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Introduccién

Desde su aparicion, en los afios 80, el enrofloxacino es una de las

fluoroquinolona mas utilizadas en Medicina Veterinaria (Otero et al., 2001a).

Se caracteriza por tener una muy buena actividad antibacteriana incluso
contra microorganismos poco susceptibles o resistentes a los antibacterianos de uso
corriente en animales. Muestra un excelente comportamiento farmacocinético, con
una absorcion casi completa y una distribucion tisular que garantiza concentraciones
inhibitorias minimas frente a los microorganismos patdgenos causantes de la mayoria
de las enfermedades en los animales, incluidas entre ellas las mastitis. Su indice
terapéutico es alto, y puede administrarse sin mayores problemas en terapias
combinadas con otros medicamentos. Estas propiedades hacen que este farmaco sea
una excelente alternativa dentro del arsenal de quimioterapicos disponible en

Medicina Veterinaria.

En el tratamiento de las mastitis la administracion parenteral de
antibacterianos es adecuada para aquellos farmacos que se excretan por la leche y
alcanzan una concentracién superior a la minima inhibitoria de los microorganismos
patdgenos causantes del proceso. La via intramamaria, sin embargo, sigue siendo la

de eleccion por la mayoria de los autores.

Cuando se administra un farmaco antibacteriano por via intramamaria, la
absorcion del mismo y su distribucion por la ubre dependen de su liposolubilidad, del
grado de ionizacion y de su afinidad por el tejido local (Ziv, 1980). Por otra parte,
también juega un papel importante el vehiculo en que se administra (Gruet et al.,
2001).



Introduccion

Sefalar que, a la hora de desarrollar la formulacion de un farmaco para el
tratamiento de las mastitis, ademas de tener en cuenta las caracteristicas
farmacocinéticas del compuesto, deberia prestarse atencion también a los aspectos
farmacodinamicos relacionados con la interaccion entre el farmaco y los
microorganismos implicados en el proceso, que servirian de base para determinar la

dosis éptima del antibacteriano.

La administracion intramamaria de los farmacos antibacterianos tiene la
ventaja, frente a la via parenteral, de que se alcanzan mayores concentraciones del
farmaco en la glandula mamaria (Moretain y Boisseau, 1989; Gruet et al., 2001).
Entre las desventajas se podria citar la distribucion irregular de muchas sustancias
por el tejido mamario, el riesgo de contaminacion cuando se introduce el farmaco por
el canal del pezdn y la posible irritacion que puede producir el farmaco en el tejido
(Pyorala, 2002).

La biodisponibilidad local de un antibacteriano administrado por via
intramamaria se establece, por razones éticas, econdmicas y practicas mediante el
muestreo de leche y sangre. La concentracion del farmaco en el tejido mamario, sin
embargo, no se puede establecer a partir de estos resultados, y por ello, cobran
importancia los modelos in vitro que permiten conocer la distribucion local en la

glandula mamaria y completar asi los estudios farmacocinéticos.

Al respecto, se ha desarrollado y puesto a punto una técnica (Ehinger y
Kietzmann, 2000a y b; Ehinger et al., 2006) que permite estudiar la distribucion de
los farmacos en ubres de vaca aisladas y perfundidas.



Introduccién

Teniendo en cuenta las consideraciones hechas anteriormente, con la

realizacion de este estudio pretendemos alcanzar los siguientes objetivos:

e Desarrollar un modelo in vitro de ubre ovina perfundida, que nos permita
estudiar la distribucion tisular de enrofloxacino en el tejido mamario, tras la

administracion, tanto intramamaria como sistémica.
e Validar el modelo in vitro como indicador de distribucion.

e Determinar las concentraciones de enrofloxacino en el liquido de perfusion
y en las biopsias recogidas del tejido mamario, tras la administracion intramamaria

de una nueva formulacion de enrofloxacino.

e Realizar un estudio farmacocinético del enrofloxacino, estableciendo el
modelo farmacocinético seguido por este compuesto tras la administracion sistémica
en el modelo in vitro de ubre ovina perfundida y determinar los pardmetros

farmacocinéticos mas representativos de dicho compuesto.
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1. HISTORIA'Y ORIGEN

Las quinolonas son un grupo de agentes antimicrobianos de origen sintético.
El primer miembro de este grupo aparecié en 1962, el &cido nalidixico, que se
obtuvo por sintesis a partir de la cloroquina (&cido 6-clor-1-H-4-oxoquinolina-
3-carboxilico) en los laboratorios Sterling-Winthrop (Lesher et al., 1962) y se
introdujo ese mismo afio como quimioterapico sintético. El &cido nalidixico
presentaba una modesta actividad frente a microorganismos Gram negativos, Yy
algunas limitaciones en cuanto a sus parametros farmacodinamicos y
farmacocinéticos, sin embargo su aparicion marcé el inicio del desarrollo de las

quinolonas.

La importancia del &cido nalidixico ha ido aumentando de forma paralela al
descubrimiento de nuevos compuestos, como son los acidos oxolinico, piromidico,
cinoxacino y pipemidico. Estos compuestos fueron introducidos durante la década de
los 60, desde entonces se han investigado y sintetizado gran nimero de quinolonas
siempre buscando ampliar su espectro de accién, incrementar su actividad y como
no, reducir los efectos no deseados. Las quinolonas tienen capacidad para inhibir la
actividad de la ADN-girasa bacteriana, un tipo de topoisomerasa Il encargada de
mantener la conformacién del ADN bacteriano y también necesaria para la
transcripcion y replicacién del mismo, resultando en un efecto bactericida (Carlucci,
1998; Stratton, 1998; Orden y De La Fuente, 2001).

En la actualidad, las quinolonas originales son poco utilizadas debido al
desarrollo de resistencias y a su toxicidad, especialmente para el sistema nervioso

central (Stratton, 1998). La adicion de un atomo de fluor en posicion 6 y un anillo
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4-metilo-piperazin-1-il en posicion 7, incrementd drasticamente la potencia y el
espectro de actividad de estos inhibidores de la ADN-girasa, dando lugar a un nuevo
grupo de antimicrobianos: las fluoroquinolonas (Carlucci, 1998; Orden y De La
Fuente, 2001).

En 1973 apareci6 la primera quinolona con un atomo de fldor: la denominada
flumequina, esta quinolona es unas diez veces mas activa en comparacion con el
acido nalidixico frente a bacterias Gram negativas y ademas ya presentaba cierta
actividad frente a bacterias Gram positivas (Rohlfing et al., 1976; Appelbaum vy
Hunter, 2000; Emmerson y Jones, 2003).

Es en 1978 cuando se inicia la era de las quinolonas fluoradas con la sintesis
del norfloxacino a partir del acido pipemidico (del que sélo se diferencia por el
atomo de fluor). Poco después se desarrollaron otras fluoroquinolonas similares
(pefloxacino, ofloxacino, enoxacino, ciprofloxacino y amifloxacino). Estos
compuestos constituyen la segunda generacion de quinolonas, con unas
caracteristicas cinéticas y un perfil antimicrobiano muy favorable. Sin embargo, son
poco eficaces frente a cocos Gram positivos aerobios y bacterias anaerobias.
Posteriormente, se sintetizaron derivados quinoldnicos fluorados que se consideran
en la actualidad como quinolonas de tercera generacion. Dentro de ellas hay
compuestos difluorados (difloxacino, lomefloxacino y esparfloxacino) y trifluorados
(fleroxacino, temafloxacino y tosufloxacino), que presentan ventajas respecto a la
generacion anterior, tanto con respecto a su espectro de accion como a su semivida.
Dentro de la tercera generacion se incluyen también otros compuestos modernos
(gatifloxacino, moxifloxacino, trovafloxacino y clinafloxacino), que se caracterizan
por tener una gran actividad frente a cocos Gram positivos asi como frente a algunos
patégenos intracelulares, manteniendo la actividad frente a Gram negativos (figura 1)
(Bauernfeind, 1997; Lorenzo y Aleixandre, 2008).

Recientemente, y gracias al mayor conocimiento que se tiene de la relacion
estructura-actividad de las quinolonas, se ha desarrollado un nuevo grupo que se
caracteriza por la ausencia del atomo de fluor en posicion 6, caracteristico de las
fluoroquinolonas. Estas nuevas moléculas son conocidas con el nombre de

desfluoroquinolonas o quinolonas no fluoradas (QNF), siendo el garenoxacino
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(1-ciclopropil-8-difluorometoxi-7-((1R)-(1metil-2,3-dihidro-1H-5isoidolil)-4-oxo-
1,4 dihidro-3-carboxi-quinolona) el primer representante del grupo. El garenoxacino

presenta un amplio espectro de accién y una buena actividad frente a bacterias Gram

positiva, Gram negativas y anaerobios.
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Figura 1. Estructura quimica de las principales quinolonas no fluoradas, fluoradas de

segunda generacion y fluoradas mas modernas.

En la actualidad, existen nuevas fluoroquinolonas, como la molécula
WCK771 (Appelbaum et al., 2005), la DK-507k (Browne et al., 2003) o la ABT-492

(Nilius et al.,

2003). También se han descrito otras nuevas quinolonas, que como el
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clinafloxacino presentan un 4tomo de Cloro en su estructura (Gargallo-Viola et al.,
2001). Tanto estas ultimas como las anteriores pretenden mejorar la actividad frente

a patégenos Gram positivos, especialmente frente a neumococos y estafilococos.

Debido al aumento de bacterias multiresistentes, se esta desarrollando un
nuevo grupo de antimicrobianos: los antibacterianos hibridos. Con estos
antibacterianos hibridos se evita el buscar moléculas originales para el disefio de
nuevos antibacterianos, ya que se unen dos nucleos de dos moléculas antibacterianas
en una sola y de esta manera se puede actuar sobre dos dianas distintas
simultaneamente y se ofrece la posibilidad de reducir la aparicion de resistencias.
Esta idea aparecid por primera vez en 1994 al unir una molécula de quinolona con
una sulfonamida, sin embargo en este caso la molécula hibrida no retuvo la actividad
como sulfonamida (Allemandi et al., 1994; Hubschwerlen et al., 2003). A partir de
este primer intento se han disefiado y sintetizado moléculas hibridas, uniendo
quinolonas con oxazolidinonas. En este caso las moléculas si que mostraron una
doble actividad, actuando sobre las mismas dianas que actuarian las moléculas de
quinolona u oxazolidinona por separado. Estos hibridos muestran una gran actividad
frente a la gran mayoria de bacterias, incluyendo estafilococos multiresistente,

enterococos resistentes a vancomicina, estreptococos y Gram negativas.

Las fluoroguinolonas que podemos encontrar actualmente en el mercado
veterinario europeo incluyen: el amifloxacino, ciprofloxacino, difloxacino,
danofloxacino, enrofloxacino, marbofloxacino, norfloxacino, orbifloxacino vy
sarafloxacino (Brown, 1996). Este grupo es ampliamente utilizado en caninos,

felinos, bovinos, ovinos, equinos, porcinos y aves.

Las fluoroguinolonas tienen un mecanismo de accion Unico, que las convierte
en uno de los grupos de antibacterianos mas interesantes en Medicina Veterinaria. Su
actividad bactericida de amplio espectro y su versatilidad, particularidades que
permiten su utilizacion en diversas especies animales, han dado lugar a una gran
difusion de su uso. A pesar de que se trata de un grupo de farmacos a los que las
bacterias no desarrollan resistencias con facilidad, si se han detectado cepas

resistentes tanto en pacientes humanos como en animales. Esto implica que se deba
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proceder con mucho cuidado en su uso para evitar un aumento en la tasa de

resistencia y la aparicion de serios problemas de Salud Publica.

El enrofloxacino es una fluoroquinolona desarrollada en los afios 80 para su

uso exclusivo en Medicina Veterinaria (Otero et al., 2001a).

El enrofloxacino se caracteriza por una muy buena actividad antimicrobiana,
incluso contra microorganismos poco susceptibles o resistentes a los antimicrobianos
de uso corriente en animales. Tiene un excelente comportamiento farmacocinético,
con fécil administracion, absorcion casi completa y una distribucion tisular que
garantiza concentraciones inhibitorias minimas frente a los microorganismos
causantes de la mayoria de las enfermedades en los animales. Su indice terapéutico
es alto, y puede administrarse sin mayores problemas en terapias combinadas con
otros medicamentos. Estas propiedades hacen que este farmaco sea una excelente
alternativa dentro del arsenal de quimioterapicos disponible en Medicina Veterinaria.
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2. ESTRUCTURA DE LAS QUINOLONAS
2.1. ESTRUCTURA BASICA

Todas las quinolonas comparten una estructura basica comum, es decir, un

mismo nucleo (figura 2).

Figura 2. Estructura basica o ntcleo comun de las quinolonas.

Desde el punto de vista quimico todas las quinolonas sintetizadas derivan de
cuatro grupos: 4-oxo-cinolinas (4-cinolonas), 4-oxo-piridopirimidinas
(4-pirimidonas),  4-oxo-quinolonas  (4-quinolonas) y  4-oxo-naftiridinas
(4-naftiridonas). De todas ellas, solo las 4-quinolonas y las 4-naftiridonas han sido
ampliamente desarrolladas, ya que la presencia de un nitrégeno en posicion 2 para
las 4- cinolonas y en posicion 6 para las 4-pirimidonas, reduce considerablemente la

actividad de dichas moléculas (Gutierrez-Zufiaurre, 2004).

El desarrollo de las quinolonas se ha visto favorecido, en gran medida, por
dos circunstancias: por la posibilidad de modificar su estructura basica y por la

posibilidad de alterar seis radicales, es decir, todas las posiciones de la molécula,

10
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excepto 2: la posicién 3 que presenta un radical carboxilo y la posicion 4 que
presenta un radical ceto.

Nos encontramos, por lo tanto, con un gran abanico de posibilidades para
modificar y alterar el ntcleo béasico, dando lugar a variaciones en la actividad de las
quinolonas frente a los microorganismos y a modificaciones en los parametros
farmacocinéticos. Por otra parte, también se puede ver alterada la toxicidad de la

molécula asi como las interacciones con otros farmacos.

Como consecuencia de todo ello y por su fécil sintesis se han desarrollado
hasta nuestros dias mas de 10.000 moléculas (Andersson y MacGowan, 2003),
aunque la gran mayoria no se utilizan en la practica clinica, ya sea por problemas de
toxicidad o porque no aportan ventajas sustanciales respecto a las quinolonas ya

existentes.

2.2. RELACION ESTRUCTURA - ACTIVIDAD

La actividad antibacteriana de la molécula depende no solo de que posea el
nacleo intacto, sino también de la naturaleza de los radicales (figura 2) y de su
relacion espacial. Estos sustituyentes ejercen influencia sobre algunos parametros,
como la actividad antibacteriana de la molécula, incrementando su afinidad por las
enzimas diana, favoreciendo la penetracion de las quinolonas al interior celular o
alterando los parametros farmacocinéticos. En la figura 3, se muestra un resumen de

la relacion entre los distintos radicales y las propiedades que pueden modificar.

11
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Figura 3. Relacion estructura actividad.

A continuacién, hablaremos brevemente de los distintos radicales que pueden
ocupar las diferentes posiciones dentro de la estructura basica, y como esto afecta a
la actividad y espectro de accion de la molécula resultante.

El grupo ceto en posicion 4y el grupo carboxilo en posicién 3 son necesarios
para que la molécula presente actividad antibacteriana, ya que son parte importante
del complejo quinolona-enzima-ADN. Su funcidn es la de unirse al ADN, de manera
que fijan el complejo e impiden que las topoisomerasas ejerzan su accion (figura 4)
(Chu y Fernandez, 1989; Higgins et al., 2003).

12
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ceto

COOH
?|

Figura 4. Posicion 3y 4.

De la posicion 2 no existe mucha informacién sobre cudl es su papel, ya que
no se han realizado muchos cambios a este nivel. Se cree que el radical que ocupa
esta posicion es pequefio porgue se sitia muy cerca del sitio de union con el ADN y
un radical de gran tamafio dificultaria esta union. Este pequefio radical viene

representado en la mayoria de las quinolonas por un hidrégeno.

Los radicales ubicados en la posicién 1 son responsables de la unién de la
molécula de quinolona a la topoisomesara. Este radical va a tener por lo tanto un
papel importante en la actividad del farmaco. Ademas, dependiendo del tipo de
radical, el espectro de accion y la farmacocinética del farmaco se veran modificados.
En esta posicion encontramos basicamente tres radicales distintos, siendo un grupo
etilo, el de las primeras quinolonas (acido nalidixico o norfloxacino). Sin embargo,
para mejorar la actividad frente a patdgenos tanto Gram positivos como Gram
negativos, este radical ha sido sustituido por un grupo ciclopropilo (como ocurre en
el caso del enrofloxacino y del ciprofloxacino). Asimismo también aumenta la
potencia de la molécula al sustituirlo por el 2,4-difluorofenilo, que aumenta sobre
todo la actividad frente a bacterias Gram positivas (figura 5) (Chu y Fernandez,
1989; Gutierrez-Zufiaurre, 2004).

13
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Figura 5. Posicion 1.

Las sustituciones en posicion 8 van a dar lugar a cambios en la estructura
tridimensional de las moléculas (Gutierrez-Zufiaurre, 2004), que modifican los
pardmetros farmacocinéticos y aumentan la actividad frente a anaerobios. Ademas,

este radical se ha relacionado con la mutagenicidad de la molécula.

Existen quinolonas que no permiten ningln cambio en esta posicién, como
ocurre con las 4-naftiridonas, en cambio las 4-quinolonas si permiten modificar este
radical. Podemos encontrarnos en esta posicion un radical halégeno (cloro o fluor)
como en el caso del clinafloxacino o esparfloxacino, que mejora la actividad frente a
anaerobios. También nos podemos encontrar un grupo metoxi (moxifloxacino) o
metilo (gatifloxacino), que aumentan la actividad frente a anaerobios y bacterias
Gram positivas. Otro radical que nos podemos encontrar es un puente entre los

radicales 1 y 8, una benzoxacina, como ocurre en el caso del levofloxacino.

Parece existir una relacion entre el tipo de radical presente en esta posicion y
la topoisomerasa que sera diana principal de dicha quinolona, al menos en Gram
positivos. Asi pues, cuando el radical es un halégeno la diana principal es la ADN-
girasa (topoisomerasa Il), mientras que si es un simple hidrégeno o un puente entre
las posiciones 1 y 8, la diana principal seria la topoisomerasa IV. Por otro lado,
aquellas moléculas que presentan un grupo metoxi actuarian indistintamente sobre
cualquiera de las dos topoisomerasas (figura 6) (Gutierrez-Zufiaurre, 2004; Peterson,
2001).

14
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Figura 6. Posicion 8.

Al igual que ocurre en la posicion 1, las modificaciones en la posicion 7
también van a ser responsables de la unién de las quinolonas a las topoisomerasas, de
la actividad y espectro de accion, y de la modificacion de parametros
farmacocinéticos (vida media o solubilidad de las molécula) (Chu y Fernandez,
1989).

Las quinolonas con sustituyentes lineales o pequefios muestran poca actividad
bactericida, mientras que la presencia de grupos heterociclicos nitrogenados de 5 6
6 atomos de carbono (aminopirroldinas y piperazinas respectivamente) se
corresponden con una mayor actividad frente a Gram positivos y Gram negativos
(figura 7).

sustituyentes 7
lineales,
piperazina o
aminopirrolidina

Figura 7. Posicion 7.

La adicion de un grupo flior en la posicién 6 mejora la actividad intrinseca
de la molécula de 5 a 100 veves en comparacion con aquellas que no lo poseen.
Como hemos visto ya en apartados anteriores la adicion de éste atomo de fluor dio

lugar a las fluoroquinolonas. ElI atomo de fluor es responsable de una mayor

15
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actividad de la molécula frente a Gram negativos y Gram positivos, asi como, de su
mayor potencia y penetracion bacteriana (figura 8).

IE

Figura 8. Posicion 6.

Posicién 5. Las sustituciones en esta posicién pueden incrementar tanto la
actividad de la molécula como el espectro de accion de la misma, Asi, autores como
Yoshida et al. (1990) demostraron que un grupo metilo en esta posicion aumentaba
la actividad frente a bacterias Gram positivas, pero no frente a las Gram negativas.

Espectro de

t!;ciﬁﬂ Unién de la
ram molécula al ADN
Aumento de s

la actividad. positivos)

Penetracion

celular

Radical cercano al
sitio de unidn del
ADN

Union a las
topoisomerasas.
Espectro de accion

Actividad frente a Unién a las
anaerobios. topoisomerasas
Modifica

farmacocinética

Figura 10. Estructura quinolénica comun.
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Como hemos mencionado anteriormente, el enrofloxacino es una
fluoroquinolona, que al metabolizarse da lugar a 8 metabolitos (ciprofloxacino,
dioxociprofloxacino, oxociprofloxacino, ciprofloxacino N-formyl, enrofloxacino
amida, desethylene enrofloxacino, oxoenrofloxacino y oxoenrofloxacino hidroxi),
pero de todos ellos sélo el ciprofloxacino posee actividad antibacteriana,
considerandose por lo tanto, el inico metabolito activo. A continuacion se detalla la
estructura quimica del enrofloxacino (objeto de estudio en este trabajo de Tesis
doctoral) y del ciprofloxacino (figura 9). Cabe destacar, que en estas dos moléculas
la posicién 1 estd ocupada por un grupo ciclopropilo, mejorando el espectro de
actividad frente a las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas. Poseen
ademas, una piperazina en posicion 7, mejorando la actividad frente a Gram
negativas, incluyendo a las Pseudomonas spp. Finalmente, la sustitucién en posicion
8 de un nitrégeno por un aomo de carbono disminuye algunos de los efectos

adversos sobre el sistema nervioso central y aumenta la actividad frente a

Staphyloccocus spp.
cr
o
E COOH |
| | F SO0
) ) |
() A .
M I:N] A
| H
LHAHy
Enrofloxacino Ciprofloxacino

Figura 9. Estructura quimica del enrofloxacino y de su metabolito, el ciprofloxacino.
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2.3. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

Las fluoroquinolonas disponibles actualmente presentan pues una estructura
quinoldnica comun (figura 10). Los distintos sustituyentes quimicos y cadenas
laterales son responsables no sélo del espectro de actividad antimicrobiano, sino
como veremos a continuacion también son responsables de las distintas

caracteristicas fisicas de cada farmaco.

Asi, nos encontramos que existen variaciones en cuanto a lipofilia, volumen
de distribucion (\Vd), absorcion oral y tasa de eliminacién, sin embargo el espectro
antimicrobiano no varia apreciablemente. Cuando la liposolubilidad se expresa como
coeficiente de reparto octanol/agua, el enrofloxacino y el dofloxacino son los que
presentan mayor lipofilia. El ciprofloxacino tiene un coeficiente de reparto que es
aproximadamente 100 veces menor que el del enrofloxacino. Los coeficientes de
reparto correspondientes al orbifloxacino y al marbofloxacino son ligeramente

superiores al del ciprofloxacino (Takacs-Novak et al., 1992; Anne et al., 1993).

Por el momento no existen estudios publicados que demuestren que las
diferencias quimicas entre estos farmacos sean responsables de diferencias en la
respuesta clinica. Sin embargo, si pueden ser la causa de una cierta variacion en la
absorcion y distribucion. Por ejemplo, la absorciéon oral del ciprofloxacino es
aproximadamente la mitad de la absorcion oral del enrofloxacino en perros. Las
fluoroquinolonas menos liposolubles (marbofloxacino, orbifloxacino) poseen Vd
menores que las mas liposolubles (enrofloxacino, difloxacino). La explicacion a esta
observacion podria ser que los farmacos mas liposolubles presentan concentraciones
intracelulares mayores, aunque una mayor union a los tejidos también podria explicar
las diferencias de VVd (Papich y Riviere, 2003).

Las quinolonas son moléculas anféteras que pueden estar protonadas en el
grupo carboxilo o en la amina terciaria de la molécula. El pK, varia ligeramente de
una molécula a otra. Asi, en los farmacos de uso mas frecuente, como son el
enrofloxacino y el ciprofloxacino, el pK, del grupo carboxilo es de 6,0 y 6,1
respectivamente, y de 8,8 y 7,8 para la amina, respectivamente. El punto isoeléctrico

es intermedio entre el pK, de cada grupo ionizable. Por ello, a pH fisioldgico las

18
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fluoroguinolonas se encuentran como zwitteriones, en los que estan cargados tanto

los correspondientes grupos aniénicos como cationicos. En el punto isoeléctrico la

lipofilia de las fluoroquinolonas es maxima (Takacs-Novak et al., 1992; Estribano

et al., 1997; Mitchell, 2006).

El enrofloxacino es un soélido blanco ligeramente amarillento cuyas

propiedades fisicas se resumen, junto con las de su metabolito principal; el

ciprofloxacino, en la siguiente tabla (tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicas del enrofloxacino y el ciprofloxacino.

Enrofloxacino

Ciprofloxacino

Nombre quimico: Acido 1-ciclopropil-7-(4-etil-

1-piperazinil)-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-3-

quinolincarboxilico.

Foérmula molecular: CigH,,FN3O3

Peso molecular: 359,4

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua a pH
7. En medios 4cidos puede precipitar. Levemente

soluble en acetona y etanol.

Punto de ebullicién: 560°C

Punto de fusion: 219-221°C

pKa: para el grupo carboxilo 6; para la amina 8,8

Nombre quimico: Acido 1-ciclpropil-6-fluoro-
1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-

quinolincarboxilico.

Formula molecular: Cy7H,gFN3O3

Peso molecular: 331,34

Solubilidad: Poco soluble en agua; ligeramente
soluble en &cido acético y metanol; muy
ligeramente soluble en acetona, acetonitrilo,
alcohol

hexano, cloruro de

deshidratado.

metileno y

Punto de ebullicién: 581°C

Punto de fusién: 265°C

pKa: para el grupo carboxilo 6,1; para la amina
7,8

19



Enrofloxacino

3. CLASIFICACION DE LAS QUINOLONAS

Las quinolonas se pueden clasificar atendiendo a su estructura quimica o en
base a su actividad y farmacocinética. Otro método sencillo para clasificarlas es

agruparlas por la fecha de aprobacién para su uso clinico.

3.1. CLASIFICACION QUIMICA

Teniendo en cuenta la estructura del nucleo, nos encontramos con 4 clases
distintas de quinolonas, 4-oxo-quinolinas (4-quinolonas), 4-oxo-naftiridinas
(4-naftiridonas),  4-oxo-cinolinas  (4-cinolonas) 'y  4-oxo-piridopirimidinas
(4-pirimidonas). Dentro de cada grupo se pueden observar subgrupos en funcion de

los atomos de fluor que presenta la molécula sin tener en cuenta la posicion de éstos.

Como se puede comprobar en la tabla 2, el ndcleo 4-quinolonas ha sido el
méas ampliamente modificado y en consecuencia el mas estudiado. Dentro de este
grupo, ha sido el subgrupo de quinolonas monofluoradas el que ha proporcionado un

mayor nimero de moléculas (Lorenzo y Aleixandre, 2008).

3.2. CLASIFICACION POR GENERACIONES

Agrupa las quinolonas por generaciones al igual que ocurre con los
B-lactdmicos, en funcion de los pardmetros farmacocinéticos y el espectro de accién
de la molécula. Dependiendo de los autores, una misma molécula puede pertenecer a
una u otra generacién, pero en lo que si coinciden es en agruparlas en cuatro
generaciones distintas (tabla 3). Esta clasificacion no incluye a los hibridos entre

quinolonas y oxazolidinona.
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Tabla 2. Clasificacion de las quinolonas atendiendo a su estructura quimica y a la

incorporacion de atomos de fluor en su molécula.

4-piridonas

4-cinolonas 4-naftiridonas

4-quinolonas

No Fluoradas

Ac. pipedimico

Cinoxacino Ac. nalidixico

Ac. oxolinico
PGE-9262932
PGE-9509924
PGE-4175997
T-3912

Monofluoradas

Enoxacino
Cl1-990
PD-131628
PD-138312

Flumequino
Norfloxacino
Pefloxacino

Ciprofloxacino

Enrofloxacino
Ofloxacino
Levofloxacino
Moxifloxacino

Climafloxacino

Gatifloxacino

Grepafloxacino

WCK-771
E-4767
E-5065

Bifluoradas

Esparfloxacino
Lomefloxacino

Garenoxacino
DK-507k

Trifluoradas

Tosufloxacino
Trovafloxacino
Temafloxacino

Fleroxacino
ABT-492

Tabla 3. Clasificacion de las quinolonas en funcion de su actividad microbioldgica y

de su farmacocinética.

Generacion

Quinolona

Actividad
microbiol6gica

Caracteristicas
farmacocinéticas

Indicaciones

PRIMERA

Ac. nalidixico
Ac. oxolinico
Cinoxacino
Ac. pipedimico

Enterobacteriaceas

Administracion oral.
Baja concentracion
en plasma y tejido.

Infecciones urinarias.

SEGUNDA

Lomefloxacino
Enoxacino
Norfloxacino

Ofloxacino
Enrofloxacino
Ciprofloxacino

Enterobacteriaceas

Enterobacteriéceas,
patdgenos atipicos,
Pseudomonas aeruginosa

Administracion oral.
Baja concentracion
en plasma y tejido.

Administracién oral y
endovenosa. Altas
concentraciones en

plasma y tejido.

Infecciones urinarias.

Infecciones
sistémicas y urinarias.

TERCERA

Esparfloxacino
Levofloxacino
Gatifloxacino

Enterobacteriéceas,
pat6genos atipicos,
Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus

Administracién oral y
endovenosa. Altas
concentraciones en

plasma y tejido.

Infecciones
sistémicas y urinarias.

CUARTA

Trovafloxacino
Moxifloxacino
Gemifloxacino
Climafloxacino
Sitafloxacino

Enterobacteriaceas,
patégenos atipicos,
Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus,

patdgenos respiratorios,
anaerobios.

Administracién oral y
endovenosa. Altas
concentraciones en

plasma y tejido.

Infecciones
sistémicas y urinarias.
Infecciones respiratorias.
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4. MECANISMO DE ACCION

Los antibacterianos de tipo quinolona penetran en el citoplasma bacteriano a
través de los canales acuosos transmembrana de las porinas, o por difusion pasiva a
través de la capa de los lipopolisacaridos (Nikaido y Thanassi, 1993), no
afectandoles la integridad de la pared celular. Una vez dentro de la célula, actian por

mecanismos que son complejos y no del todo conocidos.

Aunque se conoce que las quinolonas estan dotadas de accion bactericida, su
mecanismo de accion, a pesar de los numerosos estudios realizados, no esta
totalmente esclarecido. Se cree que las quinolonas actdan inhibiendo la ADN-girasa.
Esta enzima, descubierta en 1976 por Gellert et al. en Escherichia coli (Gellert et al.,
1976), estd involucrada en la mayoria de los procesos bioldgicos que afectan al
ADN, tales como la transcripcion, recombinacién, replicacion y reparacion del
mismo, siendo a su vez, dependiente de ATP (Wolfson y Hooper, 1985; Reece y
Maxwell, 1991; Lewis et al., 1996). Por ello, a este grupo terapéutico se le conoce

también con el nombre de inhibidores de la ADN- girasa.

A nivel molecular la ADN-girasa es un complejo tetramérico, compuesto por
cuatro subunidades (dos subunidades A (GyrA) y dos subunidades B (GyrB) (figura
11) y es la responsable de introducir un superenrollamiento helicoidal negativo
dentro de la molécula de ADN bacteriano, desempefiando por lo tanto un rol critico

en el mantenimiento de la densidad gendmica superhelicoidal (figura 12).

Las subunidades A desarrollan su actividad anclandose en ambas hebras del
ADN (mediante la formacion de un enlace covalente enzima-ADN), provocando
cortes en sitios especificos del ADN de una sola banda y uniendo posteriormente
estos puntos de ruptura. Las subunidades B, por su parte, inducen los
superenrollamientos en torno al nicleo de ARN, se unen al ATP y participan en la

transduccion de la energia. (Higgins et al., 1978; Mizuuchi et al., 1978).
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Figura 11. Representacion esquematica de la estructura de las subunidades A 'y B de
la ADN-girasa de E. coli (Fisher et al., 1992).

Las quinolonas acttan sobre las subunidades A, impidiendo por lo tanto la
reparacion de los cortes que se producen en el ADN. Su accion se manifiesta
macrooscopicamente por una elongacion anormal de las bacterias, ya que el ADN
pierde la forma superenrollada y aumenta de volumen. La inhibicion de la enzima
ADN-girasa justifica la actividad bacteriostatica, pero no la accion bactericida de las
quinolonas cléasicas. Para la muerte bacteriana, es necesario que sobre las roturas del
ADN, realizadas por las quinolonas, actien exonucleasas. Como veremos mas
adelante este tipo de mecanismo de accién se denomina mecanismo de accion A, y es

comun a todas las quinolonas.

Las quinolonas actuan, por lo tanto, interfiriendo en la sintesis del ADN al
bloquear la reaccion de superenrollamiento catalizada por la ADN-girasa.
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Figura 12. Esquema de los sucesivos plegamientos del ADN por accion de la ADN-
girasa (Smith, 1986).

Algunas quinolonas por su parte, pueden actuar inhibiendo a la topoisomerasa
IV (enzima cuya secuencia de aminoacidos presenta homologia con la ADN-girasa).
Se trata de otra enzima esencial en la segregacion cromosomica de las células
procariotas (Marians y Hiasa, 1997; Anderson et al., 1998). Ciertas investigaciones
han sugerido que en los organismos Gram positivos (Staphylococcus aureus) es esta
enzima la principal diana para algunas quinolonas (Brighty y Gootz, 1997; Drlica y
Zhao, 1997), mientras que para muchas especies de bacterias Gram negativas, tales
como E. coli, la diana principal es la ADN-girasa (Alovero et al., 2000; Hooper,
2000; Petri, 2006). Considerando que la topoisomerasa IV tiene funciones algo
distintas, es probable que las bacterias difieran en sus respuestas a las quinolonas en
funcién de cuél sea su diana principal (Drlica y Zhao, 1997). Esto tiene mucha
trascendencia puesto que estudios en E. coli han sugerido que la ADN-girasa actua
antes de la replicacion de la horquilla, mientras que la topoisomerasa IV actla
predominantemente después, de forma que existe un intervalo de tiempo que permite
reparar el dafio en el ADN inducido por las quinolonas (Zechiedrich y Cozzarelli,

1995). De ello se deduce que los complejos farmaco-enzima-ADN a traves de la
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girasa proporcionaria una muerte rapida de la bacteria, mientras que a través de la

topoisomerasa IV seria un proceso lento.

Se han descrito cuatro mecanismos de accion conocidos como: A, B, B; y C,
que varian segun la quinolona y el microorganismo considerado (Crumplin et al.,
1984; Ratcliffe y Smith, 1984; Ratcliffe y Smith, 1985; Lewis y Smith, 1988; Lewin
et al., 1989; Lewis y Smith, 1989; Lewin y Amyes, 1990).

El mecanismo A es, como hemos visto con anterioridad, comin a todas las
quinolonas y requiere que la bacteria esté multiplicandose y que presente sintesis de
ARN vy proteinas. Este mecanismo es el unico que se manifiesta en las quinolonas
clasicas, como es el caso del &cido nalidixico y el &cido oxolinico (Dietz et al., 1966;
Winshell y Rosenkraz, 1970; Lewis y Smith, 1989). Las fluoroquinolonas, ademas
del mecanismo A, pueden presentar el mecanismo B y el C. EI mecanismo B no
requiere que se produzca sintesis de proteinas 0 ARN en las bacterias para ejercer su
efecto bactericida (Crumplin et al., 1984; Ratcliffe y Smith, 1984). La existencia de
este mecanismo, independiente de la sintesis de proteinas, se basa en que algunas
quinolonas como el ciprofloxacino y el ofloxacino, administradas a dosis elevadas o
en presencia de sustancias que inhiben la sintesis proteica o del ARN (rifampicina,
cloranfenicol), e incluso en condiciones anaerobias, apenas alteran su efecto
bactericida (Ratcliffe y Smith, 1984; Smith, 1986; Lewis et al., 1991). Se ha
identificado un mecanismo relacionado Unicamente con el clinafloxacino. Este
mecanismo, conocido como mecanismo B;, no precisa la sintesis de proteinas o

ARN, pero necesita que la bacteria se esté multiplicando (Lewin y Amyes, 1990).

Por ultimo, el mecanismo C requiere que haya sintesis de proteinas y ARN
para actuar, pero no hace falta que la bacteria se esté multiplicando. Este mecanismo
se ha observado en el norfloxacino (Ratcliffe y Smith, 1985) y enoxacino (Lewin
etal., 1989).

El hecho de que una fluoroguinolona presente un mecanismo de accion frente
a una especie bacteriana no significa que lo presente frente a todas, puesto que éste
depende de la quinolona y del microorganismo en cuestion. En el caso particular del

ciprofloxacino, se ha observado que muestra los mecanismos A y B frente a E. coli,
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pero solamente muestra un mecanismo A frente a S. aureus (Brighty y Gootz, 1997).
Lo que si estd bastante aceptado es que la posesion de méas de un mecanismo de
accion puede explicar el hecho de que las fluoroquinolonas sean mas potentes que las

quinolonas clasicas, que sélo acttan a través del mecanismo A (Ramon et al., 1999).

Las quinolonas muestran, ademds, un modo de accion peculiar, ya que en
algunas cepas bacterianas estos fa&rmacos, a elevadas concentraciones, muestran una
incapacidad para matar a las células bacterianas de forma tan efectiva como lo hacen
a concentraciones moderadas. De hecho, cuando se evalla la actividad bacteriana de
las quinolonas a diferentes concentraciones en un periodo de tiempo determinado, se
ha observado, con relativa frecuencia, que la proporcion de bacterias supervivientes
sigue una respuesta bifasica. En la primera fase al aumentar la concentracion del
farmaco, aumenta su actividad bactericida hasta alcanzar un maximo a partir del
cual, al incrementar la concentracién se produce un descenso en la actividad
bactericida, constituyendo éste proceso la segunda fase. A este hecho se le conoce
como efecto paraddgico y es uno de los mayores dilemas que existen sobre la
actividad de las quinolonas (Crumplin y Smith, 1975). Este modo particular de
accion se ha observado y estudiado en varias especies bacterianas (Crumplin y
Smith, 1975; Lewis et al., 1991) y en un gran nimero de quinolonas (Lewis y Smith,
1988; Cantdn et al., 1989; Lewin et al., 1989, Lewis y Smith, 1989; Jiménez et al.,
1990; Lewin y Amyes, 1990).

En 1948, Eagle y Musselman, describieron este efecto en la penicilina vy,
posteriormente otros autores lo describieron en otros B-lactdmicos y en los
aminoglucoésidos (Lorian et al., 1979; Shah et al., 1979), aunque siempre de forma

aislada, como caracteristica propia de especie o cepa.

En 1970, Winshell y Rosenkraz observaron este fendmeno en el &cido
nalidixico al actuar sobre E. coli. Afios mas tarde, en 1975, Crumplin y Smith,
describieron también esta accion del acido nalidixico frente a varias cepas de E. coli
y otras especies patdgenas del tracto urinario y Enterobacterias, proponiendo que,
para el acido nalidixico, el efecto paraddgico no es especifico de especie o cepa, sino
un fendmeno caracteristico de su modo de actuar. Posteriormente se ha descrito en

diversas fluoroquinolonas, como el ciprofloxacino, el ofloxacino, el enoxacino, el
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fleroxacino, el lomefloxacino y el norfloxacino entre otras (Smith, 1986; Canton
et al., 1989; Lewin et al., 1989; Jiménez et al., 1990), lo que hace pensar que sea un

efecto caracteristico de las quinolonas en general.

Se han propuesto varias hipotesis para explicar este efecto paraddgico. La
mas aceptada se basa en que a altas concentraciones de farmaco se produce la
inhibicion de la sintesis de ARN y de algunas proteinas (Manes et al., 1983). Sin
embargo, ésta no es una explicacion satisfactoria para comprender el
comportamiento de otras quinolonas como el ciprofloxacino, puesto que a altas
concentraciones estos agentes matan la célula bacteriana de un modo que no se
bloquea por la inhibicion de la sintesis de proteinas (Chen et al., 1996). De acuerdo
con lo anteriormente mencionado, parece que la pérdida de letalidad a altas

concentraciones de quinolonas permanece inexplicada.

Finalmente, no debemos olvidar que las topoisomerasas se encuentran
también en organismos eucariotas, desde levaduras hasta en seres humanos. Las
células eucariotas no contienen la ADN-girasa, sin embargo, contienen una
topoisomerasa tipo Il, similar desde el punto de vista conceptual y mecénico. La
topoisomerasa Il eucariota difiere estructuralmente de la bacteriana y, si bien hace
cortes al ADN, no produce superenrollamiento negativo (Hooper, 1995; Lewis et al.,
1996). Aln asi, se ha demostrado que esta topoisomerasa eucariota tiene una
secuencia parcial de aminoécidos homdloga a la enzima topoisomerasa Il bacteriana
(ADN-girasa), que podria representar un sitio de accion para las quinolonas (Hooper,
1995). Se pensaba que las quinolonas eran incapaces de inducir dafio genético en
células de mamiferos, debido a la menor afinidad de las quinolonas por la
topoisomerasa Il eucariota y a la necesidad de utilizar concentraciones de farmaco
muy elevadas (100 a 1000 pg/ml) (Petri, 2006). Sin embargo, ciertos estudios
parecen evidenciar una posible genotoxicidad de las quinolonas sobre sistemas

eucariotas (Takayama et al., 1995; Gorla et al., 1999).
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5. RESISTENCIA BACTERIANA

El amplio espectro de actividad antimicrobiana, y el excelente
comportamiento farmacocinético, han hecho de las nuevas fluoroquinolonas agentes
muy atractivos para el tratamiento de enfermedades infecciosas severas, tanto en el
hombre como en los animales. Sin embargo, se ha observado una alarmante tasa de
resistencias bacterianas en aislados clinicos humanos, y hay evidencias que indican
un aumento de bacterias resistentes en animales tratados. La mayor incidencia de
bacterias resistentes a las fluoroquinolonas en personas no expuestas a estos agentes
podria ser el resultado del uso extensivo de estos antimicrobianos en Medicina
Veterinaria (Ziv, 1994).

Como hemos adelantado anteriormente, para ejercer su efecto citotdxico las
quinolonas deben penetrar a través de la membrana bacteriana y alcanzar su diana
celular; la ADN-girasa o la topoisomerasa IV, e inducir la muerte de la célula. Asi,
los mecanismos de resistencia bacteriana a las fluoroquinolonas, y a las quinolonas

en general, pueden agruparse en tres categorias:

1) Resistencias de tipo cromosémico, producidas por mutaciones en los genes
que codifican la ADN-girasa y la topoisomerasa IV, dando lugar a las QRDR
(regidn determinante de resistencia a las quinolonas) (Wolfson y Hooper,
1989; Nakamura, 1997).

2) Resistencias por alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular
externa, disminuyendo la penetracion intracelular del farmaco. Estas
modificaciones se originan por alteraciones de los genes que codifican los

canales de las porinas, lo que impide la entrada del farmaco en la bacteria.

3) Resistencia basada en los mecanismos de expulsion activa, a traves de
transportadores activos enddgenos que provocan la expulsion de los

antimicrobianos desde el medio intracelular al medio extracelular.

Cabe sefialar que no se han descrito enzimas bacterianas capaces de degradar

o0 inactivar a las quinolonas en el medio intracelular (Wolfson y Hooper, 1989).
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5.1. RESISTENCIA POR ALTERACION DE LAS ENZIMAS DIANA

Este mecanismo constituye el principal mecanismo de resistencia a las
fluoroquinolonas. La ADN-girasa de E. coli (bacteria en la cual se centraron los
estudios iniciales) esta compuesta de dos subunidades A de 97 kDa, y otras dos
subunidades B de 90 kDa, codificadas por los genes gyrA (2625 pb) y gyrB
(2413 pb) respectivamente (figura 11). La topoisomerasa IV también esta compuesta
de cuatro subunidades codificadas por los genes parC y parE en E. coli (grlA y griB
en S. aureus) (Drlica y Zhao, 1997; Hooper, 2000). Estas dos enzimas presentan una
gran homologia entre si. EI mecanismo de resistencia se origina en mutaciones
espontaneas de los genes gyrA y gyrB de la ADN-girasa, y en los genes parC y parE

de la topoisomerasa IV (Sierra et al., 2005).

La mutacion se produce principalmente sobre la ADN-girasa (Nakamura
et al., 1989; Yoshida et al., 1990), y secundariamente sobre la topoisomerasa 1V,
contribuyendo a mayores niveles de resistencia (Vila et al., 1996). Sustituciones en
aminoacidos en un sub-dominio especifico de las topoisomerasas, llamado regidn
determinante de resistencia a las quinolonas (QRDR) dentro de la subunidad gyrA
(Yoshida et al., 1990) y parC (Khodursky et al., 1998) dan lugar a resistencias

bacterianas.

Como sabemos en E. coli y otras bacterias Gram negativas, como Neisseria
gonorrhoeae y Pseudomonas aeruginosa, la principal diana de las quinolonas es la
ADN-girasa. Por esta razon, en éstas bacterias las primeras resistencias se producen
por mutaciones en la ADN-girasa, constituyendo las mutaciones en la topoisomerasa
IV resistencias adicionales.

En el caso particular de E. coli, la mayoria de las mutaciones asociadas con la
resistencia a quinolonas ocurren en la region QRDR a nivel de la serina 83 (Ser83) y
aspartato 87 de la subunidad gyrA, y en la serina 79 y aspartato 83 de la subunidad
parC, y en anélogos lugares en otras especies (Takiff et al., 1994; Taylor y Chau,
1997; Bebear et al., 2003).

El analisis de las secuencias de ADN de los genes de Staphylococcus aureus

y Streptococcus spp. mostraron que esta situacion es diferente en Gram positivos, ya
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que el blanco de accion de las fluoroquinolonas es la topoisomerasa IV (Hooper,
1995; Drlica 'y Zhao, 1997).

Tanto en bacterias Gram negativas como en bacterias Gram positivas las
mutaciones provocan una disminucion en la afinidad de las quinolonas por el
complejo enzima/ADN (Maxwell y Critchlow, 1998), y permiten la replicacion del
ADN en presencia de concentraciones de farmaco que serian bactericidas para

microorganismos sin mutacion.

En bacterias Gram negativas, la resistencia a quinolonas se desarrolla
normalmente de forma gradual. Una (nica mutacion en la region QRDR,
generalmente en posicion Ser83, confiere resistencia al acido nalidixico y disminuye
la susceptibilidad a las fluoroquinolonas (las CMIs del ciprofloxacino pasan de
0.015-0.03 pg/ml a 0.125-1 pg/ml tras esta primera mutacién). Si ocurre una segunda
mutacién en la region QRDR de la subunidad gyrA, la resistencia a las
fluoroquinolonas es evidente (CMIs de la ciprofloxacina >4 pg/ml). Sin embargo
esto no ocurre asi en las bacterias Gram negativas. Se ha demostrado que en
Campylobacter spp., bacterias que carecen de la topoisomerasa IV, una simple
mutacién en la subunidad gyrA es suficiente para alcanzar elevadas CMIs de
ciprofloxacino (32 pg/ml) (Wang et al., 1993). Esta caracteristica ayuda a explicar la
mayor prevalencia de resistencia en Campylobacter spp. que en E. coli, en animales

de abasto expuestos a fluoroquinolonas (Van Boven et al., 2003).

Finalmente sefialar que las resistencias pueden deberse a mutaciones
puntuales en uno o en varios genes, a mutaciones en mas de un sitio del mismo gen,

0 a mutaciones mdaltiples, particularmente en gyrA 'y parC (grlA).

5.2. RESISTENCIA POR ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD
BACTERIANA

Ademas de las mutaciones estructurales en los genes de las topoisomerasas,
en bacterias Gram negativas se ha descrito otro mecanismo de resistencia: resistencia

por alteracion de la permeabilidad de la membrana celular externa. El papel
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fundamental que ejercen los canales de porinas en la difusion de las quinolonas
hidrofilicas a través de la membrana externa de las bacterias Gram negativas quedo
respaldado por la observacidon de que numerosos mutantes Mar (multiple antibiotic
resistant) que mostraban resistencias a estos agentes tenian en comun la reduccion
del nimero de OmpF, la principal y mayor proteina de las porinas de la membrana
externa de E. coli (Cohen et al., 1989). Ello sugiere que las quinolonas hidrofilicas
deben entrar en la célula bacteriana, al menos en parte, a través del canal de la porina
OmpF. Por otro lado, las moléculas hidrofobicas parecen utilizar una ruta alternativa
de difusion a través de lipopolisacaridos (Chapman y Georgopapadakou, 1988;
Nikaido y Thanassi, 1993). Modificaciones a nivel de dichos lipopolisacéridos

reducira la penetracion intracelular de las moléculas hidrofébicas (figura 13).

Todo esto resulta en una menor acumulacion intracelular del antimicrobiano,
y en una consecuente disminucion de la susceptibilidad microbiana (Brighty y Gootz,
1997).

moléculas hidrofilicas

moléculas hidrofébicas

lipopolisacaridos
membrana
externa

OmpF

Figura 13. Resistencia por alteracion de la permeabilidad de la membrana celular

externa.

5.3. RESISTENCIA POR MECANISMOS DE EXPULSION ACTIVA

Con respecto a este tercer mecanismo, la gran mayoria las especies

bacterianas analizadas presentan sistemas de eflujo activo, caracterizados por
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expulsar al exterior celular un considerable ndmero de moléculas, como
antibacterianos de distintas familias estructurales y en muchos casos antisépticos,
biocidas, compuestos aromaticos y detergentes. Debemos sefialar que una unica
célula bacteriana puede tener hasta 20 sistemas de eflujo distintos (Sanchez-
Cespedes et al., 2003). Este sistema fue descrito inicialmente en E. coli, y
posteriormente en otras bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Uno de los sistemas mas conocidos es el sistema de transporte denominado
AcrAB de E. coli, el cual est4 codificado en los genes acrAB y parece tener como
funcién fisiologica la proteccion de las células frente a sales biliares y acidos grasos
gue son toxicos habituales de su entorno fisioldgico. Este sistema se sitla en la
membrana interna de los microorganismos y es un proceso inespecifico vy
dependiente de energia, ligado a un gradiente de protones. El sistema AcrAB esta
compuesto por el transportador AcrAB y la proteina periplasmatica accesoria AcrA.
Se cree que AcrA, de forma alargada, aproxima la membrana externa e interna,
formando un trimero que interacciona con el mondémero AcrB; bombeando asi una
gran variedad de sustancias, incluidas las quinolonas, presumiblemente a través del
canal TolC (Sanchez-Cespedes et al., 2003). Es importante destacar que la expresion
de los genes acrAB aumenta de forma considerable en los mutantes Mar (multiple
antibiotic resistant), lo que implica que dicho locus en E. coli, no sélo regula la
expresion de la porina OmpF, sino también la expresion de la bomba AcrAB.
Mutantes Mar presentan resistencias a las quinolonas, debido a una disminucion en la
permeabilidad de la membrana externa y a una importante expulsién activa a través
de la membrana interna (Zeller et al., 1997; Giraund et al., 2000; Weber y Piddock,
2001) (figura 14).

Este proceso de secrecion puede permitir que las bacterias sobrevivan durante
un corto periodo de tiempo para poder desarrollar posteriormente resistencias a las
quinolonas via mutaciones en los lugares clave de los genes de las enzimas dianas de

estos agentes antibacterianos.
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Figura 14. Sistema de transporte activo en E. coli.

Los mecanismos de resistencia pueden manifestarse solos o combinados, sin
embargo, parece que in vivo el aumento en el grado de resistencia a las quinolonas es

producto de varios mecanismos simultaneos o secuenciales (figurals).
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Figura 15. Entrada y expulsion de las quinolonas en E. Coli.
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5.4. RESISTENCIA MEDIADA POR PLASMIDOS

Llegado este punto debemos hablar también de una resistencia mediada por
plasmidos. Por el mecanismo de accion de las quinolonas parecia poco probable
encontrar mecanismos de resistencia plasmidica a estos antibacterianos. Sin
embargo, en 1967, Barbour aislé cepas de E. coli resistentes al acido nalidixico que
presentaban un mecanismo de resistencia codificado en un plasmido. Este tipo de
resistencia fue descrito posteriormente en Shigella dysenteriae (Munshi et al., 1987).
En los ultimos afios también se ha sefialado tal resistencia en cepas de K. pneumoniae
(Martinez-Martinez et al., 1998) y mas tarde en E. coli (Jacoby et al., 2003; Wang
et al., 2003). En estas cepas, se ha sefialado su resistencia a fluoroguinolonas con la
presencia de un plasmido conjugativo, denominado pMG252. Dicho plasmido
contiene el gen gnr, que codifica la proteina Qnr, capaz de proteger a la ADN-girasa
de E. coli de la inhibicion de la ciprofloxacina. Respecto a la topoisomerasa 1V,
diana secundaria de las quinolonas en E. coli, parece que no se ve afectada por dicha
proteina (Tran y Jacoby, 2002) faltando ain por elucidar coémo es que interfiere en la
uniéon de la quinolona a la ADN-girasa (Pascual, 2003). Las cepas de E. coli
portadoras de este plasmido son susceptibles al ciprofloxacino, debido a que el gen
gnr confiere un bajo nivel de resistencia. Sin embargo, no deja de ser interesante que
esta nueva caracteristica coadyuve a la adquisicion de mutaciones que confieran
resistencia. La demostracion in vitro de la transmision de este plasmido por
conjugacion a otras Enterobacterias sugiere un posible riesgo de incremento de

resistencia a las fluoroguinolonas en el futuro (Pascual, 2003).

5.5. MUTACIONES ADAPTATIVAS Y RESISTENCIA

Generalmente se ha asociado la resistencia bacteriana a quinolonas a la
selecciobn de mutaciones preexistentes en una poblacién bacteriana dada,
denominandose a este tipo de sucesos mutacionales: mutaciones relacionadas con el
crecimiento. Sin embargo, cada vez hay méas datos sobre otro tipo de sucesos

mutacionales que ocurren al exponer las células bacterianas a un proceso selectivo.
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Este tipo de mutacion se denomina independiente del crecimiento celular, y también

mutacion adaptativa.

Las mutaciones adaptativas se caracterizan porque ocurren en células que no
estan dividiendose o que lo hacen lentamente, y por estar bajo una determinada
presion selectiva. Ademas, parece ser que sélo producen fenotipos que favorecen el
crecimiento de las células en las condiciones selectivas en que se encuentran. Los
mecanismos para explicar las mutaciones adaptativas parecen ser aun desconocidos.
No obstante, se sugiere que el diferente espectro mutacional de células en
crecimiento y células sin dividirse (mutaciones adaptativas) son un reflejo de
actividades diferenciales de los sistemas de reparacion (Riesenfeld et al., 1997;
Janion, 2000).

Experimentalmente se ha descrito la aparicion de mutaciones adaptativas
in vitro, al tratar E. coli con ciprofloxacino. En estos estudios se ha llegado a la
conclusion de que las primeras colonias de mutantes espontaneos en aparecer son
probablemente el resultado de mutaciones preexistentes en la poblacion inicial,
mientras que las colonias de mutantes que van apareciendo desde unos pocos dias
hasta aproximadamente un mes de incubacion, serian consecuencia de mutaciones
adaptativas (Riesenfeld et al., 1997).

Las resistencias que presentan las bacterias frente a las quinolonas son
cruzadas entre las de la primera generacion (&cido nalidixico, acido oxolinico) y
parece serlo también entre las fluoroquinolonas entre si. Pero no parece que exista
resistencia cruzada entre ambos grupos ni con otros quimioterapicos y antibi6ticos
(Azanza et al., 2003).
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6. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y EFECTO POST-
ANTIBIOTICO

6.1. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Se ha demostrado en estudios in vitro que el &cido nalidixico es activo sobre
la mayoria de las bacterias Gram negativas responsables de infecciones urinarias:
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, Citrobacter spp., Serratia spp.,
Salmonella spp., Shigella spp., entre otras. Sin embargo, se ha observado que las
bacterias desarrollan a menudo resistencias, especialmente Klebsiella spp. y
Proteus spp. También son sensibles al acido nalidixico los bacilos Gram negativos
del aparato gastrointestinal, resultando resistentes las bacteria gram positivas

(Mycobacterium tuberculosis).

Las restantes quinolonas no fluoradas, presentan un espectro similar, pero
muestran en general mayor actividad. Por ejemplo, el acido pipemidico, se muestra
activo frente a Pseudomonas aeruginosa, presentando una actividad variable frente a

estafilococos y estreptococos.

Con respecto a las fluoroquinolonas, son mucho mas activas que las
quinolonas de primera generacion y su espectro es mas amplio. Son activas frente a
todas las bacterias Gram negativas sensibles a las primeras quinolonas, frente a otros
gérmenes Gram negativos, algunos Gram positivos e, incluso, micobacterias. El
norfloxacino, el pefloxacino y el enoxacino muestran usualmente una actividad
comparable. El ofloxacino es mas activo frente algunos gérmenos, y entre las

quinolonas de segunda generacion destaca el ciprofloxacino por su mayor actividad.

Todas las fluoroquinolonas resultan muy activas frente a enterobacterias,
especialmente E. coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp.,
Shigella spp, Enterobacter spp. Las especies de Aeromonas hydrophila, Yersinia
enterocolitica, Acinetobacter, Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus, asi como
algunas cepas de Campylobacter, son sensibles a las fluorogquinolonas. También son
sensibles Haemophilus influenzae, Haemophilus ducreyi, Branhamella catarrhalis,
Neisseria gonorrhoeae (incluidos gonococos productores de penicilinasa) vy

Neisseria meningitidis.
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Las fluoroquinolonas son también efectivas frente a gérmenes aerobios Gram
positivos, pero menos que frente a los Gram negativos. El ciprofloxacino, el
ofloxacino y el pefloxacino pueden inhibir a Staphylococcus aureus. La eficacia
bactericida del moxifloxacino frente a las cepas de este germen resistente a la
meticilina es superior a la observada con otros agentes, como vancomicina,
gentamicina y rifampicina. Staphylococcus epidermidis también puede ser sensible a
las fluoroquinolonas. La actividad de las fluoroquinolonas es menor en infecciones
por Streptococcus, pero las de la tercera generacion muestran, por lo general,
actividad in vitro frente a Streptococcus pneumoniae. En particular, el moxifloxacino

ha demostrado una excelente actividad frente a este patdgeno.

Las quinolonas de segunda generacion poseen una actividad moderada o baja
frente a la mayoria de los patégenos anaerobios. Tanto Clostridium spp. como los
bacteroides suelen ser resistentes. Fusobacterium spp. es s6lo moderadamente
sensible al ciprofloxacino y al ofloxacino. El anaerobio facultativo Gardnerella
vaginalis es sensible o moderadamente sensible al ciprofloxacino, pero no parece

sensible a otras quinolonas de segunda generacion.

Cuando hablamos de las quinolonas mas modernas, el cinafloxacino destaca
por su actividad in vitro sobre gérmenes anaerobios. EI moxifloxacino es activo
frente a diversos patdgenos anaerobios, que si bien no suelen causar infecciones
respiratorias, pueden estar involucrados en diversos casos de sinusitis y neumonia

por aspiracion, especialmente Bacteroides fragilis.

El ciprofloxacino, el ofloxacino y las quinolonas de tercera generacion son
activas frente a la mayoria de las micobacterias, incluida Mycobacterium
tuberculosis. Chlamidya trachomatis es moderadamente sensible al ciprofloxacino y
al ofloxacino, y algunas cepas de Plasmodium spp. resistentes a la cloroquina han

mostrado sensibilidad in vitro al norfloxacino.

En cuanto a las fluoroquinolonas de Gltima generacion, parece que todavia no
existen datos en Medicina Veterinaria, solo datos a nivel de estudios experimentales
(Caputo et al., 1997; Watts et al., 1997; Papich y Riviere, 2003). Estos farmacos,

como por ejemplo el grepafloxacino, trovafloxacino y premafloxacino, poseen una
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mayor actividad frente a cocos Gram positivos y bacterias anaerobias, por lo que
podrian resultar ventajosos en algunas infecciones (Brighty y Gootz, 1997). Podemos
sefialar que el premafloxacino tiene una mayor actividad frente a las bacterias Gram
positivas que el enrofloxacino, y también presenta actividad frente algunas cepas de
estafilococos resistentes a la meticilina y de enterococos resistentes a la vancomicina.
Frente a bacterias Gram negativas, especialmente Pseudomonas aeruginosa, estos
farmacos no son tan activos como el ciprofloxacino. Ademas, se ha cuestionado la
actividad de estos farmacos frente a estreptococos y no parece ser superior a un

tratamiento estandar con un antibidtico de tipo B-lactamico (Legg y Bint, 1999).

En general, las fluoroguinolonas tienen poca actividad contra los anaerobios y
son menos eficaces contra anaerobios facultativos desarrollados en condiciones
anaerobicas. EI mecanismo de resistencia intrinseca de este tipo de bacterias es poco
conocido (Mckellar, 1996).

La actividad in vitro de las fluoroguinolonas tiene buena correlacion clinica.
Sin embargo, algunos de los compuestos exhiben una actividad considerablemente
menor (de hasta 100 veces) en presencia de orina (Wolfson y Hooper, 1985), aunque
otros, como el marbofloxacino, han mantenido su actividad bactericida en orina hasta
cinco dias posteriores a una Unica aplicacion. . En 1996, Wetzstein y De Jong
demostraron que con un pH ligeramente acido (aquel que se puede observar en
abscesos, tejidos inflamatorios y fagocitos) se reduce la tasa de muerte de algunas
bacterias en presencia de enrofloxacino. Este descenso de actividad puede ser debido
a que en pH 4cidos la mitad piperacinica queda cargada positivamente, lo cual
impide la penetracion en la célula y/o la interaccion intracelular. El alto contenido de
la orina en cationes metalicos divalentes (Ca’* y Mg*") podria ser también
responsable de la menor actividad (Brown, 1996; Lorenzo y Aleixandre, 2008). Por
el contrario, a pH 8 (alcalino) la actividad bactericida de la mayoria de las

fluoroquinolonas, en particular del enrofloxacino casi no sufre variacion.

En la tabla siguiente, y a modo de resumen, se muestra la actividad

antibacteriana de las quinolonas (tabla 4):
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Tabla 4. Actividad antibacteriana de las quinolonas (Lorenzo y Aleixandre, 2008).

» Las quinolonas no fluoradas (primera generacidén) son activas solo frente a
gérmenes Gram negativos, y son antisépticos urinarios en sentido estricto.

* Las quinolonas fluoradas de segunda generacion tienen un espectro de accion mas
amplio y se utilizan también en infecciones sistémicas, pero son poco activas
frente a cocos Gram positivos aerobios y bacterias anaerobias. La ciprofloxacina
destaca por su mayor actividad.

* Las quinolonas fluoradas de tercera y cuarta generacion son mas activas sobre
estreptococos y estafilococos y se utilizan principalmente en infecciones
respiratorias.

En el caso particular del farmaco en estudio, el enrofloxacino, podemos
sefialar que muestra buena actividad contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, incluyendo algunos patégenos anaerobios, siendo eficaz asimismo contra
Mycoplasma spp. A bajas concentraciones es bactericida y mycoplasmicida, y es
eficaz contra organismos que son resistentes a los B-lactdmicos, aminoglucésidos,
tetraciclinas, antagonistas del &cido folico y macrolidos (Bauditz, 1987a y b).
Cuando se comparo su efecto in vitro con el de otros antimicrobianos tales como la
gentamicina, ampicilina, cloranfenicol, tetraciclinas, trimetoprim/sulfametoxazol,
penicilina G y oxacilina, se observé que el enrofloxacino era claramente superior en
el rango de los Gram negativos. Los valores de CIM para cocos Gram positivos
estaban dentro del rango de eficacia de la penicilina G, ampicilina, oxacilina y
gentamicina, aunque el enrofloxacino fue superior en eficacia contra estafilococos
meticilino resistentes. Comparada con otros derivados quinol6nicos de uso en
Medicina Veterinaria (por ejemplo flumequine) el enrofloxacino se distingue por un
valor de CIM considerablemente menor y la ventaja adicional de su eficacia contra
Mycoplasma spp., Pseudomonas spp. y Streptococcus spp. (Scheer, 1987a). Mas del
50% de los aislamientos de P. aeruginosa realizados a partir de perros, gatos,
caballos, cerdos y vacuno demostraron susceptibilidad al enrofloxacino. Ademas, el
hecho de que el enrofloxacino sea micoplasmicida le da ventajas frente a otros
agentes (Anadén et al., 1995).
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El enrofloxacino se metaboliza en parte a ciprofloxacino, siendo este
metabolismo beneficioso desde el punto de vista microbioldgico, ya que muchas
bacterias Gram negativas tienen valores de CIM menores para el ciprofloxacino, y es
probable que el efecto antimicrobiano sea aditivo entre el farmaco original

(enrofloxacino) y el metabolito (ciprofloxacino) (Mengozzi et al., 1996).

En la tabla 5 se muestran los rangos de CIM para microorganismos sensibles
al enrofloxacino. El punto de corte para sensibilidad-resistencia al enrofloxacino fue
establecido en 2pg/ml (Scheer, 1987a).

Tabla 5. Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIMgy en pg/ml) para algunos

microorganismos sensibles al enrofloxacino (Otero et al., 2001a).

CIM90 (pg/ml)

>2,0 pg/ml Bordetella bronchiseptica (8)

Campylobacter coli. (5)

Pseudomonas aeruginosa (3)
>1,0 pg/ml Actinomyces pyogenes (1)
Streptococcus suis (1)
Campylobacter jejuni (5)

Streptoccus spp. (3)
Rhodococcus equi (1)

Streptococcus zooepidemicus (1)

Enterococcus spp. (3)
Streptococcus equi (1)
Mycoplasma hyorhinis (7)

>0,4 pg/ml Pseudomonas spp. (3)
Mycoplasma iowae (7)

Staphylococcus spp. (3)
Staphylococcus aureus (10)

Mycoplasma synoviae (7)

Proteus spp. (3)
>0,2 pg/ml Staphylococcus aureus (9)
Chlamydia psittaci (6)

Escherichia coli (3)

Mycoplasma hyopneumoniae (4)
Mycoplasma hyosynoviae (7)

Staphylococcus hyicus (2)
Mycoplasma bovis (7)
Mycoplasma agalactiae (7)

>0,1pg/ml Staphylococcus intermedius (3)
Staphylococcus aureus (3)

Salmonella spp. (4)

Corynebacterium psedotuberculosis (1)

Escherichia coli (4)

Mycoplasma gallisepticum (7)

Klebsiella spp. (3)

Klebsiella pneumoniae (3)

Staphylococcus intermedius (3)

Streptoccus spp. (10)

Proteus mirabilis (3)

Mycoplasma hyopneumoniae (7)

Actinobacillus pleuropneumoniae (4)
Salmonella typhimurium (1)

Salmonella dublin (1)

>0,05 pg/ml Escherichia coli (3)
Erysipelothrix rhusiopathiae (1)

>0,02 pg/ml Pasteurella multocida (3)
Pasteurella haemolytica (1,10)

>0,01pg/ml Actinobacillus suis (1)

Haemophilus somnus (1)

Actinobacillus pleuropneumoniae (1)

Pasteurella multocida (1,3)

(1) Kiing et al., 1993; (2) Wegener et al., 1994; (3) Cester et al., 1996; (4) Scheer et al., 1996; (5) Aarestrup et al., 1997; (6) Butaye et al., 1997; (7) Hannan et al., 1997;
(8) Speakman et al., 1997; (9) Salmon et al., 1998; (10) Haritova et al., 2003.

Como hemos podido observar, las fluoroquinolonas son bactericidas de

accion rapida al actuar especificamente sobre el ADN. Son activas a muy bajas

concentraciones, y muestran efecto postantibiético (EPA) (Vancutsem et al., 1990).
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6.2. EFECTO POSTANTIBIOTICO DE LAS QUINOLONAS

El término efecto postantibiotico (EPA) se utiliza para describir la
persistencia de la inhibicion del crecimiento bacteriano tras una corta exposicion del
microorganismo a los agentes antimicrobianos. Es un fendmeno asociado a la
actividad inhibitoria de la mayor parte de las sustancias con accion antibacteriana y
se produce cuando éstas se ensayan a concentraciones iguales o superiores a la CMI
(Craig y Vogelman, 1987). ElI EPA se demuestra por seguimientos microbiolégicos

después de la eliminacién del antimicrobiano.

Se ha observado EPA con la mayoria de las familias de antibacterianos
(Pastor et al., 1992a y b) y con varios antisépticos (Juliano et al., 1992) y
antifangicos (Turnidge et al., 1994), aunque la mayoria de los estudios publicados se
refieren a los antimicrobianos mas utilizados, como son PB-lactamicos,

aminoglucosidos, macrolidos y quinolonas.

La duracion del EPA se ve influenciada, principalmente, por el tipo de
microorganismo Yy antimicrobiano, asi como por la concentracion del mismo y la
duracion de la exposicion (Pastor et al., 1992a y b). En general, después de una hora
de exposicion a concentraciones entre la CMI y diez veces la CIM, la duracion del
EPA oscila entre una y dos horas. Distintos estudios han permitido observar EPA
mas largos (mas de tres horas), consiguiéndose estos con concentraciones de

antimicrobiano de 400 a 600 veces la CMI.

Las fluoroguinolonas ejercen EPA sobre varias cepas bacterianas, incluyendo,
K. pneumoniae y P. aeruginosa (Brown, 1996). El ciprofloxacino y el norfloxacino
inducen EPA de 1,8 a 2,4 horas sobre E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, y el
marbofloxacino ha demostrado un EPA de 2 a 3 horas contra S. intermedius. En
cuanto al enrofloxacino, se ha observado que muestra un EPA de 1 a 4 horas de
duracion (segun dosis y microorganismo) contra S. intermedius, P. multocida,
E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium y S. aureus (Spreng et al., 1995; Cester et al.,
1996; Mckellar, 1996).

El estudio del EPA viene reforzado por sus implicaciones clinicas, ya que los
microorganismos durante la fase de EPA pueden tener mayor sensibilidad a bajas
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concentraciones de antimicrobiano y mayor sensibilidad a la accion antibacteriana de
los leucocitos polimorfonucleares, asi como disminuida su actividad hemolitica y
produccién de toxinas. La duracion del EPA influye mucho a la hora de establecer la
dosificacion de los antimicrobianos. Asi, se ha sugerido que el intervalo dptimo de
dosificacion no deberia ser mas largo que la suma del tiempo en que la concentracion
de antibacteriano en suero excede la concentracion minima inhibitoria (CMI) més la
duracion del EPA. Consecuentemente, los antimicrobianos con elevada actividad
inhibitoria y un EPA largo podrian permitir una dosificacion méas espaciada sin
pérdida de efectividad en el tratamiento, lo cual podria se 6ptimo en términos de
eficacia, toxicidad y coste econémico. Los estudios del EPA de los antibacterianos

son, por tanto, clinicamente importantes.
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7. USOS CLINICOS

7.1. ESPECTRO DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y USOS CLINICOS
DEL ENROFLOXACINO EN DISTINTAS ESPECIES ANIMALES

7.1.1. Ovinos

Las fluoroquinolonas son tiles en rumiantes debido a que son activas frente a

sus patdgenos mas importantes.

En aquellos estudios en los que se tratd con enrofloxacino a ovejas con
mastitis agudas causadas por Staphylococcus aureus, se obtuvo una rapida
restauracion del 6rgano y la reanudacion de la produccion normal de leche. Sin
embargo, no ocurri6 lo mismo en ovejas afectadas de agalactia contagiosa
(Mycoplasma agalactiae var. Agalactiae) ni en aquellas con mastitis gangrenosa
(Staphylococcus aureus y Clostridium perfringens), en las cuales hubo recuperacion
del estado general pero las lesiones en las ubres permanecieron sin cambios e

interfirieron con la produccién de leche (Catarsini et al., 1995).

En corderos afectados de enteritis por E. coli se obtuvo una rapida
recuperacion clinica (Catarsini et al., 1995).

7.1.2. Bovinos

En bovinos adultos, Lekeux y Art (1988) informaron la alta eficacia de bajas
dosis de enrofloxacino en el tratamiento de la fiebre de embarque, atribuible a la
actividad del compuesto frente a Pasteurella spp. y Mycoplasma spp. Asimismo, se
obtuvieron buenos resultados en el tratamiento de mastitis bovinas causadas por
Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Walser et al., 1993) y Mycoplasma bovis
(Anduriz et al., 1996). Algunos autores, como Sumano (1993), citan que existe
eficacia terapéutica para mastitis causada por Streptococcus spp., mientras otros, tal
es el caso de Walser et al. (1993), sostienen que el efecto antibacteriano no es

suficiente.
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Los valores de CMlg existentes para Haemophilus somnus, Pasteurella
haemolytica y P. multocida son de 0.03, 0.06 y 0.03 pg/ml, respectivamente. El
enrofloxacino esta aprobado para tratar la enfermedad respiratoria bovina (ERB)

asociada a estos patdgenos (Papich y Riviere, 2003).

En terneros se demostrd la eficacia del enrofloxacino en diarrea y sepsis
producidas por E. coli, asi como en infecciones experimentales del tracto respiratorio
por Pasteurella haemolytica y Mycoplasma bovis, y en infecciones latentes o
manifiestas producidas por Salmonella spp.

7.1.3. Equinos

En equinos, el enrofloxacino alcanza concentraciones tisulares elevadas,
siendo utilizada en esta especie para el tratamiento de infecciones articulares,
endometritis, neumonia, pleuroneumonia e infecciones ortopédicas causada por

organismos resistentes a otros farmacos.

Los ensayos de susceptibilidad in vitro realizados después del tratamiento con
enrofloxacino sobre 121 cepas bacterianas aisladas de equinos indicaron que el
100% de las bacterias Gram negativas (E. coli, Taylorella equigenitalis, Salmonella
spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Actinobacillus equuli) y Staphylococcus
coagulasa positivos (SCP), son susceptibles al enrofloxacino a CIM < 0.5 pg/ml. Sin
embargo, la susceptibilidad de P. aeruginosa es variable, existen cepas que pueden
ser resistentes o s6lo moderadamente sensibles. Para S. equi, la CIMg es de 1 pg/ml
(Giguére et al., 1996). Varias cepas de Salmonella spp. aisladas de equinos
(S. typhimurium, S. Thompson, S. Heidelberg, S. hadar, S. enteritidis, S. infantis y

S. derby) son sensibles al enrofloxacino (Van Duijkeren et al., 1995).

7.1.4. Porcinos

El enrofloxacino es eficaz en el tratamiento del sindrome Mastitis-Metritis-

Agalaxia (MMA), una de las enfermedades de mayor impacto econémico para la cria
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porcina. Esta causada principalmente por E. coli y Klebsiella sp. y se caracteriza
porque la hembra no puede producir leche. También es eficaz en infecciones
producidas por Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,

C. coli, C. jejuni y E.coli enterotoxigénica (Otero et al., 2001a).

La mayoria de los aislados de Streptpcoccus suis (Aarestrup et al., 1998) son
sensibles al enrofloxacino, ademéas el farmaco tiene buena actividad frente a
S. choleraesuis, S. typhimurium, S. dysgalactiae subsp. Equisimilis, S. equi subsp.

Equi y S. equi subsp. Zooepidemicus aislados de cerdos.

Las concentraciones plasmaticas alcanzadas después de la administracion oral
en bolo o con el alimento, son superiores a las CIMg, para P. multocida,
M. hyopneumoniae, A. pleuropneumoniae, E. coli y Salmonella spp. (Hannan et al.,
1989; Richez et al., 1994a; Scheer, 1996).

7.1.5. Caninos

Las fluoroquinolonas se han utilizado ampliamente en los ultimos afios para
tratar diversas infecciones en esta especie animal. Los ensayos experimentales y
clinicos han demostrado resultados positivos en infecciones de la piel, tejidos
blandos, cavidad oral, tracto genitourinario, préstata, oido medio y externo,
infecciones de heridas, tracto respiratorio y huesos (Paradis et al., 1990; Vancutsem
et al., 1990; Cotard et al., 1995; Dorfman et al., 1995; Hawkins et al., 1998; Carlotti
etal., 1999).

En el caso particular del enrofloxacino, se ha observado que en tejidos y
fluidos prostéaticos alcanza concentraciones mayores que las CIM de casi todos los
microrganismos causantes de infecciones del tracto urinario (Dorfman et al., 1995).
También es eficaz en el tratamiento de piodermitis causadas por Staphylococcus
intermedius, constituyendo una buena alternativa frente a cepas meticilino resistentes
(Paradis et al., 1990; Piriz et al., 1996; Pellerin et al., 1998; Carlotti et al., 1999).

Las altas concentraciones de antimicrobiano alcanzadas en macrofagos

alveolares y en el fluido del epitelio de revestimiento pulmonar, permiten asegurar el

45



Enrofloxacino

éxito de la terapia con enrofloxacino en infecciones de las vias respiratorias altas de
los perros (Hawkins et al., 1998). Sin embargo, las concentraciones alcanzadas en los
tejidos (a las dosis recomendadas por el fabricante) no son totalmente eficaces
cuando las infecciones son causadas por Pseudomonas aeruginosa (Duval y
Budsberg, 1995).

El enrofloxacino es tan eficaz como la doxiciclina y el cloranfenicol en
infecciones causadas por Rickettsia rickettsii (Breischwerdt et al., 1991), resultando
también eficaz frente a Stapylococcus spp. B-hemoliticos. Ademas, demuestra

sinergia con la estreptomicina frente a cepas de Brucela canis (Otero et al., 2001a).

El enrofloxacino se ha estudiado con éxito para tratar la ehrlichiosis aguda en
perros causada por Ehrlichia canis y Ehrlichia platys con dosis de 5 mg/kg una vez
al dia durante 15 dias (Kontos y Athanasiou, 1998). Sin embargo, el éxito en el
tratamiento de la ehrlichiosis cronica no se ha demostrado.

7.1.6. Felinos

Los hallazgos clinicos sugieren que el enrofloxacino es eficaz en el
tratamiento de infecciones causadas por micobacterias oportunistas, Mycobacterium
fortuitum y M. smegmatis en gatos (Studdert y Hughes, 1992; Hanan et al., 1997).
Los datos de susceptibilidad in vitro indican que el enrofloxacino deberia ser también
eficaz contra Bartonella spp en esta especie. Sin embargo, estudios in vivo muestran
que es necesaria una terapia de varias semanas, y que la bacteriemia no desaparece
en todos los animales (Kordick et al., 1997; Otero et al., 2001a).

7.1.7. Aves

El enrofloxacino es eficaz en tratamientos preventivos y terapeuticos de
pollos con infecciones experimentales causadas por E. coli, S. typhymurium,
S. gallinarum, S. arizonae, S. pullorum, H. paragallinarum, P. multocida,

E. rhusiopathiae (Bauditz, 1987b), Mycoplasma gallisepticum (Ortiz et al., 1995);
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también lo es en infecciones naturales por E. coli, M. gallisepticum, y asociaciones
entre E. coli y Mycoplasma spp. (Sumano et al., 1998).

En cuanto a los pavos, se ha observado que el enrofloxacino es eficaz in vitro
frente a E. coli, Salmonella spp. (Heinen et al., 1997) y Chlamydia pssitaci (Butaye
et al., 1997), aunque la experiencia sugiere que el enrofloxacino hace disminuir los
signos clinicos pero no elimina la infeccion (Flammer, 1998). En estas aves, también
es eficaz para prevenir la transmision vertical de Mycoplasma iowae (Jordan et al.,
1993) y Mycoplasma gallisepticum (Delaporte et al., 1994), de modo que el
tratamiento con enrofloxacino en periodos estratégicos podria ser til en el control de

micoplasmosis, limitanto tanto la transmision vertical como horizontal.

El tratamiento con enrofloxacino en el agua de bebida podria ser efectivo
contra Pasteurella anatipestifer, un importante agente infeccioso de los patos
(Froyman et al., 1994).

El enrofloxacino es eficaz en la profilaxis y en el tratamiento de aves con

psitacosis (Lindenstruth y Frost, 1993).

7.1.8. Pequefios mamiferos

El enrofloxacino y otras fluoroguinolonas se usan habitualmente en pequefios
mamiferos, tales como el conejo, en animales de laboratorio como el raton y la rata,
y en especies exoéticas para tratar tanto infecciones cutaneas como viscerales
(Broome y Brooks, 1991a; Cabanes et al., 1992; Gobel, 1999). Una de las razones
del uso de las fluoroguinolonas en estos pequefios mamiferos es su potente actividad

frente a patdgenos Gram negativos, acompafiada de su excelente absorcion oral.

El enrofloxacino es eficaz en el tratamiento de conejos con septicemia aguda
causada por Pasteurella multocida (Okerman et al., 1990), y aunque no erradica
completamente la bacteria se le considera el farmaco de eleccién (Broome y Brooks,
1991a; Gobel, 1999).
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7.1.9. Otras especies

En peces de crianza artificial se han obtenido muy buenos resultados con este
farmaco en el tratamiento de los patdgenos habituales (Dalsgaard y Bjerregaard,
1991; Stoffregen et al., 1993; Williams et al., 1997). En estudios in vitro el
enrofloxacino fue el antimicrobiano de mayor actividad frente a los siguientes
agentes infecciosos de peces: Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida, Vibrio
salmonicida, Vibrio anguillarum y Yersinia ruckeri (Martinsen et al., 1992).

Se ha comprobado su eficacia en el tratamiento de enfermedades bacterianas
de tortugas, especialmente en enfermedades del tracto respiratorio alto causadas por
Mycoplasma spp. y Pasteurella spp. (Jacobson, 1991; Prezant et al., 1994).

48



Revisidn bibliogréfica

8. TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS. INTERACCIONES
MEDICAMENTOSAS

8.1. TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS

En general, los derivados quinoldnicos son seguros y bien tolerados. Aunque
son un grupo con un buen balance beneficio/riesgo también presentan numerosos
efectos adversos. Se ha demostrado, sin embargo, que dichos efectos son leves y
reversibles al interrumpirse el tratamiento. La toxicidad de las fluoroguinolonas

depende de la dosis y la especie animal de destino (Bertino y Fish, 2000).

Segun los diversos estudios realizados se han informado efectos toxicos de
las quinolonas sobre los sistemas nervioso (ataxia, crisis epilépticas,
desvanecimiento, somnolencia y tremores, Stahlmann, 2002), cardiovascular
(prolongacion del intervalo QT vy arritmias, Stahlmann, 1999; Satoh et al., 2000) y
gastrointestinal del hombre y de los animales (como nauseas, vomitos y diarrea), asi
como condrotoxicidad, toxicidad sobre la reproduccion y el desarrollo,
genotoxicidad, carcinogénesis, fototoxicidad (urticaria, eritemas y quemaduras
solares) (Sprandel y Rodvold, 2003; Hayashi et al., 2004) y toxicidad ocular
(degeneracion retiniana en gatos y cataratas subcapsulares) (Schluter, 1987;
Takayama et al., 1995).

La pobre estabilidad de las fluoroquinolonas en orina acida puede causar
cristaluria renal en animales que no estén adecuadamente hidratados (Mckellar,
1996).

En la informacion suministrada por los fabricantes de enrofloxacino se
especifica que se han hecho pruebas de teratogenicidad, embriotoxicidad y
mutagenicidad, con resultados de completa inocuidad, y que no hubo efectos
indeseables en el sistema nervioso central y cardiovascular, como asi tampoco
efectos alérgicos. En 2004, Yoon et al. investigaron el efecto del enrofloxacino sobre
un cultivo de células de tendon de caballos, adultos y jovenes. En este estudio se
observo que el enrofloxacino inhibia la proliferacion celular, inducia cambios
morfoldgicos, disminuia el nimero total de monosacaridos, y alteraba la sintesis de

proteoglicanos. Todos estos efectos resultaron mas marcados en cultivos celulares de
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animales jovenes, por lo que no se recomienda el uso de enrofloxacino en potros
jovenes al ocasionar artropatias y defectos en el cartilago (Stahlmann, 2002).
Tampoco se recomienda en gatos y perros menores de 8 meses y 1 afio

respectivamente.

Kaartinen et al. (1995) observaron durante sus estudios que el enrofloxacino
resultaba muy irritante cuando se administraba por via intramuscular, ocasionando un
marcado aumento de la creatinquinasa en suero asi como inflamacion y dolor en el

sitio de inyeccidn en algunos casos.

Los efectos toxicos anteriormente expuestos han llevado a retirar del mercado
determinados derivados quinoldnicos, como son el temafloxacino, el grepafloxacino,
el trovafloxacino o el alatrofloxacino, ya que presentaban problemas de toxicidad

graves.

A pesar de todo, las nuevas fluoroquinolonas son esencialmente un grupo de
antibacterianos bien tolerados, cuyos beneficios sobrepasan claramente sus
desventajas en un amplio &mbito de indicaciones terapéuticas. Su eficacia clinica ha
sido el mayor determinante para que estos compuestos hayan tenido éxito en el
mercado a pesar de su posible toxicidad. Actualmente, se continla investigando para
desarrollar fluoroquinolonas méas seguras e incluso méas activas por medio de
modificaciones quimicas tanto a nivel del nicleo como de los sustituyentes de cada

posicion.

8.2. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Se han descrito numerosas interacciones entre quinolonas y otros farmacos,
cuya importancia depende del derivado quinolonico que se considere. Las mas

importantes y generales se resumen a acontinuacion.

Una de las interacciones mas importantes resulta de la administracion
simultanea de algunas quinolonas con derivados de la xantina como es la cafeina vy,
en mayor medida, la teofilina. Como resultado de esta administracion conjunta se ha

observado una disminucion del aclaramiento hepéatico de la teofilina y cafeina,
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seguido de un aumento de la semivida plasmatica, asi como de un aumento de sus
concentraciones séricas. Todo ello lleva a la aparicion de los sintomas de una
intoxicacion por teofilinas (nauseas, vomitos, insomnio, cefalea, mareos, vértigos,
temblores, taquicardia, e incluso convulsiones) (Brown, 1996; Niki et al., 1998;
Blondeau, 1999; Lode, 2001).

La administracion conjunta de fluoroquinolonas y compuestos que contengan
metales catidnicos provoca una disminucion de la absorcion intestinal de estos
ultimos debido a la formacion de complejos insolubles. La quelacion con cationes
metalicos es una de las interacciones que afecta a las quinolonas de una forma
general, aungque parece mas importante para las quinolonas que presentan menor
ndmero de sustituyentes en la estructura basica y en el anillo piperacinico como
ciprofloxacino, norfloxacino y enoxacino (Nix et al., 1990; Deppermann et al.,
1993).

Por otro lado, la administracion conjunta de quinolonas y algunos
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) potencia el efecto convulsivante de las
quinolonas debido a una posible sinergia en la inhibicion de la union a los receptores
del GABA (De Sarro y De Sarro, 2001). Sin embargo, esta interaccion no se produce

en quinolonas de tercera y cuarta generacion (Stein, 1996).

Por ultimo, debemos sefialar que el Probenecid puede disminuir el
aclaramiento renal de las fluoroquinolonas (Aminimanizani et al., 2001) y que la
administracion conjunta de quinolonas con warfarina o digoxina puede provoca un
aumento de arritmias y/o problemas cardiacos (Bertino y Fish, 2000). Se ha
informado asimismo de un incremento en la frecuencia e intensidad de los ataques en
perros epilépticos bajo tratamiento con fenobarbital cuando se administra con

enrofloxacino (Vancutsem et al., 1990).

51



Enrofloxacino

9. FARMACOCINETICA

En general, las fluoroquinolonas son rapidamente absorbidas en el tracto
gastrointestinal tras su administracion oral en animales monogastricos, mientras que
en rumiantes, las concentraciones sistémicas alcanzadas tras la administracion por
esta via estan por debajo de los niveles terapéuticos. Distintos autores (Vancutsem
et al., 1990; Greene y Budsberg, 1993) observaron que el porcentaje de dosis
absorbida por via oral para el enrofloxacino en rumiantes adultos era tan solo el 10%,

mientras que en animales monogastricos superaba el 80%.

Ademas, presentan una completa absorcion parenteral, semividas de
eliminacion relativamente largas, gran volumen de distribucion (2 a 4 I/kg) y
excelente penetracion tisular (incluyendo fagocitos), eliminandose fundamentalmente

por excrecion renal y metabolismo hepatico (Brown, 1996).

9.1. ABSORCION

La absorcion oral de las fluoroquinolonas es bastante elevada en la mayoria
de las especies animales estudiadas, oscilando su tyax entre 60 y 180 minutos.

Las fluoroquinolonas administradas con alimento pueden presentar una
absorcion lenta o0 mas prolongada, retrasando el tiempo necesario para alcanzar la
Cmax (concentracion plasmatica méxima). Sin embargo el grado de absorcion, bien
calculado a partir del AUC total (area bajo la curva de la concentracion plasmatica
frente al tiempo), bien por la Cpa, no se ve afectado significativamente
(Efthymiopoulos et al., 1997; Blondeau, 1999; Johnson et al., 1999; Allen
et al., 2000; Gajjar et al., 2002). No obstante, hay que tener en cuenta que la
administracion conjunta de enrofloxacino con iones bivalentes disminuye la

absorcion del primero por quelacion.

Asimismo, distintos estudios han demostrado que la administracion conjunta
de enrofloxacino con alimento, prolonga el tiempo de permanencia del mismo tras la

administracion oral en reptiles, ovejas, cerdos y pollos (Papich y Riviere, 2003).
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En 1987, Scheer demostré que el enrofloxacino era féacil y répidamente
absorbido tras la administracion parenteral en terneros, cerdos, perros, gatos, pollos y
pavos, alcanzandose concentraciones maximas dentro de los 30-120 min (datos
referidos también por Mitchell, 2006), y que los niveles de farmaco después de su
administracion oral a cerdos y pollos eran equivalentes a aquellos encontrados tras la
aplicacion parenteral de las mismas dosis, lo cual sugeria una buena absorcion

digestiva.

En el ganado ovino la biodisponibilidad del enrofloxacino es baja tras la
administracion oral, alcanzandose valores no superiores al 61% (Pozzin et al., 1997).
El estudio llevado a cabo por Bermingham y Papich en 2002 mostré una
biodisponibilidad oral del 47,89%. En este estudio se sefiala que la velocidad de
eliminacién es hasta tres veces mayor que la velocidad de absorcion (cinética flip-
flop). Dicho fendbmeno ha sido observado, al mismo tiempo, en otros estudios
llevados a cabo en distintas especies animales, como caballos adultos (Kaartinen
et al., 1997a) y cerdos (Anadon et al., 1999) tras la administracion oral y en ganado

vacuno (Kaartinen et al., 1995) tras la administracion subcutanea e intramuscular.

Sin embargo, el enrofloxacino se absorbe casi completamente y de forma
rapida después de la administracion intramuscular. Asi, hablamos de
biodisponibilidades del 85% (Mengozzi et al., 1996) y 75,35% (Haritova et al.,
2003) tras la administracion de una dosis de 2,5 mg/kg, y del 83% tras una dosis de
5 mg/kg (Elsheikh et al., 2002)

Por su parte, Pozzin et al. (1997) y Bermingham y Papich (2002), obtuvieron
unas concentraciones plasmaticas maximas (Cpmax) de 0,6 y 1,61 pg/ml (tmax, 330 min)

tras la administracion oral de 2,5y 5 mg/kg de enrofloxacino respectivamente.

Mengozzi et al. (1996) observaron que tras la administracion de una dosis de
2,5 mg/kg de enrofloxacino por via intramuscular se alcanzaba la Crax (0,78 pg/ml) a
los 75 min. Dichos valores se corresponden con los obtenidos en ovejas lactantes,
Cmax de 0,74 ng/ml (tmax, 49,8 min). EI AUC calculado oscil6 entre 3,11 ug-h/ml
(Haritova et al., 2003) y 4,58 ug-h/ml (Mengozzi et al., 1996). Elsheikh et al. (2002)

sefialaron una Cmax de 1,29 pg/ml alcanzada a los 117,66 min de la administracion
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intramuscular de una dosis de 5 mg/kg. En este caso, el AUC fue de 7,86 pg-h/ml,
siendo el MAT (tiempo medio de absorcién) de 39,51 min.

Mengozzi et al. (1996) determinaron que la concentracion de enrofloxacino a
las 24 horas (Ca4n) de la administracion de 2,5 mg/kg, tanto por via intramuscular
como intravenosa, era de 0,02 ug/ml. Por su parte, la concentracion de enrofloxacino
determinada a los 5 minutos de la administracion intravenosa se situ6 en 1,20 pg/ml.
En este mismo estudio se determind la Cnax del ciprofloxacino, asi como la
concentracion a las 24 horas tras la administracion de dicha dosis de enrofloxacino
por ambas vias. Los valores obtenidos fueron los siguientes; Cmnax 0,13 pg/ml (tmax,
175,2 min) y Cap 0,02 pg/ml para la via intravenosa y Cmax 0,14 pg/ml (tmax,
300 min) y Caspn 0,05 pg/ml. Pueden observarse diferencias significativas en cuanto al
tiempo en el cual se alcanza la concentracion maxima. Es interesante sefialar que las
concentraciones de enrofloxacino y de su metabolito activo (ciprofloxacino)
calculadas a las 24 horas de la administracion intravenosa son iguales, mientras que
en el caso de la administracion intramuscular las concentraciones de ciprofloxacino
superan a las del enrofloxacino. EI AUC,.,4 (ciprofloxacino) calculado para la via
intravenosa resultd 1,20 pg-h/ml, valor similar al obtenido para la via intramuscular
(1,83 pg-h/ml).

En este mismo estudio (Mengozzi et al., 1996) se pudo comprobar que, las
concentraciones plasmaticas, tanto de enrofloxacino como de ciprofloxacino,
superaban las CIM (CIM > 0,02 pg/ml) durante varias horas, para la mayoria de los
microorganismos patogenos causantes de enfermedad en esta especie, teniendo en
cuenta que la actividad antibacteriana del enrofloxacino se debe en parte a su

metabolito, el ciprofloxacino (Prescott y Yielding, 1990; Haritova et al., 2003).

Con lo que respecta al area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC) tras la
administracion intravenosa, los valores detallados por algunos de los autores
anteriormente citados fueron 5,47 pg-h/ml (Mengozzi et al., 1996); 10,4 pg-h/ml
(Pozzin et al., 1997); 8,98 pg-h/ml (Bregante et al., 1999); 9,42 pg-h/ml (Elsheihk
et al., 2002); 4,19 pg-h/ml (Haritova et al., 2003) y 9,24 ug-h/ml (Otero et al., 2009).
Como puede observarse, los valores de AUC remitidos por Haritova et al. (2003) son

inferiores a los remitidos por el resto de autores. Lo mismo ocurre si comparamos los
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datos de AUC tras la administracion intramuscular. En el estudio farmacocinético
llevado a cabo por Bermingham y Papich (2002) tras la administracion intravenosa y
oral, se sefiala un AUC,., tras la administracion intravenosa (5 mg/kg) igual a
31,19 pg-h/ml y un AUC,.,, tras la administracion oral (10 mg/kg) de 30,58 pg-h/ml.
En este mismo estudio se puede observar un MAT de 897 min tras la administracion
oral. Bermingham y Papich (2002) consideraron el modelo bicompartimental abierto
como el modelo méas adecuado para el estudio farmacocinético del enrofloxacino tras
la administracion intravenosa. En el caso de la via oral el modelo utilizado fue el

monocompartimental.

Segun Bermingham y Papich (2002), y al igual que Haritova et al. (2003), el
modelo que mejor define la curva de concentracion plasmética-tiempo es el
bicompartimental abierto cuando la administracion es intravenosa. Sin embargo, para
el calculo de ciertos pardmetros farmacocinéticos se siguid un modelo no
compartimental (MRT, CI, AUC, F). Dicho modelo se utilizd, asimismo, cuando la

via seleccionada era la intramuscular.

Rahal et al. (2006) determinaron la farmacocinética del enrofloxacino tras la
administracion subcutanea. La biodisponibilidad fue relativamente baja (50,62%). La
concentracion maxima (0,66 pg/ml) fue alcanzada a los 120 min de la administracion
de una dosis de 5 mg/kg. EI AUC y el AUMC (area bajo la curva del primer
momento estadistico) calculados fueron respectivamente 8,78 pg-h/ml y
113,9 pg-h?ml. El AUC obtenido es similar al obtenido por otros autores (Elsheikh
et al., 2002). Se observé un MAT de 480,6 min, asi como, una vida media de

absorcién de 34,8 min y una constante de absorcion de 1,48 h™.

Recientemente, en 2009, Otero et al. determinaron la disponibilidad
plasmatica del enrofloxacino tras la administracion de una dosis de 2,5 mg/kg por via
intravenosa. Dicha disponibilidad fue descrita siguiendo un modelo
tricompartimental abierto con eliminacion desde el compartimento central. Asimismo
se llevo a cabo un andlisis no compartimental para el calculo de ciertos parametros
farmacocinéticos, obteniéndose valores de AUCy: 8,37 pupgh/ml; AUCy.
9,24 pg-h/ml; AUMCo. 22,67 pg-h’/ml y AUMCo.. 30,85 pg-h®ml. En este estudio

se observd una conversion del enrofloxacino en ciprofloxacino del
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26% (AUCipro/AUCenrc = 0,26), alcanzandose la Cmax del metabolito activo
(0,26 pug/ml) a los 94,2 min de la administracion. Los valores de AUCy.: y AUCo.
obtenidos fueron 1,37 y 2,40 ug-h/ml, respectivamente.

En cabras, Rao et al. (2001) obtuvieron un valor de Cn. para el
enrofloxacino de 1,13 pg/ml, alcanzado a los 48 min de la administracion
intramuscular de una dosis Unica de 2,5 mg/kg de enrofloxacino. Se puede observar
que dichos valores son mas elevados que los obtenidos por Mengozzi et al. (1996) en
ganado ovino. EI MAT vy la constante de absorcion calculados fueron de 34,2 min y
2,5 h? respectivamente. En un estudio posterior, en el cual se compara la
farmacocinética del enrofloxacino tras la administracion sola y en combinacion con
probenecid, los parametros farmacocinéticos obtenidos tras una dosis de 5 mg/kg
fueron los siguientes: Cmax 2,80 pg/ml (tmax, 52,8 min); AUC 7,82 ug-h/ml; AUMC,.
» 18,64 pg-h?/ml; MAT 16,8 min, siendo la constante de absorcién 2,55 h™ (Rao et
al., 2002a).

Elmas et al. (2001) observaron una Cmax de 3,25 pg/ml (tmax, 65,4 min) y un
MAT de 15 min tras la administracion intramuscular (5 mg/kg) y una concentracion
de 9,24 pg/ml tras la administracion intravenosa (5 mg/kg). Las concentraciones
plasmaticas de enrofloxacino se mantienen altas durante varias horas, superando las

CIM para muchos microorganismos patogenos, incluyendo Mycoplasma spp.

En 2002, Elsheikh et al. observaron una Cpax de 1,33 pg/ml (tmax, 111,13 min)
tras la administracion intramuscular de 5 mg/kg. Dichos pardmetros farmacocinéticos
resultaron superiores a los obtenidos por Mohammed en 2005 (Cpax, 0,33 pg/ml; tmax,
44,4 min). Més recientemente, en 2007, Ambros et al. obtuvieron una Cpna de

2,12 pg/ml (tmax 76,2) tras la administracion intramuscular de 7,5 mg/kg de farmaco.

El valor de AUC observado en los estudios publicados por Elmas et al.
(2001), Elsheikh et al. (2002) y Ambros et al. (2007) y fue de 19,07; 7,55 vy
11,18 pg-h/ml respectivamente, tras la administracion intramuscular (2,5; 5 y
7,5 mg/kg). Dichos valores resultaron superiores a los remitidos por Rao et al. en
2001 (2,09 pg-h/ml) y Mohammed en 2005 (2,29 pg-h/ml). En cuanto a la via

intravenosa los valores de AUC resultaron 21,12 pg-h/ml (Elmas et al., 2001);
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7,72 pg-h/ml (Elsheikh et al., 2002); 1,92 pg-h/ml (Rao et al., 2002b); 2,23 pg-h/ml
(Mohammed, 2005) y 13,49 pg-h/ml (Ambros et al., 2007).

Sefialar que la biodisponibilidad intramuscular del enrofloxacino en esta
especie es mas elevada que en el caso de la especie ovina, se habla de valores que
oscilan entre el 90% (Elmas et al., 2001), 98% (Elsheikh et al., 2002) y mas del
100% (Ambros et al., 2007; Mohammed, 2005). Existen diferencias en cuanto al
MAT publicado por los distintos autores. Asi, tras la administracion intramuscular de
una dosis de 5 mg/kg se observaron valores de 36,63 min (Elsheikh et al., 2002) y
9 min (Mohammed, 2005).

En cuanto a la via subcutanea, Ramesh et al. (2002) propusieron el modelo no
compartimental como el mas adecuado para estudiar la farmacocinética del
enrofloxacino tras la administracion de una dosis de 7,5 mg/kg. La Cmax (2,91 pg/ml)
se alcanzo a los 174 min de la administracion. EI AUC,.. y el AUMC,.., obtenidos en

este estudio fueron 19,35 pg-h/ml y 114,54 pg-h*ml, respectivamente.

Ambros et al. (2007), determinaron el perfil farmacocinético no so6lo del
enrofloxacino sino también de su metabolito, el ciprofloxacino, tras la administracion
intravenosa e intramuscular de una dosis de 7,5 mg/kg. EI modelo no compartimental
fue elegido en el caso del ciprofloxacino, optandose por un modelo compatimental
para el enrofloxacino (bicompartimental en el caso de la via intravenosa y
monocompartimental para la via intramuscular). La concentracion maxima para el
metabolito (1,46 pg/ml) se alcanzo a los 60 min, siendo el AUC 5,74 pg-h/ml. Tras
la administracion intramuscular se obtuvieron valores de Cmax, 0,62 pg/ml; tmax,
130,2 min y AUC 5,88 pg-h/ml. Para ambas vias se observé una importante
conversion de enrofloxacino en ciprofloxacino, como lo pone de manifiesto la
relacion entre las AUC (AUC.ipro/ AUCenro = 0,46 y 0,59).

Por su parte, Rao et al. (2001) optaron por el modelo monocompartimental
para la via intramuscular. La concentracion maxima (Cpmax, 0,24 pg/ml) alcanzada por
el ciprofloxacino tras la administracion de 2,5 mg/kg de enrofloxacino se obtuvo a

los 72 min. EI AUC calculado fue de 0,74 pg-h/ml. En el caso de la via intravenosa
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el modelo seleccionado fue, asimismo, el monocompartimental. La Cpax, tmax Y AUC
fueron respectivamente 0,20 pg/ml; 57 miny 0,44 pg-h/ml.

Puede observarse que las concentraciones plasméaticas maximas de
ciprofloxacino alcanzadas en esta especie, tanto tras la administracion intravenosa

como intramuscular, son superiores a las alcanzadas en ganado ovino.

En ganado vacuno la absorcion oral del enrofloxacino es escasa y bastante
variable (aproximadamente del 10% al 50%) (Davidson et al., 1986; Vancutsem
et al., 1990; Greene y Budsberg, 1993). Aunque los terneros pre-rumiantes presentan
las mismas pautas de absorcidn oral que las especies monogastricas, se prefiere en
ellos la administracion parenteral. Si es necesaria la via oral, debe considerarse que
los minerales presentes en los sustitutivos lacteos pueden producir la quelacion del
antibacteriano (Vancutsem et al., 1990; Sumano, 1993). Por otra parte, se ha podido
observar una reduccion temporal de la densidad, viabilidad y actividad de los
protozoos del rumen, asi como una ligera disminucion del metabolismo ruminal, tras

la administracion oral de enrofloxacino (Sadiek, 1996).

En esta especie animal el enrofloxacino se absorbe bién por via subcutanea,
con una biodisponibilidad mayor al 90% (Richez et al., 1994b; Kaartinen et al.,
1995; Martinez Larrafiaga et al., 1997; Mckellar et al., 1997; Stegemann et al.,
1997). En un ensayo llevado a cabo por Kaartinen et al. (1995) se observd una
biodisponibilidad del 82% después de la administracion intramuscular y del 100%

después de la administracidn subcutanea.

En el caso particular de vacas en lactacién (Kaartinen et al., 1995), se
alcanzan concentraciones plasméaticas maximas similares tanto para la via subcutanea
como intramuscular dentro de los primeros 240 min. Asi, tras la administracion
subcutanea, la Crax (0,98 pg/ml) se alcanzd a los 192 min de su administracion. En
cuanto a la administracion intramuscular, se obtuvo la Cpax (0,73 pg/ml) a los
144 min de la administracion de una dosis de 5 mg/kg (Kaartinen et al., 1995). La
Cmax alcanzada por via subcutanea en los estudios llevados a cabo por Richez et al.
(1994b) fue similar a la obtenida por Kaartinen et al. (1995), con valores de
0,73 pg/ml.
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En el caso del ganado bovino adulto, tras la administracion intravenosa, los
valores de AUC son 7,42; 10,08; 5,28 y 4,42 ug-h/ml (Kaartinen et al., 1995; Richez
et al., 1994b; Bregante et al., 1999; Varma et al., 2003), respectivamente. El valor de
AUC referido para la via intramuscular es de 2 pug-h/ml (Fu et al., 2008).

Por su parte, y con respecto a la via subcutanea, McKellar et al. (1999)
sefialaron una Cmax de 0,242 pg/ml (tmax, 105 min), tras una dosis de 2,5 mg/kg en
terneros de 10 a 12 meses. El AUC y AUMC calculados fueron 1,397 pug-h/ml y
7,569 ug-h%/ml respectivamente. En 2005, TerHune et al. obtuvieron valores de Cpax
de 0,81 pg/ml (tmax, 120 min) tras la administracion subcutanea de 8 mg/kg en
novillos. El AUC obtenido fue de 7,51 ug-h/ml. Recientemente, Davis et al. (2007)
incrementaron la dosis a 12,5 mg/kg obteniendo una Cpax de 0,96 pg/ml (tmax,
288 min) y un AUC de 14,95 pg-h/ml. No parece existir un incremento proporcional
entre la dosis y la Crmax alcanzada. Esto sugiere una cinética de absorcién del farmaco
no lineal a dosis altas, debido presumiblemente a una absorcion mas lenta y a un
mayor dep6sito del fa&rmaco cuando éste se administra a dosis elevadas, asi lo refleja
la tmax Observada en los distintos estudios.

En 2003, Sharma et al. llevaron a cabo un estudio farmacocinético del
enrofloxacino en terneros de bdfalo tras la administracion intravenosa e
intramuscular. Para la via intravenosa, el modelo cinético elegido fue el
bicompartimental abierto, mientras que para la via intramuscular el modelo que méas
se ajustaba era el monocompartimental. Los resultados obtenidos tras la
administracion intramuscular (5 mg/kg) muestran que tanto la Cpax (0,49 pg/ml)

como el tmax (51 min) son inferiores a los datos remitidos en ganado bovino.

En terneros la absorcion es rapida, con una biodisponibilidad sistémica
practicamente completa, tanto por via subcutdnea como intramuscular. Richez et al.
(1994b) observaron una biodisponibilidad del 97% después de la administracion de
2,8 mg/kg de enrofloxacino por via subcutanea. En este mismo estudio se detecto una
Cmaxde 0,87 pg/ml.

En cuanto al AUC, se puede observar que los valores obtenidos en terneros

tras la administracion intravenosa, son superiores a los obtenidos en los estudios
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llevados a cabo en terneros de bufalo. Asi, hablamos de 6,73 pg-h/ml (Kaartinen et
al., 1997b) y 7,99 ug-h/ml (Richez et al., 1994b) para terneros y de 3,1 pug-h/ml para
terneros de bufalo (Sharma et al., 2003). En este ultimo estudio, llevado a cabo por
Sharma et al. (2003) se indica un AUC tras la administracion intramuscular de
3,8 pug-h/ml.

Finalmente, sefialar que en esta especie se ha detectado la presencia de
enrofloxacino y ciprofloxacino en leche a los 15 min de la adminstracion intravenosa
de 2,5 mg/kg de enrofloxacino. El pico de concentracion en leche para el
enrofloxacino se alcanza entre los 42 y 78 min, mientras que para su metabolito, la
concentracion maxima se alcanza después de los 300-480 min de la administracion.
Las concentraciones de enrofloxacino encontradas en leche en esta especie animal
son similares a las plasmaticas (Fichas técnicas de uso veterinario, Agencia Espafiola
del Medicamento, 2008).

En los caballos, donde otras fluoroquinolonas no han demostrado buena
absorcion por via oral, el enrofloxacino muestra una biodisponibilidad de
aproximadamente 60%, alcanzando concentraciones eficaces en plasma y tejidos.
Estudios llevados a cabo por Giguére et al. (1996) en caballos adultos, demostraron
una biodisponibilidad del 62,5% tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg,
siendo la Cyax alcanzada de 5,44 ug/ml. El valor de biodisponibilidad publicado por
estos autores probablemente esté sobrevalorado, debido a que el estudio utilizaba un

bioensayo que sobrestimaba la concentracién de enrofloxacino en plasma.

Por otro lado, Bermingham et al. (2000) estudiaron la biodisponibilidad oral
del enrofloxacino en potros, encontrando valores inferiores a los remitidos por
Giguere et al. (1996) en animales adultos. Tras la administracion de una dosis de
5 mg/kg, se obtuvo una biodisponibilidad del 42%. Al igual que la biodisponibilidad,
la Cmax alcanzada en estos animales también fue inferior, estableciéndose en

2,2 pg/ml.

En el afio 2000, Haines et al. realizaron un estudio farmacocinético del
enrofloxacino en yeguas, obteniendo una biodisponibilidad del 78,3% tras la

administracion intragastrica de una dosis de 7,5 mg/kg de enrofloxacino. La
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concentracion ~ maxima  (Cmax, 1,85 pug/ml) se alcanz6 a  los
45 minutos de la administracion. EI AUC fue de 16,30 pg-h/ml, y se corresponde con
el publicado previamente por Langston et al. en 1997 (12,04 pg-h/ml) y Zehl en
1989 (18,94 pg-h/ml). Sin embargo, difiere del publicado por Giguére et al. en 1996
(35,62 pg-h/ml).

Con respecto a la via intramuscular, la biodisponibilidad observada en
animales adultos después de la adminstracion de una dosis de 5 mg/kg fue del 100%,
siendo la Cpax de 1,28 pg/ml.

En cuanto a los valores de AUC tras la administracion intravenosa, se pueden
observar valores uniformes en los estudios llevados a cabo por Zehl (1989),
Kaartinen et al. (1997a) y Haines et al (2000), siendo estos 23,24; 19,5 y 21,03
pg-h/ml respectivamente. No obstante, estos valores no se corresponden con los
observados en otros estudios, 13,2 pg-h/ml (Pyo6rala et al., 1994); 58,3 pg-h/ml
(Giguére et al., 1996) y 48,54 ug-h/ml (Bermingham et al., 2000).

En cerdos la biodisponibilidad del farmaco es alta, tanto en aquellos animales
sometidos a ayuno (100%) como, en los que reciben alimento en el momento de la
administracion del farmaco (83%) (Gyrd-hansen y Nielsen, 1994; Nielsen, 1997;
Fichas técnicas de uso veterinario, Agencia Espafiola del Medicamento, 2008). Tras
la administracion oral, y dentro de las primeras horas (2 a 4 horas), se alcanzan
concentraciones séricas y tisulares por encima de la CIM para muchos
microorganismos patdgenos importantes en esta especie (Banholzer et al., 1997;
Richez et al., 1997a). Asi, una dosis oral de 10 mg/kg asegura concentraciones
plasmaticas terapéuticamente eficaces durante 24 horas.

En cuanto a la administracién de enrofloxacino por via intramuscular, tanto
Richez et al. (1997a) como Pijpers et al. (1997) comprobaron que la administracion
de 2,5 mg/kg daba lugar una Cmax que oscilaba entre los 0,61 y 0,75 pg/ml, alcanzada
a los 135 min. La administracion del farmaco por esta via permite una rapida
absorcion, con una biodisponibilidad elevada. Los estudios llevados a cabo por
Richez et al. (1997a) mostraron una biodisponibilidad del 95%, frente al 100%
demostrado por los estudios de Pijpers et al. (1997) y Zeng y Fung (1997).
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Tras la administracion intravenosa de 2,5 mg/kg, los valores obtenidos para el
AUC fueron los siguientes 5,03; 5,97 y 9,94 pg-h/ml (Richez et al., 1997a; Pijpers
etal., 1997; Zeng y Fung, 1997).

En perros el enrofloxacino es rapidamente absorbido por via oral, sin
embargo sobre la biodisponibilidad hay cierto desacuerdo entre los autores. Algunos
como Cester et al. (1996) y Bidgood y Papich (2005) refieren biodisponibilidades del
72,3 y 63,2%, mientras que otros como Monlouis et al. (1997) o King et al. (1993)
hablan de biodisponibilidades del 83% y del 100% respectivamente. Heinen (2002)
obtuvo en sus estudios una Cmax de 1,41 pg/ml (tmax, 109,8 min) tras la
administracion oral de una dosis de 5 mg/kg. La Cax Obtenida se corresponde con la
publicada por los autores Kiing et al. en 1993 (1,16 ug/ml); Cester et al. en 1996
(1,12 ug/ml); Cester y Toutain en 1997 (Cmax 1,12 ug/ml; tmax, 111,6 min); Monlous
et al. en 1997 (Cpax 1,44 pg/ml; tmax, 108 min) y Bidgood y Papich en 2005 (Cpax,
1,24 pg/ml; tmax, 56,4 min) tras la administracion de 5 mg/kg, sin embargo resulta
inferior a la publicada por Walker et al. en 1992 (2,45 ug/ml) y Frazier et al. (2000)
(Chaxs 1,75 pg/ml; tmax, 72,6 min) tras la administracion de 55 y 5 mg/kg,

respectivamente.

Bidgood y Papich (2005) estudiaron la farmacocinética del enrofloxacino y
de su metabolito activo tras la administracion oral de 5 mg/kg en perros sanos. El
modelo cinético elegido por estos autores fue el no compartimental. Los valores de
AUC obtenidos en este estudio se reflejan a continuacion: AUCq.pan 4,45 pg-h/ml;
AUC., 4,46 ug-h/ml y AUMC.., 18,36 pg-h*ml. EI AUC,., es similar al indicado
anteriormente por King et al. (1993) (3,90 pg-h/ml) y Cester y Toutain (1997)
(5,34 pg-h/ml).

Los valores de AUC hallados por los distintos autores tras la administracién
intravenosa de 5 mg/kg son 16,32; 3,9; 4,05-4,34; 7,27; 8,15 y 8,2 pug-h/ml (Walker
et al., 1992; Kiing et al., 1993; Intorre et al., 1995; Cester et al., 1996; Stegemann
et al., 1996; Monlouis et al., 1997).
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El enrofloxacino también es bien absorbido por via oral en gatos, con una
biodisponibilidad de casi el 100% y una Cpax de 1,66 pg/ml (tmax, 36 min) tras la
administracion de 5 mg/kg. EI AUC fue de 7,2 ug-h/ml (Richez et al., 1997b).

Recientemente, Lucas et al. (2008) llevaron acabo un estudio en el cual
comparaban los perfiles farmacocinéticos de dos formulaciones de enrofloxacino
(5% y 10%) tras la administracién de una dosis de 5 mg/kg por via subcutanea. El
modelo farmacocinético elegido y que mejor definia la curva concentracion
plasmatica-tiempo fue el no compartimental. La Cpna Obtenida para ambas
formulaciones fue muy similar; 0,73 pg/ml (tmax, 72,6 min) para formulacion al 5% y
0,60 pug/ml (tmax, 82,8 min) para la formulacion al 10%, ocurriendo lo mismo para el
resto de los pardmetros farmacocinéticos determinados. Formulacion al 5%: AUC.
3,09 pg-h/ml; AUCo 3,34 pg-h/ml. Formulacion al 10%: AUCy. 2,93 pg-h/ml;
AUCq., 3,19 pg-h/ml.

En conejos la biodisponibilidad del farmaco es variable en funcién de la via
de administracion, asi representa el 77% para la via subcutanea, el 90-92% para la
via intramuscular (Cabanes et al., 1992; Elmas et al., 2007) y el 61% para la via oral
(Broome et al., 1991b). Con respecto a la via oral, los estudios llevados a cabo por
Broome et al. (1991b) mostraron una Cmax de 0,45 pg/ml a los 138 min de la
administracion de una dosis de 5 mg/kg. En el caso de la via intramuscular la Cpax
alcanzada para la misma dosis oscild entre 1,4 pg/ml (tmax, 38 min) (Elmas et al.,
2002); 1,9 pg/ml (tmax, 25 min) (Elmas et al., 2007) y 3,04 pg/ml (Broome et al.,
1991b; Cabanes et al., 1992).

Los valores de AUC obtenidos en los distintos estudios realizados en esta
especie, tras la administracion intravenosa, resultan muy similares entre si; 5,38 y
5,52 pg-h/ml (Aramayona et al., 1996; Bregante et al., 1999) tras la administracién
de una dosis de 7,5 mg/kg vy, 8,6; 3,89 y 3,2 ug-h/ml (Broome et al., 1991b; Cabanes
et al., 1992; Elmas et al., 2007) tras una dosis de 5 mg/kg. Para la via intramuscular
se han obtenido valores de AUC de 2,7 pg-h/ml (Elmas et al., 2007) y 5,4 pg-h/ml
(Elmas et al., 2002).
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En aves, se ha publicado que la absorcion oral del enrofloxacino es buena,
alcanzandose niveles efectivos al afiadir el farmaco al agua de bebida (Flammer,
1998).

Estudios llevados a cabo en pollos por Knoll et al. en 1999 revelaron una
biodisponibilidad oral del 89,2% después de la administracion oral de una dosis de
10 mg/kg de enrofloxacino. Este dato se asemeja al obtenido por Bugyei et al. (1999)
(80,1%) en pollos y Haritova et al. (2004) (87,94%) en gallos y gallinas. Sin
embargo, estos resultados no se corresponden con los obtenidos por Anadén et al. en
1995 (64%), Abd-el Aziz et al. en 1997 (59,6%) y Dimitrova et al. en 2007 (69,2%),
que encontraron valores mucho mas bajos. La Cnax indicada por Anadon et al. (1995)
en sus estudios fue de 2,44 pg/ml (tmax 98,4 min) tras la administracion de una dosis
de 10 mg/kg, mientras que en el caso de Knoll et al. (1999) la Cnax alcanzada no
superd los 1,88 pg/ml, tras la administracion de la misma dosis. En el caso de los
estudios publicados por Bugyei et al. (1999) la Cnax fue bastante inferior a la
reflejada por Anadon et al., (1995), probablemente, debido a la diferencia en cuanto
a la dosis administrada (5 mg/kg (Bugyei et al, 1999) wvs
10 mg/kg (Anadon et al., 1995). Asi, la Cnax obtenida fue de 0,99 pg/ml (tmax,
150 min), resultando significativamente inferior a la observada tras la administracion
intramuscular de la misma dosis. Sin embargo, los valores de Cyax Obtenidos por
Bugyei et al. (1999) tras la administracion oral, se corresponden con los publicados
posteriormente por Sumano et al. (2001 y 2003) (1,09 y 1,30 pg/ml) y Dimitrova
et al. (2007) (Cmax, 1,23 pg/ml; tmax, 379,8 min) en pollos y pavos respectivamente.

El AUC obtenido para la via oral fue de 17,4 y 18,11 ug-h/ml (Bugyei et al.,
1999; Dimitrova et al., 2007). Para la administracion intramuscular e intravenosa de
5 mg/kg, se obtuvieron valores de AUC significativamente superiores a los
observados tras la administracion oral (21,4 pg-h/ml y 21,7 pg-h/ml
respectivamente). Si se comparan los valores de AUC tras la administracion
intravenosa, publicados por Bugyei et al. (1999) con los indicados por otros autores
(Anadodn et al., 1995; Knoll et al., 1999) pueden observarse diferencias evidentes
(34,51 y16,17 pg-h/ml). Sin embargo, se corresponden con los valores sefialados por
Dimitrova et al. en 2007 (25,91 pg-h/ml).
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En el caso particular de los pollos de engorde, la Cnax alcanzada tras la
administracion intramuscular de 5 mg/kg de enrofloxacino fue de 2,10 pg/ml (tmax,
47,4 min) (Bugyei et al., 1999). El valor de tma es similar al sefialado por otros
autores en afos anteriores (Sheer, 1987; Flammer et al., 1991). Este estudio revelo
ademas, una biodisponibilidad intramuscular elevada, en torno al 98,6% y un tiempo
de semivida absorcion (ty.) de 25,2 min (constante de absorcién 2,10 h™) (Bugyei
etal., 1999).

Con respecto a los estudios llevados a cabo en peces y, tras la administracion
intravenosa de 10 mg/kg el AUC varié entre 109,2 y 171,3 pg-h/ml (Lewbart et al.,
1997). Estudios realizados por Stoffregen et al. (1993) en salmdn atlantico muestran
una biodisponibilidad oral del 46% y una biodisponibilidad intraperitoneal del 89%,
alcanzéndose una Cmax de 0,29-0,54 pg/ml tras la administracion oral de 10 mg/kg.
Dicha concentracion es algo inferior a la indicada por Lewbart et al. (1997) en sus
estudios en pacu, donde la Cpax alcanzada fue de 0,8 pg/ml tras la administracion de
5 mg/kg. En el caso de la via intramuscular y tras la administracion de la misma
dosis (5mg/kg) la Crax fue del,64 pg/ml y el AUC de 46,3 pg-h/ml.

Estudios llevados a cabo en camellos sefialan que el enrofloxacino presenta,
al igual que en la mayoria de las especies anteriormente citadas, una
biodisponibilidad elevada (85%) tras la administracién intramuscular de 2,5 mg/kg.
La Cmax alcanzada fue de 1,44 pg/ml. EI AUC calculado tras la administracién
intravenosa de la misma dosis fue 18,95 pg-h/ml (Gavrielli et al., 1995).

El AUC observado en estudios llevados a cabo con ratones es de
2,45 pg-h/ml, resultando inferior al sefialado en ratas (5,65 pg-h/ml). La dosis media

de enrofloxacino utilizada en estos animales fue de 7,5 mg/kg (Bregante et al., 1999).

En el caso de animales exdticos, como el varano de la sabana, especie de
lagarto nativo de Africa (Varanus exanthematicus), la Cma alcanzada tras la
administracion oral de 10 mg/kg de enrofloxacino fue de 3,6 pg/ml, mientras que tras
la administracion intramuscular de la misma dosis, la Cpax fue de 10,5 pg/ml
(Hungerford et al., 1997). Los estudios llevados a cabo en pintones birmanas (Python

molurus bivittatus) por Young et al. (1997) indican una Cyax de enrofloxacino de
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1,66 pg/ml tras la administracion intramuscular de 5 mg/kg. Por otra parte, Helmick
et al. (2004) sefialaron que tras la administracion oral e intravenosa de 5 mg/kg de
enrofloxacino en el caiman americano (Alligator mississippiensis), las
concentraciones plasmaticas se ajustaban a un modelo bicompartimental abierto tras
la administracion intravenosa, sin embargo por via oral no se ajustaban a ningln
modelo, por lo que utilizaron la cinética no compartimental. La C.x Obtenida por via
oral fue de 0,50 pg/ml. Finalmente, y en el caso de tortugas estrella indias
(Geochelone elegans) se obtuvo una Cpax de 3,59 pg/ml (tmax, 30 min) tras una dosis

de 5mg/kg por via intramuscular (Raphael et al., 1994).

9.2. DISTRIBUCION

En la mayoria de las especies animales el volumen de distribucion de las
fluoroquinolonas es grande, superando 1 I/kg (Lode et al., 1998; Aminimanizani
et al., 2001; Martinez et al., 2006) y es mucho mayor que el alcanzado por otros

antibidticos, tales como, los B-lactdmicos y aminoglucdésidos (Brown, 1996).

Se ha visto que se alcanzan concentraciones elevadas en saliva y secrecion
nasal; en mucosa, epitelio y secreciones bronquiales; en camaras anterior y posterior
del ojo, asi como en el higado, tracto urinario y tejido prostatico. Penetran bien en el
tejido pulmonar, fluido de revestimiento pulmonar, macrofagos alveolares vy
leucocitos polimorfonucleares, alcanzando concentraciones superiores a las séricas
(Wolfson y Hooper, 1989; Wise, 1991; Wolfson y Hooper, 1991; McKellar et al.,
1999). Sin embargo, no ocurre lo mismo al hablar de las concentraciones de estos
farmacos en el liquido cefalorraquideo (atraviesan parcialmente la barrera
hematoencefalica), o en los huesos, donde son menores a las presentes en plasma,
aunque suficientes para superar las concentraciones minimas inhibitorias de la
mayoria de las bacterias sensibles (Petri, 2003). Las fluoroguinolonas son de los
pocos farmacos que penetran adecuadamente en la prostata en concentraciones
suficientes como para tratar una infeccion. En un estudio llevado a cabo por Dorfman
et al. (1995) se puede observar que la concentracion de enrofloxacino (determinado

por bioensayo) en el fluido y tejido prostatico excede la concentracion sérica en todo
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momento tras la administracion. Ademas, estos farmacos atraviesan la placenta y se

concentran en el liquido amniotico (Azanza et al., 2003).

Varias fluoroquinolonas (entre ellas el enrofloxacino) llegan con rapidez a la
glandula mamaria y se distribuyen ampliamente por el tejido mamario (Ziv et al.,
1990; Sumano, 1993). Este hecho es importante debido a que la mastitis es un
problema muy importante en la produccion lechera bovina, ovina y caprina, no solo
por las pérdidas econémicas que provoca a los productores, sino también desde el
punto de vista de seguridad e higiene de los alimentos producidos para consumo

humano.

Las fluoroquinolonas penetran y alcanzan concentraciones intracelulares muy
elevadas tanto en las células fagociticas como en las no fagociticas, presentando una
gran actividad intracelular frente a un amplio rango de microorganismos (Ballesta
et al., 1996; Brown, 1996; Garcia et al., 1996; Pascual y Garcia, 1998; Garcia et al.,
2000). Se ha demostrado que la fagocitosis y la muerte intracelular de E.coli,
S. aureus y P. aeruginosa es estimulada por el ciprofloxacino (Wetzstein y De Jong,
1996).

En ganado ovino, Mengozzi et al. (1996) observaron que el enrofloxacino
administrado por via intramuscular tenia una buena distribucién, mostrando un
volumen de distribucion elevado. El volumen de distribucion (V) para la via
intravenosa fue de 2,18 I/kg. En cuanto, al volumen de distribucion en estado
estacionario (Vdss), se observaron valores muy similares tanto para la via
intramuscular como intravenosa, siendo de 3,03 y 3,02 I/kg respectivamente. En este
mismo estudio se determind el Vds para el ciprofloxacino tras la administracién
intravenosa e intramuscular de 2,5 mg/kg de enrofloxacino (3,26 y 3,79 | /kg
respectivamente). Al determinar el MRT (tiempo de residencia medio) del
ciprofloxacino, se observaron diferencias significativas (MRT via intravenosa = 501

min y MRT via intramuscular = 1017 min).

Los estudios llevados a cabo por Haritova et al. en 2003, revelan volumenes
de distribuciéon (V, 2,91 l/kg; Vds 2,82 1/kg) elevados y muy similares a los
publicados por Mengozzi et al. (1996) (V. 2,18 I/kg; Vdss 3,02 I/kg) tras la
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administracion intravenosa. Dichos valores revelan una buena penetracion del
enrofloxacino a través de las membranas bioldgicas, llegando con facilidad a los
tejidos. Este hecho fue confirmado en el estudio farmacocinético comparativo entre
ganado ovino y caprino llevado a cabo por Elsheikh et al. (2002). En el pueden
observarse grandes volUimenes de distribucion (V. 2,5 I/kg; Vds 2,27 1/Kg;
V. 0,76 I/kg en ovejas y V, 2,21 I/kg; Vdss 1,94 I/kg; V. 1,13 I/kg en cabras) tras la

administracion intravenosa.

Por su parte, Haritova et al. (2003) encontraron que los volimenes de
distribucion en el compartimento central (V) y periférico (Vp), tras la administracion
intravenosa de 2,5 mg/kg, eran 1,35 y 1,43 I/kg respectivamente. La constante de
distribucién hacia el compartimento periférico (ki2) se situé en 4,77 h™, y la de
retorno (kz1) en 4,08 h™. Como puede observarse, la tasa de transferencia de

enrofloxacino del compartimento central al periférico y viceversa es casi igual.

En 1997, Pozzin et al. llevaron a cabo un estudio farmacocinético con
enrofloxacino por via intravenosa, intramuscular y oral, llegando a la conclusion de
que las areas bajo las curvas concentracion-tiempo (AUC) eran similares para la
administracion intravenosa e intramuscular pero reducidas para la via oral. El
volumen de distribucion obtenido tras la administracion intravenosa fue de 1,3 I/kg,
resultando inferior al obtenido por Mengozzi et al. (1996) pero muy similar al
publicado por Bregante et al. en 1999 (1,53 I/kg).

Bermingham y Papich (2002) revelaron volimes de distribucion tras la
administracion intravenosa de 5 mg/kg de enrofloxacino, de 1,15 I/kg (Va) ¥y
0,97 I/kg (Vdss).

Al igual que los autores anteriores, Rahal et al. (2006) también indicaron que
el modelo bicompartimental abierto era el que mejor se ajustaba a la concentracién
plasmatica frente al tiempo tras la administracién de 5 mg/kg por via intravenosa, los
volimenes de distribucion obtenidos fueron los siguientes; V, = 2,94 I/kg; Vds =
2,70 I/kg; Ve = 1,38 I/kg y V, = 1,33 I/kg. Para la via subcutanea se opto por el
modelo monocompartimental como el mas adecuado. El volimen de distribucion

elevado (2,97 I/kg) indica una adecuada penetracion tisular del enrofloxacino tras la
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administracion por esta via. Este hecho se ve respaldado por su bajo Cl, su alto MRT
(673,8 min) y su larga semivida de eliminacion.

Las diferencias existentes en los estudios anteriormente citados en cuanto al
Vd y CI (como veremos en el apartado de excrecion) podrian ser debidas, segun
afirman los autores implicados, a las diferencias en el estado fisioldgico de los
animales empleados en el estudio. Mientras que Mengozzi et al. (1996) y Haritova et
al. (2003) desarrollaron sus estudios en ganado ovino lactante, Bregante et al.(1999)
y Otero et al. (2000) llevaron a cabo sus estudios en ovinos no lactantes. Este hecho,
junto con los datos farmacocinéticos recogidos, permiten a los autores sefialar que la

lactacidn induce cambios en la distribucion y eliminacion del enrofloxacino.

Por otra parte, Otero et al. (2009) propusieron el modelo tricompartimental
como el més adecuado para definir la farmacocinética del enrofloxacino tras la
administracion intravenosa. La ky, (5,16 h™) y ko1 (5,41 h™") obtenidas indican una
buena y rapida distribucion del enrofloxacino hacia el compartimento periférico
superficial. La distribucion hacia el compartimento periférico profundo es mas lenta
y viene definida por los valores de kis (0,67 h™) y ka1 (0,35 h™). Los volimenes de
distribucion obtenidos; volumen del compartimento central 0,29 I/kg; volumen de
compartimento periférico superficial 0,27 I/kg; volumen del compartimento
periférico profundo 0,55 I/kg y Ve 1,10 I/kg indican, al igual que en otras especies
animales (cabra: Elmas et al., 2001; Rao et al., 2002a y b; cerdos: Anaddn et al.,
1999; camellos: Gavrielli et al., 1995), una buena distribucién y penetracién del

enrofloxacino en tejidos y membranas.

Con respecto al MRT (tiempo de residencia medio) y tras la administracion
intravenosa de enrofloxacino, se obtuvieron diferentes valores: 321,6 min (Mengozzi
et al., 1996); 300 min (Bermingham y Papich, 2002); 288,6 min (Haritova et al.,
2003); 205,8 min (Rahal et al., 2006) y 181,2 min (Otero et al., 2009). En el caso de
la administracion intramuscular, los datos de MRT obtenidos fueron de 313,8;
307,88 y 271,2 min (Mengozzi et al.1996; Elsheikh et al. 2002; Haritova et al. 2003)
tras la administracion de una dosis de 2,5 mg/kg en el caso de los dos primeros y de

5 mg/kg para el dltimo. Se refleja, ademas, un MRT igual a 1168,2 min tras la
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administracion oral de 10 mg/kg (Bermingham y Papich, 2002). En el caso de la
administracion subcutanea, el MRT observado fue de 673,8 min (Rahal et al., 2006).

El tiempo de residencia medio en leche, tras la administracion 2,5 mg/kg por
via intravenosa, fue de 504 min. Tras la administracién intramuscular de la misma
dosis de farmaco el MRT fue igual a 628,2 min (Haritova et al., 2003).

Por lo que respecta al ganado caprino, Rao et al. (2001) determinaron que
tras la administracion intramuscular de 2,5 mg/kg de enrofloxacino el volumen de
distribucion (V) era de 1,42 I/kg, siendo de 1,52 I/kg tras la administracion de
5 mg/kg (Rao et al., 2002a). Este elevado volumen de distribucién indica que el
enrofloxacino se distribuye, al igual que en otras especies, ampliamente por todo el
organismo, penetrando tanto en tejidos como fluidos. Para realizar el estudio
farmacocinético del enrofloxacino tras la administracion por esta via, se utiliz6 el
modelo monocompartimental. Dicho modelo fue elegido también por Ramesh et al.
(2002), para definir la farmacocinética del enrofloxaino tras la administracion
subcutanea de 7,5 mg/kg. El valor de V/F fue igual a 2,48 I/kg, lo que indica

asimismo una buena penetracion en tejidos y fluidos corporales.

En el caso de la via intravenosa se opt6 por el modelo bicompartimental
abierto. El V,, Vds y el V. calculados fueron respectivamente 1,38 I/kg, 1,276 y
0,773 I/kg (Rao et al., 2002b).

Elmas et al. (2001) propusieron, por su parte, el modelo bicompartimental
abierto como el méas adecuado para definir la farmacocinética del enrofloxacino tras
la administracion intravenosa e intramuscular en cabras. El volumen de distribucion
en estado estacionario (Vdss) oscilé entre 1,06 y 1,51 I/kg tras la administracion
intravenosa de 5 mg/kg de enrofloxacino. Por via intramuscular el Vds fue de
1,51 l/kg.

El modelo bicompartimental abierto también fue elegido por Elsheikh et al.
(2002) para definir el comportamiento del farmaco tras la administracion intravenosa
de 5 mg/kg. Los volumenes de distribucion obtenidos fueron; V, = 2,21; Vdss = 1,94
y V. = 1,13. En el caso de la via intramuscular se optd por el modelo no

compartimental.
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Mohammed (2005) propuso, al igual que el resto de autores ya citados, el
modelo bicompartimental abierto como el mas adecuado para difinir las curvas de
concentracion plasmatica-tiempo del enrofloxacino tras su administracion
intravenosa en cabras. Los vomunes de distribucion encontrados por este autor
fueron elevados (Va = 3,8 I7kg, Vdss = 3.1 I/kg y V¢ = 1,5 I/kg), lo que pone de
manifiesto la amplia distribucion tisular del enrofloxacino y su acumulacion en los
tejidos. La constante de distribucion hacia el compartimento periférico (ki) fue
0,60 h, y la de retorno, ku1, 0,63 h, siendo la relacion kyo/ks: igual 1. Esta relacion
indica que el farmaco se mueve rapidamente del liquido extracelular al intracelular, y
viceversa. Sefialar que, en 2007, Ambros et al. pulicaron un V, algo inferior a los
referidos anteriormente (V, = 0,77 I/kg tras la administracion de una dosis de

7,5 mg/kg por via intravenosa).

Con respecto al MRT, existe cierta disparidad en los resultados obtenidos por
los diversos autores. Asi, Rao et al. (2001; 2002a) hablan de un tiempo medio de
residencia de 58,26 min para la via intravenosa y de 92,4 min (2,5 mg/kg) y
142,2 min (5mg/kg) para la via intramuscular, mientras que Elmas et al. (2001) y
Elsheikh et al. (2002) hablan de un MRT de 345 y 280,20 min respectivamente. En
el caso de la via intravenosa el valor del MRT calculado por Elmas et al. (2001) fue
de 247,8 min, existiendo diferencias significativas al compararlo con el valor
obtenido tras la administracion intramuscular. El valor de MRT remitido por
Mohammed (2005) tras una dosis de 5 mg/kg fue de 324 min, valor similar al
obtenido por Elmas et al. (2001). Con respecto a la via subcutanea, se refieren
valores de 344,4 min tras la administracion de una dosis de 7,5 mg/kg (Ramesh et al.,
2002).

El MRT calculado para el ciprofloxacino result6 de 427,8 y 696,6 min tras la
administracion intravenosa e intramuscular respectivamente. Rao et al. (2001)
obtuvieron un tiempo de residencia medio de 163,8 y 1158 min tras la

administracion de una dosis de 2,5 mg/kg via intramuscular e intravenosa.

En bovinos los estudios farmacocinéticos demostraron, al igual que en el
ganado ovino y caprino, que el enrofloxacino es rapida y ampliamente distribuido en

todo el organismo, con una excelente disponibilidad sistémica y una tasa de
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eliminacion relativamente baja. La concentracién plasmatica media supera
ampliamente las CIM para los microorganismos patdgenos mas frecuentes aislados

en esta especie (Otero et al., 2001b).

Kaartinen et al. (1995) obtuvieron un volumen de distribucion (V,) de
1,63 I/kg tras la administracion intravenosa de enrofloxacino en vacas lactantes. Este
valor es muy similar al remitido por Richez et al. (1994b) para el ganado vacuno
adulto, 1,65 I/kg. Los estudios llevados a cabo por Malbe et al. (1996) y Bregante et
al. (1999) mostraron volumenes de distribucion de 2,1 I/kg y 2,98 I/kg

respectivamente.

Varma et al. (2003) propusieron el modelo bicompatimental abierto como el
méas adecuado para definir las curvas de concentracién plasmatica-tiempo del
enrofloxacino tras su administracion intravenosa (5 mg/kg) en bovinos. El volumen
de distribucion (V,) observado por estos autores es superior al remitido en los
estudios anteriores. Asi, V, = 4,1 I1/kg; Vdss = 0,45 I/kg y V. = 2,12 I/kg. El tiempo de

residencia medio fue de 208,8 min.

El volumen de distribucion méas bajo observado en vacas lactantes es el que
se encuentra tras la administracion intramuscular de enrofloxacino. En este caso el
V, no supera los 0,6 I/kg (Kaartinen et al., 1994). Sin embargo, en 2008, Fu et al.
determinaron un volumen de distribucion, tras la administracion intramuscular de
una dosis de 2,5 mg/kg, de 2,98 I/kg. dicho valor se corresponde al observado en
otras especies animales (ovino, Mengozzi et al., 1996; caprino, Elmas et al., 2001;
Rao et al., 2002a y b).

Richez et al. (1994b) y Kaartinen et al. (1997b) estudiaron el volumen de
distribucion del enrofloxacino tras la administracién intravenosa en terneros a
distintas edades, obteniendo valores de 1,70 I/kg para terneros de un dia, 2,61 I/kg

para terneros de una semanay 1,98 I/kg para terneros adultos.

En el caso de terneros de bufalo se observa una constante de distribucion alta
(0,11 min™) relacionada con una vida media de distribucién corta (7,73 min) tras la
administracion de 5 mg/kg de enrofloxacino via intravenosa. Para esta via el

volumen de distrribucion (V,) calculado fue de 7,38 I/kg y el tiempo de residencia
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medio de 233,54 min. En el caso de la via intramuscular, el volumen de distribucion
calculado fue 10,63 I/kg. EI MRT, la constante de distribucion y vida media de

distribucién fueron 378,5 min, 0,217 min y 4,05 min respectivamente.

Con lo que respecta al MRT, se observaron valores de 478,8 min tras la
administracion intramuscular y de 504 y 331,3 min tras la administracion subcutanea
(Kaartinen et al., 1995; McKellar et al., 1999). En cuanto a la via intravenosa, Malbe
et al. (1996) refieren un valor de MRT igual a 256,8 min.

En terneros, por ejemplo, se demostrd la presencia del principio activo en
todos los tejidos y fluidos muestreados, hallandose concentraciones superiores a las
séricas (a los 60 min y después de 240 min) en pulmén, rifion, higado, corazon,
nodulos linfaticos y pared intestinal. A las 12 horas de la administracién del farmaco,
las concentraciones en los distintos tejidos aln permanecian méas elevadas que las
concentraciones séricas, mostrandose los valores més altos en bilis y orina. En
higado, rifiones, corazén, pulmén y bazo las concentraciones fueron inferiores,

obteniéndose los valores mas bajos en cerebro (Scheer, 1987b).

En caballos, se ha observado que después de administraciones intragastricas
repetidas se alcanzan concentraciones superiores a las plasmaticas en higado, rifion,
bazo, liquido sinovial y orina (170 a 830 veces mayores que las presentes en plasma).
Por otra parte, se pueden observar concentraciones similares o levemente superiores
a las del plasma en musculo, piel, corazén, pulmén, estdbmago, intestino, vejiga,
glandula mamaria y utero. Las concentraciones en liquido peritoneal son
significativamente menores que las concentraciones sericas, siendo las
concentraciones a nivel de cerebro, cristalino, humor vitreo y humor acuoso del 10 al

20% de las presentes en plasma (Giguére et al., 1996; Giguére y Bélanger, 1997).

Los estudios llevados a cabo por Giguére et al. (1996) en équidos adultos
revelaron un volumen de distribucion (V,) de 0,78 I/kg después de la administracion
intravenosa de 5 mg/kg de enrofloxacino. Dicho valor difiere del obtenido un par de
afios atrds por Pyordld et al. (1994). En este caso se obtuvo un volumen de
distribucion de 2,4 I/kg. En los estudios llevados a cabo por Haines et al. (2000) se

pueden observar valores de V, y Vds, tras la administracion intravenosa de
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7,5 mg/kg de enrofloxacino, de 2,93 y 2,46 I/kg respectivamente. EI MRT calculado
para esta via se situd en 393 min, siendo de 868,8 min para la via intragastrica (I1G).

En el caso de la via IG, el V, es igual a 7,71 I/kg siendo el Vd igual a 7,28 1/kg.

En potros tenemos como valor de referencia de volumen de distribucion, el
publicado por Bermingham et al. en el afio 2000. EIl volumen de distribucion (V,)
obtenido tras la administracion intravenosa de una dosis de 5 mg/kg de enrofloxacino
fue de 2,31 I/kg.

En cerdos el enrofloxacino se distribuye ampliamente, presentando una
completa disposicion después de la administracion intramuscular (Pijpers et al.,
1997). Se detectaron niveles elevados de enrofloxacino en mucosa nasal, septo nasal,
pulmones, tejido linfatico, masculo, higado y pared intestinal (Scheer, 1987b;
Ganiére et al., 1997).

Pijpers et al. (1997) obtuvieron un volumen de distribucién muy similar al
obtenido por Richez et al. (1997a) en esta especie después de la administracion
intravenosa: 3,95 I/kg y 3,5 I/kg respectivamente. Dichos valores coinciden con los
referidos por Zeng y Fung (1997) (3,34 I/kg).

En el estudio llevado a cabo por Richez et al. (1997a) el Vss fue 2,66 I/kg tras
la administracion intravenosa y el MRT de 585 min tras la administracion de una
dosis de 2,5 mg/kg fue. EI MRT para la via intramuscular (2,5 mg/kg) fue 1149,6

min.

Los estudios llevados a cabo en perros y gatos revelaron una amplia
distribucion y penetraciéon del enrofloxacino en los distintos tejidos, alcanzandose
concentraciones tisulares mayores a las plasmaticas y por encima de la CIM para los

patégenos mas comunes en estas especies animales.

En el caso particular de la especie canina, Monlouis et al. (1997) y King
et al. (1993) sefialaron un V, de 4,5 I/kg tras la administracion intravenosa. Este
valor se asemeja al obtenido por Stegemann et al. en 1996 (4,2 I/kg). Cabe sefialar

que el volumen de distribucion obtenido por Intorre et al. (1995) fue algo superior a
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los valores referidos anteriormente, oscilando entre 5y 5,6 I/kg. El valor mé&s bajo de
V,, lo obtuvo Cester et al. (1996) (2,5 I/kg).

El volumen de distribucion en estado estacionario (Vds) aportado por
Monlouis et al. (1997) fue de 2,6 I/kg para la via oral y de 3,7 I/kg para la via
intravenosa. Los Vg obtenidos por King et al. (1993) y Cester et al. (1996) fueron
7y 2,35 l/kg, respectivamente.

En el caso de los felinos domésticos, el volumen de distribucion del
enrofloxacino es superior al visto anteriormente en la especie canina. Los estudios
llevados a cabo por Richez et al. (1997b) mostraron un volumen de distribucion de
6,3 I/kg, siendo el volumen de distribucion en estado estacionario de 4 I/kg para la

via intravenosa y de 3,1 I/kg para la via oral.

En cuanto al MRT, también fue mayor en la especie felina que en la canina.
Asi los valores de MRT en perro son de 270; 396 y 225 min (via oral) (Monlouis
et al., 1997; Heinen, 2002; Bidgood y Papich, 2005) y 324 min (via intravenosa)
(Monouis et al., 1997), mientras que para el gato son de 522 min (via oral) y 516 min
(via intravenosa) respectivamente (Richez et al., 1997b), a una dosis de 5 mg/kg,
valores menores (238,2 y 262,8 min) fueron obtenidos por Lucas et al. (2008) tras la
administracion subcutanea de 5mg/kg de enrofloxacino al 5 y 10%, respectivamente.

En conejos el enrofloxacino presenta una distribucion tisular elevada,
incluyendo la leche. Es por este motivo, que se debe tener especial cuidado en la
administracion de este farmaco en conejas lactantes (Mitchell, 2006). EI volumen de
distribucion varia segun los distintos autores entre 2,12; 4,40; 3,97; 4,40 y 4,80 l/kg
tras la administracion intravenosa (Broome et al., 1991b; Cabanes et al., 1992;
Aramayona et al., 1996; Bregante et al., 1999; Elmas et al., 2007). Como puede
observarse, y al igual que ocurre en otras especies animales, el volumen de
distribucion es muy elevado, lo que indica una buena penetracion tisular
(caracteristico de las fluoroquinolonas) y hace del enrofloxacino un antibacteriano de

eleccion en infecciones tisulares.

Aramayona et al. (1996) obtuvieron un valor para el VVc de 1,53 I/kg, siendo
la vida media de distribucion de 31 min (dosis 7,5 mg/kg, via intravenosa).
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En 2002, Elmas et al. propusieron el modelo bicompartimental abierto como
el modelo més adecuado para estudiar la farmacocinética del enrofloxacino tras la
administracion intramuscular de 5 mg/kg. El volumen de distribucion (Vss) obtenido
en este estudio (3 I/kg) es similar al publicado previamente por Cabanes et al. (1992)
(2,9 I/kg) tras la administracion de la misma dosis. En cuanto a las constantes de
distribucion, se obtuvieron valores de ki, 0,126 h™ y ko1, 0,413 h™. Puede observarse
que la tasa de transferencia del compartimento central al periférico es mayor que la

del periferico al central. EI MRT fue de 192 min.

Por su parte, y con lo que respecta a la via oral, Broome et al. (1991b)

sefialaron un tiempo de residencia medio de 507,6 min.

Finalmente sefialar que en pollos y pavos el enrofloxacino presenta, al igual
que en las especies anteriormente descritas una buena distribuciéon y penetracion
tisular. Su buena penetracion tisular, viene evidenciada por el hecho de que los
niveles de enrofloxacino alcanzados en higado, rifion, corazon, pulmones, bazo y

musculo, son mas elevados que los niveles séricos.

Knoll et al. (1999) llevaron a cabo estudios farmacocinéticos del
enrofloxacino en pollos, observando un volumen de distribucién (V,) de 5 I/kg para
la via intravenosa. Dicho valor se asemeja al obtenido por Anaddn et al. en 1995
(4,3 1/kg), siendo el volumen de distribucion en estado estacionario (Vds) de
4,41 l/kg para la via oral y de 2,77 I/kg para la via intravenosa. En este mismo
estudio se calculdo el MRT, estableciéndose en 579 min para la administracion
intravenosa y en 918 min para la oral. Los datos referidos por Anadén et al. (1995)
respecto a la via intravenosa, son similares a los obtenidos por Bugyei et al. (1999)
(750 min); Garcia Ovando et al. (1999) (614,4 min); Soliman (2000) (403,2 min) y
Dimitrova et al. (2007) (537,6 min). En el caso de la administracion oral, el MRT
calculado por Anaddn et al. (1995) es similar al obtenido por Bugyei et al. (1999)
(822 min) y Dimitrova et al. (2007) (714,6 min), no obstante difiere del obtenido por
Knoll et al. (1999) (456 min). EI MRT, calculado tras la administracion

intramuscular de una dosis de 5 mg/kg se situ6 en 750 min (Bugyei et al., 1999).

76



Revisidn bibliogréfica

Bugyei et al. (1999) obtuvieron un V, de 3,82 y 3,79 I/kg tras la
administracion de 5 mg/kg por via intravenosa e intramuscular respectivamente. En
cuanto al Vdss se observaron valores de 2,92; 2,82 y 2,52 I/kg para las vias
intravenosa, intramuscular y oral. EI volumen de distribucién en el compartimento

central (V,), tras la administracion intravenosa fue de 2,2 I/kg.

Al igual que otros autores, Bugyei et al. (1999) optaron por el modelo
bicompartimental abierto y por el no compartimental para estudiar los parametros
farmacocinéticos del enrofloxacino tras la administracion intravenosa. La vida media
de distribucion calculada para esta via fue de 21,6 min (constante de distribucién
1,84 h™), mientras que para la via intramuscular fue de 127,8 min (constante de
distribucion 0,48 h™).

Con lo que respecta a otras especies, tales como ratas, ratones, camellos y
peces los volumenes de distribucion (V,) observados en los distintos estudios
realizados, tras la administracion intravenosa, fueron 4,78; 10,5; 1,4; 2,56 y 3 I/kg

respectivamente (Gavrielli et al., 1995; Lewbart et al., 1997; Bregante et al., 1999).

9.2.1. Uniodn a proteinas plasmaticas

La unidn a proteinas del enrofloxacino es generalmente baja (Mitchell, 2006),
aunque hay una falta de coincidencia entre los resultados obtenidos por diferentes
autores para las mismas especies animales, hecho que probablemente se deba a las
distintas técnicas utilizadas en los estudios (Papich y Riviere, 2003).

En el caso del ganado bovino y ovino, el porcentaje de unién a las proteinas
plasmaéticas oscila entre el 36 y el 45% (vacas lactantes 35-45%, Kaartinen et al.,
1995; bovino 46%, Davis et al., 2007). Sin embargo, se han sefialado datos de unién
a proteinas mas elevados, concretamente de un 56% para ganado bovino (Bregante et
al., 1999) y del 60% para el ganado ovino (Nouws et al., 1988; Villa et al., 1997). El
porcentaje de union es bajo para los camellos, équidos y suidos, siendo del 17-24%;
22% y 27% repectivamente (Nouws et al., 1988; Gavrielli et al., 1995; Villa et al.,

1997; Papich et al., 2002). Lo mismo ocurre en el caso de los pollos, donde el
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porcentaje de union no supera el 24% (Bugyei et al., 1999). En cuanto al perro, se
pueden observar valores muy dispares al comparar unos estudios con otros, asi
algunos autores remiten porcentajes que oscilan entre el 15 y 35% (Bidgood y
Papich, 2005) mientras que otros hablan incluso un 72% de union a proteinas
plasméticas (Villa et al., 1997). Finalmente, y con respecto a los conejos, el
porcentaje de union es variable segln los distintos estudios (35-53%) (Aramayona
et al., 1994; Papich y Riviere, 2003).

9.3. METABOLISMO

Las fluoroquinolonas son eliminadas del organismo principalmente por
metabolismo hepatico y excrecidn renal (Vancutsem et al., 1990; Dudley, 1991). Por
lo general son parcialmente metabolizadas en el higado y excretadas en bilis
(el porcentaje de eliminacion varia entre especies) y orina a altas concentraciones de

farmaco activo (farmaco inalterado o metabolito activo).

Las rutas metabdlicas comunes de estos agentes son la N-desalquilacion,
conjugacion con el acido glucurénico, oxidacion, sulfoxidacion, acetilacion y ruptura
del anillo piperacinico. Estas reacciones se llevan a cabo principalmente por el
sistema del citocromo p-450 (Bergogne-Berezin, 2002). El grado de metabolismo

varia entre especies y se sita en torno al 40%.

El enrofloxacino se metaboliza parcialmente en ciprofloxacino, el cual es
responsable de una considerable parte de la actividad antibacteriana (Tyczkowska
et al., 1989; Giguere et al., 1996; Otero et al., 2001a). El metabolismo se lleva a cabo
en el higado, y posiblemente en otros sitios como la ubre (Malbe et al., 1996) o los
macrofagos (Hawkins et al., 1998). El efecto de primer paso hepatico es bajo,

aproximadamente del 7% (Ganiére et al., 1997).

La biotransformacion del enrofloxacino en ciprofloxacino se produce por
elimincidn del grupo etilo del anillo piperacinico (reaccion de metabolizacion en fase
I). Posteriormente se producen otros productos de la metabolizacion del

ciprofloxacino (se han identificado cuatro metabolitos), pero son de importancia
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menor y no contribuyen a los efectos antibacterianos (Vancutsem et al., 1990; Papich
y Riviere, 2003; Mitchell, 2006).

Como veremos a continuacion, las concentraciones plasmaticas de
ciprofloxacino con respecto al farmaco madre (enrofloxacino) varian en funcion de la

especie animal.

En un estudio realizado por Mengozzi et al. (1996) en ganado ovino, se
refiere que la concentracion de ciprofloxacino alcanza el 35-55% de la concentracion
sérica total del enrofloxacino, tras la administracion de 2,5 mg/kg por via intravenosa
e intramuscular respectivamente. En 2009, Otero et al. obtuvieron un porcentaje de
conversion de enrofloxacino en ciprofloxacino del 26% tras la administracion de
2,5 mg/kg por via intravenosa. Los datos obtenidos en ganado ovino se corresponden
con los obtenidos por Ambros et al. (2007) en ganado caprino. Sin embargo, debe
sefialarse que el porcentaje de metabolizacién del enrofloxacino en ciprofloxacino
remitido por Rao et al. (2001 y 2002a) en sus estudios, tras la administracion
intravenosa  (AUCcipo/AUCen:  0,24) e intramuscular (AUCipo/AUCen  0,36;
AUC:ipro/ AUCen, 0,34) en cabras es inferior al obtenido en ovejas, no superando el
36%.

Bermingham y Papich (2002), sefialan que en ovinos, el porcentaje de
metabolizacion del enrofloxacino en ciprofloxacino es mucho menor al remitido por
los autores anteriores, no superando el 3,1 % para la via intravenosa. En el caso de la
via oral el porcentaje de metabolizacion fue del 11,8 %. La concentracién maxima
alcanzada por el ciprofloxacino no supera, en ninguno de los casos, los 0,20 ug/ml,
contribuyendo asi de forma minoritaria a la actividad antimicrobiana total del

enrofloxacino.

En el ganado bovino, la concentracion de ciprofloxacino es el 30-35% de la
concentracion sérica de enrofloxacino durante la fase de eliminacion, y tras la
administracion de 5 mg/kg por via intravenosa. Para la via intramuscular y tras la
administracion de 2,5 mg/kg se han obtenido valores de hasta el 55,5% (Fu et al.,

2008) En terneros podemos hablar aproximadamente de un 25-30%. (Richez et al.,
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1994b; Kaartinen et al., 1997b; Malbe et al., 1996). Dichos valores se corresponden
con los obtenidos por Sharma et al. (2003) en terneros de bufalo (27%).

Con respecto a los équidos, la concentracion de ciprofloxacino respecto a la
de enrofloxacino oscila entre el 20 y el 35%, si hablamos de équidos adultos. En el
caso particular de los potros, asi como, en cerdos y algunos reptiles la cantidad de
ciprofloxacino medida es insignificante (Richez et al., 1997a; Zeng y Fung, 1997;
Bermingham et al., 2000).

El examen de la magnitud de la metabolizacién del enrofloxacino en
ciprofloxacino en perros y gatos se recoge en varios estudios (Kiing et al., 1993;
Cester et al., 1996; Cester y Toutain (1997); Heinen, 1997; Kordick et al., 1997;
Monlouis et al., 1997; Richez et al., 1997b; Boothe et al., 2002; Papich y Riviere,
2003; Albarellos et al., 2004). Un andlisis de los datos muestra que cuando se
alcanza la Cnax, €l ciprofloxacino constituye, respectivamente, el 20% en perros
(pudiendo alcanzar hasta un 40%) y el 10% en gatos, de la concentracion total de

fluoroquinolona.

Los estudios en peces muestran que tras la administracion de enrofloxacino,
aproximadamente el 2% de la Cnax estda constituida por ciprofloxacino (Lewbart
etal., 1997).

Finalmente, los estudios llevados a cabo en pollos muestran que las
concentraciones de ciprofloxacino en plasma y tejido tras la administracion de
enrofloxacino son minimas (Anadon et al., 1995; Knoll et al., 1999). Anadén et al.
(1995) indicaron que la  proporcion de  concentraciones tisulares
ciprofloxacino:enrofloxacino era mayor que 1 tras la administracion de
enrofloxacino, independientemente de las bajas concentraciones plasmaticas del
ciprofloxacino. Tras 12 dias de la administracidn todavia se observaba ciprofloxacino

en los tejidos.

Para concluir, se debe tener en cuenta que si se producen metabolitos activos,
como en el caso del enrofloxacino, puede conducir a errores en la interpretacion de
los ensayos farmacoldgicos cuando se utiliza un bioensayo (ensayo microbiologico),

porque no permiten distinguir el farmaco de origen del metabolito activo. Los
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estudios farmacocinéticos llevados a cabo por Cester et al. en 1996 comparan los
bioensayos con los métodos de HPLC, demostrado que los primeros sobreestiman las
concentraciones combinadas de enrofloxacino y ciprofloxacino en animales hasta en
un 70% para el AUC y 29% para la Cnax. Dichos resultados concuerdan con los

publicados por Kung et al. en 1993 (Papich y Riviere, 2003).

9.4. EXCRECION

Las fluoroguinolonas, pueden ser clasificadas en tres grupos segin su
principal mecanismo de eliminacién. Asi, podemos encontrarnos con
fluoroquinolonas que Unicamente se excretan por via renal (tal es el caso del
enrofloxacino, orbifloxacino, ofloxacino, temafloxacino y lomefloxacno) o por
metabolismo hepatica (difloxacino y perfloxacino) y otras, que por el contrario
utilizan tanto el mecanismo renal como hepético (marbofloxacino, danofloxacino,
norfloxacino, enoxacino y ciprofloxacino) (Martinez et al., 2006). La mayoria de las
quinolonas y fluoroquinolonas se eliminan por via renal, esto hace que se encuentren
en altas concentraciones, y que una de sus primeras indicaciones terapéuticas fuera el
tratamiento de las infecciones urinarias. La via biliar también contribuye
parcialmente a la eliminacién de algunas quinolonas, como el perfloxacino,

norfloxacino y ciprofloxacino.

La excrecion renal del enrofloxacino se produce mediante filtracion
glomerular y también mediante secrecion tubular activa a través de la bomba de
aniones organicos (Brown, 1996; Bregante et al., 1999). La filtracién glomerular y la
secrecion tubular activa permiten alcanzar concentraciones urinarias elevadas. La
saturacion del proceso de secrecién tubular podria ser responsable de la no linealidad
del proceso de eliminacion a altas dosis que sefialan algunos autores. De hecho, la
secrecion tubular de la mayor parte de las fluoroquinolonas resulta bloqueada por el
probenecid. El papel de la excrecion tubular se demostro tras comprobar que la
probenecida hacia disminuir el aclaramiento de algunas fluoroquinolonas (Mckellar,
1996).
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En el caso de la mayoria de los compuestos de este grupo, la mayor parte del
farmaco original y/o sus metabolitos se recuperan en la orina y sélo una pequefia
cantidad en las heces. La difloxacina constituye una excepcion a esta afirmacion.
Estudios llevados a cabo en perros de la raza Beagle, demostraron que el 80% de la
dosis de difloxacina administrada por via intravenosa se recuperaba en las heces y

que el aclaramiento renal suponia menos del 5% del aclaramiento sistémico total.

Nos encontramos también con una eliminacion transepitelial a través de la
pared gastrointestinal, lo que genera altas concentraciones en sitios de colonizacion
de bacterias patdgenas, que indudablemente contribuye a la alta eficacia de estos
antibacterianos en las enteritis bacterianas (Mckellar, 1996). Algunas de las
fluoroquinolonas sufren circulacion enterohepatica, encontrandose en las heces en

concentraciones elevadas (Brown, 1996; Azanza et al., 2003).

También pueden ser eliminadas por leche, por lo que se deben evitar durante
la lactancia, 0 en su caso, si se trata de animales destinados a la produccién lactea, se

debe tener en cuenta los tiempos de espera (Azanza et al., 2003).

En ganado ovinos, la semivida de eliminacion (t,p) oscila entre 150 y
286,2 min. Asi, tras la administracion oral de 2,5 mg/kg se observa una vida media
de 228 min. Dicho valor se corresponde con el obtenido tras la administracién de la
misma dosis por via intramuscular (219; 214,2; 211,85 y 231,6 min) (Pozzin et al.,
1997; Otero et al., 2000; Elsheikh et al., 2002; Haritova et al., 2003). En el caso de la
via intravenosa, los valores para la vida media obtenidos por Mengozzi et al. (1996),
Pozzin et al. (1997), Elsheikh et al. (2002) y Haritova et al. (2003) son también
similares (223; 228; 195,59; 198). El valor publicado por Berminghan y Papich en
2002 (286 min) es algo superior a los anteriores, siendo el remitido por Bregante
et al. en 1999 (150 min); Otero et al. en el afio 2000 (141 min); Rahal et al. en 2006
(156 min) y recientemente, Otero et al. en 2009 (127,2 min) inferiores. Para la via
subcutanea la vida media fue de 427,2 min (constante de eliminacién 0,12 h™) (Rahal
et al., 2006).

En cuanto al aclaramiento (Cl), Bregante et al. (1999), Bermingham y Papich
(2002) y Otero et al. (2009) obtuvieron valores de 4,60; 3,37 y 4,83 ml/min-kg tras la
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administracion intravenosa. Dichos valores resultan inferiores a los publicados por
Mengozzi et al. en 1996 (9,17 ml/min-kg); Elsheikh et al. en 2002 (8,86 ml/min-kg);
Haritova et al. en 2003 (10,05 ml/min-kg) y Rahal et al. en 2006 (14,33 ml/min-kg).
Para la via intramuscular el Cl obtenido por Mengozzi et al. (1996) resulto
10,33 ml/min-kg, siendo similar al obtenido tras la administracion intravenosa. Las
constantes de eliminacion calculadas tras la administracion intravenosa e

intramuscular resultaron muy similares entre si (0,21 y 0,2 h™).

Por su parte, el ciprofloxacino muestra una vida media de eliminacion, tras la
administracion de una dosis de 2,5 mg/kg de enrofloxacino, de 247,8 min para via
intravenosa y de 598,8 min para la intramuscular. En el caso de la administracion
intravenosa la constante de eliminacion fue de 0,27 h™ y el CI de 53,83 ml/min-kg,
obteniéndose para la via intramuscular una constante de eliminacién de 0,11 h™ y el
Cl de 23,16 ml/min-kg.

Haritova et al. (2003) determinaron pardmetros farmacocinéticos del
enrofloxacino en leche tras la administracion tanto intravenosa como intramuscular.
Asi, tras la administracion intravenosa, comprobaron concentraciones elevadas de
enrofloxacino en leche durante més de 24 horas (0,135 pg/ml). Dichas
concentraciones son eficaces frente a la mayoria de los microorganismos patdégenos
causantes de mastitis en el ganado ovino (Staphylococcus aureus, Mycoplasma
agalactiae, Micrococcus spp, Streptococcus spp). La Cyax alcanzada fue 2,38 pg/ml
(tmax» 240 min). El1 AUC fue igual a 23,76 pg-h/ml, mientras que el coeficiente
AUC che/ AUCqero Se establecid en 5,62. Como puede observarse, al comparar las
concentraciones de enrofloxacino en leche y suero, estas son mayores en leche y lo
mismo ocurre tras la administracion intramuscular. Esta disposion del farmaco en
leche fue ya previamente indicada por otros autores, Kaartinen et al. (1995) en vacas
lactantes y Amer et al. (2000) en cabras lactantes. En el caso de la administracion
intramuscular, puede observarse una concentracion maxima de enrofloxacino inferior
a la obtenida tras la administracion intravenosa, alcanzada a un tiempo algo mas
tardio (Cmax, 1,94 ug/ml; tmax, 280,2 min). Sin embargo, las concentraciones a lo
largo del tiempo son muy similares a las obtenidas por via intramuscular, siendo, por

lo tanto, eficaces frente a los microorganismos patdgenos causantes de enfermedad.
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Los valores de AUC y AUCeche/ AUCer0 fueron respectivamente 24,81 pg-h/ml y
8,15. El coeficiente AUC ecne/ AUCquero tanto para la administracion intravenosa como

intramuscular, indica una buena penetracion del enrofloxacino en leche.

En cuanto a la semivida de eliminacion del enrofloxacino tras la
administracion intramuscular en ganado caprino, se han obtenido resultados
dispares. Rao et al. (2001) hablan de valores en torno a 44,4 min (constante de
eliminacién, 0,95 h™) tras una dosis de 2,5 mg/kg. Al administrar un dosis superior
(5mg/kg) la semivida fue de 83,4 min (constante de eliminacién, 0,54 h™*) (Rao et al.,
2002a). Por su parte, Ambros et al. (2007) obtuvieron una ty, tras una dosis de
7,5 mg/kg de 158,4 min. La tyg del enrofloxacino tras la administracion de 5mg/kg
fue segun Elmas et al. (2001) de 282 min; Elsheikh et al. (2002) de 157,27 min y
Mohammed (2005) de 264,6 min. La t,s para la via intravenosa se sitda entre los
100,8 min y los 79,8 min tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg y 7,5 mg/kg
respectivamente (Kaartinen et al., 1995; Ambros et al., 2007). Por su parte, EImas
et al. (2001); Elsheikh et al. (2002) y Mohammed (2005) refieren valores de t,,3 para
la via intravenosa de 240; 163,76 y 282 min, tras una dosis de 5 mg/kg. Rao et al.
(2001) obtuvieron un ty,s de 43,8 min tras la administracion de una dosis de
2,5 mg/kg. La semivida de eliminacion, tras la administracion subcutanea de

7,5 mg/kg de enrofloxacino fue de 170,4 min (Ramesh et al., 2002).

En cuanto a la semivida de eliminacion del metabolito activo del
enrofloxacino, el ciprofloxacino, se obtuvieron valores de 333 y 510,6 min tras la
administracion de una dosis de 7,5 mg/kg via intravenosa e intramuscular
respectivamente (Ambros et al., 2007). Tras la administracién intramuscular de
2,5 mg/kg la vida media fue de 82,8 min (constante de eliminacion, 0,53 h™). En el
caso de la via intravenosa se situ6 en 55,2 min (constante de eliminacién, 0,823 h™%).

Los estudios llevados a cabo por Elsheikh et al. (2002) sefialan un
aclaramiento (ClI) tras la administracion intravenosa, de 11,72 ml/min-kg, dicho valor
resulta inferior al reportado por Rao et al. (2002b) (22,2 ml/min-kg) y El-Sooud
(2003) (27,83 ml/min-kg), pero superior al remitido por Elmas et al. (2001)
(4 ml/min-kg). En el caso de la via intramuscular los valores de Cl obtenidos por los
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distintos autores fueron 4,3; 22,2 y 13,38 ml/min-kg (Elmas et al., 2001; Rao et al.,
2001; Rao et al., 2002a).

En bovinos, Kaartinen et al. (1995); TerHune et al (2005) y Davis et al.
(2007) refieren semividas de eliminacion tras la administracion subcutanea de 5 y
8 mg/kg similares: 333; 436,8 y 407,4 min, respectivamente. Tras la inyeccion
intravenosa de la misma dosis (5 mg/kg), la semivida oscilé entre 100,8 min
(Kaartinen et al., 1995); 65,4 min (Malbe et al., 1996); 138 min (Richez et al.,
1994b); 169,2 min (Bregante et al., 1999) y 156,6 min (constante de eliminacién
0,282 h") (Varma et al., 2003), mientras que para la inyeccién intramuscular fue de
354 min (Kaartinen et al., 1995). Dicho valor es similar al obtenido por Sharma et al.

en 2003 (337,7 min; constante de eliminacion 0,002 min™), en terneros bufalo.

Los estudios llevados a cabo en terneros por Richez et al. (1994b) muestran
que el t,,p tras la administracion subcutanea e intravenosa es de 132 min, resultando
inferior a los valores obtenidos en terneros de un dia (396,6 min) y terneros de una
semana (292,2 min), valores obtenidos tras la administracion intravenosa de una
dosis de 2,5 mg/kg (Kaartinen et al., 1997b). Si comparamos los estudios llevados a
cabo en terneros bovinos (Davidson et al., 1986) y en terneros de bufalo (Sharma
et al., 2003), podemos observar que la semivida del enrofloxacino para la via
intravenosa es similar. Hablamos de 162 min para terneros bovinos y 172,2 min
(ke 0,004 min™) para terneros de bifalo. En cuanto al aclaramiento (Cl), los
resultados obtenidos en bufalos (27,80 ml/kg-min) tras la administracion intravenosa
(5 mg/kg) resultan similares a los obtenidos en ganado bovino (21 y 19,06
ml/kg-min) (Malbe et al., 1996; Varma et al., 2003). El CI calculado en bufalos, tras
la administracion intramuscular (22,25 ml/kg-min) result6 muy similar al obtenido
tras la administracion intravenosa, y al obtenido por Fu et al. en 2008 tras la

administracion intramuscular (20,8 ml/kg-min).

Con lo que respecta a la especie equina, se han llevado a cabo estudios en
équidos adultos, yeguas y potros. El valor de semivida de eliminacién observado fue
respectivamente 306 y 465 min para équidos adultos (Giguére et al., 1996; Langston
et al., 1997); 637,2 min (constante de eliminacién 0,07 h™) para yeguas (Haines
et al., 2000) y 990 min para potros (Bermingham et al., 2000) tras la administracion
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oral de una dosis de 5 mg/kg en el caso de équidos adultos y potros y de una dosis de
7,5 mg/kg via IG, en el caso de las yeguas.

El valor de la semivida obtenido tras la administracion intramuscular de
enrofloxacino fue de 594 min, siendo para la via intravenosa (5 mg/kg) de 264 min
(Pyorala et al., 1994). Dicho valor resulta algo inferior al sefialado por otros autores
tras la administracion intravenosa: 389,4; 330; 360 y 319,8 min (Zehl, 1989; Ensink
et al., 1993; Giguére et al., 1996; Haines et al., 2000).

Haines et al. (2000) publicaron valores de aclaramiento (Cl) de 6,16
ml/kg-min tras la administracién intravenosa y de 8,16 ml/kg-min tras la

administracion intragastrica de 7,5 mg/kg de enrofloxacino en yeguas.

En cuanto a la semivida de eliminacion tras la administracion intramuscular
en cerdos, se han obtenido resultados poco uniformes. Asi, Anadon et al. (1999) y
Richez et al. (1994a) muestras valores de 723,6 y 787,2 min respectivamente,
mientras que Zeng y Fung obtuvieron valores muy inferiores (243,6 min). En el caso
de la via intravenosa, los valores obtenidos tras la administracion de una dosis de
2,5 mg/kg, resultan méas uniformes, oscilando entre 330 y 463,8 min (Pijpers et al.,
1997; Richez et al., 1997a; Zeng y Fung, 1997).

En perros, la t, del enrofloxacino tras la administracion oral de 5 mg/kg,
oscila entre 240; 144; 133,8; 162; 276,6 y 256 min (Walker et al., 1992; King et al.,
1993; Cester y Toutain, 1997; Monlouis et al., 1997; Frazier et al., 2000; Heinen,
2002). Puede observarse que los valores aportados por Walker et al. (1992); Frazier
et al. (2000) y Heinen (2002) son superiores a los remitidos por el resto de los
autores. En el caso de la via intravenosa, los distintos estudios revelan los siguientes
valores: 126; 144; 162-180 y 151,2 min (Greene y Budsberg, 1993; Kiing et al.,
1993, Intorre et al., 1995; Cester et al., 1996). Como puede observarse, resultan
semejantes aunque inferiores a los obtenidos por Stegemann et al. en 1996 tras la

administracion de una dosis de 5 mg/kg (288 min).

En el caso de los gatos, el valor de semivida de eliminacion tras la

administracion oral es de 372 min, mientras que para la administracion intravenosa
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es de 402 min (Richez et al., 1997b). En cuanto a la via subcutanea se indican
valores de 140,4 y 155,4 min tras una dosis de 2,5 mg/kg (Lucas et al., 2008).

Broome et al. (1991b) sefialaron un valor de t.,s tras la administracion oral de
144,6 min y de 109,2 min tras la administracion intramuscular en conejos. El valor
obtenido por estos autores tras la administracion intramuscular, es similar al obtenido
posteriormente por Elmas et al. en 2002 (180 min) y en 2007 (144 min). Los valores
obtenidos tras la administracion intravenosa de enrofloxacino resultan muy similares
entre si: 150; 130,8; 112,2; 132 y 180 min (Broome et al., 1991b; Cabanes et al.,
1992; Aramayona et al., 1996; Bregante et al., 1999; Elmas et al., 2007). Con
respecto al aclaramiento (CI) y tras la administracion intravenosa, Aramayona et al.
(1996) y Elmas et al. (2007) refieren valores de 23,9 y 28,3 ml/kg-min,
respectivamente, mientras que Broome et al. (1991b) aportan un valor inferior,
10 ml/kg-min. En cuanto a los valores de Cl para la via intramuscular, se indican
valores de 15 ml/kg-min (Elmas et al., 2002) y 21,7 ml/kg-min (Cabanes et al.,
1992).

Por su parte, Aramayona et al. (1996) obtuvieron un valor de semivida de
eliminacion del enrofloxacino en leche de 73 min, tras la administracion intravenosa

de 7,5 mg/kg de farmaco.

Aramayona et al. (1996) estudiaron, asimismo, la excrecion del enrofloxacino
en leche, observando que tras la administracion de una dosis de 7,5 mg/kg por via
intravenosa se alcanzaba una concentracion maxima en leche de 8,5 pg/ml (tmax,
15-30 min).

En aves, la t,,3 del enrofloxacino para la via oral oscila entre 853,8; 257; 348
y 415,2 min (Anaddn et al., 1995; Abd-el Aziz et al., 1997; Knoll et al., 1999;
Dimitrova et al., 2007) tras la administracion de una dosis de 10 mg/kg. La semivida
de eliminacion calculada en los distintos estudios, es mayor para los pavos que para
los pollos (Abd-el Aziz et al., 1997; Knoll et al., 1999; Sumano et al., 2001 y 2003).
Las posibles causas de este hecho pueden estar en las diferentes condiciones
experimentales, en las peculiaridades de la raza, asi como en las diferencias de peso

de los animales (Dimitrova et al., 2007).
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En el caso de la via intravenosa (10 mg/kg), el valor obtenido en los distintos
estudios es bastante variable. Los valores aportados por Anadon et al. (1995) y
Bugyei et al. (1999) resultan similares entre si (617,4 y 657,6 min respectivamente),
asi como los datos remitidos por otros autores como Geene y Budsberg en 1993
(438 min), Garcia Ovando et al. en 1997 (419,4 min), Knoll et al. en 1999 (336 min)
y Solivan en el afio 2000 (285 min). Sin embargo, resultan muy diferentes a los
obtenidos por Conzelman et al. (1987) (1122 min). Este hecho puede ser debido a
distintos factores, como son la diferecia de edad de los animales, el peso, el sexo, el
tipo de produccion, la tension de las aves o la dosis de farmaco administrada. Todos
ellos son factores que pueden influir sobre la eliminacion del farmaco. En el caso de
la administracion intramuscular Bugyei et al. (1999) sefialan una semivida de

eliminacidn del enrofloxacino de 636 min tras una dosis de 5 mg/kg.

En cuanto al aclaramiento, no se observan diferencias significativas tras la
administracion oral, intramuscular y intravenosa. Asi, tenemos un Cl de 3 ml/min-kg
para la via oral y de 4,16 ml/min-kg para el resto de vias (Bugyei et al., 1999).
Dichos resultados se corresponden con los obtenidos por Anadon et al. (1992)
(4,8 ml/min-kg).

La semivida de eliminacion del enrofloxacino observada tras la
administracion intravenosa en peces fue de 1800 a 1400 min (Browser et al., 1992;
Lewbart et al., 1997). Los estudios llevados a cabo en camellos revelan una tys de
214,8 min (Gavrielli et al., 1995), mientras que en ratas y ratones oscila entre 88,8
y 108 min tras la administracion del farmaco por via intravenosa (Bregante et al.,
1999).

En el caso particular de los animales exoéticos, la semivida de eliminacién del
enrofloxacino obtenida para el varano de la sabana tras la administracion de 10
mg/kg por via oral fue de 1440 min, siendo de 2160 min tras la administracion de la
misma dosis por via intramuscular (Hungerford et al., 1997). Los estudios llevados a
cabo en pitones birmanas y tortugas estrella indias reflejan semividas de eliminacién
de 382,2 y 306 min respectivamente, tras la administracién de 5 mg/kg por via
intramuscular (Young et al., 1997; Raphael et al., 1994). Para el caiman americano
se han obtenido valores de tyg igual a 1260 min para la via intravenosa y de 4663,8
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min para la via oral. EI Cl obtenido tras la administracion intravenosa de 5 mg/kg fue
de 0,78 ml/min-kg (Helmick et al., 2004).
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10. LA GLANDULA MAMARIA

10.1. ORIGEN Y DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria es una glandula epitelial exocrina, que sintetiza leche en
células especializadas llamadas lactocitos, agrupados en alvéolos, y que es excretada
por medio de un sistema de conductos de estructura ramificada (Turner, 1952;
Schmidt, 1974). Es exclusiva de los mamiferos (Mammalia) y estd, cuantitativa y
cualitativamente, adaptada a las necesidades de crecimiento y a la conducta de cada

especie.

La glandula mamaria esta presente en todas las hembras de los mamiferos y,
en forma rudimentaria, en todos los machos. En cuanto a su disposicién, nimero y
emplazamiento, la glandula mamaria varia segun las especies animales, tal y como
muestra la tabla 6 (Schmidt, 1974; Larson, 1985). Podemos observar que en

rumiantes solo se desarrollan las glandulas mamarias inguinales.

De acuerdo con el numero normal de glandulas mamarias, las especies

domeésticas pueden ser clasificadas en:

- Especies bimasticas: bajo este término se engloban aquellas hembras que sélo
poseen un par de mamas o glandulas mamarias, como es el caso de la yegua,

la oveja o la cabra.

- Especies tetramasticas: son aquellas hembras que como la vaca, poseen dos

pares de mamas o glandulas mamarias.

- Especies polimasticas: en este caso el numero de mamas o glandulas
mamarias excede los dos pares. Podemos incluir en este grupo a la gata, la

perra, la coneja y también a la cerda.
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Tabla 6. Variacion en cantidad, emplazamiento y numero de orificios por pezén en
la gldndula mamaria de algunas especies animales comunes (Larson, 1985).

Orden Nombre comun N°de glandulas N° de glandulas N° de glandulas Orificios por pezon
toracicas abdominales inguinales
Marsupialia Canguro rojo 4 15
Gato doméstico 4 2 2
Carnivora
Perro doméstico 4 4 2
Rodentia Ratén doméstico 4 2 4 1
Lagomorfa Conejo 4 4 2 8al0
Proboscidea Elefante 2 10a11
Perisodactila Caballo 2
Bovino 4
Artiodéctila Ovino 2
Caprino 2
Artiodactila Porcino 4 6 4
Primate Humano 2

El desarrollo de la glandula mamaria tiene lugar principalmente durante la
gestacion y el inicio de la lactacion, involucionando rapidamente después del secado.
Esta formada, como veremos mas adelante, por dos estructuras principales: el
parénquima glandular y el estroma o tejido conjuntivo intersticial. Ambas estructuras
se desarrollan muy temprano en el embrion. A partir del ectodermo ventral, se induce
la migracion de células epiteliales hacia ambos lados de la linea media, formando dos
cordones mamarios en la superficie de la piel, constituidos por células epiteliales
ectodéermicas, que se van estrechando hasta formar dos lineas, Ilamadas lineas de la
leche (Pérez-Pérez y Pérez-Gutiérrez, 1987). Asi, a mitad de gestacion, en todos los

embriones de mamiferos aparecen un total de ocho pares de esbozos mamarios. En el
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caso particular del ovino, dichos esbozos pueden observarse claramente en
embriones de 2 cm de largo (cerca de 30 dias de edad), tal como indicé Turner
(1952). A medida que avanza la gestacion, algunos de estos esbozos mamarios se
desarrollan para formar una glandula mamaria propiamente dicha, mientras que otros
inician un proceso de involucion. En el ovino, sélo se mantiene el 7° par mamario,
localizado en posicion inguinal (Delouis y Richard, 1991). Ocasionalmente, el 6° par
puede mantenerse, dando como resultado a los denominados pezones

supernumerarios.

En el momento del nacimiento, la ubre muestra ya una clara diferenciacién de
las cisternas (Sinus lactiferus) y de los pezones (Papilla mammae), asi como también
un desarrollo muy incipiente del sistema ductal. En los primeros meses de vida, la
ubre muestra un crecimiento paralelo al del cuerpo del animal (crecimiento
isométrico), lo que conlleva un aumento en el depdsito graso y de tejido conjuntivo.
Posteriormente la velocidad de crecimiento disminuye, para volver a aumentar en el
momento de la pubertad. Es importante sefialar que durante esta fase, un crecimiento
excesivo del estroma en relacion al parénquima glandular puede afectar
negativamente la futura capacidad de produccion de leche de la ubre. Asi lo refieren
autores como Serjrsen et al. en 1982; Capuco et al. en 1995 y Mantysaari en 2001.
Esta fase critica ocurre antes en ovino que en vacuno, donde el crecimiento del
parénquima termina antes, alrededor de los 4-5 meses de edad, y como consecuencia,
la mamogénesis en las corderas se vera afectada por la nutricion durante y después
de la fase positiva del crecimiento alométrico (Bocquier y Guillouet, 1990; Caja
et al., 2000; Tolman y Mckusick, 2001; Ayadi et al., 2002).

La pubertad, es en la mayoria de las especies, el periodo de crecimiento mas
rapido para los ductos y el estroma de la glandula mamaria. EI comienzo de la
actividad ciclica del ovario da lugar a la produccion de estrogenos (fase folicular) y
progesterona (fase luteal) que inducen el desarrollo preferencial del tejido mamario y
provocan una aceleracion del crecimiento de la glandula mamaria. En dicho
crecimiento, también es necesaria la presencia de la prolactina, hormona de

crecimiento y corticoides adrenales.
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Durante la gestacion, los conductos contintan alargdndose y ramificandose.
Hacia la mitad de la gestacion los alveolos estdn ya formados, pero las células
secretoras no proliferan y no se diferencian hasta el ultimo tercio (Knight y Wilde,
1993), momento en el cual aparece la cavidad alveolar. La prolactina es la
responsable del desarrollo de las células epiteliales secretoras en el interior del
alveolo, y la hormona de crecimiento favorece el crecimiento de los conductos.
Acompafiando a la accion de las hormonas anteriormente mencionadas se encuentra

también el lactdgeno placentario.

Durante el proceso de secado, ocurre el proceso inverso. Se observa la
desaparicion de los alveolos y sustitucion de los mismos por tejido adiposo, la luz
alveolar es practicamente inexistente, y los lactocitos se agrupan en bloques
compactos poco diferenciados, aumentando la proporcion de estroma. Sin embargo,
el proceso mas importante es la regresion del tejido secretor, con la consiguiente
alteracion en la secrecion lactea, que sucede como consecuencia del cambio
estructural que tiene lugar en el lactocito y su muerte celular (apoptosis) (Climent
et al., 2005).

10.2. ANATOMIA EXTERNA

El complejo mamario o ubre, en el ganado ovino se sitla en la region
inguinal, posee generalmente forma globular (aplanada en el lado septal), y esta
constituido por un par de glandulas mamarias separadas por un surco intermamario,
medial y superficial. Este surco marca generalmente la divisién de la ubre en dos
mitades; derecha e izquierda (figura 16). Cada una de las glandulas esta localizada
medial y caudalmente al seno inguinal del mismo lado, y esta provista de un pezén.
De forma general, los pezones son cilindricos con una longitud de 2 a 3 cm,
situandose lateralmente y con sus extremos dirigidos craneal o ventrolateralmente.

En el ganado ovino el nimero de orificios por pezon se reduce a uno.

La piel de revestimiento de la ubre es fina, flexible y movil sobre la fascia
subyacente, excepto en los pezones, donde esta unida a las capas mas profundas que
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forman su pared. Sobre la parte caudal de la ubre, pueden observarse pliegues
cutaneos que ascienden hacia la region del periné.

Morfologia de la ubre ovina: Lateral Morfologia de la ubre ovina: Posterior
o omae  LDISETCION PO SEEEE  Insercion
3.0 posterior # posterior
Surco Surco
intermamario intermamario
=" Fondo Fondo
de de
la EEEEENAN N la
ubre ubre
Corvejon I Corvejon
Pezon
a Insercion delantera b Surco intermamario

Figura 16. Morfologia externa de la ubre ovina: a) Vista lateral. b) Vista posterior.

La parte superior de la ubre de la oveja puede estar cubierta por lana fina y
sedosa, pero la parte que no lo esta tiene generalmente una pigmentacion clara y
frecuentemente puede estar manchada por la secrecion de las glandulas sebaceas
existentes en el interior de las bolsas cutaneas inguinales, que estan situadas entre la
ubre y la cara interna del muslo. La secrecion de estas glandulas se caracteriza por
ser de color amarillo y de consistencia grasienta. Estas invaginaciones cutaneas,
denominadas también senos inguinales, y su secrecion sebacea, poseen dos
propiedades fundamentales: una es la presencia de feromonas que promueven el
reconocimiento materno-filial, y la otra es la disminucion del roce propio del
movimiento de la ubre en lactacion (Ruberte et al., 1994a y b). A diferencia de los

boévidos, los pezones del ganado ovino estan cubiertos por pelos finos diseminados.
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10.3. ANATOMIA INTERNA

La glandula mamaria es una glandula compuesta, de tipo tubuloalveolar, y
como se ha mencionado anteriormente se trata de una glandula sudoripara
modificada, y exocrina. Sin embargo, algunos componentes de la leche, como las
proteinas y los carbohidratos, son excretados en forma merocrina, y otros, como los

lipidos, de forma apocrina (Banks, 1986).

El cuerpo de la mama de la oveja es comparable al de otras especies
domesticas, estando constituido por una cépsula fibroeléastica, tejido conjuntivo
intersticial (estroma) y tejido glandular (figura 17). El parénquima glandular y el
tejido conjuntivo se distribuyen en funcion de la actividad secretora de la glandula.

Asi, conviene sefialar que el tejido intersticial aumenta con la edad.

IR
. +=—— Alvéolos

o
s
P

Vaso : ol AT . ’
linfatico R\ : WL g SR
RS By ¢ _«——— Cisterna de la ubre
Anastomosis—s Lig) Cisterna del pezén
arterio-venosa WY

del pezon w

Figura 17. Estructura interna de la ubre (Hospes y Seeh, 1999).

Ademas de su envoltura cutanea, la ubre posee un sistema de fascias que
funcionan como un sistema de sostén, Ilamado aparato suspensor mamario (Aparatus
suspensorius mamarius). Este esta formado por hojas o laminas laterales (Laminae

laterales) de tejido conjuntivo denso y fibroso, responsables de la fijacién de la
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mama al tronco y al perineo. Ademas, estas ldminas laterales protegen los vasos
mamarios que circulan por el canal inguinal. Dentro del aparato suspensor nos
encontramos también con unas ldminas mediales (Laminae mediales) de tejido
elastico, que se originan en la zona ventral del coxal y en los musculos de la pared
abdominal, dirigiéndose hacia el centro de la ubre y emitiendo laminas que se unen a
los ligamentos o laminas laterales. De esta forma las laminas mediales separan los
dos complejos mamarios por medio de un septo, el cual determina externamente el
surco intermamario. Asi, las dos mamas quedan funcionalmente separadas entre si,
derecha e izquierda, por la envoltura de tejido conjuntivo que las circunda (Ruberte
etal., 1994ay b; Such y Ayadi, 2002).

El parénquima glandular es la parte secretora de la glandula, esta constituido
por una red de conductos, que van desde las estructuras mas internas que son los
alveolos, hasta las mas externas responsables de la recogida y transporte de la leche,

como son las porciones glandular (cisterna) y papilar (pezén) del seno lactifero.

Los alveolos representan las unidades secretoras de la glandula (figura 18).
La pared de dichos alveolos esta revestida por un epitelio simple secretor, de células
cubicas llamadas lactocitos, que se asientan sobre una membrana basal. Los alveolos
mamarios estan rodeados asi mismo, por un sistema capilar arteriovenoso y por
células mioepiteliales que, bajo el efecto vasoconstrictor de la hormona oxitocina,
expulsan la leche acumulada en los alveolos hacia la cisterna mamaria. Esta ultima
puede almacenar la leche secretada entre ordefios debido a la elasticidad de sus
paredes, que pueden variar entre las distintas razas lecheras. El tamafio de los
alveolos varia segun los estadios de la actividad secretora, poseyendo asi limites

irregulares tras el ordefio, cuando se halla la luz parcialmente colapsada.
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Figura 18. Estructura del alvéolo mamario.

Los alveolos se agrupan formando los lobulillos mamarios (Lobuli glandulae
mammariae). La agrupacion de estos lobulillos, separados entre si por tejido
conjuntivo, forman los l6bulos (Lobi glandular mammariae). EI nimero de 1ébulos
por glandula mamaria es elevado. Los alveolos que forman el lobulillo se vacian,
mediante pequefios ductos, en unos tabulos llamados ductos intralobulillares, que a
su vez desembocan en un espacio colector central, del cual parten los ductos
interlobulillares o galactéforos (de epitelio plano poliestratificado no queratinizado),
que vierten la leche a los conductos lactiferos (Calhoun y Stinson , 1980; Gallego
et al, 1983; Paniagua et al., 2002; Ruberte et al., 1994a y b).

Los conductos lactiferos (Ductos lactiferi) se caracterizan por ser tubos de
diverso diametro y longitud, compuestos de un epitelio de una o dos capas de células,
rodeados por otra capa de naturaleza conjuntivo-elastica y por fibras musculares.
Estos tubos, dispuestos de forma paralela, atraviesan regularmente el parénquima, y
son los responsables de conducir la leche proveniente de los alveolos hasta el seno

lactifero (Schwarze y Schroder, 1984).
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En cuanto al seno lactifero (Sinus lactiferus), este se divide en dos partes,
separadas entre si por una constriccion circular o esfinter llamado pliegue anular o
cricoides, una localizada en el interior del parénquima glandular (porcién glandular),
también Ilamada cisterna mamaria o de la ubre, y otra localizada en el interior del
pezén, conocida como cisterna del pezon (porcidn papilar), que se comunican con el
exterior por un unico orificio papilar. La forma de la cisterna de la ubre es muy
variada, presentando formas cavernosas que varian desde cisternas circulares a
lobulares formadas a partir del ensanchamiento de los conductos lactiferos. Estos
aspectos han sido confirmados en ovino, tanto de carne como de leche, mediante
ecografia (figura 19) (Ruberte et al., 1994a; Caja et al., 2000).

Figura 19. Estructura interna de la ubre ovina. PG: parénquima glandular; CM:
cisterna mamaria; O: orificio del pezon; CP: esfinter cricoideo (Ruberte et al.,
1994ay Caja et al., 2000).
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10.4. VASCULARIZACION

La irrigacion sanguinea de la ubre, en su mayor parte, llega a través de la
arteria pudenda externa (una por cada mitad de la ubre), que es una rama del tronco
pudendo epigastrico. Al atravesar el canal inguinal la arteria pudenda externa se
transforma en arteria mamaria, que llega hasta la base de cada mama. Las arterias
mamarias describen una flexura sigmoidea, ésta permite un flujo de sangre continuo,
relativamente lento y adaptable a las variaciones de altura que sufre la mama en
produccion, constituyendo asi un sistema de proteccion para evitar un estiramiento
excesivo de los vasos sanguineos cuando la ubre estd completamente llena y
desciende. La parte posterior de cada glandula mamaria esta irrigada por la arteria
mamaria caudal, rama que emite la arteria pudenda externa una vez atravesado el
canal inguinal. A continuacion, la arteria mamaria principal se divide en arteria
mamaria craneal (arteria epigastrica superficial caudal) y arteria mamaria media. La
arteria mamaria media emite la arteria del seno lactifero, ademas de otras pequefias
arterias, que a diferencia de los grandes rumiantes, establecen anastomosis con las de
la glandula contralateral (Dyce et al., 1999, Climent et al., 2005). La parte posterior
de la ubre esta irrigada ademas, por las arterias perineales izquierda y derecha. La
arteria pudenda externa presenta un didmetro aproximado de 0,7 cm, y va
acompafiada a su paso por el canal inguinal de una vena satélite (vena pudenda

externa), vasos linfaticos y nervios (figura 20).

La vena pudenda externa realiza la mayor parte del drenaje venoso de la
ubre. Al igual que la arteria pudenda externa describe una curva en forma de S, antes
de transportar la sangre a la vena cava posterior por medio de la vena iliaca. Después
de penetrar en la ubre, la vena se ramifica maltiples veces para formar una red de
vénulas que reciben sangre de cada uno de los alveolos. La segunda vena en
importancia de cada una de las dos mitades de la ubre es una continuacién de la rama
craneal de la vena mamaria que sale de la ubre por su borde anterior y sigue a lo

largo de la superficie ventral del abdomen, formando la vena abdominal subcutanea.

Los alveolos estan rodeados por capilares sanguineos responsables del aporte

de nutrientes, que son absorbidos por las células epiteliares, transformandose en
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componentes de la leche, y posteriormente son liberados a la luz de los alveolos
(Schmidt, 1974).

Tras el parto, el aporte sanguineo a la ubre se incrementa considerablemente,

para poder aportar la cantidad de nutrientes necesarios para la sintesis de la leche.

10.5. INERVACION

La ubre recibe una inervacién mdaltiple procedente de nervios espinales
lumbares y sacros. La sustancia glandular y las partes profundas de la pared del
pezdn estan inervadas solamente por el nervio genitofemoral, el cual acompafia a la
arteria y vena pudenda externa en su paso por el canal inguinal. Por su parte, la piel
que reviste la ubre recibe inervacion de tres procedencias distintas. Asi, de craneal a
caudal se ve inervada por las ramas ventrales del primero y segundo nervio lumbar,
nervio iliohipogastrico y nervio ilioinguinal respectivamente, por el nervio

genitofemoral y por las ramas mamarias del nervio pudendo (Climent et al., 2005).

10.6. VASOS LINFATICOS

Los linfaticos que drenan la ubre se manifiestan bajo la piel, sobre todo en los
animales de gran produccién. El drenaje linfatico se produce en todo el 6rgano,
incluso en los pezones, para llegar a los ganglios inguinales superficiales (mamarios
0 supramamarios), situados fuera del anillo inguinal externo sobre la porcién caudal

de la base de la ubre.
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Figura 20. Vascularizacion de la glandula mamaria de la oveja
(Climent et al., 2005).

10.7. MODELOS IN VITRO DE UBRE PERFUNDIDA

Los modelos de ubre aislada perfundida han tenido hasta la fecha poco uso
como modelo fisioldgico. Zeitlin y Eshraghi (2002) llevaron a cabo una busqueda
bibliogréafica retrospectiva desde el afio 1964 hasta 2001, obteniendo menos de 40

publicaciones al respecto.

El primer grupo de investigadores en utilizar el modelo in vitro de ubre
bovina perfundida fue el compuesto por Peeters y Massart-Leen en 1947. El medio
de perfusion utilizado en estos estudios iniciales fue sangre heparinizada y
oxigenada. En el caso del modelo de ubre bovina se utilizé sangre bovina y afios mas
tarde en estudios similares que utilizaban el modelo de ubre caprina, sangre de cabra
(Massart-Leen et al., 1986). Este modelo de ubre caprina fue utilizado también por
otros investigadores, que a diferencia de los anteriores utilizaron la solucion de
Krebs-Henseleit en vez de sangre como medio de perfusién (Hardwick y Linzell,
1960; Linzell et al., 1972).
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En estudios mé&s recientes llevados a cabo por Kietzmann y sus
colaboradores, en los distintos modelos de ubre aislada perfundida, la solucién de
perfusion utilizada ha sido la denominada solucion Tyrode (Kietzmann et al., 1993;
Baumer y Kietzmann, 2001; Zeitlin y Eshraghi, 2002). Estos modelos se utilizaron
como punto de partida para el modelo in vitro de ubre ovina perfundida descrito en
este trabajo.

El modelo de ubre perfundida ha sido utilizado para estudiar el metabolismo
mamario (Wood et al., 1965; Hardwick, 1966), el mecanismo de produccién de leche
(Hardwick y Linzell, 1960) asi como la farmacologia (Kietzmann et al., 1993) y
fisiopatologia (Baumer y Kietzmann, 2001) de la piel. Por su parte Zeitlin y Eshraghi
(2002) lo utilizaron para el estudio de la liberacion de mediadores locales y la
modulacién del flujo sanguineo mamario. Ademas, este modelo in vitro se considera
adecuado para el estudio de la farmacocinética de los farmacos administrados por via
intramamaria, asi como para determinar las concentraciones de farmaco activo en el
tejido mamario después de la administracion sistémica e intramamaria (Ehinger y
Kietzmann, 2000a y b; Ehinger et al., 2006).

Actualmente, y por razones éticas y préacticas, para evaluar la distribucién
tisular de los antibacterianos administrados por via intramamaria, se realiza el
muestreo de leche y sangre in vivo (Rollins et al., 1970). Sin embargo, este método
no representa exactamente la concentracion verdadera del farmaco en el tejido
glandular. El estudio in vitro realizado en este trabajo permite medir las
concentraciones del farmaco en el tejido mamario, y supone un complemento a los

estudios de distribucion llevados a cabo in vivo.
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11. MASTITIS EN GANADO OVINO

Las mastitis suponen uno de los mayores problemas sanitarios y econdmicos
que afectan al sector lechero ovino, debido a los efectos que ocasiona sobre la

produccién y la calidad de la leche.

El conocimiento de los microorganismos causantes de mastitis en el ganado
ovino lechero es importante, no solo para el tratamiento sino también para la
aplicacion de programas de control de esta enfermedad, debido a las diferencias que
presentan entre si en cuanto a habitat, formas de transmision, repercusion clinica y

productiva.

Los trabajos realizados al respecto son numerosos, aungue en la mayor parte
de las ocasiones se centran en estudios etioldgicos sobre un numero de rebafios
limitado y en &reas geogréaficas concretas. Sin embargo, existe un estudio muy
completo realizado por Esnal et al., en 2008, en el cual se estudié un nimero muy
elevado de muestras (17.978) y de rebafios (2.000), pertenecientes a toda la geografia
espafola (Castilla y Leon 72%; Castilla la Mancha 18,62%; Otras 9,38%).

Por otro lado, estudiar la distribucion de cada patdgeno en funcion de su
presentacion clinica o subclinica, puede reflejar una etiologia predominante distinta
en funcidon de dicha presentacion, ayudando a reorientar posibles estrategias de

control.

Los principales estudios etiologicos sobre mastitis en ganado ovino lechero
realizados en Espafia, muestran que el grupo patégeno mas aislado en términos
globales son las Micrococcaceas, representado por Staphylococcus —spp.
(Staphylococcus aureus) y Micrococcus spp. (SCN + Micrococcus spp.). Las
bacterias del género Staphylococcus spp. son responsables del 60-80% de los casos
de mastitis en pequefios rumiantes (Las Heras et al., 1999). El segundo grupo mas
aislado es el representado por Micoplasma spp., siendo el tercero el de las
Streptococcaceas, que incluye a Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis y
Enterococcus spp. (Marco, 1994; Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Gonzalo et al.,
2002; Esnal et al., 2008).
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La frecuencia de aislamiento de los patogenos en funcion del tipo de mastitis
muestra diferencias notables. Asi, en el estudio llevado a cabo por Esnal et al.,
(2008), en las mastitis clinicas el patogeno mas frecuente aislado fué Micoplasma
spp. seguido de Staphylococcus aureus. Por el contrario, el grupo de los SCN, si bién
manifestd una patogenicidad clinica elevada, su frecuencia a nivel clinico fue
marcadamente inferior que a nivel subclinico. Destaca en el caso de las mastitis
clinicas la presencia de especies minoritarias como Pseudomonas spp,
Mannhemia spp., Pasteurella spp. y Arcanobacterium pyogenes. El importante papel
que juega Staphylococcus aureus en las mastitis clinicas del ganado ovino y la menor
patogenicidad a nivel clinico de los SCN esta ademas ampliamente documentado
(Marco, 1994; Bergonier et al., 2003a y b). En el caso de las mastitis subclinicas
fueron los SCN los patdgenos mas frecuentes, seguidos de Saphylococcus aureus,

Streptococcus spp. Y Mycoplasma spp.

Para concluir, y teniendo en cuenta los estudios anteriormente mencionados,
podemos resumir diciendo que es la Agalaxia Contagiosa la patologia mamaria mas
importante de la cabafia de ovino lechero de nuestro pais.

Por otro lado, una vez que una mastitis clinica aguda es detectada, no hay méas
remedio que adoptar medidas terapéuticas, ya que de lo contrario podemos
comprometer la funcionalidad de la glandula afectada o incluso la vida del animal.
Aunque algunos ensayos han utilizado con éxito la administracién supramamaria , lo
cierto es que en la préctica el tratamiento de las mastitis clinicas agudas se realiza por
via intramamaria y/o por via intramuscular. En general la via intramamaria es el
mejor método para asegurar la presencia de altas concentraciones de antibacteriano
en la glandula mamaria. Sin embargo, en algunos casos la intensidad de la respuesta
inflamatoria puede dificultar el acceso de los antibacterianos via canalicular, siendo
necesario entonces recurrir también (0 como método Unico) a la administracion

parenteral.

La administracion intramamaria de antibacteriano debe realizarse una vez al
dia, después de un vaciado a fondo de la ubre. Pero si el proceso inflamatorio nos
obligara a realizar un nuevo vaciamiento de la ubre afectada antes de 24 horas,

repetiremos la administracion del antibacteriano. Si se va a complementar el
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tratamiento intramamario con un antibacteriano via parenteral, debemos asegurarnos
que el antibacteriano elegido no sea antagonista del usado via intramamaria y que la

farmacocinética del mismo asegure su presencia en la glandula mamaria.

105






MATERIAL Y METODOS






Material y métodos

1. MODELO IN VITRO DE UBRE OVINA PERFUNDIDADA

Para el desarrollo del modelo de ubre ovina perfundida nos hemos basado en
los estudios previamente realizados por diversos autores que habian utilizado ubre
bovina (Linzell et al., 1972; Kietzmann et al., 1993; Ehinger y Kietzmann, 2000a y
b; Pittermann, 1999; Zeitlin y Eshraghi, 2002; Ehinger et al., 2006;
Kietzmann et al., 2008).

Para este estudio se emplearon 32 ovejas sanas de raza Assaf, procedentes de
la granja asociada a la Facultad Veterinaria de la Universidad de Ledn. La edad de
dichos animales estuvo comprendida entre los cuatro y cinco afios, siendo el peso

medio de 50 * 6,7 kg por animal (figura 21).

Figura 21. Oveja Assaf.
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Los animales se encontraban en distintas fases de lactacion, recibiendo dos
ordefios diarios y una alimentacion especial basada en la administracion de cebada a
libre disposicion, heno de hierba y una mezcla unifeed (a razén de 3 kg por animal y
dia). Esta mezcla unifeed estd compuesta por maiz, soja, pulpa de remolacha,

algododn, alfalfa, cebada y un corrector vitaminico-mineral.

En el momento de su utilizacion, los animales fueron trasladados a la Unidad
de Cirugia de la Facultad Veterinaria, donde previo ordefio, se procediéo a su
eutanasia y posterior diseccion de la glandula mamaria para desarrollar el modelo de

ubre ovina perfundida.

El protocolo utilizado para la eutanasia consistio en la administracion
secuencial de 3 farmacos por via intravenosa en la vena yugular. El primero de ellos
fue el propofol (Propovet®) a una dosis de 3 mg/kg de peso vivo. Inmediatamente
después se administré heparina (Heparina Rovi 5%®) a una dosis de 20.000 Ul/oveja,
lo que equivale a 400 Ul/kg de peso vivo, con el fin de evitar la coagulacion
sanguinea post mortem y facilitar la sustitucion de sangre por la solucion de
perfusion en todo el entramado vascular. Aunque estudios anteriores muestran la
utilizacién de una dosis de heparina superior, 1000 Ul/kg de peso vivo (Linzell et al.,
1972), hemos podido comprobar durante las pruebas preliminares, que no es
necesaria una dosis tan elevada. Por ultimo, transcurridos unos 5 min de la
administracion del anticoagulante, se procedio a la administracién del eutanésico, en

este caso Embutramida (T-61%) a una dosis de 100 mg/kg de peso vivo (figura 22).

Figura 22. Farmacos utilizados en el protocolo de eutanasia.
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Inmediatamente después de la eutanasia se realizd la diseccion de la glandula
mamaria. Para ello se coloco al animal en decubito supino, fijando las extremidades
posteriores para facilitar el acceso a la zona abdominal. Posteriormente se procedio al
rasurado y limpieza, tanto de la ubre como de la zona adyacente a la misma. A
continuacion se realizd una incision cutanea oval alrededor de la ubre, tomando
como punto de referencia el ombligo del animal. Se ligaron las venas abdominales
mamarias subcutaneas, asi como otros pequefios vasos observados, a medida que se
realizaba diseccion roma con la mano o con una tijera de diseccion de punta roma,
para separar la glandula mamaria de la pared abdominal. Las arterias y venas
mamarias fueron ligadas en su salida del canal inguinal (figura 23).

Destacar que en la diseccion de la ubre se incluyé no solo la glandula
mamaria, sino también el aparato suspensor medio y la piel adyacente, dos
estructuras importantes para la posterior sujecion de la ubre en el soporte metalico
(figura 24).

Una vez finalizada la diseccion y ligadas las arterias y venas
correspondientes, se procedié a suspender la ubre en un soporte tubular metélico, de
forma que, los pezones quedasen libres y la ubre en una posicion lo més fisioldgica
posible. Para ello la ubre fue suspendida por la piel y el ligamento suspensor medio,

tal y como se muestra en la figura 24.

Se canula entonces la arteria y vena mamaria de una de las glandulas, ya que
en este estudio solo se perfunde la mitad del 6rgano, permaneciendo, por lo tanto,
ligada la arteria y vena mamaria de la glandula contralateral. Para la canulacion tanto
de la arteria como de la vena mamaria se empled un Catéter intravenoso de 14 GA
(2,1 x 45 mm) (BD Insyte™), que fue fijado al vaso mediante la utilizacién de

sutura.

Seguidamente, la arteria mamaria fue perfundida con 50 ml de medio de
perfusion, que en nuestro caso fue solucion Tyrode. Esta solucidn estaba compuesta
por: 8 g/l de NaCl; 200 mg/l de KCI; 265 mg/l de CaCl, 2 H,0; 213 mg/l de MgCl,
6 H,0; 1 g/l de NaHCO3; 65 mg/l de NaH,PQO,; 1,1 mg/l de glucosa, y tenia un pH

de 7,4. La solucidn se heparinizaba con 1.000UI/I de heparina, se burbujeaba con una
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mezcla de gases (95% O, y 5% CO;) y se mantenia a una temperatura de
39,86 + 0,21°C. En nuestro estudio, ademéas se le afiadié el diurético osmotico,
manitol (60 g/l), para reducir la formacion de edema observada por otros autores en
estudios similares (Kietzmann et al., 1993; Zeitlin y Eshraghi, 2002).

Esta perfusion inicial de 50 ml de solucion Tyrode permite limpiar
parcialmente el sistema circulatorio, permitiendo asi sustituir poco a poco la sangre

por la solucion Tyrode.

Figura 23. a) Diseccion de la glandula mamaria. b) Arteria y vena mamaria en su

salida del canal inguinal.
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Figura 24. a) Fijacion de la ubre al soporte metalico. b) Canulacién de la arteria y

vena mamaria. ¢) Catéter intravenoso.

Inmediatamente después, y ya de forma continua, se hace pasar el liquido de
perfusion a través de la glandula mamaria, ayudandonos para ello de una bomba
peristaltica (Percom-1). El flujo de perfusion depende de la presion alcanzada a nivel
de la glandula mamaria. La presion de perfusion es medida de forma continua
durante todo el procedimiento mediante un tranductor conectado a una T o llave de
tres vias, al cateter arterial, y al monitor de presiones (hp Hewlett Packard
Model 66S).

Durante el estudio inicial se valoré la relacion entre el flujo de perfusién y la
presion alcanzada, ajustandose la presion de perfusién en un rango de 50-60 mmHg

(Kietzmann et al., 2008). Aunque la presion alcanzada en el modelo in vitro resulta
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inferior a la presion alcanzada in vivo, se ha demostrado que el flujo de perfusion es
suficiente para que el liquido llegue a todos los vasos sanguineos, incluso a los vasos
subcutaneos. Para demostrar este hecho, se procedio a realizar la prueba del Trypan
azul al 1%. Asi, al final del periodo de perfusion se administré una solucion de
Trypan azul al 1% por via intravenosa (arteria mamaria), realizando posteriormente
la necropsia de la ubre y observandose la tincion azulada, tanto de los vasos
subcutaneos, como del tejido glandular y conectivo de la glandula perfundida. Se
debe tener en cuenta la presencia de una tincion azulada ramificada muy leve a nivel
de la glandula no perfundida. Este hecho es debido a que en la especie ovina, y a
diferencia de la bovina, la arteria mamaria media emite no sélo la arteria del seno
lactifero sino también una serie de pequefias arteriolas que establecen anastomosis
con las arteriolas de la glandula contralateral (Dyce et al., 1999; Climent et al.,
2005). En todos los 6rganos incluidos en este estudio el resultado de esta prueba fue

positivo (figura 26 y 27).

Durante el tiempo que durd el experimento la ubre fue mantenida a una
temperatura de 37 + 0,3°C. Para ello se utilizd un radiador eléctrico colocado cerca
de la ubre. Para evitar la excesiva desecacion de los tejidos expuestos se procedié a

irrigar de forma periddica dichos tejidos con solucion Tyrode.

El liquido de perfusion, se mantuvo, como ya se menciond anteriormente, a
una temperatura de 39,86 + 0,21°C, mediante la ayuda de un bafio térmico (Bunsen
TFB) a 45°C. Para controlar la temperatura del liquido a lo largo del periodo de
perfusidn, se llevaron a cabo mediciones periddicas de la misma a nivel del catéter de
salida. La media de los valores obtenidos fue de 34,82 £+ 0,19 °C. Debemos sefialar
que la temperatura de entrada fue medida a nivel del recipiente que contenia los
4 litros de solucidn de perfusion, mientras que la temperatura de salida fue medida a
nivel del tubo de plastico conectado al catéter venoso. Este dato es importante ya que
la pérdida de temperatura del liquido de perfusion en su recorrido por el tubo, tanto
de entrada como de salida, es de 1 °C. De ello se deduce, que en el momento de
entrada del liquido en la glandula mamaria, la temperatura del mismo fue de
38,86 + 0,21°C, mientras que la temperatura de salida fue de 35,82 + 0,19°C.
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Una vez iniciada la perfusion continua de la glandula, existe una fase

denominada fase de equilibrio.

En los experimentos llevados a cabo con tejidos aislados perfundidos se debe
tener en cuenta el siguiente aspecto: la sustitucion de sangre como liquido de
perfusion en el animal vivo por la solucion de perfusion, en este caso solucion
Tyrode, en el modelo in vitro lleva consigo la aparicion de una serie de cambios en
los distintos parametros bioquimicos. Para conseguir de nuevo el equilibrio, y la
estabilizacion en dichos parametros, se requiere de un periodo més o menos largo. Al
respecto, Kietzmann et al. (1993) establecieron en sus estudios un periodo de
equilibrio de 15 min, sin embargo Hardwick y Linzell (1960) y Peeters y Massart-
Leen (1947) que llevaron a cabo estudios en ubres caprinas y bovinas perfundidas
respectivamente, no mencionan la utilizacion previa de un periodo de equilibrio. Por
otro lado, Zeitlin y Eshraghi (2002), establecieron un periodo de equilibrio de

30 min.

En nuestro caso, y estando de acuerdo con la necesidad de un primer
momento de equilibrio tras las sustitucion de sangre por el liquido de perfusion, se
consider6d oportuno establecer dicho periodo en 20 min. Ademas de producirse el
remplazo completo de sangre de todos los vasos sanguineos por el liquido de
perfusidn, se ajusta tanto el flujo como la presion de perfusiéon. Durante esta fase,
estamos ante un circuito abierto, es decir, el liquido que entra por el catéter arterial y
sale por el catéter venoso, no vuelve al recipiente inicial, sino a un recipiente
colector. Una vez transcurridos los 20 min, y observado que el liquido que sale por la
vena ha virado de rojo a casi incoloro se procede a establecer un circuito cerrado. En
este circuito el liquido que sale por el catéter venoso vuelve al recipiente inicial. El
volumen que tenemos en el recipiente inicial es de 4 litros, que corresponde al
volumen total de sangre de una oveja de unos 50 kg de peso vivo. Este volumen ha
sido calculado teniendo en cuenta que el volumen sanguineo de una oveja es de
80-90 ml/kg de peso vivo y que el peso medio de nuestros animales fue de 50 + 6,7
kg (figura 25).
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Figura 25. a) Circuito abierto (fase de equilibrio). b) Circuito cerrado

(recirculacion).

El experimento finaliz6 a los 180 min de completada la fase de equilibrio e
instaurado el circuito cerrado. Durante este periodo se tomaron muestras del liquido
de perfusion a distintos tiempos (30; 60; 90; 120; 150 y 180 min). A los 180 min se
tomaron las muestras de tejido mamario (biopsias) a los 2, 4, 6 y 8 cm de altura,

tomando como punto de referencia la base del pezon.

Tanto las muestras de liquido perfundido como las muestras de tejido
mamario fueron congeladas a -20°C, y posteriormente almacenadas a -80°C hasta su

procesamiento.

El protocolo anteriormente descrito fue aplicado tanto para el grupo de
administracion sistémica, como para el de administracién intramamaria de

enrofloxacino.

1.1. ESTUDIO DE VIABILIDAD

La viabilidad de las ubres perfundidas fue controlada mediante la utilizacion
de parametros bioquimicos, tales como, el consumo de glucosa y la produccion de
lactato. (Kietzmann et al., 1993; Ehinger y Kietzmann 2000a y b; Ehinger y
Kietzmann, 2006; Kietzmann et al., 2008). Dichos parametros fueron medidos en la
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soluciéon Tyrode a los mismos tiempos a los que obtuvimos las muestras para la

determinacién del farmaco.

De la misma forma se controlé el pH de la solucion Tyrode, asi como el flujo

y la presion de perfusion.

Una vez finalizado el periodo de perfusion y con el objetivo de llevar a cabo
un estudio histologico para descartar la presencia de lesiones en el tejido perfundido
se procedio a la recogida de muestras, tanto del tejido mamario perfundido como del
tejido mamario contralateral no perfundido. Todas las muestras se introdujeron,
durante 2 dias, en una solucion de formol tamponado al 10% para realizar su fijacion.
Tras su procesamiento histologico rutinario, se obtuvieron secciones de 3um de
grosor que fueron tefiidas posteriormente mediante la técnica de hematoxilina-eosina
(H-E).

Arteria mamaria
izqqiert_da

Vista lateral izquierda

Figura 26. a) Prueba Trypan azul: administracion. b) Distribucion del colorante por

los vasos subcutaneos.
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Figura 27. Necropsia: distribucion del colorante (Trypan azul) por la

glandula mamaria.
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1.2. ADMINISTRACION DEL FARMACO Y TOMA DE MUESTRAS
1.2.1. Administracion intramamaria

En 14 de las ubres y tras la fase de equilibrio, se procedié a la administracion
de la formulacion de enrofloxacino (1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20%
m/m)) por via intramamaria, es decir, a través del canal del pezon, previamente
desinfectado con alcohol al 96%. Una vez administrada la pomada, se practico un
ligero masaje a nivel de la cisterna, tanto del pezon como mamaria, para favorecer la

distribucion del farmaco (figura 28).

acion
b intramamaria
—

Figura 28. a) Desinfeccion del pezén. b) Administracion intramamaria de la pomada

a base de enrofloxacino.

1.2.2. Administracion sistémica

La administracion sistémica del farmaco en el modelo in vitro de ubre ovina
perfundida, fue simulada en 12 ubres mediante la adicion de una Unica dosis de
enrofloxacino (17,04 mg) al liquido de perfusion, equivalente a una dosis de 5 mg/kg

de peso vivo.
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1.2.3. Toma de muestras

En cuanto a la toma de muestras, y como ya se menciond anteriormente, el
protocolo seguido tanto para la administracion intramamaria como sistémica fue el

siguiente:

¢ Las muestras de liquido perfundido fueron tomadas a los 30; 60; 90; 120;

150 y 180 min de finalizada la fase de equilibrio.

¢ Las muestras de tejido mamario (biopsias) fueron tomadas al finalizar los

180 min de perfusion, a los 2, 4, 6 y 8 cm de altura a partir de la base del pezon.

Tanto el liquido de perfusién como las biopsias fueron congeladas a -20°C y

posteriormente almacenadas a -80°C hasta su procesamiento (figura 29).

En el caso particular de la administracion sistémica, se procedio a la recogida
de pseudo-leche mediante el ordefio de la mama perfundida. Estas muestras fueron
recogidas a los 180 min y almacenadas hasta su procesamiento a -20°C.

Figura 29. Toma de muestras.
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2. MODELO IN VIVO: ADMINISTRACION DEL FARMACO Y
TOMA DE MUESTRAS

En este caso, se procedi6 a la administracion de la formulacion de

enrofloxacino por via intramamaria a 6 animales vivos.

Los animales fueron sometidos a un ordefio previo completo. Posteriormente,
se procedio a la colocacion de un Catéter intravenoso a nivel de la vena yugular,
recogiendo en este momento una muestra de sangre, correspondiente al tiempo 0
(figura 30). A continuacién se administrd la pomada de enrofloxacino por via
intramamaria, previa desinfeccion del pezon. Inmediatamente después se practico un

suave masaje para favorecer la distribucion del farmaco.

Figura 30. Canulacion de la vena yugular en oveja.

Las muestras sanguineas fueron recogidas en tubos heparinizados a los
siguientes tiempos: 30; 60, 90; 120; 150 y 180 min. Transcurridos los 180 min, los
animales fueron sacrificados siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1, a
excepcion de la utilizacion de heparina. Una vez sacrificados se procedio a la toma

de muestras del tejido mamario (2, 4, 6 y 8 cm).

Las muestras sanguineas recogidas fueron posteriormente centrifugadas
durante 20 min a 1.500 rpm. A continuacion se extrajo el plasma sobrenadante por

aspiracion con pipetas Pasteur. Tanto las muestras plasmaticas como las biopsias de
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tejido mamario fueron congeladas a -20°C y posteriormente almacenadas a -80°C

hasta su procesamiento.

3. REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPOS EMPLEADOS EN LA

PREPARACION DEL MODELO IN VITRO, LA

ADMINISTRACION DEL FARMACO Y LA TOMA DE

MUESTRAS.

120

¢ Cloruro de sédio grado p.a. (AnalaR NORMAPUR).

¢ Cloruro de potasio grado p.a. (Probus).

¢ Cloruro de calcio grado p.a. (Panreac).

¢ Cloruro de magnesio grado p.a. (Probus).

¢ Bicarbonato de sddico grado p.a. (Probus).

¢ Fosfato monosddico grado p.a. (Panreac).

¢ Glucosa (Panreac).

¢ Manitol (Fresenius Kabi).

¢ Agua bidestilada Mili-Ro (Millipore)

+ Propofol (Propovet®).

¢ Heparina (Heparina Rovi 5%°).

¢ Embutramida (T-61%).

+ Soluciodn inyectable de enrofloxacino (Syvaquinol®, Laboratorios SYVA).
¢ Pomada intramamaria de enrofloxacino al 20% (Laboratorios SYVA).
e Mango de bisturi n°4 y hojas de bisturi n°24.

e Tijera de Mayo.
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e Tijera de Metzenbaum.

e Portaagujas de Mayo-Hegar.

e Pinzas de diseccion (con dientes y sin dientes).

e Pinzas hemostaticas: Mosquitos.

e Pinzas de campo Backhaus y Cangrejos.

e Material de sutura no absorbible: Seda (0, 1, 3/4).

e Catéter intravenoso: 14 GA (2,1 x 45 mm) (BD Insyte™).
e Jeringuillas (50 ml, 20 ml, 10 ml, 5 ml, 2 ml) y agujas .

e Soporte metalico.

o Llave de tresviaso T.

e Sistema de suero.

e Vaso de precipitado (4L).

e Varilla de vidrio.

e Cuchilla, gasas, esparadrapo y alcohol al 96%.

e Pipetas Pasteur de vidrio (Krape, S.A).

e Tubos de polipropileno de 1,5 ml de capacidad (Treff AG).
e Termdmetro (Inserbo).

m Balanza de precision AyD ER-120a.

m Bomba peristéltica (Percom-1I).

m Monitor de presiones (hp Hewlett Packard Model 66S) y transductor.
m Bario térmico (Bunsen TFB).

m Bombona mezcla gases (95 % O, y 5 % CO,) (Carburos Metalicos S.A.).
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m Congelador -80°C (MDF-V7386S Sanyo).
m Congelador -20°C (larp).
m Centrifuga modelo H-103N (Kokusan).
m pH/mV-metro modelo micropH 2000 (Crison).
m Accutrend Sensor (Roche).

m Cobas Integra 400 (Roche).
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4. METODO DE CUANTIFICACION DEL ENROFLOXACINO

4.1. TECNICA

La identificacion y cuantificacion del enrofloxacino presente en las distintas
muestras, se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase

reversa con detector de ultravioleta (UV).
Las condiciones operativas fueron las siguientes:
¢ Longitud de onda del detector: 278 nm.
¢ Flujo: Iml/min.

¢ Fase movil: mezcla de una disolucion de acetato sodico 0,1 M y
acetonitrilo en la proporcion 60/40 (v/v), ajustado el pH a 5 con la adicion de

acido acético glacial.
¢ Columna Nova-Pak® Cig de 4,6 x 250 mm (Waters).

Bajo estas condiciones, el tiempo de retencién del enrofloxacino fue de
2,68 min aproximadamente (figura 31), sin que la presencia de heparina, propofol o

embutramida creara interferencias.

0532 4
2,68 min
0.254
0.24 4

0.20

016

AU

0124
0.054

0.04

0.00

. . . . . . . . .
0.50 100 1.50 200 250 300 3.50 400 450
Tiempo (min)

Figura 31. Cromatograma obtenido tras la inyeccion de: a) patron de
enrofloxacino (10 pg/ml).
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Figura 31 (continuacion). Cromatograma obtenido tras la inyeccion de: 1b) sol.

Tyrode blanco tras extraccion; 2b) tejido mamario blanco tras extraccién; 3b) plasma

blanco tras extraccion; 4b) leche blanco tras extraccion; 1c) patrén de enrofloxacino

(10 pug/ml) en sol. Tyrode tras extraccion; 2c) patron de enrofloxacino (10 pg/ml) en

tejido mamario tras extraccion; 3c) patron de enrofloxacino (10 pg/ml) en plasma

tras extraccion; 4c) patron de enrofloxacino (10 ug/ml) en leche tras extraccion.
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4.2. OBTENCION DE LA RECTA DE CALIBRADO

Para realizar el calibrado, se prepar6 una disolucion inicial de enrofloxacino
en fase mavil a una concentracion de 1 mg/ml. A partir de ella, y diluyendo con fase
movil, se prepararon 11 disoluciones patrén a las concentraciones de 100; 50, 20; 10;
5;2;1;0,8;0,5;0,2y0,1 pg/ml. Debido a que se inyectaba un volumen fijo de 50 pl,
las cantidades de enrofloxacino inyectadas fueron 5; 2,5; 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05; 0,04;
0,025; 0,01 y 0,005 pg.

La mejor correlacion entre la concentracion de enrofloxacino y la altura del
pico (tabla 7) se obtenia si se consideraban dos lineas rectas. La primera de ella, de

ecuacion:

y = 109,16 + 16779,54 x (r* = 0,9981) (p< 0,001)
se aplicaba en el intervalo de concentraciones de 0,1 a 1 pg/ml.

La segunda recta, de ecuacion:

y = - 10913,63 + 17655,71 x (r* = 0,9992) (p< 0,001)
se utilizaba en el intervalo de concentraciones de 2 a 100 pg/ml.

Con estas condiciones de trabajo, la concentracion minima cuantificada se

situ6 en 0,08 pg/ml.
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Tabla 7. Condiciones iniciales de calibrado (patrones de enrofloxacino en fase

movil).

Concentracion Coeficiente de
de la disolucion Altura del Variacion
inyectada (pg/ml) pico (%)

XI
I+
o]
m

0,1 1444 1472,60 £ 17,73 1,20
1487
1469
1476
1487

0,2 3693 3759,00 + 50,49 1,34
3728
3793
3761
3820

0,5 8246 8297,00 + 48,63 0,59
8279
8264
8359
8337

0,8 14236 14277,20 £ 52,78 0,37
14232
14258
14357
14303

1 16472 16366,80 + 91,33 0,56
16441
16261
16292
16368

2 31151 31150,60 + 113,03 0,36
31111
31041
31110
31340

5 80139 80146,20 + 432,40 0,54
79744
80220
79802
80826

10 190936 190153,80 + 1677,28 0,88
188066
189321
189938
192508

20 320348 320104,60 + 788,27 0,25
320240
321180
319689
319066

50 832439 835583,80 + 4015,80 0,48
841758
834379
837258
832085

100 1794445 1774608,00 + 12477,85 0,70
1772296
1764452
1764081
1777766

X = media, DE = desviacion estandar.
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20000
Y =109,16 + 16779,54 X
r* = 0,9981; p< 0,001 A
15000 —
10000 —
5000 —
I I I I I
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracién (pg/ml)
s | Y=-1091363 + 17655,71 X
LOx10% 7 12 _ 5 9992: p< 0,001 B
1,2x108 —
800,0x103 —
400,0x10° —
I I

20 40 60 80 100

Concentracién (pg/ml)

Figura 32. Rectas de calibrado: (A) intervalo entre 0,1y 1 pug/ml; (B) intervalo entre
2y 100 pg/ml.
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4.3. EXACTITUD Y REPRODUCTIBILIDAD DEL METODO DE
CUANTIFICACION

La reproductibilidad y exactitud del método se evaluaron mediante la
inyeccidn de varias soluciones patron los dias en que se realizaban los analisis de las
distintas muestras. En la tabla 8 se exponen los resultados obtenidos, y se puede

observar el bajo coeficiente de variacion.

Tabla 8. Exactitud y reproductibilidad del método de cuantificacién.

Concentracion Numero de Concentracion Coeficiente
tedrica muestras determinada de variacién
(ng/ml) (ng/ml) (%)
X +DE
0,1 10 0,102 + 0,006 6,31
0,2 9 0,210 + 0,011 5,35
0,5 10 0,530 + 0,028 5,30
0,8 9 0,854 + 0,042 4,92
1 10 1,023 £ 0,047 4,61
2 10 2,771 + 0,037 1,32
5 10 5,707 + 0,364 6,38
10 11 11,05+ 0,47 4,21
20 9 19,17 +0,43 2,25
50 11 48,80 £ 1,10 2,26
100 14 100,31 £ 5,77 5,75

X = media, DE = desviacion estandar.

4.4. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS

La extraccion del enrofloxacino de las muestras de solucion Tyrode, plasma
y pseudo-leche se realizo utilizando cartuchos de extraccion en fase solida. Para ello
se utilizé un sistema de vacio Manifold de 20 puertos y cartuchos Supelco™ Ci5 LC-
18 SPE (1 ml, Waters Associates, UK).

128



Material y métodos

Antes de proceder a la extraccion, tanto las muestras de plasma como de
pseudo-leche eran desproteinizadas para evitar que los cartuchos se atascaran. Dicho
procedimiento no fue necesario en el caso de la solucion Tyrode. Para la
desproteinizacion, a 1 ml de plasma depositado en un tubo de vidrio, se afiadian
0,5 ml de acido acético al 10%, agitandose posteriormente en un vortex. A
continuacion, se centrifugaba a 3.000 rpm durante 10 min, extrayendo por aspiracion
el sobrenadante con una pipeta Pasteur. En el caso de la pseudo-leche, el

procedimiento era el mismo pero afiadiendo 1 ml de &cido acético al 10%.

Una vez preparadas las muestras, se realizaba la extraccion en fase solida
segun el método descrito por Manceau et al., (1999) con ligeras modificaciones.
Previamente a su uso, los cartuchos deben ser acondicionados, para ello se les afiadié
2 ml de metanol seguidos de 2 ml de agua bidestilada Mili-Q. Una vez activados, se
les afiadio la muestra de solucion Tyrode (2 ml), plasma o pseudo-leche obtenida
previamente y se procedio al lavado de los cartuchos. Para ello, se hizo pasar por los
cartuchos 0,75 ml de agua bidestilada Mili-Q seguida de 0,5 ml de acetonitrilo,
dejando secar a continuacion los cartuchos. Finalmente, se procedi6 a la elucién del
enrofloxacino del cartucho de extraccion afiadiendo 1 ml de fase movil, inyectandose

posteriormente en el cromatdgrafo.

La extraccion y purificacion de las muestras de tejido mamario se realizd

siguiendo el método descrito por Diaz et al. (2001) con ligeras modificaciones.

Se procedi6 a pesar 1 g de tejido mamario, el cual fue troceado e introducido
en un tubo de 10 ml. A continuacion se le afiadiéron 4 ml de diclorometano a cada
muestra y se homogeneizaron a 13.500 rpm durante 30 seg mediante la ayuda de un
biohomogenizador (Ultra Turrax T-25). Al homogenado se le afiadieron otros 4 ml
de diclorometano y 0,5 ml de buffer de fosfato sédico 0,5 M (pH 7,5). Después del
agitado y centrifugado a 2.500 rpm durante 10 min, se recolecto la fase orgénica y se
mezclé con 1 ml de hidroxido sodico 0,5 M, sometiéndola posteriormente a
centrifugacion (2.500 rpm; 10 min). Este dltimo paso se repitié dos veces.

Finalmente se recolectd la fase acuosa y se inyectd en el cromatdgrafo.
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De cada una de las muestras (solucion Tyrode, plasma, pseudo-leche y tejido

mamario) se realizaron dos inyecciones de 50 pl en el cromatografo.

4.5. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION DEL
METODO

Con el fin de determinar el porcentaje de recuperacién de los distintos
métodos empleados y partiendo de la disolucion inicial de enrofloxacino en fase
movil empleada en el calibrado (1 mg/ml), se prepararon 11 disoluciones patrén que
tenian las siguientes concentraciones: 100; 50, 20; 10; 5; 2; 1; 0,8; 0,5; 0,2 y
0,1 pg/ml.

A las muestras de solucion Tyrode (1 ml), plasma (1 ml), pseudo-leche (1 ml)
y tejido mamario (1 g) se le afadieron 100 pl de cada patrdn, llevandose a cabo a
continuacion el método de extraccion previamente descrito. Posteriormente, y una
vez reconstituidas, se inyectaron en el cromatografo de igual forma que el resto de
las muestras. En las tablas adjuntas (9, 10, 11 y 12) se reflejan los resultados
obtenidos, siendo el porcentaje de recuperacion medio para la solucion Tyrode del
84,20 %, para el tejido mamario del 73,54 %, para la pseudo-leche del 81,41 % y
para el plasma del 83,79 %.
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Tabla 9. Porcentaje de recuperacion del enrofloxacino tras el proceso de extraccion
en muestras de solucién Tyrode.

Concentracion Namero Concentracion Coeficiente Porcentaje de
tedrica de de determinada x = DE de Variacion  Recuperacion
Enrofloxacino (pg/ml) muestras (ng/ml) (%) (%)

0,1 6 0,093 0,089 + 0,004 4,90 93,38
0,090 90,28

0,083 83,88

0,084 84,17

0,093 93,14

0,092 92,22

0,2 8 0,170 0,162 + 0,008 5,03 85,26
0,169 84,52

0,167 83,93

0,168 84,25

0,151 75,97

0,149 74,51

0,160 80,42

0,163 81,52

0,5 8 0,483 0,456 + 0,024 5,40 96,64
0,488 97,68

0,471 94,39

0,470 94,18

0,432 86,56

0,433 86,75

0,435 87,09

0,433 86,61

0,8 8 0,672 0,672 £ 0,029 4,33 84,09
0,682 85,33

0,686 85,76

0,690 86,32

0,696 87,00

0,695 86,92

0,628 78,62

0,624 78,00

1 8 0,845 0,877 £ 0,020 2,31 84,53
0,852 85,26

0,879 87,98

0,874 87,43

0,881 88,11

0,879 87,95

0,901 90,12

0,902 90,23

2 8 1,693 1,723 +£0,103 5,99 84,69
1,675 83,79

1,792 89,61

1,795 89,76

1,579 78,99

1,590 79,54

1,835 91,76

1,829 91,45

X = media, DE = desviacion estandar.
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Tabla 9 (continuacién). Porcentaje de recuperacion del enrofloxacino tras el
proceso de extraccion en muestras de solucion Tyrode.

Concentracion NUmero Concentracion Coeficiente Porcentaje de
tedrica de de determinada X+ DE de Variacién  Recuperacién
Enrofloxacino (pg/ml) muestras (ng/ml) (%) (%)

5 8 4,140 4,329 + 0,201 4,66 82,80
4,100 82,01

4,584 91,68

4,525 90,51

4,177 83,54

4,161 83,23

4,488 89,76

4,461 89,23

10 8 8,170 8,445 + 0,335 3,97 81,70
8,215 82,15

8,250 82,50

8,277 82,77

8,395 83,95

8,297 82,97

8,967 89,67

8,989 89,89

20 8 17,10 16,61 +0,72 4,37 85,51
17,36 86,82

15,93 79,68

16,08 80,40

17,25 86,25

17,39 86,98

16,00 80,04

15,74 78,73

50 8 39,11 36,65 + 2,05 5,61 78,23
39,13 78,27

37,18 74,36

36,68 73,36

34,12 68,25

34,85 69,71

34,23 68,46

37,91 75,82

100 8 80,18 80,14 £ 0,35 0,44 80,18
80,13 80,13

80,06 80,06

79,84 79,84

79,70 79,70

80,90 80,90

80,21 80,21

80,13 80,13

X+ DE = 84,20 6,12

X = media, DE = desviacion estandar.
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Tabla 10. Porcentaje de recuperacion el enrofloxacino tras el proceso de extraccion

en muestras de tejido mamario.

Concentracién NUmero Concentracién Coeficiente ~ Porcentaje de
tedrica de de determinada x + DE de Variacion  Recuperacion
Enrofloxacino (ug/ml)  muestras (ng/ml) (%) (%)

0,1 8 0,080 0,079 £ 0,012 14,61 80,24
0,077 77,33

0,075 74,96

0,074 73,72

0,097 97,12

0,095 94,54

0,068 67,62

0,066 65,51

0,2 8 0,139 0,154 + 0,014 9,11 69,73
0,135 67,58

0,146 73,00

0,146 72,99

0,165 82,49

0,158 79,13

0,171 85,60

0,170 84,86

0,5 8 0,285 0,303 £ 0,014 4,74 56,96
0,277 55,32

0,311 62,10

0,312 62,45

0,313 62,63

0,314 62,86

0,307 61,36

0,309 61,74

0,8 8 0,552 0,545 + 0,024 4,32 69,07
0,549 68,63

0,510 63,70

0,509 63,57

0,548 68,51

0,559 69,91

0,565 70,69

0,570 71,21

1 8 0,634 0,668 + 0,024 3,64 63,44
0,634 63,36

0,697 69,74

0,699 69,87

0,670 67,02

0,673 67,30

0,669 66,98

0,667 66,75

2 6 1,201 1,258 + 0,042 3,375 60,06
1,216 60,80

1,300 65,01

1,303 65,17

1,271 63,54

1,259 62,96

X = media, DE = desviacion estandar.
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Tabla 10 (continuacion). Porcentaje de recuperacion el enrofloxacino tras el
proceso de extraccion en muestras de tejido mamario.

Concentracion Numero Concentracion Coeficiente Porcentaje de
teodrica de de determinada x*DE de Variacion  Recuperacion
Enrofloxacino (ug/ml) muestras (pg/ml) (%) (%)

5 8 4,068 3,889 £ 0,100 2,59 81,36
4,023 80,46

3,799 75,98

3,832 76,64

3,856 77,12

3,887 77,74

3,820 76,39

3,828 76,57

10 8 8,878 8,551 + 0,357 4,18 88,78
8,666 86,66

8,956 89,56

8,580 85,80

8,693 86,93

8,619 86,19

8,025 80,25

7,996 79,96

20 8 16,49 16,02 £ 0,27 1,70 82,46
16,31 81,56

16,10 80,50

16,01 80,06

15,69 78,45

15,83 79,15

15,88 79,38

15,82 79,11

50 8 43,57 40,68 + 2,33 5,74 87,13
44,22 88,45

38,47 76,94

38,62 77,23

38,74 77,48

39,11 78,22

42,05 84,11

40,67 81,34

100 8 67,17 67,16 + 0,08 0,12 67,17
67,26 67,26

67,19 67,19

67,14 67,14

67,03 67,03

67,07 67,07

67,18 67,18

67,23 67,23

x+DE=17354+9,14

X = media, DE = desviacidon estandar.
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Tabla 11. Porcentaje de recuperacion del enrofloxacino tras el proceso de extraccion

en muestras de pseudo-leche.

Concentracion NUmero Concentracion Coeficiente Porcentaje de
tedrica de de determinada x* DE de Variacion Recuperacion
Enrofloxacino (ug/ml) muestras (ng/ml) (%) (%)

0,1 6 0,097 0,093 = 0,003 2,90 97,24
0,093 93,21

0,089 89,88

0,090 90,01

0,093 92,89

0,093 92,64

0,2 8 0,194 0,181 £ 0,015 8,24 96,83
0,194 96,84

0,196 98,18

0,196 97,85

0,168 84,16

0,169 84,46

0,167 83,53

0,164 82,07

0,5 8 0,307 0,378 £ 0,067 17,75 61,41
0,327 65,31

0,322 64,44

0,417 83,25

0,437 87,32

0,451 90,15

0,452 90,32

0,307 61,44

0,8 8 0,642 0,618 = 0,040 6,54 80,24
0,630 78,76

0,630 78,81

0,627 78,39

0,652 81,49

0,652 81,54

0,553 69,09

0,557 69,46

1 8 0,856 0,858 £ 0,019 2,17 85,57
0,855 85,54

0,880 88,06

0,880 88,05

0,859 85,86

0,866 86,59

0,831 83,11

0,833 83,31

2 6 1,489 1,487 + 0,009 0,60 74,46
1,480 73,99

1,480 74,01

1,478 73,88

1,480 74,85

1,480 74,87

X = media, DE = desviacion estandar.
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Tabla 11 (continuacién). Porcentaje de recuperacion del enrofloxacino tras el
proceso de extraccion en muestras de pseudo-leche.

Concentracion Namero Concentracion Coeficiente Porcentaje de
tedrica de de determinada x + DE de Variacion Recuperacion
Enrofloxacino (ug/ml) muestras (png/ml) (%) (%)

5 8 4,121 4,049 + 0,083 2,05 82,42
4,136 82,71

4,079 81,58

4,068 81,36

4,078 81,55

4,074 81,48

3,932 78,63

3,911 78,21

10 8 8,198 8,276 + 0,160 1,94 81,98
8,181 81,81

8,525 85,25

8,545 85,45

8,211 82,11

8,195 81,95

8,165 81,65

8,191 81,91

20 6 16,76 16,86 + 0,13 0,75 83,82
16,87 84,33

16,75 83,75

16,74 83,71

17,04 85,20

16,97 84,87

50 8 38,72 37,19+1,20 3,22 77,45
38,51 77,02

36,17 72,34

36,60 73,21

35,92 71,84

35,81 71,62

37,66 75,32

38,09 76,19

100 8 79,18 78,99 £ 0,94 1,19 79,18
79,06 79,06

78,25 78,25

78,33 78,33

77,81 77,81

78,62 78,62

80,21 80,21

80,47 80,47

x+DE=8141+7,68

X = media, DE = desviacion estandar.
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Tabla 12. Porcentaje de recuperacion de enrofloxacino tras el proceso de extraccion

en muestras de plasma.

Concentracién Numero Concentracion Coeficiente  Porcentaje de
tedrica de de determinada x + DE de Variacion  Recuperacion
Enrofloxacino (ug/ml) muestras (ng/ml) (%) (%)

0,1 6 0,094 0,094 + 0,001 1,14 94,41
0,094 94,37

0,095 95,46

0,095 95,36

0,093 93,26

0,093 92,81

0,2 8 0,188 0,179+ 0,014 7,85 93,94
0,189 94,74

0,194 97,15

0,195 97,32

0,161 80,42

0,160 80,22

0,174 86,80

0,175 87,28

0,5 6 0,471 0,423 + 0,033 7,77 94,13
0,458 91,53

0,407 81,49

0,408 81,51

0,396 79,21

0,396 79,25

0,8 8 0,734 0,623 + 0,072 11,59 91,74
0,738 92,23

0,604 75,55

0,602 75,26

0,555 69,41

0,556 69,50

0,598 74,80

0,599 74,89

1 8 0,818 0,794 + 0,024 3,02 81,77
0,820 81,97

0,806 80,62

0,804 80,44

0,757 75,69

0,760 75,99

0,793 79,32

0,795 79,53

2 8 1,604 1,626 + 0,018 1,13 80,19
1,616 80,80

1,651 82,56

1,610 80,48

1,609 80,45

1,642 82,12

1,640 81,98

1,638 81,89

X = media, DE = desviacion estandar.
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Tabla 12 (continuacion). Porcentaje de recuperacion de enrofloxacino tras el
proceso de extraccion en muestras de plasma.

Concentracion Numero Concentracion Coeficiente ~ Porcentaje de
tedrica de de determinada x + DE de Variacion  Recuperacion
Enrofloxacino (ug/ml) muestras (ng/ml) (%) (%)

5 8 4,627 4,435+ 0,319 7,20 92,53
4,611 92,22

4,579 91,58

4,555 91,11

4,645 92,89

4,623 92,45

3,921 78,42

3,918 78,36

10 6 8,065 8,290 + 0,222 2,68 80,65
8,015 80,15

8,300 83,00

8,290 82,90

8,525 85,25

8,547 85,47

20 6 18,31 18,38 £ 0,20 1,11 91,54
18,09 90,45

18,23 91,14

18,62 93,09

18,52 92,59

18,53 92,63

50 6 31,75 38,53+5,39 14,01 63,50
31,77 63,53

42,93 85,86

43,72 87,42

40,32 80,63

40,68 81,36

100 8 77,43 76,89 + 0,36 0,47 77,43
77,01 77,01

76,73 76,73

76,72 76,72

76,57 76,57

76,55 76,55

77,44 77,44

76,68 76,68

x+ DE = 83,79 + 7,86

X = media, DE = desviacion estandar.
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4.6. REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPOS EMPLEADOS EN LA
CUANTIFICACION DEL ENRFOFLOXACINO

¢ Acetonitrilo calidad HPLC (Merck).

¢ Acido acético glacial calidad HPLC (Panreac).

¢ Acetato sodico (Probus).

¢ Metanol calidad HPLC (Merck).

¢ Agua bidestilada Mili-Q (Millipore).

¢ Diclorometano calidad HPLC (Merck).

¢ Fosfato sodico grado p.a. (BDH Prolabo).

¢ Hidréxido sodico grade p.a. (Panreac).

¢ Enrofloxacino (Laboratorios SYVA).

e Pipetas Pasteur de vidrio (Krape, S.A).

e Pipeta automatica de volumen variable entre 200 y 1000 pl (HTL).
e Pipeta automatica de volumen fijo 1000 ul (Fixed Finn).

m Manifold y cartuchos Supelco™ Cyg (1ml, Waters Associates, UK).
m Agitador manual (Heidolph).

m pH/mV-metro modelo micropH 2000 (Crison).

m Centrifuga modelo H-103N (Kokusan).

m Biohomogenizador (Ultra Turrax T-25).

m Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC):

[1 Modelo Waters LC Module | Plus.
[] Detector UV/VIS.

"1 Inyector automatico.
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[ Columna Nova-Pak® Cyg de 4,6 x 250 mm (Waters).

"1 Sistema de procesador de datos cromatograficos Millenium 32,
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5. ANALISIS FARMACOCINETICO

Los datos relativos a las concentraciones en solucion Tyrode de enrofloxacino
obtenidos a los distintos tiempos de muestreo tras la administracion sistemica, fueron
analizados utilizando el método compartimental y el no compartimental. Este estudio
se llevd a cabo tanto con los valores individuales como con las medias de cada grupo

de animales.

5.1. ANALISIS COMPARTIMENTAL

Los datos experimentales individuales de concentracion-tiempo y los relativos
a las concentraciones medias fueron analizados por un método de regresion no lineal,
utilizando el programa WinNonlin® versién 5.2.1. En todos los casos, se examind la
correspondencia de los datos con los modelos monocompartimental,
bicompartimental y tricompartimental abiertos; definidos por la ecuacion

poliexponencial:

Ci= iYieXp(—M), donde

i=1
C = concentracion plasmatica del metformina a tiempo t
Yi = coeficiente del término exponencial i correspondiente
Li = exponente del término exponencial i correspondiente

A continuacion se representan los esquemas de cada modelo farmacocinético,

asi como su ecuacion exponencial correspondiente (Figura 33).
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- Dosis i.v. bolus
Dosis i.v. bolus

_=|g> . o>
1
1
kl] l\12
C=C,ekl0t
Modelo monocompartimental
2
Dosis i.v. bolus
l C=Ae"+Beh
Modelo bicompartimental
kll l\]3
= 1 —
— ——

C=Ae"+Beft+De'

Modelo tricompartimental

Figura 33. Esquema de los modelos farmacocinéticos para la via intravenosa.

Como criterio de ponderacion se eligié 1/C? donde C es la concentracion
experimental de enrofloxacino. Por otra parte, se empled el criterio de la inspeccién
grafica de los residuales ponderados, asi como el de informacion de Akaike (AIC)
(Yamaoka et al., 1978a) para la seleccion del modelo que mejor se ajustaba a los
datos experimentales (Wagner, 1993; Gabrielson y Weiner, 2007).

El criterio de seleccidon de Akaike viene definido por la expresion:

AIC = NLnR¢ + 2p, donde

N = nimero de pares de datos experimentales
Re = residuales ponderados al cuadrado

p = ndmero de parametros que definen el modelo
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Para el célculo de los restantes parametros compartimentales se utilizaron los
valores de los coeficientes y de las constantes optimizados por el WinNonlin®,
utilizando las formulas clasicas descritas por Gibaldi y Perrier (1982) y Wagner
(1993).

5.2. ANALISIS NO COMPARTIMENTAL

Los parametros farmacocinéticos no compartimentales fueron analizados
asimismo utilizando el programa WinNonlin®. Para el céalculo de los distintos
pardmetros, este programa utiliza las ecuaciones de la teoria de los momentos
estadisticos (Cutler et al., 1978; Yamaoka et al., 1978b; y Benet y Galeazzi, 1979) y
las descritas por Gibaldi y Perrier (1982) y Wagner (1993) cuyas expresiones se

exponen a continuacion.
El &rea bajo la curva concentracién-tiempo (AUC) se calculé como:

AUC = AUC, , +AUC, _,,, donde

{—o0?

AUC,_, = area bajo la curva concentracion-tiempo desde el tiempo 0 hasta el

ultimo tiempo experimental, calculandose por la regla trapezoidal lineal, y

AUC, _ = area bajo la curva concentracion-tiempo desde el dltimo punto

t-o

experimental hasta infinito y se calculé como:

Ct
~ dond
x onde

C = concentracion en el ultimo tiempo experimental y

A = pendiente de la fase final recta de la curva logaritmo concentracion-tiempo,

y que fue calculada por regresion lineal por minimos cuadrados.

Para determinar el area bajo la curva del primer momento estadistico (AUMC)

se utilizé la expresion:
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AUMC = AUMC,,_, + AUMC donde

t—o0?

AUMC, _, = area bajo la curva del primer momento estadistico desde el

tiempo 0 al ultimo tiempo experimental. Se calcul6 por la regla trapezoidal lineal y

AUMC,__, = area bajo la curva del primer momento estadistico desde el

ultimo tiempo experimental hasta infinito y se determiné mediante la expresion:

C,t

C
AUMC,_, = -+ /1—; , donde

t = ultimo tiempo experimental

El tiempo de residencia medio (MRT) se obtuvo a partir de la siguiente

expresion:

MRT = AUMC/AUC

El aclaramiento (CI) se calculé como:
Cl = D/AUC, donde

D = dosis administrada

El volumen de distribucion en el estado de equilibrio (Vss), como:
Vs = MRT . D/AUC

El volumen de distribucion en funcion del area (V,), como:
V,=Cl/A

La vida media de A (t;,2,) cOmo:

. _ 0693
172 by
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Para cada conjunto de datos se determind la normalidad mediante el test de
asimetria y la uniformidad de la varianza con el test de Levene. Si los datos cumplian
estas dos condiciones se realizaba el andlisis de la varianza para muestras repetidas
(ANOVA de 2 vias). Cuando las diferencias entre los grupos de datos eran
significativas, se utilizo el test de Duncan para hallar entre qué pares se producian
dichas diferencias. Si no habia normalidad y/o uniformidad de varianza se realizaba
el correspondiente test no paramétrico (test de Friedman), y para establecer entre qué
pares de datos se producian las diferencias se emple6 el test de Wilcoxon. Las
diferencias entre los parametros compartimentales y no compartimentales se
determind mediante el test t. En todos los casos se utilizé como nivel de significacion
el de p <0,05.

7. PROGRAMAS UTILIZADOS EN EL ANALISIS
FARMACOCINETICO Y ESTADISTICO.

Los programas utilizados fueron:
e Sistema de procesado de datos cromatograficos Millenium 32.
e Hoja de calculo: Microsoft® Excel 2000.
e Programa para estudios farmacocinéticos: WinNonlin®5.2.1.
e Programa grafico: Sigma Plot® para Windows, version 9.0.

e Programas estadisticos: SPPS Statistics para Windows, version 17.0.
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La secuencia de presentacion de resultados obtenidos en el ensayo se hara de

acuerdo con el siguiente esquema:

1. Modelo in vitro de ubre ovina perfundida
1.1. Estudio de viabilidad del modelo
1.1.1. Parametros bioquimicos
1.1.2. Valoracion macroscopica
1.1.3. Estudio histologico
1.2. Administracion sistémica de enrofloxacino
1.2.1. Solucién Tyrode
1.2.2. Tejido mamario
1.3. Administracion intramamaria de enrofloxacino
1.3.1. Solucién Tyrode
1.3.2. Tejido mamario
2. Ovejas vivas
2.1. Administracion intramamaria de enrofloxacino
2.1.1. Plasma
2.1.2. Tejido mamario

3. Relacién farmacocinética/farmacodinamia (Pk/Pd)
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1. Modelo in vitro de ubre ovina perfundida

1.1. Estudio de viabilidad del modelo

Para determinar la viabilidad del tejido mamario perfundido, y de acuerdo
con los estudios previamente publicados (Kietzmann et al., 1993; Ehinger y
Kietzmann 2000a y b; Ehinger et al., 2006; Kietzmann et al., 2008), se analizaron
dos pardmetros bioquimicos: glucosa y lactato en la solucion Tyrode. Asimismo, se
determio el pH de la solucion a los distintos tiempos de muestreo. Durante todo el
periodo de perfusion se llevo a cabo una valoracion macroscopica de la glandula

mamaria acompariada posteriormente, de un estudio histoldgico del tejido.

1.1.1. Pardmetros bioquimicos

En la tabla 13 se recogen los valores de concentracidon de glucosa (mg/dl) en
solucién Tyrode obtenidos a los distintos tiempos de muestreo, con sus medias (X),
desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) para cada una de las

ovejas.

A continuacién, en la figura 34 se muestra la evolucion de las
concentraciones medias de glucosa frente al tiempo obtenidas a lo largo del periodo

de perfusion.

Como puede observarse, los valores medios oscilaron entre 58,54 vy
63,58 mg/dl, situandose dentro del rango fisiol6gico normal de la especie ovina (44,0
a 81,2 mg/dl) (Kahn, 2008). Estas variaciones en las concentraciones medias de
glucosa a lo largo del periodo de perfusion no resultaron significativas (Test de
Friedman, p < 0,05). EI mantenimiento de los niveles de glucosa se considera un
indicador de viabilidad del modelo in vitro de ubre perfundida, tal y como
propusieron Kietzmann et al. en 1993 y Ehinger y Kietzmann en 2000a y b.
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Tabla 13. Concentraciones de glucosa (mg/dl) en solucion Tyrode.

Tiempo (minutos)
N° oveja

30 60 90 120 150 180
1 56 68 76 87 84 88
2 57 58 58 68 71 79
3 54 52 56 56 54 58
4 54 58 62 64 56 55
5 58 55 54 56 52 54
6 58 59 62 54 67 63
7 60 58 62 51 51 54
8 64 49 62 59 59 54
9 66 64 61 66 65 74
10 48 49 47 43 46 49
11 59 36 59 46 57 55
12 58 59 58 61 59 56
13 58 64 66 62 63 59
14 57 62 69 59 62 65
15 61 59 57 54 55 59
16 62 63 64 64 64 66
17 58 60 58 62 60 63
18 61 62 56 60 64 59
19 53 63 60 60 63 62
20 63 62 59 55 56 60
21 55 60 59 52 57 56
22 58 67 79 88 89 91
23 60 65 64 66 69 70
24 69 71 80 93 85 89
25 57 58 54 54 58 62
26 58 55 60 54 54 53

X 58,54 59,08 61,62 61,31 62,31 63,58

DE 4,26 7,07 7,52 11,95 10,45 11,60

CV (%) 7,28 11,97 12,20 19,48 16,76 18,25

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Figura 34. Evolucion de las concentraciones medias de glucosa en solucion Tyrode a

lo largo del periodo de perfusion, en 26 ovejas.

La tabla 14 recoge los valores de concentracion de lactato obtenidos a lo largo
del periodo de perfusion y medidos a los distintos tiempos de muestreo para cada una
de las ovejas, con sus medias (x), desviaciones estandar (DE) y coeficientes de
variacion (CV). Asimismo, en la figura 35 se puede observar la evolucion de las

concentraciones medias de lactato frente al tiempo.

Los valores medios obtenidos oscilaron entre los 0,55 mmol/l (30 min) y 1,67
mmol/l (180 min). Todos los valores, tanto individuales como medios, se encuentran
dentro del rango de normalidad para la especie animal en estudio (0,5 a 2,4 mmol/l)
(Tietz, 1995), constituyendo este hecho el segundo indicador de viabilidad del

modelo in vitro (Kietzmann et al., 1993; Ehinger y Kietzmann, 2000a y b).
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Tabla 14. Concentraciones de lactato (mmol/l) en solucién Tyrode.

Tiempo (minutos)
N° oveja

30 60 90 120 150 180

1 0,59 0,97 1,35 1,66 1,88 2,05
2 0,51 0,72 0,85 1,18 151 1,84
3 0,50 0,56 1,11 1,18 1,58 1,98
4 0,53 0,94 1,23 1,58 1,76 1,63
5 0,73 1,29 1,61 1,93 2,14 2,23
6 0,50 0,52 0,79 1,13 0,89 0,83
7 0,51 0,47 0,65 1,42 1,67 1,96
8 0,72 1,31 1,79 2,08 2,22 2,36
9 0,54 0,55 0,46 0,78 1,28 1,35
10 0,67 1,03 1,49 1,71 1,71 1,83
1 0,63 1,13 1,54 1,81 2,00 2,18
12 0,52 0,98 1,23 1,32 141 1,45
13 0,48 0,80 0,60 0,75 0,64 1,66
14 0,51 0,60 0,97 1,12 1,45 1,35
15 0,52 0,75 0,96 1,13 1,79 2,02
16 0,42 0,80 1,27 0,98 0,72 0,57
17 0,50 0,56 0,61 0,70 0,63 0,93
18 0,61 1,04 1,39 1,69 1,77 1,84
19 0,51 0,74 1,01 1,24 1,41 1,52
20 0,54 0,71 0,96 1,17 1,33 1,42
21 0,54 1,09 1,48 1,88 2,04 2,34
22 0,48 0,83 1,14 1,39 1,67 18
23 0,52 0,70 0,96 1,14 1,33 1,49
24 0,55 0,96 1,27 1,55 1,74 1,92
25 0,51 0,74 0,98 1,10 1,34 1,48
26 0,65 0,82 0,95 1,35 1,32 1,46
X 0,55 0,83 1,10 1,35 151 1,67

DE 0,08 0,23 0,34 0,37 0,43 0,45
CV (%) 13,76 27,70 30,63 27,44 28,62 26,80

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Figura 35. Evolucion de las concentraciones medias de lactato en solucion Tyrode a

lo largo del periodo de perfusion, en 26 ovejas.

A lo largo del periodo de perfusion, y tal y como puede apreciarse en la figura
35, se observa un aumento en la concentracién de lactato en solucion Tyrode, y por
lo tanto en la produccion del mismo. El estudio estadistico realizado indicé que habia
diferencias significativas entre las concentraciones medias de lactato obtenidas a los
diferentes tiempos de muestreo (Anova de 2 vias y Test de Duncan, p < 0,05).

Si comparamos nuestros resultados de lactato, con los sefialados por otros
autores (Kietzmann et al., 1993; Ehinger et al., 2006; Kietzmann et al., 2008)
podemos observar una pequefia diferencia. Mientras que en nuestro caso, los valores
iniciales de lactato son bajos y aumentan a medida que se prolonga el periodo de
perfusion, en los estudios anteriormente citados se observan concentraciones
iniciales de lactato elevadas. Este hecho es achacable presumiblemente a las

condiciones anaerobicas a las cuales se somete la glandula mamaria durante el
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periodo de transporte desde el matadero a la sala de montaje. Dicho transporte no
existe en nuestro caso ya que la diseccion de la glandula mamaria y el montaje de la

misma se realizan en salas anexas.

Finalmente en la tabla 15, se muestran los valores, tanto individuales como
medios, de pH obtenidos a los distintos tiempos de muestreo establecidos, con sus
medias (X ), desviaciones estdndar (DE) y coeficientes de variacion (CV) para cada

una de las ovejas.

Por su parte, la figura 36 muestra la evolucion de los valores medios de pH
frente al tiempo en las 26 ovejas estudiadas.

Tal y como muestra la tabla 15, los valores medios de pH obtenidos fueron
7,81 (30 min); 7,85 (60 min); 8,02 (90 min); 7,88 (120 min); 7,95 (150 min) y 7,93
(180 min). No hubo diferencias significativas (Anova de 2 vias, p < 0,05) entre los
valores medios encontrados a los distintos tiempos de muestreo, lo cual se
corresponde con lo indicado anteriormente por otros autores (Kietzmann et al., 1993;
Ehinger y Kietzmann, 2000a y b; Ehinger et al., 2006; Kietzmann et al., 2008) y

supone otro indicador mas de viabilidad del modelo.

Cabe sefalar que el pH inicial de la solucién Tyrode es de 7,4. Si
comparamos este dato con el valor de pH obtenido a los 30 min (7,81), podemos
observar un ligero aumento. Este hecho tiene su explicacion en los reajustes que se
producen tanto en el pH como en los diversos pardmetros bioquimicos al sustituirse

la sangre por la solucion de perfusion.
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Tabla 15. pH de la solucion Tyrode.

Tiempo (minutos)

N° oveja
30 60 90 120 150 180
1 7,70 7,82 7,95 7,72 7,69 7,68
2 6,66 7,27 7,69 7,81 8,43 8,44
3 8,44 8,51 8,59 8,37 8,43 8,38
4 7,00 7,37 7,67 7,52 7,84 7,96
5 7,94 7,92 7,89 7,82 7,81 7,81
6 8,56 6,50 8,03 7,05 7,97 8,06
7 8,13 8,02 7,96 7,84 7,58 7,45
8 8,06 7,30 7,88 7,89 7,73 7,75
9 8,07 7,65 7,97 8,54 7,93 7,96
10 7,50 7,88 7,43 7,78 7,61 7,84
1 8,04 7,86 7,93 7,49 7,84 7,75
12 7,24 7,45 7,61 7,62 7,98 7,78
13 8,58 8,19 8,50 8,27 8,23 7,92
14 8,30 8,41 7,96 8,17 8,21 8,43
15 8,70 8,68 8,76 8,48 8,48 8,37
16 7,72 7,65 6,73 7,18 6,7 6,84
17 7,31 8,56 8,54 8,52 8,44 8,46
18 7,50 8,07 7,92 7,86 7,78 7,82
19 8,21 8,41 8,42 8,48 8,49 8,50
20 7,29 6,79 8,15 7,80 8,00 7,82
21 8,47 8,17 8,37 8,14 8,2 8,25
22 7,98 8,28 8,14 8,22 8,35 8,11
23 8,46 8,18 8,25 8,18 8,30 8,41
24 6,79 8,54 8,65 7,00 7,13 6,74
25 6,89 7,11 7,33 7,24 7,63 7,75
26 7,50 7,48 8,21 7,97 7,89 7,89
X 7,81 7,85 8,02 7,88 7,95 7,93
DE 0,60 0,57 0,45 0,45 0,43 0,45
CV (%) 7,66 7,24 5,65 5,72 5,37 5,62

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Figura 36. Evolucion de los valores medios de pH en solucion Tyrode a lo largo del
periodo de perfusion, en 26 ovejas.

1.1.2. Valoracién macroscépica

En la tabla 16 se muestran los valores individuales de presion de perfusion asi
como, de la temperatura de la solucién Tyrode, tanto en el momento de entrada en la
glandula mamaria, como en el momento de salida. Estos valores van acompafiados

de la media (%), desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV).

En 1993, Kietzmann et al. utilizaron en sus estudios con ubre bovina un flujo
de perfusion que oscilaba entre 60 y 100 ml/min (presion de perfusion, 80 a
100 mmHg). Aunque dicho flujo era inferior al observado en animales vivos lo
consideraron adecuado en base a los ensayos que realizaron previamente

(Kietzmann, datos no publicados), para obtener una adecuada perfusion dérmica.
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En el caso de Zeitlin y Eshraghi (2002) el flujo de perfusion oscilé entre los
110 y los 150 ml/min, obteniéndose presiones de perfusion de 85 mmHg, presion

arterial media en los bovinos adultos (Olsen y Booth, 1971).

En nuestro caso en particular, el flujo de perfusion oscilé entre 60 y
70 ml/min obteniéndose una presion de perfusion comprendida entre los 51 y
59 mmHg, siendo la media de 56,15 + 2,38 mmHg. Dichos valores coinciden con los
sefialados recientemente por Kietzmann et al. en 2008, en ubres bovinas perfundidas.
Aungue como se puede observar, la presion alcanzada en el modelo in vitro resulta
inferior a la presion fisiologica in vivo (80 a 100 mmHg) (Cunningham y Klein,
2009), se ha demostrado que el flujo de perfusion es suficiente para que el liquido
Ilegue a todos los vasos sanguineos, incluso a los vasos subcutaneos. Para demostrar
este hecho, se procedio a realizar la prueba del Trypan azul al 1% (figura 37) que ha
sido descrita en el apartado de material y métodos, y en la que se observa la tincion

de todo el parénquima mamario asi como de los vasos dérmicos subcutaneos.

En cuanto a la temperatura de la solucion Tyrode medida a nivel del
recipiente de recirculacion de 4 litros, se obtuvieron valores que oscilaron entre 39,4
y 40,4°C, coincidiendo estos con los sefialados por Ehinger y Kietzmann (2000b).

Por su parte, la temperatura de salida oscil6 entre 34,5 y 35,2°C.

> ) "Parénquima
= aglandular

Figura 37. Prueba de Trypan azul positiva.

156



Resultados y discusion

Tabla 16. Presiones de perfusion y temperatura de la solucién Tyrode.

Temperatura (°C)
N° oveja Presiones (mmHQ)
deentrada  desalida
1 54 40,4 34,8
2 56 40,0 35,1
3 58 39,7 34,6
4 59 39,7 34,7
5 58 39,4 34,9
6 51 40,0 34,5
7 57 39,5 34,9
8 56 40,0 34,8
9 58 39,8 34,6
10 56 39,6 34,5
11 57 39,8 34,8
12 54 39.8 34,6
13 54 40,0 34,7
14 52 39,8 351
15 57 39,9 34,9
16 58 39,9 34,7
17 59 40,0 351
18 57 39,7 35,2
19 54 40,0 34,9
20 52 40,1 34,9
21 56 39,9 35,0
22 56 39,8 34,8
23 59 40,1 34,9
24 59 39,9 34,7
25 54 39,8 34,7
26 59 39,7 34,9
X 56,15 39,86 34,82
DE 2,38 0,21 0,19
CV (%) 4,23 0,53 0,54

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Durante todo el periodo de perfusion se valor6 ademéas la formacion
macroscopica de edema. Una vez finalizado dicho periodo se procedi6 a realizar la
prueba del Trypan azul y a la valoracion macroscopica del aspecto del tejido
glandular perfundido. En el caso de una glandula mamaria perfundida viable para el
estudio se observa ausencia de edema subcutaneo, asi como una tincion adecuada del
parénquima mamario, incluyendo la cisterna mamaria y la cisterna del pezon
(figura 37).

Figura 38. Edema macroscopico.

Por su parte, en la figura 38 puede observarse una glandula mamaria
perfundida utilizada en los estudios previos llevados a cabo para desarrollar la
metodologia con gran cantidad de edema subcutaneo. En este caso en particular, el
flujo de salida del liquido de perfusion disminuydé a medida que el tiempo
transcurria, produciéndose la acumulacion del mismo y el consecuente incremento de
tamafio de la ubre. También se observé una gran extravasacion de liquido. Una vez
finalizado el periodo de perfusion, y al igual que se realizé en el resto de las ubres, se
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procedio a realizar la prueba del Trypan azul, observandose una escasa o inexistente
coloracién del parénquima mamario, asi como, de la cisterna mamaria y del pezon,
indicando que no habia una irrigacion adecuada. Ademads, tras analizar los
parametros bioquimicos indicadores de viabilidad (glucosa y lactato), se observo que
los distintos valores obtenidos no se encontraban dentro de los rangos fisioldgicos
correspondientes.

1.1.3. Estudio histoldgico

En las figuras 39 y 40 pueden observarse dos cortes histoldgicos de glandula
mamaria en lactacion después del ordefio. La figura 39 muestra tejido glandular
perfundido, es decir después de las 3 horas de ensayo, y la figura 40 muestra tejido
glandular no perfundido, es decir tejido obtenido inmediatamente después de la
eutanasia de la oveja. En ambos casos y a un aumento de 3,87x, se identifican
lobulillos mamarios muy aumentados de tamafio, separados entre si por delgados
septos de tejido conectivo en los que se observan conductos interlobulillares. En el
interior de los lobulillos se diferencian numerosos alvéolos que muestran luces
irregulares (tipicas tras el ordefio), ocasionalmente distendidas por la acumulacién de
producto de secrecion.

A mayores aumentos (25x), puede distinguirse el epitelio simple secretor que
reviste la pared de los alveolos. Se trata de células epiteliales prismaticas, que
presentan pequefias vacuolas en el polo apical de su citoplasma. Los alvéolos estan
separados por tejido conectivo intralobulillar en el que, ademas de las células

propias, aparecen de forma ocasional células linfoides.

En consecuencia, los resultados del estudio histolégico de las glandulas
mamarias perfundidas, consideradas viables segun la valoracion macroscopica y
parametros bioquimicos, no muestran diferencias con respecto a una glandula
mamaria de una oveja recién sacrificada (figuras 39 y 40). Estos resultados coinciden
con los encontrados previamente por Kietzmann et al. (1993) y Ehinger y Kietzmann
(2000a y b).
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Figura 39. a) Corte histoldgico de tejido mamario perfundido. H&E.3,87x.
b) Detalle de la imagen anterior. H&E.25x.

Figura 40. a) Corte histoldgico de tejido mamario no perfundido. H&E.3,87x.

b) Detalle de la imagen anterior. H&E.25x.
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1.2. Administracion sistétmica de enrofloxacino

1.2.1. Solucién Tyrode

En la tabla 17 se recogen los valores de las concentraciones de enrofloxacino
en solucion Tyrode, en los diferentes tiempos muestrales establecidos, con sus
medias (x), desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) para cada

una de las ovejas.

En las figuras 41 a 44 se observa la evolucion de las concentraciones de
enrofloxacino frente al tiempo, en escala normal y semilogaritmica en cada una de

las ubres perfundidas.

Asimismo, en la figura 45 estdn representadas la media de las
concentraciones experimentales con sus desviaciones estandar frente al tiempo, en

escala normal y semilogaritmica.

Tabla 17. Concentraciones de enrofloxacino (ug/ml) en solucion Tyrode obtenidas

tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Tiempo (minutos)
N° oveja

30 60 90 120 150 180
1 4,655 4,457 3,872 3,778 3,512 3,465
2 4,435 4,097 3,661 3,362 3,167 2,886
3 3,698 3,661 3,637 3,450 3,273 2,907
4 3,936 3,769 3,522 3,361 3,138 2,975
5 4,241 4,072 3,700 3,400 3,240 3,217
6 3,923 3,671 3,605 3,143 3,100 2,796
7 3,933 3,917 3,765 3,644 3,343 3,217
8 4,030 3,861 3,508 3,194 2,890 2,745
9 3,938 3,744 3,720 3,337 3,232 3,121
10 4,016 3,697 3,357 3,164 2,852 2,828
11 3,618 3,541 3,272 2,786 2,751 2,656
12 3,867 3,410 3,216 2,928 2,757 2,648
X 4,024 3,825 3,570 3,296 3,105 2,955
DE 0,293 0,282 0,202 0,277 0,242 0,253
CV (%) 7,28 7,37 5,66 8,41 7,81 8,55

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Figura 41. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Ovejas 1a 3.
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Figura 42. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Ovejas 4 a 6.
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Figura 43. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Ovejas 7 a9.
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Figura 44. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.
Ovejas 10 a 12.
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Figura 45. Evolucién de las concentraciones medias de enrofloxacino en solucion
Tyrode tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre
perfundida (n=12).
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Los pardmetros farmacocinéticos compartimentales y no compartimentales
calculados con el programa WinNonlin® para el enrofloxacino, en solucién Tyrode,
tras la administracion sistémica en el modelo in vitro aparecen recogidos en las tablas
18 y 19, en las que se incluyen los valores individuales para cada oveja junto con sus
valores medios (X ), desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV).
Tras el analisis estadistico llevado a cabo, no se observaron diferencias significativas
entre los parametros farmacocinéticos compartimentales y los no compartimentales:
A, Co, AUCqy., Cl, Vg (test t, p < 0,05); ty;, AUMCo.., MRT (test Wilcoxon,
p <0,05).

Tras la revision bibliografica llevada a cabo por nosotros, no se encontrd
ningun trabajo que hiciera referencia a la farmacocinética del enrofloxacino en el
modelo in vitro de ubre ovina perfundida. Por ello, y a la hora de comparar los
parametros farmacocinéticos determinados por nosotros, se utilizaron los valores
obtenidos por otros autores en estudios llevados a cabo in vivo en distintas especies
animales y que aparecen reflejados, para la via intravenosa, en la tabla 20 con el fin
de facilitar, tanto la comparacién como la discusién de los resultados obtenidos. Asi
mismo, en las tablas 21, 22 y 23 se han incluido los parametros farmacocinéticos

obtenidos por otros autores para otras vias de administracion.

Los datos de concentracion de enrofloxacino en solucién Tyrode frente al
tiempo obtenidos tras la administracion sistémica muestran una cinética de
eliminacién de orden 1. Puede observarse que, tras el analisis no compartimental, los
valores de A oscilaron entre 0,00112 y 0,00299 min?, resultando ligeramente
inferiores a los datos obtenidos in vivo por Mengozzi et al. en 1996 en ovino, donde
A fue igual a 0,0035 min™. Por su parte, tras realizar el analisis compartimental, se
lleg6 a la conclusion de que el modelo que mejor definia la cinética del
enrofloxacino tras la administracion sistémica en el modelo in vitro de ubre ovina
perfundida era el monocompartimental. En el caso de los estudios llevados a cabo
in vivo, el modelo cinético elegido por la mayoria de los autores tras la
administracion intravenosa de enrofloxacino es el bicompartimental (Bregante et al.,
1999; Bermingham y Papich, 2002; Elsheikh et al., 2002; Haritova et al., 2003;
Rahal et al., 2006).
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El valor medio de la constante de eliminacién (k) obtenida por nosotros fue
0,00215 min™. Si comparamos este valor con el obtenido por otros autores en ganado
ovino pueden observarse ciertas similitudes. Asi, en 2002, Bermingham y Papich
obtuvieron un valor de ke igual a 0,0022 min™, valor que coincide con el obtenido
por nosotros tras la administracion de la misma dosis. Por su parte, Elsheikh et al.
(2002) y Haritova et al. (2003) sefialan valores algo superiores, 0,0036 vy

0,0037 min', respectivamente.

La t; se situd entre 244,9 y 620,9 min, resultando el valor medio de
338,7 min. Dicho valor resulta superior a los calculados en estudios in vivo por
Mengozzi et al. en 1996 (223,8 min); Pozzin et al., en 1997 (228,0 min) y Otero et
al. en 2009 (127,2 min) tras llevar a cabo el andlisis no compartimental. La ti/e
(337,3 min) obtenida en nuestro estudio monocompartimental resulta asimismo
superior a los valores medios sefialados por el resto de autores en sus estudios
bicompartimentales: Bregante et al., 1999 (150 min); Otero et al., 2000 (141,6 min);
Bermingham y Papich, 2002 (286,2 min); Elsheikh et al., 2002 (195,59 min);
Haritova et al., 2003 (198 min) y Rahal et al., 2006 (156 min).

El hecho de que el valor de la constante de eliminacién obtenido en nuestro
modelo in vitro de ubre ovina perfundida sea inferior y que el valor de la vida media
de eliminacion sea mayor a la obtenida en los estudios in vivo podria deberse
parcialmente a que el flujo sanguineo real en el animal vivo fuese mayor al utilizado
en el modelo in vitro, lo que favoreceria una fase de eliminacion del farmaco del

organismo mas rapida.

En el mismo sentido que la vida media de eliminacion, el tiempo de
residencia medio (MRT) calculado en el presente estudio (489,9 min) resulta
superior al determinado por Mengozzi et al. (1996) (321,6 min) y Otero et al. (2009)
(181,2 min) en animales vivos, tras el analisis no compartimental. El valor medio
calculado para el modelo monocompartimental (486,6 min) resulta asimismo
superior al obtenido por Bregante et al. (1999) (193,2 min); Bermingham y Papich
(2002) (300 min); Haritova et al. (2003) (288,60 min) y Rahal et al. (2006)
(205,80 min) en base a un modelo bicompartimental. Este hecho podria explicarse de
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la misma forma a lo sefialado en el parrafo anterior para la vida media y la constante

de eliminacion.

Por su parte, los volumenes de distribucion medios, V, Yy Vs, calculados en
base al modelo no compartimental fueron 1157,6 y 1161,2 ml/kg (1,157 y
1,161 I/kg), respectivamente, siendo muy similar al valor determinado tras el analisis
monocompartimental, Vs 1165,4 mil/kg (1,165 I/kg). Dichos valores resultan algo
inferiores a los obtenidos por otros autores; Mengozzi et al., 1996 (V, = 2,18 I/kg y
Ve = 3,02 I/kg); Bregante et al., 1999 (V. = 1,53 I/kg); Elsheikh et al., 2002
(Va = 250 l/kg y Vs = 2,27 1/kg); Haritova et al., 2003 (V. = 2,91 l/kg vy
Vs = 2,82 1/kg) y Rahal et al., 2006 (V, = 2,97 I/kg y Vs = 2,70 I/kg), y similares a
los determinados por Pozzin et al.,, 1997 (V, = 1,3 I/kg); Otero et al., 2000
(Va = 1,07 I/kg); Bermingham y Papich, 2002 (V, = 1,15 I/kg y Vs = 0,97 I/kg) y
Otero et al., 2009 (Vs = 1,10 I/kg), todos en la especie ovina. Sefialar que los valores
de V, Y Vs, encontrados se corresponden, asimismo, con algunos de los valores
obtenidos en otras especies animales. Asi, se obtuvieron valores de Vg = 1,22 I/kg
(Elmas et al., 2001); V, = 1,38 I/kg y Vs = 1,27 I/kg (Rao et al., 2002b) en caprino,
de V, = 1,65 I/kg (Richez et al., 1994b); V, = 1,63 I/kg (Kaartinen et al., 1995) en
bovino, de V, = 0,78 I/kg (Gigueré et al., 1996) en équidos, de Vs = 1,26 I/kg
(Anadon et al., 1999) en cerdos, de V, = 2,12 I/kg (Broome et al., 1991) en conejos y
de V,=1,401/kgy Vs = 1,13 I/kg (Gavrielli et al., 1995) en camellos. Estos valores
reflejan una buena distribucion tisular del enrofloxacino, resultando superior a la de
otros antibacterianos, tales como, los [-lactimicos y aminoglucésidos
(Brown, 1996).

Con lo que respecta a el AUCy. y el AUCo.,, pueden observarse valores
comprendidos entre 574,3 y 733,1 pg.min/ml (9,57 y 12,21 pg.h/ml) para el primer
pardmetro, y un valor medio de 2101 pg.min/ml (35,02 pg.h/ml) para el segundo. El
AUC, obtenido es similar al publicado recientemente por Otero et al. (2009)
(8,37 ug.h/ml) en ovejas vivas tras la administracion intravenosa de una dosis de
2,5 mg/kg, resultando por su parte el AUC,.,, mayor al publicado por dicho autor
(9,24 ug.h/ml).
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Los valores de AUC,., determinados por otros autores; Mengozzi et al., 1996
(5,47 pg.h/ml); Pozzin et al., 1997 (10,40 pg.h/ml); Bregante et al., 1999 (8,98
pug.h/ml); Elsheikh et al., 2002 (9,42 pg.h/ml) y Haritova et al.,, 2003
(4,19 pg.h/ml), resultan inferiores a los obtenidos por nosotros, excepto el valor

publicado por Bermingham y Papich (2002) que es similar (31,19 ug.h/ml).

Finalmente, puede observarse que tras el andlisis no compartimental, el
aclaramiento, Cl, se situ6 en 2,49 ml/kg.min, resultando inferior al sefialado por
Mengozzi et al. (1996) (9,17 ml/kg.min) tras la administracion intravenosa de una
dosis de 2,5 mg/kg. Tras el analisis compartimental el valor medio obtenido fue de
2,50 ml/kg.min. Los estudios llevados a cabo en ovejas vivas (analisis
bicompartimental) muestran valores de CI superiores a los obtenidos por nosotros:
4,60 ml/kg.min (Bregante et al., 1999); 3,4 ml/kg.min (Bermingham y Papich, 2002);
8,86 ml/kg.min (Elsheikh et al., 2002); 10,05 ml/kg.min (Haritova et al., 2003) y
14,30 ml/kg.min (Rahal et al., 2006). Este parametro es inferior en el modelo in vitro

que in vivo por la misma razén que hemos sefialado para la constante de eliminacion.

1.2.2. Tejido mamario

En las tablas 24 y 25 pueden observarse las concentraciones de enrofloxacino
obtenidas en el tejido mamario a las distintas alturas de muestreo, tanto en la
glandula mamaria perfundida (tabla 24), como en la no perfundida (tabla 25), con sus
medias (X ), desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) para cada

una de las ovejas.

En las figuras 46 y 47 se muestran las concentraciones de enrofloxacino
frente a la altura de muestreo en la glandula perfundida, asi como en la glandula
contralateral no perfundida. De la misma manera, en la figura 48 esta representada la
media de las concentraciones con sus desviaciones estandar frente a la altura, para la

glandula pefundida y no perfundida respectivamente.
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Tabla 24. Concentraciones de enrofloxacino (ug/g) en tejido mamario perfundido a
las distintas alturas de muestreo obtenidas tras la administracion sistémica de
5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Altura de muestreo (cm)
N° oveja
2 4 6 8

1 42,02 31,41 39,30 34,94
2 29,07 45,52 45,28 43,39
3 19,86 23,08 40,71 27,44
4 46,34 34,63 44,22 43,64
5 34,91 39,57 36,90 43,12
6 35,43 19,94 47,31 46,83
7 39,07 51,86 53,92 45,40
8 34,20 40,35 45,69 48,03
9 31,41 36,51 43,38 36,28
10 38,02 35,07 31,90 40,43
11 37,94 43,54 20,65 34,90
12 38,69 3591 35,26 35,19
X 35,58 36,45 40,38 39,97

DE 6,74 8,93 8,57 6,19

CV (%) 18,95 24,50 21,23 15,48

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.

Tabla 25. Concentraciones de enrofloxacino (ug/g) en tejido mamario contralateral
no perfundido a las distintas alturas de muestreo obtenidas tras la administracion
sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Altura de muestreo (cm)
N° oveja
2 4 6 8

1 3,178 2,489 1,628 4,604
2 2,896 4,314 2,825 4,047
3 4,842 5,731 5,691 2,753
4 N.D. N.D. 2,302 N.D.
5 4,183 4,221 4,273 4,130
6 6,476 4,982 8,589 5,791
7 4,600 N.D. N.D. N.D.
8 5,607 4,668 4,908 2,717
9 N.D. N.D. N.D. N.D.
10 N.D. N.D. 2,359 5,315
11 5,123 2,489 N.D. N.D.
12 3,569 2,566 1,942 1,947
X 4,50 3,93 3,84 3,91

DE 1,17 1,26 2,27 1,35

CV (%) 25,99 32,08 59,31 34,39

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion, N.D. = no detectado.
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Figura 46. Curvas individuales de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario

perfundido (—e—) y en tejido mamario contralateral no perfundido (

) a las

distintas alturas de muestreo, tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el

modelo de ubre perfundida. Ovejas 1 a 6.
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Figura 47. Curvas individuales de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario
perfundido (—e—) y en tejido mamario contralateral no perfundido ( ) a las
distintas alturas de muestreo, tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el

modelo de ubre perfundida. Ovejas 7 a 12.
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Figura 48. Curva media de enrofloxacino en tejido mamario perfundido (—e—) y en
tejido mamario contralateral no perfundido ( ) a las distintas alturas de
muestreo, tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre
perfundida (n=12).

Con respecto al tejido mamario perfundido, y tal y como muestra la tabla 24,
las concentraciones medias de enrofloxacino obtenidas a las distintas alturas de
muestreo resultan muy similares entre si, siendo de: 35,58 pg/g de tejido para las
biopsias tomadas a 2 cm del pezon; 36,45 ng/g de tejido para los 4 cm; 40,38 pg/g de
tejido para los 6 cm y 39,97 ug/g de tejido para los 8 cm de altura. El estudio
estadistico realizado indicé que no habia diferencias significativas entre estos valores
(Anova de 2 vias, p < 0,05). Aungue se observan valores ligeramente superiores a
nivel de la base de la mama, es decir, a nivel de las biopsias realizadas a los 6 y 8 cm
de altura a partir del pezon, se puede concluir diciendo que la distribucion del

enrofloxacino por la glandula mamaria perfundida tras su administracion sistémica
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en el modelo de ubre perfundida resulta uniforme. Este hecho fue ya observado con
anterioridad por otros autores (Ehinger et al., 2006; Kietzmann et al., 2008).

En cuanto al tejido mamario contralateral no perfundido (tabla 25) los valores
medios de enrofloxacino encontrados fueron de: 4,50 ug/g de tejido; 3,93 pg/g de
tejido; 3,84 ug/g de tejido y 3,91 pg/g de tejido para las biopsias tomadas a los 2, 4, 6
y 8 cm de altura, respectivamente. Puede observarse, al igual que ocurre en la
glandula mamaria perfundida, una distribucion uniforme del enrofloxacino por todo
el tejido glandular. Asimismo, y tras realizar el estudio estadistico correspondiente
no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones medias de

enrofloxacino y las distintas alturas de muestreo (Anova de 2 vias, p < 0,05).

Finalmente sefialar que, tras la administracién sistémica de enrofloxacino en
el modelo in vitro de ubre ovina perfundida, se observa que solo hay un pequefio
paso de enrofloxacino desde la glandula mamaria perfundida a la no perfundida, que
da como resultado unas concentraciones 10 veces menores en el tejido no perfundido
(figura 48). Tal y como se coment6 en el apartado de revisidn bibliografica, este
pequefio paso de enrofloxacino de la glandula perfundida a la no perfundida podria
producirse a través de las arteriolas que emite la arteria mamaria media y que
anastomosan con las arteriolas de la glandula contralateral. Otro factor que podria
influir es la naturaleza lipidica del compuesto, produciéndose un pequefio paso de

enrofloxacino por difusion a través del tejido graso.

El hecho de que la perfusién aislada de la glandula mamaria mediante el
modelo de ubre perfundida da lugar a la aparicion de una secrecion lactea fue ya
demostrado en trabajos anteriores llevados a cabo por distintos autores (Peeters y
Massart, 1947; Hardwick y Linzell, 1960; Kietzmann et al., 1993). Dicha secrecion
lactea fue denominada posteriormente por Zeitlin y Eshraghi (2002) como pseudo-
leche, debido a que se forma sin la presencia de sangre y su constitucion es
relativamente diferente. Para excluir la posibilidad de que la aparicion de dicha
pseudo-leche fuera el resultado de una simple bajada pasiva de la secrecion

previamente acumulada, los autores anteriormente citados llevaron a cabo diversas
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pruebas basadas en la detencion y reanudacion de la perfusion intravascular,
observando los cambios que se producian a nivel de la produccion de pseudo-leche.
Los resultados obtenidos indicaron que la produccion de pseudo-leche era claramente
dependiente del flujo de perfusion y no era simplemente el resultado del drenaje no

especifico de la leche materna previamente formada y acumulada.

En el caso particular de la administracion sistémica en nuestro modelo in
vitro de ubre ovina perfundida, se procedio a la recogida de esta pseudo-leche tras el
periodo de perfusion (180 min) para determinar en ella la presencia de posibles
residuos de enrofloxacino. Los valores de la concentracion de enrofloxacino en
pseudo-leche, con su media (x ), desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion

(CV) para cada una de las ovejas se reflejan en la tabla 26.

Tabla 26. Concentraciones de enrofloxacino (ug/ml) en pseudo-leche obtenidas tras

la administracién sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Concentracion

N° oveja (ug/ml)

0,727
1,212
1,293
0,515
0,577
0,518
0,407
1,251
1,189
1,320
0,904
0,891

© 00 N oo o B~ W N -

I
N B O

X 0,900
DE 0,345
CV (%) 38,28

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Como muestra la tabla 26 y como era de esperar, se detectaron residuos de
enrofloxacino en pseudo-leche tras un periodo de perfusion de 180 min. Las
concentraciones encontradas oscilaron entre 0,407 y 1,320 pg/ml, resultando la

media de 0,900 pg/ml, apreciandose una gran variabilidad individual.

Después de la administracion sistémica de 5 mg/kg de enrofloxacino, si
comparamos las concentraciones medias del compuesto encontradas en solucion
Tyrode y en pseudo-leche, tras 180 min de perfusion podemos observar claras
diferencias; 2,955 pg/ml de enrofloxacino en solucion Tyrode vs. 0,900 pg/ml de
enrofloxacino en pseudo-leche, concentraciones que son 3,28 veces superiores en
solucion Tyrode que en pseudo-leche. El enrofloxacino es un acido débil por lo que
por un proceso de difusion pasiva, se concentraria en la solucién Tyrode al ser su pH
mas bésico que el de la pseudo-leche (7,8 y 7,2 respectivamente). Esto explica los

mayores valores de concentracién obtenidos en la solucion Tyrode.

Sin embargo, estudios llevados a cabo en animales vivos (Haritova et al.,
2003) muestran valores de enrofloxacino en leche, tras la administracion intravenosa,
similares a los valores plasmaticos e incluso superiores. Este hecho, probablemente
esta relacionado con la elevada liposolubilidad del enrofloxacino, que se acumularia

en la leche frente a la pseudo-leche por su contenido en grasa..
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1.3. Administraciéon intramamaria de enrofloxacino

1.3.1. Solucién Tyrode

Las concentraciones de enrofloxacino en soluciéon Tyrode tras la
administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m))
para cada oveja, sus valores medios (X), las desviaciones estandar (DE) y los

coeficientes de variacién (CV) se encuentran recogidos en la tabla 27.

Tabla 27. Concentraciones de enrofloxacino (ug/ml) en solucion Tyrode obtenidas
tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20%
(m/m)) en el modelo de ubre perfundida.

Tiempo (minutos)
N° oveja
30 60 90 120 150 180

1 0,286 0,651 1,412 1,678 2,066 2,133
2 0,102 0,202 0,259 0,348 0,431 0,516
3 1,368 1,661 1,919 2,341 2,484 2,492
4 0,013 0,018 0,033 0,056 0,081 0,079
5 0,349 0,585 1,198 1,383 1,557 1,635
6 0,083 0,146 0,198 0,241 0,291 0,238
7 0,218 0,402 0,525 0,771 1,073 1,128
8 0,224 0,495 0,611 0,756 1,088 1,188
9 0,06 0,148 0,156 0,197 0,251 0,271
10 0,243 0,45 0,643 0,661 1,094 0,746
1 0,275 0,438 0,667 0,714 0,745 0,659
12 0,023 0,036 0,060 0,065 0,071 0,053
13 0,048 0,115 0,217 0,252 0,283 0,379
14 0,319 0,446 0,473 0,648 1,142 0,583
X 0,442 0,633 0,906 1,106 1,266 1,305

DE 0,340 0,414 0,556 0,664 0,746 0,762

CV (%) 76,85 65,38 61,39 60,03 58,96 58,35

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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En las figuras 49 a 53 se representan las concentraciones de enrofloxacino

frente al tiempo, en escala normal y semilogaritmica, obtenidas para cada oveja.

Como en el apartado anterior, en la figura 54 se muestra en escala normal y
semilogaritmica la evolucion de las concentraciones medias de enrofloxacino, con

sus desviaciones estandar frente al tiempo.

Tras la administracion intramamaria de 5 g de pomada al 20% (m/m) de
enrofloxacino en el modelo in vitro se observa el paso de antibacteriano a solucién
Tyrode. Las concentraciones medias detectadas a los distintos tiempos de muestreo,
30; 60; 90; 120; 150 y 180 min, fueron de 0,442; 0,633; 0,906; 1,106; 1,266 y 1,305
pg/ml, respectivamente. Puede observarse que la concentracion media maxima de
enrofloxacino se detectd en el ultimo tiempo de muestreo, lo que indica que la
concentracion podria seguir aumentando, aunque mas lentamente, de prolongarse el

periodo de perfusion.

Si tenemos en cuenta las concentraciones individuales de enrofloxacino y no
la media, se puede observar que en 6 de las 14 ubres perfundidas la concentracion
maxima de enrofloxacino se alcanza a los 150 min de la administracion
intramamaria, mientras que en el resto de las ubres perfundidas la concentracion

méxima se alcanza a los 180 min.

Por otra parte, podemos observar un elevado coeficiente de variacion en cada
punto de muestreo. Pensamos que estas diferencias son debidas a que, aunque todos
los animales utilizados en el estudio se encontraban en lactacion, no todos se
encontraban en la misma fase, haciendo que los procesos de absorcion y distribucién

del antibacteriano variasen de un animal a otro.
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Figura 49. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada

al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida. Oveja 1 a 3.
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Figura 50. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion
Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada
al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida. Oveja 4 a 6.
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Figura 51. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada
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al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida. Oveja 7 a 9.
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Figura 52. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion
Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada
al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida. Oveja 10 a 12.
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Figura 53. Curvas individuales de concentracién de enrofloxacino en solucion

Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada

al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida. Oveja 13 a 14.
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Figura 54. Evolucién de las concentraciones medias de enrofloxacino en solucion
Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada
al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida (n=14).
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En la figura 55 se representan conjuntamente las concentraciones medias de
enrofloxacino frente al tiempo obtenidas tras la administracion sistémica e
intramamaria, y en ellas puede observarse que dichas concentraciones siempre son

mas bajas al utilizar la administracion intramamaria.

Concentracion (ug/ml)
w
|

T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (cm)

Figura 55. Relacion entre las concentraciones medias de enrofloxacino en solucion
Tyrode tras la administracion sistémica de 5 mg/kg (—m—) Yy tras la administracién
intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20 % (m/m)) (=—e—) en el
modelo de ubre perfundida (n = 12 y n = 14 respectivamente).
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1.3.2. Tejido mamario

Las concentraciones de enrofloxacino obtenidas al finalizar el tiempo de
perfusion (180 min), a las distintas alturas de muestreo, tras la administracion
intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)), tanto en la
glandula mamaria perfundida como en la no perfundida, con sus medias (X),
desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) para cada una de las

ovejas, pueden observarse en las tablas 28 y 29, respectivamente.

Tabla 28. Concentraciones de enrofloxacino (pg/g) en tejido mamario perfundido a
las distintas alturas de muestreo obtenidas tras la administracion intramamaria de 1 g

de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida.

Altura de muestreo (cm)
N° oveja
2 4 6 8

1 145,03 108,20 56,52 53,01
2 48,57 16,47 13,68 11,12
3 179,55 32,12 23,23 21,28
4 122,05 61,12 53,43 20,28
5 187,43 146,92 114,70 30,23
6 116,79 42,51 25,79 19,66
7 94,75 50,30 45,16 34,91
8 19,64 17,33 16,66 13,76
9 45,19 13,85 6,70 6,22
10 197,30 23,59 16,29 13,10
11 54,34 45,42 43,95 41,68
12 89,48 29,82 17,10 13,99
13 142,14 25,61 20,89 13,10
14 10,92 9,56 7,95 6,56
X 123,80 54,48 36,72 26,42

DE 62,06 38,94 28,69 13,82

CV (%) 50,13 71,47 78,14 52,30

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Tabla 29. Concentraciones de enrofloxacino (pug/g) en tejido mamario contralateral
no perfundido a las distintas alturas de muestreo obtenidas tras la administracion

intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de

ubre perfundida.

Altura de muestreo (cm)
N° oveja
2 4 6 8

1 N.D. 9,66 3,33 3,67
2 N.D. 7,57 5,88 5,36
3 23,78 27,96 13,88 6,35
4 21,67 19,08 19,09 14,46
5 4,96 9,39 15,50 10,06
6 11,52 4,57 8,31 3,98
7 1,16 1,47 1,82 N.D.
X 12,62 11,38 9,69 7,31

DE 9,97 9,13 6,56 4,19

CV (%) 79,02 80,20 67,74 57,28

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion, N.D. = no detectado.

Las figuras 56, 57 y 58 muestran las concentraciones de enrofloxacino frente
a la altura de muestreo tanto en la glandula perfundida como en la contralateral no
perfundida en cada uno de los animales estudiados. La media de las concentraciones
con sus desviaciones estandar frente a la altura, para la glandula pefundida y no

perfundida estan representadas, a continuacion, en la figura 59.

Sefialar que, en este grupo solo se disponen de resultados de concentracion de
enrofloxacino para la glandula mamaria contralateral no perfundida en 7 de las 14

ovejas, debido a la pérdida accidental de las muestras de biopsia.
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Figura 56. Curvas individuales de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario

perfundido (—e—) y en tejido mamario contralateral no perfundido (

) a las

distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de 1 g de

enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida.

Ovejas 1 a 6.
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Figura 57. Curvas individuales de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario

perfundido (—e—) y en tejido mamario contralateral no perfundido ( )

a las

distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de 1 g de

enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida.

Ovejas 7 a 12.
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Figura 58. Curvas individuales de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario
perfundido (—e—) y en tejido mamario contralateral no perfundido ( ) a las
distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de 1 g de
enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida.
Ovejas 13y 14.
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Figura 59. Curva media de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario
perfundido (—e—) (n=14) y en tejido mamario contralateral no perfundido ( )
(n=7) a las distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de 1 g
de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida.
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En el caso del tejido mamario perfundido, las concentraciones de
enrofloxacino observadas a las distintas alturas oscilaron entre 10,92 y 197,30 pg/g
de tejido para las biopsias tomadas a los 2 cm de altura (a partir del pezén),
haciéndolo entre 9,56 y 146,92 nug/g de tejido para los 4 cm. Los valores obtenidos a
los 6 y 8 cm oscilaron entre 6,70 y 114,70 ug/g de tejido y 6,22 y 53,01 ug/g de
tejido, respectivamente.

Puede observarse que tras la administracion intramamaria de enrofloxacino,
la concentracion del farmaco es méxima a nivel cisternal, es decir, a nivel de la
biopsia mas cercana al pezon (2 cm). Esta concentracion desciende de forma
progresiva con el aumento de la distancia vertical desde el pezon hacia la base de la
mama. Este comportamiento se corresponde con el publicado para otros
antibacterianos (bencilpenicilina, oxacilina, ampicilina y alguna cefalosporinas) tras
la administracion por via intramamaria (Ehinger y Kietzmann 2000a y b; Ehinger et
al., 2006).

En este estudio y como muestra la tabla 28, se observa una considerable
variacion de concentraciones de farmaco en el tejido mamario perfundido de una
ubre a otra. Este hecho concuerda con los resultados obtenidos en los estudios
anteriormente citados (Ehinger y Kietzmann 2000a y b; Ehinger et al., 2006) y es
debido a las variaciones individuales que existen en la especie ovina, sobre todo a las
diferencias en el tamafio glandular, que esta frecuentemente correlacionada con el

volumen de secrecién (Ehinger y Kietzmann, 1998).

También podemos sefalar, la fase de lactacion en la que se encuentre la ubre
o el estado de salud de la misma (Ehinger et al., 2004). Asi se ha observado que en
caso de mastitis agudas la permeabilidad vascular se ve aumentada con respecto a
ubres sanas, alcanzandose mayores concentraciones de antibidtico en ubres enfermas
(Ziv, 1980). Esta variabilidad observada no hace més que reflejar la situacion normal
en el campo. (Ehinger et al., 2006)
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En la tabla 28 puede observarse ademas, una considerable diferencia entre las
concentraciones de enrofloxacino obtenidas a nivel de la primera biopsia (2 cm) con
respecto a las otras tres, aspecto que se aprecia mejor al observar las ovejas nimeros
3, 4, 6, 10 y 13. El analisis estadistico realizado indicé que habia diferencias
significativas entre las concentraciones medias de enrofloxacino obtenidas a los 2 cm
de altura con respecto a las otras 3 alturas (4, 6 y 8 cm) (Anova 2 vias y Test de
Duncan, p < 0,05). Este hecho es debido presumiblemente a problemas de difusion
relacionados con la proximidad de este punto y la zona donde se realiza la
administracion de la pomada y fue ya observado con anterioridad por otros autores
(Ehinger y Kietzmann 2000a y b; Ehinger et al., 2006).

En cuanto a los concentraciones de enrofloxacino obtenidas en el tejido
mamario contralateral no perfundido (tabla 29), se puede observar al igual que
ocurria tras la administracion sistémica, una considerable uniformidad entre los
valores obtenidos a las distintas alturas de muestreo. Asi, nos encontramos valores
medios de 12,618 pg/g de tejido en las biopsias tomadas a los 2 cm de la base del
pezon; 11,384 pg/g de tejido en las biopsias tomadas a los 4 cm; 9,687 pg/g de tejido
en las biopsias tomadas a los 6 cm y 8,979 pg/g de tejido en las biopsias tomadas a
los 8 cm a partir de la base del pezon. No se observaron diferencias significativas
entre las concentraciones medias de enrofloxacino obtenidas en los distintos puntos
de muestreo (Anova 2 vias, p < 0,05). También en este caso puede observarse una

gran variabilidad interindividual similar a la observada en las ubres perfundidas

Para concluir y segin muestra la figura 60, las concentraciones de
enrofloxacino encontradas en el tejido mamario, tanto perfundido como no
perfundido son, como se esperaba, superiores tras la administracion intramamaria
con respecto a la via sistémica en las biopsias mas proximas al pezon, es decir al
lugar de la administracion del farmaco (2 y 4 cm) (Malbe et al., 1996). Sin embargo,
debe sefialarse que al igual que en el estudio llevado a cabo por Ehinger et al. (2006),
las concentraciones alcanzadas a nivel de la base de la ubre (6 y 8 cm) en el
momento de la recogida de las biopsias (180 min) fueron ligeramente superiores tras
la administracion sistémica con respecto a la administracion intramamaria en la

glandula mamaria perfundida.

205



Resultados y discusion

200
——e——  sistémica perfundida
sistémica no perfundida
——&———  intramamaria perfundida
150 — intramamaria no perfundida
=)
E=)
S
=
2
g 100 —
=
=
5]
2]
=
<
Q
50 —
0 | | | |

0 2 4 6 8 10

Altura de muestreo (cm)

Figura 60. Concentraciones medias de enrofloxacino en tejido mamario perfundido
y en tejido mamario contralateral no perfundido a las distintas alturas de muestreo,
tras la administracion sistémica de 5 mg/kg y tras la administracion intramamaria de
1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida

(n=12 y n=14 respectivamente).
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2. Ovejas vivas

2.1. Administracion intramamaria de enrofloxacino

2.1.1. Plasma

Resultados y discusion

En la tabla 30 se recogen los valores de las concentraciones plasmaticas

experimentales para cada oveja, en los diferentes tiempos muestrales establecidos,

con sus medias (X), desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV)

para cada una de las ovejas.

En las figuras 61 y 62 se observa la evolucion de las concentraciones

plasmaticas de enrofloxacino frente al tiempo, en escala normal y semilogaritmica.

Asimismo, en la figura 63 esté representada la media de las concentraciones

experimentales con sus desviaciones estandar frente al tiempo, en escala normal y

semilogaritmica.

Tabla 30. Concentraciones plasmaticas de enrofloxacino (ug/ml) obtenidas tras la

administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)).

Tiempo (minutos)
N° oveja
30 60 90 120 150 180

1 0,491 0,290 0,249 0,187 0,186 0,187
2 N.D. 0,480 0,431 0,467 0,481 0,508
3 N.D. 0,069 0,080 0,080 0,066 0,077
4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
5 N.D. 0,303 0,813 0,473 0,489 0,569
6 0,461 0,574 0,373 0,501 0,594 0,526
X 0,476 0,343 0,389 0,342 0,363 0,373

DE 0,021 0,195 0,272 0,194 0,225 0,225

CV (%) 4,46 56,73 70,00 56,83 61,98 60,22

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion, N.D. = no detectado.
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Figura 61. Curvas individuales de concentracion plasmatica experimental-tiempo
para el enrofloxacino tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino

(5 g de pomada al 20% (m/m)). Ovejas 1 a 3.
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Figura 62. Curvas individuales de concentracion plasmatica experimental-tiempo

para el enrofloxacino tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino
(5 g de pomada al 20% (m/m)). Ovejas 4 a 6.
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Figura 63. Evolucion de las concentraciones plasmaticas medias de enrofloxacino

tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20%

(m/m)) a 6 ovejas vivas.
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Con lo que respecta a las concentraciones de enrofloxacino encontradas en
plasma tras la administracion intramamaria en animales vivos, se puede observar una
gran variabilidad individual, tal y como lo reflejan los coeficientes de variacion
calculados para cada uno de los tiempos de muestreo. En general, se observan
coeficientes de variacion superiores al 55 %, excepto para la muestra obtenida a los
30 min, donde s6lo hay dos animales en los cuales se detectd enrofloxacino y el

coeficiente de variacion fue del 4,46%.

Los valores medios de concentracién obtenidos a los distintos tiempos de
muestreo fueron: 0,476 pg/ml (30 min); 0,343 pg/ml (60 min); 0,389 pg/ml (90 min);
0,342 pg/ml (120 min); 0,363 pg/ml (150 min) y 0,373 pg/ml (180 min). Como
puede observarse, las concentraciones de antibacteriano en plasma tras la
administracion intramamaria son bajas en las tres primeras horas y ademas se

mantienen practicamente constantes a partir de los 60 min.

El hecho de que a los 30 min de la administracion sélo hayamos encontrado
enrofloxacino en dos de los seis animales indicaria que en el resto la velocidad de
absorcidn es mas lenta que en estos animales. En la oveja nimero 4, la absorcién fue
demasiado baja como para poder encontrar concentraciones detectables de

enrofloxacino en plasma en los distintos tiempos de muestreo establecidos.

En la figura 64 se representan las concentraciones medias de enrofloxacino,
tanto en plasma como en solucion Tyrode, determinadas tras la administracion
intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas
y en el modelo in vitro de ubre ovina perfundida, respectivamente. Podemos observar
que, en ovejas vivas, las concentraciones obtenidas durante el periodo estudiado (180
min) fueron inferiores a las determinadas in vitro. Este hecho puede deberse a que el
modelo in vitro tiene un volumen de distribucion menor y no refleja las condiciones
fisioldgicas reales de eliminacion del farmaco, al carecer de 6rganos implicados en
este proceso tales como el higado o el rifion. Aunque como se vera mas adelante,
cabe esperar un mayor paso de farmaco desde la glandula mamaria al torrente
circulatorio en la oveja viva, el aumento proporcionalmente mayor del proceso de

eliminacion explicaria los niveles mas bajos de enrofloxacino en plasma.
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Figura 64. Relacion entre las concentraciones medias de enrofloxacino en plasma y
solucion Tyrode tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino
(5 g de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas (—e—) Yy en el modelo de ubre

perfundida (—m—).
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2.1.2. Tejido mamario

A continuacién, en la tabla 31, pueden observarse las concentraciones de
enrofloxacino en tejido mamario obtenidas a las distintas alturas de muestreo, con
sus medias (x), desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) para

cada una de las ovejas.

En la figura 65 se muestra la evolucion de las concentraciones de
enrofloxacino frente a la altura de muestreo. De la misma forma, en la figura 66 esta
representada la media de las concentraciones con sus desviaciones estandar frente a

la altura.

Tabla 31. Concentraciones de enrofloxacino (pg/g) en tejido mamario obtenidas tras
la administracién intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20%
(m/m)).

Altura de muestreo (cm)
N° oveja
2 4 6 8

1 268,32 80,36 33,57 8,42
2 456,11 201,23 181,53 134,12
3 213,88 28,76 18,73 16,40
4 298,48 287,30 219,63 188,84
5 464,45 219,92 145,56 149,84
6 438,44 216,45 79,31 75,95
X 356,61 172,34 113,06 95,60

DE 109,34 97,30 81,80 74,00

CV (%) 30,66 56,46 72,36 77,41

X = media, DE = desviacion estandar, CV = coeficiente de variacion.
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Figura 65. Curvas individuales de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario
a las distintas alturas de muestreo tras la administracion intramamaria de 1 g de

enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)). Ovejas 1 a 6.
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Figura 66. Curva media de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario a las
distintas alturas de muestreo tras la administracion intramamaria de 1 g de

enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) a 6 ovejas vivas.

Como acabamos de sefialar, en la tabla 31 se observan las concentraciones de
enrofloxacino detectadas a las distintas alturas de muestreo. Para las biopsias
tomadas a nivel cisternal (2 cm de altura a partir del pezon) los valores oscilaron
entre 213,88 y 464,45 ng/g de tejido. Para las biopsias tomadas a los 4 y 6 cm, los
valores de concentracidon oscilaron entre 28,76 y 287,30 pg/g y 18,73 y 219,63 ug/g

de tejido, respectivamente.

Finalmente, a nivel de la base de la ubre (8 cm de altura a partir del pezon) se
obtuvieron los valores més bajos de concentracion, entre 8,42 y 188,84 ng/g de
tejido. Segln estos datos, se puede observar un descenso progresivo de la
concentracion de enrofloxacino a medida que aumenta la distancia vertical desde el

pezon hacia la base de la mama.
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Sefialar también, la gran variacion que existe entre los animales estudiados,
con coeficientes de variacion que oscilaron entre el 30,66 y el 77,41%. El estudio
estadistico realizado indicO que habia diferencias significativas entre las
concentraciones medias de enrofloxacino obtenidas a los 2 cm de altura y las
obtenidas a los 4, 6 y 8 cm de altura a partir de la base del pezén (Anova de 2 vias y
Test de Duncan, p <0,05).

Este comportamiento observado in vivo se corresponde con el encontrado por
nosotros en el modelo in vitro de ubre ovina perfundida tras la administracion
intramamaria, tal y como puede observarse en la figura 67, en la que se representan
conjuntamente los resultados obtenidos en ambas situaciones, tanto en escala normal
como semilogaritmica. En esta figura se observan concentraciones elevadas de
enrofloxacino, tanto en el modelo in vitro como en animales vivos, a nivel cisternal
(biopsia tomada a los 2 cm del pezon). Este hecho es debido presumiblemente a la

proximidad de este punto con el lugar donde se realiza la administracion del farmaco.

También podemos observar que las concentraciones de enrofloxacino
determinadas en ovejas vivas fueron mas altas que las encontradas en el modelo in
vitro, lo que podria deberse a que nuestro modelo no refleja exactamente las
condiciones fisioldgicas de los animales vivos. Entre estas diferencias cabe sefialar la
composicion de la solucion Tyrode y la sangre o el flujo de perfusion que es menor
que el flujo sanguineo. Por otra parte, el modelo es estatico mientras que las ovejas
estuvieron en movimiento. Todo ello contribuiria a que la difusion del farmaco fuese

mayor en los animales vivos.
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Figura 67. Relacion entre las concentraciones medias de enrofloxacino en tejido
mamario a las distintas alturas de muestreo tras la administracion intramamaria de
1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas (—e—) y en el

modelo de ubre perfundida (—m=—).
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Con el fin de encontrar una posible relacion entre las concentraciones de
enrofloxacino y las alturas a las cuales se toman las muestras, se han ensayo los
modelos: lineal y monoexponencial decreciente, obteniéndose las siguientes

ecuaciones:

e Modelo lineal:
<« Para el modelo in vitro de ubre perfundida
Concentracién = 137,830 - 15,495.altura (r* = 0,832 y p = 0,088)
<« Para ovejas vivas

Concentracion = 394,908 — 42,116.altura (r* = 0,829 y p = 0,089)

e Modelo monoexponencial decreciente:
<« Para el modelo in vitro de ubre perfundida
Concentracion = 177,776.e %251 (2 = 0 950 y p = 0,025)
<« Para ovejas vivas

Concentracion = 478,804.e %2131 (2 = 0 924 y p = 0,039)

En la figura 68 se representa la correspondencia entre los valores
experimentales y los tedricos calculados con los modelos lineal y monoexponencial

decreciente obtenidos, tanto en el modelo in vitro como en ovejas vivas.
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Figura 68. Valores experimentales de las concentraciones medias de enrofloxacino
en tejido mamario a las distintas alturas de muestreo tras la administracién
intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo in
vitro (A) y en ovejas vivas (B) y sus ajustes correspondientes realizados con el

modelo lineal y monoexponencial decreciente.
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Teniendo en cuenta estos resultados, el modelo monoexponencial decreciente
es el que mejor ajusta los datos experimentales. Puede observarse que la pendiente es
muy parecida en ambos casos, lo que indicaria que la cinética de difusion es similar,
y que partiendo de los valores de los coeficientes obtenidos en ambos modelos
pueden predecirse los valores de concentracion in vivo a las distintas alturas de
muestreo, Unicamente multiplicando su valor in vitro por: 2,693 o bien utilizando la

ecuacion: Concentracion = 478,804,¢ 0251 alura

En la figura 69 puede observarse la correspondencia entre los valores tedricos

in vivo predichos utilizando dicha ecuacion y los valores experimentales in vivo

obtenidos.
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Figura 69. Representacion grafica de los valores tedricos in vivo predichos

-0,251.altura

utilizando la ecuacion: Concentracion = 478,804.e y los valores medios

experimentales in vivo.
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Evaluando en conjunto los resultados obtenidos en los diferentes ensayos
realizados con nuestro modelo in vitro, podemos afirmar que es adecuado para
caracterizar los procesos de paso del farmaco desde el liquido Tyrode al tejido
mamario y viceversa, y especialmente para estudiar las caracteristicas de distribucién
del farmaco en el tejido mamario mediante la determinacion de sus concentraciones a
distintas alturas. EI modelo propuesto tendria su mayor utilidad en el estudio de las
variaciones que se pueden producir en funcién de la dosis administrada y de las
caracteristicas de las diferentes formulaciones en que se presente el farmaco; ambas
van a determinar cambios en la difusion tisular y en su transferencia a sangre y leche.
Teniendo en cuenta la utilizacion que se hace de la via intramamaria en la practica
clinica, la principal aplicacion de este modelo seria en el estudio de formulaciones de

antimicrobianos para el tratamiento de la mastitis.
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3. Relacion farmacocinética/farmacodinamia (Pk/Pd)

Existen tres indicadores que definen/predicen la eficacia terapéutica de los
antibacterianos. Uno de ellos viene representado por el cociente entre la Cnax Y 12
concentracion minima inhibitoria (CIM), otro por el cociente entre el AUCo.4n Y la
CIM (AUIC) y el ultimo hace referencia al tiempo en que la concentraciéon del
antibacteriano excede la CIM (T>CIM). Estos parametros no son mas que el
resultado de correlacionar una medida de exposicion de la bacteria al farmaco,
expresada mediante los parametros farmacocinéticos Cnax Y AUC, frente a una
medida de la potencia del antibacteriano frente a la bacteria de interés, expresada por
el parametro farmacodindmico CIM (Hyatt et al., 1995; Lode et al., 1998; Schentag,
1999; Pickerill et al., 2000; Schentag et al., 2001; Mckellar et al., 2004).

Por su parte, los antibacterianos pueden clasificarse en dos grupos;
antibacterianos concentracion dependientes y antibacterianos tiempo dependientes.
Los antibacterianos tiempo dependientes, son aquellos en los cuales la importancia
del tiempo de exposicion al antibacteriano es mayor que la concentracion maxima
alcanzada, y la eficacia dependera de la relacion AUCq.24n /CIM (AUIC). Dentro de
este grupo se encuentran entre otros los B—lactdmicos y los macrolidos (Owens y
Ambrose, 2002a; Mckellar et al., 2004). Diversos estudios han publicado que los
valores de AUIC necesarios para asegurar el éxito terapéutico de los antibacterianos
son diferentes para infecciones causadas por Gram negativos y Gram positivos. Para
organismos Gram negativos, el valor de AUCg.o4n /CIM necesario se establece entre
100 y 125, mientras que para los microorganismos Gram positivos este valor es
considerablemente menor, del orden de 30 a 50 (Drusano et al., 1993; Forrest et al.,
1993; Craig, 1998b; Preston et al., 1998; Nightingale et al., 2000; Walker, 2000;
Wright et al., 2000; Ibrahim et al., 2002).

El AUIC también sirve como indice Pk/Pd cuando la infeccion esta
provocada por bacterias de crecimiento lento, cuando existe poco o nulo efecto

postantibiotico, o cuando las CIM de los microorganismos son bajas (Marin, 2008).

En cuanto a los antibacterianos concentracion dependientes es decir, aquellos

en los cuales la accion bactericida aumenta a medida que aumenta la concentracion
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del farmaco, el mejor indicador Pk/Pd para predecir su eficacia es la relacion
Cmax/CIM. Dentro de este grupo se encuentran tanto las fluoroquinolonas
(enrofloxacino) como los aminoglucosidos y el metronidazol. Los distintos estudios
Ilevados a cabo al respecto, revelan que este cociente deberia estar entre 8 y 10. De
esta forma, se asegura la mortalidad de los microorganismos més sensibles y se
produce un aumento de la mortalidad o de la inhibicion del crecimiento de bacterias
con altos valores de CIM, es decir menos sensibles (Craig, 1998b; Craig y Dalhoff,
1998a; Zhanel, 2001; Toutain et al., 2002; Papich y Riviere, 2003; Mckellar et al.,
2004; Toutain et al., 2004).

De forma general y a modo de resumen, podemos decir que la CIM del
enrofloxacino para los microorganismos patdgenos mas sensibles causantes de
enfermedad en el ganado ovino oscila entre 0,008 y 0,06 pg/ml, siendo la CIM para
microorganismos sensibles del orden de 0,125 a 0,5 pg/ml y para los menos sensibles
igual a 0,5 pg/ml (Scheer, 1987b; Prescott y Yielding, 1990; Bottner et al., 1995;
Steeve et al., 1996; Wallmann, 2006; Otero et al., 2009).

A continuacion se relacionardn las concentraciones de enrofloxacino
obtenidas en solucion Tyrode y tejido mamario, tanto tras la administracién sistémica
como intramamaria, en el modelo in vitro de ubre ovina perfundida, con las CIMs
antes sefialadas. Asimismo, se relacionaran las concentraciones plasmaéticas y
tisulares obtenidas in vivo tras la administracion intramamaria. En todos los casos, se
tomaran como referencia las CIMs de algunos microorganismos patdégenos causantes
de mastitis en el ganado ovino: Staphylococcus aureus, Mycoplasma agalactiae
(CIM = 0,5 pg/ml); Escherichia coli, Streptococcus spp. (CIM = 0,06 pg/ml) y
Pasteurella haemolytica (CIM = 0,03 pg/ml) (Wegener et al., 1994; Haritova et al.,
2003; Lorian et al., 2003).

Sefialar ademaés, que como Cpmax hemos adoptado la concentracion media de
enrofloxacino obtenida a los distintos tiempos de muestreo en solucion Tyrode y
plasma. En las muestras de tejido mamario se han utilizado las concentraciones
medias de enrofloxacino obtenidas a las distintas alturas de muestreo, recogidas al

finalizar el tiempo de perfusion (180 min).
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Tabla 32. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en solucion Tyrode tras la

administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

Tiempo Concentracion de CIM
(min) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ng/ml) C/ICIM
(g/ml)
1 4,02  (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 8,05
30 4,024 sensibles ++ | | o125 32,19
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 67,07
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 134,13

0,008 503,00

1 3,83 (@)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 7,65 @)
60 3,825 sensibles ++ | | 0,125 30,60
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 63,75
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 127,50

0,008 478,13

1 357  (a)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 7,14 (a)
90 3,570 sensibles ++ | | o125 28,56
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 59,50
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 119,00

0,008 446,25

1 330 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 6,59 (a)
120 3,296 sensibles ++ | | o125 26,37
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 54,93
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 109,87

0,008 412,00

1 311 (a)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 6,21 (@)
150 3,105 sensibles ++ | | o125 24,84
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 51,75
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 103,50

0,008 388,13

1 2,96 @)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 5,91 @)
180 2,955 sensibles ++ | | o125 23,64
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 49,25
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 98,50

0,008 369,38

CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp)
y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica). (a) = Falta de eficacia: no se supera el limite inferior para el cociente
C/CIM > 8.
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En primer lugar y con lo que respecta a la administracion sistémica de
enrofloxacino en el modelo in vitro de ubre ovina perfundida (tabla 32) podemos
observar que, tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg se alcanzan
concentraciones eficaces de enrofloxacino en solucion Tyrode frente a la mayoria de
los microorganismos patogenos clasificados como sensibles y mas sensibles, es decir

frente aquellos microorganismos cuyo CIM sea menor de 0,37 pug/ml.

En cuanto a la eficacia especifica contra los principales microorganismos
causantes de mastitis, se puede observar que solo en el primer tiempo de muestreo
(30 min) se alcanzan concentraciones adecuadas (C/CIM > 8) frente a los cinco
microorganismos sefialados anteriormente, mientras que en el resto de los tiempos
muestreados, solo se observa eficacia frente a Escherichia coli, Streptococcus spp
(CIM = 0,06 pg/ml) y Pasteurella haemolytica (CIM = 0,03 pg/ml) pero no frente a
Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae (CIM = 0,5 pg/ml).

En la figura 70 se observa la representacion grafica de la eficacia del
enrofloxacino en solucién Tyrode, tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el
modelo de ubre perfundida, teniendo en cuenta los valores de CIM para los
microorganismos a los cuales nos hemos referido anteriormente: CIM = 0,5 pg/ml
(Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia
coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica).
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Figura 70. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en solucion Tyrode tras la

administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida.

En segundo lugar y tras la administracion intramamaria de 1 g de
enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) (tabla 33) las concentraciones
obtenidas en solucion Tyrode son inferiores a las alcanzadas tras la administracién
sistémica, sin embargo se alcanzan concentraciones eficaces frente a los
microorganismos mas sensibles causantes de enfermedad (CIM < 0,125 pg/ml).
Como ya se menciond en su momento, a medida que aumenta el tiempo de perfusion
aumenta también la concentracion de enrofloxacino en solucion Tyrode, y con ella la
eficacia frente a microorganismos con una CIM mayor. En la tabla 33 puede
observarse que a partir de los 60 min de la administracion intramamaria se alcanzan
ya concentraciones de enrofloxacino eficaces frente a Escherichia coli,
Streptococcus spp. y Pasteurella haemolytica, pero todavia no frente a

Staphylococcus aureus o Mycoplasma agalactiae.
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Tabla 33. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en solucion Tyrode tras la
administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m))

en el modelo de ubre perfundida.

Tiempo Concentracion de CIM
(min) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ug/ml) C/ICIM
(ng/ml)
1 044  (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 0,50 (a)
30 0,442 sensibles ++ | | o125 354 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 7,37 (a)
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 14,73
0,008 55,25
1 063 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 1,27 (@)
60 0,633 sensibles ++ | | o125 506 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 10,55
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 21,10
0,008 79,13
1 091 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 1,81 (a)
90 0,906 sensibles ++ | | o125 725  (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 15,10
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 30,20

0,008 113,25

1 1,11 (@)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 2,21 @)
120 1,106 sensibles ++ | | 0,125 8,85
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 18,43
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 36,87

0,008 138,25

1 1,27 (a)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 2,53 (a)
150 1,266 sensibles ++ | | o125 10,13
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 21,10
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 42,20

0,008 158,25

1 131  (a)

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 2,61 (a)
180 1,305 sensibles ++ | | o125 10,44
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 21,75
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 43,50

0,008 163,13

CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp)
y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica). (a) = Falta de eficacia: no se supera el limite inferior para el cociente
C/CIM > 8.

227



Resultados y discusion

Al igual que en el caso de la administracion sistémica, en la figura 71 se
observa la representacion grafica de la eficacia del enrofloxacino en solucién Tyrode,
tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20%
(m/m)) en el modelo de ubre perfundida, teniendo en cuenta los valores de CIM para
los microorganismos a los que nos venimos refiriendo: CIM = 0,5 pg/ml
(Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia
coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica).

60
—— I - B
—e— Staphvlococcus anrens; Mycoplasma agalactioe (CIM=0,5pg/ml)
Fscherichia coli; Strepiococens spp (CIM=0,00pg/ml)
Pastenrella haemolviica. (CIM=0,03 pg/ml )
40 —
=
= Zona de
1 -
- eficacia
20 —
0 —T 1 | |
0 30 60 a0 120 150 180

Tiempo (minutos)

Figura 71. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en solucion Tyrode tras la
administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m))

en el modelo de ubre perfundida.
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Las tablas 34, 35, 36 y 37 muestran las concentraciones medias de
enrofloxacino obtenidas en tejido mamario perfundido y en tejido mamario
contralateral no perfundido a las distintas alturas de muestreo, tanto tras la
administracion sistémica como, tras la administracion intramamaria en el modelo in

vitro de ubre ovina perfundida, finalizado el periodo de perfusién (180 min).

Tabla 34. Concentracion media de enrofloxacino en tejido mamario perfundido a las
distintas alturas de muestreo, tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el

modelo de ubre perfundida (n=12).

Altura | Concentracion de CIM
(cm) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ug/ml)  C/ICIM
(Hg/9)

1 35,58

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 71,16

2 35,58 sensibles ++ | | 0125 284,64
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 593,00
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 1186,00

0,008 444750

1 36,45

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 72,90

4 36,45 sensibles ++ | | 0125 291,60
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 607,50
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 1215,00

0,008  4556,25

1 40,38

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 80,76

6 40,38 sensibles ++ | | 0125 323,04
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 673,00
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 1346,00

0,008  5047,50

1 39,97

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 79,94

8 39,97 sensibles ++ | | 0125 319,76
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 666,17
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 1332,33

0,008  4996,25
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Asimismo, las figuras 72, 73, 74 y 75 muestran la representacion gréfica de la
eficacia del enrofloxacino tanto en el tejido mamario perfundido como en el no
perfundido, tras la administracion sistémica e intramamaria, teniendo en cuenta los
valores de CIM para los microorganismos utilizados como referencia: CIM = 0,5
pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml
(Escherichia coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella

haemolytica).
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1600 — Fscherichia coli; Streprococens spp (CIM=0,06pe/ml)
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Figura 72. Curva media de enrofloxacino en tejido mamario perfundido a las
distintas alturas de muestreo, tras la administracion sistémica de 5 mg/kg en el
modelo de ubre perfundida, teniendo en cuenta los valores de CIM para los
microorganismos utilizados como referencia: CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus
aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y
Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica).
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Tabla 35. Concentracion media de enrofloxacino en tejido mamario contralateral no

perfundido a las distintas alturas de muestreo, tras la administracion sistémica de 5

mg/kg en el modelo de ubre perfundida (n=12).

Altura | Concentracion de CIM
(cm) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ug/ml)  C/ICIM
(Hg/9)
1 450 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 9,00
2 4,50 sensibles ++ | | 0125 36,00
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 75,00
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 150,00
0,008 562,50
1 393 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 786 (a)
4 3,93 sensibles ++ | | 0125 31,44
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 65,50
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 131,00
0,008 491,25
1 384 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 768 (a)
6 3,84 sensibles ++ | | 0,125 30,72
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 64,00
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 128,00
0,008 480,00
1 391 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 05 782  (a)
8 391 sensibles ++ | | 0125 31,28
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 65,17
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 130,33
0,008 488,75

CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp)

y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica). (a) = Falta de eficacia: no se supera el limite inferior para el cociente

C/CIM = 8.
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Figura 73. Curva media de enrofloxacino en tejido mamario contralateral no

perfundido a las distintas alturas de muestreo, tras la administracion sistémica de 5

mg/kg en el modelo de ubre perfundida, teniendo en cuenta los valores de CIM para

los microorganismos utilizados como referencia: CIM = 0,5 pug/ml (Staphylococcus

aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y

Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica).
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Tabla 36. Concentracion media de enrofloxacino en tejido mamario perfundido a las
distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de 1 g de
enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida
(n=14).

Altura | Concentracion de CIM

(cm) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ng/ml)  CICIM
(ng/g)

1 123,80
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 247,60
2 123,80 sensibles ++ | | 0,125 990,40
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 2063,33
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 4126,67

0,008  15475,00

1 54,48
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 05 108,96
4 54,48 sensibles ++ | | 0125 43584
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 908,00
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 1816,00

0,008  6810,00

1 36,72

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 05 73,44

6 36,72 sensibles ++ | | 0125 29376
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 612,00
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 1224,00

0,008  4590,00

1 26,42

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 52,84

8 26,42 sensibles ++ | | 0125 211,36
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 440,33

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 880,67

0,008  3302,50
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Figura 74. Curva media de enrofloxacino en tejido mamario perfundido a las
distintas alturas de muestreo, tras la administracién intramamaria de 1 g de
enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida,
teniendo en cuenta los valores de CIM para los microorganismos utilizados como
referencia: CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae);
CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml

(Pasteurella haemolytica).
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Tabla 37. Concentracion media de enrofloxacino en tejido mamario contralateral no
perfundido a las distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de
1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre perfundida
(n=14).

Altura | Concentracion de CIM

(cm) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ng/ml)  CICIM
(ng/g)

1 12,62
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 25,24
2 12,62 sensibles ++ | | 0125 100,96
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 210,33
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 420,67

0,008  1577,50

1 11,38

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 05 22,76

4 11,38 sensibles ++ | | 0125 91,04
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 189,67

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 379,33

0,008  1422,50

1 9,69
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 05 19,38
6 9,69 sensibles ++ | | 0125 77552
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 161,50
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 323,00

0,008  1211,25

1 731 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 14,62
8 7,31 sensibles ++ | | 0125 5848
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 121,83
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 243,67
0,008 913,75

CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pug/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp)
y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica). (a) = Falta de eficacia: no se supera el limite inferior para el cociente
C/CIM = 8.
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Figura 75. Curva media de enrofloxacino en tejido mamario contralateral no
perfundido a las distintas alturas de muestreo, tras la administracion intramamaria de
1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en el modelo de ubre
perfundida, teniendo en cuenta los valores de CIM para los microorganismos
utilizados como referencia: CIM = 0,5 pug/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma
agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03
pg/ml (Pasteurella haemolytica).

Puede observarse que, tanto tras la administracion sistémica como
intramamaria, se superan las CIMs (C/CIM >8) de los microorganismos patégenos
causantes de mastitis en el ganado ovino. Las concentraciones de enrofloxacino
alcanzadas a los 180 min de la administracidn son eficaces incluso frente a aquellos

microorganismos menos sensibles cuya CIM es igual a 0,5 pg/ml.
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En el caso particular de la administracion sistémica en el modelo in vitro se
procedid a la recogida de pseudo-leche, calculando posteriormente el cociente entre
la concentracion a los 180 min y la CIM para los microorganismos patdgenos mas

importantes causantes de mastitis en la especie ovina (tabla 38).

Los resultados obtenidos muestran concentraciones de enrofloxacino en
pseudo-leche eficaces en todos los casos frente a microorganismos cuyo CIM es
igual a 0,03 pg/ml, es decir frente a Pasteurella haemolytica. En el caso de aquellos
microorganismos con una CIM igual a 0,06 ug/ml (Escherichia coli y Streptococcus
spp.) el cociente C/CIM obtenido para cada una de las ovejas muestreadas fue de
12,12; 20,20; 21,55; 5; 9,62; 8,63 y 6,78. Puede observarse que el enrofloxacino
muestra eficacia frente a Escherichia coli y Streptococcus spp. en 5 de los 7
animales. Finalmente, y para microorganismos cuyo CIM es igual a 0,5 pg/ml
(Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae) no se observd eficacia en

ninguno de los casos.

Los estudios llevados a cabo en ovejas vivas, muestran que tras la
administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)),
las concentraciones medias de enrofloxacino alcanzadas en plasma son inferiores a
las alcanzadas en solucién Tyrode en el modelo in vitro de ubre perfundida. Dichas
concentraciones superan las CIMs (C/CIM > 8) de Pasteurella haemolytica, sin
embargo no son eficaces frente a Staphlococcus aureus, Mycoplasma agalactiae,
Escherichia coli y Streptococcus spp (tabla 39). Debe tenerse en cuenta la gran
variabilidad individual que existe en este grupo en cuanto a la concentracion de

enrofloxacino encontrada en plasma a los distintos tiempos de muestreo (tabla 30).
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Tabla 38. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en pseudo-leche tras la
administracion sistémica de 5 mg/kg en el modelo de ubre perfundida (180 min de

perfusion).
Concentracion de CIM
Ovejas | enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ug/ml)  C/ICIM
(Hg/ml)
1 073 ()
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 145 (a)
1 0,727 sensibles ++ | | 0,125 582 ()
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 1212 (a)
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 24,23
0,008 90,88
1 121 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 242 (a)
2 1,212 sensibles ++ | | 0125 9,70
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 20,20
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 40,40
0,008 151,50
1 129 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 259 (a)
3 1,293 sensibles ++ | | 0125 10,34
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 21,55
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 43,10
0,008 161,63
1 0,30
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 060 (a)
4 0,300 sensibles ++ | | 0125 240 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 500 (a)
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 10,00
0,008 37,50
1 058 ()
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 1,15  (a)
5 0,577 sensibles ++ | | 0125 462  (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 9,62
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 19,23
0,008 72,13
1 052 ()
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 1,04  (a)
6 0,518 sensibles ++ | | 0125 414 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 8,63
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 17,27
0,008 64,75
1 041  (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 081 (a)
7 0,407 sensibles ++ | | 0125 326 ()
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 6,78 (a)
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 13,57
0,008 50,88

CIM = 0,5 pug/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp)
y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica). (a) = Falta de eficacia: no se supera el limite inferior para el cociente
C/CIM > 8.
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Tabla 39. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en plasma tras la administracion
intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en animales

VIVOS.
Tiempo Concentracion de CIM
(min) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ng/ml) C/ICIM
(ng/ml)

1 0,48 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 0,95 @)
30 0,476 sensibles ++ | | o125 381 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 7,93 @)

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 15,87

0,008 59,50
1 034 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 0,69 @)
60 0,343 sensibles ++ | | o125 274 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 5,72 @)

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 11,43

0,008 42,88
1 039 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 0,78 @)
90 0,389 sensibles ++ | | 0125 311 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 6,48 (a)

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 12,97

0,008 48,63
1 034 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 0,68 (a)
120 0,342 sensibles ++ | | o125 274 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 5,70 (a)

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 11,40

0,008 42,75
1 036 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae I 0,5 0,73 @)
150 0,363 sensibles ++ | | o125 290 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 6,05 @)

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 12,10

0,008 45,38
1 037 (a)
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 0,75 @)
180 0,373 sensibles ++ | | o125 298 (a)
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 6,22 @)

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 12,43

0,008 46,63

CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp)
y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica). (a) = Falta de eficacia: no se supera el limite inferior para el cociente
C/CIM > 8.

239



Resultados y discusion

Por su parte, en la figura 76 se observa la representacion gréfica de la eficacia
del enrofloxacino en plasma, tras la administracion intramamaria de 1 g de
enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas, teniendo en cuenta los
valores de CIM para los microorganismos a los que nos venimos refiriendo: CIM =
0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml
(Escherichia coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella

haemolytica).
E11]
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Figura 76. Eficacia antibacteriana del enrofloxacino en plasma tras la administracion

intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas.

Con lo que respecta a las concentraciones medias de enrofloxacino obtenidas
en tejido mamario tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g
de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas, se puede observar que son superiores a

las obtenidas en el mismo tejido en el modelo in vitro. En todos los puntos de
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muestreo se alcanzan concentraciones superiores a las CIMs (C/CIM > 8) de los

microorganismos patdgenos causantes de mastitis en el ganado ovino (tabla 40).

Tabla 40. Concentracion de enrofloxacino en tejido mamario a las distintas alturas
de muestreo tras la administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino (5 g de

pomada al 20% (m/m)) en animales vivos (n=6).

Altura | Concentracion de CIM

(cm) enrofloxacino (C) Microorganismos (sensibilidad) (ng/ml)  CICIM
(Hg/9)

1 356,61

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 713,22

2 356,61 sensibles ++ | | 0125 285288

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03  11887,00

0,008  44576,25

Escherichia coli; Streptococcus spp. ‘ 0,06 5943,50

1 172,34

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 05 344,68

4 172,34 sensibles ++ | | 0125 137872
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 2872,33

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 5744,67

0,008  21542,50

1 113,06

menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 226,12

6 113,06 sensibles ++ | | 0125 904,48
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 1884,33

mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 3768,67

0,008  14132,50

1 95,60
menos sensibles + | Staphylococcus aureus; Mycoplasma agalactiae | 0,5 191,20
8 95,60 sensibles ++ | | 0125 764,80
Escherichia coli; Streptococcus spp. 0,06 1593,33
mas sensibles +++ Pasteurella haemolytica 0,03 3186,67

0,008  11950,00

241



Resultados y discusion

La figura 77 muestra la curva media de concentracién de enrofloxacino en
tejido mamario a las distintas alturas de muestreo tras la administracion intramamaria
de 1 g de enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) en ovejas vivas, teniendo en
cuenta los valores de CIM para los microorganismos utilizados como referencia:
CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM =
0,06 pg/ml (Escherichia coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella

haemolytica).

14000
— /I B
12000 — i —a— Staphyiococcus arens; Mycoplasma agafactiae (CIM=0,5pg/ml)
- Faeherichia coli; Sireprococons spp. (CIM=0,06pg/ml)

Pastewrella haemolvica. (CIM=0,03 pg/ml)

10000 —
2000 —

6000 —

C/iCIM

4000 —
Z.ona de

2000 | | eficacia
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Figura 77. Curva media de concentracion de enrofloxacino en tejido mamario a las
distintas alturas de muestreo tras la administracion intramamaria de 1 g de
enrofloxacino (5 g de pomada al 20% (m/m)) a 6 ovejas vivas, teniendo en cuenta los
valores de CIM para los microorganismos utilizados como referencia: CIM = 0,5
pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae); CIM = 0,06 pg/ml
(Escherichia coli y Streptococcus spp) y CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella

haemolytica).
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Finalmente y a modo de resumen, sefialar que las concentraciones de
enrofloxacino alcanzadas en solucion Tyrode tras la administracion sistémica en el
modelo in vitro de ubre ovina perfundida son mayores a las alcanzadas tras la
administracion intramamaria en este mismo modelo. En ambos casos las
concentraciones alcanzadas son eficaces frente a microorganismos con una CIM =
0,06 pg/ml (Escherichia coli, Streptococcus spp.) y una CIM = 0,03 pg/ml
(Pasteurella haemolytica). Sin embargo, no son eficaces frente a microorganismos

cuya CIM = 0,5 pg/ml (Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae).

En el caso de ovejas vivas y tras la administracion intramamaria, las
concentraciones de enrofloxacino alcanzadas en plasma son menores a las alcanzadas
en solucién Tyrode en el modelo in vitro. Reduciéndose la eficacia del antibacteriano
a microorganismos con una CIM = 0,03 pg/ml (Pasteurella haemolytica).

Por su parte, los resultados obtenidos en pseudo-leche tras la administracion
sistémica en el modelo in vitro muestran, al igual que los obtenidos en solucién
Tyrode tras la administracion sistémica e intramamaria, concentraciones eficaces
frente a Escherichia coli, Streptococcus spp. (CIM = 0,06 pg/ml) y Pasteurella
haemolytica (CIM = 0,03 pg/ml), pero no frente a Staphylococcus aureus y

Mycoplasma agalactiae (CIM = 0,5 pg/ml).

En el caso del tejido mamario las concentraciones alcanzadas, tanto tras la
administracion sistémica como intramamaria en el modelo in vitro, son eficaces
frente a los microorganismos patdgenos causantes de mastitis a los cuales nos
venimos refiriendo. Sefalar que las concentraciones alcanzadas en el primer punto de
muestreo (2 cm) tras la administracion intramamaria son marcadamente superiores a
las alcanzadas tras la administracién sistémica. Sin embargo en el resto de puntos de

muestreo (4, 6 y 8 cm) las concentraciones son similares.

Las concentraciones de enrofloxacino obtenidas en tejido mamario en ovejas
vivas tras la administracion intramamaria, son eficaces asimismo frente a los
microorganismos patdgenos causantes de mastitis: Staphylococcus aureus,
Mycoplasma agalactiae (CIM = 0,5 pg/ml); Escherichia coli, Streptococcus spp.

(0,06 pg/ml) y Pasteurella haemolytica (CIM = 0,03 pg/ml). Dichas concentraciones
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resultaron ser 2,693 veces superiores a las alcanzadas en el mismo tejido tras la
administracion intramamaria en el modelo in vitro. Observdndose una buena

correlacion entre los resultados obtenidos in vivo e in vitro.

Por ultimo, sefialar que aunque los resultados obtenidos para la solucion
Tyrode y pseudo-leche, tanto tras la administracion sistémica como intramamaria, en
el modelo in vitro, y los obtenidos en plasma tras la administracion intramamaria en
ovejas vivas, mostraban una escasa 0 nula eficacia frente a Staphylococcus aureus
(CIM = 0,5 pg/ml) los resultados obtenidos en tejido sefialan una clara eficacia frente
a este microorganismo causante de infecciones profundas en el tejido mamario

(mastitis gangrenosas) del ganado ovino (Sandholm et al., 1990).

Se puede deducir que, como ya afirmaron en su momento otros autores, los
estudios llevados a cabo in vivo para determinar la disposicion local de un
antibacteriano realizados mediante el muestreo de sangre y leche, no son suficientes
para estimar la concentracion de antibacteriano en el drgano diana (glandula
mamaria) y por lo tanto para estimar la eficacia antibacteriana del mismo. (Rollins et
al., 1970; Kietzmann et al., 1993; Ehinger y Kietzmann, 2000a y b; Baumer y
Kietzmann, 2001; Ehinger et al., 2006). Es por esta razén, que los modelos in vitro
de ubre perfundida cobran importancia a la hora de determinar la concentracion de
antibacteriano que llega a la glandula mamaria, completando asi los estudios

farmacocinéticos convencionales sobre la distribucién tisular de los antibacterianos.
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Conclusiones

El modelo de ubre ovina perfundida utilizado en el presente estudio resulto ser viable
al encontrarse que los valores de los parametros bioquimicos (glucosa y lactato) y del
pH estuvieron dentro de los valores fisiolégicos normales a lo largo de todo el
periodo de perfusion. Asi mismo, los resultados obtenidos en el estudio histologico
junto con la valoracién macroscépica realizada, también confirmaron la viabilidad de

este modelo.

El modelo que mejor describe la cinética del enrofloxacino en solucion Tyrode tras la
administracion sistémica (dosis media de 250 mg) en el modelo in vitro de ubre
ovina perfundida es el monocompartimental abierto. Sin embargo, los principales
parametros farmacocinéticos determinados no mostraron diferencias significativas

con los obtenidos utilizando la metodologia no compartimental.

Tras esta misma administraciéon, los niveles de farmaco observados en tejido
mamario mostraron una distribucion uniforme tanto en la glandula mamaria
perfundida como en la contralateral no perfundida, aunque en esta ultima, las

concentraciones de enrofloxacino fueron aproximadamente diez veces menores.

Las concentraciones de enrofloxacino determinadas en solucion Tyrode tras la
administracion intramamaria de 1 g de enrofloxacino en el modelo in vitro fueron
mas bajas que las obtenidas tras la administracion sistémica, alcanzandose el maximo

entre los 150 y 180 minutos en todos los animales.

Utilizando esta misma via de administracion, los niveles de enrofloxacino en tejido
mamario no fueron uniformes sino que descendieron exponencialmente con la
distancia al lugar de aplicacion. Por otra parte, las concentraciones alcanzadas fueron
mucho més altas que las obtenidas tras la administracion sistémica en la biopsia
tomada a los 2 cm, ligeramente superiores a los 4 cm y ligeramente inferiores a los

6y8cm.

En el caso de ovejas vivas y tras la administracién intramamaria de 1 g de
enrofloxacino, las concentraciones alcanzadas en plasma fueron menores que las
obtenidas en solucion Tyrode en el modelo in vitro, manteniéndose en niveles muy

similares durante todo el tiempo de muestreo (180 minutos).
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Las concentraciones de enrofloxacino encontradas en tejido mamario en ovejas vivas
tras la administracion intramamaria fueron mayores que las obtenidas en el modelo
in vitro en todos los puntos de muestreo. Por otro lado, se encontrd una relacion
exponencial decreciente entre la concentracion y la altura, similar a la descrita para el
modelo in vitro. Estas relaciones nos permiten establecer que las concentraciones

alcanzadas in vivo son 2,7 veces mas altas que las obtenidas in vitro.

Tras la administracion intramamaria, tanto en el modelo in vitro como en ovejas
vivas se alcanzaron en tejido mamario concentraciones eficaces (relacion
Cmax/CIM > 8) frente a los microorganismos patdégenos que con mayor frecuencia
causan mastitis en el ganado ovino: Pasteurella haemolytica, Escherichia coli,
Streptococcus spp., Staphylococcus aureus y Mycoplasma agalactiae al final del

periodo de muestreo (180 minutos) y a las dosis propuestas.

El modelo in vitro propuesto en esta memoria Se postula como una alternativa
adecuada al empleo de animales vivos en los estudios de eficacia y seguridad de
antimicrobianos de aplicacion intramamaria formulados en vehiculos con distinta

capacidad de difusion tisular.
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