liquido no requiere insumos de alto costo como son los
cartuchos de extraccién en fase soélida, es suficientemente sensible para
estudios cinéticos, de disposicién tisular é para establecer niveles residuales,
dada la sencillez en el procesamiento de las muestras, y versatilidad, pues se
adopta a diferentes matrices, constituye una opcién en los planes de monitoreo
de residuos (Strelevitz & Linhares, 1996; Béttcher et al., 2001).
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VIII. CONCLUSIONES

- El perfil cinético exhibido por danofloxacina en pollos concuerda con sus

propiedades fisico-quimicas

- Las curvas de disposicion generadas en plasma y en los tejidos estudiados,
luego de la aplicacion via oral, importantes hasta las 12-24 horas, permiten

considerar la aplicacién de una sola dosis diaria.

- Los resultados obtenidos respaldan el empleo de danofloxacina por via oral

en polios.

- El disefio poblacional implementado es adecuado para realizar estudios
farmacocinéticos, de disposicion tisular y para establecer el periodo de

resguardo.

- ElI método de extraccion aplicado y la técnica de HPLC implementada
resultaron confiables, accesibles y sensibles para cuantificar concentraciones
de danofloxacina en el plasma ¢ tejidos de pollos, util para estudios cinéticos 6

para establecer niveles residuales.

- La administracion de danofloxacina en pollos debe ser prudente, en las dosis
indicada, durante periodos breves de tiempo y respetando el periodo de
resguardo, establecido en funcién de niveles residuales, es de 1.4 y 3.34 dias,
para musculo e higado, respectivamente, compatibles con la brevedad de los

ciclos productivos de pollos parrilleros
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