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RESUMEN

DISPOSICION SANGUINEA Y URINARIA DE MARBOFLOXACINA EN CANINOS

Marbofloxacina es una sustancia moderadamente liposoluble de uso exclusivo
en Medicina Veterinaria perteneciente a las fluoroquinolonas de segunda generacion.
Esta provista de excelente actividad bactericida concentracién dependiente sobre
microorganismos Gram positivos, negativos y micoplasmas relevantes en Medicina
Veterinaria debido a la interaccién con la enzima ADN girasa. Los antecedentes
disponibles en animales domésticos indican excelente perfil cinético por aplicacion
oral y parenteral. Considerando que las referencias cinéticas disponibles en caninos
son limitadas, este trabajo se realiz6 con los objetivos de describir el perfil
farmacocinético plasmatico y los niveles urinarios de marbofloxacina. Como sujetos
experimentales se utilizaron caninos mestizos (N= 6), clinicamente sanos, de 4.5 +
2.4 afos de edad, de 26.4 + 6.3 kg de peso corporal que recibieron una dosis Unica
intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxacina comercial (Marbocyl 2%, Vetoquinol,
Esparia). En distintos tiempos hasta las 24 horas siguientes post aplicaciéon se tomaron
muestras de sangre que fueron centrifugadas de inmediato y sélo en los animales
machos (N= 4) se obtuvieron muestras de orina a las 4, 8, 12 y 24 horas siguientes a
la aplicacion. ElI ensayo preparativo consistid en la extraccién liquido-liquido del
analito, utilizando 200 L. de muestra (plasma u orina, segun corresponda), 200 plL de
agua, 800 pL de metanol y enrofloxacina como estandar interno. El conjunto se
sometié a agitacidn por vortex durante 30" y luego de un reposo de 30’ a temperatura
ambiente fue centrifugado a 13500 rpm a 4°C durante 25. La separacion y
cuantificacion se realizd a temperatura ambiente por HPLC mediante elusiéon
isocratica en fase reversa utilizando columna C-18 y lectura por detector de
fluorescencia establecido a 295 nm de excitacion y 490 nm de emision, fase movil
compuesta por agua, acetonitrilo y trietitamina (79:19:1 v/v/v) ajustada a pH 3. En cada
animal, los datos de concentraciones plasmaticas versus tiempo se analizaron por el
software no compartimental PK Solution 2.0 con el prop6sito de calcular parametros
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cinéticos robustos. Los resultados del estudio cinético son similares a los informados
con este antimicrobiano en otras especies domésticas e indican que en caninos
mestizos adultos experimenta pronta absorcidn, rapida y amplia distribucién segin
indican los txabs y twa de 0.3 £ 0.1 y 1.6 £ 0.9 h, respectivamente. Marbofloxacina
exhibe un Cmax de 1.1 + 0.18 ug/mi logrado a las 1.1 £ 0.4 h. Los amplios valores de
txB y TMR y el reducido Cl conseguidos de 14.1 + 2.8 h; 195 +43 hy 1.7 £ 0.2
mi/min/kg, respectivamente, reflejan extensa permanencia superando los
antecedentes provistos por otras fluoroquinolonas en caninos y lenta depuracion. El
Vd obtenido de 2.1 + 0.4 L/kg sugiere amplia distribucién a tejidos. La aplicacioén
intramuscular de 2 mg/kg determina niveles plasmaticos inmediatos que perduran
hasta las 24 h y excepto Pseudomonas spp, exceden la CMI de patégenos relevantes.
El cociente predictor de eficacia recomendado para fluoroquinolonas ABC/CMI
obtenido indica que 2 mg/kg por via intramuscular es suficiente para garantizar eficacia
terapéutica frente a microorganismos con una CMI < 0.15 ug/ml. Los niveles urinarios
son mas significativos que los plasmaticos, no obstante se requieren nuevos estudios
que avalen el empleo de este antimicrobiano con la dosis y via de aplicacién utilizada

en esta experiencia.
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SUMMARY

BLOOD AND URINE DISPOSITION OF MARBOFLOXACIN IN CANINE

Marbofloxacin is a moderately soluble substance for exclusive use in veterinary
medicine belonging to the second generation fluoroquinolones. Provided with
concentration dependent bactericidal activity on Gram positive, negative and
mycoplasmas interacting with the enzyme DNA gyrase. Available data indicates
excellent kinetic profile for oral and parenteral application. Whereas kinetic references
in dogs are limited, the aim of this study was to describe the kinetic profile in plasma
and urinary levels of marbofloxacin. Crossbred dogs were used as experimental
subjects (N = 8), clinically healthy, 4.5 + 2.4 years of age, 26.4 + 6.3 kg of bodyweight,
given a single intramuscular 2 mg/kg dose of commercial Marbofloxacin (Marbocyl 2%
,Vetoquinol, Spain). Blood samples were obtained at various times after application
until 24 hours and centrifuged immediately after its extraction. Only in male animals (N
= 4) urine samples were collected at 4, 8, 12 and 24 hours. Preparative assay consisted
in a liquid-liquid extraction of the analyte using 200 uL of sample (plasma or urine, as
appropriate), 200 mL of water, 800 mL of methanol and enrofioxacin as internal
standard. The whole was agitated by vortex for 30 "and after standing for 30 ‘at room
temperature was centrifuged at 13500 rpm at 4 ° C for 25'. Separation and
quantification was performed at room temperature by HPLC using isocratic elution
using reverse phase C-18 column and fluorescence detector set to 295 nm excitation
and 490 nm emission, mobile phase composed of water, acetonitrile and triethylamine
(79:19:1 viviv) adjusted to pH 3. In each animal, the plasma concentration data versus
time were analyzed by non-compartmental PK Solution 2.0 software in order to
calculate kinetic robust parameters. The results of kinetic study are similar to those
reported with this antimicrobial in other domestic species and indicates in adult
crossbred dogs marbofloxacina absorption is fast, being fast and elevated its
distribution too, as indicated by txa 0.3 + 0.1 and txabs 1.6 £ 0.9 hours. Marbofloxacin

v
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Cmax was 1.1 £ 0.18 pg/ml achieved at 1.1 £ 0.4 hours. High levels of tx.s and TMR and
reduced Cl, 14.1 £ 2.8 hours; 19.5 £ 4.3 hours and 1.7 t 0.2 ml/min/ kg, respectively,
indicates prolonged stay, which exceed those of other quinolones in dogs and slower
clearance. 2.1 + 0.4 L/kg volume of distribution (Vd) suggests an extensive tissue
distribution. A single intramuscular dose of 2 mg/kg produced rapid plasma levels that
last up to 24 hours, exceeding the MIC of most relevant pathogens except for
Pseudomonas spp. The predictor of efficacy for fluoroquinolones AUC/MIC obtained,
indicates that 2 mg/kg intramuscularly is enough to ensure therapeutic efficacy against
microorganisms with MIC < 0.15 p/ml. Urinary levels are more significant than plasma,
however new studies supporting the use of this antimicrobial dose and route of
application are required.

Vi
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DISPOSICION SANGUINEA Y URINARIA DE MARBOFLOXACINA EN CANINOS

1. INTRODUCCION

1.1PRINCIPIOS DE LA TERAPEUTICA ANTIMICROBIANA

Un logro relevante en la historia de la humanidad fue el advenimiento de la
antibioticoterapia, introducida a mediados del siglo XX, tras el descubrimiento por
Ehrlich en 1909 de los compuestos arsenicales utilizados para combatir la sifilis, en
1935 de las sulfonamidas por Domagk y de las penicilinas por Alexander Fleming,
durante la Il Guerra Mundial (Maddison et al., 2008a; Pintilie, 2012; Giguére, 2013).

Los antimicrobianos constituyen la base fundamental del tratamiento de las
enfermedades infecciosas, uno de los problemas mas frecuentes y causantes de
elevada morbi-mortalidad en animales domésticos. Estas sustancias son naturales
como los antibiéticos o proceden de origen sintético como los antimicrobianos,
capaces de desplegar acciones bacteriostaticas cuando interfieren con el desarrollo
microbiano o bactericidas si provocan su destruccion.

La aplicacion de estos farmacos modificé favorablemente el escenario de lucha
contra las enfermedades infectocontagiosas. Se administran con el propésito de lograr
la curacién clinica-bacteriologica, al obtener niveles efectivos en el sitio de infeccion
durante el tiempo suficiente para controlar el crecimiento o eliminar el microorganismo
involucrado, sin afectar al huésped (Guardabassi & Kruse, 2008; Maddison et al.,
2008a; Boothe & Silverstein, 2009; Baggot & Giguere, 2013).

Los antimicrobianos son herramientas relevantes en la clinica de pequefios
animales. Sin embargo, no siempre se hace un empleo responsable de estos
recursos, fundamentado en sus propiedades farmacolégicas (Watson & Maddison,
2001; Mateus et al., 2014).

Segun Apley et al. (2010), los farmacos aprobados con este destino son
insuficientes y para salvar este inconveniente, se aplican antibacterianos utilizados en

humanos.

Disposicién sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 1
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La extrapolacion de informaciéon farmacolégica sin los estudios que avalen este
procedimiento implica riesgos, como la eventual toxicidad, resultados terapéuticos
insatisfactorios y ademas, el uso inadecuado puede promover la manifestacién de
resistencia debido a resultados inciertos por las diferencias anatémicas y funcionales,
particularmente referidas a los procesos metabdlicos y/o excrecion de farmacos, con
obvias implicancias farmacocinéticas (Watson & Maddison, 2001; Boothe &
Silverstein, 2009; Apley et al., 2010). La situacién expuesta evidencia la necesidad de
establecer pautas que orienten al uso responsable de estos recursos (Guardabassi
&Kruse, 2008; Jerzsele, 2012; Mateus et al., 2014).

Las infecciones urinarias son las patologias mas demandantes de
antibacterianos en la clinica de pequefios animales (Liu et al., 2013; Jessen et al.,
2015), generaimente asociadas a Escherichia coli (Olin & Bartges, 2015). Suelen
tratarse con diferentes antimicrobianos, inclusive fluoroquinolonas (Liu et al., 2012;
Olin & Bartges, 2015), debido a los significativos niveles urinarios provistos (Boothe &
Silverstein, 2009; Conkova et al., 2009; Daly & Silverstein, 2009).

Sin embargo, en todo el mundo se reporta una tendencia creciente de
resistencia de E. coli frente estas sustancias (Cooke et al. 2002; Hopkins et al., 2005;
Shaheen et al., 2011), que en ciertos casos alcanza el 40% (Boothe et al., 2006),
situacién que restringe el éxito terapéutico (Liu et al, 2013; Olin & Bartges, 2015).

La seleccién del farmaco adecuado y el disefio de un régimen posolégico
dependen del patégeno causal, mientras la eficacia terapéutica esta subordinada por
la compleja interaccién entre el animal, la farmacodinamia y la farmacocinética, segun
la figura 1 (Maddison et al, 2008a; Lees et al., 2008; Boothe & Silverstein, 2009).

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 2
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Figura 1: interaccion huésped, microorganismo y antimicrobiano.

La farmacodinamia denota la selectividad sobre el microorganismo causal, se
determina segun la concentracion minima inhibitoria o CMI, de la bacteria que es la
concentracion del antimicrobiano que logra inhibir el crecimiento

1.1.1 Farmacocinética de antimicrobianos

El conocimiento de la disposicion de una molécula de medicamento en los
distintos fluidos corporales, 6rganos y tejidos, es el paso inicial para comprender su
capacidad para acceder al sitio de accién en cantidad suficiente y por el tiempo
necesario para actuar antes de su eliminacién del organismo (Baggot & Giguére,
2013).

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia la disposicion
del farmaco en el animal, producto de diferentes procesos simultaneos que abarcan la
absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién, determinantes de una curva de
concentracion plasmatica vs tiempo, diferente segin se aplique intra 6 extravascular -
segln indica la figura 2- también consecuente con los niveles que alcanza en el tejido
infectado, donde, es requerido en niveles competentes para el control de la infeccion
(Beltran, 2004; Maddison et al, 2008a; Boothe & Silverstein,2009).

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 3
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Figura 2: curvas plasmaticas generadas por distintas vias de administracion de
farmacos.

Luego de la administracién intravenosa, el farmaco accede directamente al
torrente sanguineo; en cambio por la via extravascular requiere de su absorcion,
etapa que radica en el ingreso al torrente circulatorio a partir del punto de aplicacién,
una vez liberado de su forma farmacéutica (Urso et al., 2002; Maddison et al, 2008b;
Rowe, 2012).

El proceso de absorcion difiere segin la naturaleza fisicoquimica del farmaco,
la formulacién farmacéutica empleada y la particularidad del sitio de administracion
(Lees et al., 2008; Maddison et al., 2008a; Jerzsele, 2012; Rowe, 2012).

La absorcién se expresa por el Cmax o concentracion sérica maxima y el Tmax
o tiempo que se obtiene el Cmax, ambos parametros revelan la capacidad de un
farmaco para acceder a la circulacion sistémica sin indicar los carascteristicas de la
absorcion (Urso et al., 2002; Maddison et al., 2008a).

El area bajo la curva, ABC, refleja la exposicion acumulativa temporal del
farmaco. El ABC permite estimar otros parametros cinéticos como el clearance total
(Cl), el volumen de distribuciéon (Vd) y el tiempo medio de residencia (TMR) y realizar
los calculos de biodisponibilidad (F), que refiere a la fraccion de la dosis administrada
que accede inalterada a la circulacion sistémica, estimada por el cociente area bajo la

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 4
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curva de administracién extravascular por el area bajo la curva generada por la
aplicacion intravenosa (Urso et al., 2002; Maddison et al., 2008a; Jerzsele, 2012).

El proceso de distribucion implica la transferencia del farmaco a distintos
tejidos, inclusive el sitio de accion. La difusion del farmaco del plasma a los tejidos
extravasculares se produce a favor de gradiente y depende del tamafio molecular,
liposolubilidad, pKa del farmaco, pH local, mecanismos de transporte celular
especificos y grado de union a las proteinas plasmaticas (Lees et al., 2008; Maddison
et al., 2008a; Riviere, 2011).

La mayoria de los antibacterianos provistos de accién sistémica son acidos o
bases débiles, que en solucién a pH fisiolégico se encuentran en forma ionizada y no
ionizada. Las moléculas ionizadas son poco liposolubles y presentan dificultades para
atravesar membranas celulares, limitando su distribucién al fluido extracelular, en
tanto las no ionizadas son lipofilicas y difunden pasivamente hasta conseguir un
equilibrio dindmico de concentraciones (Lees ef al., 2008; Jerzsele, 2012; Baggot &
Giguére, 2013).

La relacion farmaco ionizado/no ionizado deriva de su constante de disociacion
o pKa, segun el pH del medio, por lo tanto, el gradiente de pH entre el plasma y los
tejidos establece en gran medida los niveles tisulares: los acidos débiles, en gran
parte ionizados en la sangre (pH= 7.4), se transfieren poco a los tejidos. En cambio,
generalmente los farmacos basicos logran niveles tisulares mayores a las séricos,
siempre que sean lipofilicos (Lees et al., 2008; Jerzsele, 2012; Baggot & Giguére,
2013).

El volumen aparente de distribucion o Vd, es un factor que relaciona la dosis
total suministrada con la concentracion plasmatica y se formula en L/kg de peso
corporal. El Vd expresa la dimension de la fase de distribucion, sin un significado
fisioldégico definido puesto que refiere a un compartimiento hipotético requerido para
contener la cantidad de fArmaco existente en el organismo si éste obtuviera la misma
concentracion que en el plasma (Riviere, 2011; Rowe, 2012).

Algunos farmacos son inactivados por el metabolismo, otros se biotransforman en
metabolitos activos y otros se eliminan sin modificacion. Las reacciones metabdlicas

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 5






| Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

de Fase | implican cambios en la molécula que suponen menor actividad bioldgica
mientras las reacciones de Fase Il se producen por conjugacién con sustancias
endégenas como el acido glucurénico, tendientes a prombver la eliminacién (Riviere,
2011; Jerzsele, 2012; Baggot & Giguere, 2013).

En conjunto con el metabolismo, la eliminacién engloba acontecimientos
encaminados a la excrecién del farmaco del organismo. El clearence (Cl), indica la
relacion existente entre la velocidad de eliminacién y la concentracion en plasma. Esta
relacion permanece estable para cada farmaco y expresa el volumen de plasma
depurado por unidad de tiempo (Jerzsele, 2012; Rowe, 2012; Baggot & Giguere,
2013). El Cl es estimado por la siguiente férmula:

Cltotal = D x F/ABC

donde: D = dosis, F = fraccién absorbible, ABC = area bajo la curva.

El proceso de eliminacién global hace referencia al clearence plasmatico que
es la suma de diferentes Cl (renal, metabdlico, biliar, etc.). Este parametro cinético
evalla la eliminacion, sin indicar el tiempo que demora un farmaco en eliminarse del
organismo (Riviere, 2011; Rowe, 2012).

Los niveles urinarios de un farmaco dependen de la dosis, la forma de
dosificacion y la via de administracion, la disponibilidad sistémica del farmaco, la
fraccion disponible sistémica que se excreta sin cambios (como farmaco original o
como metabolito) en la orina, y el volumen de orina producido, que se relaciona con el
estado de hidratacion del animal (Baggot & Giguére, 2013).

El parametro vida media de eliminacion, tuf, refiere al tiempo requerido para
que cualquier concentracion, medida en la fase de eliminacién de la curva de
disposicion, decline hasta la mitad (Baggot & Giguére, 2013).

El t».B permite valorar la permanencia en el organismo, establecida a partir de
concentraciones plasmaticas de interés terapéutico, obtenidas durante la fase de
eliminacién (B), es el parametro mediante el cual se respalda la seleccion del intervalo

Disposicién sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 6
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de dosis (Jerzsele, 2012; Rowe, 2012; Baggot & Giguere, 2013). La ecuacién que
relaciona ambos parametros es:

tuB = 0.693 . Vd/Cl

dénde= Vd = volumen aparente de distribucién y Cl = aclaramiento plasmatico.

El tiempo medio de residencia (TMR), indica el tiempo medio que un farmaco
reside en el organismo luego de una dosis Unica. Este parametro es la analogia del
momento estadistico de la vida media y puede variar con la via de administracion
(Baggot & Giguére, 2013).

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

extrapolacién al tiempo infinito.

TMR: ABCM/ABC
donde: ABC = area bajo la curva (momento cero), ABCM= area bajo la curva en el

primer momento de la curva y tiempo versus el tiempo de cero a infinito (Riviere, 2011;
Baggot & Giguére, 2013).

1.1.2 EIl analisis farmacocinético

Los estudios cinéticos se realizan administrando un farmaco determinado en
dosis unica por una o mas vias a un grupo homogéneo de animales sanos; luego de
la aplicacion se colectan muestras de sangre en diferentes tiempos en las cuales se
cuantifica el farmaco en cuestion (Urso et al., 2002).

El sitio de accién o biofase no suele ser un territorio de facil acceso, entonces
se determinan niveles plasmaticos que permanecen en contacto directo con los
receptores de la biofase vy, por lo tanto, cualquier modificacion plasmatica incide en la
intensidad y duracion de los efectos, por cuanto estos niveles estan en equilibrio con
los tisulares, aunque no siempre se correlacionan (Beltran, 2004; Riviere, 2011).
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Estos estudios se realizan con el objetivo de describir cuantitativamente la
disposicion temporal del farmaco en el organismo, mediante modelos cinéticos que
permiten asociar concentraciones con la respuesta farmacol6gica, evaluar la
biodisponibilidad y describir el efecto de los cambios fisioldégicos o patolégicos en la
absorcion, distribucion y eliminacion (Kinabo & McKellar, 1989; Houin, 1990).

La descripcidn de las curvas de concentracion generadas vs tiempo, se puede
realizar mediante modelos compartimentales 0 no compartimentales que implican
suposiciones que no siempre se corresponden con realidades fisiolégicas (Kinabo &
McKellar, 1989; Rowe, 2012). Los compartimentos son aquellos espacios corporales
en los cuales el farmaco se distribuye con similar intensidad (Rowe, 2012).

En los compartimentales, en el modelo monocompartimental el organismo se
considera como un compartimiento Unico, donde el farmaco que ingresa en la
circulacion general, se distribuye y elimina simultdneamente (Kinabo & Mc Kellar,
1989; Riviere, 2011; Rowe, 2012).

En el modelo bicompartimental, una distribucién rapida se continia con un
punto de pseudoequilibrio y luego una pendiente de eliminacién. Cuando la
distribucién rapida es seguida por una pendiente con menos caida, que indica una
distribucién lenta a tejidos menos irrigados y profundos, y luego una pendiente de
eliminaciéon, el comportamiento se condice con un modelo tricompartimental (Kinabo &
Mc Kellar, 1989; Riviere, 2011; Rowe, 2012).

En la actualidad se prefieren los modelos no compartimentales, que aportan
parametros cinéticos robustos de utilidad clinica (Kinabo & Mc Kellar, 1989; Houin,
1990; Rowe, 2012), aunque la eleccion del modelo depende del propésito del estudio,
propiedades fisico-quimicas del farmaco, especificidad y sensibilidad del método
analitico utilizado y de la especie estudiada (Kinabo & Mc Kellar, 1989).

Existen programas informaticos que grafican los datos en curvas y estiman los
parametros cineticos mediante férmulas preestablecidas, por ej., el programa
farmacocinético no compartimental PK Solution 2.0 (Farrier, 1999).

Con los datos de concentraciones plasmaticas por tiempo, el programa
construye una curva semilogaritmica con los valores transformados de concentracion vs
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tiempo, donde se aprecian las pendientes que representan los distintos procesos (figura
3).

En la aplicacion intravenosa se puede observar una o dos pendientes. Expresa
una pendiente 0 es monoexponencial si predomina la eliminacion, y dos pendientes o
biexponencial si se reconoce una fase previa de distribucién o bien si la administracion
es extravascular, esta presente la pendiente de absorcidn (Urso ef al., 2002).

Dosis

Concentracion

EV Eliminacion

Log

Tiempo

Oral

Concentracion

ooe -G P )

Distribucion Eliminacion
< &

Tiempo

Figura 3: Procesos de distribucién y eliminacion de farmacos

El operador del programa establece cuantas y qué pendientes utilizara; el
programa estima una curva teérica de concentracién vs tiempo que se contrasta con los
datos reales.

Con los valores de area bajo la curva (ABC), la constante de velocidad de
eliminacién (B), la dosis empleada (D) y el peso del animal, el programa calcula el
volumen de distribucién (Vd), el clearance total (Clt), y la vida media de eliminacién (t1/23)
mediante las férmulas cinéticas clasicas. Otros parametros que estima son el area bajo
la curva del primer momento estadistico (ABCM) y el tiempo de residencia medio (TMR)
(Baggot, 2002).

El analisis modelo-independiente, se aplica sélo si el comportamiento cinético de
la fase de eliminacion es de primer orden, lo cual significa que una fraccién constante del
farmaco se elimina por unidad de tiempo. Afortunadamente, la mayoria de los farmacos
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exhibe este comportamiento a las dosis terapéuticas convencionales, lo que hace muy
versatil este programa.

1.1.3 Integracion farmacodinamia-farmacocinética

El éxito clinico de la terapia antiinfecciosa depende de una compleja y adecuada
interrelacion entre el destino del antibidtico en el organismo (PK) y su
correspondencia con la bacteria en cuestién (PD), definido como relacion PK/PD
(Giguére, 2013; Papich, 2014).

La administracion de antibacterianos siempre debe contemplar la CMI de las
bacterias susceptibles y los niveles logrados en la biofase, de modo de asegurar la
maxima eficacia del tratamiento, sobre todo en los érganos de dificil ingreso por
cuanto los niveles plasmaticos no siempre son similares a los del sitio infectado, en
ese caso las consideraciones farmacodinamicas adquieren maxima importancia
(Lees et al., 2008; Giguére, 2013).

La integracion PK-PD preserva el éxito clinico de los antibacterianos,
mediante parametros que se asocian con eficacia terapéutica tales como el cociente
inhibitorio (Cmax/CMI), tasa area bajo la curva (ABCo-24n/CMI) y tiempo (t) que las
concentraciones séricas superan la CMI del patégeno (t-CMI) (Lees et al., 2008;
Gigueére, 2013; Papich, 2014).

De acuerdo a estos parametros, los antibiéticos se clasifican en:

a) tiempo-dependiente: ciertos grupos como los betalactAmicos y los
macroélidos clasicos, poseen efectos poco persistentes y requieren aplicaciones
frecuentes para optimizar su actividad o la administracion de antibidticos con
absorcion lenta, de modo de extender la permanencia. En estas sustancias el
parametro PK-PD que mejor se correlaciona con la eficacia es t > CMI, donde t refiere
al porcentaje de tiempo entre intervalos de dosis que excede la CMI, segun la figura 4
(Mckellar et al., 2004; Papich, 2014).
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b) concentracion dependiente: su eficacia se correlaciona con niveles séricos
elevados ocasionando un efecto persistente y prolongado. Dosis altas producen un
elevado cociente inhibitorio y marcada accioén bactericida.

La eficacia de este modelo PK-PD depende de la concentracion plasmatica del
antimicrobiano sobre la CMI. El parametro ABC/CMI predice la eficacia de los
aminoglucésidos y las fluoroquinolonas (Rybak, 2006; Lees et al., 2008; Papich, 2014).

Cmax
——

Relacion Cmax : CMI
ABC

Concentracion (pg/mi)

Tiempo sobre CMI

Tiempo (h)

Figura 4: integracion PK-PD

En la actualidad diferentes estrategias destinadas a optimizar la dosificacién
estan basadas en la aplicacién de principios farmacocinéticos: ciertas aproximaciones
PK-PD pueden ayudar a seleccionar la dosis de un antibidtico y su frecuencia de
administraciéon, reemplazando el disefio posoldgico convencional valorado en forma
semi cualitativa en la semivida de eliminacién del farmaco, situacion que constituye la
base racional para el uso de antimicrobianos y minimiza significativamente la
manifestaciéon de resistencia (Papich, 2014).
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1.2 FLUOROQUINOLONAS

Las quinolonas constituyen un grupo de antibacterianos sintéticos cuyo origen
se remonta a 1962, tras el descubrimiento del precursor del grupo, el acido nalidixico,
aprobado para tratar infecciones urinarias causadas por Gram negativos (Daly &
Silverstein, 2009; Pintilie, 2012; Somashekhar et al., 2012).

Posteriormente, fueron introducidos otros miembros del grupo con estructura
similar, tales como los acidos pipemidinico y oxolinico, la flumequina y cinoxacino,
también aplicados para el tratamiento de las infecciones urinarias causadas por Gram
negativos (Khardori, 2006; Pallo-Zimmerman et al., 2010; Gupta & Kapoor, 2014).

En los afios 80’, producto de variadas sustituciones quimicas en la molécula
original surgieron las fluoroquinolonas, en principio consideradas como un grupo
homogéneo con propiedades semejantes. Aflos mas tarde las modificaciones
estructurales promovieron el desarrolio vertiginoso del grupo, con numerosos agentes
provistos de mayor espectro, elevada penetracién tisular y menor manifestacion de
resistencia microbiana, clasificadas en generaciones segun sus caracteristicas
(Pintilie, 2012; Somashekhar et al., 2012; Gupta & Kapoor, 2014).

La primera generacion incluye sustancias clasicas como los acidos nalidixico,
oxolinico y pipemidinico, la cinoxacina y también a flumequina, con espectro orientado
hacia enterobacterias y escasa penetracién tisular (Khardori, 2006; Conkova et al.,
2009; Pintilie, 2012).

La segunda generacion abarca sustancias monofluoradas como norfloxacina,
enrofloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina, sarafloxacina y marbofloxacina. Exhiben
espectro mas amplio; afectan a microorganismos aerobios Gram negativos, algunos
aerobios Gram positivos e incluso algunos anaerobios y consiguen mejor disposicion
en el organismo (Khardori, 2006; Pallo-Zimmerman et al., 2010; Pintilie, 2012)

La tercera generacibn comprende levofloxacina, grepafloxacina, vy
trovafloxacina, provistas de mayor potencia in vitro frente Gram negativos, Gram
positivos, anaerobios y patégenos intracelulares (Khardori, 2006; Conkova et al.,
2009; Pintilie, 2012).
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1.2.1 Relacion estructura-actividad

Boswell & Wise (1998), describen los cambios estructurales impartidos en el
nlcleo basico y su influencia en el comportamiento farmacolégico. El nitrégeno en la
posicion 1, el grupo carboxilo en posiciébn 3 y el carbonilo en posicién 4, son
relevantes para la actividad biolégica (Pintilie, 2012; Giguére & Dowling, 2013; Gupta
& Kapoor, 2014) (Figura 5).

— —— ——— — I
controla la com'rda la potencia. sitio de union a la |
potencia amplia espectro hacia girasa
gram positivos.
amplia espectro Rs
hacia gram
positivos.
OH
controla la potencia, el
espectroy la
farmacocinética cercano al
sitio de
-los anillosde 5y 6 uanndela
atomos presentan mas /[l grasa
actividad. /| comtrolata ‘ controla la
-»se requiere un nitréogeno / ﬂarmaco'unética potencia la
basico para la eficacia oral / [ absorcidnoral: || orocto sobre sustguaé'n
->la alquilacion del anilto la farmacocinetica conHesla
mejora la actividad contra },f!  CO-CF-N-COMe~CH| | optima
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/| anaerobios (A > =
.
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Figura 5: modificaciones en el nticleo basico de las quinolonas (Boswell & Wise,
1998).

En el nicleo basico se efectuaron cambios en la posicion N1 y en las
posiciones
C6, C7 y C8, que influyen en la biodisponibilidad oral o la potencia frente a
determinados grupos bacterianos (Boswell & Wise, 1998). Todas las fluoroquinolonas
contienen:

- un acido carboxilico en posiciéon 3, indispensable para desarrollar la actividad
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antimicrobiana (Boothe, 2001; Gupta & Kapoor, 2014),

- flbor en posicién 6, vital para inhibir la enzima ADNgirasa, amplia la actividad
hacia bacterias Gram positivas y reduce significativamente el valor de la CMI en los
miembros de la tercera generacién (Pintilie, 2012; Gupta & Kapoor, 2014),

- incorporan un anillo piperazinico en posicion 7, que extiende la accion hacia
Gram positivos y provee mayor biodisponibilidad (Brown, 1996; Boothe, 2001; Gupta
& Kapoor, 2014).

1.2.2 Farmacodinamia

Estas sustancias desarrollan acciones bactericidas rapidas al inhibir en forma
selectiva e irreversible la enzima ADN-girasa, responsable de una serie de funciones
vitales para la bacteria (Brown, 1996; Conkova et al., 2009; Gupta & Kapoor, 2014).

El ADN microbiano posee una longitud de mas de 1000 micras y se encuentra
contenido dentro de los confines de las bacterias las cuales miden generalmente entre
1 a 2 micras, por lo tanto el ADN se encuentra condensado y espiralado en un
pequefio espacio del citoplasma celular.

Durante la fase de multiplicaciéon de las bacterias el ADN se pliega y despliega
en forma alternada. Este proceso es controlado por la enzima ADN-girasa. Al inhibir
este sistema enzimatico ocurre un colapso en el metabolismo ya que la informacién
vital no puede ser copiada, esto provoca la muerte inmediata del microorganismo. La
accion es muy selectiva ya que en células de mamiferos estos sistemas enzimaticos
se encuentran estructurados de manera totaimente diferente (Giguére & Dowling,
2013).

Un segundo mecanismo de accidn estaria descripto en la inhibicién de otra
enzima, la topoisomerasa IV, responsable de la separacion de las cromatidas
hermanas en la replicacién del ADN bacteriano (Pallo-Zimmerman et al., Pintilie,
2012; 2010; Gupta & Kapoor, 2014). La sensibilidad in vitro de las bacterias es
afectada por el pH del medio que se encuentran (Brown, 1996; da Silva & Hollenbach,
2010). Aparentemente, las quinolonas con un anillo piperazinico en C7 son menos
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activas en condiciones acidas y las que no poseen este sustituyente son menos

activas en medio alcalino. El efecto del pH puede estar relacionado con la carga total
de la molécula, que influye en la capacidad para penetrar la célula bacteriana (Barry,
1989).

El espectro comprende varias Gram negativas, como Enterobacteriaceae, E.
coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, mientras las Gram
positivas presentan sensibilidad variable, Staphylococus aureus e intermedius suelen
ser susceptibles (Boothe, 2001; Pallo-Zimmerman et al., 2010; Giguére & Dowling,
2013;).

Las caracteristicas que mejor describen a las fluoroquinolonas son su actividad
bactericida concentracion dependiente y un significativo efecto post antibiético
establecido tanto en microorganismos Gram positivos como Gram negativos
(Conkova et al., 2009; Giguére & Dowling, 2013).

En ensayos clinicos se comprob6é que la erradicacién del microorganismo
causal se correlaciona con los cocientes Cmax/CMI mayor a 10 y ABCg.24 n/CMI
superior a 125 (Walker & Dowling, 2007; Maddison et al., 2008a; Giguére & Dowling,
2013; Papich, 2014).

1.2.3 Farmacocinética

Los antecedentes cinéticos indican que la absorcién de fluoroquinolonas tras la
administracién subcutanea e intramuscular, es elevada, aunque puede diferirse en el
tiempo por afinidad a los tejidos o por la irritacion producida que interfiere con la
circulacion local (Boothe, 2001; Papich & Riviere, 2009; Giguére & Dowling, 2013).

De acuerdo al agente, experimentan moderada permanencia en el organismo,
segun refieren vidas medias de eliminacién reportadas suficientemente extensas (8-
12 horas), para permitir una sola aplicacién diaria (Boothe, 2001; Maddison et al.,
2008a; Daly & Silverstein, 2009).

Las fluoroquinolonas son muy liposolubles en un intervalo de pH entre 6 y 8,
poseen caracter anfétero cuyo pKa se ubica entre 6.2 y 8.5 y exhiben reducida
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afinidad por las proteinas plasmaticas (Brown, 1996; Conkova et al., 2009; Papich &
Riviere, 2009).

Experimentan Vd > 1 L/Kg (Brown, 1996; Daly & Silverstein, 2009) y brindan
niveles mas importantes en tejidos respecto al plasma, como por ej. el arbol
respiratorio, secreciones y macréfagos alveolares, en el sistema urogenital, digestivo,
higado, musculo, piel y glandula mamaria (Boothe, 2001; Daly & Silverstein, 2009;
Giguére & Dowling, 2013).

También alcanzan niveles terapéuticos en humor acuoso, tejido linfatico, 6seo,
articulaciones y liquido cefalorraquideo (Boothe, 2001; Papich & Riviere, 2009).

El metabolismo es hepatico, la extensién depende del agente y especie animal
(Brown, 1996; Martinez et al., 2006). Algunos de los metabolitos generados son
activos, aunque poco relevantes, excepto ciprofloxacina, metabolito de enrofloxacina
(Boothe, 2001; Papich & Riviere, 2009; Pallo-Zimmerman et al., 2010).

La eliminacién se concreta por via renal, metabolismo hepatico o mixto (Daly
& Silverstein, 2009). La excreciéon renal, varia segun el compuesto, ocurre por
filtracién glomerular y/o secrecion tubular activa. Para el conjunto, los compuestos
madre y sus metabolitos se recuperan en orina y escasamente en heces (Brown,
1996; Papich & Riviere, 2009; Giguére & Dowling, 2013).

1.2.4 Efectos adversos

Estas sustancias se consideran seguras (Boothe, 2001; Pallo-Zimmerman et
al., 2010; Giguére & Dowling, 2013). En dosis elevadas, son frecuentes los trastornos
gastrointestinales, tales como nauseas, vomitos y diarreas, sintomas transitorios que
no revisten gravedad pues no alteran la flora anaerobia del tracto gastrointestinal
(Boothe, 2001; Maddison et al., 2008a; Daly & Silverstein, 2009).

En dosis muy elevadas o aplicadas rapidamente por via endovenosa o en
animales predispuestos, provocan excitacién del SNC y desencadenan convulsiones
debido a sus efectos sobre el neurotransmisor inhibidor GABA (Daly & Silverstein,
2009; Pallo-Zimmerman et al., 2010; Giguére & Dowling, 2013).
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En animales en crecimiento pueden causar artropatias. Los perros
comprendidos entre las 4 y 28 semanas son los mas sensibles. Los animales pueden
presentar cojera e inflamacion articular, reversibles cuando se interrumpe Ila
aplicaciéon (Boothe, 2001; Pallo-Zimmerman ef al., 2010; Giguére & Dowling, 2013).

Determinados efectos adversos se relacionan con modificaciones estructurales.
Los grupos piperazinicos y pirrolidinicos incorporados en C7 pueden interferir la
unién del receptor GABA-A con su ligando natural en el SNC y un reemplazo en
posicién 8 condiciona la fototoxicidad; cuando el sustituto es fluor, los compuestos son
muy inestables a la radiacion UV y se originan metabolitos téxicos (Rothlin, 1999).

Los cambios introducidos en N1 (ciclopropilo) y en C7 y en posicion 8 se
vinculan con la posible genotoxicidad, sin embargo no producen efectos adversos en
la reproduccién, aunque se aconseja evitar el uso en animales gestantes por su
toxicidad sobre el cartilago en desarrollo (Conkova et al., 2009; Daly & Silverstein,
2009).

En los animales domésticos se utilizan los miembros de la segunda generacion,
aplicados en el tratamiento de enfermedades respiratorias y entéricas (Walker &
Dowling, 2007; Papich & Riviere, 2009).

En los animales de compaiiia, se aplican en infecciones de la piel y tejidos
blandos, tracto urinario, préstata, oido externo y medio, heridas, sistema respiratorio y
huesos, resultado de sus propiedades cinéticas relacionadas con su uso terapéutico
(Guardabassi et al., 2008; Daly & Silverstein, 2009; Pallo-Zimmerman et al., 2010).

1.2.5 Marbofloxacina

Marbofloxacina es una fluoroquinolona perteneciente a la segunda generacién
desarrollada en 1986 para uso exclusivo en Medicina Veterinaria en el afio 1995, fue
aprobada en EEUU y Europa para tratar enfermedades infecciosas del sistema
respiratorio, del aparato digestivo y en mastitis causadas por E. coli (Schneider et al.,
1996; Conkova et al., 2009; Gupta et al., 2012).

Este antimicrobiano desarrolla actividad bactericida concentracién dependiente
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sobre Gram negativas y Gram positivas, inclusive algunos patégenos anaerébicos. El
espectro es muy similar a enrofloxacina (Spreng et al., 1995; Schneider et al., 1996),
abarca Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Enterobacter
spp., Escherichia coli, Haemophilus somnus, Klebsiella spp, Mycoplasma spp;
Pasteurella spp; Proteus spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp y Staphylococcus
spp (Spreng et al., 1995; Meunier et al., 2004).

Las cepas Gram negativas son mas sensibles; la CMIso ug/mi frente E. coli fue
establecida entre 0.016 (Spreng et al.,, 1995) y 0.06 pyg/ml (Meunier et al., 2004),
mientras frente a enterobacterias y Pasteurella spp la CMIso fue de 0.02 pg/ml,
mientras sobre Pseudomonas spp la CMlso fue determinada en 0.3-.0.4 pg/ml (Spreng
et al., 1995). Frente a Staphylococcus pseudintermedius la CMIso se estipulé en 0.125
Hg/ml (Yohannes et al., 2014).

Las modificaciones estructurales representadas en la figura 6 son
responsables de la actividad bioldgica. La adicion de un atomo de filoren C 6, y la
introduccion de un anillo piperazinico (N-metil piperazina) en C 10 y un atomo de
oxigeno en posicion 1, genera el ciclo oxadiazinico, que le confieren caracteristicas
cinéticas mejoradas como extenso txf3, amplio Vd e incremento del espectro hacia
bacterias Gram positivas y anaerobios; ademas, el nucleo ftriciclico le aporta mas
estabilidad metabdlica (Neuman, 1987; Brown, 1996).

Sitio de fijaciona la
DNA-girasa

Ampliacion defespectro

sobre Gram+
B
) N
\/ \(:u3
Ampliacion del
espectro sobre Elevadavidamedia

Pseudomonasy Micoplasmas Buena biodisponibilidad

Figura 6: Farmacoforo de marbofloxacina.
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Marbofloxacina exhibe un buen margen de seguridad (Gruet et al., 1997). En
caninos, excepto las posibles anormalidades en cartilagos en animales jovenes
(Plumb, 2010), el perfil de efectos adversos se limita a disfunciones gastrointestinales
(Bishop, 2005; Plumb, 2010).

En muy raras ocasiones se ha producido midriasis, temblores musculares y
reacciones en el punto de inyeccién (Bishop, 2005). Aunque es poco probable, la
base de datos de la FDA acerca de reacciones adversas ha recibido informes de
ceguera relacionada con la administraciéon de marbofloxacina, aunque no se
comprob6 el efecto causal (Giguére & Dowling, 2013; Plumb, 2010).

En posologias habituales carece de potencial epileptogénico; sin embargo,
puede estimular el sistema nervioso central y debe aplicarse con precaucion en
animales con procesos convulsivos (Bishop, 2005; Plumb, 2010).

Marbofloxacina posee un caracter anfétero que le permite ser soluble tanto en
soluciones acidas como basicas. El pH acido bajo es proporcionado por el grupo de
acido carboxilico C6 y el caracter basico lo aporta el anillo de piperazina. Experimenta
minima ionizacién a pH fisiologico, particularidad que promueve su distribucion en los
tejidos, aspecto que puede ser favorecido por la limitada union a proteinas
plasmaticas (Bregante et al., 2000), estimada en caninos en el 9% (Frazier et al.,
2000; Conkova et al., 2009; Pallo-Zimmerman et al., 2010) y su caracter lipofilico
(Frazier et al., 2000; Conkova et al., 2009).

La disposicion parenteral de marbofloxacina se estudié en diferentes animales
domeésticos. Los antecedentes obtenidos indican pronta absorcion tras la aplicacion
intramuscular, segun los tiempos medio de absorcién (Twabs) encontrados de 0.11 +
0.03 h en ovinos (Shidu et al., 2010), de 0.17 + 0.06 h en vacas lactantes (Schneider
et al., 2004) de 0.26 + 0.12 h en terneros (Errecalde et al., 2012) y de 0.56 £ 0.23 h en
equinos (Carretero et al., 2002).

Aplicando una dosis intramuscular de 2 mg/kg el Cmax fue de 0.81 £ 0.08 pg/ml
en ovinos (Shidu et al., 2010), de 1.6 + 0.2 pg/mi en vacas (Schneider et al., 2004), de
1.7 £0.09 ug/ml en caninos (Yohannes et al.,, 2014) y entre 1.4 £ 0.1 yg/ml (Ismail &
El-Kattan, 2007) hasta 1.7 £ 0.3 pg/ml en terneros (Errecalde et al., 2012).
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El Tmax fue informado a las 0.47 £ 0.08 h en caninos (Yohannes et al., 2014),
0.57 h en ovinos (Shidu et al., 2010), 0.9 h en cabras (Waxman et al., 2001) y a las 1
+0.4 h en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007).

En caninos, la aplicaciéon oral e intramuscular de 2 mg/kg determind valores de
ABC de 13.07 = 1.07 (Heinen, 2002) y 11.3 £ 3.07 yg-h/ml (Yohannes et al., 2014),
respectivamente, en tanto en ovinos se informé 4.6 + 1.2 pg-h/ml (Shidu et al., 2010).

La biodisponibilidad intramuscular fue del 87.9 + 6.0 % en equinos (Carretero et
al., 2002) y fue completa en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), ovinos (Sidhu et al.,
2010), caprinos (Waxman et al., 2001) y caninos (Yohannes et al., 2014).

En diferentes especies domésticas, este antimicrobiano experiment6é extensa
distribucion tisular (Cotard et al,, 1995; Pallo-Zimmerman et al,, 2010), segun los
valores de Vd comunicados de 1.1 + 0.1 L/kg en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007),
vacas lecheras (Schneider et al., 2004) y en equinos (Carretero et al., 2002), de 1.3
0.1 L/kg en cabras (Waxman et al., 2001), y de 1.8 £ 0.9 (Yohannes ef al., 2014) hasta
2.2 + 0.3 L/kg en caninos (Schneider et al., 1996) y en ovinos de 2.2 + 0.29 L/kg
(Sidhu et al., 2010).

En pollos parrilleros se encontraron elevados cocientes de concentraciones
tejido/plasma en musculo, higado, piel y rindn (Anadén et al., 2002). En orina se
consiguen niveles muy significativos tras la aplicacion oral de 2.75 mg/kg en caninos,
se hallaron niveles urinarios de 18.08 y 13.9 pyg/ml a las 2 y 24 h, respectivamente
(Frazier et al., 2000).

Los valores de aclaramiento plasmatico, semivida de eliminacién y tiempo medio
de residencia son muy variables, en funcién de la especie estudiada. Marbofloxacina
demostré6 variada permanencia plasmatica en especies domeésticas, segun los
distintos valores de tx conseguidos por administracion intramuscular de 2.5 £ 0.2 h
en vacas lecheras (Schneider et al., 2004), 3.3 £ 0.9 h en ovinos (Shidu et al., 2010),
47 + 0.6 h en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), de 54 + 1.3 h en equinos
(Carretero et al., 2002) y de 6.7 £ 0.5 h en hembras caprinas (Waxman et al., 2001).

En caninos se reportan valores informados de t«f3 que exceden los hallados con
con enroflioxacina, difloxacina y orbifloxacina (Frazier et al., 2000; Heinen, 2002). Se
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reportan valores de 7.5 + 3.7 h luego de la aplicacién intramuscular (Yohannes et
al., 2014), en tanto por administracién intravenosa se hallaron 12.4 + 2.6 h y para la
via oral los valores se ubicaron entre 9.07 + 1.9 h (Heinen, 2002) y 14.0 + 49 h
(Schnejder et al., 1996).

El terneros, la aplicacion intramuscular determiné un TMR de 7.4 + 0.5 h (Ismail
& El-Kattan, 2007) y en caninos de 11.2 + 6 h (Yohannes et al., 2014), en tanto luego
del empleo oral fue de ~13 h (Schneider et al., 1996; Heinen, 2002), mayor al
observado con orfloxacina, enrofloxacina y difloxacina (Heinen, 2002).

En caninos, el Cl obtenido oscilé entre 1.9 + 0.5 (Schneider et al., 1996) hasta
2.8 + 0.6 ml/minkg (Yohannes et al., 2014), mientras en terneros fue 3.0 + 0.3
mi/min.kg (Ismail & El-Kattan, 2007), en caprinos de 3.8 + 0.5 mi/min.kg (Waxman et
al., 2001), en ovinos de 7.2 + 2.1 ml/min.kg (Sidhu et al., 2010), y en equinos de 3.1 +
0.6 mi/min.kg (Carretero et al., 2002).

Segin Martinez et al., (2006) y Conkova et al., (2009), marbofloxacina se
excreta en su mayoria sin metabolizar, aproximadamente dos tercios por via renal y
el resto por bilis. La biotransformacion genera dos metabolitos, denominados N-6xido
y desmetil, en cantidades muy reducidas (Martinez et al., 2006; Conkova et al., 2009).

En los caninos, entre el 35-40 % del farmaco se elimina por orina sin
modificacion (Schneider et al., 1996; Pallo-Zimmerman et al., 2010).

En animales de compaiiia, la dosis oral y parenteral diaria recomendada es de 2
mg/kg durante 3 a 5 dias (Conkova et al., 2009). En caninos, marbofloxacina se indica
para el tratamiento de infecciones provocadas por microorganismos sensibles en la
piel y tejidos blandos (Horspool et al., 2004; Conkova et al., 2009; Apley et al., 2010;
Pallo-Zimmerman et al., 2010).

En presencia Staphylococcus pseudintermedius, patégeno importante en la
patogenia de piodermias caninas, el predictor de eficacia ABC/CMI requerido para su
eliminacion fue de 136.84 h, provisto tras la aplicacion de 2 mg/kg por via
intramuscular (Yohannes et al., 2014).

Este antimicrobiano también se aconseja en infecciones del sistema respiratorio

(Apley et al., 2010), en consonancia con los elevados niveles que se determinaron en
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macrofagos alveolares, muy superiores a los plasmaticos (Boothe ef al.,, 2005) y del
tracto urinario (Cotard et al., 1995; Conkova et al., 2009; Pallo-Zimmerman et al.,
2010, Liu et al., 2013), en este caso aplicando posologias de 2 a 4 mg/kg durante 3 o
mas dias (Conkova et al., 2009).

La incorporacion de este antimicrobiano al arsenal terapéutico, expone una
serie de interrogantes a resolver, por cuanto se desconoce la magnitud de la
disposicibn en sangre y orina tras la administracion intramuscular, via de
administracién habitual en especies domeésticas.

En este contexto este estudio cinético, tras la administraciéon de una dosis unica
de 2 mg/kg de marbofloxacina en caninos, se realiza con el proposito de establecer la
disposicién plasmatica tras la aplicacion intramuscular, su disposicién en sangre y

orina a los efectos de obtener parametros cinéticos que permitan un empleo racional.
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2. HIPOTESIS

- Marbofloxacina presenta en caninos una cinética de distribucién similar al de
otras especies animales, alcanzando niveles sanguineos y urinarios
compatibles con el tratamiento de patologias bacterianas ubicadas en estos

compartimentos.

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo general
- Describir la disposicién de marbofloxacina en caninos

3.2 Objetivos especificos

- Obtener los distintos parametros descriptivos de la disposicion de
marbofloxacina en plasma y orina.

- Disenar un esquema de dosificacion racional del antimicrobiano en caninos

- Analizar su utilidad terapéutica tras la administracion intramuscular en
caninos

- Estandarizar una técnica analitica para detectar niveles terapéuticos del
antimicrobiano

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 23






Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Animales

Como sujetos experimentales se utilizaron caninos mestizos (N= 6)
clinicamente sanos, de 4.5 + 2.4 afios de edad, de 26.4 + 6.3 kg de peso corporal. Los
animales contaron con su correspondiente plan sanitario habitual que incluye las
vacunas de rabia, parvovirus, distemper, adenovirus, leptospira y parainfluenza y
fueron tratados con antiparasitarios internos y externos. Al momento de la experiencia
se encontraron clinicamente sanos, con agua y alimento balanceado ad libitum y sin
antecedentes de tratamientos recientes con antimicrobianos en el mes previo al
desarrollo del estudio.

Utilizando un protocolo aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de la
UNRC (Resoluciéon CoEdi del 31/10/2014), cada animal fue pesado e identificado,
luego recibié una dosis Unica intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxacina comercial
(Marbocyl 2%, Vetoquinol, Espafa). Luego de la administracion se colectaron
muestras de sangre en tubos estériles heparinizados en tiempos prefijados: 10, 20,
30, 45, 60, 120, 240, 360, 480, 720 y 1440 minutos que fueron centrifugadas de
inmediato a 1200 g durante 10 minutos. Sélo en los perros machos (N=4), se tomaron
muestras de orina a los 240, 480, 720 y 1440 minutos siguientes a la aplicacion
mediante un catéter urinario K33. Cada muestra obtenida fue rotulada con el
correspondiente tiempo de extracciéon y numero de animal muestreado, conservada
sin aditivos en tubos a -70°C hasta el momento de procesarlos por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC).

4.2. Soluciones stock
Se prepararon soluciones stock de marbofloxacina y de enrofloxacina. Se

pesaron 50 mg de cada una de las drogas puras, que se disolvieron con 3 ml de HCL
0.1 N, adicionando luego agua deionizada y aforandolas en matraces a 100 ml.
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Ambas soluciones fueron sonicadas durante 10 minutos para asegurar la completa
disolucién y se preservaron resguardadas de la luz y a una temperatura de 4°C.

4.3. Soluciones para las curvas de calibracion

Se elaboraron soluciones de marbofloxacina para los estandares de calibracién
con las siguientes concentraciones en de trabajo: 0.0195, 0.078, 0.312, 1.25, 2.5; 5,
10, 20, 40 y 80 pg/ml en agua deionizada.

4.4. Fase movil

Para la preparacion de la misma se empledé una mezcla de agua deionizada,
acetonitrilo y trietilamina, en una proporcién (79:19:1 viviv) respectivamente, ajustada
a pH 3 con acido ortofosférico y filtrada con filtro de nylon de 0.22 y con bomba de

vacio.

4.5. Tratamiento de las muestras

El ensayo preparativo consistié en la extraccién liquido-liquido del analito, cada
muestra de plasma fue procesada utilizando el método propuesto por Bottcher ef al.,
(2001). En un tubo Eppendorf se incorporaron 200 puL de plasma y orina problema,
200 pL de agua deionizada, 20 pL de una solucién de 20 ug/ml de enrofloxacina
como standard interno y 800 pL de metanol; el conjunto fue sometido a 30 segundos
de vortex luego permanecié en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente y
fue centrifugado 20 minutos a 14.000 rpm a 4°C. El sobrenadante obtenido se
trasvas6 a un nuevo tubo Eppendorf, obteniéndose asi la muestra para inyectar.

4.6. Procedimiento de separacion y cuantificacion
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Se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alta presion Hewlett-Packard,
serie 1050, inyector manual Rheodyne, provisto de bomba cuaternaria y
desgasificador de fase mévil en linea y columna octadecilsilano C-18, 5 ym, de 25 cm,
marca Agilent y precolumna Phenomenex. La separacion y cuantificacion se realizé a
temperatura ambiente por HPLC mediante una elusién isocratica en fase reversa con
flujo de 0.8 ml por minuto jeringas Hamilton de 100 ulL para inyectar y lectura en
detector de fluorescencia establecido a 295 nm de excitacion y 490 nm de emision,
segun Bottcher et al. (2001). La elusibn gener6 picos en cromatograma

correspondientes a enrofloxacina, estandar interno y al analito en estudio.

4.7. Calculo de las concentraciones plasmaticas y urinarias de marbofloxacina

En cada una de las muestra problema de plasma u orina, con el cromatograma
obtenido en la corrida de la muestra del ensayo cinético y con el patron de
concentraciéon conocida, se obtuvo un cociente tomando el valor del area de pico de
marbofloxacina y del estandar interno. A partir de este cociente se determinaron las
concentraciones plasmaticas y urinarias de marbofloxacina por regresion lineal
simple, segun Nouws & Ziv (1976), mediante la formula:

y= a+b.x

donde: y= indice de area, a= intercepto, b= pendiente y x= concentracion, en cuya

formula transformada:

x=y—-ab

se reemplazé y por los valores promedio correspondientes de los indices de area de

las muestras, a y b por los valores indicados, para obtener valores de concentracién

(x).
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4.8. Analisis farmacocinético

El software PK Solution 2.0 Non Comportmental Pharmacokinetics Data
Analysis (Farrier, 1999), se utilizé para el procesamiento de datos de cada animal, a
partir de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina para cada tiempo de
muestreo, considerando dosis y peso. Se calcularon los parametros farmacocinéticos
robustos, indispensables para valorar la disposicion de marbofloxacina en plasma,
tales como: vida media (t12B), volumen de distribucion (Vdarea), clearance (Cl), area
bajo la curva (ABC), concentracibn maxima (Cmax), tiempo para alcanzar
concentracion maxima (Tmax) y tiempo de residencia media (TMR).
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5. RESULTADOS

Los niveles plasmaticos vs tiempo obtenidos por la administracion de 2 mg/kg
por via intramuscular de marbofloxacina se representan en la figura 7. La tabla 1
indica los valores (X + DE) conseguidos en tiempos en plasma y orina. La tabla 2
muestra los valores (X £ DE) de los parametros cinéticos robustos obtenidos en

plasma.

pg/mi
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Figura 7: niveles plasmaticos por aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxacina en
caninos

Tabla 1: Concentraciones de marbofloxacina (X + DE) conseguidos en tiempos en
plasma y orina en distintos tiempos post aplicacion.

Tiempo Plasma Orina
0.16 0.66 £ 0.14 -
0.33 0.81+£0.06 -
0.5 0.89 £ 0.09 -
0.75 1.13+0.14 -
1 1.11+0.18 -
2 0.99+0.16 -
4 0.85+0.13 20.05 + 12.61
6 0.71+£0.13 -
8 0.60+0.12 40.07 + 34.32
12 0.47 £ 0.08 34.72 + 33.68
24 0.27 + 0.06 32.05 £ 32.56
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Tabla 2: parametros farmacocinéticos determinados en caninos por aplicacion de 2
mg/kg de marbofloxacina por via intramuscular

Parametro cinético Plasma IM

tx abs (hs) 0.31+0.11
ty a (hs) 164+ 094
tw B (hs) 14.16 + 2.89
Cmax (ug/ml) 1.13+0.18
Tmax (hs) 1.1+ 045
ABCarea (ug-h/ml) 19.0 £ 3.34
TMR (hs 19.55+4.03
Vd (I/kg) 2.17 £ 0.43
Clt (ml/min/kg) 1.79+0.27

Referencias: txabs: vida media de absorcidn, txa: tiempo medio de distribucién, txb: vida media de
eliminacion, Cmax: concentracién maxima; Tmax: tiempo en que se alcanza la Cmax; TMR: tiempo
medio de residencia; ABCarea, area bajo la curva; Vd: volumen de distribucion; Cit: clearence
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La aplicacién intramuscular de 2 mg/kg de marbofloxacina al 2 % no ocasiona
reacciones adversas locales ni generales, acorde al perfil de seguridad que
caracteriza al conjunto de fluoroquinolonas (Boothe, 2001; Pallo-Zimmerman et al.,
2010; Giguere & Dowling, 2013) y con lo expuesto en experiencias similares con
marbofloxacina en otras especies domésticas (Gruet et al, 1995; Bishop, 2005;
Plumb, 2010).

La técnica de extraccion del analito y el método de HPLC implementado
(Béttcher et al., 2001), es adecuado para separar y cuantificar el antimicrobiano en
plasma y orina y permite su aplicacion en estudios de disposicién de marbofloxacina
en estos fluidos.

El comportamiento cinético plasmatico de marbofloxacina analizado por el
modelo no compartimental, similar a estudios realizados con este antimicrobiano en
equinos (Carretero et al.,, 2002) y terneros (Errecalde et al., 2012), mediante el
software PK Solution 2.0 (Farrier, 1999) y aplicando ecuaciones triexponenciales en
todos los animales, es adecuado para determinar parametros cinéticos robustos e
interpretar el comportamiento de este antimicrobiano tras la aplicacion intramuscular
unica en caninos.

Luego de una dosis Unica intramuscular, los niveles plasmaticos generados son
inmediatos y subsisten hasta las 24 h post aplicacién y exceden la CMI requerida por
Staphylococcus intermedius (Yohannes et al., 2014) y los patégenos Gram negativos
relevantes (Spreng et al., 1995; Meunier et al., 2004), excepto de Pseudomonas spp
(Spreng et al., 1995), resultados similares a lo observado con este farmaco en
caninos tras la aplicacion de idéntica dosis por via intravenosa (Gruet et al., 1997),
oral y/o subcutanea (Schneider et al., 1996) y en terneros por administracion
intramuscular (Ismail & El-Kattan, 2007).

El Txabs hallado en esta experiencia revela pronta absorcién, ligeramente
superior al comunicado en ovinos (Sidhu et al., 2010) y vacunos (Schneider et al.,
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2004), proximo al obtenido en terneros (Errecalde et al., 2012) e inferior al informado
en equinos (Carretero et al., 2002).

El Cmax establecido por marbofloxacina excede al encontrado en experiencias
desarrolladas con idéntica dosis por via intramuscular en ovinos (Sidhu et al., 2010) y
es menor a los hallados en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007; Errecalde et al., 2012),
en vacas en lactacion (Schneider et al., 2004) y en caninos (Yohannes et al., 2014).

El Tmax encontrado es semejante al reportado en terneros (Ismail & El-Kattan,
2007) e inferior a los hallados en ovinos (Sidhu et al., 2010), caprinos (Waxman ef al.,
2001) y en otro estudio realizado con marbofloxacina en caninos (Yohannes et al.,
2014).

La curva de disposicion plasmatica tras la aplicacion de 2 mg/kg provee valores
de ABC de 19 + 3.34 ug-h/ml, superior al comunicado en caninos por administracion
oral (Heinen, 2002) e intramuscular (Yohannes et al., 2014) y en ovinos (Sidhu et al.,
2010), con igual posologia.

Marbofloxacina experimenta pronta distribucion desde el compartimento
central, segln el Txa conseguido de 1.64 + 0.94 h. El valor de Vd obtenido excede los
informados en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), vacas en lactacién (Schneider et
al., 2004), equinos (Carretero et al., 2002), caprinos (Waxman et al., 2001) y caninos
(Schneider et al., 1996) y es similar al hallado en ovinos (Sidhu et al., 2010) y en otra
experiencia desarrollada en caninos por Schneider et al., (1996).

El elevado Vd encontrado en este estudio supera el informado en otros
estudios realizados con marbofloxacina en terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), vacas
lecheras (Schneider et al., 2004), equinos (Carretero et al., 2002), cabras (Waxman et
al., 2001) y es similar a los comunicados en caninos (Schneider et al., 1996) y ovinos
(Sidhu et al., 2010).

El valor hallado de Vd sugiere notable disposicion tisular, producto de la escasa
afinidad por proteinas plasmaticas que exhibe marbofloxacina en caninos (Bregante et
al., 2000; Frazier et al., 2000; Conkova et al., 2009; Pallo-Zimmerman et al., 2010), el
caracter anfétero (Brown, 1996; Conkova et al., 2009; Papich & Riviere, 2009) y la
liposolubilidad (Frazier et al., 2000; Conkova et al., 2009), conforme los antecedentes
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de este antimicrobiano en especies domésticas (Cotard et al., 1995; Pallo-Zimmerman
et al., 2010).

En este estudio, marbofloxacina exhibe extensa persistencia en el organismo,
segln expresan los valores obtenidos de txB, TMR y Cl. El txB obtenido excede
significativamente al reportado con marbofloxacina en vacas lactantes (Schneider et
al., 2004), ovinos (Sidhu et al., 2010), terneros (Ismail & El-Kattan, 2007), equinos
(Carretero et al, 2002), caprinos (Waxman et al., 2001) e incluso en otras
experiencias realizadas con este antimicrobiano en caninos por via oral (Heinen,
2002) e intramuscular (Yohannes ef al., 2014), pero es similar al valor informado por
Schneider et al., (1996), también por aplicaciéon oral.

El prolongado TMR conseguido supera el encontrado en terneros por Ismail &
El-Kattan (2007) y en caninos por Yohannes et al., (2014). El valor de clearence
obtenido es similar al informado en perros por Schneider et al., (1996) y menor a los
encontrados en ovinos (Sidhu et al., 2010), terneros (Ismail & El-Kattan, 2007),
caprinos (Waxman et al., 2001), equinos (Carretero et al.,, 2002) y en otros estudios
cinéticos realizados en caninos por via intramuscular (Yohannes et al., 2014) y oral
(Heinen, 2002).

El perfil cinético plasmatico de marbofloxacina en caninos tras la aplicacion por
via intramuscular se asemeja al descripto para el conjunto de fluoroquinolonas en
animales domésticos y no difiere del perfil especificado en caninos por aplicacion oral
y subcutanea (Schneider et al., 1996).

La extensa permanencia plasmatica determinada en este estudio, segun los
significativos valores de t«.8, mayores a los hallados con enrofloxacina, difloxacina y
orbifloxacina tras la aplicaciéon oral en caninos (Frazier et al., 2000; Heinen, 2002), de
TMR, y el reducido Cl encontrados, tendrian relaciéon con las propiedades fisico-
quimicas; la configuracion del ciclo oxadiazinico favoreceria el extenso txf y también
el amplio Vd (Neuman, 1987; Brown, 1996) y sustentan el uso clinico de
marbofloxacina en perros por via intramuscular, aplicado cada 24 h (Conkova et al.,
2009), similar a lo que sucede tras la administracion oral o subcutanea (Schneider et
al., 1996).
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Las caracteristicas de persistencia y difusion tisular, sumado a sus atributos
microbiolégicos (Spreng et al., 1995; Meunier et al., 2004), inclusive el efecto post
antibiético particular comprobado con las fluoroquinolonas (Conkova et al., 2009;
Giguere & Dowling, 2013), y el analisis del cociente predictor de eficacia establecido
para fluoroquinolonas de ABC/CMI = 125 h (Rybak, 2006; Lees et al., 2008; Papich,
2014), para cepas patogenas que exhiben una CMI < 0.15 ug/ml (Spreng et al., 1995;
Meunier et al., 2004), similar al hallazgo de Yohannes et al., (2014) en presencia de
Staphylococcus pseudointermedius. En contraste, el predictor ABC/CMI encontrado
resulta insuficiente para tratar infecciones causadas por Pseudomonas spp, en
coincidencia con Frazier et al., (2000), segun la CMI reportada frente a este patégeno
(Spreng et al., 1995).

En el presente trabajo no se valord la eliminacién total de marbofloxacina por
orina, pero si en los perros machos se cuantificaron niveles de 20.05 + 12.6; 40.07 ¢
34.3; 347 1+ 336 y 32.05 + 32.5 ug/ml determinados a las 4, 8, 12 y 24 h,
respectivamente.

Los valores establecidos son mas significativos respecto a los valores
plasmaticos conforme los antecedentes del conjunto de fluoroquinolonas (Boothe &
Silverstein, 2009; Conkova ef al., 2009; Daly & Silverstein, 2009; Giguére & Dowling,
2013) y de marbofloxacina (Schneider et al., 1996; Martinez et al., 2006; Conkova et
al., 2009; Pallo-Zimmerman et al., 2010)

Los niveles generados en orina en este estudio, aun exhiben amplia
variabilidad, exceden los comunicados luego de la aplicacion oral (Frazier et al., 2000)
y a priori, serian suficientes para el tratamiento de infecciones urinarias no
complicadas, por cuanto el éxito terapéutico depende de la dosis, intervalo de
aplicacion, niveles conseguidos (al menos cuatro veces la CMI) y que los
microorganismos patégenos causantes sean al menos moderadamente susceptibles
(Baggot & Giguere, 2013).

En este estudio, aunque los niveles exceden sobradamente la CMI requerida
por E. coli (Spreng et al., 1995; Meunier et al., 2004), el uropatbgeno mas importante
(Olin & Bartges, 2015), los resultados obtenidos son insuficientes para recomendar el
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empleo de este antimicrobiano a la dosis y por la via ensayada, considerando la
elevada manifestacion de resistencia exhibida frente a las fluoroquinolonas (Cooke et
al. 2002; Hopkins et al, 2005; Boothe et al., 2006; Shaheen et al., 2011),
posiblemente por los valores de pH entre 5.5 y 7, dieta dependiente, de la orina de
caninos (Sink & Feldman, 2004), y la menor eficacia de las fluoroquinolonas ejercida
en medio acido (Barry, 1989; Brown, 1996; Schneider et al., 1996; da Silva &
Hollenbach, 2010), en particular aquellas que incluyen en su estructura al grupo
piperazinico (Barry, 1989).

Ademas, la orina podria contener también grandes cantidades de magnesio. El
aumento de estos iones reduce la actividad de las quinolonas, independientemente
del pH (Schneider et al., 1996; Diaz David, 2012).

Algunos autores recomiendan protocolos terapéuticos que incluyen
aplicaciones diarias con dosis mas elevadas, durante 3 6 4 dias en reemplazo de
esquemas mas extensos, para obtener un cociente predictor mas favorable, reducir la
exposicion en el tiempo y restringir la manifestacion de resistencia (Boothe et al,,
2006; Jessen et al., 2015).

Este esquema posoldgico puede adaptarse a la administracion intramuscular,
por cuanto a las 24 h de la aplicacion unica, los niveles urinarios son mas importantes
que los obtenidos por via oral con una dosis ligeramente mayor (Frazier et al., 2000);
no obstante, teniendo en cuenta la variabilidad observada en los niveles urinarios
establecidos de este estudio y la reducida cantidad de animales utilizados (n= 4), son

necesarios nuevos estudios que avalen este procedimiento terapéutico.

Disposicion sangulnea y urinaria de marbofloxacina en caninos 34






Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

7. BIBLIOGRAFiA

ANADON A, M MARTINEZ-LARRANAGA, M DIAZ, M MARTINEZ, M FREJO, M
MARTINEZ, M TAFUR & V CASTELLANO (2002). Pharmacokinetic characteristics
and tissue residues for marbofloxacin and its metabolite N-desmethyl-marbofloxacin in
broiler chickens. (Am J Vet Res 63: 927-933.

APLEY M, R CLAXTON, C DAVIS, | DEVEAU, J DONECKER, A LUCAS, A NEAL &
M PAPICH (2010). Exploration of developmental approaches to companion animal
antimicrobials: providing for the unmet therapeutic needs of dogs and cats. J vet
Pharmacol Therap 33 (2): 196-201.

BAGGOT J & S GIGUERE (2013). Principles of antimicrobial drug bioavailability and
disposition. En Antimicrobial Therapy in Veterinary Medicine, por S Giguére, J
Prescott & P Dowling (ed.), 5th ed., John Wiley & Sons, Ames, lowa, USA: 41-77.
BARRY A (1989) In vitro activities of the quinolone antimicrobial agents. En
International Telesymposium on quinolones, por P Fernandes (ed), 1" ed., J Prous
Science Publising, Barcelona, Spain: 237-254.

BELTRAN C (2004). Farmacocinética y farmacodinamia de antimicrobianos: utilidad
practica. Rev Chil Infect 21 (Supl 1): 39-44.

BISHOP Y (2005).The Veterinary Formulary. 6" ed, Pharmaceutical Press, Great
Britain at The University Press, Cambridge: 587p.

BOOTHE D (2001). Antimicrobial drugs. En Small Animal Clinical Pharmacology and
Therapeutics por D Boothe, 1" ed, WB Saunders Company, Philadelphia: 150-173.
BOOTHE H, S JONES, W WILKIE, A BOECKH, K STENSTROM & D BOOTHE
(2005). Evaluation of the concentration of marbofloxacin in alveolar macrophages and
pulmonary epithelial lining fluid after administration in dogs. Am J Vet Res 66: 1770-
1774,

BOOTHE D & A BOECKH, R SIMPSON & K DUBOSE (2006). Comparison of
pharmacodynamic and pharmacokinetic indices of efficacy for 5 fluoroquinolones
toward pathogens of dogs and cats. J Vet Intern Med 20: 1297-1306.

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 35






ib| Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

BOOTHE D & D SILVERSTEIN (2009). Antimicrobial use in the critical are patient. En
Small Animal Critical Care Medicine, por D Boothe & D Silverstein, Saunders-Elsevier,
St. Louis, Missouri: 821-827.

BOSWELL F & R WISE (1998) Advances in the macrolides and quinolones. Infect Dis
Clin North Am 12: 647-670.

BOTTCHER S, H BAUM, T HOPPE-TYCHY, C BENZ & H SONNTAG (2001). An
HPLC assay and a microbiological assay to determine levofloxacin in soft tissue, bone,
bile and serum. J Pharm Biomed Anal 25: 197-203.

BREGANTE M, A DE JONG, J ARAMAYONA, M GARCIA, C SOLANS & S RUEDA
(2000) Protein binding of fluoroguinolones applied to livestock and companion
animals. J vet Pharmacol Therap 23 (suppl. 1): B16.

BROWN S (1996). Fluoroquinolones in animal health. J vet Pharmacol Therap 19: 1-
14,

CARRETERO M, C RODRIGUEZ, MI SAN ANDRES, P FORES, J DE LUCAS, J
NIETO, S WAXMAN, MD SAN ANDRES & F GONZALEZ (2002). Pharmacokinetics of
marbofloxacin in mature horses after single intravenous and intramuscular
administration. Equine Vet J 34 (4): 360-365.

CONKOVA E, A CELLAROV, E VACZ! & L SABOVA (2009). Quinolones from the
point of view of pharmacology and veterinary indications (A review). Folia Vet 53 (4):
175-185.

COOKE C, R SINGER, S JANG & D HIRSH (2002). Enrofloxacin resistance in
Escherichia coli isolated from dogs with urinary tract infections. J Am Vet Med Assoc
220: 190-192.

COTARD J, P GRUET, D PECHEREAUT, P MOREAU, J PAGES, E THOMAS & J
DELEFORGE (1995). Comparative study of marbofloxacin and amoxicillin-clavulanic
acidic the treatment of urinary tract infection in dogs. J Small Animal Practice 36: 349-
353.

DA SILVA J, C HOLLENBACH (2010). Fluoroquinolonas x resisténcia bacteriana na
medicina veterinaria. Arq Inst Biol 77 (2): 363-369.

Disposicién sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 36






Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

CRELR CAZAR CRECER

DALY M & D SILVERSTEIN (2009). Fluoroquinolones. En Small Animal Critical Care
Medicine, por D Boothe & D Silverstein, Saunders-Elsevier, St. Louis, Missouri: 835-
840.

DIAZ DAVID D (2012). Comportamiento farmacocinético de la marbofloxacina en
bovinos de diferentes edades_ y relacion PK-PD frente a mastitis estafilococicas. Tesis
Doctoral, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, Espafia: 258p
ERRECALDE C, G PRIETO, B BOUREL, C LUDERS, P TONINI& C BOTELLE
(2012). Farmacocinética y biodisponibilidad de marbofloxacina en terneros
prerumiantes. Restimenes XXI Jornadas Latinoamericanas de Farmaco-Toxicologia
Veterinaria. FV, UNNE. Corrientes

FARRIER D (1999). PK Solution 2.0 Noncompartmental Pharmacokinetics Data
Analysis. Summit Research Services, Ashiand, USA. PK Solutions 2.0

FRAZIER D, L THOMPSON, A TRETTIEN & E EVANS (2000). Comparison of
fluoroquinolone pharmacokinetic parameters after treatment with marbofloxacin,
enrofloxacin, and difloxacin in dogs. J vet Pharmacol Therap 23: 293-302.

GIGUERE S (2013). Antimicrobial drug action and interaction: an introduction. En
Antimicrobial Therapy in Veterinary Medicine, por S Giguére, J Prescott, P Dowling
(ed.), 5" ed., John Wiley & Sons, Ames, lowa, USA:3-10.

GIGUERE S & P DOWLING (2013). Fluoroquinolones. En Antimicrobial Therapy in
Veterinary Medicine, por S Giguére, J Prescott, P Dowling (ed.), 5" ed., John Wiley &
Sons, Ames, lowa, USA: 295-314.

GRUET P, P RICHARD, E THOMAS & A AUTEFAGE (1997). Prevention of surgical
infections in dogs with a single intravenous injection of marbofloxacin: an experimental
model. Vet Rec 140: 199-202.

GUARDABASSI L. & H KRUSE (2008). Principles of prudent and rational use of
antimicrobials in animals. En Guide to Antimicrobial Use in Animals por L
Guardabassi, L Jensen & H Kruse (ed). Garsington Road, Oxford, UK, Blackwell
Publishing: 1-12.

GUARDABASSI |, G HOUSER, L FRANK & M PAPICH (2008). Guidelines for
antimicrobial use in dogs and cats. En Guide to Antimicrobial Use in Animals por L

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 37






Ll Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

Guardabassi, L Jensen & H Kruse (ed). Garsington Road, Oxford, UK, Blackwell
Publishing: 183-206.

GUPTA R, K SHARMA, R SHARMA, D GUPTA, T SACHIN &B YADAV (2012). A
review: pharmacokinetics application of fluoroquinolons. IJPPR 3 (2): 650-660.
GUPTA Y & S KAPOOR (2014). Fluoroquinolones: a pharmaceutical review. |JPPR 3
(9): 66-71.

HEINEN E (2002). Comparative serum pharmacokinetics of the fluoroguinolonas
enrofloxacin, difloxacin, marbofloxacin, and orbifloxacin in dogs after single oral
administration. J vet Pharmacol Therap 25: 1-5.

HOPKINS K, R DAVIES, E THRELFALL (2005). Mechanisms of quinolone resistance
in Escherichia coli and Salmonella: recent developments. Int J Antimicrob Agents
25:358-373

HORSPOOL L, P VAN LAAR, R VAN DEN BOS & | MAWHINNEY (2004). Treatment
of canine pyoderma with ibafloxacin and marbofloxacin-fluoroquinolones with different
pharmacokinetic profiles. J vet Pharmacol Therap 27: 147-153.

HOUIN G (1990). Notion générales de pharmacocinétique: approches physiologique
et mathematique. Ann Rech Vét 21 (Suppl 1): 3-9.

ISMAIL M &Y EL-KATTAN (2007). Comparative pharmacokinetics of marbofloxacin in
healthy and Mannheimia haemolytica infected calves. Res Vet Sci 82: 398-404.
JERZSELE A (2012). Comparative Veterinary Pharmacokinetics. En A Noreddin (ed)
Readings in Advanced Pharmacokinetics-Theory, Methods and Applications. InTech,
Rijeka, Croatia: 179-198.

JESSEN L, T SORENSEN, C BJORNVAD, S SAXMOSE NIELSEN & L
GUARDABASSI (2015). Effect of antibiotic treatment in canine and feline urinary tract
infections: A systematic review. Vet J 203: 270-277.

KHARDORI N (2006). Antibiotics: past, present, and future. Med Clin N Am 90: 1049-
1076.

KINABO L&Q MCKELLAR (1989). Current models in pharmacokinetic: applications in
veterinary pharmacology. Vet Res Comm 13: 14-157.

Disposicién sanguinea y urinaria de marbofioxacina en caninos 38






Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

LEES P, O SVENDSEN & C WIUFF (2008). Strategies to minimise the impact of
antimicrobial treatment on the selection of resistant bacteria. En Guide to Antimicrobial
Use in Animals por L Guardabassi, L Jensen & H Kruse (ed). Garsington Road,
Oxford, UK, Blackwell Publishing: 77-101.

LIU X, D BOOTHE, K THUNGRAT & S ALY (2012). Mechanisms accounting for
fluoroquinolone multidrug resistance Escherichia coli isolated from companion
animals. Vet Microbiol (in press).

LIU X, D BOOTHE, Y JIN & K THUNGRAT (2013). In vitro potency and efficacy favor
later generation fluoroquinolones for treatment of canine and feline Escherichia coli
uropathogens in the United States. World J Microbiol Biotechnol 29: 347-354.
MCKELLAR Q, S SANCHEZ BRUNI & D JONES (2004). Pharmacokinetic /
pharmacodynamic relationships of antimicrobial drugs used in veterinary medicine. J
vet Pharmacol Therap 27: 503-514.

MADDISON J, A WATSON & J ELLIOTT (2008a). Antibacterial drug. En Small Animal
Clinical Pharmacology, por J Maddison (ed), 2" ed, Philadelphia, USA: 148-185.
MADDISON J, S PAGE & T DYKE (2008b). Clinical pharmacokinetics. En Small
Animal Clinical Pharmacology, J Maddison (ed), 2t ed, Philadelphia, USA: 27-40.
MARTINEZ M, P MC DERMOTT & R WALKER (2006). Pharmacology of the
fluoroquinolones: a perspective for the use in domestic animals. Vet J: 10-18.
MATEUS A, D BRODBELTA, N BARBERB& K STARK (2014). Qualitative study of
factors associated with antimicrobial usage in seven small animal veterinary practices
in the UK. Prev Vet Med 117: 68-78.

MEUNIER D, J ACARB, J MARTELA, S KROEMERC & M VALLEC (2004). A seven-
year survey of susceptibility to marbofloxacin of pathogenic strains isolated from pets.
Int J Antimicrob Agents 24: 592-598.

NEUMAN M (1987). Relationship between chemical structure of antibiotics and
pharmacokinetics. Drug Exp Clin Res 13 (3) 115-124.

NOUWS J & G ZIV (1976). The effect of storage at 4 °C on antibiotic residues in
kidney and meat tissues of dairy cows. Tijdschr Diegeneesk 101 (20): 119-127.

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 39






Facuitad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Clinica Médica de perros y gatos.

OLIN S & J BARTGES (2015). Urinary tract infections. Treatment / comparative
therapeutics. Vet Clin Small Anim. In press.

PALLO-ZIMMERMAN L, J BYRON & T GRAVES (2010). Fluoroquinolones: then and
now. Compend Contin Educ Vet 32 (7): 1-9.

PAPICH M (2014). Pharmacokinetic—pharmacodynamic (PK-PD) modeling and the
rational selection of dosage regimes for the prudent use of antimicrobial drugs. Vet
Microbiol 171: 480-486.

PAPICH M & J RIVIERE (2009). Fluoroquinolone antimicrobial drugs. En J Riviere &
M Papich (Eds), Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 9" ed, Wiley-Blackwell
Publishing, Ames, lowa, USA: 983-1012.

PINTILIE L (2012). Quinolones: Synthesis and antibacterial activity. En Antimicrobial
Agents, por V. Varaprasad Bobbarala (ed), In Tech, Rijeka, Croatia: 255-272.

PLUMB D (2010). Marbofloxacin. En: Veterinary Drug Handbook, 6%ed, Blackwell
Publishing Professional, Ames, lowa: 557-558.

RIVIERE J (2011). Comparative Pharmacokinetics: Principles, Techniques, and
Applications, 2t" ed. John Wiley & Sons, Inc, Ames, lowa, USA. 443p

ROTHLIN R (1999). Quinolonas, revision histérica. Medicina (Buenos Aires), 59 (supl
1): 3-7.

ROWE P (2012). Pharmacokinetics. Rowe & Ventos Publishing Aps. 147p

RYBAK M (2006). Pharmacodynamics: relation to antimicrobial resistance. Am J Med
119 (6 A): 37-44.

SCHNEIDER M, M VALLE, F WOEHRL & B BOISRAME (2004). Pharmacokinetics of
marbofloxacin in lactating cows after repeated intramuscular administrations and
pharmacodynamics against mastitis isolated strains. J Dairy Sci 87: 202—-11
SCHNEIDER M, V THOMAS, B BOISRAME& J DELEFORGE (1996).
Pharmacokinetics of marbofloxacin in dogs after oral and parenteral administration. J
vet Pharmacol Therap 19 (1): 56-61.

SHAHEEN B, D BOOTHE, O OYARZABAL, C WANG & C JOHNSON (2011).
Evaluation of the contribution of gyrA mutation and efflux pumps to fluoroquinolone

Disposicién sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 40






Facultad de Agronomia y Veterinaria. Especialidad en Ciinica Médica de perros y gatos.

and multidrug resistance in pathogenic Escherichia coli isolates from dogs and cats.
Am J Vet Res 72:25-32.

SIDHU P, M LANDONI, S ALIABADI & L LEES (2010). PK-PD integration and
modeling of marbofloxacin in sheep. Res Vet Sci 88: 134-141.

SINK C & B FELDMAN (2004). Laboratory Urinalysis and Hematology for the Small
Animal Practitioner. Teton New Media Jackson: 121p.

SOMASHEKHAR M, P MASKE, R HERALAGI & N KALYANE (2012). Development of
fluoroquinolones as a potent antibacterial agents: a review. RIPBCS 3 (2): 423-431.
SPRENG M, DELEFORGE J, THOMAS V, B BOISRAM & H DRUGEON (1995).
Antibacterial activity of marbofioxacin. A new fluoroquinolone for veterinary use
against canine and feline isolates. J vet Pharmacol Therap 18: 284-289.

URSO R, P BLARDI& G GIORGI (2002). A short introduction to pharmacokinetics. Eur
Rev Med Pharmacol Sci 6: 33-44.

WALKER R & P DOWLING (2007). Fluoroquinolones. En Antimicrobial Therapy in
Veterinary Medicine, por S Giguére, J Prescott, J Baggot, R Walker & P Dowling, 4t
ed. Blackwell Publising: 263-284.

WATSON A & J MADDISON (2001). Systemic antibacterial drug use in dogs in
Australia. Aust Vet J 79: 740-746.

WAXMAN S, C RODRIGUEZ, F GONZALEZ, M DE VICENTE, MI SAN ANDRES &
MD SAN ANDRES (2001). Pharmacokinetic behavior of marbofloxacin after
intravenous and intramuscular administration in aduit goats. J vet Pharmacol Ther 24
(6): 375-378.

YOHANNES S, E AWJI, S LEE & S PARK (2014). Pharmacokinetics and
pharmacokinetic/pharmacodynamic integration of marbofloxacin after intravenous and
intramuscular administration in beagle dogs. Xenobiotica 3: 1-6.

Disposicion sanguinea y urinaria de marbofloxacina en caninos 41









