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RESUMEN

Marbofloxacina es una fluoroquinolona sintética aplicada solamente en
animales domésticos con apreciables propiedades farmacocinéticas y microbioldgicas.
Este estudio se realiz6 para determinar parametros cinéticos de marbofloxacina en
cabras lactantes, establecer su disposicion lactea y sugerir un periodo de retiro. En un
disefio cruzado de tratamiento se utilizaron 6 hembras caprinas criollas en lactacioén de
40 + 3.1 Kg. de peso corporal, clinicamente sanas agrupadas en lote A (N=3) y lote B
(N=3). El lote A recibié 2 mg/Kg. de marbofloxacina (Marbocyl 10%, Vetoquinol,
Espafia) por via intravenosa mientras el lote B idéntica dosis por via subcutdnea. Dos
semanas después se intercambiaron los tratamientos. En distintos tiempos hasta las 24
horas siguientes post aplicacion se tomaron muestras de sangre y, en la aplicacion
subcutanea, de leche hasta las 120 horas. El ensayo preparativo consistid en la
extraccion liquido-liquido del analito utilizando 200 mL de muestra, 200 mL de agua,
800 mL de metanol y enrofloxacina como estandar interno. El conjunto se someti6 a
agitacion por vortex durante 30” y luego a centrifugado a 13500 rpm a 4°C durante 25°.
La separacion y cuantificacion se realizé por HPLC mediante elusion isocratica en fase
reversa utilizando columna C-18 y lectura en detector de fluorescencia establecido a
295 nm de excitacidon y 490 nm de emision, fase movil compuesta por agua, acetonitrilo
y trietilamina (79:19:1 v/v) ajustada a pH 3. El método de HPLC permitié determinar
niveles del antimicrobiano en plasma y leche hasta 48 y 96 horas, respectivamente. Los
datos de concentraciones plasmaticas versus tiempo se analizaron por el software no
compartimental PK Solution 2.0 con el proposito de calcular pardmetros cinéticos
robustos. La biodisponibilidad de marbofloxacina por aplicacién subcutanea alcanza el
77.16 £ 16.33 %. La informacién obtenida indica pronta absorcion, amplia distribucion
a tejidos y extensa permanencia en el organismo. Los datos de concentraciones lacteas
versus tiempo se aplicaron al programa PK Solution 2.0 con el propésito de estimar
parametros cinéticos en la leche. Los resultados obtenidos revelan que la disposicién en
leche por aplicacion subcutdnea arroja cocientes ABC leche/plasma de 3.3 + 2.3; el
Cmax lacteo es similar al plasmatico pero mas tardio y el antimicrobiano exhibe mayor
permanencia en leche que en plasma. Las concentraciones residuales de marbofloxacina
en la leche versus tiempo se aplicaron al programa WTM 1.4, considerando un LMR
establecido en leche caprina en 75 png/Kg. para marbofloxacina, con el objetivo de

establecer un periodo de resguardo, estimado 61.8 horas, compatible con las
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condiciones de explotacién y las recomendaciones de la industria farmacéutica

veterinaria.
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SUMMARY

Marbofloxacin is a synthetic fluoroquinolone applied only to domestic animals
with considerable pharmacokinetic and microbiological properties. This study has been
carried out to determine kinetic Marbofloxacin parameters in lactating goats, to
establish its milky disposition and to suggest a withdrawal period for milk. In a
crossover design treatment 6 (six) female Creole goats in lactation periods of 40+3.1kg
of body weight were used, clinically healthy ones were grouped in lot A (N=3) and Lot
B (N=3). The lot received 2 mg/kg of Marbofloxacin (Marbocyl 10%, vetoquinol,
Espafia) by an intravenous procedure whereas lot B received the same dose
subcutaneously. Two weeks later, the treatments were exchanged. Blood samples were
taken at different moments until 24 hours post application and in the subcutaneous
application of milk up to 120 hours. The preliminary assay consisted of a liquid-liquid
extraction of analyte using 200ml of sample, 200 ml of water, 800 ml of methanol and
enrofloxacin as inter standard. The group was submitted to an agitation via vortex for
30 second and then to a spin of 13500 rpm to 4° C for about 25 minutes. The separation
and quantification has been done by HPLC through isocratic elution in reverse phase
using C-18 column and interpretation in detector of fluorescence established to 295nm
of agitation and 490nm of emission, mobile phase composed of water, acetonitrile and
triethylamine (79.19:1 v/v) adjusted to a ph3. The HPLC method allows to determine
antimicrobial levels in plasma and milk until 48 and 96 hours respectively. Plasma
concentration data versus time were analyzed by the non —compartmental software PK
solution 2.0 with the purpose of calculating kinetic robust parameters. The bio-
availability of Marbofloxacin per subcutaneous application reaches the 77.13 + 16.33%.
The received information indicates rapid absorption, wide distribution to tissues and an
extended stay in the organism. The lactating concentration data versus time were
applied to the PK solution2.0 program with the purpose of estimating Kinetic
parameters in milk. The results obtained reveal that the disposition in milk per
subcutaneous application sheds ratios ABC milk/plasma of 3.3+2.3; the milky c-max is
similar to plasma but later and the antimicrobial exhibits greater stay in milk than in
plasma. The residuals of Marbofloxacin in milk versus time were applied to the WTM
1.4 program, considering a LMR recognized in goat milk in 75ug /kg for

Marbofloxacin, with the purpose of setting a guard period estimated in 61.8 hours,
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compatible with the exploitation conditions and the recommendations of the

pharmaceutical veterinary industry.
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INTRODUCCION

El constante incremento de la poblacion mundial demanda un fuerte compromiso
de los diferentes sectores involucrados en la cadena alimentaria, debido que el
crecimiento poblacional excede la produccion de alimentos frescos y elaborados.

La necesidad creciente de alimentos y el incremento en la manifestacion de
enfermedades transmitidas por ellos, determina que los consumidores exijan
permanentemente mejor calidad y ademas, inocuidad para proteger la salud humana
(Riveros Morcillo, 2008).

Con el propésito de compensar estas demandas, los sectores involucrados
modificaron los viejos paradigmas de producciéon y comercializaciéon, donde
explotaciones extensivas y de venta local o regional, paulatinamente se transformaron
en sistemas de produccién animal intensivos, caracterizadas por mayor numero de
animales por unidad de superficie y con un mercado de ventas globalizado (Moreno et
al., 2000; Lozano & Arias, 2008).

Con frecuencia, estas nuevas condiciones de explotacidon predisponen para el
desarrollo de enfermedades infecciosas (Diez & Calderon, 1997), circunstancia que
inevitablemente contempla la aplicacién terapéutica de antimicrobianos (Dawson,
2005).

El uso de antimicrobianos ha sido, desde su inicio, una herramienta muy util en
Medicina Veterinaria. Esta situacidn destaca la relevancia actual de los conocimientos
farmacolégicos de los agentes aplicados debido a la expresion de resistencia bacteriana.

Asimismo, cada farmaco nuevo o que se implemente en otra especie animal, debe
ser evaluado para determinar su comportamiento y su aptitud sobre el animal: son
requisitos indispensables establecer parametros cinéticos para interpretar el destino del
farmaco en el organismo y sus antecedentes toxicoldgicos para establecer los niveles
maximos de residuos (LMRs) en los alimentos (Woodward, 1992; Girardi & Odore,
2008).

Estas herramientas permiten hacer un uso racional del farmaco, y con la
informacién obtenida, determinar un periodo de espera para resguardar la salud de los
consumidores (Woodward, 1992).

Este estudio intenta describir y comparar el comportamiento farmacocinético
plasmatico de marbofloxacina en cabras productoras de leche luego de la aplicacién

Unica por las vias endovenosa y subcutdnea, y cuantificar su ingreso a la leche.
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La informacion obtenida permitira determinar, por su tiempo de eliminacion, el
periodo de retiro del farmaco antes de ser ordefiado para su consumo.

Asimismo, se procura validar una metodologia analitica por HPLC para
determinar marbofloxacina en leche caprina, sustentadas en la técnica desarrollada para
liquidos biologicos por Bottcher el al., (2001), con modificaciones segiin sugerencias

de Aerts et al. (1995), Schenck & Callery (1998) y Hernandez-Arteseros et al., (2002).
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MARCO TEORICO

Produccion de leche caprina

La especie caprina (Capra hircus), dotada de extraordinaria adaptacién ambiental
y geografica y optima capacidad para transformar alimentos de baja calidad en carne,
leche o cuero, fue una de las primeras especies domesticadas (Haenlein, 2007
Silanikove et al., 2010), en sus comienzos destinada para producir carne y cuero y mas
tarde, leche (Haenlein, 2007; Smith & Sherman, 2009).

La cria de cabras ha desempefiado un papel cultural muy importante en la historia
de las civilizaciones; el vinculo entre los humanos y estos pequefios rumiantes fue un
factor determinante en el modo de vida de la mayoria de comunidades alrededor del
mundo; el caprino fue la primera especie domesticada por el hombre, ya que existen
referencias sobre su cria y manejo desde hace 10 000 afios A. C. en la regién del
Darech, hoy territorio de Iran (Haenlein, 2007).

En los ultimos afios, la cria de caprinos se ha extendido en los paises en desarrollo
en areas donde son importantes la produccién de subsistencia y en varios paises del
primer mundo, como Francia, Italia, Grecia, Estados Unidos, Canad4 y Alemania y en
los paises del Oriente Medio, las explotaciones lecheras caprinas son parte vital de la
economia nacional (Juarez & Ramos, 1986; Silanikove et al., 2010; Garcia et al., 2014).

La leche caprina continué desempefiando un papel importante en la nutricién
humana hasta la civilizacién moderna (Hatziminaoglou & Boyazoglu, 2004), de modo
tal que en la actualidad comprende el 2 % de la produccion mundial de leche
(Motarjemi & Lelieveld, 2014).

En dichos, desde hace afios se estimula la produccién lactea destinada
principalmente a la elaboracion de quesos de calidad mediante la aplicacién de
modernos recursos tecnologicos durante el proceso de fabricacion (Park & Haenlein,
2006; Park et al., 2007; Silanikove et al., 2010).

En la Republica Argentina las cabras de raza Blanca Celtibérica fueron
introducidas por los espafioles, particularmente en las provincias de Coérdoba y
Tucumén, para constituir la poblacion caprina en el noroeste argentino (De Gea et al.,
2005).

Histéricamente, este ganado fue subestimado debido que su explotacion es

concretada por productores minifundistas de escasos recursos socioecondmicos y
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culturales, en general dedicados a la produccion de cria para carne con el propdsito de
subsistir (De Gea et al., 2005).

Segin Cofecyt, en el afio 2008 Argentina registr6 4.2 millones de cabras,
distribuidas en las provincias de Santiago del Estero (17.4%), Neuquén (16.7%) y
Mendoza (16.6%). En la provincia de Cérdoba fueron contabilizados 135.400 animales
en el afio 2011, segin el Plan Estratégico Alimentario y Agroindustrial (PEA, 2011),
ain la provincia contempla dentro de sus prioridades productivas agropecuarias al
sector caprino, con el objetivo de promover el desarrollo econdémico y socio-regional.

En Argentina, los emprendimientos lecheros son estacionales, desarrollados por
pequefios y medianos productores con limitada capacidad de inversién, acotado
volumen de produccién y limitada industrializacion.

Los antecedentes indican que en nuestro pais se procesan alrededor de 1.5
millones de litros de leche anuales destinadas a la produccion de 150 toneladas de
queso de cabra, pero el consumo se orienta principalmente a la leche como alternativa
en individuos que padecen alergias alimentarias (Cofecyt, 2008).

La explotacion comercial de leche caprina constituye una actividad nueva, no
consolidada y con posibilidades de expansidn, sobre todo en el norte cordobés bajo el
estimulo del Plan Caprino promovido por el gobierno provincial.

Diversas instituciones publicas como el INTA y algunas universidades nacionales
junto con organizaciones no gubernamentales, participan en este sistema productivo
tratando de aportar nuevos avances tecnologicos y herramientas de manejo ya sea en
infraestructura, alimentacién, genética, etc.; con el propésito de transformar una
produccion de bajos recursos en emprendimientos alternativos de alto nivel como
sucede en los paises del primer mundo (Haenlein, 2007).

Sobre el aspecto sanitario, las explotaciones lecheras estan en manos de pequefios
productores con escasos recursos economicos sin implementar mano de obra
especializada (De Gea et al., 2005), que aplican medicamentos como antiparasitarios o
antibioticos de rutina, por uso y costumbres de los productores de la zona.

La situacion descripta genera un deterioro en la calidad de la leche 6 carne
caprina debido al desconocimiento de la informacién técnica indispensable en cuanto
los farmacos utilizados generan residuos violatorios muchas veces provocados por
ignorar el periodo de retiro, lo que impacta negativamente sobre los productos

destinados al consumo humano (Dawson, 2005; Motarjemi & Lelieveld, 2014).
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Si bien los antimicrobianos de uso veterinario son herramientas imprescindibles
en los sistemas productivos, especialmente para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, es menester establecer pautas que orienten hacia el uso racional de éstos
farmacos (Diaz & Anaddn, 2000; Dominguez Rodriguez et al., 2010).

En el contexto terapéutico, las fluoroquinolonas constituyen un grupo de
antimicrobianos utilizados en la clinica médica indicadas para tratar variados procesos
infecciosos de los animales domésticos (Brown, 1996; Martinez et al., 2006; Giguére &
Dowling, 2013).

En el ganado caprino, éstos recursos antibacterianos son activos frente a
microorganismos asociados a infecciones respiratorias agudas provocadas por
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida y Haemophilus somnus (Giguere &
Dowling, 2013).

Las fluoroquinolonas también demostraron efectividad en presencia de mamitis
(El-Sayed et al., 2011; Mavrogianni et al.,, 2011) y en infecciones causadas por
Mycoplasma spp (Balikci et al., 2008).

En Canada y EEUU, las fluoroquinolonas no fueron aprobadas para uso en
caprinos, aunque los aspectos regulatorios y sus exigencias varian notoriamente en los
diferentes paises (Fajt, 2011; Scott & Menzies, 2011). Sin embargo, es factible la
aplicacion de fluoroquinolonas en caprinos extrapolando la informacién cinética
disponible de otras especies (Mavrogianni et al., 2011; Clark, 2013). Esta practica
puede generar resultados inciertos de acuerdo a diferencias anatémicas y funcionales,
particularmente referidas a los procesos metabolicos y a la eliminacion de farmacos,
con obvias implicancias farmacocinéticas (Arboix & Martin-Jiménez, 2002; Riviere &
Sundlof, 2009).

La problematica esbozada amerita recopilar mayor informacion sobre los perfiles
farmacocinéticos de fluoroquinolonas en caprinos, debido a la escasos conocimientos
respecto sobre éstos farmacos en esta especie, con el propdsito de establecer pautas que
orienten el uso racional de estos recursos y establecer la deplecion del farmaco en
tejidos y/o fluidos comestibles (Guardabassi & Kruse, 2008; Dominguez Rodriguez et
al., 2010; Toutain et al., 2010).

El propésito de la farmacocinética consiste en estudiar la evolucién temporal de
las concentraciones y cantidades de farmaco y sus metabolitos en fluidos organicos y/6
tejidos y construir modelos adecuados para interpretar los datos obtenidos (Bhavsar &

Thaker, 2012; Jerzsele, 2012; Trepanier, 2013).
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ajustan las concentraciones, las dosis aplicadas del farmaco o sus metabolitos en la
totalidad del organismo, o en alguna de sus partes (Baggot & Giguere, 2013).

Las ecuaciones asi obtenidas permiten formular predicciones acerca de los
resultados que se obtendrian con tratamientos medicamentosos, ya que la respuesta
farmacolégica es determinada por la cantidad de farmaco que accede a los lugares de
accion, y este acceso esta condicionado por la concentracién sanguinea del farmaco
(Beltran, 2004; Baggot & Giguere, 2013; Trepanier, 2013).

El destino del farmaco en el organismo se interpreta mediante parametros
cinéticos robustos, tales como la concentracién méaxima (Cméx), cuya magnitud
depende de la dosis administrada y de la relacion entre las constantes de velocidad de
absorcion (Ka) y de eliminacion (Kel), mientras el parametro Tmax refiere al momento
en que se alcanza el Cmax (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004 a; Baggot & Giguere,
2013; Trepanier, 2013).

El éarea bajo la curva (ABC), expresa la exposicion acumulativa del
antimicrobiano en un determinado periodo de tiempo, habitualmente entre la aplicacion
y las 24 horas siguientes (Toutain & Bousquet-Melou, 2004 d; Baggot & Giguére,
2013: Trepanier, 2013).

El ABC permite estimar otros parametros cinéticos como el clearance total,
volumen de distribucién y tiempo medio de residencia y realizar célculos de
biodisponibilidad y bioequivalencia (Toutain & Bousquet-Melou, 2004 a; Baggot &
Giguere, 2013; Trepanier, 2013).

El concepto de biodisponibilidad, expresa la fraccion (F) de la dosis administrada
que accede inalterada a la circulacion sistémica. La biodisponibilidad no sélo depende
de la absorcion sino también de eventos que reducen su exposicion sistémica, inclusive
el metabolismo presistémico (Brown, 2005; Baggot & Giguére, 2013; Trepanier, 2013).

La biodisponibilidad se estima dividiendo el area bajo la curva de administracion
extravascular por el 4rea bajo la curva de administraciéon intravenosa. Como la
biodisponibilidad es completa por la via intravenosa, el valor de F es 100 %, en tanto para
una via extravascular puede situarse entre 0 y 100 % (Toutain & Bousquet-Melou, 2004
a; Jerzsele, 2012; Baggot & Giguere, 2013).

La distribuciéon de un farmaco implica la transferencia a distintos tejidos,
incluyendo el sitio de accion 6 biofase, mediante procesos a favor de gradiente

condicionado por ciertas propiedades fisicoquimicas del farmaco como el peso
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molecular, el coeficiente de particidn, el pKa y la afinidad por proteinas plasmaticas y
tisulares, puesto que sbélo la fraccion libre en el plasma difunde a los espacios
extravasculares (Beltran, 2004; Brown, 2005; Lees et al., 2008).

La proporcién de droga ionizada/no ionizada, depende de la constante de
disociacién del farmaco (pKa), en relacion al pH del medio que se halla la molécula. El
gradiente de pH entre el plasma y los tejidos determina en gran medida las
concentraciones tisulares (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004 d; Brown, 2005; Baggot &
Giguere, 2013).

Los acidos débiles, en gran parte ionizados en la sangre (pH= 7.4), difunden poco
a los tejidos. En cambio, la relacién predecible para las bases débiles supera la unidad,
siempre que el farmaco tenga caracter liposoluble; habitualmente los farmacos basicos
logran concentraciones tisulares varias veces superiores a las séricas (Brown, 2005;
Lees et al., 2008; Baggot & Giguere, 2013).

El volumen aparente de distribucién 6 Vd, expresa la magnitud de la distribucion,
sin un significado fisioldgico en términos de espacio real puesto que refiere al tamafio
de un compartimiento hipotético necesario para contener la cantidad de farmaco
existente en el organismo si éste presentara idéntica concentracién que en el plasma
(Brown, 2005; Bhavsar & Thaker, 2012; Baggot & Giguére, 2013).

El Vd se expresa en L/kg de peso corporal. Este parametro provee una estimacion
sobre el grado de distribucién, pero no revela el patrén de distribucion real que sélo se
puede describir midiendo su nivel en distintos organos y tejidos (Baggot & Giguére,
2013).

La eliminacién se expresa mediante el aclaramiento 6 clearence total (Cly), que
representa la relacién existente entre la velocidad de eliminacion (Kel) y la
concentracién en plasma (C), (Cl= Kel/C) (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004 b;
Bhavsar & Thaker, 2012; Baggot & Giguére, 2013).

El clearence expresa el volumen de sangre o plasma depurado por unidad de
tiempo. La relacién permanece constante para cada farmaco y expresa el volumen de
plasma depurado del farmaco por unidad de tiempo, sin reflejar el tiempo que demora
un farmaco en eliminarse del organismo (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004 b; Brown,
2005; Bhavsar & Thaker, 2012; Trepanier, 2013).

Un pardmetro derivado del anterior, denominado semi-vida de eliminacion (t%4p),

refiere al tiempo necesario para que cualquier concentracién medida en la fase de
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eliminacién de la curva de disposicion decline hasta la mitad (Toutain & Bousquet-
Meélou, 2004 c; Jerzsele, 2012; Baggot & Giguere, 2013).

El t/2 se establece a partir de concentraciones plasmaticas obtenidas durante la
fase de eliminacién, () (Bhavsar & Thaker, 2012; Baggot & Giguére, 2013; Trepanier,
2013). Este parametro permite estimar la permanencia en el organismo y sustenta la
seleccion del intervalo de dosis para un farmaco, mientras que cuando se establece en la
declinacion gradual de las concentraciones plasmaticas 6 tisulares subinhibitorias (fase
terminal, y), resulta util para estimar el periodo de resguardo ¢ retirada (Lee & Ryu,
2000).

El tiempo medio de residencia (TMR), representa el tiempo medio que un
farmaco permanece en el organismo luego de la administracidon de una dosis Unica. Este
parametro es la analogia del momento estadistico de la vida media y puede ser diferente
seglin la via de administracién (Baggot & Gigueére, 2013).

El calculo del TMR se fundamenta en las 4reas totales debajo de las curvas de
disposicién, estimadas mediante la integracion numérica empleando la regla
trapezoidal, desde el tiempo cero hasta la ultima concentracion medida, con

extrapolacion al tiempo infinito (Baggot & Giguére, 2013).

Leche caprina, calidad y residuos.

La leche de cabra es un alimento cada vez mas relevante para la dieta humana
acorde su elevado valor nutricional (Haenlein, 2004; Raynal-Ljutovac et al, 2008;
Garcia et al, 2014). Se trata de un alimento saludable, provisto de excelentes
propiedades organolépticas, recomendada en pacientes humanos alérgicos a la leche
bovina ¢ intolerantes a la lactosa (Haenlein, 2004; Park et al., 2007; Garcia et al.,
2014).

La composicion de la leche de cabras exhibe un buen perfil de lipidos y proteinas,
caracterizado por el aumento de los niveles de acidos grasos insaturados y triglicéridos
de cadena media (Haenlein, 2004; Park et al., 2007; Silanikove et al., 2010).

Ademas, la leche caprina contiene un 12.3% de materia seca distribuida en 4.5%
de grasa, 2.9% de proteinas, 4.1% de lactosa y 0.8% de cenizas (Park et al., 2007),

posee bajo nivel de a-sl-caseina, lo que facilita la absorcidn, la tolerancia y otras
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reacciones del aparato digestivo (Park et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2008; Garcia
etal., 2014).

Este alimento aporta mayor contenido de minerales, especialmente calcio y
fosforo, y ofrece mejor biodisponibilidad, sobre todo para el cobre y el hierro, respecto
la leche bovina (Silanikove et al., 2010; Garcia et al., 2014).

La leche de cabra contiene niveles reducidos de lactosa comparado con la leche
vacuna y humana (Haenlein, 2004; Park et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2008), por
esta razoén es un alimento recomendado en los nifios y adultos con problemas de
intolerancia a la lactosa ¢ alérgicos a la proteina de la leche vacuna (Silanikove et al.,
2010; Garcia et al., 2014).

En la mayoria de las razas caprinas el producto mas importante es la leche, la cual
posee caracteristicas unicas para fabricar quesos, debido que su grasa contiene mayor
nimero de 4cidos grasos que intervienen en el sabor del queso, con niveles mas
elevados de 4cido butirico, caproico, caprilico y caprico, respecto la leche bovina

(Draksler et al., 2002; Park et al., 2007).

Las fluoroquinolonas

En el afio 1960, a partir de cloroquina se desarrollé un grupo de farmacos
antimicrobianos sintéticos entonces denominados quinolonas. En 1962, fue introducido
el acido nalidixico, con el proposito de tratar infecciones urinarias causadas por gram-
negativos (Khardori, 2006; Gupta et al., 2012; Giguére & Dowling, 2013).

La aplicacion clinica de nalidixico fue limitada debido a su espectro
antibacteriano reducido, la acotada biodisponibilidad oral, su escasa distribucion tisular
y su gran capacidad para inducir resistencia bacteriana (Sheehan & Chew, 2003;
Conkova et al., 2009; Giguére & Dowling, 2013).

Las primeras 4-quinolonas, derivaron del acido nalidixico y con estructuras
similares, fueron los 4cidos pipemidinico y oxolinico y flumequina, también empleadas
para el tratamiento de las infecciones urinarias causadas por gram-negativos (Sheehan
& Chew, 2003; Khardori, 2006; Giguére & Dowling, 2013).

En los afios 80°, resultado de variadas sustituciones quimicas producidas en la
molécula de 4-quinolonas, surgieron las fluoroquinolonas (Conkova et al,, 2009;
Giguére & Dowling, 2013), en principio consideradas como un grupo homogéneo con

propiedades semejantes, pero las modificaciones estructurales promovieron el
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desarrollo del grupo, originando més de 10.000 agentes provistos de mayor espectro,
elevada penetraciéon tisular y con menor manifestacion de resistencia microbiana
(Scholar, 2002; Andersson & Mac Gowan, 2003; Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

En la década del 90’ se impuso la clasificacién por generaciones: los agentes
pertenecientes a cada generacion comparten similares caracteristicas farmacocinéticas,
de potencia y espectro antibacteriano (Scholar, 2002; Conkova et al., 2009; Giguére &
Dowling, 2013).

La primera generacion abarca sustancias clasicas como los &cidos nalidixico,
oxolinico y pipemidinico, la cinoxacina y también a flumequina, primera quinolona
fluorada, con espectro orientado hacia enterobacterias (Sheehan & Chew, 2003;
Khardori, 2006; Conkova et al., 2009).

La generacion siguiente incluye sustancias monofluoradas como norfloxacina,
enrofloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina, marbofloxacina y sarafloxacina, de
aplicacion en animales domésticos (Brown, 1996; Papich & Riviere, 2009; Giguere &
Dowling, 2013). El espectro del grupo es mas amplio e incluye microorganismos
aerobios gram-negativos, algunos aerobios gram-positivos e incluso ciertos anaerobios
(Sheehan & Chew, 2003; Khardori, 2006; Giguére & Dowling, 2013).

La tercera generacion comprende moléculas multifluoradas como fleroxacina,
temafloxacina, difloxacina ¢ tosufloxacina y abarca compuestos con mayor potencia in
vitro como levofloxacina, grepafloxacina, sitafloxacina y trovafloxacina efectivos sobre
gram-negativos, gram-positivos, anaerobios y patégenos intracelulares (Sheehan &

Chew, 2003; Khardori, 2006; Giguere & Dowling, 2013).

Relacion estructura-actividad

A pesar de estas sustancias poseen un grupo carboxilo, el grado de ionizacién de
estos compuestos es limitado y son muy liposolubles en un intervalo de pH entre 6 y 8
(Brown, 1996). El caracter anfétero obedece a que pueden estar protonadas en el grupo
carboxilico 6 en la amina terciaria; son bases organicas, cuyo pKa se ubica entre 5.2 y
8.5 (Brown, 1996; Papich & Riviere, 2009; Giguére & Dowling, 2013).

La figura 1 representa la organizacion basica de estos agentes. Conformada por
un par de anillos, su estructura presenta un nitrégeno en la posicién 1, un grupo
carboxilo en la posicidon 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4; las posiciones 2, 3 y

4, son relevantes para la actividad bioldgica de las quinolonas.
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Figura N° 1: Farmacoforo de las fluoroquinolonas

En la estructura primaria de las fluoroquinolonas se efectuaron modificaciones;
en particular en la posiciéon N; y en las posiciones Cg, C7 y Cg, que influyen en las
caracteristicas farmacolédgicas, como la biodisponibilidad oral 6 la potencia frente a
determinados grupos bacterianos: el agregado de fluor en el C¢ es esencial para inhibir
la enzima ADN girasa, acrecienta la actividad hacia bacterias gram-positivas y reduce
el valor de la CIM aproximadamente 100 veces en los miembros de la tercera
generacion (Andersson & Mac Gowan, 2003; Gutiérrez-Zufiaurre, 2004; Giguere &
Dowling, 2013).

La adiccion de flaor en Cg brinda estabilidad metabdlica, reduce el ritmo de
eliminacion y extiende la actividad sobre estafilococos, mientras que el segundo atomo
de flior en la misma posicidon mejora en el perfil cinético, en tanto el nitrogeno en N, y
el 4cido carboxilico en C; son indispensables para la actividad antibacteriana
(Appelbaum & Hunter, 2000; Giguére & Dowling, 2013).

Los cambios estructurales mas relevantes se efectuaron sobre las aminas en
posicion 7 por la facilidad de incorporar diferentes cadenas laterales. En este sentido,
fueron introducidos los grupos piperazina, aminopirrolidina y derivados con distintas
sustituciones que permitieron la sintesis de nuevas moléculas provistas de mayor
biodisponibilidad respecto a las generaciones anteriores (Brown, 1996; Giguére &
Dowling, 2013).

La alquilacién del anillo piperazinico incrementa la accién hacia los gérmenes

gram-positivos, promueve la absorcion intestinal y aumenta la vida media de
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eliminacién, mientras la incorporacién de un grupo piperazina en la posiciéon C;
extiende la actividad sobre Pseudomonas (Appelbaum & Hunter, 2000).

Ciertos efectos colaterales estan vinculados con algunas sustituciones. Las
moléculas con grupos piperazinicos y pirrolidinicos en C; pueden interferir la unién del
receptor GABA-A con su ligando natural en el sistema nervioso central. La presencia
de un reemplazo en posicién 8 condiciona fuertemente la fototoxicidad; cuando el
sustituto es el flaor, los compuestos son muy inestables a la radiacién ultravioleta y se

generan productos de degradacion toxicos (Martinez et al., 2006).

Farmacodinamia

Las fluoroquinolonas estan provistas de amplio espectro antibacteriano.
Desarrollan acciones bactericidas rapidas, concentraciéon dependiente mediante el
bloqueo selectivo la enzima ADN girasa (Khardori, 2006; Martinez et al., 2006;
Giguére & Dowling, 2013).

La enzima ADN girasa, conformada por las subunidades GyrA y GyrB, es
responsable del enrollamiento de las bandas, sustenta los cromosomas en un estado de
super espiral y los fija a la superficie interna de la célula (Scholar, 2002; Hawkey,
2003; Conkova et al., 2009).

En las bacterias gram-positivas también inhiben la topoisomerasa IV, una enzima
homoéloga de la ADN girasa conformada por dos subunidades A y dos subunidades B,
codificada por los genes gyrd, gyrB, parC y parE, respectivamente, encargada de
separar la parte replicada del ADN (Hawkey, 2003; Khardori; 2006; Conkova et al.,
2009).

Resistencia bacteriana

La resistencia a las fluoroquinolonas se manifiesta a través de tres mecanismos
diferentes: menor permeabilidad, activacion de una bomba de flujo del farmaco hacia el
exterior de la bacteria y mutacién de la ADN girasa 6 topoisomerasa IV bacteriana
(Paige & Tollefson, 2003; Conkova et al., 2009; Boerlin & White, 2013).

La seleccion de mutantes resistentes por los dos primeros mecanismos, equivale a
un incremento de 2 a 8 veces la CIM (concentracién inhibitoria minima), mientras la

alteracion del receptor de la ADN girasa induce resistencia de mayor nivel.
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Ciertas mutaciones que confieren resistencia por activacion en la bomba de flujo,
también pueden conferir resistencia a otros grupos antimicrobianos, como
cefalosporinas y tetraciclinas.

La resistencia a las fluoroquinolonas mediada por cromosomas, se manifiesta
sobre todo en bacterias gramnegativas. Es estable ¢ independiente de la energia, las
bacterias resistentes tienen la posibilidad de persistir incluso después que desaparece el
farmaco del ambiente. De este modo las cepas resistentes pueden seleccionarse por la
exposicion repetida a concentraciones subletales del farmaco.

Inicialmente, se afirmé que la resistensia era s6lo cromosdmica, pero en 1998 se
describié en cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae la existencia de un pldsmido
conjugativo que confiere resistencia a quinolonas, cuyo Jocus responsable se designd

gnr (Rodriguez-Martinez, 2005).

Aspectos toxicolégicos

Las fluoroquinolonas son farmacos relativamente seguros. En dosis terapéuticas
los efectos toxicos son leves y limitados a trastornos gastrointestinales, como nauseas,
vomitos y diarreas (Brown, 1996; Gupta et al., 2012; Giguere & Dowling, 2013).

Los efectos toxicos mas importantes se desarrollan en los cartilagos articulares y
tendones (Kato, 2008), comprobados en animales inmaduros con varios integrantes del
grupo en ratas, caninos, ovejas y aves, motivo por el cual se desaconseja su aplicacién
en animales en crecimiento (Martinez et al., 2006; Gupta et al., 2012; Giguere &
Dowling, 2013).

En humanos, los principales efectos adversos se asocian con trastornos
gastrointestinales, fotosensibilidad, cristaluria y cardiotoxicidad (Van Bambeke et al.,
2005).

En animales, la administraciéon de dosis altas provoca convulsiones, miccioén y
vémitos (Brown, 1996; Martinez et al., 2006) y aumento en la frecuencia e intensidad
de las crisis en perros epilépticos (Vancutsem et al., 1990).

La bibliografia refiere a aspectos toxicologicos agudos, evidentes luego de la
exposicion a altas dosis del xenobidtico o agente extrafio al organismo, generalmente en
las 24 horas siguientes (Paige & Tollefson, 2003).

Los efectos toxicoldgicos cronicos que se presentan luego de una exposicion

repetida a bajas dosis de un xenobiotico, son relacionados a la manifestacion de
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resistencia bacteriana, efectos sobre el sistema inmunolégico y otras acciones
genotoxicas como las mutagénicas, carcinogénicas y toxicas reproductivas (Paige &
Tollefson, 2003; Girardi & Odore, 2008; Reeves, 2010).

La manifestacion de éstos efectos adversos se asocia a la problematica de
residuos de medicamentos veterinarios en productos y subproductos destinados al

consumo humano, y a la exposicion humana a estos residuos.

Farmacocinética

Las quinolonas presentan comportamientos cinéticos diferentes segin su
estructura quimica 6 la generacién a la que pertenecen. En general, las de primera
generacion presentan escasa absorcion en el tracto gastrointestinal y sufren un rapido
aclaramiento, principalmente renal, lo cual limita su uso al tratamiento de infecciones
urinarias y entéricas (Conkova et al., 2009; Bhavsar & Thaker, 2012; Giguére &
Dowling, 2013).

El conjunto de las fluoroquinolonas, experimenta moderada a elevada
biosponibilidad oral en animales domésticos, excepto en los rumiantes, casi completa
absorcién parenteral y amplia distribucion tisular (Bhavsar & Thaker, 2012; Gupta et
al., 2012, Giguére & Dowling, 2013).

El atomo de fluor en Cg y el anillo piperazinico en el C7, acentiian la penetracion
celular con respecto a las antiguas quinolonas (Mitscher & Zhenkun, 2003; Conkova et
al., 2009) y las cadenas alquiladas en posicidén “para” del anillo piperazinico aumentan
la liposolubilidad (Vancutsem et al., 1990; Conkova et al., 2009).

La reducida unién a proteinas plasmadticas, que generalmente presentan estos
compuestos, sumado a la escasa ionizacién a pH sanguineo, redunda en elevados
valores de volumen de distribucion de las fluoroquinolonas con respecto a las
quinolonas clasicas (Bhavsar & Thaker, 2012; Gupta et al., 2012; Giguére & Dowling,
2013).

Las quinolonas se eliminan principalmente por metabolismo hepatico y excrecion
renal, ya sea por filtracion glomerular o secrecion tubular activa. Aunque la excrecién
de la mayoria de estos farmacos sucede principalmente por via renal, también se debe
considerar la eliminacién por via hepética y gastrointestinal, segun el agente (Conkova

et al., 2009; Gupta et al., 2012; Giguére & Dowling, 2013).
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Seglin las caracteristicas fisico-quimicas de cada quinolona, varia la reabsorcion
tubular. Los compuestos menos polares, como pefloxacina ¢ difloxacina, son
ampliamente reabsorbidos y exhiben prolongada semivida de eliminacion (t728).

Los compuestos mas polares, como la norfloxacina, ciprofloxacina y enoxacina,
presentan valores mas altos de aclaramiento renal (Cl), y menor semivida de
eliminacién (Fitton, 1992). Los derivados Ns metilados, més lipofilicos, son los mas
susceptibles de ser reabsorbidos (Sorgel & Kinzig, 1993).

La extensién y tipo de metabolismo dependen de cada compuesto en particular,
aunque el metabolismo contribuye poco al aclaramiento de las fluoroquinolonas (Gupta
et al., 2012). La mayoria de los metabolitos primarios son activos y, en general poseen
una semivida de eliminacién mas breve que el compuesto original. Las reacciones de
biotransformacién, que incluyen oxidacion, hidroxilacién, N-desalquilacién y
glucoronoconjugacion, afectan sobre todo al grupo piperazinico y sus sustituyentes
(Gupta et al., 2012).

El grado de excrecion biliar varia segiin el compuesto aunque generalmente es
bajo (Fitton, 1992). Algunas fluoroquinolonas pueden ser eliminadas via transintestinal.
La accion de las B-glucoronidasas en el tracto intestinal, puede liberar el compuesto
primario o metabolitos activos, los cuales por la recirculacion enterohepatica pueden
reabsorberse.

La semivida de eliminacion de las fluoroquinolonas depende de cada molécula y
la especie considerada. En general, la t'2f3 es prolongada permitiendo su dosificacién
cada 12 6 24 horas, segin los casos.

El aclaramiento plasmatico no excede en ninguna de las especies el litro por
kilogramo/hora, excepto en cerdos, ratas, ratones y conejos tras la administracién de

ciprofloxacina y moxifloxacina.

Antecedentes cinéticos de fluoroquinolonas en cabras lactantes.

La aplicacién subcutdnea de 6 mg/kg de danofloxacina al 18% en hembras
caprinas experiment6 rapida absorcion, segun indico el t'2abs de 0.29 + 0.18 horas
informado por Errecalde et al. (2010). Con este antimicrobiano, se comunicé un Cmax
entre 1.05 £ 0.09 y 1.26 + 0.15 pg/ml (Escudero et al., 2007; Errecalde et al., 2010 a),
obtenido a las 1.6 horas (Errecalde at al., 2010 a).
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Danofloxacina, luego de la administracién por via subcutanea, exhibi6é excelente
biodisponibilidad, del 97.0 + 15.7 % (Escudero et al., 2007), elevada distribucién
tisular, segin expres6 el Vd conseguido de 6.2 £ 2.4 L/kg y moderada permanencia
plasmatica, conforme los parametros cinéticos t%2 y TMR establecidos de 5.90 + 1.52
y de 6.64 £ 0.91 horas, respectivamente (Errecalde et al., 2010 a).

En este estudio, las relaciones Cmax y ABC plasmaticas respecto la CIM de P.
haemolytica fueron 31 y 217, respectivamente (Errecalde et al., 2010 a), ambas
suficientes para asegurar eficacia clinica-microbiologica (Barger et al., 2003;
McKinnon & Davis, 2004).

Danofloxacina exhibi6 significativa disposicion lactea, el Cmax alcanz a 14.08 +
10.14 pg/ml conseguido a las 2.60 + 1.34 horas (Errecalde et al., 2010 a). Segun los
cocientes informados de ABCicche/ABCpiasma que difieren entre 10.6 (Errecalde et al.,
2010 a) a 13 (Escudero et al., 2007) y la relacion CmaxXieche/CméXplasma generada de 11.7
(Errecalde et al., 2010 a). El periodo de resguardo se estim6 en 6.85 dias con un 99% de
confianza (Errecalde et al., 2010 a).

La aplicacion intravenosa de 5 mg/kg de difloxacina exhibidé pronta distribucién
desde el compartimiento central, logré amplia disposiciéon en tejidos y moderada
permanencia en el organismo, segin indic6 el t/2oc comunicado de 0.62 + 0.15 horas
(Errecalde et al., 2010 b).

La administracion intravenosa de difloxacina determind extensa vida media de
eliminacién plasmatica, de 10.69 + 1.48 horas y provocé un Cmaéx lacteo de 2.96 + 0.6
pg/ml obtenido a las 0.55 + 0.2 horas y exhibié menor disposicion en la leche respecto
al plasma segun reflej6 la relacion ABCieche/ABCplasma de 0.68, provista durante las
primeras 24 horas siguientes a la administracion (Errecalde et al., 2010 b).

La administracion de 5 mg/kg de difloxacina por via subcutinea brindo
biodisponibilidad de 90.16 £ 11.99 % y un Cmax plasmatico de 1.33 + 0.25 pg/mL,
obtenido a las 3.37 + 0.36 horas, mientras que la administracién intravenosa arrojo
valores de Vd y Cl, de 1.16 + 0.26 L/kg y de 5.33 £ 0.83 ml/min.kg, respectivamente
(Marin et al., 2007 ¢).

La penetracién de difloxacina en leche resultdé pronta y extensa; éste
antimicrobiano se determind hasta las 36 y 72 horas post aplicacién subcutdnea e
intramuscular, respectivamente (Marin et al., 2007 ¢).

El Cméx lacteo generado tras la aplicacion subcutanea fue de 1.20 = 0.17 pg/mL

estimado a las 4 horas y las relaciones provistas de CméxXieche/CmaXpasma ¥
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ABCiecne/ ABCplasma entre las 0-24 horas fueron de 0.90 = 0.07 y de 068 + 0.03,
respectivamente (Marin et al., 2007 c).

Contemplando el LMR establecido en leche bovina para danofloxacina (30
ng/kg), debido que éste no fue determinado para difloxacina y aplicando los valores
cinéticos obtenidos a la férmula sugerida por Riviere & Sundlof (2009), se determind
un periodo de retirada para leche en caprinos de 5 dias, estimado con un intervalo de
confianza del 99% (Errecalde et al., 2010 b).

La aplicacion intravenosa de 10 mg/kg de gatifloxacina determiné inmediata
distribucion desde el compartimento central, segun el t’2oc de 0.14 + 0.04 horas,
moderada permanencia en el organismo, acorde indican los valores informados de vida
media de eliminacion y el TMR de 4.54 + 0.75 y de 6.84 = 1.23 horas, respectivamente
y experimentd amplia distribucién tisular conforme refiere el Vd conseguido de 3.92 +
0.69 L/kg (Singh et al., 2001).

En leche, gatifloxacina generé un Cméx de 9.17 + 1.41 pg/ml, exhibi6 inferior
permanencia respecto al plasma, segin el t/2p y el TMR de 3.67 = 0.22 y 5.27 + 0.37
horas, respectivamente y arrojé un cociente ABC leche/plasma de 2.33 (Singh et al.,
2001).

La administracion subcutanea de 2.5 mg/kg de orbifloxacina produjo un Cmax
plasmastico de 1.85 = 0.2 pg/ml establecido a las 1.25 + 0.22 horas. Este
antimicrobiano experiment6 rapida absorcidén y distribucion luego de la aplicacion
subcutanea, conforme el t'zabs y el t/2a comunicados, de 0.63 + 0.02 horas y de 1.10 +
0.07 horas, respectivamente, en tanto segun el t/2p encontrado fue de 4.99 + 0.09 horas,
orbifloxacina registré6 moderada permanencia en el organismo de los caprino (Marin et
al. 2007 c).

El Cmax lacteo de orbifloxacina se situé en 1.73 + 0.3 pg/ml, establecido a las 2
horas, mientras el cociente Cmaxjecne/ CmaXpiasma fue de 0.95 £ 0.2, mientras la relacion
ABCieche/ ABChplasma fue de 1.15 £ 0.17 (Marin et al., 2007 c).

La aplicacion por via intramuscular de 10 mg/kg de norfloxacina experimentd
biodisponibilidad del 70.04 %, rapida absorcion conforme el t2abs conseguido de 1.61
+ 0.07 horas y generé un Cméx plasmatico de 11.33 &+ 0.43 pg/ml, obtenido a las 4.01 +
0.11 horas y ofrecié moderada permanencia en el plasma, segiin expresé el t¥2ff de 4.89
+ 0.27 horas, mientras el Cl reportado fue de 1.29 + 0.07 ml/min.kg (El-Sayed et al.,
2011).
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En hembras caprinas, norfloxacina exhibi6 reducida disposicion en tejidos, segun
se infiere del Vd comunicado de 0.48 + 0.03 L/kg, no obstante en leche los niveles
conseguidos con la aplicacion intramuscular excedieron los plasmaticos (El-Sayed et
al., 2011).

Shem Tov et al., (1997), utilizando el método microbiolégico para cuantificar a
marbofloxacina, determinaron que la penetracion de este farmaco en bovinos es rapida
y extensa y excede los niveles plasmaticos a las 2 horas post aplicacién (Shem Tov, et
al., 1997). Administrando 2 a 4 mg/kg los niveles de este antimicrobiano en leche
subsisten durante 12 horas y exceden la CIM de los gram -negativos que afectan la
mama (Shem Tov et al., 1997).

La aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxacina genera un Cméx
lacteo de 1.074 ug/mL obtenido a las 2.5 horas (Tmax). En este estudio el ABC en la
leche correspondi6 a 6.51 pg/h/mL (Schneider et al., 2004).

Los antecedentes generados luego de la aplicacion de levofloxacina en cabras
lactantes expresan que difunde pronto desde el compartimiento central segun el t/za
informado de 0.54 * 0.1 horas, tras la aplicacion intramuscular (Goudah & Abo-El-
Sooud, 2008).

Levofloxacina experimenté elevada disposicién tisular segiin expresa el volumen
de distribucion obtenido de 2.11 + 0.13 L/kg y extensa permanencia en el organismo,
segun el t'2f informado de 11.31 £ 5.24 horas (Errecalde et al., 2008).

En leche, luego de la aplicacién intravenosa de 5 mg/kg, levofloxacina arroj6 un
Cmax de 6.7 = 1.3 pg/ml conseguido a las 2.4 + 0.89 horas y exhibié mejor disposicion
respecto al plasma segun reflejé la relacion de ABCieche/ ABCpiasma de 1.34 en las 24
horas siguientes a la administracion, acorde a las propiedades lipofilicas exhibidas por
este antimicrobiano (Errecalde et al., 2008).

Luego de la aplicacion de 4 mg/kg de levofloxacina por via intramuscular, se
reporté un Cmax lacteo de 3.26 £ 0.34 pg/ml, obtenido a las 0.75 + 0.21 horas y un
cociente Cmaéx leche/plasma de 1.14 + 0.12 (Goudah & Abo-El-Sooud, 2008).

La relacion ABCieche/ ABCplasma provista por levofloxacina fue de 0.81 £ 0.13 y de
1.01 + 0.18, para las aplicaciones endovenosa e intramuscular, respectivamente
(Goudah & Abo-El-Sooud, 2008).

Considerando el LMR establecido en leche bovina para enrofloxacina (100

pg/kg) y los valores cinéticos obtenidos, aplicando la férmula sugerida por Riviere &
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Sundlof (2009), se determiné un periodo de retirada para leche en caprinos de 117.2
horas, estimado con un intervalo de confianza del 99% (Errecalde et al., 2008).

La aplicacion subcutinea de 5 mg/kg de moxifloxacina en cabras lactantes
determiné pronta absorcion, segun el t/2abs plasmaético reportado de 1.71 £ 0.73 horas y
un Cmax de 1.80 £ 0.17 pg/ml obtenido a las 2.42 + 0.52 horas (Fernandez-Varo6n et
al., 2006).

Moxifloxacina experimentd moderada permanencia en el organismo, como se
desprende de los valores obtenidos en los parametros t'2f y TMR de 2.98 + 0.48 horas
y de 6.15 + 0.92 horas, respectivamente. El Vd de moxifloxacina alcanzé los 1.44 +
030 L/kg, el Cl a 7.16 + 0.33 ml/minkg y la aplicacién subcutanea ofreci6
biodisponibilidad del 96.8 + 10.2 % (Fernandez-Varo6n et al., 2006).

En leche, la aplicacién subcutdnea de este antibacteriano determind un cociente
ABCiecne/ ABCpiasma de 2.33 + 0.16. El Cméx lacteo fue de 3.21 = 0.29 pg/ml
conseguido a las 3.3 £ 0.42 horas. Moxifloxacina exhibi6 un t%p en leche de 3.66 +
0.32 horas (Fernandez-Var6n et al., 2006).

La aplicacion subcutanea de 7.5 mg/kg de enrofloxacina al 10% en cabras
determiné lenta absorcidon conforme el tY2abs obtenido de 1.40 + 0.35 horas, mientras el
Cmax plasmatico comunicado alcanz6 a 2.88 + 1.64 y a 0.23 £ 0.32 pg/ml, fueron
reportados a las 5.00 = 1.54 y a las 6.50 = 1.97 horas para enrofloxacina y su
metabolito, ciprofloxacina, respectivamente (Errecalde et al., 2012).

Enrofloxacina y ciprofloxacina difunden ampliamente a los tejidos, segin
expresan los Vd informados de 2.02 + 1.08 y de 4.28 + 4.19 L/kg, respectivamente, en
tanto los valores de t'2 plasmaticos hallados con enrofloxacina y ciprofloxacina de
4.69 + 1.16 y de 2.96 + 4.65 horas, respectivamente, indican dispar permanencia en el
organismo, acorde los valores de TMR registrados de 8.55 + 1.66 y de 16.37 + 6.69
horas para enrofloxacina y ciprofloxacina, respectivamente (Errecalde et al., 2012).

El Cl de enrofloxacina fue establecido en 5.23 + 2.66 ml/min/kg, mientras para
ciprofloxacina se determiné en 4.28 + 5.22 ml/min/kg (Errecalde et al., 2012).

La conversion a ciprofloxacina fue del 6.4 £ 5.9 %, lo que indicaria reducida
capacidad de biotransformacién en estos animales. Ciprofloxacina experimenté mayor
permanencia que enrofloxacina en el organismo y mayor distribucién tisular, acorde los
antecedentes disponibles (Errecalde et al., 2012).

La disposicion lactea de enrofloxacina fue inmediata a su aplicacién y muy

duradera segln expresan el t/28 y TMR registrados de 9.11 + 5.30 horas y de 12.44 +
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5.67 horas y de 15.76 + 8.33 horas y de 20.23 + 9.00 horas, con enrofloxacina y
ciprofloxacina, respectivamente (Errecalde et al., 2012).

Enrofloxacina logré un Cmax en leche de 0.50 + 0.29 pg/ml generado a las 5.66 +
1.5 horas. La comparacion de ABCieche/ ABCpiasma de enrofloxacina arrojo cocientes de
0.2 = 0.1. Respecto a enrofloxacina, ciprofloxacina demostré mayor persistencia y
provee cocientes de 1.4 + 1.1. El periodo de retiro de leche se estim6 en 4.06 dias
(Errecalde et al., 2012).

La administracién intravenosa de 15 mg/kg de ibafloxacina determind pronta
distribucién desde el compartimento central, segun indicd el t'2c informado de 0.35
horas y restringida permanencia en el organismo conforme indican los parametros t”2p,
TMR y Cl; comunicados de 3.76 horas, de 1.50 £ 0.22 horas y de 17.5 + 1.66
ml/min-kg, respectivamente (Marin et al., 2007 a).

En este estudio, ibafloxacin experiment6 un Vd en estado de equilibrio de 1.65 +
0.42 L/kg y escasa disposicion en la glandula mamaria; el cociente ABCieche/ ABCpiasma
fue de 0.20 = 0.01 (Marin et al., 2007 a).

Marbofloxacina

Estructura quimica

La férmula quimica de la marbofloxacina es (9-fluoro-2,3dihidro-2-metil- 10-(4-
metil-1-piperazinil)- 7-oxo—7-H-pirido [3,2,1-ij] [4,1 2] benzosadiacina- 6-acido
carboxilico, su formula molecular es C;7H9FN4;O;4.

Consiste en un polvo amarillo palido, de peso molecular de 362.36 Da. Exhibe
ligera inestabilidad a la luz solar y es suficientemente liposoluble, acorde a la
incorporacion de un grupo alquilo al ciclo piperazina. Es ligeramente soluble en agua y
soluble en solventes organicos como cloroflormo, metanol 6 etanol.

El incremento de la potencia por la sustitucion con un atomo de flior en Cg, se
acompaila de la introduccion de un anillo piperazinico (N-metil piperacina) en C;o y un
atomo de oxigeno en posicion 1, que da origen a un ciclo oxadiazinico (Figura 2).

El anillo oxadiazinico le confiere a la molécula caracteristicas farmacocinéticas como
prolongada semivida de eliminacién y mayor volumen de distribucion (Fitton, 1992;

Schneider et al., 1996; Rubio Langre, 2011). Asimismo, incrementa el espectro frente a
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bacterias gram-positivas y anaerobios. Ademas, el nicleo triciclico le confiere mayor

estabilidad metabolica al compuesto (Brown, 1996).

Zona de union a las

grasas

(o]

Actividad frente
a Gram +

OH

Anillo
oxadiacinico

Anillo
piperacinico

CH3 CH3
Actividad frente a pseudomonas Larga semivida de eliminacién
amplio volumen de distribucion biodisponibilidad elevada

Figura 2: Modificaciones introducidas en la estructura de marbofloxacina

El ciclo piperazinico mejora la formacion del complejo ADN-ADN-girasa y el
ingreso en la célula bacteriana. La adicién del grupo metilo en posicidon “para” del
anillo piperazinico incrementa la liposolubilidad del farmaco y promueve mayor
distribucidn tisular.

El nucleo quinolona (pyridon-B-carboxilico) le confiere actividad antimicrobiana
orientada hacia las bacterias Gram-negativas, mientras el atomo de flior refuerza las
acciones frente los gérmenes Gram-positivos. El ciclo piperazina incluido en el niicleo
quinolona extiende la actividad hacia micoplasmas y pseudomonas spp.

Marbofloxacina exhibe propiedades anféteras, posee un punto isoeléctrico de
6.85 que permite su solubilidad tanto en soluciones acidas como basicas (pKa= 5.7;
pKb= 8). El caracter 4acido débil es provisto por el acido carboxilico en Cs, mientras el
carécter basico débil lo aporta el ciclo piperazina.

El pH isoeléctrico de las fluoroquinolonas es dquel en que las moléculas no se
encuentran ionizadas, comprendido entre 6.8 y 7.5. Marbofloxacina experimenta
minima ionizacidon a pH fisioldgico de 7.4, atributo que facilita la distribucidn tisular

(Sorgel & Kinzig, 1993).
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Propiedades microbiologicas

Marbofloxacina es un farmaco bactericida que desarrolla su actividad mediante la
inhibicién de la ADN girasa. Esta provista de amplio espectro antibacteriano, efectivo
sobre gram-positivos y gram-negativos (Spreng et al., 1995).

Se comunicaron valores de CIM comprendidos entre 0.015 y 0.25 pg/m] frente
cepas de M. haemolytica (CIMgo = 0.124 pg/ml; CIMs = 0.025 pg/ml), entre 0.004 y
0.12 pg/ml para P. multocida (CIMyy = 0.022 pg/ml; CIMso = 0.009 pg/ml) y entre
0.015 y 2 pg/ml para Histophilus somni. Se consideran sensibles las cepas con una CIM
< 1 pg/ml mientras que son resistentes aquellas cepas que exhiben una CIM > 4 ug/ml

(Giguere & Dowling, 2013).

Antecedentes cinéticos de marbofloxacina en los animales domésticos

Las caracteristicas farmacocinéticas de marbofloxacina fueron estudiadas en
diferentes especies de mamiferos domésticos, entre ellas equinos (Bousquet-Melou et
al., 2002; Carretero et al., 2002); porcinos (Petracca et al., 1993; Ding et al., 2010),
bovinos (Thomas et al., 1994; Shem Tov et al., 1997; Schneider et al., 2004), ovinos
(Shem Tov et al., 1997; Sidhu et al., 2010 b), cabras (Waxman et al., 2001; Sidhu et al.,
2010 a), terneros (Ismail & El-Kattan, 2007; Errecalde et al., 2012), caninos (Schneider
et al., 1996) y felinos (Albarellos et al., 2005).

En los mamiferos domésticos, la aplicacion parenteral de marbofloxacina
determind rapida absorcion. Luego de la aplicacién intramuscular, se informaron
valores de vida media de absorcién de 0.11 % 0.03 horas (Shidu et al., 2010 b) a 0.30 +
0.03 horas en ovinos (Shem Tov et al., 1997); de 0.15 % 0.08 horas en porcinos (Ding et
al., 2010), entre 0.17 £+ 0.06 horas (Schneider et al., 2004) a 0.25 + 0.03 horas en vacas
lecheras (Shem Tov et al., 1997), de 0.26 + 0.12 horas en terneros (Errecalde et al.,
2012) y de 0.56 £ 0.23 horas en equinos (Carretero et al., 2002).
La aplicacién subcutdnea también proporciond pronta absorcion; conforme la vida
media de absorcion hallada en caninos de 0.20 + 0.07 horas (Schneider et al., 1996) y
de 0.51 + 0.03 horas en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007).

La administraciéon de posologias de 2 mg/kg por via intramuscular determind
valores de Cmax plasmaticos de 0.81 + 0.08 pg/ml en ovinos (Shidu et al., 2010 b), de
1.21 + 0.108 pg/ml en caprinos (Sidhu et al., 2010 a), de 1.77 + 0.24 en hembras

Cuantificacion de Marbofloxacina y determinacion del periodo de retiro en leche caprina.
Maestrando M.V. Matias N. Ticle




U.N.R.C. — Maestria en Inocuidad y Calidad de alimentos 32

caprinas (Dova et al., 2007), de 1.81 £+ 0.39 pg/ml en porcinos (Ding et al., 2010), de
1.61 = 0.21 pg/ml (Schneider et al., 2004) hasta 1.7 £ 0.3 pg/ml en vacas lactantes
(Shem Tov et al., 1997) y entre 1.4 + 0.1 pg/ml (Ismail & El-Kattan, 2007) hasta 1.78 £
0.33 pg/ml en terneros (Errecalde et al., 2012).

En ovinos, la administraciéon intramuscular de 2.5 mg/kg determiné un Cmaéx
plasmatico de 2.7 pg/ml (Shem Tov et al., 1997) y de 1.81 £ 0.39 pg/ml en cerdos
(Ding et al., 2010).

En caninos, por aplicacion subcutanea de 2 mg/kg, el Cméx alcanz6 a 1.52 + 0.13
pg/ml, informado a las 0.9 + 0.2 horas (Schneider et al., 1996), en ovinos el Cmax fue
de 0.57 pg/ml (Sidhu et al., 2010 b). Estos valores de Cmax fueron conseguidos a las
0.57 + 0.09 horas en ovinos (Sidhu et al., 2010 b), a las 0.72 + 0.16 horas en vacas
lecheras (Schneider et al., 2004) y a las 0.71 = 0.35 horas en porcinos (Ding et al.,
2010).

Luego de la aplicacion subcutanea se informaron valores de Tméax de 1 = 0.4
horas en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), 1.25 £ 0.5 horas en hembras caprinas
(Dova et al., 2007), en porcinos a las 0.71 £ 0.35 horas (Ding et al., 2010).

La aplicaciéon subcutanea de marbofloxacina brindé biodisponibilidad (F) en
terneros que fluctud entre 83.2 + 15.07 % (Errecalde et al., 2012) y 103 + 7 % (Ismail
& El-Kattan, 2007), de 98 + 11 % en equinos (Bousquet-Melou et al, 2002), mientras
en caninos la biodisponibilidad fue del 98.7 £ 25.0 % (Schneider et al., 1996).

En tanto la administracion intramuscular arrojé biodisponibilidad de 87.9 + 6.0 %
en equinos (Carretero et al., 2002), de 110.2 £ 28.3 % en porcinos (Ding et al., 2010),
de 86 % (Shem Tov, et al., 1997) a 107 % (Sidhu et al., 2010 b) en ovinos y de 107.6
% en bovinos (Shem Tov, et al., 1997). En la cabra, se obtuvo una biodisponibilidad
elevada, del 100.74 % (Waxman et al., 2001).

Luego de la administracion subcutanea, la distribucion de marbofloxacina fue
relativamente rapida, segtn reflejaron los valores de t/2c conseguidos en caninos de 3.8
+ 0.9 horas (Schneider et al., 1996) y de 0.19 £ 0.07 horas en bovinos (Shem Tov, et
al., 1997).

Este antimicrobiano experimenté variada permanencia plasmatica en las distintas
especies domésticas, segun arrojan los distintos valores de t%f conseguidos, que se
ubican entre 2 horas (Shem Tov, et al., 1997) a 2.53 + 0.28 horas en vacas lecheras
(Schneider et al., 2004), 3.65 + 0.93 horas en ovinos (Shidu et al., 2010 b), 4.6 + 0.6
horas en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), de 4.74 + 0.8 horas (Carretero et al.,
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2002) a 7.55 + 1.99 horas en equinos (Bousquet-Melou et al, 2002), de 5.74 + 1.20
horas en hembras caprinas (Dova et al., 2007), de 13.0 + 3.3 horas en caninos
(Schneider et al., 1996) y de 17.3 + 5.38 horas reportadas en cerdos tras la aplicacion
intramuscular (Ding et al., 2010). En ovinos, el TMR informado fue de 2.82 + 0.45
horas (Shem Tov, et al., 1997) y en caprinos de 4.23 + 0.24 horas (Sidhu et al., 2010 a).

Marbofloxacina experimenté amplia distribucion tisular, segin se desprende de
los valores reportados de Vd en las especies domésticas: en terneros de 1.1 + 0.14 L/kg
(Ismail & El-Kattan, 2007), en equinos de 1.17 + 0.18 L/kg (Carretero et al., 2002) y en
caninos de 2.24 + 0.31 L/kg (Schneider et al., 1996).

En bovinos se informaron valores de Vd que varian entre 1.03 + 0.11 (Schneider
et al., 2004) y 1.5 L/kg (Shem Tov, et al., 1997), en porcinos de 1.3 + 0.14 L/kg (Ding
et al., 2010), mientras en ovinos fluctué entre 0.6 L/’kg (Shem Tov, et al., 1997) a 2.77
L/kg (Sidhu et al., 2010 b) y en caprinos oscilé entre 1.3 L/kg (Waxman et al., 2001) y
1.92 £ 0.25 L/kg (Sidhu et al., 2010 a).

La unién de marbofloxacina a proteinas plasmaticas en vacas se ubicé entre el 25
al 40 %, en vacas, fue del 15 al 30 % en caninos (Bregante et al., 2000) y del 18.4 % en
porcinos (Petracca et al., 1993).

En caninos, se inform6 un CI total de 1.9 £ 0.55 ml/min.kg (Schneider et al.,
1996), mientras en terneros fue 3.0 £ 0.36 mil/min.kg (Ismail & El-Kattan, 2007), en
ovinos de 8§ ml/min.kg (Sidhu et al., 2010 b), en cerdos se registr6é 2 + 0.33 ml/min.kg
(Ding et al., 2010) y en equinos de 3.16 £ 0.66 ml/min.kg (Carretero et al., 2002) hasta
4.16 £+ 0.83 ml/min.kg (Bousquet-Melou et al, 2002).

Marbofloxacina, se excreta en su mayoria sin metabolizar, aproximadamente dos
tercios por via renal y un tercio por via biliar (Lecoeur Bitchatchi & Kolf Clauw, 1998).
La biotransformacién genera dos metabolitos, denominados N-6xido marbofloxacina y
desmetil marbofloxacina, en cantidades limitadas (Albarellos et al., 2005; Martinez et
al., 2006; Conkova et al., 2009).

En vacas, marbofloxacina se excreta un 45 % por via biliar y un 54 % en orina,
mientras que, en los terneros pre rumiantes, la eliminacién por dichas vias se produce
enun 10 % y un 75 %, respectivamente (Thomas et al., 1994).

Los valores de aclaramiento plasmatico, semivida de eliminacién y tiempo medio
de residencia son muy variables, tanto en funciéon de la especie como de la via de

administracion y de la dosis administrada.
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La eliminacién de este antimicrobiano se realiza principalmente por orina
(Martinez et al., 2006; Conkova et al., 2009). Segun Schneider et al., (1996), en caninos
el 35 % del fairmaco se eliminé por orina sin modificacion.

En vacas, ovejas y cerdas ha sido estudiado el paso de la marbofloxacina desde el
plasma a la leche, especies que se demostré acumulacién del farmaco en la glandula
mamaria, con cocientes ABCieche/ ABCplasma que se encuentran entre 1.3 y 2.6 (Petracca
et al., 1993; Shem-Tov et al., 1997).

Esta acumulacion en leche seria consecuencia de las propiedades fisico-quimicas
del compuesto como son su alta liposolubilidad y el punto isoeléctrico, que determinan,
junto con el pH de la leche, el grado de disociacion de la molécula.

Segun Shem Tov et al., (1997), marbofloxacina difunde pronto en leche y de
modo extenso; los niveles lacteos exceden a los plasmaticos a las 2 horas post
administracion.

Aplicando posologias entre 2 a 4 mg/kg de marbofloxacina por via endovenosa 6
intramuscular se consiguen niveles lacteos superiores a la CIM de la mayoria de
patégenos gram-negativos al menos hasta las 12 horas post aplicacidn, sin embargo el
antimicrobiano no se determina luego de las 24 horas post aplicaciéon por método
microbiolédgico, cuya sensibilidad se establecié en 0.05 pg/ml (Shem Tov, et al., 1997).

Luego de la administracion de 2 mg/kg por via intramuscular, el Cmax lacteo en
bovinos alcanzé a 0.4 = 0.1 pg/ml (Shem Tov et al., 1997) a 1.02 £ 0.25 pg/ml,
generado a las 2.5 + 0.9 horas (Schneider et al., 2004). Estos autores sostienen que en
vacas lecheras el perfil de las concentraciones en leche es similar al plasmatico.

En bovinos el t/2f lacteo oscild entre las 2.06 + 0.65 horas (Shem Tov et al.,
1997) y las 3.11 + 0.42 horas (Schneider et al., 2004), mientras se comunicaron
cocientes ABCpjasma/ ABCieche €ntre 0.72 £+ 0.13 (Shem Tov et al., 1997) y 1.19 horas
(Schneider et al., 2004).

En ovinos, la aplicacion intramuscular de 2.5 mg/kg provocod un Cmax lacteo de
2.1 0.2 pg/ml y un t'2f de 6.33 £ 0.76 horas que revelé moderada permanencia en
este fluido y determiné una relacion ABCiecne/ ABCpiasma de 2.64 + 0.38 (Shem-Tov et
al., 1997).
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Efectos adversos de la marbofloxacina

Con la excepcion de las posibles anormalidades en cartilagos cuando se
administra en animales jovenes, el perfil de efectos adversos de marbofloxacina se
limita, la mayoria de las veces, a la disfuncidn gastrointestinal que comprende vomitos,
nduseas, deposiciones blandas, hipersalivacion, etc. (Fernandez Palacios O’Connor,
2013).

En muy raras ocasiones se ha producido midriasis, temblores musculares y
reacciones en el punto de inyeccion. Aunque es poco probable, la base de datos de la
Food and Drugs Administration (FDA), acerca de reacciones adversas ha recibido
informes de ceguera relacionada con la administracion de marbofloxacina, aunque no
se comprobd el efecto causal (Plumb, 2010).

Este agente carece de potencial epileptogénico en posologias normales. Solo
luego de la administracion de dosis elevadas se comprob6 reduccion de la actividad,
temblores, convulsiones y uropatia obstructiva (Rubio Langre, 2011). Sin embargo,
marbofloxacina puede causar estimulacion del sistema nervioso central y debe aplicarse
con precaucion en animales con procesos convulsivos (Fernandez Palacios O’Connor,
2013).

La aplicacién de posologias muy elevadas, entre 50 y 600 mg/kg durante seis
semanas provoco disminucion testicular, oligospermia y atrofia tubular testicular. En
caninos, se comprobaron artropatias tras la administracién de 40 mg/kg durante 13
semanas. No se comprobé teratogenicidad, recién se manifestd con 700 mg/kg aparecio

toxicidad tanto para el feto como para la gestante (Rubio Langre, 2011).

Usos clinicos de marbofloxacina

El Médico Veterinario dispone de herramientas antibacerianas eficaces como las
fluoroquinolonas para controlar las infecciones mas frecuente en las explotaciones
ganaderas. Concretamente, marbofloxacina es un antimicrobiano de uso exclusivo
veterinario (Schneider et al., 1996), efectivo frente a gérmenes gram-negativos, algunos
gram-positivos y micoplasmas (Spreng et al., 1995).

En diferentes paises, marbofloxacina fue aprobada para su aplicacion en bovinos,
porcinos, caninos y felinos, recomendada para el tratamiento de procesos respiratorios,

mastitis producidas por E. coli, diarreas neonatales en bovinos, sindrome mastitis-
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metritis-agalaxia e infecciones respiratorias en los porcinos (Thomas et al., 2001;
Grandemange et al., 2002; Valle et al., 2004; Firouzi et al., 2010).

En animales de compaiiia se recomienda en pacientes que padecen infecciones
urinarias, respiratorias y de tejidos blandos, heridas infectadas, y para prevenir
infecciones quirirgicas (Cotard et al., 1995; Gruet et al., 1997; Rougier et al., 2005).

En los ultimos afios se comprobd su efectividad en el tratamiento de la
leishmaniosis visceral canina (Rougier et al., 2008) y en los caprinos, frente a
pleuroneumonia contagiosa (Balikei et al., 2008; Nicholas & Churchward, 2012).

No obstante la ausencia de estudios farmacocinéticos obliga al clinico a
establecer pautas terapéuticas fuera de prospecto -uso extra label-, mediante
extrapolacion a partir de otras especies domésticas. La infradosificacion aumenta la
probabilidad de manifestacion de resistencias bacterianas, con riesgo de transmision
horizontal y zooantroponosis (Fernandez Palacios O’Connor, 2013).

Por su parte la sobredosificacion puede provocar incremento de la toxicidad
(convulsiones, alteraciones articulares, o pérdida de eficacia por el efecto “eagle”). Si
se considera que las fluoroquinolonas presentan un efecto bactericida concentracion-
dependiente, es posible predecir la eficacia potencial de una terapia con marbofloxacina
mediante el estudio de los indicadores de eficacia antibacteriana (Fernandez Palacios
O’Connor, 2013).

Por otra parte la ausencia de datos cinéticos no permite establecer los tiempos de
aclaramiento farmacolégico, ni establecer el periodo de supresion previo al sacrificio,
lo que aumenta el riesgo de la presencia de residuos en los productos de consumo
humano.

La terapia antimicrobiana requiere del uso racional de los farmacos para
minimizar los posibles errores en la eleccion del medicamento o en su dosificacion ya
que estos pueden ser la causa de un fracaso terapéutico, de la manifestacion de efectos
secundarios (toxicos, residuos en alimentos y medioambiente) o de emergencia de
resistencias bacterianas.

El empleo racional requiere un amplio conocimiento de las caracteristicas
farmacolégicas de cada compuesto y del comportamiento cinético de los
antimicrobianos en las distintas especie animales, ya que se demostraron diferencias
entre diversos farmacos, y concretamente las fluoroquinolonas, en los procesos de
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion, en las diferentes especies e incluso

dentro de la misma especie con diferentes edades 6 estados fisio-patoldgicos.
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RESIDUOS

Problematica de los residuos farmacologicos.

Los medicamentos veterinarios se aplican para garantizar la salud y el bienestar
de los animales. En este contexto, estos farmacos constituyen una solucién desde el
punto de vista clinico, pero también significan un problema debido que todo producto
administrado a un animal es susceptible de originar residuos en sus tejidos que luego se
transformaran en alimentos (Motarjemi & Lelieveld, 2014).

Un residuo farmacoldgico es toda sustancia activa, ya sean principios activos,
excipientes o productos de degradacidon y sus metabolitos que se acumulen en células,
tejidos, 6rganos ¢ productos alimenticios obtenidos a partir de animales a los que se les
ha administrado un medicamento veterinario determinado (Girardi & Odore, 2008;
Riviere & Sundlof, 2009).

Cada vez es mas intensa la presion por parte del sector industrial y de los
consumidores por consumir productos con méaximas garantias de salubridad (Riviere &
Sundlof, 2009), por cuanto pueden afectar negativamente la salud humana al causar
afecciones alérgicas, gastrointestinales, intoxicaciones y promover el desarrollo de
resistencias a los agentes microbianos (Tollefson & Karp, 2004; Demoly & Romano,
2005; Modi et al., 2013).

El propésito de producir alimentos de origen animal “libre de residuos” es un
ideal y en términos absolutos es practicamente imposible. El cero analitico carece de
rigor cientifico y valor practico casi nulo, pues depende del desarrollo de los métodos
de deteccion: aquellos extremadamente sensibles podrian detectar cantidades
despreciables de residuos, sin impacto negativo para la salud publica (Macri &
Mantovani, 1995).

Los residuos de antimicrobianos condicionan problemas a nivel de la industria
lactea tales como retraso en la acidificacion de productos sometidos a fermentacion,
demora en la retencién de agua, desarrollo de microorganismos indeseados, productos
lacteos elaborados que presentan un cuerpo débil, textura blanda o arenosa y sabor
alterado. También se producen interferencias en la formaciéon del aroma en la
mantequilla (Suhren, 1998; Raynal-Ljutovacet al., 2005; Modi et al., 2013; Motarjemi
& Lelieveld, 2014).
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Con el objetivo de ofrecer seguridad al consumidor de alimentos y limitar los
eventuales riesgos que implican la permanencia de residuos en tejidos ¢ productos
comestibles, todo farmaco debe ser sometido a analisis farmacocinético con el objetivo
de determinar parametros de eliminacion y establecer limites de resguardo o retirada
(Pr) (Lee & Ryu, 2000; Riviere & Sundlof, 2009) 6 en su defecto el Pr se estima al
multiplicar diez veces el valor del pardmetro vida media biologica de eliminacion 6 t2f3
(Riviere & Sundlof, 2009; Fajt 2011).

El Pr serd establecido en funcién de la especie animal y del tejido 6 fluido
destinado a consumo humano (Arboix & Martin-Jiménez, 2002; Riviere & Sundlof,
2009). Corresponde al periodo de tiempo que transcurre desde la ultima aplicacion
hasta que los residuos del principio activo alcancen los niveles maximos permitidos 6
Limite Maximo de Residuos (LMRs) que significa la concentracion maxima de
farmaco tolerado en un producto alimenticio (Modi et al., 2013).

La determinacion de los LMRs debe contemplar las caracteristicas
farmacologicas, toxicoldgicas e inmunoldgicas de los compuestos quimicos y los
estudios farmacocinéticos en las especies “blanco”, que permitan identificar los
metabolitos y los tiempos de disminucion de los niveles en los tejidos y productos. Por
lo tanto sera posible determinar los tiempos de espera pos-tratamiento para tener
niveles aceptables de residuos (Macri & Mantovani, 1995).

Asimismo, los LMRs deben ser estimados considerando la ingesta diaria
admisible (IDA) y un calculo conservador del consumo promedio de cada rubro
relevante de alimento. Se define IDA a la ingesta diaria admisible que no produce
efectos apreciables en la salud del consumidor por un tiempo prolongado, idealmente la
mayor parte de su vida. El IDA es expresado como pg/kg/peso corporal/dia 6 mg/dia en
un individuo de 60 kg de peso (Macri & Mantovani, 1995; Paige & Tollefson, 2003).

Respecto a las fluoroquinolonas, si bien se han reportados casos de trastornos
hepaticos, renales y alérgicos producidas por fluoroquinolonas, estos farmacos son
considerados inhibidores seguros. De igual modo los mayores recaudos recaen sobre
nifios y mujeres embarazadas.

En humanos se reportaron tras la aplicacion de fluoroquinolonas, patologias
vinculadas a tendinitis € incluso a rupturas tendinosas (Kato, 2008), aumentando su
incidencia si existe administraciéon conjunta con corticoides, agresion posible aun

después de varios meses de finalizado el tratamiento (Gonzalez & Nieto, 2007).
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El incremento de la resistencia a las fluoroquinolonas, es planteado como
problema importante relacionado al uso excesivo en animales domésticos y a la
administracidn de dosis inadecuadas, pues denota un riesgo en salud publica por cuanto
involucra a bacterias zoondticas como Salmonella spp., Campylobacter spp y VTEC -
verotoxin-producing E. coli-, aunque la incidencia varia segun la especie animal que las
origina, el agente considerado y la nacién del mundo (Paige & Tollefson, 2003; Girardi
& Odore, 2008; Dominguez Rodriguez et al., 2010).

Este inconveniente ha estimulado controversias respecto a su aplicacién en los
animales de produccién cuyos productos y subproductos ingresan en la cadena
alimentaria humana, tras la manifestacion de cepas Campylobacter jejuni resistentes y
la menor susceptibilidad de Salmornella thiphymurium a la ciprofloxacina,
inmediatamente después de aprobarse la enrofloxacina para uso en animales en el
Reino Unido (Paige & Tollefson, 2003; Girardi & Odore, 2008; Dominguez Rodriguez
et al., 2010; Boerlin & White, 2013).

En la actualidad la Administracion Federal de Drogas (FDA) de USA no autoriza
el uso de nuevas fluoroquinolonas en animales destinados a produccién debido al
incremento de cepas hospitalarias resistentes, aspecto relacionado con la aplicacién oral
y la presuncion de inefectividad de fluoroquinolonas para tratar infecciones en
humanos, particularmente las causadas por los géneros Campylobacter spp y
Salmonella spp (Paige & Tollefson, 2003; Jensen et al., 2008; Boerlin & White, 2013).

El problema de residuos de fluoroquinolonas es significativo debido a la
posibilidad de resistencia cruzada con otros integrantes del grupo, inclusive entre las
utilizadas en animales y las disponibles para uso humano (Orden & de la Fuente, 2001;
Boerlin & White, 2013) y por la elevada estabilidad térmica que exhiben estas
sustancias, propiedad que las protege de temperaturas extremas como las que se logran
durante la coccidn de los alimentos (Roca et al., 2010). De todos modos, el problema de
la resistencia a fluoroquinolonas en los caprinos, por el momento, no resulta
significativo, por cuanto la incidencia es minima, posiblemente consecuencia de las

restricciones impuestas a este grupo de farmacos (Scott & Menzies, 2011).

Limites maximos de residuo y periodo de supresion

El summary report del comité para productos veterinarios de la Agencia

Europea de Medicamentos establece en el documento EMEA/MRL/693/99-FINAL
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(EMEA, 2000), que marbofloxacina se incluya en el Anexo I del Reglamento (CEE) del
Consejo n° 2377/90 (luego derogado y sustituido por el Reglamento (EC) del
Parlamento Europeo y del Consejo n°® 470/2009).

En el mencionado documento, considerando la Ingesta Diaria Admisible (ADI),
se establecen LMRs para marbofloxacina en productos carnicos (musculo, higado y
rifion) procedentes de vacunos y de porcinos, haciendo la salvedad de la tasa permitida
en grasa de vacuno que se aplica con igual magnitud al conjunto de grasa y piel en
porcinos. En el vacuno se incluyen los valores de LMR para leche de 75 pg/ml, valor
adoptado por la Unién Europea (Gonzalez & Nieto, 2007).

La consecuencia practica de estos limites es el establecimiento de los periodos de
supresién o tiempos de espera (Pr) para los productos comerciales que incluyan a la
marbofloxacina.

En el bovino, el periodo de supresion de marbofloxacina para el consumo de
carne es de 3 dias tras la administracion intramuscular y de 6 dias tras la administracion
subcutanea, mientras que en cerdos el periodo de supresion es de 4 dias para la carne.
Finalmente, para la leche el periodo de supresion es de 72 horas luego de la
administracion intramuscular y de 36 horas tras la aplicacion por via subcutanea. Para
completar estos datos, Shem-Tov et al. (1997), afirmaron la ausencia de
marbofloxacina en leche transcurridas 24 horas de la administracién intravenosa o
intramuscular del farmaco a dosis de 2, 2.5 y 4 mg/kg.

Los preparados comerciales disponibles que contienen marbofloxacina
recomiendan un periodo de resguardo de 5 ordefios 6 3 dias, segtin refiere el prospecto
de Marbocyl 10%, solucién inyectable, Laboratorio Vetoquinol, Espafia; hasta 72
horas acorde las indicaciones de Ubiflox Cattle, 100 mg/ml, Irlanda y de Marbiflox 100
mg/ml, Dechra Veterinary Products Limited, UK.

Si bien, cada pais tiene su reglamentacion pertinente sobre cada farmaco (Reeves,
2010), es necesario que los organismos de gobiernos implementen técnicas analiticas de
control para la determinacién de residuos, como asi también el compromiso de los
profesionales a la hora de implementar un medicamento, producto de que muchas veces
la resistencia se debe a fallos terapéuticos y los residuos a la falta de espera a la hora de
sacrificar u ordefiar a los animales.

Las consecuencias de la presencia de inhibidores incide negativamente en la
calidad de la leche caprina (Suhren, 1998; Silanikove et al., 2010; Garcia et al., 2014),

plantea riesgos para la salud publica (Demoly & Romano, 2005), interfiere en los
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procesos industriales de fermentacion de la leche al perjudicar el desarrollo de bacterias
lacticas (Suhren, 1998; Raynal-Ljutovacet al., 2005) y afecta la imagen de este
producto, alimento que goza de confianza en los consumidores (Motarjemi & Lelieveld,
2014).

Desde el aspecto econémico, la exportacién de leche puede ser perjudicada ya
que esta sometida a controles de LMR quimicos, diferentes para cada farmaco, y con
niveles de exigencia diferentes para cada pais importador. Para superar las barreras
comerciales internacionales asociadas con residuos de antibidticos en leche, deberian
estandarizarse los métodos de evaluacion para determinar LMR y establecer programas
de vigilancia activa del monitoreo de residuos.

El Centro de Medicina Veterinaria (CMV) de la Food and Drug Administration
(FDA, USA) desarrollé un programa de residuos en tejidos, cuya meta principal es
reducir la exposicion del consumidor a residuos de drogas en tejidos comestibles.

Este programa centraliza en la prevencion y el refuerzo de las regulaciones para
restringir la prevalencia de residuos ilegales en productos y subproductos que llegan al
consumidor (Guest & Paige, 1991). En el afio 2000 el Centro para medicina veterinaria
de FDA propuso el retiro de aprobacion con respecto al uso de enrofloxacina.

La cantidad de farmaco secretado a la leche se incrementa con su mayor
liposolubilidad y menor su peso molecular, su afinidad por proteinas plasmadticas y su
grado de ionizacién: la proporcién de farmaco ionizado / no ionizado es una funcion de
la interaccion entre su pKa y el pH del medio donde se encuentre (Baggot & Giguére,
2013).

La transferencia de inhibidores de la sangre a la leche es facilitada por
transportadores de membranas de alta capacidad de eflujo (Ito & Lee, 2003). Estos
transportadores, denominados ABC 6 ATP-binding cassette resguardan al organismo
ante situaciones de toxicidad por xenobidticos y metabolitos enddgenos (Sarkadi et al.,
2006; Schrickx & Fink-Gremmels, 2008; Robey et al., 2009).

Los ABCG2/BCRP también atafien a esta familia de transportadores, que
desempefian un rol clave en la proteccion de tejidos frente a xenobidticos pues es un
mecanismo relevante implicado en la aparicién de residuos de farmacos y xenotoxinas
en la leche (Kaminski et al, 2006; Schrickx & Fink-Gremmels, 2008; Sharom, 2008;
Vlaming et al., 2009).

Se demostré6 con enrofloxacina en ovejas (Pulido et al.,, 2006), con

marbofloxacina en cerdas (Petracca & Wanner, 1993) y con norfloxacina en ovejas
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(Soback et al., 1994) que durante la lactancia se incrementa la eliminacién de
fluoroquinolonas desde la sangre a la leche.

El BCRP 6 Breast Cancer Resistant Protein, incrementa su expresién en los
periodos de lactancia en bovinos, ovinos y humanos y promueve la eliminacion de
farmacos y xenobiéticos (Merino et al. 2005 a, b; Merino et al. 2006; Pulido et al. 2006;
Kusuhara & Sugiyama 2007).

Cabe destacar la expresion del transportador ABCG2 en la glandula mamaria
lactante de distintas especies como ratones, ovejas, vacas y humanos, y su rol en la
excrecion de farmacos a leche (Jonker et al.,, 2005; Pulido et al., 2006; Gonzalez
Lobato, 2012).

Estudios inmunohistoquimicos y por western-blot realizados en diferentes estados
de desarrollo de la mama, revelaron que ABCG2 no se expresa en ratones hembra de 8
6 14 semanas de edad, pero durante la gestacion y, especialmente en la lactacion,
aumenta su expresion considerablemente, aunque disminuye pronto durante la
involucién de la glandula.

En contraposiciéon con el papel protector propuesto en la placenta, varios
estudios demostraron que ABCG2 en la glandula mamaria actiia concentrando
compuestos en la leche materna, con diferencias interespecificas importantes en la
expresion de estos transportadores (Li et al., 2008; Gonzalez Lobato, 2012).

El rol de ABCG2 en la secrecion de fluoroquinolonas en la leche fue confirmado
en ratones ABGG2-/-. La concentracion en leche y el cociente leche/plasma para la
ciprofloxacina fue dos veces mayor en ratones wild-type versus ratones ABCG2-/- tras
la inyeccién intravenosa (Merino et al., 2006).

En el caso de marbofloxacina se han detectado mayores niveles en leche que en
plasma (Shem-Tov et al.,, 1997), lo que podria indicar que marbofloxacina es
transferida a la leche mediante ABCG2 (Gonzalez Lobato, 2012).

En el caso de marbofloxacina, existe poca informacion referente a los tiempos de
espera que es necesario contemplar para que los productos o subproductos de animales

no contengan residuos de estas sustancias.

Estudios de residuos:

El limite de tolerancia percentil 99 con 95% de confianza es un procedimiento

que establece el tiempo de retirada para que podamos estar seguros de con 95% de
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confianza de que al menos 99% de los animales ajustan sus niveles residuales a niveles
tolerables en el tiempo especificado (Weber, 1992).

Actualmente, para uniformar los calculos para firmacos que se quieran
comercializar en Europa, la Agencia Europea de Medicamentos, a través de su pagina
web (European Medicines Agency, http://www.ema.europa.eu/ema/), facilita el uso del
software que permite calcular los tiempos de retiro en leche (Weber, 1992; Reeves,

2010).

Métodos analiticos para la determinacion de fluoroquinolonas

La seguridad alimentaria es un criterio basico que debe regir la produccion de
alimentos en todos los eslabones de la cadena, por lo tanto es indispensable no sélo
instruir a los productores de leche caprina en cuanto al empleo racional de
antimicrobianos € implementar estrategias para el control de residuos de inhibidores.

Las herramientas disponibles para la deteccion de inhibidores fueron desarrolladas
para la leche de origen bovino y estan orientadas esencialmente hacia los grupos
betalactamicos y tetraciclinas (Zvirdauskiene & Salomskiene, 2007).

Consisten en ensayos fisico-quimicos que incluyen electroforesis, etc, que
permiten la deteccion cuali-cuantitativa en contraste con los métodos microbiologicos
como el Char Farm Test, Delvotest P y Delvotest SP, que valoran cambios en el
crecimiento 6 el metabolismo de microorganismos sensibles utilizados como
indicadores, y las pruebas de receptor, aglutinacion de latex 6 Spot Test e
inmunoensayo enzimatico (Suhren & Hammer, 1998; Escobar, 1999; Zvirdauskiene &
Salomskiene, 2007).

Estos ensayos son utilizados por su simpleza y rapidez, proveen resultados s6lo
cualitativos y en leche caprina generan resultados falsos positivos, influenciados por la
cantidad de células somaticas, productos de la inflamacién y el elevado contenido de
materia grasa (Zeng et al., 1996; Contreras et al., 1997; Schenck & Callery, 1998), de
modo que la extrapolacién de las técnicas de deteccion cualitativas disponibles para
leche de bovinos no estan validadas para leche de caprinos (Hinckley et al., 1994; Zeng
et al, 1996; Contreras et al, 1997).

La situacién expuesta revela la necesidad de desarrollar métodos de deteccidon

especificos para esta especie (Hinckley et al., 1994; Silanikove et al., 2010), en
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particular para las fluoroquinolonas mas recientes, cuyo empleo no es admitido en las
hembras lecheras en produccién debido a la eventuales efectos nocivos hacia los
consumidores de leche (Brown, 1996; Papich & Riviere, 2009) y que tras la
administracién parenteral, ciertas propiedades fisico quimicas de éstas sustancias
sugieren extensa disposicion tisular y vaticinan concentraciones elevadas en la glandula
mamaria, que habitualmente exceden a las plasmaticas (Brown, 1996; Escudero et al.,
2007; Papich & Riviere, 2009).

En las matrices bioldgicas se emplea corrientemente la cromatografia liquida 6
High Performance Liquid Chromatography (HPLC), asociada a deteccion ultravioleta 6
de fluorescencia y eventualmente, espectrometria de masas (Aerts et al., 1995;
Herndndez-Arteseros et al., 2002; Cinquina et al., 2003; Idowu & Peggins, 2004; Reig
& Toldra, 2009).

Esta técnica presenta sensibilidad analitica y ofrece la ventaja de que pueden
determinarse separadamente las concentraciones del compuesto original inalterado y sus
metabolitos (Carlucchi, 1998), superando otros métodos, considerados poco especificos,
como el microbiolégico (Carlucchi, 1998; Marzo & Dal Bo, 1998).

Cada fluoroquinolona tiene propiedades fisico-quimicas especificas, que definen
exactamente el procedimiento de analisis necesario para su deteccidn y permiten que la
sustancia sea separada y aislada de otros compuestos mediante etapas en su extraccion y
analisis (Andreu et al., 2007; Schneider, 2009).

Existe variada informaciéon respecto a la determinacién de diferentes
fluoroquinolonas mediante HPLC en leche bovina (Yang et al., 2005; Rodriguez Diaz et
al., 2006; Hassouan et al., 2007; Tang et al., 2009) y caprina (Cinquina et al, 2003;
Escudero et al., 2007).

Estos ensayos si bien son especificos y sensibles, aplican metodologias provistas
de cierta complejidad y en algunos casos requieren extraccion por fase sélida 6
posibilitan la deteccién mediante derivatizaciéon 6 con arreglo de diodos (Schneider,
2009).

El mayor inconveniente que afecta el analisis de estas moléculas es la naturaleza
de la matriz en la que se encuentran, por si mismas son complejas por cuanto contienen
proteinas, grasas, enzimas y otras macromoléculas, que interfieren con la sustancia a
determinar y obstaculizan la extraccion del analito (Aerts et al., 1995; Reig & Toldra,
2009; Schneider, 2009).
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El proceso tendiente a remover macromoléculas u otras sustancias incorporadas
en la matriz 6 clean up, contempla alternativas como homogeneizacién, digestiéon
enzimatica, purificacién y/o enriquecimiento, filtracién, centrifugacién y derivatizacion
(Aerts et al., 1995).

Cada etapa necesaria para lograr la separacion del farmaco reduce la recuperacion
de la molécula respecto la concentracion inicial esperable en la muestra, € implica que
el procedimiento adoptado sea cada vez mas especifico para la molécula en si (Aerts et
al., 1995).

Un método de andlisis que comprenda varias etapas de extraccidn, en general,
exhibe baja recuperacion y por tanto demanda una deteccién mucho maés sensible. En
cambio, cuando se reducen las etapas para extraer la molécula del tejido, la técnica de
deteccion no necesita ser tan sensible, pero debe ser mucho mas especifica y selectiva
(Aerts et al., 1995).

La extraccién constituye el mayor desafio con las fluoroquinolonas, que su
naturaleza anfétera, resultado del grupo piperazinil y el acido carboxilico (Marzo & Dal
Bo, 1998), generan posibles residuos quimicos que interactiian 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).

También de forma general, cuando el firmaco presenta alguna propiedad
especifica, como por ejemplo fluorescencia o una longitud de onda de absorcion
caracteristica, se facilita su deteccion.

Consecuencia de la naturaleza polar de estas sustancias, algunos procedimientos
utilizados para la extracciéon son complejos (Andreu et al., 2007), otros demandan
numerosos solventes organicos, los habituales son diclorometano (Bailac, et al., 2004;
Idowu & Peggins, 2004), acetonitrilo (Posyniak et al., 2001; Bailac et al., 2004; Idowu
& Peggins, 2004), metanol (Bottcher et al., 2001) ¢ acido tricloroacético (Posyniak et
al.,, 2001; Cinquina, et al., 2003; Verdon et al., 2005), seguido de extraccion liquida 6 en
fase solida y por la desnaturalizacién con 4cido perclérico (Marzo & Dal Bo, 1998;
Bailac et al., 2004).

Debido que las fluoroquinolonas fluorecen por la incorporaciéon del grupo
piperacinil, suele emplearse el para su determinacién (Carlucchi, 1998; Marzo & Dal
Bo, 1998). La fluorescencia depende del pH del medio; los mejores resultados se logran

entre rangos de pH de 2.5 a 4.5 (Ramos et al., 2003; Carlucchi, 1998).
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La dificultad del analisis puede afectar la estabilidad del analito en estudio 6
impedir que la molécula 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 deteccién del analito (Aerts et al., 1995).

Habitualmente, la separacion de compuestos es apropiada con HPLC empleando
columna de silica C18 6 C8 y fase modvil que incorpore acetonitrilo ¢ metanol
(Carlucchi, 1998; Bailac et al., 2004; Verdén et al., 2005).

La incorporacién de acetonitrilo en la fase mévil mejora la selectividad mientras
que trietilamina y el pH 4acido modulan la retencién y evitan interferencias de la fase
movil en el cromatograma (Maraschiello et al., 2001).

El método de andlisis utilizado, ademas de sensible -el factor mas critico, sobre
todo cuando se emplea para deteccion de residuos- debe ser especifico y preciso
(Barnes, 1992; Aerts et al., 1995; Chang, 2000).

La precision se expresa en la desviacion estandar relativa (CV, coeficiente de
variacion), valorada entre ensayos realizados el mismo dia 6 en dias diferentes (Barnes,
1992; Chang, 2000).

Suhren & Hammer (1998), en ensayos de validacion en realizados en leche
bovina, determinaron limites de deteccién y de cuantificacién de 0.001 pg/gr y de

0.0025 pg/gr, respectivamente, mientras la recuperabilidad alcanzo el 108 %.
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HIPOTESIS

Marbofloxacina presenta en caprinos una cinética de distribucién similar al de
otras especies animales, alcanzando niveles sanguineos y tisulares compatibles con el
tratamiento de patologias bacterianas de distinta localizacion orgénica. Asi mismo, los
tiempos moderados de resguardo para la leche caprina, permiten indicar este

antibidtico en cabras lactantes, sin los inconvenientes de drogas de larga permanencia.

OBJETIVOS

Objetivo General:

- Describir la disposicién y establecer el periodo de resguardo de marbofloxacina en

plasma y leche de cabras.

Objetivos especificos:

- Obtener parametros descriptivos de la dis