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1. RESUMEN




Resumen

La resistencia bacteriana es un fendmeno de seleccidn natural que ocurre cuando bacterias
expuestas a la accion de los antibioticos, desarrollan mutaciones que les permiten sobrevivir a
futuras exposiciones. Este fendmeno puede desencadenar graves repercusiones en la poblacion
humana, animal y el medio ambiente en su conjunto, cuando estas bacterias resistentes producen
enfermedades que ya no pueden ser tratadas o controladas con los antibioticos de manera efectiva,
pudiendo provocar serios impactos en la salud pablica y la economia global. Por tanto, la
resistencia a los antibidticos es una problematica que requiere esfuerzos multidisciplinarios que
fomenten la optimizacion y el uso racional de los antimicrobianos a todos los niveles en donde
éstos son utilizados. Los estudios farmacocinéticos permiten conocer la disposicion de estos
farmacos en el organismo, permitiendo describir su comportamiento a través del tiempo, conocer
las concentraciones que alcanzarian en las diferentes biofases y su tiempo de permanencia en el
lugar de la infeccion. En Medicina Veterinaria, estos estudios son imprescindibles, ya que el
comportamiento farmacocinético difiere dependiendo de mudltiples factores, como la especie
animal, ruta de administracion o el estado fisioldgico, entre otros, los cuales van a influir en el
disefio de la pauta posoldgica en una especie animal dada. Ademas, es fundamental establecer la
susceptibilidad de los agentes bacterianos frente a los antibi6ticos de interés, con el objetivo de ser
integrados con los parametros farmacocinéticos para proponer una pauta posoldgica adecuada y
eficaz que minimice el riesgo de aparicién de microorganismos resistentes. Por tanto, el objetivo
general de la presente tesis doctoral es determinar la farmacocinética y farmacodinamia de
tildipirosina en pequefios rumiantes y caballos.

Previo a cualquier estudio farmacocinético, es fundamental validar las técnicas analiticas
para la cuantificacion de las concentraciones exactas del farmaco en las diferentes matrices
bioldgicas, que permitan el adecuado célculo de los parametros farmacocinéticos. En la presente
tesis doctoral se validaron dos métodos analiticos para la cuantificacion de tildipirosina mediante
HPLC con detector de ultravioleta (HPLC-UV), uno en leche de cabra y otro en plasma de caballo.
En la técnica utilizada con leche de cabra, se empleé la precipitacidn de proteinas con acetonitrilo
ya que es la técnica mas sencilla de ejecutar y no requiere equipos sofisticados. EI método analitico
desarrollado present6 una adecuada sensibilidad, un alto porcentaje de extraccion de tildipirosina
desde esta matriz, alta linealidad, asi como una reduccién del tiempo de ejecucion del

procedimiento en comparacién con otras técnicas publicadas en la literatura. Sin embargo, esta
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técnica adn presentaba algunos inconvenientes relacionados con la presencia de compuestos
enddgenos, que en otras matrices biologicas podrian producir interferencias con la tildipirosina o
con el estdndar interno empleado. La técnica, ademas, presentaba elevados tiempos de evaporacion
del acetonitrilo, lo cual limitaba el nimero de muestras procesadas por dia.

Con el objetivo de resolver los problemas anteriormente indicados, se procedid a
desarrollar una técnica para la cuantificacion de tildipirosina en plasma de caballos mediante el
procedimiento de extraccion liquido-liquido con dietiléter y la modificacion del pH del medio.
Este método demostré cualidades similares a la técnica de precipitacion de proteinas con
acetonitrilo en cuanto a su linealidad, alto nivel de extraccién y similar sensibilidad analitica. Pero,
ademas, la modificacion proporciond una ausencia casi completa de compuestos endégenos y un
menor tiempo de procesamiento de las muestras durante la evaporacion del solvente y del tiempo
de analisis cromatogréfico. Por tanto, al comparar las dos técnicas analiticas, se puede sefialar que
ambas tecnicas son Utiles en la cuantificacion de tildipirosina en las diferentes matrices bioldgicas,
son técnicas sencillas y rapidas de ejecutar y precisan un bajo costo de materiales para su ejecucion.
Sin embargo, el método extraccion liquido-liquido con modificacién del pH es muy superior en
cuanto al tiempo de procesamiento y anélisis de las muestras, siendo su principal cualidad la
ausencia de compuestos enddgenos lo que permite la reduccidn de errores durante la cuantificacion

de tildipirosina.

Para el estudio de la disposicion de la tildipirosina en cabras (en periodo de lactacion),
ovejas y caballos, se realizaron tres experimentos independientes, en donde se seleccionaron
animales clinicamente sanos, distribuidos al azar en los distintos grupos experimentales. Se utilizo
un estudio cruzado con un periodo de descanso de 60 dias para el experimento realizado con
cabras, y de 30 dias para el experimento en caballos y ovejas. Los tratamientos consistieron en la
administracion de tildipirosina por via IV (2 mg/kg), IM (4 mg/kg) y SC (4 mg/kg), obteniéndose
muestras sanguineas a diferentes tiempos. Ademas, en el caso de las cabras, se obtuvieron muestras
de leche tras la administracién de tildipirosina para su cuantificacion en esta matriz, asi como para
la cuantificacion de las concentraciones intracelulares de tildipirosina en células somaticas.
Paralelamente a estos estudios, se obtuvieron muestras sanguineas independientes para evaluar

analitos asociados a dafio muscular e inflamacién. Clinicamente, se evalud cualquier reaccion
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adversa o lesion local generada por la administracion del macrolido en las distintas especies

animales en estudio.

La disposicion de tildipirosina en ovejas, cabras y caballos estuvo caracterizada por una
rapida absorcidn tanto por la via intramuscular como subcutanea. Sin embargo, al comparar ambas
vias extravasculares, se pudo observar que la tildipirosina administrada por via intramuscular
alcanzaba una concentracion maxima (Cmax) significativamente superior (0,58-1,26 pg/L) y en un
menor tiempo (tmax 0,6-1,1h) que los valores obtenidos por via subcutanea (Cmax 0,58-0,65 pg/L y
tmax 2,3-2,6 h). La biodisponibilidad de tildipirosina en caballos y cabras posterior a su
administracion IM y SC fue completa (107-118%), a diferencia de lo registrado en ovejas en donde

su biodisponibilidad fue moderada para ambas vias parenterales (68-79 %).

Tildipirosina present6 una extensa distribucion en caballos, ovejas y cabras con valores de
V; entre 3,3 a 7,2 L/kg. En este sentido, se registraron concentraciones muy superiores de
tildipirosina en leche de cabra y células somaticas de cabras en relacion al plasma, indicando una
extensa difusion de este antibiotico hacia compartimientos periféricos. La Cmax de tildipirosina en
leche fue de 40 a 45 veces superior a las registradas en plasma. De igual forma, la Cmax de
tildipirosina en células somaticas fue de 22 a 26 veces las encontradas en plasma. La distribucion
de los macrolidos también ocurre en los fluidos de recubrimiento epitelial del sistema respiratorio
y macrofagos pulmonares, por lo cual se puede presumir que tildipirosina se debe distribuir
extensamente hacia esos fluidos y células en las especies estudiadas, pero son necesarios estudios

adicionales que comprueben esta aseveracion.

El aclaramiento plasmatico calculado en cabras fue marcadamente superior (0.63 L/h/kg)
al registrado en ovejas y caballos (0,21 a 0,22 L/h/kg). Esta diferencia puede deberse a que las
cabras durante la lactacion disponen de la via mamaria como ruta accesoria de eliminacion del
antibidtico. Esta observacion concuerda al comparar los datos de vida media (t.2) plasmatica de
tildipirosina entre las distintas especies de los experimentos, en cabras fueron significativamente
inferiores tanto por via IV, IM y SC (6,2-8,6 h) en relacién a las registrada en ovejas y caballos
(13-43 h), ratificando el hecho que en cabras lecheras la via mamaria es una importante ruta para
la eliminacion de tildipirosina del organismo. Paralelamente, se establecio una amplia acumulacion

de tildipirosina en la glandula mamaria, en donde el area bajo la curva de concentracién (AUCo-«)
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de tildipirosina en leche y células somaticas fue > 55 y 75 veces, respectivamente, a las
determinadas en el plasma. Esta condicion se ve reflejada en una extensa tw, (70-105 h) de
tildipirosina en leche y células somaéticas, requiriéndose un periodo de supresion de al menos 45
dias para no detectar residuos del antibidtico en leche.

La administracion de tildipirosina por via IV, IM y SC en ovejas, cabras y caballos no se
asocio con reacciones adversas generalizadas. No obstante, la administracion intramuscular de
tildipirosina provocd una leve miolisis en todas las especies estudiadas, que se resolvio
espontdneamente dentro de las 24 a 48 horas posterior a la aplicacion del macrolido por via IM.
Solo en el caso de los caballos se establecié un leve proceso inflamatorio en el punto de aplicacion
IM, siendo detectable clinicamente durante 48 horas. Por tanto, se puede afirmar que la
administracion de tildipirosina por las vias de administracion estudiadas en ovejas cabras y
caballos es segura.

La sensibilidad antibacteriana de patdgenos cominmente asociados a mastitis en cabras
(Staphylococcus coagulasa negativos, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus spp
y Micoplasma agalactiae), asi como de neumonia fibrinosa en ovejas (Pasteurella multocida)
frente a tildipirosina, gamitromicina, danofloxacino y oxitetraciclina se determiné siguiendo las
condiciones del CLSI. Paralelamente se evalud el efecto de la suplementacion con suero caprino

u ovino al medio de cultivo bacteriano sobre la potencia de esos antibioticos.

Bajo condiciones estandar (CLSI), todas las bacterias asociadas a mastitis en cabras fueron
altamente susceptibles a danofloxacino. En cambio, Staphylococcus coagulasa negativos,
Staphylococcus aureus y Streptococcus spp fueron menos sensibles a gamitromicina y tildipirosina
(CMlgo>128pg/L), probablemente por mecanismos asociados a la resistencia a los macrdélidos, o a
que el caldo de cultivo tradicional fue inapropiado para que estos antibidticos pudieran actuar
adecuadamente contra esas bacterias. Mycoplasma agalactiae fue muy sensible a danofloxacino y
oxitetraciclina a diferencia de tildipirosina y gamitromicina (valores de CMlgo > 16 ug/L). Por su
parte, Pasteurella multocida fue muy sensible a tildipirosina y en segundo término a
gamitromicina y danofloxacino. Sin embargo, un alto nimero de cepas de Pasteurella multocida
presentaron valores extremadamente altos de CMI frente a oxitetraciclina, probablemente por el

desarrollo de mecanismos de resistencia bacteriana.
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Al adicionar suero caprino u ovino al medio de cultivo la potencia de tildipirosina y
gamitromicina aumentd significativamente contra los patégenos asociados a mastitis en cabras o
neumonia en ovejas. Por su parte, danofloxacino, no tuvo variaciones en potencia frente a los
distintos patégenos de mastitis en cabras, pero si se incrementd significativamente su actividad
frente a Pasteurella multocida cuando se adiciono suero ovino. Por ultimo, oxitetraciclina
disminuyo significativamente su potencia frente a la mayoria de los patégenos de mastitis en

cabras 0 no presento fluctuaciones con la adicion de suero ovino frente a Pasteurella multocida.

En relacién a lo demostrado en los estudios de susceptibilidad bacteriana se puede indicar
que la tildipirosina deberia ser analizada bajo condiciones similares o semejantes a las encontradas
en el lugar de la infeccion, lo que permite estimar con mas certeza la susceptibilidad real de los

agentes patdgenos en condiciones in vivo.
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Antibiotic resistance is a natural selection phenomenon that occurs when bacteria exposed
to antibiotics develop mutations that enable them to survive future exposures. This phenomenon
can have severe consequences on the health of human and animal populations, as well as the
environment as a whole. When resistant bacteria cause diseases that can no longer be effectively
treated or controlled with antibiotics, it can significantly impact public health and the global
economy. Therefore, addressing antibiotic resistance requires multidisciplinary efforts to promote
the optimization and rational use of antimicrobials at all levels of their application.
Pharmacokinetic studies play a crucial role in understanding how drugs are processed in the body.
These studies describe the behavior of antibiotics over time, their concentration levels in different
biofases, and their duration at the infection site. In Veterinary Medicine, these studies are essential
because the pharmacokinetic behavior varies depending on factors such as animal species, route
of administration, and physiological status, among others. These factors influence the design of
appropriate dosage regimens for specific animal species. Additionally, it is essential to determine
the susceptibility of bacterial agents to the antibiotics of interest, integrating this information with
pharmacokinetic parameters to propose effective dosage regimens that minimize the risk of
emergence of resistant microorganisms. Therefore, the primary objective of this doctoral thesis is
to investigate the pharmacokinetics and pharmacodynamics of tildipirosin in small ruminants and

horses.

Before conducting any pharmacokinetic study, it is crucial to validate the analytical
techniques for accurately quantifying drug concentrations in various biological matrixs. This
validation ensures the accurate calculation of pharmacokinetic parameters. This doctoral thesis
validated two analytical methods for quantifying tildipirosin using HPLC with an ultraviolet
detector (HPLC-UV). One method was developed for quantification in goat milk, while the other
was designed for horse plasma. The technique employed for goat milk involved protein
precipitation using acetonitrile, since it is a simple technique to perform and does not require
sophisticated equipment. The developed analytical method exhibited satisfactory sensitivity, a
high percentage of tildipirosin extraction from the goat milk matrix, excellent linearity, and a
reduced execution time of the procedure compared to other techniques described in the literature.
However, this technique still had certain limitations associated with endogenous compounds. In

other biological matrix, these compounds could interfere with the accurate measurement of
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tildipirosin or the internal standard used. Moreover, the acetonitrile evaporation process in this
technique was time-consuming, which constrained the number of samples that could be processed

per day.

In order to address the issues mentioned above, the liquid-liquid extraction method with
diethyl ether and pH modification of the medium was developed to quantify tildipirosin in horse
plasma. The results of this method exhibited similar characteristics to the protein precipitation
technique using acetonitrile, including linearity, high extraction efficiency, and comparable
analytical sensitivity. Moreover, the modification significantly reduced endogenous compounds
and improved processing time for sample evaporation and chromatographic analysis. When
comparing these two analytical techniques, both prove to be valuable for quantifying tildipirosin
in various biological matrixs. They are straightforward and time-efficient methods that require
minimal material costs for implementation. However, the liquid-liquid extraction method with pH
modification excels in terms of sample processing and analysis time. Its primary advantage lies in
the absence of endogenous compounds, which contributes to minimizing errors while quantifying

tildipirosin.

Three separate experiments were conducted to investigate tildipirosin disposition in
lactating goats, sheep, and horses. Clinically healthy animals were randomly assigned to various
experimental groups. A crossover design was implemented, with a 60-day washout period for the
goat experiment and a 30-day period for horse and sheep experiments. The treatment regimens
included the administration of tildipirosin IV (2 mg/kg), IM (4 mg/kg), and SC (4 mg/kg), with
blood samples collected at different predetermined times. In the case of goats, milk samples were
also obtained after tildipirosin administration for quantification in this matrix, as well as for
assessing intracellular tildipirosin concentrations in milk somatic cells. Simultaneously,
independent blood samples were collected to evaluate muscle damage and inflammation markers.
Clinically, any adverse reactions or local injuries resulting from administering the macrolide in the

different animal species under investigation were carefully assessed.

The disposition of tildipirosin in sheep, goats, and horses is characterized by rapid
absorption, both intramuscularly and subcutaneously. However, a comparison between the two

routes reveals that intramuscular administration leads to significantly higher peak concentration
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(Cmax) levels (0.58-1.26 pg/L) and a shorter time to reach maximum concentration (tmax 0.6-1.1 h)
compared to subcutaneous administration (Cmax 0.58-0.65 pg/L and tmax 2.3-2.6 h). The
bioavailability of tildipirosin in horses and goats following intramuscular and subcutaneous
administration is complete (107-118%), whereas in sheep, it is moderate for both parenteral routes
(68-79%). Tildipirosin exhibits extensive distribution in horses, sheep, and goats, with a volume
of distribution (V-) ranging from 3.3 to 7.2 L/kg. Remarkably higher concentrations of tildipirosin
are found in milk and somatic cells compared to plasma, indicating substantial diffusion of this
antibiotic into peripheral compartments. The Cmax Of tildipirosin in milk is 40 to 45 times higher
than in plasma, while it is 22 to 26 times higher in somatic cells. It is also noteworthy that
macrolides distribute in the epithelial lining fluids of the respiratory system and pulmonary
macrophages, suggesting the extensive distribution of tildipirosin in these fluids and cells in sheep

and horses. However, further studies are required to confirm this assumption.

Plasma clearance in goats was significantly higher (0.63 L/h/kg) than in sheep and horses
(0.21 to 0.22 L/h/kg). This difference can be attributed to the fact that lactating goats have the
mammary route as an additional pathway for eliminating the antibiotic. This observation is
consistent when comparing the plasma half-life (t..) of tildipirosin among the different species in
the experiments. In goats, the half-life was significantly shorter for the IV, IM, and SC routes (6.2-
8.6 h) compared to those observed in sheep and horses (13-43 h), confirming that in dairy goats,
the mammary route plays a crucial role in tildipirosin elimination from the body. Furthermore,
there was a substantial accumulation of tildipirosin in the mammary gland, with the area under the
concentration-time curve (AUCo-.,) Of tildipirosin in milk and somatic cells being more than 55
and 75 times higher, respectively, than that in plasma. Prolonged half-lives (70-105 h) of
tildipirosin in milk and somatic cells will need a withdrawal period of at least 45 days to ensure
no residues of tildipirosin are detected in milk.

The administration of tildipirosin via IV, IM, and SC routes in sheep, goats, and horses did
not lead to generalized adverse reactions. However, intramuscular administration of tildipirosin
caused mild myolysis in all studied species, which was resolved spontaneously within 24 to 48
hours after the IM application of the macrolide. Only in the case of horses, a mild inflammatory

process was observed at the IM administration site, clinically detectable for 48 hours. Therefore,
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it can be concluded that the administration of tildipirosin after the studied routes in sheep, goats,

and horses is safe.

The bacterial sensitivity of pathogens commonly associated with mastitis in goats
(coagulase-negative Staphylococci, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus spp,
and Mycoplasma agalactiae) as well as fibrinous pneumonia in sheep (Pasteurella multocida) to
tildipirosin, gamithromycin, danofloxacin, and oxytetracycline was determined following the
conditions of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Additionally, the effect of
supplementation with goat or sheep serum to the bacterial culture medium on the potency of these

antibiotics was also evaluated.

Under standard conditions (CLSI), all bacteria associated with mastitis in goats were highly
susceptible to danofloxacin. In contrast, coagulase-negative Staphylococci, Staphylococcus
aureus, and Streptococcus spp were less sensitive to gamithromycin and tildipirosin (MIC90 >
128 ug/L), possibly due to mechanisms associated with macrolide resistance or because the
traditional culture broth was inadequate for these antibiotics to act effectively against these
bacteria. Mycoplasma agalactiae was highly sensitive to danofloxacin and oxytetracycline, unlike
tildipirosin and gamithromycin (MIC90 values >16 pg/L). On the other hand, Pasteurella
multocida was highly sensitive to tildipirosin and, to a lesser extent, to gamithromycin and
danofloxacin. However, a high number of Pasteurella multocida strains showed extremely high

MIC values for oxytetracycline, likely due to the development of bacterial resistance mechanisms.

When goat or sheep serum was added to the culture medium, the potency of tildipirosin
and gamithromyecin significantly increased against pathogens associated with mastitis in goats or
pneumonia in sheep. On the other hand, danofloxacin showed no variations in potency against the
different mastitis pathogens in goats, but its activity significantly increased against Pasteurella
multocida when sheep serum was added. Lastly, oxytetracycline significantly decreased potency
against most goats’ mastitis pathogens or showed no fluctuations when sheep serum was added
against Pasteurella multocida. Based on the demonstrated results of bacterial susceptibility
studies, it can be indicated that tildipirosin should be analyzed under similar or comparable
conditions to those found at the site of infection. These conditions allow for a more accurate

estimation of the natural susceptibility of the pathogens under in vivo conditions.
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Los antibioticos son substancias naturales, semisintéticas o sintéticas capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano o producir su muerte. Para obtener este efecto las bacterias deben ser
expuestas por suficiente tiempo y en adecuadas concentraciones del antibiotico en el sitio donde
ocurre una infeccion . En la actualidad, los antibidticos son considerados un “bien” para la
humanidad, pues han permitido mantener la salud en las poblaciones humanas y animales. Este
estado de bienestar se ha conseguido gracias a la utilizacién de los antibidticos en el tratamiento
de enfermedades infecciosas, ademas de la prevencion de la diseminacion de patdgenos hacia el

ambiente y poblaciones humanas y animales 2.

La resistencia bacteriana es un fendmeno de seleccion natural que se produce cuando
bacterias expuestas a los antibidticos generan mutaciones que les permite sobrevivir a futuras
exposiciones . Esta capacidad de resistencia es una caracteristica que puede ser trasmisible desde
las bacterias resistentes hacia bacterias sensibles de su misma especie o hacia diferentes especies
de bacterias **. En la actualidad, existen informacion alarmante que identifica alrededor de 100
especies bacterianas con resistencias a los antibidticos °, siendo esta condicion extremadamente
dindmica, la cual puede empeorar si gobiernos e instituciones publicas no comprometen recursos
econdmicos y politicas publicas que permitan abordar esta problematica de manera urgente. Al
respecto, se estima que en un futuro proximo la resistencia a los antibiéticos puede convertirse en
una de las principales amenazas para la salud publica y la economia a nivel mundial ®.El impacto
que tiene la resistencia bacteriana sobre la salud publica se traduce en la presentacién de
enfermedades infecciosas sin opcion a tratamientos efectivos, alto riesgo en la diseminacion de
enfermedades infecciosas en la poblacion y muerte de personas, entre otras ’. Al respecto, se ha
estimado que las bacterias resistentes causaron la muerte directa de 1.700.000 de personas en el
afio 2019 °, y se piensa que, de no existir cambios en las conductas asociadas al inadecuado uso de
antibidticos, las bacterias resistentes serian la principal causa de muerte para el 2050, con cerca de
10.000.000 decesos por afio &, pasando a ser la principal causa de muerte en humanos por encima

de la cardiopatia isquémica, accidentes cerebrovasculares e inclusive el cancer °.

Por otro lado, las repercusiones en la economia global podrian ser muy graves, en especial
en paises de renta baja, en donde millones de personas podrian pasar a la pobreza extrema. En este

sentido, el Banco Mundial realiz6 varias simulaciones, considerando dos tipos de escenarios, tanto
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optimistas y pesimistas en cuanto al control de la resistencia a los antibidticos con proyeccion al
afio 2050. En la publicacion se establece que en ambos escenarios existiria una disminuciéon en el
producto interno bruto global de 1,1% a 3,8% respectivamente, correspondiendo a pérdidas
estimadas de entre 2 a 6 trillones de ddlares anuales. Estas pérdidas estarian relacionadas a los
altos costos de tratamiento y hospitalizacion de pacientes afectados por infecciones causadas por
gérmenes resistentes, junto con pérdida de mano de obra especializada por baja médica o muerte.
Ademas, el sector ganadero podria tener pérdidas muy sensibles debido a la disminucién en su
productividad, asi como también, por una depresion del comercio internacional, como
consecuencia de barreras sanitarias impuestas por paises que limiten la entrada de productos desde

paises con problemas de resistencia a los antimicrobianos en sus territorios .

Existen diferentes causas que explican la aparicion de las bacterias resistentes, siendo el
uso de antibiGticos sin prescripcion médica la principal causa en la poblacién humana °, junto con
la suspension prematura de tratamientos con antibioticos, y la administracion de estos farmacos
sin previo cultivo y/o antibiograma . La ganaderia es otra fuente importante de bacterias
resistentes, siendo el sector en donde se consume el mayor volumen de antibi6ticos a nivel
mundial, con cerca de 93.000 toneladas registradas en el afio 2017, destinandose su consumo
principalmente para animales de produccion tanto terrestres como acuaticos 2. El uso de los
antibidticos en la ganaderia se puede dirigir con fines terapéuticos, profilacticos, metafilacticos, o
como promotores de crecimiento, practicas que mantienen una presioén constante sobre las
bacterias animales, acelerando el proceso natural de seleccibn de mutantes resistentes,
posibilitando la generacién y transmision de bacterias resistencias hacia diversos ambientes,
infinidad de animales y poblacion humana ’. Cabe destacar que en las Gltimas décadas varios paises
ya no contemplan el uso de antibioticos como promotores de crecimiento como ocurre en la Union
Europea y Estados Unidos de Norte América, en donde esta completamente prohibido su

utilizacion para fines productivos 13-1°,

Se establece que no solo el inadecuado uso de antibiodticos puede generar la aparicion de
resistencias de forma directa, sino también las desigualdades sociales al acceso de servicios
sanitarios y veterinarios, en donde poblaciones desatendidas tienen un mayor riesgo de contraer
enfermedades infecciosas propiciando el uso inevitable de antibidticos . Al respecto, las precarias

practicas de higienizacién (acceso al agua), bioseguridad, ausencia de medidas de prevencion y
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control de enfermedades infecciosas en centros de atencion médica, comunidades, sistemas de
produccion y granjas de animales, junto con la falta de acceso a vacunas o métodos de diagnéstico,
se indican como los principales factores de riego en la generacidn de bacterias resistentes. Ademas,
otro factor preocupante corresponde a la ausencia de procesos que garanticen la efectividad y
calidad de los antibi6ticos que van a ser utilizados en humanos y animales, exponiendo a la
poblacion a tratamientos ineficaces con la consecuente subexposicion de las bacterias a los
antibidticos y riesgo de aparicion de resistencias 2. El origen y las fuentes de exposicion de
bacterias resistentes en animales, humanos y medio ambiente se puede visualizar en la Figura 1.

maceutical
compounds
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Figura 1. Fuentes de exposicion a los antibidticos para humanos, animales y el medio ambiente
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4.1.- Aspectos generales de los macrélidos

Los macrdlidos son una extensa familia de antibidticos inhibidores de la sintesis de
proteinas #1° y biopeliculas bacterianas 2°. Se utilizan tanto en medicina humana como en
veterinaria, principalmente para el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas que afectan
al sistema respiratorio 222, En la Union Europea los macrélidos se encuentran clasificados dentro
de la categoria C, es decir antibidticos para su uso con precaucion en Veterinaria 222, Por lo tanto,
su administracion debe reservarse para tratar infecciones especificas, en donde existan pocas o
ninguna otra alternativa terapéutica o se haya demostrado que antibidticos de primera linea, es
decir antibidticos de la categoria D o antibioticos denominados de uso prudente, no son efectivos

para el tratamiento de la infeccion 2%,

Los macroélidos poseen actividad bacteriostatica, aunque bajo algunas circunstancias como
son: tamafio del inoculo, agente infeccioso involucrado, susceptibilidad bacteriana, entre otras,
también pueden ejercer un efecto bactericida #24. En Veterinaria se utilizan principalmente con
fines terapéuticos o metafilacticos . No obstante, solian utilizarse como promotores de

crecimiento 24, debido al hecho que podian mejorar el rendimiento productivo de los animales 2.

Sin embargo, por la creciente y preocupante problemética de la resistencia a los
antibidticos, que puede tener serias repercusiones sobre la salud humana y animal, su utilizacién
actualmente se encuentra terminantemente prohibida para fines productivos en la Unién Europea,
asi como en los Estados Unidos 34, Considerando los principales usos de los macrélidos, en la
actualidad estos representan el 10,4% del consumo total de antibioticos a nivel mundial 2. Este
substancial e importante consumo se debe a que estos antibidticos son una herramienta importante
en el control y prevencion de variadas enfermedades en Veterinaria, permitiendo reducir
significativamente tanto la morbilidad como la mortalidad de animales de granja ?’-3*, asi como en

animales menores o de compafiia.
4.1.1.- Estructura quimica

La estructura clasica de los macrolidos corresponde a un macro anillo lacténico
conformado por 12 a 16 atomos de carbono, del cual se unen uno o varios azucares mediante

enlaces O-glucidicos a su estructura. De acuerdo con el nimero de carbonos del anillo, los
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macrdlidos pueden ser clasificados en miembros de 12, 14, 15 y 16 carbonos. Cuando azucares
neutros o béasicos sustituyen uno, dos o tres grupos hidroxilo del anillo lactona, les confiere un
caracter basico a la molécula, confiriéndole una mayor actividad bioldgica 3. La estructura
quimica general de los distintos miembros de los macrolidos, en base al nimero de carbonos se

presenta en la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de los macrolidos .
4.1.2.- Clasificacion de los macrolidos

Esta familia de antibioticos se puede clasificar en macrolidos de primera, segunda y tercera
generacion. Al respecto, todos los macrdlidos de primera generacion o también denominados
macrolidos naturales son derivados de Streptomyces spp. Sus principales representantes son
eritromicina y tilosina, siendo los precursores de la mayoria de macrolidos semisintéticos 3. Por

su parte, los macrdélidos de segunda generacion son el producto de esterificaciones, formacion de
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sales a partir de los macrélidos naturales o mediante modificaciones estructurales %, siendo sus
principales representantes y aprobados para su uso en veterinaria, claritromicina, azitromicina,
tildipirosina, tulatromicina, gamitromicina y tilmicosina %33, Por Gltimo, los macrélidos de tercera
generacion o ketolidos, corresponden a miembros semisintéticos que se originan a partir de la
eritromicina, por el reemplazo de su aztcar por un grupo cetona 3. Se utilizan principalmente en
neumonias donde los B-lactamicos hayan sido ineficaces o en donde se ha demostrado serios
riesgos de efectos adversos asociados a la administracion de fluoroquinolonas ¢, siendo
Unicamente telitromicina reportada para su uso en caballos *’. En la Tabla 1 se presenta la

clasificacion, estructura y origen de los diferentes macrélidos.

Tabla 1. Clasificacion, estructura y fuentes de los principales macrélidos.

d 01110[0 eneracilo 0 ae O
e e 0 alo 0 ae ado e
Eritromicina Primera Natural 14 Streptomyces erytheus
Tilosina Primera Natural 16 Streptomyces fradiae
. . . Derivado de eritromicina. 6-O Metil-eritromicina
Claritromicina Segunda Semisintetico 14 o . L
Alquilacion del grupo hidroxyl en la posicion C-6.
Azitromicina Segunda Semisintético 15 Sustitucion de un n|t_r,ogeno y ad|_C|_qn de un methyl por
sustitucion en la posicion C-9.
Tulatromicina Segunda Semisintético 15 Derivado de azitromicina.
Gamitromicina Segunda Semisintético 15 Derivado de eritromicina.
o P Derivado de tilosina. Incorporacion de dos piperidinas y
Tildipirosina Segunda Semisintetico 16 una micaminosa en C-5.
Tilmicosina Segunda Semisintético 16 Derivado de tilosina.
Telitromicina Tercera Semisintético 14 Derivado de eritromicina. Con remplazo de L-cardinosa
por un grupo 3-cetona

*Anillo lactona.

4.1.3.- Mecanismo de accién

Los macrolidos poseen dos mecanismos de accion asociados a su actividad antibacteriana,
siendo la inhibicion en la sintesis de proteinas bacterianas el principal mecanismo de accion. En
cambio, solo para algunos macrélidos se asocia su capacidad de inhibicion de biopeliculas
bacterianas como mecanismo secundario de accion antibacteriana 3. Son catalogados como
antibidticos bacteriostaticos, aunque dependiendo del tipo de agente infeccioso involucrado, la
susceptibilidad bacteriana del agente infeccioso, el tamafio del inoculo, asi como si existe una alta

concentracion del macroélido en el lugar de la infeccion, pueden ejercer un efecto bactericida 824,
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Por lo tanto, su administracion debe ser adecuadamente analizada por parte del veterinario en base

a la condicion clinica del animal, tipo de infeccion presente y estado inmunitario del animal .

El mecanismo de accidn clésico de los macrélidos corresponde a su capacidad de inhibir
la sintesis de proteinas bacterianas, mediante una union reversible al RNA ribosomal 23S en la
subunidad 50S de los ribosomas de las células procariotas ejerciendo su accion antibacteriana 24°.
Esta unién provoca la detencion de los procesos de transpeptidacion y traslocacion, causando la
separacion prematura de una cadena polipeptidica incompleta, impidiéndole ejercer su actividad
fisioldgica en los procesos vitales para las bacterias “°. Al respecto, la efectividad antibacteriana
de tildipirosina, tulatromicina, tilosina y tilmicosina se asocia a la inhibicion de la sintesis de
proteinas bacterianas, con similar magnitud de efectividad entre estos macrélidos #*. Aunque este
mecanismo no es especifico para los macrolidos, existen otros antibioticos como son las
lincosamidas, oxazolidinonas y estreptograminas que también pueden interaccionar en el mismo
sitio de unién, aunque cada uno de ellos con distintas afinidades #?. Cabe mencionar que la afinidad
de los macrélidos por su sitio de union puede disminuir, si existen modificaciones estructurales en

los ribosomas, fendmeno relacionando normalmente a mutaciones bacterianas **.

Las biopeliculas son una matriz de exopolisacaridos que permite a un conjunto de bacterias
desarrollarse en condiciones adversas, evadiendo la exposicion a los antibidticos y permaneciendo
adheridos a una superficie inerte o tejido vivo 2. Los exopolisacaridos son sintetizados Ginicamente
por bacterias que tienen la capacidad de formar biopeliculas, debido a la presencia de vias
enzimaticas necesarias para sintetizar dichos exopolisacaridos*®. En muchos de los casos se ha
establecido que el macrolido no ejerce ningun efecto antibacteriano per se sobre las bacterias
productoras de biopeliculas, pero si ejerce una accidn permisiva sobre otro antibidtico que pueda
ser coadministrado con él. Al respecto el macrdlido tiene la capacidad de modificar las condiciones
de la biopelicula bacteriana aportando condiciones Optimas para que el antibiético coadministrado
pueda ejercer su accion antibacteriana 7. Se establece que los macrélidos de 14 y 15 carbonos
poseen capacidad de inhibir las biopeliculas bacteriana, en donde azitromicina, claritromicina han
demostrado niveles interesantes de inhibicion frente a Pseudomona aureginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, a diferencia de tilosina que no
posee esta cualidad %4464 Los mecanismos implicados en la inhibicion de biopeliculas

bacterianas por parte de los macrolidos estan asociados a la inhibicion de diversas vias enzimaticas
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encargadas de la formacion de exopolisacaridos bacterianos, disminuyendo asi la viscosidad del
exopolisacarido o su biosintesis, permitiendo posteriormente la adecuada exposicion de las
bacterias a los antibidticos coadministrados con los macrdlidos “ o exponiendo a las bacterias a
condiciones del medio externo que le pueden ser desfavorables para su supervivencia y

multiplicacion .
4.1.4.- Efecto post-antibidtico

Dentro de las caracteristicas farmacodindmicas de los macrélidos, se encuentra su
capacidad de suprimir el crecimiento bacteriano en ausencia de concentraciones eficaces en el sitio
de infeccién o cuando sus concentraciones se encuentran por debajo de la CMI posterior a una
amplia exposicion antibidtica *°. La duracion del efecto post-antibidtico esta principalmente
determinado por la especie bacteriana que provoca la infeccion, asi como la naturaleza y la
concentracion del antibiotico en el sitio de infeccion. No obstante, existen otros factores que
condicionan el tiempo de supresion del crecimiento bacteriano como son la temperatura, pH, pOs,
medio de cultivo y tipo de fluido corporal °°2, Los macrolidos poseen un efecto post-antibiotico

38

preferentemente hacia bacterias Gram-positivas °°, en donde se establece, en general, una

supresion del crecimiento bacteriano durante aproximadamente 3 h 505356,

No obstante, la relevancia clinica del efecto post-antibiético de los macrélidos de ultima
generacién obtenidas en condiciones in vitro es bastante discutible cuando es comparado el
comportamiento de los macrélidos in-vivo, en donde sus concentraciones disminuyen
gradualmente en el tiempo a consecuencia de sus prolongadas ti,, condicion que no se asemeja a
las condiciones estandar del laboratorio para la estimacion del efecto post-antibidtico, en donde
son retirados los antibidticos del medio de forma abrupta °>°’. Con respecto a lo anterior, y con
relacion a las caracteristicas farmacocinéticas de los macrolidos de udltima generacion,

probablemente este efecto no tenga una relevancia clinica tan significativa °’.
4.1.5.- Efecto inmunomodulador y antiinflamatorio

Ademas de las propiedades antibacterianes de los macrdlidos, también poseen efectos
inmunomoduladores y antiinflamatorios, que son de utilidad en el tratamiento de enfermedades

respiratorias crénicas en humanos *8 tales como fibrosis quistica, asma y enfermedad pulmonar
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obstructiva cronica>*®. Entre los principales mecanismos moleculares mediante las cuales los
macrdlidos cumplen con estas funciones se pueden incluir la modulacion de la liberacion de
citoquinas proinflamatorias y anti-inflamatorias, disminucion en la expresién de moléculas de
adhesion en procesos de marginacion de neutréfilos, asi como la inhibicidn del estrés oxidativo
derivado de la desgranulacion de neutréfilos con formacion de radicales libres 662, Sin embargo,
existen pocas referencias que demuestren su uso con estos fines terapéuticos en animales -, por
lo que su uso en Medicina Veterinaria se encuentra principalmente orientado a su actividad como

agentes antimicrobianos.
4.1.6.- Actividad antibacteriana de los macrolidos en Veterinaria

Los macrdlidos son una familia de antibi6ticos utilizados para el tratamiento de varios tipos
de patdgenos asociados a graves enfermedades, y al igual que otros antibi6ticos como
fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, son antimicrobianos de
importancia critica en el control de enfermedades infecciosas en humanos y animales 2°7, Los
macrolidos poseen un espectro de actividad frente a bacterias que incluyen cocos y bacilos Gram-
positivos aerobios, asi como bacilos Gram-negativos aerobios, y algunos anaerobios. Dentro de
las principales bacterias Gram-positivas con sensibilidad a los macrolidos se encuentran
Streptococcus spp, Staphylococcus spp, Enterococcus spp y Arcanobacterium pyogenes. En
cambio, dentro de las bacterias Gram-negativas sensibles a los macrdlidos se incluyen
Actinobacillus pleuroneomoniae, Histophilus somni, Manhemia haemolitica, Pasteurella
multocida y Campilobacter spp, asi como bacterias anaerobias tales como Brachyspira spp,
Fusobacterium spp, Bacteroides spp y Clostridium spp. Cabe destacar que los macrélidos no son
activos contra bacilos Gram-negativos aerobios entéricos. Sin embargo, los macrélidos tienen
accion frente a importantes bacterias intracelulares o atipicas tales como Lawsonia spp,

Mycoplasma spp, Chamydia spp, Bordetella spp, Moraxella spp y Leptospira spp y Spirocheta
spp °’.

4.1.7.- Indicaciones terapéuticas de los macrélidos.

Los macroélidos pueden ser usados con fines terapeuticos o de manera controlada y
restringida como metafilacticos 2%, En pequefias especies y caballos, preferentemente se utiliza

la via oral para su administracion. En cambio, en animales de granja las vias mas frecuentes de
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administracion son la intramuscular o subcutanea con fines terapéuticos, y en el alimento o agua
de bebida con fines metafilacticos siguiendo las recomendaciones y normativas de las entidades

regulatorias 14*°,

Su uso con fines terapéuticos estd dirigido principalmente al tratamiento de diversas
infecciones del sistema respiratorio 357, ocasionadas por bacterias tales como Rhodococcus equi,
Mannhemia haemolitica, Pasteurella multocida, Bibersteinia trehalosi, Haemophilus parasuis,
Actinobacillus pleuroneumoniae, Histophilus somni, entre otras ®8-"*, como también en neumonias
causadas por Streptococcus spp. en donde exista sospecha de reacciones alérgicas a los -
lactamicos "2, Asimismo, se utilizan en el tratamiento de enfermedades causadas por Lawsonia
intracelularis, como son la enteropatia hemorragica del cerdo y la enfermedad proliferativa

intestinal en equinos 7374, y en infecciones causadas por distintas especies de micoplasmas ™,

En cuanto a su uso como agentes metafilacticos, han sido utilizados principalmente en la
prevencion del sindrome respiratorio bovino ~’°. Su administracion se efect(ia posterior al
transporte de los animales que presenten un alto riesgo de presentar el sindrome respiratorio ®7°,
siendo tildipirosina y tulatromicina los mas usados con este cometido dentro del grupo
farmacoldgico %787°, Lamentablemente, en animales de produccion los macrolidos adn siguen
siendo utilizados como promotores del crecimiento en 42 paises que se encuentran en los
continentes Americano, Africano y Asiatico 2, siendo incorporados en el alimento o agua de
bebida de los animales, con el objetivo de mejorar su rendimiento, modificar su microbiota, el
metabolismo lipidico y el energético 28, asi como también, prevenir la formacion de abscesos
hepéticos originados por Fusobacterium necrophorum especialmente en bovinos %2, Otros
macrdélidos que cominmente se utilizaron junto con el alimento o el agua de bebida corresponden
a tilvalosina en el tratamiento o metafilaxis de la enteropatia proliferativa porcina, la neumonia
enzootica porcina y la disenteria de los cerdos ° y tilmicosina en el tratamiento y prevencion de
neumonia en lechones . No obstante, hay que tomar en consideracion que la administracion de
alimento medicado con fines metafilacticos, se encuentra altamente regulado en la Unién Europea
desde el afio 2019, en donde existen estrictas restricciones para su administracion *>#4, Las dosis
de los distintos macrolidos, asi como la via de administracion y sus intervalos de administracion

en las distintas especies domesticas se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Dosis, via e intervalo de administracion de macrélidos en animales domésticos 2.

Especie Macrolido Dosis Via Intervalo
Perros/gatos Eritromicina 10-20 mg/kg PO 8-12 h
Claritromicina 5-10 mg/kg PO 12h
5 mg/kg (gatos),
Azitromicina PO 24 h
10 mg/kg (perros)
Tilosina 5-10 mg/kg IM 12h
Rumiantes Eritromicina 1,1-2,2 mg/kg IM 24 h
Tilosina 4-10 mg/kg IM 24 h
Tilmicosina 10 mg/kg SC Dosis Unica
Tulatromicina 2,5 mg/kg sC Dosis Unica
Gamitromicina 6 mg/kg SC Dosis Unica
Tildipirosina 4 mg/kg SC Dosis Unica
Caballos Eritromicina 25 mg/kg PO 6-8h
Eritromicina 5 mg/kg v 6 h
Claritromicina 7.5 mg/kg PO 12 h
Azitromicina 10 mg/kg PO, IV* 24-48 h
Cerdos Eritromicina 2-20 mg/kg IM 12-24 h
Tilosina 9 mg/kg IM 12-24 h
Tilmicosina 200-400 g/ton Alimento -
Tulatromicina 2,5 mg/kg IM Dosis Unica
Tildipirosina 4 mg/kg IM Dosis Unica
Tilvalosina 50-100 g/ton Alimento -
Tilvalosina 50 ppm Agua -
Gamitromicina 6 mg/kg sC Dosis Unica

* Administracion lenta. PO: Oral. IV: Intravenosa. IM: Intramuscular. SC: Subcutanea.
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4.1.8.- Mecanismos de resistencia bacteriana a los macrolidos

Las bacterias son capaces de desarrollar varios mecanismos de resistencia que les permiten
resistir o eludir la exposicién a los antibidticos. Existen tres mecanismos generales relacionados
con este fendmeno para la familia de los macrélidos, que corresponden a la disminucién de la
afinidad por el sitio de unién en la subunidad ribosémica 50S, inactivacion del antibiotico por
enzimas intracelulares, asi como el eflujo o expulsion activa del antibiotico que extrae a los
macrolidos del interior de las bacterias **. Cabe destacar que existen bacterias Gram-negativas que
no poseen ninguno de estos mecanismos de resistencia, pero pueden presentar mutaciones en genes
de expresion de rRNA o proteinas ribosomales que les confiere resistencia innata hacia los

macrélidos 248,

La disminucion de la afinidad de los macrdlidos por su sitio de union esta asociada a la
metilacion del RNA ribosomal 23S, debido a la expresion de metiltransferasas del rRNA que se
encuentran codificadas en genes denominados erm (erythromycin ribosome methylase). EI grupo
metil transferido obstaculiza la interaccion del macrélido con su sitio de unién en el rRNA 8. Esta
condicion les ofrece a las bacterias la particularidad de presentar resistencias cruzadas entre los
macrolidos de 14, 15 y 16 carbonos, asi como para lincosamidas y estreptomicina B 8. Por otra
parte, el incremento del flujo de salida de los macrolidos desde las células bacterianas, se encuentra
normalmente asociado a la expresion de bombas de expulsion o alteracion en la permeabilidad de
la membrana bacteriana 88, permitiendo en Gltima instancia el funcionamiento fisioldgico de los
ribosomas bacterianos 2*. Existen alrededor de 14 genes que codifican la expresion de
transportadores dependientes de ATP, los cuales confieren a las bacterias resistencia a macrélidos
de 14 y 15 a4tomos de carbono, pero no para los macrélidos de 16 carbonos, ketolidos, lincosamidas
y estreptomicina B 2##7, La inactivacion enzimatica de los macrélidos es el mecanismo de menor
importancia en cuanto a su presentacion en las poblaciones bacterianas, en donde se asocia con la
expresion intracelular de esterasas y fosfolipasas, las cuales provocan la hidrolisis del macrélido

y COMO consecuencia su inactivacion 872°,
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Aunque la mayoria de los macrélidos redinen modificaciones estructurales que les permite
mejorar sus caracteristicas farmacologicas, estos cambios no han prevenido el desarrollo de
resistencias por parte de varios tipos de bacterias a los macrélidos, con excepcion de los ketolidos

que ofrecen una menor posibilidad de generar resistencia a los antibi6ticos .
4.2.- Propiedades farmacocinéticas generales de los macrolidos.

Los cuatro procesos que describen el movimiento temporal de los farmacos a través del
cuerpo son absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién. Estos procesos pueden ser
expresados en términos cuantitativos mediante pardmetros farmacocinéticos que explicaran la
disposicion temporal de los farmacos en el organismo . Las curvas concentracion-tiempo son la
base para su célculo, para lo cual es imprescindible desarrollar y validar técnicas analiticas capaces
de cuantificar los farmacos de manera precisa y exacta en distintas matrices bioldgicas, siguiendo
las directrices de las agencias de regulacion y control de medicamentos . Los datos asi obtenidos
permiten el correcto célculo de los parametros farmacocinéticos con el objetivo de analizar e
interpretar adecuadamente la disposicion de los farmacos en el organismo y estimar su utilidad

terapéutica en la especie animal de destino.

Los macrolidos se caracterizan por una rapida absorcion desde el sitio de su aplicacion,
siendo usualmente las rutas intramuscular o subcutanea las cominmente empleadas en animales
de granja, en cambio para caballos y pequefias especies es mas frecuente la utilizacion de la via
oral. Ademas, los macroélidos presentan usualmente una biodisponibilidad completa con una
extensa distribucion hacia tejidos y fluidos del sistema respiratorio %2. Los macrélidos de primera
generacion presentan procesos importantes de metabolismo hepéatico, a diferencia de los
macrolidos de nueva generacion que en su mayoria son eliminados por via biliar de forma
inalterada, aunque una parte puede ser biotransformado a nivel hepatico por procesos de
conjugacion, siendo entonces excretados por via biliar para posteriormente ser eliminados junto
con las heces °. Una caracteristica comun de los macrélidos de segunda y tercera generacion son
sus prolongadas vidas medias de eliminacion a consecuencia de su extensa distribucién en el
organismo %3-°°, Este comportamiento les permite permanecer en el cuerpo por largos periodos de

tiempo, situacion que provoca la presencia de residuos en tejidos y fluidos organicos, que
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implicaran la obligatoriedad de la aplicacion de tiempos de supresion prolongados, que pueden ser

de varias semanas para la mayoria de los macrolidos en las especies de abasto %67
4.2.1.- Absorcion y biodisponibilidad

La velocidad de absorcién de los macrolidos es dependiente de la ruta de administracion
seleccionada, asi como del macrélido utilizado y la especie animal en estudio. En este sentido la
velocidad de absorcion de eritromicina, claritromicina, azitromicina y telitromicina les permite
alcanzar sus concentraciones maximas dentro de las dos a tres primeras horas tras su
administracion oral en caballos y perros 379192, Sin embargo, la absorcion oral de macrdlidos en
rumiantes es erratica, razon por la cual suelen utilizarse por via parenteral. En rumiantes el pH
ruminal (5,5 — 6,5) repercute en el grado de ionizacién de los macrolidos, generando un fenémeno
conocido como atrapamiento i6nico dentro de este compartimento 1%, Ademas, en poligastricos la
ruta oral ofrece otro inconveniente adicional, el gran volumen de contenido liquido que posee el
rumen provoca una importante dilucién de la dosis administrada con lo que se reduce la velocidad

de difusidn del farmaco a consecuencia de la disminucion de su gradiente de concentracidn 103104,

En términos generales los macroélidos administrados por via oral se caracterizan por
presentar una biodisponibilidad baja a intermedia (< 50%) %11, Con respecto a eritromicina, se
establece una biodisponibilidad oral baja con perfiles farmacocinéticos erraticos, que se debe
principalmente a la degradacion estomacal por ser inestable a pH &cido 34. Razon por la cual, se
han disefiado recubrimientos entéricos o sales de estolato, fosfato, etilsuccinato, estearato, que
resisten la degradacion estomacal mejorando su perfil farmacocinético %2, En el caso de
claritromicina y azitromicina, ofrecen una mayor estabilidad estomacal con una biodisponibilidad
intermedia (~50%) pero con altos coeficientes de variacion 1°1%1 Ademas, la velocidad y
magnitud de la absorcién puede verse disminuida cuando son administrados con el alimento,

especialmente en el caso de azitromicina 3.

Habitualmente en rumiantes se recurre a la administracion de macrolidos por via parenteral
para el tratamiento o prevencion de varios tipos de enfermedades infecciosas en especial del
sistema respiratorio 2°7°. Uno de los principales antibidticos autorizado en bovinos, cerdos y ovejas
para estos fines corresponde a la tulatromicina®, la cual presenta una rapida absorcion,

permitiéndole alcanzar su Cmax dentro de los primeros 30-90 minutos posterior a su administracion
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subcutanea en vacas, ovejas y cabras °"1%108 Esta rapida absorcién ocurre también con
tilmicosina en vacas, en donde su tmax Se alcanza una hora después de su administracion subcutanea
109110 Sin embargo, en ovejas y cabras la administracion de tilmicosina por via subcutanea presenta
una absorcion méas lenta, alcanzando su Cmax entre las cuatro y seis horas posteriores a su

administracién 110111,

Los macrolidos que comunmente se usan en caballos son gamitromicina y tulatromicina,
que en esta especie alcanzan su Cmax Una hora después de su administracion intramuscular 935112,
En cambio, cuando la tulatromicina es administrada por via subcutanea se absorbe mas lentamente,
alcanzando su Cmax a las tres horas *. Por Gltimo, en el caso de tilmicosina, las concentraciones
méaximas se alcanzan més tardiamente, aproximadamente 5 horas tras la administracion

intramuscular 3.

La biodisponibilidad de los macroélidos administrados por via parenteral es muy superior a
lo registrado para la ruta oral, con biodisponibilidades por encima del 70%, presentando menor
variabilidad, siendo en muchos casos su biodisponibilidad completa %1+114-116Sin embargo, su
administracién intramuscular y subcutanea puede provocar fenémenos inflamatorios en los puntos
de aplicacion 7 u otros efectos adversos generalizados, principalmente cuando se hace uso de
tulatromicina y tilmicosina ®>!3, La interpretacion de la biodisponibilidad debe realizarse de forma
cuidadosa, en especial cuando la via de administracién es la subcutanea o en aquellos casos en los
que se utilicen formulaciones de larga duracion o de depésito. En estos casos, la velocidad de
eliminacion del farmaco puede verse disminuida debido a una menor velocidad de liberacion del
farmaco desde la formulacién medicamentosa, que genere una absorcion mas prolongada desde el
punto de aplicacion. En esas situaciones se puede observar el fendmeno farmacocinético
denominado flip-flop *, donde la biodisponibilidad puede ser erréneamente reportada con valores

por encima del 1009% 103117,
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4.2.2.- Distribucion tisular y humoral

Los macrélidos se distribuyen ampliamente en el organismo, difundiendo hacia varios
6rganos, tales como pulmon, higado o musculatura, entre otros °7. Una caracteristica clasica de los
macrdlidos es su tendencia a difundir hacia fluidos organicos con pH &cido, tales como la leche 18
y el fluido del recubrimiento epitelial del sistema respiratorio 9°100.112.113 'Fn cambio, su difusion
es minima hacia el liquido sinovial, liquido cefalorraquideo y liquido peritoneal, debido a que éstos
presentan un pH levemente alcalino 9100113  Esta caracteristica conlleva que los macrélidos
presenten altas concentraciones en los tejidos y fluidos del sistema respiratorio y glandula mamaria
en comparacion al plasma, fendmeno que responde a su naturaleza liposoluble y bajo grado de
ionizacion a pH alcalino 3%, Esta propiedad se ve reflejada en los elevados volumenes de
distribucion registrados para varios macrolidos en veterinaria, con valores que pueden ir desde los

2,5 L/kg, hasta los 40 L/kg, tanto para cabras °7107111.114 "gyejas 115 y caballos 93:95:99.100.112,119

Otra caracteristica interesante de los macrélidos es su particular capacidad para acumularse
extensamente en el espacio intracelular de polimorfonucleares y macrofagos pulmonares
93100112113 " Esta particularidad les permite actuar contra agentes infecciosos intracelulares
estrictos, tales como Mycoplasma ovineumoniae 0 Mycoplasma agalactiae o agentes facultativos
como Rhodococcus equi, que provocan serias enfermedades en pequefios rumiantes y équidos ®%12°,
Sin embargo, no solo la penetracion intracelular y las elevadas concentraciones intracelulares
determinan su accién antimicrobiana a este nivel 2, sino también la capacidad del antibiotico de
aumentar la susceptibilidad bacteriana a la accion bactericida de los neutrofilos %2, Respecto a la
accion de los macrolidos a nivel intracelular existen discrepancias en cuanto a su accion
antibacteriana frente algunos agentes bacterianos intracelulares facultativos, pues se ha
demostrado actividad contra Staphylococcus aureus 23 y Francisella spp %4, pero poca o nula

actividad contra Listeria monocytogenes '2° y Legionella spp 2.

La acumulacion de los macrolidos a nivel intracelular ocurre cuando estos difunden a un
ambiente &cido donde son inmediatamente ionizados dificultando su difusion hacia el espacio
extracelular. En este sentido, su acumulacion no es uniforme en el espacio intracelular,
encontrandose del total del antibidtico un 75% dentro de los lisosomas y Unicamente el 25% se

127

encuentra en el citoplasma Adicionalmente, cuando los macrolidos alcanzan altas
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concentraciones intracelulares, éstas condicionan una disminucion en la actividad del
transportador ABCB1, encargado del flujo de macrdlidos hacia el espacio extracelular,
intensificando su acumulacion a nivel intracelular 128, Al respecto, en células bronco-alveolares se
registran altas concentraciones intracelulares para azitromicina, claritromicina, timicosina y

gamitromicina, correspondiendo a 26-732 veces las obtenidas en el plasma de caballos 9100112113,

4.2.3.- Vida media y conjugacion proteica

Una caracteristica comun para la mayoria de los macrdlidos son sus prolongadas vidas
medias, pero especialmente cuando son administrados por via parenteral, registrandose un amplio
rango de valores que van desde las 20 h a 170 h para ovejas 190110115129 cahrgg 9710711114116 y
caballos 9395100112113117 ) 5 vida media es un pardmetro farmacocinético hibrido que es
dependiente del aclaramiento plasmatico y de la distribucion, en especial cuando los farmacos
tienen la capacidad de difundir ampliamente en el organismo, condicionando una lenta fase de
eliminacidn 13°, Con farmacos con este tipo de comportamiento es posible realizar administraciones
menos frecuentes, en especial cuando se utilizan macrélidos por via parenteral. Aunque un menor
namero de aplicaciones puede ser favorable para el bienestar de los animales, la principal
desventaja corresponde a la presencia de sus residuos en leche y carne durante varias semanas,
imposibilitando su consumo por el riesgo de generar efectos toxicos o promover resistencias a los
antibioticos 3!, La alta capacidad de difusion de los macrélidos en el organismo no se encuentra
limitada por su nivel de unién a las proteinas, debido a que en la mayoria de los casos circulan
libremente y solo una baja proporcion del farmaco se encuentra unida a proteinas plasmaticas, con
valores que oscilan entre 18 y 30%. Ademas, esta union es predominante con a-1 glicoproteina

mas que con la albumina plasmatica %1%,
4.2.4.- Metabolismo

La principal via de biotransformacion para los macrolidos corresponde al metabolismo
hepatico *313 siendo el sistema enzimatico P-450 el responsable de metabolizar a eritromicina y
claritromicina. Los metabolitos resultantes de la biotransformacion en muchos casos son altamente
activos, como por ejemplo la 14-OH-claritromicina que presenta una actividad antimicrobiana
muy superior en comparacion al farmaco original *3. En cambio, para el resto de los macrélidos

su biotransformacion ocurre principalmente por procesos de conjugacion, y se establece que en su
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mayoria son excretados inalterados (70-90%) a través de la bilis y eliminados junto con el material

fecal 135,
4.2.5.- Excrecién

La excrecion de los macrélidos ocurre principalmente por via biliar (aproximadamente 60-
70%) y en menor medida por via renal 1°. Los macrolidos poseen una naturaleza hidrofébica que
les permite unirse con bastante afinidad a los acidos biliares. Por lo tanto, cuanto mayor sea su
caracter hidrofébico, presentaran una mayor afinidad por los &cidos biliares y una excrecién mas
rapida del organismo *°. La excrecion urinaria es marginal para todos los macrolidos,
encontrandose concentraciones consideradas subterapéuticas para el tratamiento de infecciones
urinarias, a excepcion de claritromicina que presenta una elevada eliminacion en orina alcanzando
concentraciones suficientes para el tratamiento de algunas infecciones a este nivel . En general,

los macrolidos presentan un aclaramiento plasmatico considerado bajo a moderado en caballos
93,95,99,100,117,119, ovejas 110,115,129 y cabras 97:107.111,114,116

4.2.6.- Interacciones farmacoldgicas

Las interacciones farmacoldgicas se han descrito cominmente para macrélidos de primera
generacién con diversos tipos de farmacos, como son relajantes musculares, inhibidores de la
bomba de protones, digitalicos, barbitdricos u otros antibidticos **’. Al respecto, los macrélidos de
14 carbonos, como eritromicina y claritromicina presentan bastante afinidad por el sistema
enzimatico citocromo P-450, ocasionando interacciones farmacoldgicas con aquellos farmacos
que dependen del mismo sistema para su biotransformacién **’. Por ello, la coadministracién de
eritromicina con farmacos como midazolam, teofilina, digoxina, cisaprida, carbamazepina,
warfarina, ergotamina, fenitoina, omeprazol y ranitidina puede disminuir/enlentecer su
metabolismo hepatico, provocando el aumento de sus concentraciones plasmaticas y generando
serios riesgos de intoxicacidn #138, En cambio, el sistema enzimatico P-450 presenta poca afinidad
por los macrolidos miembros de 15 y 16 carbonos, por lo que es menos probable encontrar

interacciones farmacoldgicas de este tipo
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En relacion a la accidn antibacteriana que cumplen los macrolidos, existen interacciones
tanto antagonicas como sinérgicas con otros antimicrobianos, que deben ser consideradas en el
manejo y la prevencion de la generacion de resistencias bacterianas. Dentro de algunas de este tipo
de asociaciones, se ha evidenciado antagonismo cuando es administrado de manera previa
eritromicina y a continuacion un p-lactdmico, lo cual genera una disminucién de la efectividad del
B-lactamico contra Streptococcus pneumoniae . Es bien conocido el efecto sinérgico de la
combinacion entre macrélidos y rifampicina para el tratamiento de Rhodococus equi 2%, Sin
embargo, se ha establecido un efecto antagonico al coadministrar rifampicina con claritromicina o
tulatromicina en equinos, se ha evidenciado una disminucién en las concentraciones de estos
macrolidos en el tejido y fluidos pulmonares *#'41, dando lugar a concentraciones por debajo de la
MICgo para Rhodococcus equi 42, Este fenomeno antagonico esta asociado a la expresion del
transportador ABCBL siendo éste sobre-regulado por rifampicina con la consecuente disminucion
en la disposicion de los macrolidos %. Ademas, esta interaccion farmacoldgica esta asociada con
una reduccion del Cmax para claritromicina en aproximadamente un 20 a 68%, asi como un
incremento en la actividad de CYP3A acelerando los procesos de biotransformacion de otros
farmacos que requieran esa via**. Por Gltimo, la combinacion de macrolidos con B-lactamicos,
fluoroquinolonas o aminoglucésidos puede presentar asociaciones sinérgicas, antagonicas o

neutras 144145 dependiendo del microorganismo involucrado en el sitio de infeccion .,
4.2.7.- Toxicidad y efectos adversos

En términos generales los macrolidos son farmacos bastante seguros y bien tolerados por
los animales, presentando reacciones adversas en una baja frecuencia en comparacion con otros
antibidticos. Eritromicina, claritromicina y azitromicina registran las principales recciones
adversas asociadas a trastornos gastrointestinales, tales como colico, diarrea y vomito, siendo
eritromicina la que cominmente se asocia con estos trastornos 8. Las distintas modificaciones que
han sufrido los macrélidos sintéticos han mejorado sus caracteristicas biologicas y quimicas en
relacion con los anteriores, permitiendo aumentar su actividad antibacteriana, mejorar su
disposicién y reducir la frecuencia de presentacion de efectos adversos !#!31, Aunque estos
trastornos gastrointestinales son mas frecuentes de observar con los macrdlidos orales 146, también

existen publicaciones de la propension de tilmicosina, tras su administracién parenteral, a generar
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diarrea '3, Se establece que los macrdlidos pueden interaccionar con receptores de motilina

provocando un incremento en la motilidad intestinal, asi como en la motilidad gastrica ®

Se han descrito algunas reacciones adversas generalizadas tras la administracion de
tulatromicina y tilmicosina, aunque de presentacion poco frecuente como son taquipnea,
taquicardia, sudoracion profusa, debilidad muscular, ataxia, decubito e inclusive la muerte de los
animales en casos muy raros %3, Las reacciones locales en los puntos de aplicacion intramuscular
0 subcutanea son sin duda las reacciones que aparecen con mayor frecuencia, tanto para
tildipirosina, tulatromicina y tilmicosina ", Sin embargo, la tulatromicina posee una mayor
probabilidad de generar este tipo de reacciones en comparacion al resto de macrolidos inyectables.
Estas reacciones locales suelen resolverse dentro de las 24-72 horas, aunque en algunas ocasiones

pueden estar acompariadas de cojera, decaimiento o dectibito *.
4.3.- Tildipirosina

La tildipirosina es un macrdélido semisintético de segunda generacion derivado de la
tilosina. En la Unién Europea, la tildipirosina esta registrada para el tratamiento de enfermedades
respiratorias en cerdos y bovinos de carne, con restriccién para su uso en bovinos destinados a la
produccion de leche para consumo humano #’. Su uso se encuentra orientado al tratamiento del
sindrome respiratorio bovino y porcino, siendo administrada primordialmente por via
intramuscular en cerdos o subcutanea en bovinos, con una dosis recomendada de 4 mg/kg para
ambas especies 1“8, También puede ser usado para el tratamiento metafilactico del sindrome
respiratorio bovino cuando los animales a ser transportados presentan serios riesgos de desarrollar
la enfermedad ", aunque su administracion debe seguir las normativas establecidas para ese tipo

de usos 584,
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4.3.1.- Estructura

La estructura basica de la tildipirosina esta conformada por un macro anillo lactonico de
16 &tomos de carbono. La tildipirosina posee un caracter tribasico debido a la adicion de tres
nitrégenos a su estructura, uno es aportado por una micaminosa y dos por piperidinas. Estos
compuestos le confieren a la tildipirosina la capacidad de protonacion con un pKa de 9,91, 8,80 y
8,09 21%°_En particular, la disposicion de cada uno de estos compuestos en el anillo macro lactona
corresponde a la micaminosa en el carbono 5, y las dos piperidinas en los carbonos 20 y 23, como
se observa en la figura 3.

Tildipirosin

piperidine

Figura 3. Estructura quimica de tildipirosina 4.
4.3.2.- Mecanismo de accion y espectro de actividad

El espectro de actividad antibacteriana in vitro de tildipirosina es bastante amplio, tanto
para bacterias Gram-positivas como para Gram-negativas, demostrando una gran versatilidad
antibacteriana frente a los principales agentes patdgenos que afectan a las vias aéreas. En este
sentido, tildipirosina se encuentra aprobada en la Union Europea para su uso en cerdos y bovinos
con infeccion de las vias respiratorias producida por Pasteurella multocida, Actinobacillus
pleuroneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Histophilus somni y Haemophilus parasuis . Al
igual que otros macrélidos, la actividad antimicrobiana de tildipirosina se debe a su union
reversible al RNA ribosomal 23S en la subunidad 50S de los ribosomas de las bacterias inhibiendo
su sintesis proteica *1. A diferencia de otros macrolidos, para tildipirosina no existen publicaciones
que indiquen un efecto inhibitorio en la formacion de exopolisacaridos bacterianos capaces de

formar biopeliculas como mecanismo de defensa y multiplicacion bacteriana. De igual manera, la
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tildipirosina no posee efectos inmunomoduladores o antiinflamatorios demostrados a diferencia

de otros macrolidos 63-°,
4.3.3.- Farmacocinética de tildipirosina en distintas especies animales

La tildipirosina presenta una rapida absorcion, permitiéndoles alcanzar su Cmax dentro de
los primeros 30 a 60 minutos tras su administracion tanto intramuscular como subcutanea
21.116.117.129.150-1%2 - Ademas, en la mayoria de las especies domeésticas, tales como caballos, perros,
conejos y cabras su biodisponibilidad es completa 116117151152 "en cambio en ovejas es intermedia
129 Adicionalmente, la tildipirosina registra una amplia distribucion en el organismo 17151152 ¢on
una difusion predominante hacia tejidos y fluidos a nivel pulmonar 211501%3  alcanzando
concentraciones tisulares muy superiores (varias veces) a las registradas en el plasma 2%, De
manera similar a lo publicado con otros macrolidos, tildipirosina presenta volumenes de
distribucion elevados, registrandose valores en un rango desde los 10 a 29 L/kg en distintas
especies domesticas 2116117129150-152 - Fn el tejido pulmonar la tildipirosina se acumula
extensamente, alcanzando Cmax entre 27 a 214 veces superiores a las cuantificadas en el plasma de
bovinos **° y de 8 a 148 veces a las encontradas en el plasma de cerdos 1. A diferencia de otros
macrdlidos en donde se ha podido determinar sus concentraciones intracelulares en macréfagos
pulmonares o sus concentraciones en el epitelio de recubrimiento pulmonar, la Unica aproximacion
existente corresponde a las obtenidas en el lavado bronco alveolar, en donde se ha estimado Cmax
de entre 539 hasta 681 veces superiores a las determinadas en plasma de cerdos %*. Sin embargo,
en bovinos no existe una acumulacion tan importante en esta biofase, registrandose niveles hasta
72 veces los registrados en el plasma 1. Paralelamente, no existen estudios que establezcan su
acumulacion en el espacio intracelular de células somaticas de animales destinados a produccion

lactea, ni en polimorfonucleares de caballos.

En general, la tildipirosina presenta una prolongada vida media al igual que otros
macrolidos, con valores que van entre las 70 a 140 h en las distintas especies domesticas estudiadas
21,116117,129150-152 ] 3 extensa vida media de este antibiotico se debe en primer lugar a su amplia
capacidad de distribuirse en el organismo (pulmaén, higado, rifién, musculatura esquelética) >4, asi
como a una velocidad de eliminacion del organismo de baja a intermedia *>>. En este sentido, en

conejos y cabras se han estimado velocidades de eliminacion bajas *'%**1, e intermedias en caballos
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y perros 117152 En cerdos y bovinos donde la tildipirosina se encuentra autorizada para su uso
terapéutico, se establecen periodos de supresion en carne por un tiempo no inferior a 9 dias para
cerdos y 45 dias para bovinos. Se establece que la tildipirosina presenta una baja union a las
proteinas plasmaéticas, con un 17% de union a proteinas plasmaticas en ratas, y alrededor del 30%
en cerdo y bovinos, asi como a proteinas del fluido bronquial en terneros ® La unién a proteinas
de tildipirosina en otras especies animales no se ha descrito, pero ser similar a los valores

anteriormente descritos.

La biotransformacion de tildipirosina en cerdos y bovinos ocurre principalmente por la
escision de la micaminosa del anillo lactona, en donde el proceso enzimatico de dihidroxilacion y
posterior conjugacion con S-cisteina o S-glutation ocurren a nivel hepéatico. En cambio, a nivel
renal la biotransformacion de tildipirosina ocurre por un proceso de desmetilacién. Por ultimo, en
la orina y heces pueden ocurrir procesos de hidrolisis transformando la tildipirosina a compuestos
dihidro-tildipirosina-SOsH 8154 Al igual que otros macrdlidos, la tildipirosina presenta una
excrecion mayoritariamente inalterada a través del material fecal, en donde un 40 % y un 62% de
la dosis administrada es eliminada a través de esta via en cerdos y bovinos, respectivamente. En
cambio, una fraccion marginal de la dosis es excretada por via urinaria, siendo un 17% y 24% de
la tildipirosina en cerdos y bovinos, respectivamente 4. Los parametros farmacocinéticos de

tildipirosina en distintas especies domesticas se presenta en la Tabla 3.
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Especie

Revision de literatura

Dosis y via (ug*hr/m
_ 4 mg/kg i.m. 24,8+3,9 0,65:0,14 | 1,21+0,38 - - - 14412175 | 715
ozlse;fs 6 mg/kg s.c. 3964103 | 075:022 | 1,35:044 - - - 15654334 | 753 129
4 mg/kg. iv. 34,7+6,3 - - - - - 119,69,0 -
2mgkgim. | 385:052 | 041007 | 03602 - - - 71,39£2842 | 112
Perros | 4mglkgim. | 7,71#358 | 1,05£032 | 0,080 - - - 91,33 450,02 - -
(24)** | 6 mglkgi.m. 857+498 | 1,06+0,35 | 0,13+0,07 - - - 96,43+45,0 -
2mglkgiv. | 329136 - - 28,88+ 7,2 - 0,72£0,29 | 32,22+12,02 -
Conejos | 4Molkg.im. | 491:074 | 083:011 | 033017 - - - 96,68+15,37 | 1054 .
12)™ | 4 mg/kg. iv. 4,64+1,12 - - 17,7845,15 - 0,28+0,10 | 81,17+9,28 -
2mg/kgim. | 7.09:086 | 070048 | 0,210,17 - - - 126419 -
i:;;jﬂs 4mgkgim. | 1210£2,82 | 089+045 | 0,38£0,14 - - - 106415 - 21
6mg/kgim. | 1455:094 | 0,88+0,18 | 0,26+0,13 - - - 9745 -
2mglkg.sc. | 11,36+167 | 057+003 | 0,5:0,00 - - 75,342,71 -
Cabras
(15" 4 mg/kg s.c. 20,41+4,38 0,72+0,05 0,5+0,00 - - - 94,76+8,13 96,6 116
4mglkgiv. | 2071339 - - - 24,6433 | 021+0,02 | 77,89+4,29 -
Caballo | 4ma/kgs.c. 3101400 | 063-1,95* | 05-15* - - - 17012 >400 -
12™ | 4 mgikgi.v. 7,73+0,00 - - 10,0£0,9 22406 | 0,52:0,4 29+0,4 -
2mglkgsc. | 17,29+#2,74 | 0374014 | 0,60£0,22 - - - 199427 -
B(ci‘g)rlﬁ’s 4mglkgsc. | 2493350 | 071027 | 0,69+0,26 ; ; - 210453 ; 150
6 mg/kg s.c. 33,2046,47 1,08+0,29 0,80+0,24 - - - 157417 -

*Media y error estandar. **Media y desviacion estandar. Media geométrica y desviacion estandar *Rango. 1V: intravenosos. IM: Intramuscular. SC: Subcutaneo.
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4.3.4.- Reacciones adversas Yy toxicidad

La tildipirosina en general presenta minimas reacciones adversas cuando se siguen las
recomendaciones posologicas. En general, la tildipirosina es bastante bien tolerada en la mayoria
de las especies animales, inclusive cuando se ha sobrepasado en varias veces la dosis recomendada
en bovinos y cerdos, donde se han observado Unicamente reacciones locales en el punto de
aplicacion, incremento en la actividad de enzimas musculares e incremento del recuento total de
leucocitos ®°. Respecto a lo anterior, no existen efectos adversos visibles posteriores a su
administracion IV (2 mg/kg) o IM (2-6 mg/kg) en perros *°2, No obstante, con dosis de tildipirosina
entre los 10 a 20 mg/kg por via IM en perros puede generar inflamacion local en el punto de
administracion 8. Paralelamente, este tipo de reacciones inflamatorias locales han sido registrada
de manera casi inmediata (30 min posterior su administracion) cuando la tildipirosina ha sido
administrada por via SC (4 mg/kg) en caballos. No obstante, este proceso se resuelve

espontaneamente a los pocos dias ',

En pequefios rumiantes la administracion de tildipirosina por via SC (2-4 mg/kg) o IV (4
mg/kg) no esta asociado con irritacion local, inflamacién, edema o con disminucién del consumo
voluntario de alimento o agua de parte de los animales 1'%'2°, No obstante, la administracién de
tildipirosina por via 1V (8 mg/kg) en ovejas esta asociada con un incremento en la actividad
creatina cinasa cardiaca y las concentraciones de troponina I, ambos analitos asociados con

cardiotoxicidad 6.
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Obijetivos de la tesis

5.1.- Objetivo general

Determinar la farmacocinética y farmacodinamia de la tildipirosina en pequefios rumiantes y

caballos.
5.2.- Objetivos especificos

Primer objetivo: Desarrollar y validar un método cromatografico para la cuantificacion de
tildipirosina en plasmay leche para su aplicacion en estudios farmacocinéticos en pequefios

rumiantes y caballos.

Segundo objetivo: Determinar la farmacocinética de la tildipirosina en ovejas de aptitud céarnica

tras su administracion intravenosa, subcutanea e intramuscular.

Tercero objetivo: Estudiar el comportamiento farmacocinético de la tildipirosina en caballos tras

su administracion intravenosa e intramuscular.

Cuarto objetivo: Determinar la farmacocinética de la tildipirosina tras su administracion

intravenosa, subcutanea e intramuscular en cabras de aptitud lactea.

Quinto objetivo: Establecer los posibles efectos adversos tras la administracion de la tildipirosina

por las diferentes vias de administracion en cabras, ovejas y caballos.

Sexto objetivo: Determinar la susceptibilidad bacteriana de algunos patdgenos asociados con
mastitis en cabras y neumonia en ovejas frente a tildipirosina y otros antibioticos de uso

comun en veterinaria.

Séptimo objetivo: Establecer la potencia de tildipirosina frente algunos patdégenos asociados con

mastitis en cabras y neumonia en ovejas en condiciones de cultivo estandar y modificado.
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Justificacion de la tesis

Validation of a LC-UV method for determination of tildipirosin in goat milk.

La validacion de un método analitico para investigaciones con farmacos es un
procedimiento estandar antes de la realizacion de ensayos preclinicos, biofarmacéuticos y clinicos.
Este procedimiento debe seguir las directrices de las autoridades y agencias de control y regulacion
de farmacos, garantizando la exactitud y precision de los resultados obtenidos, ademas de permitir
el correcto calculo de los parametros farmacocinéticos. La cuantificacion de antibioticos por
cromatografia liquida, es un método que cominmente se emplea en la realizacién de estudios
farmacocinéticos. Al respecto, existen varias técnicas cromatograficas descritas para la
cuantificacién de tildipirosina en diferentes matrices bioldgicas. Sin embargo, ninguna de estas
técnicas se encuentra validada en leche de cabras, imposibilitando la determinacion de la
disposicion de tildipirosina en animales dedicados a la produccion lactea. En consideracion a lo
anteriormente expuesto, los objetivos que se desarrollaron en la publicacion: “Validation of a LC-

UV method for determination of tildipirosin in goat milk”, fueron los siguientes:

Primer objetivo: Desarrollar y validar un método cromatografico para la cuantificacion de
tildipirosina en plasmay leche para su aplicacién en estudios farmacocinéticos en pequefios

rumiantes y caballos.

Cuarto objetivo: Determinar la farmacocinética de la tildipirosina tras su administracion

intravenosa, subcutanea e intramuscular en cabras de aptitud lactea.
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Justificacion de la tesis

Development and Validation of an Improved HPLC-UV Method for the Determination of

Tildipirosin in Horse Plasma.

El desarrollo de un método cromatografico consiste en determinar las condiciones ideales
para la extraccion de un farmaco de interés desde la matriz bioldgica seleccionada, garantizar la
ausencia de compuestos endogenos que interfieran con los tiempos de retencion del farmaco,
optimizar las condiciones cromatograficas que permitan una eficiente cuantificacion del farmaco
en las muestras, y finalmente, desarrollar un proceso lo mas eficientemente posible, en cuanto al
tiempo de ejecucion de la técnica, uso de reactivos con menor impacto ambiental y eficiente uso
de recursos. En cuanto a la validacién del método cromatografico, este procedimiento se realiza
previamente a la ejecucion de estudios farmacocinéticos, con el objetivo de garantizar la obtencion
de resultados exactos, e identificar y minimizar los errores de precision del método analitico. La
cuantificacion de los antibioticos mediante técnicas validadas es una premisa para el correcto
calculo de pardmetros farmacocinéticos que describan adecuadamente el comportamiento del
antibidtico en el organismo. En consideracion a lo anteriormente expuesto, los objetivos que fueron
resueltos en la publicacion: “Development and Validation of an Improved HPLC-UV Method for

the Determination of Tildipirosin in Horse Plasma”, fueron los siguientes:

Primer objetivo: Desarrollar y validar un método cromatografico para la cuantificacion de
tildipirosina en plasmay leche para su aplicacion en estudios farmacocinéticos en pequefios

rumiantes y caballos.

Tercero objetivo: Estudiar el comportamiento farmacocinético de la tildipirosina en caballos tras

su administracion intravenosa e intramuscular.
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Justificacion de la tesis

Pharmacokinetics of Tildipirosin in Ewes after Intravenous, Intramuscular and

Subcutaneous Administration.

El complejo respiratorio ovino es la principal enfermedad causante de pérdidas economicas
en las explotaciones ovinas. Estas pérdidas estan asociadas a la disminucion de la ganancia de
peso, tratamientos de animales enfermos y muerte de animales. Su etiologia es compleja,
involucrando dos 0 mas agentes infecciosos que interaccionan entre si. Las bacterias asociadas a
esta enfermedad son Mannheimia haemolytica y Bibersteinia trehalosis, las cuales pueden ser
aisladas junto con Pasteurella multocida, Mycoplasma spp. o Escherichia coli. Existen varias
técnicas de manejo rutinarias estresantes en las explotaciones ovinas que pueden predisponer a
cuadros de inmunosupresion en los animales, provocando la colonizacion bacteriana del sistema
respiratorio y desencadenando el complejo respiratorio ovino. La terapia antibiotica debe
realizarse oportunamente, de forma agresiva y en base a la valoracién clinica, con el objetivo de
aumentar las probabilidades de recuperacion de los animales, junto con la optimizacién de los
recursos economicos y el tiempo del personal. La terapia antibiotica debe mantenerse al menos 1
6 2 semanas, razon por la cual, es recomendable el uso de formulaciones de larga accion, que
permitan concentraciones estables del antibiotico en el sistema respiratorio, y reducir el estrés
debido a las administraciones frecuentes. A pesar de la importancia de esta enfermedad, la mayoria
de los antibidticos registrados en ovinos, requieren de maltiples administraciones. Razén por la
cual, en muchas ocasiones se hace uso de antibioticos aprobados para su uso en otras especies,
realizando una practica de riesgo, pues puede estar asociada a impredecibles reacciones adversas
y generacion de resistencias bacterianas. En consideracion a lo anteriormente expuesto, los
objetivos que se desarrollaron en la publicacion: “Pharmacokinetics of Tildipirosin in Ewes after

Intravenous, Intramuscular and Subcutaneous Administration” fueron los siguientes:

Segundo objetivo: Determinar la farmacocinética de la tildipirosina en ovejas de aptitud carnica

tras su administracion intravenosa, subcutanea e intramuscular.

Quinto objetivo: Establecer los posibles efectos adversos tras la administracion de la tildipirosina

por las diferentes vias de administracion en cabras, ovejas y caballos.
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Justificacion de la tesis

Pharmacokinetics of tildipirosin in horses after intravenous and intramuscular

administration and its potential muscle damage.

La rodococosis equina es una bronconeumonia que ocurre en caballos de hasta 6 meses de
edad y, que ocasiona importantes pérdidas en la industria equina debido a las graves lesiones
pulmonares crénicas, incapacitando a los animales de por vida para desarrollar actividades
deportivas de alto rendimiento. Adicionalmente, existen pérdidas econdmicas asociadas a su
diagnostico, tratamiento, muerte de animales, asi como restriccion de la venta de animales desde
lugares endémicos. En la actualidad los esfuerzos para prevenir y controlar la bronconeumonia por
Rhodococcus equi, se encuentran centrados en la aplicacion de estrictas medidas de bioseguridad,
uso de vacunas, transferencia de plasma hiperinmune, monitorizacion ecografica rutinaria de los
animales susceptibles, diagnéstico temprano y administracion oportuna de antibioticos efectivos
en base a perfiles de susceptibilidad bacteriana, medidas que en su conjunto, permitan disminuir
su mortalidad, morbilidad y las restricciones impuestas para la venta de caballos desde zonas
endémicas. Tradicionalmente, la combinacion de macrdélidos con rifampicina ha sido por décadas
el protocolo antibi6tico de eleccion para el tratamiento de la rodococosis equina. No obstante, se
han establecido interacciones farmacoldgicas entre estos antibiéticos, constatando que la
administracion de macrolidos sin rifampicina ofrece mejores perfiles farmacocinéticos y
resultados terapéuticos. Paralelamente, la mayoria de los macrolidos para el tratamiento de
rodococcosis deben ser administrados por via oral, varias veces durante el dia, lo que dificulta su
administracién por el personal, predisponiendo a la aparicion de resistencias bacterianas cuando
se incumple el protocolo de tratamiento. Por tal motivo, en la actualidad se busca el uso de
macrolidos inyectables que permitan manejar de manera Optima su administracion y garantizar su
éxito terapéutico. En consideracion a lo anteriormente expuesto, los objetivos que fueron resueltos
en la publicacion: “Pharmacokinetics of tildipirosin in horses after intravenous and intramuscular

administration and its potential muscle damage”, fueron los siguientes:

Tercer objetivo: Estudiar el comportamiento farmacocinético de la tildipirosina en caballos tras

su administracion intravenosa e intramuscular.

Quinto objetivo: Establecer los posibles efectos adversos tras la administracion de la tildipirosina

por las diferentes vias de administracion en cabras, ovejas y caballos.
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Justificacion de la tesis

Pharmacokinetics of Tildipirosin in Plasma, Milk, and Somatic Cells Following Intravenous,

Intramuscular, and Subcutaneous Administration in Dairy Goats.

La mastitis es la enfermedad mas importante en el sector lechero internacional, debido a
las pérdidas econdmicas que ésta ocasiona a consecuencia de la disminucion de la produccion
lactea, tratamientos de los animales infectados, descarte de la leche y eliminacion de los animales
persistentemente infectados. En el Mediterraneo, la agalaxia contagiosa es una importante causa
de mastitis en cabras, debido a la infeccidn por distintas especies del género Micoplasmas, siendo
Mycoplasma agalactiae la mas prevalente en Espafia. Esta enfermedad ademas de comprometer
la glandula mamaria, puede estar asociada a cuadros de artritis, queratoconjuntivitis y neumonia,
entre otros. Sin embargo, en la actualidad el cuadro méas frecuente corresponde animales
persistentemente infectados, los cuales son animales asintomaticos que presentan Gnicamente una
reduccion en la produccion de leche. Por el momento las medidas preventivas mas importantes
son: cuarentena de los animales que van a ingresar en el rebafio, eliminacién de animales
persistentemente infectados y el uso de vacunas. Sin embargo, las vacunas no ofrecen una
proteccion completa, por lo cual el uso de antibi6ticos es ain una herramienta fundamental en el
control de brotes de agalaxia contagiosa, siempre que sean utilizados de manera racional y éptima
en base a perfiles de susceptibilidad antibacteriana. Los macrolidos, tetraciclinas y
fluoroquinolonas son los antibidticos de eleccion para el tratamiento de la agalaxia contagiosa. Sin
embargo, existen pocos macrolidos registrados para su uso en caprinos de forma sistémica, y que
posean una accion a nivel de la glandula mamaria y en los tejidos afectados por Mycoplasma spp
en cabras. En consideracién a lo anteriormente expuesto, los objetivos que fueron resueltos en la
publicacién: “Pharmacokinetics of Tildipirosin in Plasma, Milk, and Somatic Cells Following
Intravenous, Intramuscular, and Subcutaneous Administration in Dairy Goats”, fueron los

siguientes:

Cuarto objetivo: Determinar la disposicion farmacocinética de la tildipirosina tras su

administracién intravenosa, subcutanea e intramuscular en cabras de aptitud lactea.

Quinto objetivo: Establecer los posibles efectos adversos tras la administracion de la tildipirosina

por las diferentes vias de administracion en cabras, ovejas y caballos.
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Justificacion de la tesis

Susceptibility of caprine mastitis pathogens to tildipirosin, gamithromycin, oxytetracycline,

and danofloxacin: effect of serum on the in vitro potency of current macrolides.

La mastitis es considerada una de las principales enfermedades en animales destinados a
la produccion lactea. En particular, esta enfermedad conlleva importantes pérdidas econdmicas,
debido a una reduccion en la produccién de leche, eliminacion de animales enfermos, tratamientos
veterinarios de alto costo, y penalizaciones a los productores por la baja calidad de la leche
producida. Aunque la mastitis clinica es la mas grave para el animal, la mastitis subclinica es
aquella que representa mayores repercusiones para el rebafio y el productor, siendo la principal
fuente de contagio hacia animales sanos, asi como una fuente constante de bacterias zoonoticas
hacia los humanos. Los principales agentes infecciosos asociados a mastitis en cabras son
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativos, Streptococcus spp, Mannhemia
hemolitica, Escherichia coli, Mycoplasma spp, entre otros. No obstante, Mycoplasma spp es uno
de los agentes infecciosos de mastitis que merece especial atencion en cabras, debido a las
repercusiones productivas que esta enfermedad representa en las explotaciones lecheras en varios
paises del Mediterraneo europeo. La prevencion de esta enfermedad esta enfocada en buenas
practicas de manejo antes, durante y después del ordefio, eliminacion de animales persistentemente
infectados, uso de vacunas, asi como el uso de antibidticos en brotes de la enfermedad para evitar
el contagio hacia otros animales dentro del rebafio. La administracion oportuna de antibidticos
efectivos en base a perfiles de susceptibilidad bacteriana es primordial para aumentar las
probabilidades de cura y evitar la aparicién de resistencias a los antimicrobianos que pueden
suponer riesgos para la salud pablica. La tildipirosina es un miembro de los macrélidos que posee
caracteristicas interesantes para el tratamiento de varios de los agentes infecciosos causantes de
mastitis en cabras, en donde su perfil farmacocinético establece una alta capacidad para distribuirse
extensamente en el organismo y acumularse en varios fluidos con pH acido, como es la leche, asi
como poseer una acumulacion en el espacio intracelular, en donde varios agentes infecciosos
gjercen su accion patdégena o evaden al sistema inmune. Sin embargo, la susceptibilidad de
tildipirosina frente a la mayoria de las principales bacterias causantes de mastitis en cabras no se
encuentra reportada en la literatura. En consideracion a lo anteriormente expuesto, los objetivos

abordados en la publicacion: “Susceptibility of caprine mastitis pathogens to tildipirosin,
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Justificacion de la tesis

gamithromycin, oxytetracycline, and danofloxacin: effect of serum on the in vitro potency of

current macrolides”, fueron los siguientes:

Sexto objetivo: Determinar la susceptibilidad bacteriana de algunos patégenos asociados con
mastitis en cabras y neumonia en ovejas frente a tildipirosina y otros antibiéticos de uso

comun en Veterinaria.

Séptimo objetivo: Establecer la potencia de tildipirosina frente algunos patdégenos asociados con

mastitis en cabras y neumonia en ovejas en condiciones de cultivo estandar y modificado.
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Justificacion de la tesis

Antimicrobial susceptibility of Pasteurella multocida isolated from sheep with fibrinous

pneumonia

Existen varios agentes bacterianos asociados al complejo respiratorio ovino. Sin embargo,
Pasteurella multocida es uno de los principales patdgenos cominmente aislados desde cuadros de
neumonia en ovejas. Tradicionalmente se hace uso de tetraciclinas, macrélidos y fluoroquinolonas
para su tratamiento pese a que muchos de estos antibi6ticos no se encuentran aprobados en la
especie ovina, procedimiento terapéutico que esta asociado a la aparicion de reacciones adversas
indeseables en los animales en algunas ocasiones, asi como la generacion de resistencias
bacterianas contra estos antibidticos. La resistencia a los antibioticos es una problematica
internacional que requiere de un enfoque interdisciplinario, en donde la monitorizacién y deteccion
temprana de resistencias bacterianas junto con el uso éptimo y racional de los nuevos antibi6ticos
disponibles en Veterinaria es primordial para minimizar el riesgo de la aparicion de resistencias.
Respecto a lo anterior, tildipirosina es un macrolido con interesantes cualidades farmacocinéticas,
del cual ain no se dispone de perfiles de sensibilidad bacteriana que permitan indicar su valor
terapéutico para el control y prevencion de la neumonia en ovejas. En consideracion a lo
anteriormente expuesto, los objetivos resueltos en la publicacion: “Antimicrobial susceptibility of

Pasteurella multocida isolated from sheep with pneumonic lesions”, fueron los siguientes:

Sexto objetivo: Determinar la susceptibilidad bacteriana de algunos patégenos asociados con
mastitis en cabras y neumonia en ovejas frente a tildipirosina y otros antibiéticos de uso

comun en Veterinaria.

Séptimo objetivo: Establecer la potencia de tildipirosina frente algunos patdégenos asociados con

mastitis en cabras y neumonia en ovejas en condiciones de cultivo estandar y modificado.
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.1.- Validation of a LC-UV method for determination of tildipirosin in goat milk.
Autores: Galecio JS, Hernandis V, Escudero E y Marin P.

Revista: Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society.

Afio de la publicacion: 2022.

Ambito: Veterinary Sciences.

Factor de impacto JCR 2021: 0,516.

Rango y cuartil JCR 2021: 126/145 (Q4).

Abstract: A simple, rapid, low-cost, and sensitive high-performance liquid chromatographic method
was developed to determine tildipirosin in milk goat. Milk samples were precipitated with acetonitrile,
and after evaporation, tildipirosin was determined by reverse-phase chromatography with an
ultraviolet detector set at a wavelength of 289 nm. Tildipirosin was separated on a Zorbax Eclipse
XDB-C18 column, 150 x 3.0 mm, 5 um with gradient chromatographic elution. The retention times
for tildipirosin and tylosin tartrate were 4.4 min and 10.5 min, respectively. Calibration curves were
ranged from 100 to 2500 ug/L. The lower limit of detection was 75 pg/L, and the lower limit of
quantitation was 100 pg/L. The accuracy and precision were always <15% except for LOQ < 20%.
Mean recovery was 95.6 %. This procedure can be applied to perform pharmacokinetic studies in

lactating animals and be useful to detect residues in dairy products.

URL.: https://doi.org/10.12681/jhvms.28300
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.2.- Development and Validation of an Improved HPLC-UV Method for the

Determination of Tildipirosin in Horse Plasma.

Autores: Juan Sebastian Galecio, Verdnica Hernandis, Elisa Escudero y Pedro Marin.
Revista: Acta Veterinaria-Beograd.

Afio de la publicacion: 2022.

Ambito: Veterinary Sciences.

Factor de impacto JRC 2021: 1,00

Rango y cuartil JRC 2021: 101/145 (Q3).

Abstract: A simple, rapid, low-cost, and sensitive high-performance liquid chromatographic
method was developed to determine tildipirosin in horse plasma. Plasma samples were extracted
with diethyl ether, and after evaporation, tildipirosin was determined by reverse-phase
chromatography with an ultraviolet detector set at a wavelength of 289nm. Tildipirosin was
separated on a Zorbax Eclipse XDB-C18 column, 150 x 3.0 mm,5 pm with gradient
chromatographic elution. The retention times were 3.0 min and 6.4min for tildipirosin and tylosin
tartrate, respectively. The total run time was 9 minutes in this method. Calibration curves ranged
from 0.1 to 3 ug/mL. The lower limit of detection for plasma was 0.035 ug/mL, and the lower limit
of quantitation was 0.1 ug/mL. Both accuracy and precision were always < 12% except for LLOQ
< 20%. Mean recovery was 99.5 %. This procedure can be applied to determine tildipirosin

concentrations in plasma and be useful to perform pharmacokinetic studies.

URL.: https://doi.org/10.2478/acve-2022-0008
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.3.- Pharmacokinetics of Tildipirosin in Ewes after Intravenous, Intramuscular and

Subcutaneous Administration.

Autores: Juan Sebastian Galecio, Elisa Escudero, José Joaquin Cerdn, Guiuseppe Crescenzo y
Pedro Marin.

Revista: Animals.

Afio de la publicacion: 2020.

Ambito: Agriculture, Dairy & Animal Science.
Factor de impacto JCR 2020: 2,752.

Rango y cuartil JRC 2020: 13/63 (Q1).

Abstract: A single-dose disposition Kkinetics for tildipirosin was evaluated in clinically healthy
ewes (n = 6) after intravenous (1V), intramuscular (IM), and subcutaneous (SC) administration of
a commercial formulation. Tildipirosin concentrations were determined by high-performance
liquid chromatography with ultraviolet detection. Plasma concentration-time data was calculated
by non-compartmental pharmacokinetic methods. The apparent volume of distribution (Vg;) of
tildipirosin after IV administration was 5.36 = 0.57 L/kg suggesting a wide distribution in tissues
and inside the cells. The elimination half-life (t Y%),) was 17.16 + 2.25, 23.90 + 6.99 and 43.19 +
5.17 h after IV, IM and SC administration, respectively. Following IM administration, tildipirosin
was rapidly absorbed (tmax = 0.62 = 0.10 h) even to a greater extent than after SC administration.
Time to reach peak concentration (tmax) and peak plasma concentrations (Cmax) differed
significantly, but both parameters showed a more significant variability after SC than after IM
administration. Bioavailabilities after extravascular administration were high (>70%). Therefore,
given general adverse reactions that were not observed in any ewe and favourable

pharmacokinetics, tildipirosin could be effective in treating bacterial infections in sheep.

URL: https://www.mdpi.com/786386
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.4.- Pharmacokinetics of tildipirosin in horses after intravenous and intramuscular

administration and its potential muscle damage.

Autores: Juan Sebastian Galecio, Elisa Escudero, Elena Badillo y Pedro Marin.
Revista: Research in Veterinary Science.

Afio de la publicacion: 2022.

Ambito: Veterinary Sciences.

Factor de impacto JRC 2021: 2,554,

Rango y cuartil JRC 2021: 35/145 (Q1).

Abstract: Tildipirosin is a novel semisynthetic macrolide antibiotic exclusively used in veterinary
practice to treat respiratory infections. There are no pharmacokinetic or safety information
available regarding the use of tildipirosin after intramuscular administration in horses. Thus, the
objective of this work was to determine the disposition Kkinetics of tildipirosin after intravenous
(IV) and intramuscular (IM) administration in horses and its potential muscle damage and
cardiotoxicity. Six mature, Spanish-breed horses were used in a crossover study with a washout
period of 30 days. Tildipirosin (18%) was administered at single doses by 1V (2 mg/kg) and IM (4
mg/kg) routes. Tildipirosin plasma concentrations were determined by HPLC assay with
ultraviolet detection. Muscle damage and inflammation were assessed by creatine kinase (CK) and
haptoglobin (Hp), respectively. Creatine kinase myocardial band (CK-MB) and troponin (Tn) were
used to evaluate cardiotoxicity. Tildipirosin in horses reached peak concentrations (Cmax = 1.13
pg/mL) at 0.60 h (tmax) after IM administration with an absolute bioavailability of 109.2%. Steady-
state volume of distribution and clearance were 3.31 £ 0.57 L/kg and 0.22 + 0.02 L/h/Kkg,
respectively. Tildipirosin did not cause cardiotoxicity since CK-MB and Tn basal levels were not
significantly different from those obtained after several days post-administration. Mild local
reactions were observed after IM administration. This local inflammation was associated with mild
myolysis (CK 239 — 837 UI/L), which was detectable for 48 hours. In brief, tildipirosin could help
to treat respiratory infections in horses because it showed extensive distribution, high

bioavailability and did not provoke general adverse reactions.

URL.: https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2022.06.033
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.5.- Pharmacokinetics of Tildipirosin in Plasma, Milk, and Somatic Cells Following

Intravenous, Intramuscular, and Subcutaneous Administration in Dairy Goats.

Autores: Juan Sebastian Galecio, Pedro Marin, Veronica Hernandis, Maria Botia y Elisa
Escudero.

Revista: Pharmaceutics.

Afio de la publicacion: 2022.

Ambito: Pharmacology & Pharmacy.
Factor de impacto JRC 2021: 6,525.
Rango y cuartil JRC 2021: 39/279 (Q1).

Abstract: Tildipirosin is a macrolide currently authorized for treating respiratory diseases in cattle
and swine. The disposition kinetics of tildipirosin in plasma, milk, and somatic cells were
investigated in dairy goats. Tildipirosin was administered at a single dose of 2 mg/kg by
intravenous (1V) and4 mg/kg by intramuscular (IM) and subcutaneous (SC) routes. Concentrations
of tildipirosin were determined by an HPLC method with UV detection. Pharmacokinetic
parameters were estimated by non-compartmental analysis. Muscle damage, cardiotoxicity, and
inflammation were evaluated. After IV administration, the apparent volume of distribution in the
steady state was 7.2 L/kg and clearance 0.64 L/h/kg. Plasma and milk half-lives were 6.2 and 58.3
h, respectively, indicating nine times longer persistence of tildipirosin in milk than in plasma.
Moreover, if somatic cells are considered, persistence and exposure measured by the area under
concentration—time curve (AUC) significantly exceeded those obtained in plasma. Similarly,
longer half-lives in whole milk and somatic cells compared to plasma were observed after IM and
SC administration. No adverse effects were observed. In brief, tildipirosin should be reserved for
cases where other suitable antibiotics have been unsuccessful, discarding milk production of

treated animals for at least 45 days or treating goats at the dry-off period.

URL.: https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14040860
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.6.- Susceptibility of caprine mastitis pathogens to tildipirosin, gamithromycin,
oxytetracycline, and danofloxacin: effect of serum on the in vitro potency of current

macrolides.

Autores: Juan Sebastian Galecio, Elisa Escudero, Juan Carlos Corrales, Edgar Garcia-Romero,

Christian de la Fe, Veronica Hernandis y Pedro Marin.
Revista: World Journal of Microbiology and Biotechnology.
Afio de la publicacion: 2022.

Ambito: Biotechnology & Applied Microbiology.

Factor de impacto JCR 2021: 4,253.

Rango y cuartil JRC 2021: 61/159 (Q2).

Abstract: Mastitis is a significant disease in dairy ruminants, causing economic losses to the
livestock industry and severe risks to public health. Antibiotic therapy is one of the most crucial
practices to treat mastitis, although the susceptibility of caprine mastitis pathogens to current
antibiotics has not been tested under standard or modified incubation conditions. This work
evaluated the in vitro activity of tildipirosin, gamithromycin, oxytetracycline, and danofloxacin
against caprine mastitis pathogens incubated following standard conditions of Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) and deviation method by 25% supplementation with goat
serum. Mycoplasma agalactiae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., and
coagulase-negative Staphylococci (CNS) were isolated from dairy goats with mastitis in Spain.
Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined using the broth microdilution
technique. The lowest MICg under standard conditions was obtained with danofloxacin for
mastitis-causing pathogens. An exception was M. agalactiae, where danofloxacin and
oxytetracycline obtained low values. However, after adding serum, gamithromycin showed the
lowest MIC50 for S. aureus, Streptococcus spp., and CNS. The lowest MICsy was obtained with
all the antibiotics tested (< 0.125 pg/ml) against M. agalactiae. Supplementing with serum resulted
in a significant variation in tildipirosin and gamithromycin MIC values for CNS, S. aureus, M.

agalagtiae, and E. coli. In brief, the MIC for antibiotics used against mastitis should be determined
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under conditions closely resembling intramammary infections to obtain representative
susceptibility patterns against mastitis pathogens. Caprine mastitis pathogens were broadly
susceptible to danofloxacin under standard conditions. The potency of macrolides against caprine

mastitis pathogens increases when serum is present in culture media.

URL.: https://doi.org/10.1007/s11274-022-03407-0
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Publicaciones originales que conforman la tesis doctoral

7.7.- Antimicrobial susceptibility of Pasteurella multocida isolated from sheep with

fibrinous pneumonia.

Autores: Juan Sebastian Galecio, Elena Badillo, Elisa Escudero, Juan Carlos Corrales, Maria
Teresa Yuste, Pedro Marin.

Revista: Acta Veterinaria-Beograd.

Afio de la publicacion: 2023.

Ambito: Veterinary Sciences.

Factor de impacto JRC 2021: 1,00
Rango y cuartil JRC 2021: 101/145 (Q3).

Abstract: Ovine respiratory complex is a significant cause of death in sheep flocks, where
Pasteurella multocida is the most frequent microorganisms isolated from animals with pneumonia.
There is an urgent need to refine the use of different antimicrobials to avoid the problem of
antimicrobial resistance and optimize the control of this disease in ovine livestock. The first step
in approaching this problem is gaining insights into the antimicrobial susceptibility of ovine
pathogens. This work evaluated the in vitro activity of tildipirosin, gamithromycin,
oxytetracycline, and danofloxacin against Pasteurella multocida strains isolated from sheep with
pneumonic lesions. The strains were incubated following Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) standard conditions and also with a modified method by 25% supplementation
with sheep serum. Minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined using the broth
microdilution technique. The lowest MICgqo under standard conditions and by supplementation
with sheep serum was obtained with tildipirosin. Sheep serum significantly reduced tildipirosin,
gamithromycin, and danofloxacin MIC values for Pasteurella multocida strains. In brief, the
potency of macrolides against Pasteurella multocida increases when sheep serum is added to the

culture media.

URL:
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7.8.- Aportaciones del doctorando en las publicaciones

D. Juan Sebastian Galecio Naranjo doctorando del Departamento de Farmacologia,
adscrito al Doctorado en Integracion y Modulacion en Sefiales en Biomedicina de la Facultad de
Biologia de la Universidad de Murcia — Espafia, expresa que las siguientes aportaciones le

corresponden en las siguientes publicaciones:
Primera publicacion.

Titulo: Validation of a LC-UV method for determination of tildipirosin in goat milk.

Revista: Journal of the Hellenic Veterinary Medical Association, 72 (4) 4905-4912.
https://doi.org/10.12681/jhvms.28300

Mes y afio de publicacion: Marzo, 2022.

El doctorando participd en la conceptualizacién, metodologia del proyecto de
investigacion, validacion, investigacion junto con los analisis del laboratorio, célculo e

interpretacion de los datos, redaccion del borrador, escritura y revision del manuscrito final.
Segunda publicacion.

Titulo: Development and Validation of an Improved HPLC-UV Method for the Determination of

Tildipirosin in Horse Plasma.

Revista: Acta Veterinaria-Beograd, 72(1), 100-110. DOI: 10.2478/acve-2022-0008

Mes y afio de publicacion: Marzo, 2022.

Como consta en la publicacion, el doctorando participd en la conceptualizacion,
metodologia del proyecto de investigacion, validacidn, investigacién junto con los analisis del
laboratorio, célculo e interpretacion de los datos, redaccion del borrador, escritura y revision del

manuscrito final.
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Tercera publicacion.

Titulo: Pharmacokinetics of Tildipirosin in Ewes after Intravenous, Intramuscular and

Subcutaneous Administration.

Revista: Animals, 10 (Antibiotic Use in Animals), 1-9. DOI: 10.3390/ani10081332

Mes y afio de publicacion: Agosto, 2020.

Como consta en la publicacion, el doctorando particip6 con la metodologia del proyecto
de investigacion, trabajo con programas estadisticos y software, investigacién de campo y analisis
de laboratorio, analisis e interpretacion de los datos, preparacién del borrador, edicion del
manuscrito y visualizacion del documento. Por Gltimo, el doctorando envio el manuscrito como
autor de correspondencia y se responsabilizo del proceso editorial y envio de la version final para

su publicacién.
Cuarta publicacién

Titulo: Pharmacokinetics of tildipirosin in horses after intravenous and intramuscular

administration and its potential muscle damage.

Revista: Research in Veterinary Science, 152, 20-25. https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2022.06.033

Mes y afio de publicacion: Julio 2022,

Como consta en la publicacion, el doctorando particip6 en el disefio del experimento,
metodologia del proyecto de investigacion, trabajo con programas estadisticos y software,
investigacion de campo y andlisis de laboratorio, analisis e interpretacion de los datos, preparacion
del borrador, edicion del manuscrito y visualizacion del documento. Por ultimo, el doctorando
envio el manuscrito como autor de correspondencia y se responsabilizé del proceso editorial y

envio de la version final para su publicacion.
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Quinta publicacion.

Titulo: Pharmacokinetics of Tildipirosin in Plasma, Milk, and Somatic Cells Following

Intravenous, Intramuscular, and Subcutaneous Administration in Dairy Goats.

Revista: Pharmaceutics, 14 (860). DOI: 10.3390/pharmaceutics14040860

Mes y afio de publicacion: Abril, 2022.

Como consta en la publicacion, el doctorando participd en el disefio del experimento,
metodologia del proyecto de investigacion, trabajo con programas estadisticos y software,
investigacion de campo y andlisis de laboratorio, analisis e interpretacion de los datos, preparacion

del borrador, edicién del manuscrito y visualizacion del documento.

Sexta publicacion.
Titulo: Susceptibility of caprine mastitis pathogens to tildipirosin, gamithromycin,

oxytetracycline, and danofloxacin: effect of serum on the in vitro potency of current macrolides.

Revista:  World  Journal  of  Microbiology and  Biotechnology,  38:221.
https://doi.org/10.1007/s11274-022-03407-0

Mes y afio de publicacion: Septiembre, 2022.

Como consta en la publicacion, el doctorando particip6 con la metodologia del proyecto
de investigacion, validacién, analisis formal e interpretacion de los datos, preparacion del borrador,
edicion del manuscrito y visualizacion del documento. Por dltimo, el doctorando envio el
manuscrito como autor de correspondencia y se responsabilizé del proceso editorial y envio de la

version final para su publicacion.
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Séptima publicacion.

Titulo: Antimicrobial susceptibility of Pasteurella multocida isolated from sheep with fibrinous

pneumonia.
Revista: Acta Veterinaria-Beograd, 73 (2).

Mes y afio de publicacion: Mayo, 2023.

Como consta en la publicacion, el doctorando particip6 en el disefio del experimento,
metodologia del proyecto de investigacion, trabajo con programas estadisticos y software,
investigacion de campo y andlisis de laboratorio, analisis e interpretacion de los datos, preparacion

del borrador, edicién del manuscrito y visualizacion del documento.
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8.1.- Determination of Tildipirosin in horse plasma using HPLC.

Tipo: Poster
Autores: Juan Sebastian Galecio, Elisa Escudero y Pedro Marin.
Congreso: 16" World equine Veterinary Association Congress.

Lugar y fecha: Verona — Italia. 3 al 5 de octubre de 2019.

DETERMINATION OF TILDIPIROSIN IN HORSE PLASMA
USING HPLC.

Juan Sehastian Galecio %23, Flisa Fseudero 2, Pedro Marin?
1 Universidad San Franeisco de Quito. Colegio Ciencias de la Salud, Escuela de Medicinag Veterinaria. Cumbayd - Ecwador:
N 2 Departament of Pharmacology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Murcia, 30100 Campus Espinardo, Murcia, Espaia.
San Franoisco 3 Furelac idn Caroling, O Serrane Galvache, miimero 26, Torre sur; 37 planta, 28071, Madrid, Spain

PURPOSE OF THE WORK
Tildipirosin is a new antibiotic belonging to the group of macrolids and commercialized for veterinary use in pigs and cows.
It has a large distribution volume combined with low plasma protein binding, which allows it to reach tissue concentrations
higher than concurrent serum concentrations. Tildipirosin is being used to treat respiratory and intracellular infections. It
might be of use to treat Rhodococcus equi in foals. Objective. Describe a HPLC technique with UV detection of tildipirosin in
horse plasma to study its pharmacokinetics
MATERIALAND USED METHODS
We used a HPLC Agilent Infinity 1220 with UV detector and a Gilson auto injector. The HPLC separation was realized using
a reversed phase column Liquidpurple ODS of Sum 250x4.6mm at 30°C. Formic acid 0,3 % and acetonitrile was used as a
mobile phase with a gradient method during 14 minutes at a constant flow rate of Iml/min. The detection was performed
using a wavelength of 289nm. The calibration line was implemented with quality control (QC) of tildipirosin in a range of 50~
5000 pg/L using tilosin as the internal standard (1S). After adding 10uL of IS and 25 pL of QC to 425ul of horse plasma to
each sample, all were homogenized with 900ul. of acetonitrile in a vortex during 1 min. Afterwards all samples were
centrifuged during 10 min at 1600g. The supernatant was dried off in a vacuum centrifuge and the samples resuspended in
75uL. of mobile phase. The validation method was elaborated following the EMEA instructions,
OUTCOMES
The peak corresponding to tildipirosin and IS were detected at 5.5 and 8.7 min respectively and without interference of
endogens compounds in retention times (Figure 1 & 2). The precision of the intra-day and inter-day were lower than 13.7%
and 12% respectively. The quantification limit was 75ug/L. and the detection limit 50ug/L. The recuperation percentage of

tildipirosin was 80%. The calibration curve showed a linear response with a correlation coefTicient (R?) of 0.9974,

el

Figure 2. Chromatogram with the retention times of Tildipirosin

Figure 1. Chromatogram without interference of endogenous . .
& 2 2 (5.5minutes) at a concentration of 5.000ug/L and IS (8.7minutes).

compounds in retention times of Tildipirosin and IS.

CONCLUSIONS
The HPLC method with UV detection is a simple and rapid method which can be used in pharmacokinetic studies.
References.
Zhixin Lei, etal. 2017, The pharmacokinetic-pharmacody namic medeling and cut-off values of tildipirosin against Haemophilus parasuis, Oncotanget 9(2) 1-18,

Address for Correspondence
Dr. Juan Scbastian Gakecio - Universidad San Francisco de Quito, Av, Dicgo de Robles v Via Interoocénica, 170901 Cumbayd, Ecuador - Phone +34692931855 - Mobile

+3469203 1855 - E-mail izalecio@usio.edu.ec
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8.2.- Effect of serum on the in vitro activity of gamithromycin against Staphylococcus
aureus strains isolated from mastitis in goats.

Tipo: Poster

Autores: Juan Sebastian Galecio, Elisa Escudero y Pedro Marin.

Congreso: Tenth International Conference on Antimicrobial Agents in Veterinary Medicine

(AAVM).

Lugar y fecha: Bruselas - Bélgica. 30 de junio al 3 de julio de 2020.

EFFECT OF SERUM ON THE IN VITROACTIVITY OF
GAMITHROMYCIN AGAINST STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS
ISOLATED FROM MASTITIS IN GOATS

Juan Sebastian Galecio'?, Elisa Escudero’, Pedro Marin'
¥ Department of Pharmacalogy, Faculty of Veterinary Medicine, University of Murda, Campus de Espinardo, 30.07 1-Murcia, Spain
2 Escusla de Medicina Vislerinaria, Colegio de Ciencias de la Salud, Universidad San Francisco de Quito, Cumbayd EC 170157, Ecuador.

INTRODUCTION

The prudent use of antimicrobial drugs by applying and is oritical to avoid antibiotic resistance and
ineffective treatment, Neveriheless, the use of PK/PD in is due to between in-vivo plasma
and in-vitro mini inhibitory ions (MIC). In this regard, ing in-vito itions for yein or tikipirosin like
the invivo condilions such as pH, presence of serum, or enrich with CO, d d a reduction in MIC values for Mannheimia haemolytica,
or [ (Lee et al 2015; Rose et al 2013). Therefore, the objective of this work was to determine

MICs for aureus in 26% of goat serum admixed with Mueller-Hinton Broth (MHE).

MATERIALS AND METHODS

lini inhibitory i of I in for thiry-seven isolates of S. aureus obtained from mastilis in goats were evaluated to grow

logarithmically in MHE and MHB plus 25% goat serum. The MIC of gamithromycin from each isolate was established by broth microdilution test
acoording to CLS| methods (CLSI, 2008). MIC values were evaluated in ECOFFinder to determine wild-type populations of 5. aureus (ECOFF 98%),
The 8. aureus (ATCC 28213) strain was used as quality control. Differences in MIC values between MHB and MHB supplemented with serum were

compared using the paired t-test.

RESULTS

MICs are presented as range and MIC,, in table 1. Supplementation with goat serum by 25% resulted in a decrease in MIC of 5. aureus. This
was mainly infl by i ivity observed in the wild-type population of 5. sureus. The wild population without

supplementation obtained a MIC range of 0.25 to 2 pg/ml and MICy, = 1 pg/ml. Instead, the wild population with goat serum supplementation
presented a range of 0.03 to 0.25 pg/ml and MIC,, = 0.25 pgimi (Table 1).

Table 1. Minimum inhibitory ion of ith in on Staph aureus strains isolated from mastitic goat milk (n = 37) and wikl-type
of above aunsus sirains (n = 28) in MHB and MHE supplementing with goat serum by 25%.
Range of MIC (MICa) in pg/ml
T R e
5, aupeus fn-37) 025128(12%) 00F128(128)*

‘Wild-type populstion of
. aurews fu=29) a25-2(1) Q030250 25 *

*Inclante dferenas (50 06) Wit mepect ML

CONCLUSION
Goat serum has a positive effect on gamithromycin activity against Staphylococcus aursus.

REFERENCES

Lees P at d (2015). Pharmacokinefciohamacodynamic integration and modeling of amaxicliin for he calf pathogens Manniaimia haemoiytica and
Pastoumia mulocida J Vet Pharmacal Ther, 385) 45770

Fosa M et @l (2013) Fhamacoidnetcs of idipirosin In pondine plasma, lung tissue, and bronchial fuld and effects of test conditions on In vim actvity
agains! refarenca srains and fed Balstes of Acinobacilus pleuropnaumanias. J Vil Pharmacal Ther 36(2):140-53

LS (2008) Suandards for Disk and Diuson ‘Tastfor 8 actara |soiated rom Animals: Approved Sandard. M31-A3,
Fded
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8.3.- Pharmacokinetics of tildipirosin after intravenous administration to horses and
evaluation of its potential cardiotoxic effect.

Tipo: Poster
Autores: Pedro Marin, Elisa Escudero y Juan Sebastian Galecio.
Congreso: Tenth International Conference on Antimicrobial Agents in Veterinary Medicine

(AAVM).

Lugar y fecha: Bruselas - Bélgica. 30 de junio al 3 de julio de 2020.

PHARMACOKINETICS OF TILDIPIROSIN AFTER INTRAVENOUS
ADMINISTRATION TO HORSES AND EVALUATION OF ITS
POTENTIAL CARDIOTOXIC EFFECT

Pedro Marin', Elisa Escudero’, Juan Sebastian Galecio'?

! Department of Phamacdogy, Faculty of Vieterinary Medicine, University of Murda, Campus de Espinardo, 30.07 1-Murcia, Spain.
2 Escuala da Medicina Vielerinara, Colegio de Ciencias de la Salud, Universidad San Francisco de Quito, Cumbaya EC 170157, Ecuador

INTRODUCTION

In foals, Rhodocacous equi is considered one of the most camman agent that causes severe pneumania, presenting a high morbidity and martality." Tidipirosin is a
g

used in practice that has been approved for parenteral featment of respiratory liness in caltle and
swine. However, has been after the of in sheep.2
Therefore, the obective of this work was to d the d kinetics of fikd after (W) ad 1 horses and evaluate its potential
cardiotoxic effect in these species.

MATERIALS AND METHODS

Six Spanish-breed mature horses were used. Each animal recenved sngle IV injections
of tidipirosin (Zuprevo 180, MSD Salud Animal, Salamanca, Spain) at 2 mgkg with at
least a 30-day washout period. Blood samples were collected before and at
predetemined times over a 120 h-penod. Plasma concentrations of tidipirosin were
valdated high-per lquid {HPLC)

d d by a
with ultravialet detection
Patential cardiotoxicity was evaluated by Creatine Kinase cardiac isoenzyme (CK-MB)

and Troponin (Tn) determination. Non-comparimental phammacokinetic parameters were
using TM (version 5.2)

Spanish-bread horse Fom Veerinary Teaching Fam
Faculty of Vetarinary Madicine. University of Murcia.

RESULTS AND DISCUSSION.

Table 1. mean s.d)
of tidipirosin in horses after infravenous administration at a
The values of the main ane in e following table 1 single dosa of mgikg (n=6)
Following IV injection at a dose of 2 mgkg, Hidipirosin did not cause cardictoxicty because Pamameters mean + SO
CK-ME and Tn basal lewels (day -1) were not significartly different from thase cbtained after A, (h) 0.05 + 0.01
I da tadministration.
several days postadminis ) T
Detectable lewels of tidipirosin were obtained un®l 24 hours. Following IV injection of V, (Lkg) 378+ 042
tildipirosin, apparent volumes of distribution (V, = 378 Likg and V, = 2.99 Likg) were high but
lower than those of other macmiides such as gamithromycin (V,, = 228 kg and MRT (h) 12.8741.84
canthromyein (V, = 9.9 Lkg)%, pemaps due © a differart analytical technique used in the CL (L hkg) 0.23 + 0.01
present study. AUG,, (mg-hiLy 1725+ 1.54
* Hamanic mean
REFERENCES

! Giguére, 5. (2017) Treatment of infectons caused by Rhodococcus equl. Vet Clin. Equine Pract 33(1),67-85
2 Dik, B., Bahcivan, E.. Faki, HE. and Uney. K. (2017) Tikipissin may cause cardiotoicity in sheep. Biomed. Res. 28(19), 8234-82. S {
. ﬂemn 8. Elndnw T.. Scheuch, E Gube, M., Venner, M. and Slegmund, W. (2017) Pharmacokinetcs and pulmonary distribution of
in ater in fods. J. Vet Phammacol. Ther. 40, 408-410.
< \Wombie, AY., Giguére, S., Loe, EA. and Vicroy, TW. (2006) of
bronchoaivectar cells of foalk. Am. J. Vat. Res. 67, 16811686

and in body flids and
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en los distintos experimentos desarrollados para esta

tesis doctoral, se han obtenido las siguientes conclusiones:

Las dos técnicas analiticas validadas para los experimentos permitieron cuantificar de
forma exacta y precisa la tildipirosina presente en muestras de plasma de caballos, ovejas y cabras,
y en leche y células somaticas de cabra. Ambas técnicas fueron capaces de describir el
comportamiento de las curvas de concentracion/tiempo en caballos, cabras y ovejas, permitiendo
calcular adecuadamente los parametros farmacocinéticos de tildipirosina en estas especies
animales. No obstante, la técnica desarrollada de extraccion liquido-liquido con dietiléter y
modificacion del pH fue superior a la técnica de precipitacion de proteinas con acetonitrilo. Las
principales ventajas fueron su mayor eficiencia en cuanto al tiempo de ejecucidn, menor uso de
reactivos para su realizacion y ausencia de compuestos endégenos que puedan interferir con los

tiempos de retencidn de tildipirosina y/o el estandar interno (tilosina).

La absorcidn por via intramuscular en ovejas, cabras y caballos es méas rapida y en una
mayor magnitud a la registrada por via subcutanea. Independiente de la via de administracion la
disponibilidad de tildipirosina es completa en caballos y cabras, en cambio en ovejas es moderada.
En base a los perfiles de absorcion y disposicion de tildipirosina en ovejas, cabras y caballos se
establece que la via intramuscular permite una exposicién antibiotica mas estable en comparacion
a la via subcutanea, con menor riesgo de subexposicion bacteriana y, por tanto, de desarrollo de

resistencias bacterianas contra este macrolido.

La tildipirosina presenta vidas medias prolongadas y elevados volimenes de distribucion
tras la administracion extravascular que evidencian una extensa distribucién hacia tejidos y fluidos
periféricos en las especies estudiadas. En particular, en cabras en lactacion, la tildipirosina se
distribuye ampliamente hacia la glandula mamaria encontrandose altas concentraciones del
antibiotico en leche y células sométicas con una relacion de 22 a 45 veces superior en esas matrices
que las concentraciones registradas en plasma. Ademas, la vida media de eliminacion de
tildipirosina fue significativamente inferior en cabras lecheras que en ovejas y caballos. Esta
diferencia puede estar asociada a la alta excrecion de tildipirosina a traves de la leche,

constituyendo una via de eliminacion accesoria dada las elevadas concentraciones alcanzadas en
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este fluido. Se determinG que es necesario un tiempo de supresion de al menos 45 dias para no

detectar residuos de tildipirosina en leche de cabra.

La administracion de tildipirosina en ovejas, cabras y caballos por via intravenosa,
intramuscular y subcuténea es segura en cuanto a que no registra efectos adversos generalizados.
Unicamente se registraron reacciones locales en caballos tras la administracion por via
intramuscular. En todas las especies animales estudiadas la aplicacion de tildipirosina por via
intramuscular causé una miolisis de caracter leve, que no se acompafio de un proceso inflamatorio
evidente. Esta condicion se resolvié de forma espontaneamente en el transcurso de las 24 a 48
horas posteriores a la aplicacion de tildipirosina. Por tanto, se puede afirmar que la administracion
de tildipirosina por las diferentes vias de administracion estudiadas en ovejas cabras y caballos es

segura.

Existe una baja susceptibilidad bacteriana a la tildipirosina por parte de los principales
agentes causante de mastitis en cabra en comparacion con danofloxacino u oxitetraciclina en
condiciones de cultivo estandar (CLSI). En cambio, el principal agente de neumonia fibrinosa en
ovejas si fue altamente sensible a dicho macrélido. Ademas, la potencia de la tildipirosina se
incremento cuando se afiadio suero al medio de cultivo. Por tanto, los estudios de susceptibilidad
bacteriana para la tildipirosina deberian realizarse bajo condiciones similares o semejantes a las

encontradas en el lugar de la infeccion.
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Based on the results obtained from the various experiments conducted for this doctoral

thesis, the following conclusions have been drawn:

The two analytical techniques validated for the experiments allowed for accurate and
precise quantification of tildipirosin in plasma of horses, sheep and goats, and milk and somatic
cell samples from goats. Both techniques effectively described the concentration-time curves of
tildipirosin in horses, goats, and sheep, enabling the calculation of pharmacokinetic parameters in
these animal species. However, the liquid-liquid extraction technique using diethyl ether and pH
modification proved to be superior to the protein precipitation technique with acetonitrile. This
technique offered several advantages, including shorter execution times, reduced reagent usage,
and the absence of endogenous compounds that could interfere with the retention times of

tildipirosin and the internal standard (tylosin).

In terms of administration, intramuscular absorption in sheep, goats, and horses was faster
and more extensive compared to subcutaneous administration. Regardless of the route of
administration, tildipirosin exhibited complete availability in horses and goats, while in sheep, it
was moderate. Based on the absorption and disposition profiles of tildipirosin in these animal
species, it can be concluded that intramuscular administration provides a more consistent antibiotic
exposure compared to the subcutaneous route, which reduces the risk of bacterial sub-exposure

and, consequently, the development of bacterial resistance to this macrolide.

Tildipirosin exhibits prolonged half-lives and high distribution volumes following
extravascular administration, indicating extensive distribution to tissues and peripheral fluids in
these species. Specifically, in lactating goats, tildipirosin is widely distributed to the mammary
gland, resulting in high antibiotic concentrations in milk and somatic cells, with levels 22 to 45
times higher than those found in plasma. Moreover, the elimination half-life of tildipirosin was
significantly shorter in dairy goats compared to sheep and horses. This difference can be attributed
to the high excretion ratio of tildipirosin through the milk, which constitutes an additional
elimination route due to the elevated drug concentrations in this fluid. It has been determined that
a suppression period of at least 45 days is needed to ensure the absence of tildipirosin residues in
goat milk.

83



Conclusions

Intravenous, intramuscular, and subcutaneous administration of tildipirosin in sheep, goats,
and horses has no generalized adverse effects. Only local reactions were observed in horses
following intramuscular administration. In all the animal species studied, the intramuscular
application of tildipirosin resulted in mild myolysis, which showed no apparent signs of
inflammation. This condition spontaneously resolved within 24 to 48 hours after tildipirosin
administration. Therefore, administering tildipirosin by the different routes studied in sheep, goats,

and horses is safe.

There is a low bacterial susceptibility to tildipirosin among the main causative agents of
goat mastitis compared to danofloxacin or oxytetracycline under standard culture conditions
(CLSI). However, Pasteurella multocida exhibited high sensitivity to this macrolide. Furthermore,
the potency of tildipirosin increased when serum was added to the culture medium. Therefore,
bacterial susceptibility studies for tildipirosin should be conducted under similar or comparable

conditions to those encountered at the site of infection.
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11.1.- Estancias de investigacion

Institucién: Universidad Complutense de Madrid
Lugar y Fechas: Madrid - 24 de febrero al 6 de marzo del 2020.
Investigador responsable: Casilda Rodriguez

Objetivos cientificos: Introduccion al uso del andlisis de Montecarlo para el modelamiento

Farmacocinético - Farmacodinamico en el programa Oracle.

Institucion: Universidad de Pais Vasco.
Lugar y Fechas: Vitoria - 1 al 16 de julio de 2021.
Investigador responsable: Arantxa Islas

Objetivos cientificos: Introduccién a la integracion Farmacocinética - Farmacodindmica

asociados a pacientes criticos en medicina humana.

Institucion: Universidad Complutense de Madrid
Lugar y Fechas: Madrid - 19 al 23 de julio 2021.
Investigador responsable: Casilda Rodriguez

Objetivos cientificos: Realizacion de ejercicio de modelacion Farmacocinético -

Farmacodinamico en el programa Oracle — Monte Carlo.

Institucion: Universidad San Francisco de Quito

Lugar y Fechas: Zuleta y Cumbaya. 16 de octubre 2021 al 4 de noviembre del 2022.
Investigador responsable: Antonio Machado.

Objetivos cientificos: Reproducibilidad de las técnicas de analisis cromatograficos para la
deteccion de tildipirosina en plasma de alpacas. Reproducibilidad de la técnica para la
determinacion de la susceptibilidad antibacteriana de Rhodococcus equi. Obtencion y
procesamiento de muestras de plasma de alpacas y andlisis de los resultados cromatogréaficos.

Procesamiento de muestras de Rhodococcus equi, preparacion de medios de cultivo, soluciones
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stock, dilucién de antibioticos y estandarizacion de los indculos bacterianos. Redaccion y edicion

de dos publicaciones para revision de pares.

Publicaciones derivadas de la estancia de investigacion y que se encuentran en revision de pares:

Juan Sebastian Galecio, Elisa Escudero, David Egas, Luis Mena, Elena Badillo, Veronica
Hernandis, Pedro Marin. “Pharmacokinetics of tildipirosin in alpacas after parenteral
administrations”. En revision desde abril 2023 en la revista Research in Veterinary
Sciences.

Maria Paz Zuhiga, Elena Badillo, Pedro Abalos, Eduardo David Valencia, Elisa Escudero,
Pedro Marin and Juan Sebastian Galecio. “Antimicrobial susceptibility of Rhodococcus
equi strains isolated from foals in Chile”. En revision desde enero 2023 en la revista World

Journal of Microbiology and Biotechnology.
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11.2.- Formacion docente e investigativa

Profesor titular en clases de pregrado en la Escuela de Medicina Veterinaria del Colegio
de Ciencias de la Universidad San Francisco de Quito, impartiendo un total de 480 horas en los
periodos académicos 2021/2022 y 2022/2023 en las asignaturas Fundamentos a la Farmacologia,
Farmacologia Veterinaria y Toxicologia, Enfermedades parasitarias, Diagnostico clinico y

Técnica operatoria y cirugia.

Formulacion y presentacion del proyecto de investigacion. Estudio farmacocinético de
tildipirosina en alpacas (Vicugna pacos). Proyecto ID: 17213. Universidad San Francisco de Quito.

Formulacion y presentacion del proyecto de investigacion. Susceptibilidad antimicrobiana
para agentes causantes de neumonia en camelidos sudamericanos y potros. Proyecto ID: 17509.

Universidad San Francisco de Quito.

Colaboracién en la maestria de la Dra. Maria Paz Zufiiga en la Universidad de Rio Cuarto

Argentina.

Pertenencia al Grupo de Investigacion E095-06 “Resistencia Antimicrobiana en Sanidad

Animal”.

Pertenencia como miembro activo del Comité de Etica en la investigacion y docencia en

animales de la Universidad San Francisco de Quito.

88



Apéndices

11.3.- Becasy reconocimientos

Obtencion de beca para estancias en Espafia y en el extranjero de estudiantes de doctorado
en lineas de actuacion de la Escuela Internacional de Doctorado (R-21/2020). Monto: 3000 euros

(por pandemia renuncia).

Obtencion de Beca de movilidad Internacional con Iberoamérica para jovenes
investigadores y estudiantes de doctorado de la UMU al amparo del programa becas Iberoamérica.
Santander Investigacion 2020-2021 convocadas por resolucion del rector R-222/2020 de 21 de
febrero de 2020. Monto: 5000 euros (Por pandemia renuncia).

Obtencion del primer afio de beca de la Fundacion Carolina en convenio con la Universidad
San Francisco de Quito para realizar el programa de doctorado en Integracién y modulacién en

sefiales en biomedicina - Farmacologia.

Obtencién del segundo afio de beca de la Fundacién Carolina en convenio con la
Universidad San Francisco de Quito para realizar el programa de doctorado en Integracion y

modulacion en sefiales en biomedicina - Farmacologia.

Obtencidn del tercer afio de beca de la Fundacién Carolina en convenio con la Universidad
San Francisco de Quito para realizar el programa de doctorado en Integracion y modulacion en

sefiales en biomedicina - Farmacologia.

Reconocimiento en la Universidad San Francisco de Quito por excelencia académica en la

evaluacion docente 2022-2023.
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