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RESUMEN

En la avicultura, la temperatura ambiente debe mantenerse en un rango entre 18 a 24°C, para
evitar cambios fisiologicos, que modifiquen el comportamiento cinetico de los farmacos
antimicrobianos utilizados, e interferir con el periodo de carencia que garantice un alimento
inocuo. Con el proposito de evaluar diferencias farmacocinéticas de marbofloxacina,
fluoroquinolona de segunda generacion, en diferentes estaciones del afio, y elaborar un modelo
predictivo en pollos parrilleros que permita ajustar el periodo de carencia, se estudié su
disposicion plasmaética y muscular. Se utilizaron pollos parrilleros (n= 345), conformados en
lotes de 5 individuos por tiempo, divididos 6 grupos, segun la via de administracion
(endovenosa y oral) con una dosis Unica de 2 mg/kg en primavera, verano e invierno. Post
administracion se obtuvieron muestras de plasma y musculo en diferentes tiempos: 0,08 a 24
horas (endovenosa) y 0,25 a 120 horas (oral). Las muestras se eluyeron por HPLC con
detector de fluorescencia, con una linealidad de r>> 0,99 y elevados porcentajes de
recuperabilidad y coeficientes de variacion < 1,73. Las concentraciones plasmaticas y
musculares en los diferentes tiempos, se analizaron con un ANOVA vy el programa PK
Solution 2.0. Se determind el periodo de carencia mediante la ecuacion de Riviere y Sundlof,
corroborada con el programa WT 1.4. Las concentraciones plasmaticas de invierno y verano
por via oral, fueron menores (p < 0,05) que en la época control (primavera), y se detectaron en
invierno hasta las 72 horas post-aplicacion. Se presentan diferencias en los parametros
farmacocinéticos plasmaticos por via oral respecto del grupo control, con mayor depuracion
en verano, mayor permanencia en invierno y menor biodisponibilidad oral en verano e
invierno. En masculo, por via oral se registraron concentraciones significativamente mayores
(p < 0,05) en invierno respecto de las otras dos épocas, y se detecta hasta 72 horas post
aplicacion. La semivida de eliminacion y TMR determinan una salida del farmaco mas tardia
en invierno a diferencia de primavera. En verano se reducen las concentraciones en musculo y
es rapida la salida del farmaco. La cinética de eliminacion de marbofloxacina en aves
administrada en distintas estaciones del afio sufre variaciones; la semivida de eliminacion se
acorta en verano y se extiende en invierno, determinandose un periodo de carencia de 3 dias
para primavera y de 2 y 4 dias para verano e invierno respectivamente; lo que demanda un

ajuste segun la época para garantizar un alimento inocuo para el ser humano.



ABSTRACT

In poultry farming, ambient temperature should be maintained in a range between 18 to 24 °
C, to avoid physiological changes, which modify the kinetic behavior of antimicrobial drugs
used, and interfering with withdrawal time to generate a healthy food. With the purpose of
evaluating pharmacokinetic differences of marbofloxacin, second generation fluoroguinolone,
in different seasons of the year, and to elaborate a predictive model in broiler chickens that
allows adjustments in the withdrawal time, its plasma and muscular disposition were studied.

Broiler chickens (n = 345) were used, formed into lots of 5 individuals per time, divided into 6
groups, according to the route of administration (intravenous and oral), receiving each animal
a 2 mg/ kg single dose, in spring, summer and winter. Post-administration plasma and muscle
samples were obtained at different times: 0.08 to 24 hours (intravenous) and 0.25 to 120 hours
(oral). Samples were eluted by HPLC with fluorescence detector, with a linearity of 12>0.99
and high percentages of recoverability and coefficients of variation < 1.73. Plasma and muscle
concentrations at different times were analyzed with an ANOVA and the PK Solution 2.0
software. Withdrawal time was determined by the Riviere and Sundlof equation, corroborated
with the WT 1.4 software. Winter and summer plasma concentrations by oral route were lower
(p <0.05) than in the control season (spring), and were detected in winter until 72 hours post-
application. Differences in plasma pharmacokinetic parameters are presented orally with
respect to the control group, with greater purification in summer, greater permanence in winter
and lower oral bioavailability in summer and winter. In muscle, orally significantly higher
concentrations were recorded (p <0.05) in winter compared to the other two periods, and it
was detected up to 72 hours after application. The elimination half-life and TMR determine a
later release of the drug in winter as opposed to spring. In summer, concentrations in muscle
are reduced and drug withdrawal is rapid. The kinetics of elimination of marbofloxacin in
chickens administered in different seasons of the year suffers variations; the elimination half-
life is shortened in summer and extends in winter, determining a withdrawal time of 3 days for
spring and 2 and 4 days for summer and winter respectively; what demands an adjustment

according to the time, giving a healthy food for humanity.



CAPITULO 1. INTRODUCCION




La produccién avicola carnica es una de las actividades que ostenta mayor crecimiento
en los Gltimos afios a nivel mundial, aspecto vinculado a la brevedad del ciclo productivo vy el
reducido costo para el consumidor (Gouvéa et. al, 2015). En estas explotaciones intensivas,
los factores que mas interaccionan con las aves de engorde, son los componentes ambientales,
debido que las lineas genéticas han relegado la adaptabilidad y rusticidad al medio ambiente,
con el proposito de favorecer elevadas tasas de crecimiento en cortos periodos de tiempo
(Estrada y Marquez, 2005; Gouvéa et. al, 2015). El factor ambiental que mas influye es la
temperatura, la cual debe mantenerse en un rango ideal entre 18 a 22 °C (Estrada y Marquez,
2005; Lisboa, 2012), a pesar que en los ultimos se han desarrollado mdltiples intentos en
mantener la automatizacion controlada de los factores ambientales en estas producciones, ain
en Latinoamerica se observan falencias.

En Argentina, la mayoria de las granjas son empresas familiares y poseen limitaciones
de orden tecnoldgico de nivel medio o bajo. En consecuencia, la produccion es afectada segun
la temperatura ambiental y humedad relativa, circunstancia que induce a las aves a situaciones
de estrés, que las predisponen a padecer enfermedades y a mermas productivas (MAG, 2016).
Entre las enfermedades, las infecciones bacterianas son las que habitualmente afectan a los
pollos parrilleros, por ello las herramientas terapéuticas de mayor uso en avicultura son los
antimicrobianos, y una de las familias més utilizadas son las fluoroquinolonas (Anjum vy
Rizvi, 1998; Gouvéa et. al, 2015; Landoni y Albarellos, 2015). Este grupo desarrolla su accion
impidiendo el enrollamiento del ADN microbiano, necesario para su replicacion y determina
un efecto bactericida. Con el transcurso del tiempo, la molécula inicial de las fluoroquinolonas
se ha modificado generando nuevas sustancias que mejoran su actividad antimicrobiana y sus
propiedades farmacocinéticas (Diaz David, 2012; Gouvéa et. al, 2015).

Las fluoroguinolonas se dividen en generaciones, las de segunda generacion, de uso
exclusivo veterinario, tales como enrofloxacina, danofloxacina, difloxacina, marbofloxacina,
entre otras, poseen un espectro orientado hacia bacterias gram negativas y positivas y
micoplasmas, ademéas de mayor biodisponibilidad oral, elevada distribucion a tejidos y
moderada permanencia en el organismo. (Anjum y Rizvi, 1998; Lohren et. al, 2008; Gouvéa
et. al, 2015).

Por otro lado, se debe considerar que los procesos fisioldgicos o fisiopatologicos del

ave frente a ciertas condiciones ambientales, tienen un impacto sobre el comportamiento
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farmacocinético de algunos antibioticos, que se pueden traducir en un uso erréneo de estas
herramientas terapéuticas, consideradas imprescindibles para las producciones intensivas.
Esta situacion puede generar un fuerte riesgo para la salud publica, ya que el empleo indebido
de antimicrobianos en animales de consumo es una de las causas que promueve la
manifestacion de nuevas cepas de bacterias resistentes, con impacto negativo en la salud
humana (Baynes y Riviere, 2014; Modric, 2014). Ademas, el uso indiscriminado de
compuestos quimicos en produccion animal puede determinar la persistencia de niveles
residuales peligrosos en los productos y subproductos, que generan trastornos en la salud en
los consumidores, mediante reacciones alérgicas y otros fendmenos tdxicos (Anadon, 2007).

En este contexto, los estudios farmacocinéticos realizados en animales destinados al
consumo humano constituyen un instrumento fundamental, empleados no sélo para la
racionalizacion del tratamiento en busca del éxito terapéutico en el plantel productivo (Baggot,
2002), sino también para adoptar las medidas necesarias que permitan restringir los residuos
farmacoldgicos en tejidos comestibles, estableciendo el periodo de carencia, a los efectos de
proveer un alimento inocuo para el consumidor (Anadon, 2007; Lees y Toutain, 2012; Baynes
y Riviere, 2014). Generalmente, estos estudios se desarrollan en una cantidad reducida de
animales que conforman un grupo homogéneo, que luego de la administracion de la dosis
correspondiente se les extrae sangre o tejido donde se determinan las concentraciones del
farmaco en funcion del tiempo, para originar una curva de disposicion (Riviere y Sundlof,
2009; Lees y Toutain, 2012). Con esta informacion se determinan los parametros
farmacocinéticos necesarios que se utilizan para implementar el periodo de carencia, tales
como la concentracion a tiempo cero (Cop), la tasa de depuracion (Clt), la semivida de
eliminacién y semivida de eliminacion diferida (Riviere y Sundlof, 2009)

Se utilizan modelos cineticos o programas informaticos que simulan las pruebas
estadisticas necesarias para establecer el periodo de carencia, es decir el tiempo que debe
transcurrir luego de la aplicacion de la ultima dosis del farmaco hasta la faena del animal, la
determinacion de este periodo es indispensable para garantizar un alimento seguro y sin
residuos nocivos para el humano, es decir bajo los limites maximos de residuos para estos
compuestos, determinados por la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) vy la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) (Anaddn, 2007; Riviere y Sundlof,
2009; Lees y Toutain, 2012).



Como se describe anteriormente, estas determinaciones se realizan en individuos
clinicamente sanos y en condiciones productivas ideales, sin tener en cuenta que cuando los
animales se medican con antimicrobianos con un proposito terapéutico, las aves padecen
enfermedades que interaccionan con su fisiologia y que interfieren con la farmacocinética del
antimicrobiano, ademas de las condiciones ambientales que ejercen cambios fisioldgicos, que
conllevan una modificacion en la persistencia y deplecion del antibiético en organismo del
ave. Estos cambios, pueden modificar el tiempo de carencia del farmaco, por lo tanto se
desarrollara un modelo predictivo con los parametros cinéticos de eliminacion de
marbofloxacina, una fluoroquinolona relativamente nueva y con mejores propiedades
farmacocinéticas y farmacodindmicas respecto otros miembros pertenecientes al grupo, con el
objetivo de determinar la influencia de las modificaciones fisiologicas en los pollos parrilleros
inducidas en diferentes condiciones ambientales en distintas épocas del afio, frente a los

pardmetros farmacocinéticos.



CAPITULO 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS




2.1 Hipotesis

La cinética de eliminacién de marbofloxacina en aves sometidas a distintas condiciones

ambientales de produccion, sufre variaciones significativas que pueden ser inferidas para

reajustar el periodo de carencia segun la temperatura a la que fueron expuestas, evitando asi

los residuos al momento de la faena.

2.2 Objetivo general

Analizar la cinética de eliminacion de marbofloxacina en aves de engorda en condiciones

productivas de invierno, primavera y verano, a los efectos de construir un modelo predictivo

que permita ajustar el periodo de carencia del antibidtico y evitar niveles residuales al

momento de la faena.

2.2.1

Especificos

Validar método de extraccion y deteccion de marbofloxacina en sangre de pollos

parrilleros.

Validar método de extraccion y deteccion de marbofloxacina en musculo de pollos
parrilleros

Obtener parametros cinéticos robustos tras la administracién de marbofloxacina en

pollos por via endovenosa y oral

Describir la cinética de eliminacion de marbofloxacina en pollos parrilleros sometidos

a temperaturas ambientales durante la explotacidn estival, invernal y de primavera.

Construir un modelo predictivo de cambios en la cinética de eliminacion que permita

ajustar el periodo de carencia segun la temperatura ambiente al cual se expuso al ave.



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOLOGIA




3.1 Materiales
3.1.1 Animales

Para el desarrollo de cada uno de los ensayos realizados en las diferentes épocas del
afio, primavera, verano e invierno, se utilizaron 115 pollos parrilleros, linea Ross, mixtos, de
una edad proxima a los 30 dias, clinicamente sanos, los cuales se seleccionaron al azar a partir
de una poblacion cercana a los 1600 pollos existentes en una avicola comercial proxima a la

ciudad de Rio Cuarto.

Todos los animales fueron previamente vacunados contra Marek, Newcastle, Gumboro
y Bronquitis Infecciosa, y eran alimentados con un balanceado comercial (El Granjero ©),
constituido por maiz, avena, sorgo, afrechillo de trigo, soja desactivada, nucleo vitaminico
mineral, metionina, pellet de girasol, pellet de soja, y que ademas contenia robenidina como

coccidiostatico y virginiamicina como promotor de crecimiento.

Las aves fueron trasladadas a dependencias de la Facultad de Agronomia y Veterinaria
dependiente de la Universidad Nacional de Rio Cuarto 7 dias previo al inicio del ensayo para
su aclimatacion a las condiciones del estudio; alojadas en un ambiente semicontrolado, con
condiciones de temperatura variables segun la estacion del afio de 18,6 + 2,5 °C en primavera,
de 26,6 £ 2,3 °C en verano y en invierno de 12 + 2,9 °C, ventilacién adecuada y plan de luz de
18 horas totales. Las aves recibieron agua de bebida ad libitum y el mismo alimento
balanceado comercial que se les suministraba en el establecimiento de procedencia, pero en

este caso sin promotores de crecimiento y cocciodiostaticos.

3.1.2 Antimicrobianos

Se utilizaron, una solucién comercial de marbofloxacina, Marbocyl® 2%, (Laboratorio
Vétoquinol S.A., Espafa) y estandares de calibracion de marbofloxacina con un grado de
pureza del 98% (Laboratorio Guobang Pharma, China) y enrofloxacina con un grado de
pureza del 99,9% (Laboratorio Chile) como estandar interno, para la determinacion del analito

y validacion del método.



3.1.3 Equiposy reactivos

Se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que
corresponde a la serie 1050 de Hewlett-Packard, dotado de bomba cuaternaria, desgasificador
de fase movil en linea, inyector manual tipo Rheodyne, detector de fluorescencia Hewlett-
Packard serie 1046-A de longitud de onda regulable y computadora personal con placa y
programa para el control del equipo, adquisicion y procesamiento de los datos e impresion de

los cromatogramas.

La fase movil estuvo compuesta por agua deionizada, acetonitrilo (Applichem Panrecar
99,9%), trietilamina (Sintorgan 99%) en una relaciéon de 790:200:10 v/v/v, ajustada a pH 3,0
con acido ortofosfarico al 85% (Laboratorios Cicarelli) segun Béttcher y colaboradores (2001)
y filtrada con membrana de nylon de un diametro de 0,22 um y desgasificada con bomba de

vacio.

Ademas, se confecciond una solucion de homogenizacion conformada por agua
deionizada, metanol (Applichem Panrecar 99,9%) y &cido perclérico 70% (Laboratorios
Cicarelli), en relacion 500:500:20 v/v/v, utilizada para la desproteinizacion de las muestras de

tejido muscular.

3.2 Metodologia
3.2.1 Estudio cinético y de disposicidn tisular

Luego de una semana de ambientacion, las aves fueron pesadas y medicadas con el
antibidtico segun la asignacion aleatoria al grupo correspondiente a la via de administracion

endovenosa, grupo 1y aplicacion oral, grupo 2.

Grupo 1: conformado por 50 aves, recibieron una dosis endovenosa Unica de 2 mg/kg
de la solucion comercial de marbofloxacina en la vena subclavia. Posteriormente, 5 aves en
cada uno de los tiempos: 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas, se sacrificaron por

exanguinaciéon siguiendo un procedimiento similar al realizado en los establecimientos



comerciales autorizados para la faena de aves, y se obtuvieron muestras de sangre y tejido

muscular. ldéntico procedimiento fue realizado en cada estacion del afio.

Grupo 2: compuesto por 65 aves que, previo ayuno de 12 horas, recibieron mediante
canula una dosis oral Unica de 2 mg/kg de la solucion comercial; igual que en el grupo anterior
cinco aves se sacrificaron por exanguinacion en distintos tiempos post-tratamientos: 0,25, 0,5,

1,2,4,6,8,12, 24,48, 72,96 y 120 horas. EI mismo disefio se aplico en cada época del afio.

Las muestras de sangre (5 ml) de cada animal se colocaron en tubos heparinizados y
fueron centrifugadas inmediatamente durante 10 minutos a 2.500 rpm. También se tomo una
muestra de 5 g de musculo pectoral de cada animal. El plasma obtenido y las muestras de
tejido se identificaron y conservaron hasta su analisis a -20 °C. Durante la experiencia se

registrd cada 8 horas la temperatura ambiental del recinto donde se alojaron las aves.

3.2.2 Tratamiento de las muestras

Para la cuantificaciobn de marbofloxacina se realizd una extraccion segun con la
metodologia descripta por Bottcher y colaboradores (2001) con modificaciones, utilizando 150
ul de plasma o 150 pg de musculo, segun corresponda, 150 ul de agua deionizada, 600 ul de
solucién de homogenizacién para las muestras tisulares o metanol para las muestras de
plasma, con el propdsito de desproteinizar, y 40 ul de una solucion de enrofloxacina de 2,5

ug/ml, que se utilizé como estandar interno.

Para la extraccion a partir del plasma el conjunto se someti6 a agitacion por vortex
durante 30 segundos, mas tarde se mantuvo en reposo durante 30 minutos a temperatura
ambiente, y se centrifugaron a 13.500 rpm a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante fue
filtrado por membrana de nylon de 0,22 pm y 50 pl del mismo se utiliz6 como volumen de

inyeccion de la muestra para su separacion y cuantificacion por HPLC.

Para las muestras tisulares el preparado fue homogeneizado mecénicamente durante 1
minuto, se dejé en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente, se almacend por 12 horas

en heladera a 4 °C y se centrifug6 durante 25 minutos a 13.500 rpm a 4°C. El sobrenadante
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fue filtrado por membranas de nylon de 0,22 um, y se utilizaron 50 uL para inyectar en el

cromatografo.
3.2.3 Separacion y cuantificacion

La separacion y cuantificacion se realizé a temperatura ambiente por HPLC mediante
una elusion isocrética en fase reversa con flujo de 0,8 ml/minuto utilizando columna Agilent
octadecilsilano (Cyg, 5 um, 4,6 mm, 25 cm), precolumna Phenomenex, jeringas de inyeccién
Hamilton de 100 ul y lectura en detector de fluorescencia establecido a 295 nm de excitacion
y 490 nm de emision, segun Bottcher y colaboradores (2001). La elusion generd picos en
cromatograma correspondientes a enrofloxacina, estdndar interno, y al analito en estudio,

marbofloxacina.

3.2.4 Validacion del método analitico

Previo al analisis de las muestras problemas, se valido la metodologia cromatogréfica
efectuando ensayos de linealidad, recuperabilidad, limites de deteccidn y cuantificacion, y

ensayos de precision (reproducibilidad y repetitividad).

Para la determinacion de las concentraciones del analito en las muestras problemas vy el
desarrollo de los distintos ensayos, se utilizdé un cociente de indices de areas, producto de la
division de las areas bajo la curva del analito en estudio (marbofloxacina) por el estandar

interno (enrofloxacina).

La validacion de la metodologia cromatografica se efectué segun lo citado por Codex
Comittee on Residues of Veterinary Drugs in Foods (CCRVDF), perteneciente a la Agencia
Europea de Medicamentos EMEA/2002/657/EC (EMEA, 2002), mediante las repeticiones y
los ensayos necesarios para determinar la confiabilidad del método. Los ensayos fueron los

siguientes:
1) Curva de calibracion

Se concretd con diferentes concentraciones de marbofloxacina entre los intervalos de

0,0097- 2,5 pg/ml en plasma y 0,0048-1,25 pg/g en musculo, segun corresponda. Estas
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concentraciones se obtuvieron de la solucion madre compuesta de 100 pg/ml de

marbofloxacina en metanol.

Para la linealidad se realizd una regresion lineal mediante el programa Graph Pad
Prism version 6.01, utilizando el cociente del indice de &rea obtenido de la division de las
areas de bajo la curva del analito y el estandar interno en cada una de las concentraciones

conocidas trabajadas.

Con este proposito se utilizaron los valores de intercepto y pendiente de la curva de
calibracién en la siguiente funcion lineal (ecuacion 1) y transformada (ecuacion 2), donde (y)

corresponde al indice de area, (a) al intercepto, (b) a la pendiente y (x) a la concentracion:

y=a+ bx

@)

)

Se reemplazé y por los correspondientes valores promedio de los indices de area de las
muestras, a y b por los valores indicados, para obtener los valores de concentracion del analito

de estudio (x), ademas del coeficiente de regresion.

2) Los limites de deteccion y de cuantificacion

El ensayo de limite de deteccion (LD) se realizé aplicando la formula recomendada
por la EMEA (2000), que contempla la superficie de area en el cromatograma originadas tras
la elusién de las concentraciones mas pequefias de marbofloxacina mediante las cuales se
estableci6 una curva de calibracion y se obtuvo el valor de g (pendiente de la recta de la curva
de calibracion de las concentraciones mas pequefias) y la desviacion estandar del ruido (o). En

la ecuacion (3):
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_a><3.3

B

@)

El limite de cuantificacion (LQ) se calculé con la misma formula y valores, s6lo que se

multiplica el promedio de areas obtenidas por 10 en ecuacion (4):

o x 10

B

(4)
3) Ensayos de precision y de recuperabilidad

Para la precision se utilizaron los ensayos intradia, que se refiere a la elusiéon de
estandares de calibracién (0,039 a 1,25 pg/ml o pg/g, segin corresponda) en plasma y
musculo por sextuplicado. Se considerd aceptable cuando el coeficiente de variacion (CV)

entre elusiones, en cuanto el indice de areas de los cromatogramas fue < 1,5%.

Por otro lado, el ensayo interdia consistio en eluir los estandares de calibracién 0,039 a
1,25 pg/ml o pg/g de plasma y musculo en ensayos efectuados en 6 dias diferentes. Se

consider6 aceptable cuando el CV% de los indices de areas de los cromatogramas fue < 3%.

Con la finalidad de establecer la recuperabilidad “relativa”, se utilizaron estandares de
calibracion marbofloxacina en plasma y muasculo de idéntica concentracién de (0,039 a 1,25
ug/ml o pg/g, segun corresponda) y muestras fortificadas con iguales concentraciones, por
triplicado, observando las diferencias entre las muestras estandares/fortificadas, calculando el

porcentaje de recuperabilidad (% R) en la ecuacién (5):

%R

_ (indicede area calibracion/ % 100

indice area recuperabilidad)

()
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3.2.5 Analisis farmacocinético

A partir de las concentraciones plasmaéticas y tisulares de marbofloxacina obtenidas de
los cinco animales sacrificados por cada tiempo de muestreo se obtuvieron valores promedios
en plasma y en muasculo que se utilizaron para establecer la concentracién final para cada uno
de los tiempos de faena. Este procedimiento se aplico para cada una de las vias de

administracion.

El programa cinético no compartimental PK Solution 2.0 (Farrier, 1999) se aplico para
el analisis farmacocinético en plasma y mausculo, incorporando los promedios de
concentraciones de marbofloxacina establecidas en cada tiempo de faena, la dosis utilizada, la

via de administracion y los pesos promedios en cada estacion, tal como se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Pesos promedio (kg) por cada estacion del afio (Media £ DE)

Estacion del afio Grupo 1 Grupo 2

Primavera 1,120 £ 0,22 1,060 £ 0,23
Verano 1,090 + 0,27 1,060 + 0,27
Invierno 1,006 + 0,18 1,030+ 0,20

La determinacién de la biodisponibilidad oral absoluta (F) se realiz6 mediante la
comparacion de las ABC plasmaticas generadas por via oral respecto a la administracion

intravenosa (Baggot, 2002; Toutain y Bousquet-Melou, 2004a).

3.2.6 Construccion del modelo predictivo de residuos de marbofloxacina en pollos

parrilleros

La experiencia cinética se desarroll6 mediante la aplicacion de un modelo poblacional,
en reemplazo del disefio cinético tradicional que contempla la toma de muestras seriadas en
una cantidad reducida de animales, habitualmente seis. Segin Martin-Giménez y Riviere

(1998), Lees y colaboradores (2008), este modelo permite eludir variaciones adjudicadas al
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sexo, tamafo, patoldgias y/o estado nutricional de los animales, y aportar informacién més

proxima a situaciones reales.

Para la construccion del modelo predictivo se realizé una estadistica descriptiva con las
concentraciones tisulares obtenidas de marbofloxacina por aplicacion oral en cada una de las
épocas estudiadas. Ademas, se utilizaron los pardmetros de la cinética de eliminacion

obtenidos (C,, t'2y) en cada época de ano (Baggot et. al, 2002; Riviere et. al, 2009).

En la estimacion en el periodo de carencia se considerd el limite maximo de residuos
(LMRs) establecido por la FDA y la EMEA para marbofloxacina en musculo de cerdo (150
ug/kg) (EMEA, 2000), debido que este valor ain no ha sido determinado en aves.

Los promedios de concentraciones de marbofloxacina conseguidas hasta las 120 horas
en musculo por via oral en cada una de las estaciones del afio, la fase de eliminacion diferida
(t%y) y el intercepto de la fase de eliminacion (C,) para musculo y la tolerancia o el limite
maximo de residuos, se incorporaran para establecer el periodo de carencia (Pc) a la faena
mediante la ecuacion (6), propuesta por Riviere y Sunlof (2009) y mejorada por Riviere
(2011):

Pc = 1,44 *In (—0) * thay
tolerancia

(6)
3.2.7 Estimacién del periodo de carencia por el programa wt 1.4

El andlisis de las concentraciones residuales en musculo versus tiempo se realizo
utilizando el programa de la EMEA (WT 1.4) (Hekman, 1996), con un intervalo de confianza
del 99%.

3.2.8 Andlisis estadistico

Con las concentraciones por cada via de administracion y por cada matriz estudiada, en
cada una de las estaciones del afio asumiendo como control el determinado en primavera, se

realizd6 un ANOVA de una via y test de Tukey, para observar si existen diferencias
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significativas (p < 0,05). Los andlisis se realizaron en el Software IBM SPSS Statistic 21
(IBM, 2012).
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4.1  Produccion de aves de engorde en argentina

En el afio 2013, la produccién mundial de carne alcanz6 un total de 308,3 millones de
toneladas, lo que implica un incremento de 1,4% respecto a la produccion anual del afio
anterior, segun estimaciones realizadas por la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) (Errecat, 2015). En este contexto, la carne de pollo es la
mas importante, por cuanto representa entre el 43,8 al 46,5% del volumen total de la
produccion mundial en los ultimos afios, debido no sélo a su efectividad productiva en cortos
periodos de tiempo, sino también por la demanda del consumidor, el cual requiere alimentos
econdmicos y abundantes en proteinas (Echavarri y De la Fuente, 2012; Boletin Avicola,
2017).

En el afio 2016 el continente americano fue el méas importante en cuanto a la
produccion de pollos de engorde, alcanz6 el 44% de la produccion total. En Sudamérica se
destacan paises como Brasil y Argentina por sus O&ptimas condiciones sanitarias, la
incorporacion de nuevas tecnologias y la elevada produccion de cereales que contribuyen a

incrementar la rentabilidad en la avicultura (Bueno et. al, 2016; MAG, 2016).

En Argentina, la produccion de pollos parrilleros desde el 2010 ha tenido un
crecimiento aproximado del 20%. En el afio 2015, alcanz6 una produccion total de 2,0
millones de toneladas, con una tasa de crecimiento entre los meses de enero - abril (2016-
2017) del 6,8%, incitado por el consumo interno (45,8 kg per capita), y la incorporacion del
pais en el mercado internacional como uno de los principales exportadores y productores de
carne aviar, ubicado en el 7° y 8° puestos del ranking, respectivamente (MAG, 2016; Boletin
Auvicola, 2017).

Del total de las producciones avicolas en el pais, el 82% comprende granjas de engorde
de pollos parrilleros, que en el afio 2013, alcanzaron un total de 5600 establecimientos
distribuidos principalmente en las provincias de Entre Rios, Buenos Aires, Santa Fe, San Luis
y Cordoba (Figura 1), y ubicadas habitualmente en proximidades de los grandes centros
urbanos (Keiddine, 2015). En el pais, predominan las explotaciones avicolas intensivas, es
decir gran cantidad de animales en espacios reducidos; en su mayoria son granjas familiares,

con una capacidad de entre 10.000 y 30.000 aves (figura 2), localizadas principalmente en las
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provincias de Entre Rios, Santa Fe, San Luis y Cordoba, mientras que en la provincia de
Buenos Aires prevalecen las granjas de mayor tamafio, que superan las 100.000 aves (figura
3), lo que evidencia entre ambos sistemas una heterogeneidad significativa en sus estructuras
productivas (Garcia 2011; MAG, 2016)

Cordoba

San Luis__ 4%
4%
Santa Fe /&
4%

Figura 1. Distribucion de granjas por provincias. Fuente: SIGSA. Direccion de Control de Gestion y
Programas Especiales. Servicio Nacional de Sanidad Animal. SENASA.

En estas granjas productivas existen dos niveles de tecnologias adoptadas, el primero
corresponde a las granjas familiares de media-baja tecnologia, en general compuestas por
estructuras de madera, ventilacion natural con ventiladores, comederos manuales, campanas
de calefaccion, cortinas manuales y aislamiento en base cortinas plastificadas con filtro
ultravioleta, en las cuales se observa mayor interaccion con los factores ambientales (MAG,
2016). Mientras que el segundo nivel, comprende a las granjas industriales, que incorporan
tecnologia media-alta que incluye una estructura cerrada, generalmente de chapa galvanizada
y aislamiento con cielorraso de poliuretano expandido, con sistemas de control de temperatura
y ventilacion automatizados a través de extractores, paneles evaporativos, aspersores,
calefaccién, ademas de comederos y bebederos automaticos, todos estos, en muchos casos
funcionando bajo sistemas de control computarizado y automatizado, manteniendo las
condiciones ambientales ideales completamente controladas, para una mayor produccion y
bienestar animal (MAG, 2016). A pesar de las diferencias expresadas en ambos sistemas
tecnoldgicos de produccion las aves se destinan a faena entre los 49 a 52 dias de vida, con un
peso aproximado de 2,3 a 2,7 kg (MAG, 2016).
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Figura 2. Granjas familiares Figura 3. Granjas industriales

Los niveles tecnoldgicos incorporados en las granjas de engorde poseen fuerte impacto
productivo, ademas de afectar el bienestar animal, debido que las lineas genéticas de las aves
de engorde son muy sensibles a las variables del entorno no controladas, puesto que fueron
seleccionadas para que su metabolismo se enfoque en un crecimiento intensivo con mayor tasa
de conversion alimentaria, y perdiendo rusticidad y adaptabilidad a las variaciones de las
condiciones ambientales (Castellé Llobet et. al, 2002; Lisboa, 2012).

4.1.1 Interferencia ambiental en la produccion avicola

Los factores ambientales mas relevantes en la avicultura son temperatura, humedad
relativa, radiacion solar y velocidad del aire, ya que interfieren directamente con el
comportamiento, la productividad, la reproduccion, la expresion del potencial genético, la
eficiencia de la utilizacion de nutrientes y los aspectos sanitarios de las aves (Lahoz, 2003;
Estrada et. al, 2007; Olanrewaju et. al, 2010; Cunha, 2011; Lisboa 2012; Yahav, 2015), a
pesar que la avicultura moderna procura mantener estos factores controlados, en
Latinoamérica aun existe un déeficit significativo en la incorporacion de tecnologias de
vanguardia en el sector avicola regional, de modo que las condiciones ambientales en algunos
casos constituyen limitantes. Por ello, el factor que méas impacta es la temperatura ambiente, a
pesar que las aves por su condicion de animales homeotermos, es decir mantienen la
temperatura corporal constante independientemente de la temperatura ambiental, las
modificaciones geneticas incorporadas en el ultimo tiempo en las lineas de pollos parrilleros,

han disminuido su adaptabilidad al entorno, por ello requieren temperaturas ambientales de
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rango muy estrecho, denominado “temperatura confort” que oscila entre los 18 a 24 °C en la
etapa de terminacion o engorda, es decir entre los 21 a 56 dias de vida, dependiendo del pais
de produccion (De Basilio et. al, 2003; Estrada y Marquez, 2005; Lisboa, 2012).

Segun Requena y colaboradores (2004), los mecanismos de autorregulacion de la
temperatura corporal comienzan a funcionar de manera efectiva a partir de los 8 al0 dias de
vida, lo cual permite la produccién y/o la pérdida de calor, con el propoésito de preservar la
temperatura corporal en valores fisiologicos, de 41 a 42 °C en el ave adulta (Estrada y
Marquez 2005; Lisboa, 2012; Yahav, 2015). Mientras que Whittow (1968) y Yahav (2015),
establecen que en las aves la cantidad de calor generada en situaciones de ejercicio o por
actividad metabdlica es igual a la cantidad de calor que disipa generalmente por evaporacion
de agua hacia el medio que lo rodea, logrando asi el equilibrio o la homeostasis térmica. Si el
equilibrio no se consigue, la temperatura somatica puede aumentar cuando la produccion
excede las perdidas caldricas, e inversamente, podria disminuir cuando las pérdidas de calor
fuesen mayores a la produccién (Tolentino et. al, 2008; Yahav, 2015), este desequilibrio se
observa cuando las aves se alojan fuera del rango de “temperatura de confort”, 10 que

determina cambios de comportamiento, productivos y fisiologicos (Estrada y Marquez 2005).

Las modificaciones en el comportamiento de las aves, se observa al exponerse a
situaciones de temperaturas elevadas, reducen su actividad y extienden las alas para aumentar
la capacidad de pérdida de calor, ya que el plumaje que recubre gran parte de su cuerpo
funciona como aislante y sélo pueden liberar calor por la cresta y los miembros posteriores.
Mientras que en ambientes frios las aves mantienen su temperatura corporal mediante la
reduccion del area superficial, adoptando posturas encorvadas, con el propoésito de proteger

sus areas de mayor pérdida térmica (Estrada y Marquez, 2005).

Ademas, fuera del rango de termoneutralidad, el animal modifica el consumo de agua y
alimento (Figura. 4), por cada grado centigrado mayor a 20 °C, el consumo de agua se
incrementa un 6% y paralelamente, disminuye la ingesta de alimento un 1,5 %, ademas de
alterar su rutina alimenticia a horarios nocturnos. En cambio, en situaciones de frio, con
temperaturas ambiente menores a 15° C, la ingesta de alimento es estimulada un 9% (Estrada
y Marquez, 2005; Furlan, 2006; Lisboa, 2012). Es por ellos, que en ambas condiciones, se

observa un deterioro en el indice de la conversion alimenticia y en la tasa de crecimiento, mas
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significativa en situaciones de calor, donde a 35 °C la diferencia entre la relacion de consumo
de agua y alimento puede alcanzar el valor 6:1, segun indica la figura 4. (Estrada y Marquez
2005).

— Ingesta de agua (ml)

500 — Ingesta de alimento (g)

5 10 15 20 25 30 35

Temperatura °C

Figura 4. Efectos de la temperatura ambiente en el gallinero sobre el consumo de agua y de alimento
(modificado de Estrada y Marquez 2005).

Una de las consecuencias inmediatas del menor consumo de alimento, es la reduccion
en la ganancia de peso, mientras que Olivera y colaboradores (2006), sefialan que se relaciona
con una disminucién del tamafio de algunos érganos, tales como el corazén o el higado, donde
en temperaturas de estrés térmico (30 — 32 °C) observaron reducciones que alcanzan hasta del
41% del corazon y el 24% del higado. Por otro lado, el incremento del consumo de agua en
ambientes con temperaturas elevadas obedece a que s6lo pueden liberar calor por evaporacién
en las zonas sin plumas y a través del jadeo, debido a la ausencia de glandulas sudoriparas
(Pedersen y Thomsen, 2000; Estrada y Marquez, 2005; Cahaner et. al, 2008)

Fisiolégicamente, las aves poseen el centro termorregulador en la zona pre-Optica del
hipotalamo, que recibe la informacién a través de los receptores térmicos presentes en la piel
(Yahav, 2015). Los mecanismos fisiolégicos mas importantes en la regulacion de la
temperatura corporal son ejercidos por el sistema neuroendocrino, que produce un efecto
vasomotor que se relaciona a la temperatura ambiente; en situaciones fuera de la
termoneutralidad se activan las respuestas del eje hipotalamico-pituitario-adrenal y tiroideo

gue regulan la tasa metabdlica del animal (Furlan, 2006; Lara y Rostagno, 2013).
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Cuando las aves se encuentran en ambientes calurosos se incrementa el flujo sanguineo
a los tejidos periféricos libres de plumas con el propésito de favorecer la pérdida de calor,
ademas se incrementa el flujo sanguineo a nivel pulmonar, necesario para el jadeo, mecanismo
que permite liberar aproximadamente el 25% del calor (Yahav, 2015). Ademas determinaron
un incremento hasta del 83% del flujo sanguineo en las anastomosis arteriovenosas (Furlan,
2006), reduciéndose el flujo de sangre a ciertos drganos tales como higado, rifion e intestino
(Bucher y Miles, 2003), aumentando el volumen plasmatico y la tasa de filtracion renal como

resultado del mayor consumo de agua (Castello Llobet, 1993).

En épocas de bajas temperaturas las aves minimizan la pérdida de calor mediante
vasoconstriccion cutanea, mecanismo iniciado por una accion neuronal simpética, en paralelo
con la direccion de mayor flujo sanguineo a las visceras para mejorar la produccién de calor
(Yahav, 2015). Ademas, se observa un aumento del volumen de globulos rojos que determina
un incremento de la viscosidad sanguinea e implica una mayor carga cardiaca, hipertensién
arterial y mayor resistencia del flujo sanguineo, lo cual explica ciertos cambios morfologicos
observados en animales expuestos al frio, por ejemplo, el engrosamiento del musculo cardiaco
(Brake y Yahav, 2012).

Por otro lado, la digestion en los pollos parrilleros también es afectada por la
temperatura ambiental. La velocidad de transporte del quimo a través del sistema digestivo
desciende significativamente con temperaturas elevadas (32 °C) y se incrementa con bajas
temperaturas (5 °C), debido a la influencia que ejercen los sistemas nervioso y endocrino
sobre los movimientos peristalticos y la digestion, que se reducen en condiciones de altas
temperaturas y determinan mayor permanencia del alimento en el buche e intestino delgado
(Hai et. al, 2000). Ademas, existe menor digestion de aminoacidos en los pollos parrilleros
expuestos al calor, debido a la disminucidn significativa en la secrecion de las enzimas, tales
como tripsina, quimotripsina y amilasa. En cambio, en situaciones de frio sucede lo inverso
(Virden y Kidd, 2009), sumandose a esto que toda situacion estresante provoca una
disminucion de la respuesta inmune, lo cual adicionado al deterioro de la morfologia intestinal
observada en pollos expuestos a temperaturas superiores de 26 °C (Quinteiro-Filho et. al,
2010; Calefi et. al, 2014), promueven mayor predisposicion del ave a padecer enfermedades,

tales como las infecciones bacterinanas(Quinteiro-Filho et. al, 2012; Lara y Rostagno, 2013).
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4.2 Utilizacién de antimicrobianos en la avicultura

Esta mayor predisposicion a padecer enfermedades, muchas de ellas de etiologia
bacteriana, como colibacilosis, micoplasmosis, coriza, cOlera y tifoidea aviar, entre otras
(Houriet, 2007) demanda el empleo masivo de agentes antimicrobianos ya sea como
tratamiento terapéutico, metafilactico o incluso en forma preventiva transformando al conjunto
de estas sustancias en herramientas indispensables en la produccion aviar (Sumano Lépez et.
al, 2000; Hofacre et. al, 2013; Talero-Pérez et. al, 2014; Landoni y Albarellos, 2015). La
principales herramientas antimicrobianas utilizadas en la avicultura, son los farmacos
pertenecientes a la familia de betalactdmicos, sulfonamidas, tetraciclinas, fluoroquinolonas,

macrélidos, aminoglucésidos, polipéptidos y fenicoles (Landoni y Albarellos, 2015).

La antibioticoterapia en pollos parrilleros, al igual que en otras especies, no sélo tiene
como objetivo principal proveer la curacion clinica, sino también procura la curacion
bacterioldgica, por lo que la eficacia terapéutica dependerd de la compleja interaccidn
farmaco, patogeno, y animal (figura 5), condicionando asi el esquema posologico que consiga
concentraciones farmacoldgicas en el sitio de infeccion durante el tiempo suficiente para
controlar la carga bacteriana (Beltran, 2004; Mc Kinnon y Davis, 2004). De no lograr el éxito
terapéutico puede derivar en efectos indeseables como el desarrollo de cepas bacterianas
resistentes, que pueden originar una recolonizacion bacteriana, e incluso ser diseminadas a
otros animales, al hombre y al medio ambiente, con todas las consecuencias que trae aparejado
(Baggot, 2002; Talero-Pérez et. al, 2014; Lorenzutti, 2017).

La produccion avicola también condiciona el modo de administracion de los
antimicrobianos, debido a que por la gran cantidad de animales que enferman a consecuencia
del hacinamiento, no es factible ni rentable la aplicacién individual por la complejidad del
manejo y el escaso valor econémico unitario, ademas, el estrés que significa la aplicacion
parenteral puede resultar en una progresion mas rapida de la enfermedad (Vermeulen et. al,
2002; Hofacre et. al, 2013). Es por ello, que el modo de aplicacion de estas herramientas
terapéuticas mas practico y habitual es la administracion oral, adicionado al alimento en los
tratamientos de periodos mas extensos y de caracter preventivo, o en al agua de bebida durante
periodos breves de tiempo y con propdsitos curativos (Vermeulen et. al, 2002; Sumano y
Gutiérrez, 2004; Sanchez, 2005).
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Figura 5. Representacion esquematica de la complejidad de las interacciones entre animal, patégeno
(bacteria) y antibidtico modificado de McKinnon y Davis (2004).

En las explotaciones avicolas la utilizacion de estas herramientas terapéuticas se
desarrolla en varias etapas durante la crianza con el propdsito de proteger el plantel o reducir
las pérdidas causadas por la enfermedad, sobre todo cuando la sanidad o el manejo del plantel
son inadecuados, en estos casos los farmacos suelen aplicarse como sustitutos de las buenas
practicas de manejo (Hofacre et. al, 2013), donde generalmente la terapia antimicrobiana se
realiza dependiente de criterios econémicos y productivos (Lohren et. al, 2008).Es por ello
que hoy en dia esta situacion genera debates continuos, tanto cientificos como politicos
respecto a los riesgos del uso irracional de los antimicrobianos en animales de consumo, por
los peligros potenciales para la salud publica, como la eventual toxicidad, y la expresion de
resistencias bacterianas que determinan menor efectividad de estas herramientas terapéuticas
(Turnidge, 2004; Lohren et. al, 2008; Hao et. al, 2014, Landoni y Albarellos, 2015). En este
contexto, es vital comprender las interrelaciones entre las bacterias, los agentes
antimicrobianos, el huésped y el consumidor, y disefiando programas racionales de aplicacién
de antimicrobianos en animales de consumo, acreditando asi la eficacia terapéutica e

inocuidad alimentaria (Landoni y Albarellos, 2015).
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La situacion planteada implica conocer més alla de la sensibilidad del agente causal
frente a los antimicrobianos, sino también disefiar modelos de uso racional de administracion
de farmacos, mediante investigaciones precisas en la especie de aplicacion, contemplando
caracteristicas fisioldgicas propias de la especie animal, fisiopatologicas en casos de
enfermedad, con los objetivos de analizar el comportamiento del farmaco dentro del
organismo Yy las concentraciones de estos en los distintos tejidos (Houin, 1990; Lees y Toutain,
2012; Baynes y Riviere, 2014).

4.2.1 Farmacocinética de antimicrobianos y consideraciones anatomo-fisioldgicas de las

aves

4.2.1.1 Farmacocinética

La farmacocinética (PK) estudia el comportamiento del farmaco dentro del organismo,
determinando las variaciones en las concentraciones de los farmacos y sus metabolitos en
funcién del tiempo en los diferentes fluidos, tejidos y excretas del organismo, mediante
relaciones matematicas necesarias para desarrollar modelos que permitan interpretar tales
datos (Gibaldi y Perrier, 1975; Houin, 1990; Riviere, 2009; 2011).

A grandes rasgos se pueden definir dos tipos de modelos para el tratamiento de los
datos obtenidos, esto es un analisis compartimental o bien uno no compartimental. Ambos
tratamientos de datos son vélidos y complementarios, y en muchas ocasiones se realiza
primero un tratamiento no compartimental como punto de partida para el analisis
compartimental. En los modelos farmacocinéticos que poseen enfoque compartimental se
considera al organismo compuesto por una serie de compartimentos en equilibrio. Los
compartimentos se agrupan sobre la base de tasas similares de movimiento de farmacos dentro
de un grupo de tejidos homogéneos cinéticamente, pero anatdbmicamente y fisiol6gicamente

heterogéneos (Riviere, 2009)

Estos compartimentos son entidades tedricas que permiten la formulacién de modelos
matematicos para describir el comportamiento de un farmaco en el tiempo con respecto al

movimiento intra e inter compartimentos; ya que la sangre es la matriz bioldégica comun y
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accesible para evaluar el destino de los farmacos, la mayoria de los modelos farmacocinéticos
se construyen con concentraciones de farmaco en sangre o plasma como referencia central a la

que estan relacionados otros procesos (Riviere, 2009; 2011; Lees yToutain, 2012)

Existen, el modelo monocompartimental - alguna de las ecuaciones mostradas en este
capitulo se describen bajo este contexto- el organismo es considerado como si fuese un solo
compartimento, donde el fa&rmaco ingresa en la circulacion general se distribuye y se elimina
simultaneamente. Mientras que el modelo bicompartimental inicialmente se observa una
distribucion rapida, seguida de un punto de pseudoequilibrio y posteriormente una pendiente
de eliminacién (Riviere 2009; 2011).

En la actualidad la tendencia es la aplicacion de modelos no compartimentales, con el
propdsito de establecer parametros cinéticos robustos de utilidad clinica que pueden aplicarse
en cualquier via de administracion (Houin, 1990; Modric, 2014). El término “modelo no
compartimental”, puede dar lugar a confusiones, ya que en realidad, cuando se determinan
concentraciones plasmaticas, se asume que la dosis del farmaco administrado se encuentra
disuelta en un volumen aparente, lo que da origen a las concentraciones plasmaticas,
asumiendo entonces que al menos un compartimiento estd siendo operativo; convendria
entonces ser mas objetivo en la definicion y hablar de analisis modelo independiente. Si bien
para el analisis farmacocinético modelo independiente, se necesita asumir que la
farmacocinética de la droga es lineal dentro del margen de concentraciones plasmaticas
observadas, este tipo de analisis presenta como principal ventaja que se trabaja con los datos
experimentales observados y no con los valores estimados (Riviere, 2011).

El empleo de modelos matematicos para cuantificar el curso en el tiempo de la
absorcion y disposicion del farmaco en el organismo se describe en procesos fisioldgicos
claves que se desarrollan simultdneamente, tales como la absorcion, distribucion y eliminacién

(figura 6), descriptas a continuacion (Riviere, 2009; 2011):

a) Absorcion

Corresponde al ingreso del farmaco desde su lugar de aplicacion hasta el torrente

sanguineo. La absorcion esta influenciada por las caracteristicas del farmaco, como la
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liposolubilidad, el grado de ionizacion y las caracteristicas del organismo, tales como las
particularidades de las membranas celulares y el flujo sanguineo regional (Baggot, 2002;
Martin-Jimenez, 2015a).

topica
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Figura 6. Esquema bésico por el cual el fArmaco es absorbido, distribuido, metabolizado y excretado
del cuerpo. Estos procesos son los que forman la base para el desarrollo de modelos farmacocinéticos.
(Riviere, 2009).

La absorcién de los farmacos aplicados por via oral estd condicionada por las
caracteristicas del sistema digestivo, como el pH gastrointestinal, el riego sanguineo, la tasa de
vaciado gastrico, la motilidad intestinal, ademas de la biotransformacién intestinal y/o
hepética y de la presencia de transportadores gastrointestinales (Houin, 1990; Baggot, 2002:
Martin-Jiménez, 2015a). Para estimar la cantidad de farmaco que ingresa a la circulacion
general y la velocidad de este ingreso se emplean parametros farmacocinéticos tales como la
concentracion maxima (Cmax), el tiempo al cual se alcanza dicha concentracion (Tmax) vy el

area bajo la curva (ABC), representados en la figura 7.

La Cméax y el Tmax no reflejan realmente las caracteristicas de absorcion de un
farmaco, pero si su capacidad para alcanzar la circulacion sistémica; resultan del equilibrio
dinamico establecido entre los diferentes procesos cinéticos que regulan la disposicion del

farmaco en el organismo, segun la dosis administrada y la relacion entre las constantes de
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velocidad de absorcion (Ka) y de eliminacion (Ke) (Baggot, 2002; Toutain y Bousquet-Mélou,
2004a).

Cuando se aplica una dosis constante en el tiempo, estas concentraciones se
incrementan progresivamente en el transcurso del tratamiento hasta alcanzar un estado
estacionario, las cuales se mantienen si no se modifican las pautas de dosificacion. Cuando
este perfil varia, es la principal causa de los cambios en la respuesta a un tratamiento

farmacoldgico que transita desde la ineficacia a la toxicidad severa (Martin-Jiménez, 2015a)

El parametro area bajo la curva integra la sumatoria de todas las posibles infinitas
concentraciones plasmaticas, pero s6lo se puede disponer de un ndmero limitado de
concentraciones, por lo tanto el parametro se calcula con el método trapezoidal que consiste en
la union por rectas de las concentraciones encontradas y estas rectas estarian formadas por
infinitas concentraciones estimadas (Baggot, 2002; Lees y Toutain, 2012; Martin-Jiménez,
2015a) . La proyeccion imaginaria de una recta desde cada concentracion experimental a la
abscisa (tiempo) divide el area que se halla por debajo de la curva en una sumatoria de
trapecios que equivalen a las ABC parciales. El procedimiento algebraico para integrar las
concentraciones estimadas es equivalente al célculo de un &rea de superficie (ABC parcial), y
la suma de las ABC parciales da lugar al ABC total (Baggot, 2002).
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Figura 7. Representacion gréafica de los pardametros cinéticos Cméax, Tméax y ABC.
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Cuando los farmacos son administrados por otras vias diferentes a la intravenosa, se
determina la vida media de absorcion (t¥2abs) (Baggot, 2002), que corresponde al tiempo que
demanda la absorcion del 50% del farmaco, y se establece con la constante de velocidad de

absorcion (Ka), a partir de la siguiente ecuacion (7):

tY2abs = In2 /ka

(7)

Ademas la velocidad de absorcion de un farmaco se determina por la pendiente en
relacion entre el logaritmo de la cantidad de fA&rmaco absorbido y el tiempo. En la absorcién, la
mayoria de los farmacos presentan un comportamiento farmacocinético de orden 1, donde la
velocidad de absorcion es proporcional a la concentracion del farmaco, y el proceso es lineal.
Por el contrario, cuando existe una saturacion de los mecanismos de absorcion el
comportamiento farmacocinético se traspasa a una cinética de orden 0, donde la velocidad de

absorcion es independiente de la concentracion (Modric, 2014).

La biodisponibilidad (F) describe la extensién y la tasa de absorcion del farmaco
inalterado desde su sitio de aplicacion. Cuando el farmaco se administra por via intravenosa el
valor de F es del 100%, mientras que por via oral la tasa de absorcion estd condicionada por
los eventos que disminuyen su exposicion sistémica, inclusive el metabolismo pre-sistémico

(Baggot, 2002; Lees y Toutain, 2012); la ecuacion para determinarla es la siguiente (8):

(8)

Cuando la dosis intravenosa es distinta de la dosis extravascular, o las constantes de
eliminacion (B) son diferentes, la formula debe corregirse introduciendo los valores

correspondientes en la siguiente ecuacion (9):
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_ ABCgy * Dy * By
ABCgy * Dgy * Pgy

©)
b) Distribucién

Es el proceso mediante el cual el farmaco se incorpora desde la circulacion sanguinea a
los diferentes tejidos. La transferencia se produce por procesos a favor de gradiente y depende
de propiedades fisicoquimicas del farmaco (peso molecular, coeficiente de particion, pKa), de
la unién a proteinas plasmaticas o tisulares, ya que la proporcion del farmaco que permanece
libre en el plasma difunde a los espacios extravasculares (Beltran, 2004; Lees y Toutain, 2012;
Modric, 2014).

El volumen aparente de distribucion (Vd) es un pardmetro matematico utilizado para
caracterizar la distribucion, el cual expresa la extension de la distribucién, sin un verdadero
significado fisiologico en términos de espacio real puesto que refiere al tamafio de un
compartimiento hipotético requerido para contener la cantidad de farmaco existente en el
organismo si éste presentara igual concentracién que en el plasma (Toutain y Bousquet-
Melou, 2004b; Riviere, 2011).

El pardmetro Vd se expresa en L/kg de peso corporal, y tal como se menciond
anteriormente, constituye solo una estimacién sobre el grado de distribucion, sin revelar el
patron de distribucion que Unicamente se describe midiendo su nivel en distintos 6rganos y
tejidos (Baggot, 2002), finalmente implica un factor de proporcionalidad que relaciona la dosis
total suministrada con la concentracién sanguinea o plasmatica. Se estima el volumen tedrico
en el gque el farmaco se ha distribuido, con la relacion entre dosis (D) y la concentracién del
farmaco en el tiempo cero (Cy), representado en la siguiente ecuacion (10):

D

va=2

Co

(10)

31



El término Vd puede expresarse como Vdc, Vdarea y Vdss. El volumen de distribucion
del compartimento central (\Vdc), refleja el volumen de este compartimento, antes de que haya

tenido lugar cualquier distribucion, y relaciona la concentracion del farmaco en el tiempo 0.

El volumen aparente de distribucion o VVdarea, se basa en el ABC total, relacionando la
concentracion plasmatica con la cantidad del farmaco en el cuerpo en todo momento después
de alcanzar el equilibrio de distribucion y después de la aplicacién de una dosis Unica o
multiple; se calcula con la siguiente ecuacion, donde B es la pendiente de la porcidon terminal
de la curva de concentracion plasmatica-tiempo (representada como un logaritmo natural de

concentracion en funcion del tiempo), se calcula con la siguiente ecuacion:

Dosis * F

Vdarea = m

(11)

El volumen de distribucion en estado estacionario (\Vdss), proporciona la estimacién de
distribucion independiente de los procesos de eliminacion del farmaco. Este se alcanza cuando
la concentracion libre del farmaco es igual a la de los tejidos, siendo una medida utilizada para
una infusién continua intravenosa, cuando la tasa de eliminacion es igual a la de distribucion.
Se utiliza para su calculo el area bajo la curva en el momento (ABCM), que es la integral de la
curva que representa el producto de la concentracion y el tiempo en el momento que se

observd la concentracion. La ecuacion (12), utilizada para el calculo de VDss es la siguiente:

Dosis * F * ABCM

Vdss = ABC?

(12)

Otro de los parametros empleados para caracterizar la distribucion es la vida media de

distribucion (t2a), que se calcula con la constante aparente de distribucion () y la ecuacion es

(13):
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tY2a = In2/a
(13)

Los parametros de distribucion son de importancia farmacologica en el ingreso y la
acumulacién del farmaco en los 6rganos, por lo que cobran implicancia en la deplecion del

farmaco y por ende en la presencia de residuos en animales de consumo (Modric, 2014).

c) Eliminacion

La concentracidn activa del farmaco en el organismo disminuye como consecuencia de
dos mecanismos: la metabolizacidon y la excrecién. Los farmacos liposolubles, aunque se
filtren por el rifidn, se reabsorben y deben biotransformase a metabolitos méas polares. Estos
metabolitos, junto con los farmacos hidrosolubles, se excretan principalmente por el rifién y la
bilis (Martin-Jiménez 2015b; Modric, 2014).

El metabolismo comprende los cambios bioquimicos verificados en el organismo
mediante los cuales las sustancias extrafias se convierten en otras méas ionizadas, méas polares,
mas hidrosolubles, menos difusibles y mas facil de eliminar que la sustancia original (Aerts et.
al, 1995). La disposicion hepéatica desempefia un rol importante en el metabolismo y

eliminacién de los xenobidticos y puede afectar la biodisponibilidad de un farmaco.

Los procesos metabolicos hepaticos tradicionalmente comprenden reacciones de Fase |
y Fase II; sin embargo, recientemente se han incluido las reacciones de Fase Il (Coleman,
2007; Modric, 2014). La Fase | incluye principalmente las reacciones oxidativas del
citocromo P450 (CYP450) asi como las reacciones de reduccion e hidrolisis: en general, estas
reacciones implican la introduccion de grupos funcionales al farmaco, lo que puede conducir a
la formacion de metabolitos activos y / o toxicos (Modric, 2014). En los procesos de Fase I,
que incluye reacciones de glucuronidacion / glucosidacion, sulfonacion, metilacion y
acetilacion, las enzimas hepaticas conjugan azucares endogenos solubles en agua, sales o
aminoacidos con xenobidticos. Los conjugados también pueden secretarse de nuevo en los
intestinos, donde las bacterias desconjugan el farmaco, lo que permite la reabsorcion de la

molécula original (Modric, 2014).
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En muchos casos, los procesos de Fase | ocurren primero, seguidos de reacciones
conjugativas; sin embargo, se debe tener en cuenta que aunque esta secuencia ocurre a
menudo, la conjugacion también puede ocurrir directamente sin una "preparacion” previa de la
Fase | (Coleman, 2007). Finalmente, el metabolismo de Fase Il implica un procesamiento
adicional de los conjugados, incluidé el sistema de bombas de eflujo que excluyen los
productos del metabolismo hidrosoluble de las células, la sangre y, en dltima instancia, el

organismo (Modric, 2014).

La principal ruta de excrecion de farmacos y sus metabolitos es la renal. El farmaco
libre en plasma, es decir aquel no unido a proteinas, alcanza la luz tubular por filtracion
glomerular, y en el caso de bases y acidos débiles por secrecion tubular. La cantidad final de
farmaco eliminado en la orina esta gobernada por el grado de reabsorcion tubular que acontece
en la nefrona distal. Esto se ve afectado por factores tales como la concentracion de orina, el

pH urinario y pK del farmaco (Baggot, 2002).

La cinética de eliminacion cuantifica la velocidad con que los farmacos se eliminan del
organismo y se expresa mediante dos constantes farmacocinéticas: el aclaramiento y la
constante de eliminacion. Generalmente, ocurre una eliminacién de primer orden cuando una
proporcién constante de la dosis se depura por unidad de tiempo. La tasa de eliminacion es
constante (ke), pero la velocidad real del proceso varia en proporcion directa a la dosis, por lo
tanto la concentracién (C) en cualquier momento (t) después de una sola dosis intravenosa

administrada se puede calcular con la siguiente ecuacion (14):

) Dosis
= * e
vd

—kext

(14)

donde e es la base del logaritmo natural (e = 2,713), y la constante de eliminacion (ke) esta
representada por la relacion de separacion respecto al volumen de distribucion y se expresa

usualmente en unidades de 1/h, la cual se calcula con la siguiente férmula (15):
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_Clt
vd

(15)

La eliminacion se expresa mediante el aclaramiento o clearance total (CIt), permanece
constante para cada farmaco y expresando el volumen de plasma depurado del farmaco por
unidad de tiempo. Este parametro cinético evalGa la eliminacion aun cuando no indica el
tiempo que demora un farmaco en eliminarse del organismo (Toutain y Bousquet-Mélou,
2004c).

El Clt se calcula como la relacion entre la dosis administrada por via intravascular
(Div) y el ABC resultante (ABC;,) (Patel y Kirkpatrick, 2011), expuesta en la siguiente
ecuacion (16):

DIV
ABCIV

Clt =

(16)

El aclaramiento corporal total (Clt) se expresa como volumen de sangre o plasma que
es depurado del farmaco por unidad de tiempo por kg de peso vivo (volumen/tiempo x peso).
El Clt es la suma de todos los aclaramientos parciales, aclaramiento hepatico (Cly),
aclaramiento renal (CIR) y otros aclaramientos, presenta en la siguiente ecuacion (17):

Clt = ClH + ClR + ClOtI‘OS
17)

Otro parametro cinético relevante es la semivida de eliminacion (t28), que refiere al
tiempo requerido para que cualquier concentracion medida en la fase de eliminacién de la
curva de disposicion decline hasta la mitad. El t%R permite valorar la permanencia del
farmaco en el organismo (Toutain y Bousquet-Mélou 2004d), y se establece con la constante o

velocidad de eliminacién (Kel o ) con la siguiente ecuacion (18):
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t¥%p = In2/p
(18)

También se puede obtener a través de la ecuacion (19), que involucra dependencia de

la constante de velocidad de eliminacién y asi como del Clt y el \VVd. Se puede calcular como:

0.693
Clt/vd

t%2p =

(19)

El concepto de semivida es practico porque nos permite tener una idea concreta de la
magnitud de la velocidad con que el medicamento es eliminado del organismo. También se
utiliza para estimar los intervalos entre administraciones o los periodos de carencia para la
eliminacion de residuos en tejidos comestibles de animales, debido que refleja la extension de
la distribucion de la droga y la velocidad de depuracion, a pesar que para determinar el
periodo de carencia generalmente se utilizan la determinacién de este parametro en el tejido de
estudio. Ademas, diversos factores pueden influir en el Clt y el VVd, y por ende afectar la vida
media del farmaco lo cual trae como resultado un impacto en la eliminacion, por lo tanto si la
vida media se duplica, lo mismo acontece con el periodo de agotamiento del farmaco (Modric,
2014).

En lugar de determinar las constantes de velocidad o semividas, se pueden describir
procesos en términos de momentos estadisticos; el mas utilizado es el tiempo medio de
residencia (TMR). Estos se basan en los datos de concentracion plasmatica y se determinan
calculando areas bajo curvas de concentracion versus tiempo, este representa el tiempo medio
gue un farmaco reside en el organismo luego de la administracion de una dosis Unica. Este
parametro es la analogia del momento estadistico de la vida media y puede variar con la via de
administracion, y generalmente es el tiempo que transcurre para que se elimine el 63,2 % del
farmaco luego de la administracion (Baggot, 2002; Riviere, 2009). Se calcula con el ABC, y el
ABCM (&rea bajo la curva en el primer momento de la curva y el tiempo versus el tiempo de

cero a infinito) representado en la siguiente ecuacién (20):
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(20)

En la actualidad existen programas informaticos que grafican los datos en curvas y
efectdan los célculos de los pardametros farmacocinéticos utilizando formulas ya establecidas,

tal el caso del programa farmacocinético no compartimental PK Solution (Farrier, 1999).

El programa farmacocinético no compartimental PK Solution, permite estimar
pardmetros farmacocinéticos a través del area bajo la curva (ABC), asociada a las
concentraciones y tiempo. Por ende, emplea la regla trapezoidal clasica que se utiliza para el
calculo de ABC; aplica también el método de los residuos, donde divide la curva en una serie
de tres términos exponenciales correspondientes a las fases de absorcién, distribucion y
eliminacion del farmaco en el organismo, estos términos exponenciales, se utilizan para
calcular los diversos parametros farmacocinéticos, de dosis Unicas o mdltiples. Este
programa, responde a la fase de eliminacién de la curva de disposicion del farmaco, con un
modelo de primer orden, lo que se evidencia en la porcion terminal de la gréafica semi-
logaritmica (Santosh, 2010).

Los parametros cinéticos obtenidos en el programa son: concentracion a tiempo cero
(Co), Cmax, Tmax, ABC, volumen inicial del compartimiento central (V.), Vdarea basada en
el ABC y Vdarea basado en el peso del animal Vss, semividas y constantes de velocidades de
las distintas fases, TMR vy biodisponibilidad (F) (Santosh, 2010).

Algunos parametros en los modelos no compartimentales, modifican su ecuacion para
calcularlos, entre ellos el clearance sistémico (Clt) y el volumen de distribuciéon de area,
expresados en las siguientes ecuaciones (21) y (22):

Clt=F b
" ABC

(21)
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’rea—FL
area=rapc«p

(22)

Finalmente, la determinacion e interpretacion correcta de los pardmetros
farmacocinéticos, permite tomar decisiones terapéuticas racionales en animales de consumo
incluyendo a los pollos parrilleros (figura. 8), es por ello que la farmacocinética aporta
elementos para proporcionar una terapia antimicrobiana eficaz, ya que determina las dosis
necesarias para llegar a las concentraciones adecuadas a los distintos tejidos diana para las
diferentes bacterias patégenas en aves, ademas proporciona los fundamentos conceptuales
para prevenir residuos de farmacos en los tejidos comestibles y/o la induccidn de resistencias

bacterianas (Lees y Toutain, 2012; Baynes y Riviere, 2014).

Libre de
resistencias

Dosis
6ptima

Libre de Libre de
toxicidad residuos

Figura 8. llustracion del dilema del veterinario, en animales productores de alimentos en la
optimizacion de la dosis terapéutica en un farmaco (Riviere, 2011).

4.2.1.2 Caracteristicas anatomo-fisiologicas de las aves

Cada especie animal posee caracteristicas anatomicas y fisioldgicas particulares que
hacen diferir el comportamiento cinético de los farmacos con influencia notable en los
patrones de distribucion. Estas diferencias, también se encuentran presentes en los pollos

parrilleros, fundamentales de conocer para el uso racional de las herramientas terapéuticas

38



(Vermeulen et. al, 2002; Toutain et. al, 2010), siendo dos procesos farmacocinéticos los que
presentan mayores particularidades:

1) Laabsorcion oral de farmacos

Por un lado las aves carecen de labios y dientes, siendo incapaces de moler el alimento,
tampoco poseen paladar blando y no se observa una distincion clara entre la faringe y la boca
(orofaringe), aunque disponen de glandulas salivales desarrolladas en el techo y suelo de la
boca, con reducida secrecion de amilasa (Denbow, 2000; Lorenzoni, 2010). En el eso6fago
aviar se encuentra un diverticulo vertical, en la porcion cervical del es6fago Ilamado buche,
este posee un pH de 4,5 en pollos y actia como acumulador de alimento, aunque la absorcion
alli es minima, su influencia en la disposicion temporal de un farmaco es importante
(Lorenzoni, 2010; Landoni y Albarellos, 2015). EIl periodo de retencion de alimentos en el
buche oscila entre 3 y 20 horas; en general, los alimentos secos persisten mayor tiempo que
los himedos, ya que éste se encarga de humedecerlos (Vermeulen et. al, 2002). Ademas, el
buche es rico en microflora bacteriana, particularmente Lactobacillus spp, que interfieren en la

absorcion de algunos antimicrobianos, tales como los macrélidos (Hilmi et. al, 2007).

El estomago de las aves estd conformado por el proventriculo o pars glandularis,
responsable de la secrecion &cida y por la molleja o pars muscularis, que participa en la
digestion mecénica y la protedlisis gastrica. EI pH del proventriculo y molleja es préximo a 4
y 2,5, respectivamente, y el tiempo de retencion media del alimento en el estdbmago es de 40-
71 minutos (Van Der Klis et. al, 1990; Lorenzoni, 2010; Svihus, 2011; Landoni y Albarellos,
2015).

Similar a los mamiferos, el jugo pancreatico de pH alcalino, neutraliza el contenido
acido alimentario que recibe de la molleja previo a su paso a segmentos intestinales
posteriores (Toutain et. al, 2010). El intestino no posee cambios histologicos en cada una de
sus porciones, pero si presenta alteraciones del pH; es cercano a 6 en ileon y yeyuno (Landoni
y Albarellos, 2015).

En pollos adultos, el intestino posee una alta cantidad de flora intestinal, que tiene la
capacidad para metabolizar ciertos antimicrobianos (Lorenzoni, 2017; Landoni y Albarellos,

2015). En los enterocitos aviares abundan las enzimas citocromo P-450, especialmente
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CYP3A, con capacidad para metabolizar algunos farmacos antimicrobianos como macrolidos
y lincosamidas y afectar la biodisponibilidad sistémica (Antonovic y Martinez, 2011).
Ademas, Guo y colaboradores (2013), informaron que la expresion de bombas de eflujo (P-
glicoproteina), en los enterocitos depende de la edad del ave. Estas bombas de eflujo, en la
zona apical del intestino pueden interferir en la absorcion de algunos agentes antimicrobianos
tales como fluoroquinolonas, oxitetraciclina, doxiciclina y en menor grado, macrolidos,
cuando se administran por via oral (Haritova et. al, 2010). Por otra parte, la porcion distal del
tracto digestivo presenta limitado desarrollo en relacion con otras especies (Toutain et. al,
2010).

2) Eliminacion de farmacos en pollos parrilleros

Como en los mamiferos, la eliminacion de los farmacos comprende la combinacién de
la biotransformacion hepética y la excrecion renal, como se describié anteriormente. El
citrocromo es la superfamilia enzimatica mas involucrada en el proceso de biotransformacion
(Nelson, 2009). En el caso de las reacciones de fase Il, las aves de corral utilizan
principalmente a la ornitina para la conjugacion, mientras que en los mamiferos la reaccién de

glucuronidacién es mas importante (Vermeulen et. al, 2002).

En aves el proceso de excrecion renal exhibe diferencias anatomo-funcionales respecto
a los mamiferos; las nefronas aviares se asemejan a las de reptiles debido que s6lo el 20-30%
poseen asa de Henle, y solo el 50% del flujo sanguineo renal puede derivar del flujo arterial y
el resto del sistema portal renal (Toutain et. al, 2010; Landoni y Albarellos, 2015). La sangre
de la vena iliaca externa ofrece la particularidad que puede fluir directamente en la vena cava
cuando la valvula del sistema porta y renal esta abierta, 0 en contraste, puede ser forzada a
ingresar en la vena porta renal cuando la valvula estd cerrada. Este mecanismo de paso es
inexistente en los mamiferos. Como resultado, se elimina una gran cantidad de farmaco directa
y rapidamente a través del rifion de las aves (Verrmeulen et. al, 2002). Ademas, la filtracion
glomerular no es constante en las aves y las variaciones en la presion de perfusion puede tener
gran impacto en la farmacocinética del compuesto (Toutain et. al, 2010; Landoni y Albarellos,
2015).
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La reabsorcién tubular parece muy poco probable o incluso ausente en las aves. Por lo
tanto, las sustancias polares tales como los aminoglucosidos, que se excretan totalmente sin
cambios, muestran poca diferencia en la tasa de excrecion y la semivida de eliminacién entre
las aves y las especies de mamiferos, en contraste con las amplias variaciones interespecificas

que normalmente se reportan para farmacos muy metabolizados (Vermeulen et. al, 2002).

Debido a lo expuesto anteriormente, es importante tener en cuenta todas las
particularidades anatomicas y fisioldgicas que influyen directamente en la absorcion,
metabolizacion y eliminacién farmacos, principalmente al momento de administrar
antibidticos en las producciones avicolas, ya que influyen en el uso racional y correcto, de

estas herramientas terapéuticas.

4.2.2 Fluoroquinolonas

Como se nombro en el capitulo anterior, se describié que una de las familias de
antimicrobianos de mayor uso en la avicultura son las fluoroquinolonas. Estas poseen una
estructura basica que consiste en un nicleo aromatico heterociclico, un grupo acido
carboxilico y un grupo cetona en posicién para el nitrégeno heterociclico. En la década del
ochenta, con la introduccion de un atomo de fldor en el nicleo basico de la molécula en
posicién Cg y un sustituyente piperazinico o pirrolidinico en posicion C, se dio origen a las
fluoroguinolonas (Marin Carrillo, 2008; Diaz David, 2012; Giguere y Dowling, 2013), quienes
constituyen una de las familias de antimicrobianos de mayor expansion en Medicina
Veterinaria. Las modificaciones introducidas en el nucleo basico son determinantes en la
actividad bioldgica e influyen en las caracteristicas farmacocinéticas de las distintas moléculas
(figura 9) (Diaz David, 2012; Gouvéa et. al, 2015).

Las fluoroquinolonas desempefian acciones bactericidas. Inhiben la actividad catalitica
de la ADNgirasa (Topoisomerasa Il) y la Topoisomerasa 1V, esenciales para la replicacion y
transcripcion de ADN bacteriano (Sharma et. al, 2009). Estas enzimas catalizan reacciones en
la bacteria que permiten el superenrrollamiento, relajacion, separacion y su reintegracion del
ADN durante los procesos de transcripcion y traduccion (Gouvéa et. al, 2015). Estas

sustancias desarrollan actividad contra la mayoria de las bacterias gram negativas y
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especialmente contra enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp.,
Salmonella spp., y Enterobacter spp) (Marin Carrillo, 2008; Giguére y Dowling, 2013). Las
cepas de Pseudomonas aeruginosa Yy las bacterias gram positivas ofrecen susceptibilidad
variable. Por ejemplo, cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus pseudintermedius y
otros Staphylococcus suelen ser muy susceptibles, pero los valores de CMI (concentracion
minima inhibitoria) son mayores que las necesarias para gram negativos y micoplasmas
(Papich y Riviere, 2009; Diaz David, 2012; Giguere y Dowling, 2013).
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Figura 9. Modificaciones del nicleo bésico de las quinolonas (Boswell y Wise, 1998; Diaz David,
2012).

Se agrupan en “generaciones” segun la cantidad de atomos de flior; las de segunda

generacion son monofluoradas como enrofloxacina, norfloxacina, danofloxacina y
marbofloxacina, siendo utilizadas principalmente en Medicina Veterinaria, en tanto las
fluoroquinolonas de tercera generacién son multifluoradas, tal es el caso de levofloxacina y
generalmente se aplican en humanos para el tratamiento de patdgenos multi-resistentes
(Martinez et. al, 2006; Escudero y Marin Carrillo, 2015). También se clasifican segun su
actividad bioldgica, es decir segun sus espectros y propiedades farmacocinéticas. Las

quinolonas sin la adicion del atomo flaor tienen biodisponibilidad oral pobre y limitada
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distribucion tisular, ademas de un espectro limitado a gérmenes gram negativos (Martinez et.
al, 2006; Giguére y Dowling, 2013).

Los agentes de segunda generacion se caracterizan por su mayor espectro bacteriano,
las bacterias gram negativas, incluyendo enterobacterias, algunos cocos gram positivos y
micoplasmas son susceptibles, y brindan ventajas cinéticas: mejora la biodisponibilidad oral y
la distribucion tisular, se consiguen altos niveles terapéuticos en pulmén, higado y huesos
(Martinez et. al, 2006; Escudero y Marin Carrillo, 2015). La primera fluoroquinolona de
segunda generacion fue enrofloxacina, introducida en la década de 1980, fue la primera
aprobada para uso en Medicina Veterinaria (Martinez et. al, 2006; Diaz David, 2012).
Mientras que las fluoroquinolonas de tercera generacién, mantienen las propiedades cinéticas
de la segunda generacion, pero son de amplio espectro y causan menor toxicidad y
generalmente son herramientas terapéuticas reservadas para aplicacién en humanos (Martinez
et. al, 2006; Diaz David, 2012).

Y la ultima clasificacion, es la que tiene en cuenta su estructura quimica, agrupandolas
de acuerdo a su ndcleo basico en naftiridinas (&cido nalidixico, enoxacina), cinolinas
(cinoxacina), pirido-pirimidinas (&cidos pipemidinico y piromidico) y quinolonas (flumequina,
acido oxolinico y las fluoroquinolonas) (Diaz David, 2012; Escudero y Marin Carrillo, 2015).

Ademas, es de conocimiento que un antibacteriano es clinicamente efectivo cuando
obtiene concentraciones superiores a la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
microorganismo que se pretende combatir en el sitio de infeccion (Beltran, 2004; Lees et. al,
2008). Estudios experimentales y clinicos avalan la integracion de pardmetros
farmacocinéticos - farmacodindmicos o PK-PD, con el propdésito de maximizar la eficacia
antimicrobiana (McKinnon y Davis, 2004). En este contexto las fluoroquinolonas ejercen
actividad concentracion dependiente. El parametro predictor de respuesta antimicrobiana y de
éxito clinico es el cociente entre la concentracién maxima en suero (Cméax) y la concentracion
minima inhibitoria. El cociente Cmax/CMI debe ser > 10 para lograr maxima eficacia clinica e
inducir la menor seleccion de resistencia (Conkova et. al, 2009; Giguére y Dowling, 2013).
Otro parametro predictor adoptado para las fluoroquinolonas es el cociente del area bajo la
curva de la concentracion sérica-tiempo y la CMI (ABC/CMI), que debe ser > 125 (Lees Y
Shojaee AliAbadi, 2002).
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Poseen un efecto post-antibidtico prolongado, donde Lecoeur Bitchatchi y Kolf Clauw,
(1998), observaron in vitro un efecto inhibidor sobre bacterias durante 3 a 5 horas luego que la
concentracion del antibidtico descendiera por debajo de la CMI. Este efecto post-antibiotico,
que favoreceria la aplicacion con intervalos entre dosis méas prolongados, se observd en
bacterias gram negativas y en menor medida en gram positivas, siendo una particularidad

beneficiosa para este grupo de farmacos, en su utilizacion en la avicultura.

Las fluorogquinolonas son liposolubles, admiten la aplicacion parenteral y poseen alta
biodisponibilidad oral respecto otros grupos de antibidticos. La absorcion por el tracto
gastrointestinal puede ser afectada por la presencia de iones bivalentes de origen alimentario o
por la administracion simultanea de farmacos que contienen Al, Mg, Ca, Fe y Zn debido a la
formacion de quelatos insolubles (Conkova et. al, 2009). Ademas, exhiben rapida y extensa
distribucion tisular (Vd= 1-5 L/kg), por su naturaleza lipofila, bajo grado de ionizacion y
limitada union a proteinas plasmaticas (< 45%) (Papich y Riviere, 2009; Escudero y Marin
Carrillo, 2015). Estos farmacos ingresan a una variedad de tejidos, entre ellos pulmones,
hueso, prostata, cartilago, hasta humor acuoso, donde alcanzan concentraciones 2 a 3 veces
mayores que las plasmaticas (Papich y Riviere 2009; Conkova et. al, 2009; Escudero y Marin
Carrillo, 2015).

Segun la especie animal, los valores de t'4f3 o semivida de eliminacion oscilan entre 2 a
4 horas. Son parcialmente metabolizadas en el higado segln la fluoroquinolona y la especie
animal, generalmente por hidroxilacion y oxidacion, dando origen a las oxoquinolonas, que
luego son conjugadas en la fase Il con acido glucurénico. La excrecion es biliar y renal, la
mayoria de los compuestos en forma activa (Papich y Riviere 2009; Escudero y Marin Carrillo
2015).

Las fluoroquinolonas exhiben amplio margen de seguridad en mamiferos y aves; en el
hombre solo se describen reacciones adversas como mareos, cefaleas, nauseas y vomitos y
como efecto nocivo relevante la erosion de cartilagos en individuos en crecimiento (Martinez
et. al, 2006; Gupta et. al, 2012; Giguére y Dowling, 2013). La artropatia afecta especialmente
a las articulaciones que soportan peso. Aungue sélo fue documentada en caninos, la toxicidad
fue extrapolada a humanos y por este motivo no se administran en sujetos inmaduros o

mujeres gestantes (Rosanova et. al, 2010).

44



Las principales fluoroquinolonas con formulaciones para aplicacion en el agua de
bebida para pollos hoy en dia son danofloxacina, difloxacina, enrofloxacina, ciprofloxacino,
sarafloxacino, norfloxacina y nicotinato de norfloxacina, y actualmente se incorporo
levofloxacina en Peru y paises asiaticos, mientras que marbofloxacina es un herramienta
terapeutica relativamente nueva que esta autorizada su uso en mascotas y animales

productivos, tales como cerdos y bovinos.

4.2.2.1 Antecedentes farmacocinéticos de fluoroquinolonas en pollos parrilleros

Dentro las fluoroquinolonas de segunda generacion formuladas para pollos parrilleros,
se han realizados estudios que determinan luego de la aplicacion oral una absorcion inmediata
(Anadodn et. al, 1993; Anjum y Rizvi, 1998). Por ejemplo danofloxacina exhibe t¥2abs de 0,48
horas (Errecalde et. al, 2017), norfloxacina de 0,9 horas (Laczay et. al, 1998) y enrofloxacina
de 1,4 horas, (Anadon et. al, 1995) y donde difiere la magnitud de la absorcion segun el
compuesto (Anaddn et. al, 1993; Chen et. al, 1994; Lees y Shojaee AliAbadi, 2002),
posiblemente por diferencias relativas al transporte activo (Haritova y Lashev, 2009) y en
algunos casos, la absorcién puede ser afectada por la presencia de cationes bivalentes de
origen alimentario (Lees y Shojaee AliAbadi, 2002; Hofacre, 2013). Mientras que la absorcion
de difloxacina y norfloxacina fue ligeramente superior al 50 % (Anadon et. al, 2011; Ding et.
al, 2008); en tanto que enrofloxacina y ciprofloxacina oscila entre el 64 y 89 % , lo cual difiere
segun el estudio(Anadon et. al, 1995; Anadén et. al, 2001; Bugyei et. al, 1999; Knoll et. al,
1999), siendo practicamente completa para danofloxacina (Lynch et. al, 1994; Knoll et. al,
1999; Haritova et. al, 2006) y ofloxacina (Kalaiselvi et. al, 2006).

Luego de la aplicacién endovenosa en pollos parrilleros, los antecedentes disponibles
refieren rapida distribucion desde el compartimento central para norfloxacina, ciprofloxacina,
enrofloxacina y difloxacina, segin las vidas medias de distribucion (t'%:a) informadas que
oscilan entre 0,14 y 0,69 horas (Anaddn et. al, 1992; Anadon et. al, 2001; Bugyei et. al, 1999;
Ding et. al, 2008). Estos compuestos se distribuyen extensamente en el organismo (Anjum y
Rizvi, 1998; Lees y Shojaee AliAbadi, 2002), exhibiendo valores de volumen de distribucion
superiores a 1,5 L/kg en aves (Anaddn et. al, 1993; Lees y Shojaee AliAbadi, 2002). Mientras
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que se reportan valores de Vd de 1,7 L/kg con ofloxacina (Kalaiselvi et. al, 2006), 3,1 L/kg
con difloxacina (Ding et. al, 2008), 3,4 L/kg con norfloxacina (Anadoén et. al, 1992), 4,3 con
enrofloxacina L/kg (Anadon et. al, 1995), 6,0 L/kg con ciprofloxacina (Anadon et. al, 2001) y
13,7 L/kg con danofloxacina (Knoll et. al, 1999).

Con distintas fluoroquinolonas administradas por via oral se describen niveles tisulares
mas significativos que los plasmaéticos, tal el caso de danofloxacina (Knoll et. al, 1999;
Errecalde et. al, 2017), enrofloxacina (Knoll et .al, 1999), norfloxacina (Anadén et. al, 2002) y
ciprofloxacina (Anadon et. al, 2001). En general los niveles son muy importantes en higado o
rifidn, pero suelen ser menos significativos en el tejido muscular; las concentraciones séricas
de enrofloxacina fueron superiores (0,36 pg/ml) a las musculares (0,06 pug/mg), tejido en que

se determind hasta 24 horas post-aplicacion (El-Aziz et. al, 1997).

La disposicion tisular de las fluoroquinolonas es significativa desde el enfoque
terapéutico, acorde la necesidad de obtener niveles que excedan la CMI en el sitio de infeccion
(Lees et. al, 2008), pero también se asocia con la magnitud de los residuos tisulares, que
resultan de sus propiedades lipofilicas y es facilitada por la escasa union a proteinas
plasmaticas, estimada en animales domésticos en el 15 al 20% (Anadén et. al, 1992; Papich y
Riviere, 2009; Haritova y Lashev, 2009) y la permanencia en el organismo exhibio
variaciones, se comunicaron t%23 de entre 5,5 a 10,2 horas con enrofloxacina (Anadon et. al,
1995; Knoll et. al, 1999), 6,1 horas con difloxacina (Ding et.al., 2008), 6,7 horas con
danofloxacina (Knoll et. al, 1999), 8,0 horas con norfloxacina (Anadon et. al, 1992) y 8,8
horas con ciprofloxacina (Anadon et. al, 2001). Mientras que los valores de TMR
comunicados fueron de 8,7 horas para norfloxacina (Anadon et. al, 1992) y 9,6 horas para

enrofloxacina (Anadon et. al, 1995).

Como se mencion0 anteriormente, la eliminacion de fluoroquinolonas se realiza por
orina y de forma menos significativa, por bilis (Anjum y Rizvi, 1998). El CIt ofrece
fluctuaciones importantes segun el agente (Haritova y Lashev, 2009); asi se reportan valores
de entre 3,0 a 4,8 ml/h/kg para enrofloxacina (Anadén et. al, 1995; Bugyei et. al, 1999); 4,5
ml/h/kg para ofloxacina (Kalaiselvi et. al, 2006), 7,5 ml/h/kg para ciprofloxacina (Anadon et.
al, 2001) y 16,6 ml/h/kg para norfloxacina (Laczay et. al, 1998).
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En general, luego de la aplicacion oral la permanencia plasmatica de fluoroquinolonas
en pollos es moderada (Anadon et. al, 1993); se informaron valores de t'4p de 5,8 horas con
enrofloxacina (Knoll et. al, 1999) y ofloxacina (Kalaiselvi et. al, 2006), 6,9 a 7,6 horas con
danofloxacina (Knoll et. al, 1999; Errecalde et. al, 2017), 8,6 horas con difloxacina (Ding et.
al, 2008) y 11,8 horas con norfloxacina (Laczay et .al, 1998) y ciprofloxacina (Anaddn et. al,
2001). Knoll y colaboradores (1999), adjudicaron un TMR de 7,5 y 8,6 horas a enrofloxacina
y danofloxacina, respectivamente. Otros estudios, indicaron 8,8 horas con norfloxacina
(Laczay et. al, 1998) y 13,3 horas con ciprofloxacina (Anadon et. al, 2001). Generalmente en
la mayoria de las investigaciones referidas a las particularidades farmacocinéticas de estos

farmacos se desarrollan en pollos clinicamente sanos y en condiciones productivas ideales.

Por otro lado, Soliman (2000) estudié el comportamiento farmacocinético de
enrofloxacina con una dosis oral e intravenosa en pollos sanos e infectados con E. coli. Por
aplicacion endovenosa, en las aves enfermas se observo una reduccion de las concentraciones
plasmaticas y menor permanencia, segun los valores obtenidos en animales sanos y enfermos
en el t%5p de 4,7 y 3,6 horas y el TMR de 6,7 y 4,9 horas, respectivamente. La via oral
determiné biodisponibilidad de 69,7 y 72,5%, en pollos sanos y enfermos, respetivamente. Al
igual que Li y colaboradores (2017), investigaron la cinética de enrofloxacina luego de la
aplicacion oral durante 7 dias en aves sanas e infectadas con Salmonella typhimurium. Estos
autores determinaron un Cmax de 1.8 pg/ml, un Tmax de 1 hora, y una semivida de
eliminacién de 9,05 horas, mientras que en los animales enfermos comprobaron una mayor
distribucion tisular y menor semivida de eliminacién, con un Cmax de 2,1 pg/ml a las 0,75

horas y un t’2f3 de 8.8 horas.

4.2.2.2 Resistencias bacterianas a fluoroquinolonas

Uno de las desventajas de la utilizacion de estos antimicrobianos en animales
productores de alimentos, es lo expuesto por diversas organizaciones internacionales, tales
como la Organizacion mundial de la salud (OMS), Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), y

entidades reguladoras, donde expresan su preocupacion con el desarrollo de resistencia en
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microorganismos patdgenos para los seres humanos y algunos que también afectan a los
animales domeésticos, incluidos los agentes zoondticos, como Campylobacter spp. vy
Salmonella spp., en particular a algunos antimicrobianos, donde se encuentran incluidas las
fluoroquinolonas (EMEA, 2006; Gouvéa et. al, 2015).

En la mayoria de las especies bacterianas, la resistencia a las fluoroquinolonas deriva
de mutaciones en los sitios dianas de accion de las fluoroquinolonas, en las enzimas
ADNgirasa y Topoisomerasa IV o por mutaciones que alteran la permeabilidad de la
membrana externa, haciendo que el farmaco sea expulsado por transporte activo (Jacoby,
2005; Gouvéa et. al, 2015). Por ejemplo Campylobacter jejuni, la cual es una bacteria
encontrada en el tracto intestinal de las aves de corral y su resistencia a las quinolonas es
causada principalmente por mutaciones individuales en ADNgirasa (gen gyrA), vy
ocasionalmente, en Topoisomarasa IV (gen gyrA) (Gouvéa et. al, 2015). También hay
evidencias de resistencia por eflujo, con la consiguiente resistencia cruzada a varios agentes
antimicrobianos (Gouvéa et. al, 2015). Al ser un habitante habitual de la microflora intestinal
del pollo, la higiene inadecuada de la carne puede diseminar estos microorganismos resistentes
a los consumidores y causar problemas gastrointestinales en los mismos, por lo que las
fluoroquinolonas ya no constituyen el tratamiento de eleccion de estas patologias en el hombre
(Nelson et. al, 2007).

Otro patdgeno, que ha presentado cepa resistente es Salmonella spp. la cual puede
desarrollar resistencia a fluoroquinolonas mediada por cromosomas y por pldsmidos (PMRQ).
La resistencia mediada por cromosomas ocurre bajo presion antimicrobiana para mutaciones
especificas que originan sustituciones de aminoacidos dentro de ADNgirasa y Topoisomerasa
IV en las subunidades gyrA, gyrB, parC o parE, reducen la expresion de poros de la
membrana externa o lipopolisacarido (LPS), o producen una manifestacién exagerada de
bombas de eflujo (Gouvéa et. al, 2015).

A pesar de las limitaciones implementadas por las instituciones internacionales
respecto al uso de marbofloxacina en animales de consumo, sobre todo en la Unidn Europea,
debido a las resistencias bacterianas observadas en otros miembros del grupo, Silva y Sousa
(2017), recomiendan el uso de marbofloxacina en explotaciones porcinas en Europa, debido a

su eliminacion casi completa por orina, siempre que se utilice a las dosis recomendadas y se
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respeten los periodos de carencia. Por su parte, El Garch y colaboradores (2017), consideran
que marbofloxacina constituye una herramienta atil frente a las infecciones bacterianas que

afectan a cerdos, con bajo indice de resistencia.

4.2.2.3 Marbofloxacina en aves

Marbofloxacina es un integrante de la segunda generacion de fluoroquinolonas
sintetizada por Aoki y colaboradores en el afio 1986 y desarrollada para uso exclusivo en
Medicina Veterinaria en el afio 1995 (Gupta et. al, 2012; Fernandez Palacios O"Connor, 2013;
Papich, 2016). Esta sustancia comparte el modo de acciéon de fluoroquinolonas: desarrolla
actividad bactericida concentracion dependiente sobre bacterias gramnegativas y gram
positivas, incluyendo algunos patégenos anaerdbicos. Su accidn se establecid en presencia de
Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Enterobacter spp., Escherichia
coli, Haemophilus somnus, Klebsiella spp., Mycoplasma spp, Pasteurella spp., Pseudomonas
spp., Salmonella spp., Staphylococcus spp, y Streptococcus spp. (Spreng et. al, 1995; Papich,
2016). Siendo la formula 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

férmula molecular es C17H19FN;O4 y su peso molecular 362,4 g.mol-1.

Marbofloxacina (figura 10), exhibe propiedades anféteras, posee un punto isoeléctrico
de 6,85 que permite su solubilidad tanto en soluciones &cidas como basicas (pKa= 5,7; pKb=
8). El caracter &cido débil es provisto por el &cido carboxilico en Cg, mientras el carécter
basico débil lo aporta el ciclo piperazina (Fernandez Palacios O"Connor, 2013), la cual
experimenta minima ionizacion a pH fisioldgico de 7,4, atributo que facilita la distribucién
tisular (Sorgel y Kinzig, 1993). Ademas la estructura quimica posee caracteristicas
superadoras respecto al conjunto de fluoroguinolonas; incorpora un &tomo de fltor en posicién
Cs, un anillo piperacinico en Cy y un atomo de oxigeno en posiciéon 1 (anillo oxadiazinico),
este anillo promueve el ingreso en la célula bacteriana, la interaccion con la enzima
ADNgirasa y amplia el espectro hacia Mycoplasma spp y Pseudomonas spp. El grupo
carboxilo permite la fijacion de la molécula sobre la ADNgirasa. EI &tomo de flior incrementa

la actividad antibacteriana y extiende el espectro hacia microorganismos gram positivos.
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Figura 10. Estructura quimica de marbofloxacina

En cuanto a la cinética, el anillo piperacinico redunda en mas liposolubilidad que le
confiere también mayor distribucidn tisular (Fernandez Palacios O"Connor, 2013). Se observa
también un aumento en la semivida de eliminacién (Rubio Langre, 2011) y una buena
biodisponibilidad correspondido con la incorporacion del anillo oxadiazinico (Marin Carrillo,
2008). En la préactica, estas caracteristicas permiten la administracion cada 24 horas
manteniendo concentraciones por encima de la CMI durante méas de 12 horas (Haritova et. al,
2006).

Marbofloxacina es un farmaco seguro: excepto las posibles anormalidades observadas
en cartilagos cuando se administra en de animales jovenes, el perfil de efectos adversos se
limita la mayoria de las veces, a la disfuncidon gastrointestinal, que comprende vémitos,
nauseas, deposiciones blandas e hipersalivacion. (Fernandez Palacios O"Connor, 2013;
Papich, 2016), el cual carece de actividad teratogénica y sélo después de posologias de dosis
muy elevadas y reiteradas durante varias semanas se observo disminucion testicular,
oligospermia y atrofia tubular testicular (Rubio Langre, 2011), es por ello que tanto las
caracteristicas y el perfil de seguridad promueven el uso en animales domésticos,
recomendado para patologias de infecciosas del aparato respiratorio, de las vias urinarias y de
la piel (Fernandez Palacios O"Connor, 2013; Papich, 2016).
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En aves, se han realizado variados estudios farmacocinéticos de marbofloxacina
debido a que lo hacen una herramienta posiblemente Gtil en especies tales como pavos, patos,
patos silvestres, codornices faisanes y pollos parrilleros (Anadon et. al, 2002; Huang et. al,
2003; Haritova et. al, 2006; Goudah y Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011; Ding et.al, 2013;
Haritova et. al, 2013; Yang et. al, 2014; Aboubakr y Abdelazem,2015; Lashev et. al, 2015; El-
Komy et al., (2016), debido a sus propiedades farmacoldgicas sobre patégenos aviares de
importancia, tales como Mycoplasma

Por aplicacion endovenosa de una dosis Unica de 2 mg/kg de marbofloxacina,
establecieron una amplia distribucion, registrando en patos y pollos Vdéarea < 0,6 L/kg
(Goudah y Hasabelnaby, 2010; EI-Komy et. al, 2016), mientras que otros autores observaron
un Vdareade 1,6 y 2,6 L/kg en codornices y pollos parrilleros (Lashev et. al, 2015; Huang et.
al, 2003). Corroborandose la rapida distribucion de marbofloxacina por aplicacion endovenosa
por los acortados t%20 < 0,3 horas en pavos, pollos y patos (Haritova et. al, 2006; Anadon et.
al, 2002; Goudah y Hasabelnaby, 2010; Aboubakr y Abdelazem, 2015)

La eliminacion de marbofloxacina con la misma dosis difiere segun la especie aviar, en
pavos y faisanes registraron el t%.f y TMR mas extenso de 7,3-84 'y 7,5 horas,
respectivamente, reportando ClIt de 2,6 a 3,1 ml/min/kg (Haritova et. al, 2006; Lashev et. al,
2015). Mientras que en patos y codornices registraron las semividas de eliminacion mas
acotadas entre 2,1 a 4,03 horas, con Clt desde 3,1 a 7,6 ml/min/kg y TMR de 4,1 a 5,8 horas
(Goudah y Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011; Haritova et. al, 2013; Aboubakr y
Abdelazem, 2015), y en pollos los parametros de eliminacion son intermedios, con t'2f3 entre
5,2 a 6,5 horas, TMR entre 4,3 a 5,6 horas y con Clt similares a los observados a faisanes y
pavos, entre 1,5 a 3,1 ml/min/kg (Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003; EI-Komy et. al,
2016). A pesar de estas diferencias existentes de la eliminacion de marbofloxacina por
aplicacion endovenosa en aves demuestra una eliminacion moderada, al igual que en los

mamiferos.

Con la misma dosis (2 mg/kg) por via oral en las distintas especies aviares,
determinaron una répida y amplia absorcion, registrando la Cmax plasmatica de
marbofloxacina mas alta en faisanes de 3 pg/ml (Lashev et. al, 2015), mientras que en patos,

codornices y pollos, las Cmax varian entre 1,1 a 1,9 pg/ml y todos con un Tmax < 2 horas
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(Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003; Yuan et. al, 2011; Haritova et. al, 2013; Yang et. al,
2014; El-Komy et. al, 2016), mientras que en pavos la Cméax reportada fue la mas baja de
0,67 pg/ml a las 6 horas(Haritova et. al, 2006). Los t¥%abs variaron en las distintas especies

entre 0,36 a 0,6 horas, determinando su rapida absorcion.

Se ha reportado que la biodisponibilidad oral de marbofloxacina difiere entre especies
y entre los distintos estudios realizados, por ejemplo en faisanes fue de 118,8% (Lashev et. al,
2015), en patos entre 72,3 a 96,9% (Goudah y Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011), en
pollos entre 56,8 a 95% (Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003; EI-Komy et. al, 2016),
mientras que las mas bajas fueron registradas en codornices < 56,2 (Haritova et. al, 2013;
Aboubakr y Abdelazem, 2015). Mientras que la eliminacién igual que por via endovenosa, es
moderada en las distintas especies, siendo mas rapida en patos con un t'4f entre 2,6 a 4,6
horas y TMR de 3, 8 horas (Goudah y Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011), mientras que en
pavos, codornices, faisanes y pollos fueron similares entre 6,1 a 8,6 horas y TMR 7,9 a 14
horas (Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003; Haritova et. al, 2013; Aboubakr y Abdelazem,
2015; Lashev et. al, 2015; EI-Komy et. al, 2016)

Ademaés, solé en algunos estudios se informé la disposicion muscular de
marbofloxacina en pollos, determinando la mayor concentracién a las 24 horas post-
aplicacion y detectando marbofloxacina solo hasta las 48 horas (Anadon et. al, 2002), mientras
que Yang y colaboradores (2014), con una dosis de 5 mg/kg establecié una Cméax en musculo

de 2,86 pg/g a las 2 horas, con una eliminacion moderada t'43 de 4,7 horas y TMR 5,68 horas.

Otros estudios en pollos, se ha determinado el comportamiento cinético de
marbofloxacina en animales sanos e infectados con Pasteurella multocida determinando una
disminucion de la biodisponibilidad en un 8,8% y un aumento significativo del t'2f de 7,9
horas en comparacion con los animales sanos de 6,4 horas (Huang et. al, 2003), Ding vy
colaboradores (2013) utilizaron s6lo animales infectados con Mycoplasma gallisepticum y E.
coli, con la aplicacion de una dosis de 5 mg/kg de marbofloxacina, describieron que se
mantiene la relacion de mayor persistencia del farmaco en masculo en comparacion al plasma,
con una Cmax plasmatica de 1,8 pg/ml y muscular de 2,9 pg/g, al igual que la presencia de
diferencias en el t/2p plasmatico y muscular de 6,8 y 11,5 horas. Mientras que El-Komy y
colaboradores (2016), informaron que en las aves infectadas con E.coli y tratadas con una
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dosis de 2mg/kg de marbofloxacina, registraron una disminucion significativa del Cmax, el
ABC vy la semivida de eliminacion. En todos los estudios reportados con animales infectados,

proponen a marbofloxacina como una herramienta terapéutica y eficaz.

Se ha descripto que existe variada informacion de marbofloxacina en diferentes
especies de aves, ademas del comportamiento cinético en diferentes dosis y en animales con
ciertas patologias bacterianas, pero es nula la informacion en el ambito de las variaciones
cinéticas presentes en marbofloxacina en pollos parrilleros expuestos a diferentes condiciones

ambientales dependientes de las estaciones del afio.

4.3  Factores fisiologicos que interaccionan con la farmacocinética

El comportamiento cinético de un determinado farmaco difiere en las diversas especies
animales, incluso aquellas muy cercanas filogenéticamente debido a diferencias morfoldgicas
y fisiologicas: aparato digestivo, funcionalidad hepética y renal, ritmo cardiaco, entre otros.
(Escudero et. al, 1999). Estas circunstancias determinan que se deban evitar las
extrapolaciones posolégicas de una especie a otra, y establecen que se requiere estudiar el
comportamiento farmacocinético de cada farmaco en la especie en que se pretende aplicar. Es
por ello que uno de los dilemas observados es que se obtienen de datos farmacocinético
derivado generalmente de estudios un namero redusido de animales jovenes y sanos, y a partir
de aquellos datos a menudo se generan las predicciones o extrapolaciones para su uso clinico y
productivo, lo que hace dificultoso encontrar covariable tales como las ambientales que
puedan tener influencia sobre la farmacocinética del farmaco (De Backer, 2006; Modric,
2014).

Es de suma importancia conocer e interpretar los factores intrinsecos y extrinsecos que
pueden alterar el resultado de los estudios de disposicion y, por tanto, que potencialmente
puedan modificar la respuesta farmacologica o tener un impacto en la deplecion o agotamiento
del farmaco (Modric y Martinez, 2011; Lees y Toutain, 2012; Modric, 2014). Algunos de
estos factores son facilmente identificables, como la raza, el sexo y la edad. Otros como
enfermedades, rasgos hereditarios, composicion corporal y/o factores ambientales, son menos

evidentes y mas dificiles de predecir (Martinez y Modric, 2010, Modric y Martinez, 2011;
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Modric, 2014). En cualquier caso, no reconocer el posible impacto de estos factores en el
comportamiento de los farmacos en el organismo puede conducir a un error sustancial en la
prediccion de la relacion dosis-exposicion-respuesta. En Medicina Veterinaria, por su parte
existe una escasa informacion disponible sobre el impacto de las variables fisioldgicas y de la
variabilidad de la poblacién en la relacion dosis-exposicion-respuesta, y lo cual se observa
reflejado en la avicultura, ya que se espera una respuesta terapéutica poblacional por sobre la
individual, desconociendo la variabilidad (Lees y Toutain, 2012; Modric, 2014).

Dentro de los estudios realizados sobre los factores ambientales que ejercen cambios
significativos sobre la famacocinética de antibioticos en animales productivos en distintas
épocas del afo, se detalla en el estudio desarrollado por Nawaz y Nawaz (1983), quienes
determinaron diferencias farmacocinéticas tras la aplicacion intravenosa de sulfadimidina en
ovejas en época de verano e invierno. En este estudio, el volumen de distribucién aparente fue
menor en verano que en invierno, pero el aclaramiento fue al revés, lo cual determina una
mayor eliminacion del farmaco en verano, esto demuestras que si se observan diferencias
cinéticas dependientes de las condiciones ambientales que el animal este expuesto, a pesar de

ser animales homeotermos.

La situaciébn méas proxima a las variaciones ambientales y su impacto sobre la
disposicion de un farmaco en el organismo, la representan los animales con hipertermia debido
a que existen cambios fisioldgicos a las altas temperatura corporal, lo cual puede reemplazarse
a lo que sucede en situaciones de calor. Sajid y colaboradores (2008), enfatizan en la
necesidad de ajustar el régimen posoldgico en animales en condiciones febriles, por cuanto
determinaron un aumento significativo de las concentraciones plasmaticas de ciprofloxacina
en conejos inducidos experimentalmente a situacion de fiebre en contraste con los animales
sanos, ademas de un incremento del 25% en la vida media de absorcion, una disminucion del

21% en la vida media de eliminacion y valores superiores de Cmax (42.3%) y ABC (11.5%).

Zulfigar-Ul-Hassan & Naseer (2008), establecieron diferencias en el comportamiento
cinético de amoxicilina en conejos sanos versus los afectados con cuadro febril, donde tras la
aplicacion oral comprueban significativa reduccion del Cméax y del ABC, se extiende el
tiempo medio de distribucion, se reduce el Clt y la biodisponibilidad oral disminuye del 90 al

57% en los animales afectados mientras que por aplicacion endovenosa no se presentan
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diferencias significativas. Los autores sugieren que ante la situacion clinica, debe existir una
modificacion en el régimen de dosificacion. En terneros mestizos, Rajput y colaboradores
(2011) determinaron el comportamiento cinético de cefpirome después de una Unica dosis de
10 mg/kg por inyeccion intravenosa, reportando que en individuos con cuadro febriles se
presentaba una rapida eliminacion respecto a los animales sanos. Ahangar y Srivastava (2000)
aplicaron enrofloxacina en terneros sanos y con fiebre, y comprobaron niveles séricos
inferiores y un aumento del 10% en la eliminacion del farmaco en animales con fiebre. En
cabras se realizaron investigaciones con amikacina sin y con induccién de cuadros febriles y
se observaron diferencias en el perfil farmacocinético: en los animales febriles son superiores
el ABC, el t'4p, el Vdarea y el TMR, mientras se redujo el Clt (Agrawal et. al, 2002). En la
misma especie, la aplicacién parenteral de danofloxacina en animales con fiebre redujo
significativamente el Clt, las concentraciones plasmaticas, el ABC y el TMR (Ismail, 2006).
Todo lo expuesto anteriormente indica que la presencia de cambios fisiopatoldgicos
importantes observados en las diferentes especies animales estudiadas con hipertermia,
denotan que es importante modificar la dosificacién en aquellas situaciones, para garantizar

una respuesta clinica deseada.

Por otro lado, entre los factores ambientales también podemos contemplar las
situaciones estresantes, en los cuales animales o humanos producen importantes cambios
fisiologicos a nivel del sistema enddcrino, cardiovascular, inmunolégico y nervioso, que
pueden alterar el comportamiento cinético de los farmacos (McLean y Graham, 2002;
Saranteas et. al, 2004). El fracaso al identificar estos factores puede generar errores al predecir
la relacion de dosis-exposicion dentro de una poblacion (Martinez y Modric, 2010).En
humanos, la exposicién a ambientes calurosos induce a cambios hemodindmicos en el
volumen del fluido corporal y distribucion del flujo sanguineo, modificaciones que afectan la
cinética de un farmaco y la respuesta terapéutica, sin embargo esta informacion es insuficiente
(Vanakoski y Seppéld, 1998). En sujetos sometidos a golpes de calor agudo, se reduce la
excrecion renal de tetraciclina por menor flujo sanguineo consecuencia de la deshidratacion,
disminuyendo las concentraciones plasmaticas y el aclaramiento renal, durante las primeras 2

horas de exposicion, luego de eso se estabilizaron (Vanakoski y Seppald, 1998)
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Por otro lado en peces los cuales son animales poiquilotermos, los cuales segln sus
respuestas fisiologicas frente a distintas temperaturas de agua hacen difereir el
comportamiento cinético de un farmaco, lo cual se puede observar en el estudio realizado por
Sun y colaboradores (2013) en Paralichthys olivaceus, donde evaluaron el comportamiento
cinético de difloxacina en diferentes temperaturas del agua. Los peces expuestos a 24 °C
poseen tiempos de absorcion y eliminacion reducidos y superior Vd y aclaramiento del
farmaco respecto a temperaturas de 14 °C. La biodisponibilidad oral fue del 53% en bajas

temperaturas, mientras que en altas es de un 68%.

Y en pollos, s6lo se han investigado los componentes fisiologicos, tales como edad y
rapido crecimiento, respecto el comportamiento cinético. El primer trabajo es el desarrollado
en pollos de 4 semanas y 8 semanas de edad por Guo y colaboradores (2013), que tras la
aplicacion de una dosis Unica oral de 10 mg/kg de enrofloxacina evalian la expresion
intestinal de una proteina trasportadora de membrana, P-glicoproteina, que seglin su
localizacion especifica posee un importante rol en la regulacion del transporte de farmacos a
través de membranas celulares, participando en los procesos de absorcion, distribucion y
excrecion de diferentes xenobioticos. Estos autores encontraron que los pollos de 8 semanas
presentaban una mayor Cmax, la cual se alcanzaba en menor tiempo, con un t%f reducido en
un 64% y un incremento del 15,9% en la biodisponibilidad oral, la cual paso del 33% al 49%.
Estos resultados se explicarian por la mayor expresion de P-glicoproteinas en higado, yeyuno
e ileon en los pollos mas jovenes y justifican el ajuste posolégico acorde la edad de los
animales (Guo et. al, 2013). Ademas, en el estudio derivado del rapido crecimiento de los
pollos parrilleros, se analiz6 el comportamiento cinético de florfenicol segin la tasa de
crecimiento (Pozniak et. al, 2017), donde determinaron luego de la aplicacién intravenosa que
a medida que aumenta el peso, son mayores el ABC (29%), el TMR (26%) y el t}4p (32%),

mientras que el Clt se reduce un 10%.

Estos antecedentes fundamentan la necesidad de reconocer los factores fisioldgicos que
pueden tener implicancia en la farmacocinética de medicamentos utilizados en animales de
consumo humano, no solo para optimizar el manejo terapéutico, garantizar el bienestar animal
y la proteccion del medio ambiente, sino también para avalar un alimento inocuo para el

consumidor (Toutain et. al, 2010).

56



4.4 Residuos de antimicrobianos

El uso de antibidticos en los animales productores de alimentos genera residuos en
tejidos comestibles que pueden llegar a producir efectos toxicos directos o indirectos al
consumidor, estos constituyen una variedad de riesgos para la salud humana, los cuales
dependen de la frecuencia y grado de exposicion. Los principales riesgos estan relacionados
con: (1) las reacciones de hipersensibilidad que puedan ser inducidas en personas alérgicas, y
(2) la adquisicion de cepas de microorganismos patdgenos resistentes a ciertos antibioticos
(Anaddn, 2007; Talero-Pérez et. al, 2014).

A nivel mundial existen varios organismos oficiales encargados del evaluar los
problemas que generan estos residuos en alimentos de origen animal entre ellos, la Food and
Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos, la European Medicines Evaluation
Agency (EMEA) a través del Comitee for Veterinary Medicine Products (CVMP) en el
continente europeo Yy el Joint Expert Comitee on Food Additives (JECFA) de la Comision
Codex Alimentarius de la Food and Agriculture Organization (FAO) y de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (Anadon y Martinez-Larrafiaga, 1999; Baynes y Riviere, 2014).

La comision del Codex alimentario interpreta por "residuos de medicamentos
veterinarios" a los productos originales y sus metabolitos en cualquier porcion comestible del
producto animal, asi como los residuos de impurezas relacionadas con el medicamento
veterinario correspondiente. Para la regulacién de estos y establecer un alimento inocuo, se
establecieron los limites maximos de residuos (LMRs) para los diferentes medicamentos
veterinarios (Talero-Pérez et. al, 2014). Los LMRs refieren a concentraciones maximas de
residuos de uso de un medicamento veterinario (expresada en mg/kg o pg/kg del peso del
producto fresco), que recomienda como legalmente permisible o aceptable dentro de un

alimento o en la superficie del mismo (Lees y Toutain, 2012; Talero-Pérez et. al, 2014).

Al respecto, los organismos internacionales de control estipulan para cada farmaco y
cada tejido comestible de una especie animal un limite maximo de residuos, establecidos
mediante estudios de toxicidad cronica en animales de laboratorio que determinan la dosis
maxima que en todos los estudios realizados no haya dado lugar a ninguna reaccion adversa
(NOEL) (Miller y Flynn, 2002; Palermo Neto, 2006; Anadon, 2007; Talero-Pérez et. al,
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2014). Es por ello que desde un punto de vista de seguridad, debido al riesgo inherente a la
presencia de residuos, se deben generar metodologias analiticas altamente sensibles para
detectar y cuantificar concentraciones muy bajas, debiendo ser ademas confiables, rapidas y de
bajo costo. (Pereira, 2009; Talero-Pérez et. al, 2014).

La guia para procedimientos de metodologias analiticas para la deteccion y
cuantificacion de residuos farmacoldgicos en alimentos de origen animal es la desarrollada por
la Guia de la EMEA/2002/657/EC (EMEA, 2002), en la cual se describen una serie de ensayos
que se deben realizar para la validacion de las metodologias: ensayos de linealidad,
recuperabilidad, repetitividad, reproducibilidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,

precision, entre otros.

4.4.1 Métodos analiticos para determinar residuos de fluoroquinolonas en tejidos de

pollo

Las técnicas empleadas para cuantificar fluoroguinolonas en matrices bioldgicas son
variadas. Una técnica habitual es la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), asociada
a deteccion ultravioleta o de fluorescencia (Verddn et. al, 2005; Zhao et. al, 2007; Talero-
Pérez et. al, 2014) (Gigosos et. al, 2000; Moema et. al, 2012) y espectrometria de masas
(Aerts et. al, 1995; Hernandez-Arteseros et. al, 2002; Idowu y Peggins, 2004; Reig y Toldra,
2009; Rocha et. al, 2015).

El inconveniente que se advierte en el andlisis de estas moléculas es la naturaleza
compleja de la matriz en la que se encuentran; ciertos tejidos contienen sustancias que
dificultan la extraccion del analito (Aerts et. al, 1995; Posyniak et. al, 2001; Reig y Toldr3,
2009). EI tratamiento de la muestra problema comprende acciones que tienen el objetivo de
remover sustancias incorporadas en la matriz que puedan afectar adversamente la deteccion,
procedimiento llamado clean up que contempla diferentes alternativas: homogeneizacion,
digestion enzimatica, purificaciébn y/o enriquecimiento, filtraciéon, centrifugacion y
derivatizacion (Aerts et. al, 1995), no obstante, cada fluoroquinolona posee caracteristicas
fisico-quimicas especificas, que definen con precision el procedimiento de andlisis necesario

para detectarlo y cuantificarlo y permiten que la sustancia progresivamente sea separada y
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aislada de otros compuestos mediante diferentes etapas en su extraccion y analisis (Andreu et.
al, 2007). Y el proceso de extraccion constituye el mayor desafio. A consecuencia de su
naturaleza anfotera, las fluoroquinolonas generan posibles residuos quimicos que interactian
con componentes de la matriz que pueden obstaculizar la extraccion; el efecto es pH

dependiente, y puede diferir con la matriz (Marzo y Dal Bo, 1998; Maraschiello et. al, 2001).

Algunos métodos aplicados para la extraccion de fluoroquinolonas son complejos y
demandan gran cantidad de solventes organicos como diclorometano (Bailac et. al, 2004;
Idowu et. al, 2004), acetonitrilo (Posyniak et. al, 2001, Bailac et. al, 2004; Idowu y Peggins,
2004), metanol (Bottcher et. al, 2001) o acido tricloroacético (Posyniak et. al, 2001; Verdon
et. al, 2005), seguido de extraccion liquida o en fase solida y mediante la desnaturalizacion de
las proteinas de las matrices trabajadas con &cido perclérico (Marzo y Dal Bo, 1998; Bailac et.
al, 2004).

Generalmente, para la separacion se emplean columnas de silica C13 6 Cg y fase movil
que incorpore acetonitrilo o metanol (Carlucchi, 1998; Yorke y Froc, 2002; Bailac et. al, 2004;
Verdon et. al, 2005) y debido que las fluoroquinolonas fluorecen por la incorporacion del
grupo piperacinil, la fluorescencia suele emplearse para su determinacion (Carlucchi, 1998;
Marzo y Dal Bo, 1998); debido que ésta depende del pH del medio, los mejores resultados se
obtienen entre rangos de pH de 2,5 a 4,5 (Carlucchi, 1998).

En musculo de pollo, Bailac y colaboradores (2004), lograron buenos resultados en la
determinacion de diferentes fluoroquinolonas utilizando cartuchos para la extraccion y
separacion con fase movil integrada por acetonitrilo-agua 88:12 v/v ajustado a pH 4,5. La
incorporacion de acetonitrilo en la fase movil mejora la selectividad mientras que trietilamina
y el pH acido modulan la retencién de ofloxacina y evitan interferencias de la fase movil en el

cromatograma (Maraschiello et. al, 2001).

El andlisis de fluoroguinolonas en muestras alimentarias, y por tanto de matrices
biolégicas complejas como el masculo de pollo requiere una etapa de extraccion del analito
seguida de una o varias etapas de limpieza en las que se intenta eliminar la maxima cantidad

posible de sustancias co-extraidas de la matriz, tales como lipidos o proteinas, y pre-
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concentrar los analitos, para finalmente determinarlos mediante una técnica analitica adecuada
(Aerts et. al, 1995; Hassouan, 2006).

Anadon y colaboradores (2002), con detector ultravioleta, identifican niveles de
marbofloxacina en musculo y otros tejidos mediante un procedimiento de extraccion que
requiere de cloroformo, un buffer como el fosfato de sodio, evaporacién de liquidos con
nitrégeno a 30 °C y disolucién del remanente con la fase movil compuesta de metanol,
acetonitrilo, buffer, triatilamina y acido acético; determinaron coeficientes de variacion para
los ensayos intra e interdia < 5,7%, limites de cuantificacion 0,01 pg/g y recuperabilidad del
84 %, en plasma y tejidos. Por otro lado, Ding y colaboradores (2013), utilizando el mismo
detector para establecer marbofloxacina en tejido muscular de pollo, reportan linealidad del
99%, limites de cuantificacion de 0,02 a 0,05 pg/g, recuperabilidad en plasma entre un 91 a
98% y en tejidos del 75 a 85% y coeficientes de variacion inferiores al 9%. Mientras que Yang
y colaboradores (2014), a través del mismo detector, determinaron para marbofloxacina un

limite de cuantificacion para plasma de 0,02 pg/ml.

Verdon y colaboradores (2005), aplicaron una metodologia de extraccion poco
compleja en la cual agrega tricloroacético al 8% en masculo de pollo y emplean un detector de
fluorescencia con longitudes de onda de excitacion de A: 294 nm y de emisién A de 514 nm
para la determinacion de marbofloxacina con una recuperabilidad del 68%. Otro estudio que
determina marbofloxacina en musculo de pollo por detector de fluorescencia es el realizado
por Yorke y Froc (2000), el cual requiere varios procedimientos dentro de la extraccién. Ellos
obtuvieron un limite de deteccién de 0,035 pg/g y limite de cuantificacion de 0,075 ug/g,
recuperabilidad del 64% y coeficientes de variacién de los ensayos de intra e interdia de 4,2 y
15,5%.

4.4.2 Periodo de carencia y farmacocinetica

La FDA en Estados Unidos, la EMEA en Europa y SENASA en Argentina, son las
entidades encargadas de establecer tolerancias para un medicamento, pesticida u otro quimico
en tejidos comestibles de animales. Esta se refiere a la concentracién del residuo marcador en
el tejido (leche, huevo, carne) que debe caer antes de ser consumidos, para considerarlos

seguros para su consumo. El residuo marcador puede ser el compuesto original o un
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metabolito, y refleja una relacion de los residuos totales, generalmente los tejidos “target” se
consideran higado y rifion, cuando el compuesto se ha agotado por debajo de la tolerancia se
asegura que todos los tejidos comestibles son seguros e inocuos. Las tolerancias para
diferentes tejidos se consideran puntos finales legales para los cuales se establecen tiempos de

retiro de medicamentos (Baynes y Riviere, 2014).

El tiempo real de carencia que aparece en la etiqueta de un medicamento también es
una funcion del disefio experimental que el fabricante utilizé en los estudios de investigacion
presentados a las distintas entidades fiscalizadoras encargadas para su aprobacion. Por lo
tanto, aunque la ciencia que rige el tiempo de carencia se basa en los principios
farmacocinéticos que se describen a continuacion, el tiempo de retiro se determina en realidad
con base en datos experimentales. Generalmente, se administra una dosis especifica del
farmaco a animales sanos, se sacrifican a intervalos de tiempo secuenciales, y se analizan sus

tejidos comestibles para determinar las concentraciones de farmaco (Riviere y Sundlof, 2009).

El tiempo de carencia es el periodo de tiempo desde el cese del tratamiento hasta el
tiempo que tardan los residuos del farmaco en agotarse por debajo de la concentracion segura.
Se usa un método estadistico introducido a programas informaticos avalados por las entidades
fiscalizadoras, como el que plantea la Unién Europea el programa propuesto por el Commitee
for Veterinary Medicinal Products (EMEA/CVMP/036/96) llamado W.T version 1.4
desarrollado por Hekman (1996), que aplica el método de regresiéon lineal de los datos
logotransformados, para determinar el tiempo en que el residuo marcador se reduce por debajo
a la tolerancia en el tejido “target”. El método determina el tiempo, que se demora la
concentracion del farmaco en el tejido “target” estar por debajo del LMRs (donde el limite
superior se determina estadisticamente para representar con una confianza del 95% el 99°

percentil de la poblacion) (Riviere y Sundlof, 2009).

Estos tiempos de carencias para los medicamentos aprobados por las entidades
fiscalizadoras para el uso en animales de consumo humano, son solo validos en las especies
especificadas, siempre que se respete la dosis, la via de aplicacion y frecuencia de
administracion. Por otra parte, son especificos para el producto y la formulacién del
fabricante, por ende el mismo principio activo puede tener diferentes tiempos de retiro si estan

formulados de forma diferente (Riviere y Sundlof, 2009).
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Antes de identificar los parametros farmacocinéticos que se utilizan para la estimacion
del periodo de carencia, es importante revisar algunos principios que sirven como base para
comprenderlos. La forma en que se comporta el farmaco en el cuerpo después de una
administracion no solo es importante desde un punto terapéutico, sino que es de vital
importancia para el ganadero y el veterinario para evitar residuos en tejidos comestibles

después de ser sacrificado el animal (Modric, 2014).

Para la utilidad terapéutica y las determinaciones de residuos de farmacos, como se
describio anteriormente se administra una cantidad conocida de farmaco a un animal sano. Se
recogen los datos de concentracion de suero y se crean modelos matematicos para que la
disposicion general del farmaco en el cuerpo pueda evaluarse en relacion con la absorcion, la
distribucion, el metabolismo y la eliminacion. Los parametros para estos modelos se estiman
ajustando las lineas de regresion a los perfiles de concentracion sérica versus tiempo (figura
11) (Riviere, 2009).

Las pendientes de las tres lineas que se muestran en la figura 11, cuando se trazan en
un grafico semilogaritmico, representan la distribucion (A1), la eliminacion a corto plazo (A2)
y la eliminacién a largo plazo (A3) del cuerpo. Las fases Al (0 a) y A2 (o B) del perfil de
concentracion sérica frente al tiempo son las Unicas fases que generalmente estan presentes
cuando las concentraciones séricas se controlan durante un corto periodo de tiempo después de
la dosificacion y se usan tipicamente para predecir concentraciones de farmacos terapéuticos
(Riviere y Sundlof, 2009). Cuando se evallan las concentraciones plasmaticas del farmaco por
periodos posteriores a la aplicacion del farmaco, con métodos mas sensibles aparece la fase de
eliminacion tardia A3 (o y) para ciertos compuestos; puede durar dias o meses después de la
ultima dosis administrada dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del medicamento, la
cantidad de farmaco administrado y la especie en la que se administro. Esta fase A3 refleja la

disposicion del farmaco en los llamados “compartimentos profundos”(Riviere, 2011)

62



100 100

Concentracion (ng/ml)

Tiempo (horas)

Figura 11. Esquema de un modelo farmacocinético de mdltiple-compartimentos luego de una
aplicacion intravenosa. Curva sermilogaritmica de concentraciones de un farmaco X en distintos
tiempos (Riviere, 2009).

Para los propositos de determinar los tiempos de carencia de los medicamentos que
pueden usarse en animales productores de alimentos, enfocaremos nuestra discusion en la fase
terminal de la eliminacién del medicamento para determinar la vida media (t%2) del
medicamento en el cuerpo, ya que este es la medida que es relevante para determinar los

tiempos de carencia del medicamento (Riviere y Sundlof, 2009; Riviere, 2011; Modric, 2014).

La vida media de la droga o sustancia quimica en el cuerpo es la medida bioldgica
principal utilizada para determinar los tiempos de espera de las drogas y productos quimicos
en los animales productores de alimentos; sin embargo, este parametro puede verse influido
por muchos factores bioldgicos. El t2 y se basa en la pendiente final de la curva de
eliminacién utilizada para determinar el tiempo de abstinencia de un farmaco (Riviere y
Sundlof, 2009; Modric, 2014). El t% se calcula usando la ecuacion (23):

t¥2 = In2/pendiente
(23)

Como se indico anteriormente la semivida de eliminacién puede verse influida por
muchos factores bioldgicos. Entre ellos depende de como se distribuye el farmaco en el cuerpo

y que tan rapido se elimina. Es por ello que otros parametros que influyen es el volumen de
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distribucion (Vd) estimacion cuantitativa del alcance de la distribucion del farmaco en el

cuerpo, y cuando se aplica por via endovenosa se calcula el VVd en la siguiente ecuacién (24):

Cantidad del farmaco en el cuerpo

Vd = — - :
Concentracion plasmatica del farmaco

(24)

Cuanto mayor sea el Vd de un farmaco, mejor es su distribucion tisular en todo el
cuerpo, aunque a pesar que este pardmetro nos da una idea de la distribucién del farmaco, este
puede distribuirse de forma no uniforme a través del cuerpo, ya que el farmaco puede
adherirse a células especificas o ligado a macromoléculas tisulares especificas, y debido a esto

algunos medicamentos pueden tener largos periodos de carencia por altos Vd.

Ademas de Vd, en la fase de eliminacién otro pardmetro de importancia para la
estimacion del periodo de retiro es la tasa de depuracion de la droga (Clt), este cuantifica la
eficiencia de los procesos de eliminacién y se define como la tasa de droga eliminacion del

cuerpo en relacion con la concentracion de droga en el suero por la ecuacion 25:

Velocidad de eliminacion

Clt = — vy
Concentracion plasmatica

(25)

Las drogas que tienen una tasa lenta de eliminacion del cuerpo tenderan a tener
semividas prolongadas, mientras que aquellos que se eliminan rapidamente tendran vidas

medias mas cortas.

El t¥2 depende de dos parametros (Vd y Clt) derivando en la siguiente ecuacion (26):
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t¥o =1 ZVd
2= Tl

(26)

Por ende, si el balance de fluidos del animal cambia, en consecuencia el Vd puede
cambiar. Por ello, los factores como la edad, estado nutricional, el porcentaje de grasa
corporal, especie, presencia de otros medicamentos, porcentaje de unidon a proteinas
plasmatica o cambios en las condiciones ambientales puede tener implicancia en la
determinacion correcta del periodo de carencia (Riviere y Sundlof, 2009; Riviere, 2011;
Modric, 2014).

Si la aplicacion del medicamento es por via endovenosa, tedricamente se puede
calcular el periodo de carencia con los parametros cinéticos nombrados anteriormente,
teniendo en cuanta la tolerancia del farmaco en el tejido y la dosis de la droga. Por otra parte,
si el medicamento se da por via oral se requiere conocer la fraccion de la dosis administrada
que se absorbe en el cuerpo (por ejemplo, biodisponibilidad). Esta cantidad, dividida por el
Vd, es la concentracion inicial (Cp). Suponiendo que el agotamiento del farmaco en el
organismo solo depende de la semivida terminal (t'y), ajustando la siguiente ecuacion (27),

como el periodo de carencia k como 1,44 t'4y, la siguiente relacion deriva en:

Pc=1,441In ( toy

tolerancia)
(27)

Claramente, esta ecuacion propuesta por Riviere y Sundlof (2009), es una
simplificacion del proceso, pero la ecuacion funciona si el Cy fuera la concentracion de la
droga en el tejido diana en la etapa terminal posterior a la aplicacion, dependiendo de la
cantidad presente en la fase 22, o en la modificacion de esta formula propuesta por Riviere
(2011), en la fase A3 (t%4y) en el tejido diana y Co como la concentracion maxima presente en
el tejido diana, lo cual valida la ecuacién anterior. Por otro lado, en la Guia para el calculo del

periodo de retiro en tejidos comestibles, desarrollado por PROSAIA (2013), avalada por el
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SENASA, se propone el Co como el intercepto de la fase de eliminacidén en la curva de
disposicion del farmaco en el tejido diana.

Finalmente, la ecuacion anterior es Util para obtener una perspectiva de cual es el
tiempo de extraccion relativo a la vida media terminal (t'2y). Por otro lado, se describe que el
tiempo de carencia seria igual a 10 vidas medias, esta “regla de 10” puede derivarse
suponiendo, que se requieren 10 vidas medias para que se elimine el 99,9% del farmaco,
aunque esta regla es conservadora en relacion con los objetivos finales de la seguridad

alimentaria humana (Gehring et. al, 2004)

Se debe recalcar que la mayoria de las determinaciones de periodos de retiro aprobados
para formulaciones de medicamento de uso de animales de consumo, se han realizado en
animales sanos y en condiciones productivas optimas (Riviere y Sundlof, 2009), es por ello
que se hace imperioso registrar las diferencias presentes en los periodo de carencia de un
farmaco en animales enfermos, en situaciones estresantes o fuera de las condiciones
productivas optimas, garantizando bajo todas las situaciones un alimento inocuo para el ser
humano. Respecto a las fluoroquinolonas utilizadas en explotaciones avicolas, los periodos de
carencia varian segun el principio activo y/o tejido comestible y el limite maximo de residuo

establecido para el principio activo en el tejido comestible (tabla 2).

Tabla 2. Periodo de carencia de fluoroquinolonas en musculo de aves segun diferentes
autores.

Fluoroquinolonas Dosis LMRs (ug/kg) Pc (dias) Referencias

Enrofloxacina 10 mg/kg 100 3al2 Anadon et. al, 1995; El Aziz
et. al, 1997; Da Silva et. al,
2006

Ciprofloxacina 8 mg/kg 100 10 Anadén et. al, 2001

Danofloxacina 5mg/kg 200 4 Errecalde et. al, 2017

Norfloxacina 8 mg/kg 50 12 Anadon et. al, 1992

Difloxacina 10 mg/kg 300 5 Anaddn et. al, 2011

Levofloxacina 10 mg/kg N/D* 8 Kyuchukova et. al, 2013

*n/d: no determinado
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Respecto a marbofloxacina y su aplicacion en pollos parrilleros Unicamente existen tres
estudios para estimar el periodo de carencia, los cuales consideran para el musculo un LMRs
de 150 pg/kg, el primero desarrollado por Anadon y colaboradores (2002), a partir de una
dosis oral de 2 mg/kg durante 3 dias, en pollos sanos y en condiciones productivas ideales, que

propone 5 dias para todos los tejidos comestibles.

El-Komy y colaboradores (2016), luego de la administracion de 2 mg/kg de
marbofloxacina cada 24 horas durante 3 dias en animales infectados con E. coli, proponen un
periodo de carencia de 4 dias, mientras Yang y colaboradores (2014), propone una restriccion
de 4 dias, luego de administrar 5 mg/kg cada 24 horas durante tres dias en pollos de engorde

sanos mediante un estudio cinético poblacional basado en la fisiologia.
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CAPITULO 5.

RESULTADOS
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5.1 Validacién del método cromatograficos

Los resultados obtenidos en los ensayos de linealidad por regresion lineal se muestran
en las Figuras 12 y 13. Se observan los cocientes de las areas bajo de curva (ABC) del
cromatograma de marbofloxacina y del estandar interno, y las concentraciones conocidas de

marbofloxacina (ug/ml) agregadas a la matriz tanto plasma y masculo blanco.

1.27

ABC

T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Concentracion (gg/ml)

Figura 12. Gréfico del ensayo de linealidad del método analitico para la determinacion de
marbofloxacina en muestras de plasma de pollos.

ABC

Concentraciones (@g/g)

Figura 13. Gréfico del ensayo de linealidad del método analitico para la determinacién de
marbofloxacina en muestras de musculo de pollos.
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Todos los resultados obtenidos en la validacion se observan en las tablas 4, 5y 6. Los

limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) para marbofloxacina fueron 0,002 y 0,006

pg/ml en plasma y de 0,003 y 0,007 pg/g para musculo, respectivamente.

Tabla 4. Resultados de los ensayos de linealidad para la cuantificacion de marbofloxacina en
plasma y musculo de pollo.

Matrices Rango de concentracion (*) (@) (b) (©
Plasma 0,0097 - 2,5 0,00812  0,4154 0,9928
Musculo 0,0048 - 5,0 0,771 0,7052 0,9999

(*) uo/ml o pg/g. (@) Intercepto (b) Pendiente (c) r*: Coeficiente de ajuste

Tabla 5. Recuperacion y precision del método analitico para la determinacion de

marbofloxacina en plasma de pollo parrillero.

Concentracion Recuperacién Precision
(Mg/ml) (%) Intradia (%CV) Interdia (%CV)
0,039 88,3 1,24 2,61
0,156 89,7 2,02 1,73
0,625 85,5 1,72 1,53
1,250 81,3 0,60 1,05
Promedio + DE 86,2 + 3,75 1,39 £0,61 1,73+ 0,65

Tabla 6. Recuperacion y precision del método analitico para la determinacion de

marbofloxacina en masculo de pollo parrillero.

Concentracion Recuperacién Precision
(ng/ml) (%) intra-dia (%oCV) Inter-dia (%6CV)
0,039 94,8 1,88 1,88
0,156 90,1 1,35 2,78
0,625 78,4 1,29 1,39
1,250 87,3 1,19 0,82
Promedio = DE 87,6 +6,91 1,47 £ 0,54 1,71 +0,83
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5.2  Ensayo farmacocinético y de disposicion tisular

Los valores promedios de concentracion plasmatica de marbofloxacina obtenidos tras
la administracion de un preparado comercial al 2% (Marbocyl®) a la dosis de 2 mg/kg en
pollos en cada una de las estaciones estudiadas se representan en las figuras 14 (primavera), 15
(verano) y 16 (invierno), y se comparan en las figuras 17 y 18.

Las concentraciones promedio de marbofloxacina (X £ DE) se presentan en las tablas 6
(via endovenosa) y 7 (via oral), mientras los parametros cinéticos determinados con el
programa no compartimental PK Solution 2.0, para las aplicaciones por las vias endovenosa y

oral se sefialan en las tablas 8 y 9, respectivamente.
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Figura 14. Grafico de la disposicion plasmatica de marbofloxacina en pollos (ug/ml), luego de la
administracion endovenosa y oral (2 mg/kg), en época primaveral.
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Figura 15. Gréfico de la disposicion plasmatica de marbofloxacina en pollos (ug/ml), luego de la
administracion endovenosa y oral (2 mg/kg), en época estival
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Figura 16. Grafico de la disposicion plasmatica de marbofloxacina en pollos (pg/ml), luego de la
administracion endovenosa y oral (2 mg/kg), en época invernal.
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Figura 17. Gréfico de la disposicion plasmatica de marbofloxacina por aplicacién intravenosa, en

todas las épocas.
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Figura 18. Grafico de la disposicion plasmética de marbofloxacina por aplicacion oral en todas las

épocas de estudio
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Tabla 6. Promedio de concentraciones plasmaticas (X £ DE) de marbofloxacina (ug/ml) luego
de una dosis de 2 mg/kg por aplicacién endovenosa.

Tiempo (horas) Primavera Verano Invierno
0,08 3,031 £ 0,067 4,220+ 0,341 2,460 + 0,165
0,25 1,383 +£0,178 1,457 £ 0,098 2,177 £ 0,027
0,5 1,238 + 0,061 1,033 + 0,041 1,136 + 0,008

1 0,926 + 0,134 0,873 £ 0,059 1,002 + 0,059
2 0,564 + 0,161 0,516 + 0,019 0,651 + 0,130
4 0,275 £ 0,157 0,256 + 0,003 0,251 + 0,023
6 0,143 + 0,062 0,146 + 0,016 0,192 + 0,020
8 0,080 + 0,008 0,075 + 0,006 0,113 + 0,018
12 0,068 + 0,004 0,044 £ 0,002 0,077 + 0,006
24 0,040 + 0,011 0,016 + 0,001 0,022 + 0,001

Tabla 7. Promedio de concentraciones plasmaticas (X + DE) de marbofloxacina (ug/ml) en

pollos luego de la administracion oral (2 mg/kg).

Tiempo (horas) Primavera Verano Invierno
0,25 0,595 + 0,220 0,127+ 0,009 0,119 £ 0,016
0,5 0,755 + 0,350 0,235+ 0,032 0,183 + 0,038
1 0,848 + 0,069 0,343 £ 0,030 0,297+ 0,038
2 0,712 £ 0,119 0,656 + 0,031 0,462 + 0,028
4 0,452 + 0,038 0,400 £ 0,029 0,358 + 0,018
6 0,322 + 0,049 0,222 + 0,019 0,267 + 0,013
8 0,181 + 0,058 0137 + 0,008 0,188 + 0,039
12 0,037 + 0,006 0,068 + 0,008 0,086 + 0,034
24 0,012 + 0,004 0,014 + 0,003 0,036 + 0,003
48 0,005 + 0,002 0,001 + 0,000 0,022 + 0,006
72 - - 0,015+ 0,001
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Tabla 8. Parametros cinéticos plasmaticos de marbofloxacina en pollos luego de la
administracion endovenosa de 2 mg/kg, en las diferentes estaciones del afio.

Parametros Primavera Verano Invierno
tYa (h) 0,5 0,7 0,5
t¥2f (h) 6,5 53 5,0
ABC (ng-h/ml) 50 4,3 5,2
Vdarea (L/kg) 3,7 3,6 2,8
TMR (h) 6,7 4,4 5,0
Clt (ml/min/kg) 6,6 7,6 6,3

tY%a: vida media de distribucion; t,,f3: vida media de eliminacion; ABC: area bajo la curva; VVdarea: volumen de
distribucion; TMR: tiempo medio de residencia; Clt: clearance total.

Tabla 9. Parametros farmacocinéticos plasmaticos de marbofloxacina por via oral, en pollos
parrilleros en las diferentes épocas del afio.

Parametros Primavera Verano Invierno
Cmax (pg/ml) 0,8 0,7 0,5
Tmax (h) 1,0 2,0 2,0
t' abs (h) 0,2 0,8 0,7
t:a (h) 2,8 1,4 3,2
t5p (h) 4,6 4,9 72
ABC (pg-h/ml) 47 3,7 41
F (%) 94 86 78
TMR (h) 4,8 6,2 9,4
ClIt (ml/min/kg) 6,5 7,5 6,3

Cmaéx: concentracion méxima; Tmax: momento en que se logra la Cmax; t,, abs: vida media de absorcion; t%a:
vida media de distribucidn; t,,B: vida media de eliminacion; ABC: area bajo la curva; F%: Biodisponibilidad;
TMR: tiempo medio de residencia. Clt: clearance total.

Los valores promedios de concentracion muscular de marbofloxacina obtenidos tras la
administracion de un preparado comercial al 2% (Marbocyl®) a la dosis de 2 mg/kg en pollos
en cada una de las estaciones estudiadas se representan en las figuras 19 (primavera), 20
(verano) y 21 (invierno), en tanto que se las compara en las figuras 22 y 23. Se indican las

concentraciones de marbofloxacina en musculo en las tablas 10 (via endovenosa) y 11 (via
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oral), mientras los parametros cinéticos determinados en el musculo con el programa no
compartimental PK Solution 2.0, para las aplicaciones por las vias endovenosa y oral se

sefialan en las tablas 12 y 13, respectivamente.
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Figura 19. Grafico de la disposicién muscular de marbofloxacina (ug/g) en pollos parrilleros post-
aplicacién endovenosa y oral (2 mg/kg), en primavera.
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Figura 20. Grafico de la disposicién muscular de marbofloxacina (ug/g) en pollos parrilleros post-
aplicacion endovenosa y oral (2 mg/kg), en época estival.
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Figura 21. Gréafico de la disposicion muscular de marbofloxacina (ug/g) en pollos parrilleros post-
aplicacion endovenosa y oral (2 mg/kg), en invierno.

Tabla 10. Concentraciones musculares promedio (X + DE) de marbofloxacina (ug/g),

posterior a una dosis de 2 mg/kg por aplicacién endovenosa en cada estacion estudiada.

Tiempo (horas) Primavera Verano Invierno
0,08 0,272 + 0,007 0,217+ 0,058 1,552 + 0,123
0,25 1,234 + 0,488 0,876 + 0,026 1,801 + 0,066

0,5 1,553+ 0,128 1,167 + 0,070 2,002+0,171
1 2,125 + 0,100 1,252 + 0,031 2,573 £ 0,226
2 1,040 + 0,238 0,692 + 0,028 1,787 + 0,050
4 0,712 + 0,290 0,257 £ 0,016 1,007 + 0,137
6 0,176 £ 0,097 0,127 + 0,008 0,808 + 0,007
8 0,062 + 0,003 0,090 + 0,006 0,446 + 0,014
12 0,054 + 0,001 0,023 + 0,001 0,261 + 0,054
24 0,013 £ 0,002 0,007 £ 0,000 0,086 + 0,025
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Tabla 11. Concentraciones musculares promedio (X = DE) de marbofloxacina (ug/g),
posterior a una dosis de 2 mg/kg por aplicacién oral en cada estacion estudiada.

Tiempo (horas) Primavera Verano Invierno
0,25 0,311 + 0,030 0,090 + 0,018 0,225 + 0,022
0,5 0,331 + 0,055 0,163 + 0,040 0,674 + 0,077
1 0,912 + 0,014 0,518 + 0,019 0,840 £ 0,201
2 0,934 £ 0,016 0,776 £ 0,078 1,272 £ 0,226
4 0,919 + 0,005 0,549 + 0,018 1,171 £ 0,031
6 0,307 £ 0,062 0,442 + 0,050 0,905 + 0,100
8 0,118 + 0,026 0,230 + 0,040 0,642 + 0,141
12 0,066 + 0,012 0,099 £ 0,011 0,318 + 0,058
24 0,045 + 0,009 0,017 + 0,003 0,103 + 0,023
48 0,027 £ 0,002 0,010 + 0,000 0,065 + 0,020
72 - - 0,049 + 0,013

Tabla 12. Parametros farmacocinéticos de marbofloxacina en madsculo por via intravenosa, en

pollos parrilleros en las diferentes épocas del afio.

Parametro Primavera Verano Invierno
Cmax (ng/g) 2,1 1,3 2,6
Tmax (h) 1,0 1,0 1,0
t%2 ing (h) 0,2 0,2 0,5
t¥2B (h) 6,8 51 7,0
ABC (pg-h/ml) 6,6 4,0 14,4
TMR (h) 3,9 3,6 7,3
ABC s/ ABCpiasma 1,3 0,9 2,7

Cmax: concentracion méaxima; Tmax: momento en que se logra la Cmax; t¥2ing: vida media ingreso al tejido t.,(:
vida media de eliminaciéon; ABC: éarea bajo la curva; TMR: tiempo medio de residencia; Cociente

ABCmus/ABCplasma.
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Tabla 13. Pardmetros farmacocinéticos de marbofloxacina en masculo por via oral, en pollos

parrilleros en las diferentes épocas del afio.

Parametro Primavera Verano Invierno
Cmax (ng/g) 0,9 0,8 1,3
Tmax (h) 2,0 2,0 2,0
t2ing (h) 0,5 0,6 1,3
t¥2f (h) 8,4 4,5 11,5
ABC (pg-h/ml) 7,3 5,4 13,1
TMR (h) 11,0 6,8 12,5
Co (Mg/ml) 19 1,2 1,9
tyoy (h) 15,9 9,5 22,2
ABC s/ ABCplasma 15 14 3,19
CMaXmus/ CMaXpiasma 1,2 11 2,6

Cméx: concentracion méxima; Tméx: momento en que se logra la Cmax; ty,ing: vida media de ingreso al tejido
t,,B: vida media de eliminacion; ABC: area bajo la curva; TMR: tiempo medio de residencia; C,: intercepto de la

fase de eliminacion; t'4y: fase de eliminacion diferida.: Cociente entre ABCys/ ABCplasma Y CMaXmus/ CMaXpiasma
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Figura 22. Gréfico de la disposicion muscular de marbofloxacina por aplicacion intravenosa en todas

las épocas de estudio.
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Figura 23. Gréfico de la disposicion muscular de marbofloxacina por aplicacion oral en todas las
épocas de estudio.

Se observa que la disposicion farmacocinética de la marbofloxacina aplicada por via
oral en época primaveral se caracteriza por una rapida absorcion descripta por una semivida de
absorcion de 0,2 horas, alcanzandose la méaxima concentracion plasmatica de 0,8 pg/ml a la
hora post administracién, ademas de presentar una eliminacién modera determinada por el t%4f3
de 2,8 horas. Al igual que otras fluoroquinolonas de segunda generacidn presentd por via
endovenosa un alto volumen de distribucion, obteniéndose un valor de 3,7 L/kg, con un t%a
de 0,5 horas. Esta amplia distribucién tisular queda reflejada con los parametros tisulares, ya
que la méxima concentracion plasmatica en muasculo fue de 2,1 pg/g a la hora post
administracion intravenosa y de 1,3 pg/g a las 2 horas post aplicacion oral. El aclaramiento
plasmatico fue de 6,6 y 6,5 ml/min/kg para la administracion intravenosa y oral,
respectivamente. Por ultimo, la biodisponibilidad tras la aplicacion oral en animales ayunados
fue de un 94%.

Las concentraciones plasmaticas de marbofloxacina por aplicacion oral en época

estival e invernal son significativamente menores (p < 0,05) que las de primavera,
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observandose una reduccion en las concentraciones presentes del 44% en verano y del 46% en

invierno, mientras que por via endovenosa no se presentan diferencias (Tabla 7).

Los parametros cinéticos plasmaticos generados en diferentes épocas luego de la
aplicacion oral de marbofloxacina en pollos parrilleros, revelan una reduccién del Cmax
invernal del 37,5%, respecto a la estacion control (primavera) y un retraso en su expresion

(Tméx) hasta las 2 horas.

La eliminacion plasmatica en invierno es mas lenta, segun revelan incrementos del t;/,3
y el TMR del 56,5 y 91%, respectivamente, mientras que en época estival el Clt aumenta
respecto a la estacion primaveral un 15%. Dado que estas diferencias en la eliminacion
practicamente no se presentan tras la administracién endovenosa, las mismas posiblemente se

deban a las diferencias en la absorcion en funcion de la época.

El anélisis del perfil de disposicion que se obtuvo en el tejido muscular, revela
diferencias significativas (p< 0,05) en las concentraciones de marbofloxacina, representadas
en las figuras 22 y 23. En invierno los niveles fueron significativamente mayores que en la
estacion control, tanto por via endovenosa (67%) u oral (37%). Por la via endovenosa, también
aumentaron el Cmax muscular invernal un 23%, y 2 veces el ABC, respecto a los valores
determinados en primavera (tabla 12). Ademas, por la aplicacion oral el antimicrobiano se
cuantificé hasta las 72 horas siguientes, mientras que en las otras dos estaciones solo se
detecto hasta las 48 horas; cuando la administracion fue por via endovenosa, solo se detecto en

musculo hasta las 24 horas.

En invierno, el ingreso del antimicrobiano al tejido luego de la aplicacion intravenosa
es mas tardio aunque muy significativo y mas persistente, segun expresan los valores
establecidos de ABC, t¥4f3, y TMR (tabla 12), mientras que por la via oral acontece lo mismo
donde ingreso es lento al tejido muscular (t%ing de 1,3 horas); determinando una Cmax mayor
en un 31%, acorde el elevado ABC hallado respecto a los valores registrados en primavera. En
esta época, marbofloxacina experimenta eliminacion mas lenta ya que posee mayor

persistencia en musculo con una semivida diferida de casi 30 horas (Tabla 13).

En verano, en cambio se reducen las concentraciones de marbofloxacina; por

aplicacion endovenosa y oral la disminucion alcanza el 35 y 27%, respectivamente en relacion
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a los valores de primavera. También decrece por via endovenosa un 61% la Cmax y por via
oral un 11%, con una rapida salida desde musculo, con un t'4 no mayor a 5,1 horas, con
ambas vias. Mientras que en verano, el ingreso del farmaco no presenta diferencias
significativas con la estacion primaveral pero aun asi el ABC es significativamente menor y
concuerda con el aumento en la velocidad de eliminacion, segin expresan la disminucion en la

vida media de eliminacién y el TMR.

5.3 Periodo de carenciay construccion de modelo

A partir de las concentraciones marbofloxacina promedio obtenidas en musculo de
pollos parrilleros por dosis oral, mas los parametros farmacocinéticos promedio por época, se
Ilevd acabo la determinacion del periodo de carencia. Se efectu6é una modificacion del modelo
propuesto por Riviere y Sundlof (2009) y Riviere (2011), ya que en vez de utilizar la
concentracion cero en masculo, utilizamos el intercepto de la fase de eliminacion (C,),

mientras que los otros parametros se determinaron tal cual lo propone la literatura.

Se calculd6 para la época control (primavera) el periodo de carencia para
marbofloxacina en musculo reemplazando los parametros obtenidos en esta época en la

siguiente ecuacion (28):

)

0,15

PC = 1,44 % ln( ) * 15,27

(28)

Como resultado se obtuvo 56,28 horas, lo cual equivale a 2,3 dias. Dado que FDA y
EMEA proponen que debe establecerse en un numero de dias cerrado, es por ello que se
establecio en 3 dias como el periodo de carencia de marbofloxacina en pollos parrilleros en

primavera.

En verano, al igual que la época anterior se reemplazaron los nimeros en la siguiente

ecuacion (29):
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)

0,15

Pc=1,44 % In ( ) * 9,54

(29)

Determinando un total de 29,56 horas, lo cual equivale a 1,23 dias, estableciendo un periodo

de carencia de 2 dias.

En la temporada invernal, similar a a las otras estaciones, se reemplazaron los nimeros

en la ecuacion (30):

)

0,15

PR = 1,44 « ln( ) * 22,22

(30)

En invierno por su parte se obtuvo como resultado 81,89 horas, lo cual equivale a 3,4 dias por

ende el periodo de carencia es de 4 dias.

Para verificar los resultados y determinar el periodo de carencia de marbofloxacina
aplicada por via oral en pollos parrilleros a una dosis de 2 mg/kg se utilizo el programa WT
1.4 de la EMEA, resultando que el periodo de retiro para verano fue de 2 dias, para primavera
de 3 y para invierno de 4, lo que confirma que el modelo predictivo a partir de la modificacion
de la ecuacion de Riviere y Sundlof (2009), es confiable y seguro para establecer un alimento

inocuo para el consumidor.
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CAPITULO 6.

DISCUSION
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6.1 Validacion del método de extraccién y cuantificacion

La cromatografia liquida asociada a deteccidn ultravioleta o fluorescencia esta indicada
para cuantificar fluoroquinolonas en plasma y tejidos de pollo (Aerts et. al, 1995; Hernandez-
Arteseros et al, 2002; Reig y Toldra, 2009) debido que ofrece sensibilidad suficiente
(Carlucchi, 1998; Marzo y Dal Bo, 1998); en nuestro ensayo los limites de deteccion y
cuantificacion se situaron en 0,002 pg/ml y 0,003 pg/g (LD) y 0,006 pg/mly 0,007 pg/g (LQ)
en plasma y musculo, respectivamente, los cuales son inferiores a los comunicados por otros
autores para LQ en plasma, que va entre 0,01 a 0,035 pg/ml (Yorke y Forc, 2000; Anadon et.
al, 2002; Ding et. al, 2013).

Los resultados obtenidos en los ensayos de validacion confirman la suficiencia de los
procedimientos destinados a extraer el analito del plasma utilizando en la extraccion metanol

como solvente polar seguido de centrifugacion (Marzo y Dal Bo, 1998; Bailac et. al, 2004).

En el tejido muscular, la extraccion se materializ6 con una solucién de
homegeneizacién conformada por metanol como solvente polar, agua y acido perclérico al
70% (500:500:20 v/v/v), modificando la solucion sugerida por Bottcher y colaboradores
(2001), integrada por agua, metanol, acido percldrico y acido fosfoérico, debido que la primera
ofrecié mejores resultados en la elusion por HPLC, en concordancia a lo reportado por Marzo
y Dal Bo (1998) y Maraschiello y colaboradores (2001). El conjunto fue homogenizado
mecanicamente, estacionado en frio durante 12 horas, centrifugado a 4 °C, el sobrenadante
filtrado y luego utilizado para la elusién por HPLC (Aerts et. al, 1995; Bottcher et. al, 2001).

Considerando la complejidad de las matrices estudiadas (Aerts et. al, 1995; Reig y
Toldra, 2009) y que la etapa de extraccion representa un inconveniente importante cuando se
pretende determinar fluoroquinolonas por su caracter anfétero (Marzo y Dal Bo, 1998), el
procedimiento de extraccion empleado para remover macromoléculas en muestras de plasma
y/o musculo fue adecuado (Aerts et. al, 1995; Hassouan, 2006) por cuanto no requiere mucho
tiempo, es poco complejo, no demanda equipamiento especial y evita procesos mas
complicados que requieren gran cantidad de solventes organicos (Aerts et. al, 1995; Idowu y
Peggins, 2004; Verdon et. al, 2005).
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Asumiendo que cada fluoroquinolona posee caracteristicas particulares que
condicionan los procedimientos para la extraccion y cuantificacion (Andreu et. al, 2007), en
este estudio la separacion de marbofloxacina en plasma y musculo de pollo por HPLC se
desarroll6 mediante una elusion isocratica en fase reversa utilizando columna C18 y lectura en
detector de fluorescencia, estableciendo la longitud de onda de excitacion a 295 nm y la de
emision a 490 nm, tal como lo reportan Bdttcher y colaboradores (2001), debido a que se
lograron mejores resultados frente a otras longitudes de onda sugeridas por Verdén y
colaboradores (2005).

El procedimiento aplicado en esta experiencia fue adaptado de Bottcher y
colaboradores (2001), modificando el contenido sugerido de la fase movil: agua deionizada:
metanol: trieltilamina 75:25:4 v/v/v, por la composicion 79:20:1 v/v/v. La fase movil fue
ajustada a pH 3.0, debido que la mejor respuesta a la fluorescencia de las fluoroquinolonas se
observa en pH bajo (Carlucchi, 1998). La fase movil fue conformada por agua, acetonitrilo, el
cual e mejora la selectividad (Carlucchi, 1998; Yorke y Froc, 2000; Bailac et. al, 2004,
Verdon et. al, 2005) y trietilamina, incorporada con el objetivo de modular la retencion de los
picos y evitar interferencias en el cromatograma que dificulten la determinacion de

marbofloxacina (Marzo y Dal Bo, 1998; Maraschiello et. al, 2001).

Segun Aerts y colaboradores (1995), Pereira (2009) y Talero-Pérez y colaboradores
(2014), el método de analisis utilizado, ademas de sensible, que es un factor critico sobre todo
cuando se pretende establecer residuos, debe ser especifico y preciso; segun indica la tabla 3,
los coeficientes de regresion de las concentraciones de marbofloxacina establecidos en las
matrices estudiadas (r’= 0,99), avalan la confiabilidad de las curvas de calibracion utilizadas

en los célculos de concentracion del analito en las muestras problema.

En los ensayos de precision de intradia e interdia en plasma y mdsculo (tablas 5 y 6), se
estimaron coeficientes de variacion menores a 1,71 y 1,73%, respectivamente. Los resultados
obtenidos, muy inferiores a los 5,7 a 15,5% establecidos por Yorke y Froc (2000), Anadon y
colaboradores (2002), Ding y colaboradores (2013) y Yang y colaboradores (2014) tras la
aplicacion de métodos de extraccion mas complejos que demandan gran cantidad de reactivos
y procedimientos tales como evaporacion con nitrégeno a 30 °C, confirman la precision del

método analitico implementado (Aerts et. al, 1995).
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La recuperabilidad establecida en musculo (87,6 + 6,9%), excede a la reportada por
otros autores que oscila en un rango del 70 al 85% (Yorke y Forc, 2000; Anadon et. al, 2002;
Ding et. al, 2013), mientras que en plasma (86,2 + 3,7%) es inferior a la comunicada por Ding
y colaboradores (2013) de 91,6 a 98,7% y por Yang Yy colaboradores (2014) de 88,5 a 95,1%, y

mayor a la informada por Anadon y colaboradores (2002), que no excede el 84%.

El método de HPLC empleado en este trabajo para investigar la disposicion de
marbofloxacina en plasma y musculo de pollos es simple y econémico, permite cuantificar el
antimicrobiano hasta las 24 horas siguientes a la aplicacion intravenosa y luego de la
aplicacion oral, desde los 15 minutos hasta las 48 (primavera y verano) y 72 horas (invierno)

posteriores.

6.2  Disposicion plasmatica y muscular de marbofloxacina en “temperatura confort”

Aunque el perfil de disposicién de marbofloxacina es bien conocido en los mamiferos
domeésticos (Schneider et. al, 2014; Karademir et. al, 2017; Lorenzutti et. al, 2017; Paulin et.
al, 2017), en la literatura los antecedentes farmacocinéticos en pollos parrilleros son limitados;
las Unicas referencias disponibles provienen de estudios realizados en individuos sanos
(Anaddn et. al, 2002) y/o infectados por Pasturella multocida (Huang et. al, 2003),
Mycoplasma gallispticum (Ding et. al, 2013) y Escherichia coli (EI-Komy et. al 2016).

En las aves tratadas con marbofloxacina no se observaron reacciones adversas de
ninguna naturaleza, en concordancia con el perfil de seguridad exhibido por el conjunto de
fluoroquinolonas (Martinez et. al, 2006; Gupta et. al, 2012; Giguére y Dowling, 2013) y con
los antecedentes toxicoldgicos de este antimicrobiano en los animales domésticos (Rubio
Langre, 2011; Fernandez Palacios O"Connor, 2013; Papich, 2016).

El disefio experimental implementado resulté adecuado; a partir de los promedios
obtenidos de concentraciones temporales en plasma y/o musculo, fue posible estudiar la
disposicion de marbofloxacina en pollos luego de la aplicacion Gnica de 2 mg/kg por via oral e

intravenosa.
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El modelo poblacional, en sustitucion del disefio cinético tradicional que contempla la
toma de muestras seriadas en una cantidad reducida de animales, habitualmente seis (De
Backer, 2006; Modric, 2014), es valioso por cuanto el analisis de muestras temporales de
plasma y musculo procedentes de diferentes animales permite eludir variaciones adjudicadas
al sexo, tamafio, patologias y/o estado nutricional de los animales, y aportar informacién méas

préxima a situaciones reales (Martin-Jiménez y Riviere, 1998; Lees et. al, 2008).

El programa farmacocinético PK Solution version 2.0 (Farrier, 1999) utilizado para
procesar datos de concentraciones plasmaticas y musculares versus tiempo fue adecuado para
interpretar las curvas de disposicion plasmatica y muscular de marbofloxacina en pollos
mediante un modelo no compartimental (Houin, 1990; Santoch, 2010; Modric, 2014),
ajustandose a una ecuacién biexponencial en el analisis de la curva por aplicacion intravenosa
en plasma y triexponencial tras la administraciéon oral en plasma y musculo y por aplicacion
endovenosa en misculo, con coeficientes de correlaciones (r’) promedios 0,95 y 0,91 para los
analisis de las curvas en plasma y musculo, respectivamente. Estos coeficientes de correlacion

son aceptables, segtn el modelo cinético poblacional implementado.

Tras la aplicacion intravenosa de marbofloxacina en el grupo control (tabla 8, figura
20), se observa una rapida distribucion desde el compartimento central similar a lo informado
con varias fluoroquinolonas utilizadas en aves (Anaddn et. al, 1992; Anaddn et. al, 2001;
Bugyei et. al, 1999; Ding et. al, 2008) y en estudios realizados con marbofloxacina en patos
Muscovy (Yuan et. al, 2011), codornices (Aboubakr y Albelazem, 2015) y pollos (EI Komy
et. al, 2016).

La distribucion tisular es relevante, segun sugiere el valor de Vdarea obtenido en
primavera de 3,7 L/kg, superior al informado en pollos con ofloxacina (Kalaiselvi et. al,
2006), norfloxacina (Anadon et. al, 1992) y difloxacina (Ding et. al, 2008) y menor al

reporatado con enrofloxacina (Anadon et. al, 1995) y danofloxacina (Knoll et. al, 1999).
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El valor de Vdarea establecido en primavera en pollos excede ampliamente el
comunicado con marbofloxacina en pavos (Haritova et. al, 2006), en patos (Goudah y
Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011), en codornices (Haritova et. al, 2013; Aboubakr y
Albelazem, 2015; Lashev et. al, 2015), faisanes (Lashev et .al, 2015) y en pollos parrilleros
(Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003; EI Komy et. al, 2016).

Marbofloxacina experimenta moderada permanencia en el organismo, con una
semivida de eliminacion (t%2f) luego de la administracion endovenosa de 6,5 horas, similar al
conjunto de fluoroquinolonas utilizadas en pollos (Anadon et. al, 1993; Anadon et. al, 1992;
Anadon et. al, 1995; Knoll et. al, 1999; Anaddn et. al, 2001; Ding et. al, 2008). El t%
obtenido por aplicacion endovenosa en epoca primaveral de 6,5 horas es igual al reportado por
Huang y colaboradores (2003) en su estudio en pollos, ademas se encuentra entre el rango
registrado por otros autores entre 5,2 a 7,6 horas, en pollos (Anadén et. al, 2002; EI-Komy et.
al, 2016), mientras que es menor a lo registrado en pavos y faisanes (Haritova et. al, 2006;
Lashev et. al, 2015).

El TMR observado por via EV en el ensayo de primavera fue de 6,7 horas, siendo
menor al informado en pollos con norfloxacina (Anadon et al., 1992) y enrofloxacina (Anadon
et. al, 1995). Por su parte, este valor fue superior al reportado para marbofloxacina en otros
estudios realizados en pollos, donde el valor se encontraba entre 4,3 a 5,6 horas (Anadon et.
al, 2002; Huang et. al, 2003; ElI-Komy et. al, 2016), asi como en patos y codornices, con
valores de entre 1,5 a 3,1 horas (Goudah y Hasabelnaby, 2010; Aboubakr y Albelazem, 2015),
mientras que fue menor al registrado en faisanes, donde alcanz6 7,5 horas (Lashev et. al,
2015)

El valor de Clt establecido por via intravenosa fue de 6,6 ml/min/kg, menor al hallado
con marbofloxacina en codornices (Haritova et. al, 2013; Lashev et. al, 2015), faisanes
(Lashev et. al, 2015), pero superior al determinado en pavos (Haritova et. al, 2006), patos
Moscovy (Goudah y Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011), y pollos, donde oscil6 entre 1,5 a
3,1 ml/min/kg (Anadodn et. al, 2002, Huang et. al, 2003; EI-Komy et. al, 2016).
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La aplicacion oral de 2 mg/kg marbofloxacina en pollos durante la primavera en
condiciones de ayuno previo de 12 horas determiné pronta absorcion segun revela el t¥abs de
0,15 horas, inferior a los valores comunicados con otras fluoroguinolonas de uso avicola
(Anadodn et. al, 1995; Laczay et. al, 1998; Errecalde et. al, 2017) y con marbofloxacina en
pollos parrilleros de 0,4 a 0,6 horas (Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003; EI-Komy et. al,
2016). El ayuno de 12 horas previo a la administracion de marbofloxacina, con el propoésito de
evitar interferencias de iones bivalentes de origen alimentario que promueven la formacion de
quelatos insolubles (Conkova et. al, 2009), podria ser determinante en cuanto al breve t%abs
establecido en este estudio. Conforme a la répida disolucion en el medio intestinal que
caracteriza a las fluoroquinolonas (Giguére y Dowling, 2013), los inmediatos niveles
plasmaticos de marbofloxacina establecidos tras la administracion oral, similar a lo reportado
en pollos parrilleros (Anadon et. al, 2002; Huang et. al, 2003), persisten hasta las 48 y 72
horas siguientes segun la estacion del afio, en contraste a lo informado por Yang y
colaboradores (2014), que solo cuantificaron el antimicrobiano hasta las 16 horas post

aplicacion.

El Cméx obtenido tras la administracién oral de 2 mg/kg de marbofloxaciana en pollos
en primavera fue de 0,8 pg/ml a la hora post-aplicacion. Este valor es inferior al reportado en
otros estudios realizados con este antimicrobiano a la misma dosis en otras especies, asi en
patos, codornices y faisanes los valores van desde 1,1 a 3 pg/ml registrandose antes de las 2
horas (Goudah y Hasabelnaby, 2010; Yuan et. al, 2011; Haritova et. al, 2013 Lashev et. al,
2015), pero superior al registrado en pavos, 0,6 ug/ml a las 6 horas (Haritova et. al, 2006). Si
se compara este resultado con lo reportado en pollos parrilleros, tenemos que Anadon y
colaboradores (2002) obtuvieron un valor de 1,05 pg/ml a las 1,4 horas, mientras que otros
autores reportaron entre 1,15 a 1,83 pug/ml entre las 1,3 a 2,5 horas post administracion (Huang
et. al, 2003; EI-Komy et. al, 2016).

El ABC establecido en pollos tras la aplicacion oral en primavera alcanza a 4,7 ug-
h/ml, un poco menor al reportado por Anadén y colaboradores (2002) en pollos de 6,7 pg-
h/ml, mientras que es mucho menor al observado por Huang y colaboradores de 12,3 pg-h/ml
y ElI-Komy y colaboradores (2016) de 16,8 pg-h/ml, mientras que en codornices y faisanes son
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mucho menores entre 1,5 a 2,8 pg-h/ml, respectivamente. La biodisponibilidad (F) oral en
primavera fue del 94% es decir en situacion ideal de produccién, mayor a la reportada por la
mayoria de los estudios desarrollados bajo estas condiciones con marbofloxacina en pollos que
oscilan entre 56,8 y 73,5 % (Anaddn et. al, 2002; EI-Komy et. al, 2016), excepto el 95%
reportados por Huang y colaboradores (2003). Mientras en patos, pavos, codornices fluctian
entre 84,3 y 118,5% (Haritova et. al, 2006; Yuan et. al, 2011; Aboubakr y Abdelazem, 2015;
Lashev et. al, 2015).

Luego de la aplicacion oral de marbofloxacina en primavera exhibe pronta distribucién
(t¥20= 2,8 horas) y moderada permanencia en el organismo, segun refiere el tY4p de 4,6 horas,
este valor es menor al informado en pavos de 7,7 horas (Haritova et. al, 2006), codornices de
6,7 horas (Aboubakr y Albelazem, 2015), faisanes de 6,6 horas (Lashev et. al, 2015), pollos
entre 6,4 a 9,9 horas (Anaddn et. al, 2002; Huang et. al, 2003; El-Komy et. al, 2016) y
superior al comunicado en patos entre 2,6 a 2,8 horas (Goudah y Hasabelnaby, 2010, Yuan et.
al, 2011) y codornices de 3,5 horas (Lashev et. al, 2015). El valor de TMR de marbofloxacina
por aplicacion oral en pollos en primavera es de 4,8 horas, similar al reportado por Yang y
colaboradores (2014) de 5,3 horas en pollos, pero menor al informado por Anaddn y
colaboradores (2002) y Huang y colaboradores (2003) de 9,6 y 11,9 horas, respectivamente.
Ademas, es menor al registrados en pavos de 9,01 horas (Haritova et. al 2006) y mayor al
observado en patos de 3,8 (Goudah y Hasabelnaby, 2010), esto refiere que los datos cinéticos
de eliminacion del farmaco en este estudio, prosigue la misma descripcién obtenidas por otros

autores, tanto en pollos como otras especies aviares.

La disposicién tisular de marbofloxacina es consistente con su liposolubilidad,
favorecida por el anillo piperacinico incorporado en la molécula (Fernandez Palacios
O’Connor, 2013), el caracter anfotero (Marzo y Dal Bo, 1998; Lambert et. al, 2007) y el pKa
que implican escasa ionizacion en el pH plasmatico (Sorgel y Kinzig, 1993) y la reducida
afinidad que exhibe por las proteinas plasmaticas (Papich y Riviere, 2009; Escudero y Marin
Carrillo, 2015). Esta alta disponibilidad muscular por via oral se ve reflejada en el indice

CmaXmus/CMaXplasma, (1,2) y el indice de ABCinus/ ABCpiasma, (1,5), 10 cual refleja el aumento de
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las concentraciones musculares en comparacion a las plasmaticas. Estos indices fueron
similares a los observados por Ding y colaboradores (2013) entre musculo y plasma en pollos,

los cuales informaron para ABCpys/ ABCplasma 2,1 Y para CmaXmys/CmaXpiasma 1,06.

Se registraron t/2f3 tisulares por via endovenosa de 6,8 horas y por via oral de 7,3
horas, esta ultima fue mayor a la registrada por Yang y colaboradores (2014), de 3,9 horas. Por
otro lado, este autor determin6é marbofloxacina en musculo hasta las 16 horas post aplicacion y
Anadon y colaboradores (2002) so6lo hasta 24 horas post aplicacion, mientras que en este
estudio por via endovenosa y via oral se registraron concentraciones hasta 24 y 48 horas,
respectivamente. En sintesis, marbofloxacina experimenta una lenta eliminacion y notable
disposicion tisular, lo cual se debe a la reducida union a proteinas plasmaticas, ademas de
poseer caracteristicas fisico-quimicas tales como liposolubilidad y caracter anfétero que
determinan escasa ionizacién en sangre y facilitan el pasaje a través de membranas (Anadon
et. al, 2002; Baggot, 2002; Giguére y Dowling 2013; Yang et. al, 2014).

6.3 Disposicion plasmatica y muscular de marbofloxacina en distinta época del afo.

Luego de la aplicacion intravenosa, marbofloxacina presenta menor distribucion tisular
en la estacién invernal, segun el VVd obtenido en esta época (2,7 1/kg), respecto al registrado en
primavera (3,7 I/kg) y verano (3,5 I/kg). Estas diferencias podrian resultar de la
vasoconstriccion inducida en las aves a menor temperatura (Brake y Yahav, 2012). Asimismo,
el aclaramiento de marbofloxacina por ambas vias fue superior en verano (+14%), respecto las
otras estaciones, como resultado de cambios fisioldgicos inducidos para disipar el exceso de
calor no evaporativo, como el aumento en el consumo de agua y mayor produccién de orina
(Estrada y Marquez, 2005; Yahav, 2015). El cotejo de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacina obtenidas en pollos en distintas estaciones del afio revela que la absorcion por
via oral fue menor en época estival e invernal respecto a lo encontrado en primavera, con una
disminucion entre el 44y 46 %.

Asimismo, la biodisponibilidad (F) decrece del 94, al 86 y 78% en primavera, verano e

invierno, respectivamente. A pesar que no existen trabajos desarrollados que describan
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variaciones farmacocinéticas en pollos parrilleros en distintas condiciones ambientales, en
estudios en pollos infectados con Pasteurella multocida, se reporta menor biodisponibilidad
oral de marbofloxacina, que decrece desde un 95 al 83% en animales sanos e infectados,
respectivamente (Huang et. al, 2003), mientras que pollos infectados con E. coli obtuvieron el
primer dia de aplicacion oral una biodisponibilidad del 55,3%, en cambio en los animales
sanos asciende al 73,5 % (ElI-Komy et. al, 2016). Las diferencias conseguidas en la
biodisponibilidad tanto en esta investigacion como en otras, estan estrechamente relacionadas
con los valores reportados en el ABC plasmatico de marbofloxacina aplicada por via oral,
observandose una disminucion del ABC en un 25% en verano (3,7 pg-h/ml), respecto de
primavera (4,7 pg-h/ml), esto se corresponde con experiencias realizadas con marbofloxacina
en pollos infectados con E. coli que arrojaron una disminucion del ABC (- 29,6 %), en el
primer dia de tratamiento, lo cual se puede deber a los cambios fisiologicos ejercidos en

ambas situaciones de estres para el ave (EI-Komy et. al, 2016).

Los pollos en época estival y con aplicacion oral del farmaco, registraron una Cmax
plasmatica un 12,5% menor al provisto en primavera, mientras en invierno la disminucion
alcanzo el 37,5%, esta inferior magnitud y ritmo en el proceso de absocion, también se ve
reflejada en los valores de t¥2abs, que son mayores en la estacion estival (0,8 horas) e invernal
(0,7 horas) respect a primavera (0,2 horas), ello demuestra una absorcién reducida o
postergada, sumada a la menor biodisponibilidad oral de marbofloxacina observada fuera de la
condicion de neutralidad térmica, estos cambios en la absorcion pueden deberse a la depresion
de los movimientos peristalticos del buche, que provoca el acumulo de alimento en el
diverticulo digestivo, y también el peristaltismo del intestino delgado, por lo tanto la menor
actividad digestiva podria determinar absorcion mas lenta, tanto en épocas de calor como de
frio (Whitton, 1968; Hai et. al, 2000). Ademas, se ha reportado dafio en los enterocitos
ejercido por el estrés termico en los pollos parrilleros, que se evidencia a partir de los 24 °C y
que progresa con alteraciones de la mucosa intestinal, y capacidad de absorcion reducida de
estas células (Quinteiro-Filho et. al, 2010; 2012).

La semivida de eliminacion de marbofloxacina aplicada por via oral es mayor en

invierno (7,6 horas), respecto a la estacion primaveral (4,7 horas), lo cual acuerda con el TMR
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de 9,6 horas de invierno, situacion que expresa mayor persistencia del farmaco en pollos
expuestos a bajas temperaturas, coincidiendo con los cambios fisioldgicos como marcada
vasoconstriccion periférica, mayor viscosidad sanguinea y aumento del flujo al compartimento
central (corazon, pulmones, higado) que se observan con temperatura ambiental reducida
(Whitton, 1968; Brake y Yahav, 2012; Yahav, 2015). Dado que esto no acontece tras la
administracion endovenosa, estas diferencias térmicas posiblemente influyan en el proceso de

absorcion y condiciones de modo indirecto la eliminacion.

Estos antecedentes semejan con los exhibidos en animales expuestos a situaciones que
lo desplazan de su normotermia o estado fisiolégico normal, tal como reportaron en ovejas
luego de la aplicacion de sulfadimidina en verano e invierno Nawaz y Nawaz (1983), en
conejos y terneros febriles y afebriles tratados con ciprofloxacina (Ahangar y Srivastacva,
2000; Rajput et. al, 2011; Sajid et. al, 2008; Zulfigar-Ul-Hassan y Naseer, 2008), en terneros
en idéntica condicion (Ahangar y Srivastacva, 2000; Rajput et. al, 2011), aun las respuestas
cinéticas son dispares y de interpretacion compleja, lo que es natural por cuanto los
mecanismos fisiologicos involucrados varian cuali-cuantitivamente segun la especie (De
Backer, 2006).

En mdusculo, tanto por aplicacién endovenosa y oral de marbofloxacina se observaron
diferencias en las concentraciones tisulares totales, con reduccion del 35% en verano, y en
invierno aumento un 67% por via endovenosa, mientras por via oral, en verano disminuy6 un
27 % y en invierno aumentaron un 37%. Tanto en primavera como en verano marbofloxacina
se detectd en musculo hasta las 48 horas y en invierno hasta las 72 horas post-administracion.
Esto corresponde con la disminucion del Cméax en época estival por ambas vias (+11 al 39%),
mientras que en invierno estos aumentan (+23 al 31%) y exhibe un Tmax a las 2 horas en
todas las estaciones, resultados que coindicen con lo determinado por Ding y colaboradores
(2013), en animales infectados con Mycoplasma gallisepticum y Escherichia coli, que

reportan un Tmax de 2 horas.

En el masculo, tras la aplicacion oral en época invernal se observa un importante

acimulo del antimicrobiano, siendo el cociente ABCs/ ABCpiasma de 3,1, el cual es mayor al
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determinado en primavera (1,5). También se observa un enlentecimiento en el ingreso y en la
deplecion del farmaco en el tejido estudiado, con vida media de ingreso de 1,3 horas y t' B de
13,1 horas, situacion que se relaciona con lo descripto por Yahav (2015) y por Whitton (1968),
quienes sefialan que en épocas de frio para disminuir las pérdidas de calor innecesarias el
organismo enlentece el sistema digestivo y menor velocidad del flujo sanguineo. En
situaciones estivales por esta misma via sucede lo contrario, se observa un t%f de 4,5 horas,
con reduccion en los valores de ABC y TMR respecto a primavera e invierno, que se
corresponden con aumento de la velocidad del flujo sanguineo en situaciones de calor
(Castelld Llobet, 1993) y posiblemente se vincule al dafio sobre la morfologia de las células
intestinales que disminuyen la capacidad de absorcion, segin Quinteiro-Filho y colaboradores
(2010; 2012).

Nawaz y Nawaz (1983), desarrollaron el Unico estudio sobre interaccion del medio
ambiente sobre la farmacocinética de antimicrobianos en animales en produccion, quienes
comunicaron mayor distribucion y aclaramiento de sulfadimidina en ovejas en verano en
comparacion a invierno, que coindicen con los hallazgos expuestos tras la aplicacion de
marbofloxacina en verano. Vanakoski y Seppéla (1997) reportaron diferencias cinéticas con
farmacos en humanos tras la exposicion aguda a ambientes calurosos. En estas condiciones se
produjo una reduccién en el aclaramiento renal de tetraciclina en las primeras dos horas, sin
otras diferencias significativas, en contrate a lo determinado en esta investigacion en pollos
parrilleros en época estival, posiblemente debido a que las personas fueron expuestos a un
calor agudo sin ambientacion previa, sin un ajuste de los sistemas fisioldégicos para mantener
la normotermia, con un proceso de deshidratacion, que comienza a compensarse a las dos
horas post-administracion, mientras que los pollos no presentaron signos clinicos de
deshidratacién, ya que se les proporciond agua ad libitum, pero como se describio
anteriormente al ser una especie altamente productiva poseen baja capacidad de adaptabilidad
lo que desencadena una cascada de respuestas fisiologicas, sobretodo en situaciones de calor

crénico.

Las modificaciones fisioldgicas inducidas en épocas estivales se pueden comparar con

los animales con hipertermia: en mamiferos se observaron alteraciones cinéticas de diferentes
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antibidticos, donde existen modificaciones del Clt, semivida de eliminacidn, de la persistencia
del farmaco, de la Cmax y la biodisponibilidad, tanto en conejos como en terneros (Ahangar y
Srivastava, 2000; Sajid et. al, 2008; Rajput et. al, 2010). Estos autores destacan la importancia
de modificar el régimen de dosificacion. Estos cambios concuerdan con los determinados en
los pollos expuestos a altas temperaturas ambientales.

Mientras que en peces Sun y colaboradores (2013), administraron por via endovenosa
y oral difloxacina a Paralichthys olivaceus expuestos a temperaturas diferentes del agua (14 y
22 °C), donde observaron mayores diferencias por via oral, con la temperatura mas elevada
observaron valores de t%abs de 1,51 horas y de t'2f de 3,09 horas, mientras que en la
temperatura mas baja registraron tiempos mas extensos, un t%zabs de 2,38 horas y un t%23 de
4,41 horas, y una marcada disminucién en la biodiponibilidad, al igual que nuestro estudio es
mayor en altas temperaturas (68%) que en bajas (53%) y con una disminucion del VVd en un
30%, en los peces expuestos a 14 °C, lo cual es similar a lo expuesto en esta investigacion con
una disminucién del Vd en un 24%, en los pollos expuestos a bajas temperaturas. A pesar de
que los peces son animales poiquilotermos, se observan cambios farmacocinéticos similares a
los reportados en esta investigacion dependientes de la temperatura a la que son expuestos los
animales, lo cual estos investigadores lo relacionan a los cambios metabolicos observados en

los peces durante las variaciones a las temperaturas del entorno.

El presente estudio es el primero que destaca los cambios farmacocinéticos en funcién
de la temperatura ambiental y que redunda en la deplecion muscular de pollos parrilleros en
distintas épocas del afio. Los resultados obtenidos en este estudio corroboran a la temperatura
como factor ambiental critico en avicultura (Estrada y Marquez, 2005; Lisboa, 2012), que no
solo condiciona aspectos ligados a la salud (Quinteiro-Filho et. al, 2010, 2012; Lara y
Rostagno, 2013; Calefi et. al, 2014) y/o productividad animal (Lahoz, 2003; Estrada et. al,
2007; Olanrewaju et. al, 2010; Cunha, 2011; Lisboa 2012; Yahav, 2015) sino que induce
adaptaciones fisiologicas en el organismo que influencian el perfil cinético de farmacos. Esta
situacion requiere profundizar el impacto de los factores ambiental sobre el perfil cinético de
fluoroquinolonas, considerando que estas sustancias son recursos muy utilizados en aves
(Gouvéa et. al, 2015) y que su empleo inadecuado se condice con la manifestacion de
resistencia bacteriana (Baggot, 2002; Lorenzutti, 2017).
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6.4 Periodo de carencia

El periodo de carencia estimado con el modelo matematico de Riviere y Sundlof
(2009) modificado, y validado por el programa WT 1.4 (Hekman, 1996), luego de la
aplicacion de una dosis oral Gnica de 2 mg/kg de marbofloxacina fue en primavera de 3 dias.
Este valor es similar al estimado por Anadén y colaboradores (2002), también empleando el
programa WT 1.4, mientras que Yang y colaboradores (2014) con el mismo programa
obtuvieron como resultado 23,6 horas, pero al reestablecerlo con un modelo poblacional

fisiologico farmacocinético (PBPK) fue igual al determinado en este estudio de 3 dias.

En verano el periodo de carencia se redujo a 2 dias, mientras que en invierno fue de 4
dias. Aun cuando se presentan diferencias para garantizar un alimento inocuo al consumidor,
en todos los casos son periodos de tiempo razonables y compatibles con la brevedad de los
ciclos productivos de pollos parrilleros, ya que la duracion del periodo de carencia prefaena es

fundamental para escoger un antibidtico en la avicultura (Anadon et. al, 2009).

Los valores estimados en el periodo de carencia son inferiores a los comunicados con
otras fluoroquinolonas de segunda generacion en pollos, tales como enrofloxacina de 3 a 12
dias (Anadén et. al, 1995; El Aziz et. al, 1997; Da Silva et. al, 2006), ciprofloxacina de 10
dias (Anadén et. al, 2001), danofloxacina de 4 dias (Errecalde et. al, 2017), norfloxacina de 12
dias (Anaddn et. al, 1992), difloxacina de 5 dias (Anadon et. al, 2011) y levofloxacina de 8
dias (Kyuchukova et. al, 2013).

Teniendo en cuenta las propiedades microbioldgicas de marbofloxacina (Spreng et. al,
1995; Papich, 2016), el bajo indice de resistencias bacteriana (EI Garch et. al, 2017) y el perfil
cinético exhibido, este antimicrobiano constituye una alternativa terapéutica muy interesante
en avicultura, en coincidencia con las recomendaciones para explotaciones porcinas europeas,

segun Silva 'y Sousa (2017).

Los resultados obtenidos convalidan a los estudios cinéticos en animales domésticos

como herramienta que aporta informacion tendiente al uso racional de farmacos (Houin, 1990;
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Baggot, 2002; Beltran, 2004), permitiendo ademas establecer la deplecion de residuos en
tejidos comestibles y estimar el periodo de carencia con el propdsito de favorecer la seguridad
alimentaria y ofrecer un alimento inocuo para el consumidor (Anaddn, 2007; Lees y Toutain,

2012; Baynes y Riviere, 2014).
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CAPITULO 7.

CONCLUSIONES
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El método utilizado para la extraccién de marbofloxacina en plasma y muasculo de
pollos parrilleros, mediante la incorporacion de una nueva solucién de homogenizacion
de metanol:agua:acido perclorico (500:500:20), fue mas simple y de menor costo

respecto a los métodos propuestos por otros investigadores para este analito.

El método cromatografico aplicado fue suficientemente sensible para estudios de
disposicion plasmatica y muscular, y constituye una alternativa en los planes de

monitoreo de residuos.

Las concentraciones de marbofloxacina alcanzaron niveles mayores en muasculo que en
plasma, con una réapida absorcién, amplia distribucion y moderada permanencia

plasmaética. La deplecién del farmaco en el tejido muscular fue lenta.

Los pardmetros farmacocinéticos estimados en plasma y muasculo de pollo
corresponden con lo descrito en sus propiedades fisico-quimicas, siendo compatibles

con otras fluoroquinolonas comercializadas para pollos parrilleros.

Se determinaron diferencias significativas tanto en las concentraciones plasmaticas
como tisulares de marbofloxacina en funcion de la época del afio, siendo menores en
verano y mayores en invierno respecto a la época con temperatura de termoneutralidad

(primavera), lo cual repercute en la deplecién del farmaco.

La cinética de eliminacién de marbofloxacina en aves aplicada en distintas épocas del
afio sufre variaciones; las semividas de eliminacion se acortan en verano y se extienden
en invierno, lo que requier ajustar el periodo de carencia del farmaco para garantizar

un alimento inocuo para el consumidor final.
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Este estudio resulto innovador, ya que tiene en cuenta la implementacién de los
cambios fisioldgicos que ejercen los factores ambientales en animales productivos, los
cuales estan estrechamente relacionados con la disposicion de marbofloxacina con
impacto en el manejo farmacologico y para garantizar un alimento inocuo al

consumidor.

Existe una vasta cantidad de informacion sobre los efectos del ambiente sobre los
pollos parrilleros, sobretodo el efecto de la temperatura y la humedad relativa, pero se
desconoce como pueden interferir con la farmacocinética de los antibidticos,
herramientas terapéuticas de amplio uso en la avicultura, este es el primer estudio en
relacionar esto, es por ello, que es imperioso que se desarrollen futuras investigaciones

en este ambito, para garantizar una eficacia terapéutica e inocuidad alimentaria.
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