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Introduccién

El objetivo de la farmacocinética consiste en aatud evolucion temporal de
las concentraciones y cantidades de farmaco y stabwlitos en fluidos organicos,
tejidos y excrementos, asi como su respuesta fatogca, y construir modelos
adecuados para interpretar los datos obtenidos. dabss se procesan empleando
modelos matematicos a los que se ajustan las doaciemes, las cantidades de
farmaco o sus metabolitos en la totalidad del asgam, o en alguna de sus partes. Las
ecuaciones asi obtenidas sirven para formular goiedies acerca de los resultados que
se obtendrian con tratamientos medicamentosos,ugala) respuesta farmacoldgica
viene determinada por la cantidad de farmaco qoedaca los lugares de accion, y este

acceso esta condicionado por la concentracion saegdel farmaco.

El comportamiento farmacocinético de un determin&tmaco varia en las
diversas especies animales, incluso muy cercalvgefiéticamente (Escudero y cols.,
1999), debido a diferencias morfologicas vy fisiadédg: aparato digestivo, funcionalidad
hepatica, funcionalidad renal, ritmo cardiaco, efllo obliga a evitar las
extrapolaciones de posologias de una especie,aeatta medida de lo posible. Por ello
es importante estudiar el comportamiento famacticméde cada farmaco en las

especies en las que se pretende aplicar.

En las especies animales de produccion de alimemdss antibioticos y
antiparasitarios son, sin duda, medicamentos usados mucha frecuencia, casi

sistematicamente. De ello se derivan una serigrdgnstancias, entre las que destacan:

* El coste total del tratamiento, que supone un inergo en los gastos de
produccion. En este sentido, debido a que el reedim neto es menor,
hemos de procurar que estos gastos sean minimosgua por ello

disminuya la eficacia del tratamiento.

* El mantenimiento de unos niveles eficaces de faonescfundamental en
cualquier tipo de tratamiento, pero con los antibds es, ademas,
imprescindible, ya que de no observarse esta dangise pueden producir
resistencias bacterianas, con los inconvenientestio conlleva, junto con
la menor o nula eficacia del tratamiento y el imsacio incremento de los

costes de produccion.
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» Otro de los aspectos de mayor relevancia, es daifaresencia de residuos
en los productos alimenticios de origen animal idadbs al consumo

humano.

La importancia del ganado caprino es cada vez nadgfido a diversas causas
(Vacas, 2003). Por un lado las razas lecheras dadugciones importantes sin estar
sujetas a restricciones por parte de la CEE (cuetdseras). Esto hace que incluso
ganaderos de bovino, estén introduciendo en sugagraste ganado. Por otro, su carne
no despierta el recelo que despierta la del boaicausa de la meningitis espongiforme.
Y, por ultimo, el caprino, por su rusticidad haceegpuedan aclimatarse y ser

explotadas zonas semiaridas o aridas.

Estos animales sufren diversas patologias infeasjantre las que se incluyen
la agalaxia contagiosa. Esta enfermedad es la m@artante desde el punto de vista
econémico en el caprino y ovino lechero de la caenediterranea. Supone ademas, el
principal problema en los planes de control de rtiamgiesta causada principalmente
por Micoplasma agalactie aunque pueden intervenir otros micoplasmas, como
Micoplasma Mycoides, Micoplasma Capricolumy otros gérmenes como

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epider(@itgales y cols., 1997).

Las fluoroquinolonas son un grupo de antibactesagintéticos que despiertan
alto interés tanto en medicina humana, como en aimediveterinaria (Ilhrke y cols.,
1999). Comparados con otros agentes antimicrobidasgluoroquinolonas presentan,
ademas de un amplio espectro, una buena absoragtatadministracion via oral, un
alto volumen de distribucion, penetrando en casiogolos tejidos y células del
organismo y un tiempo de vida medio prolongado,mitegndo regimenes de
administracion de 1-2 veces al dia (Walker, 20GtheBtag y Scully, 1999). Son por
ello unos agentes valiosos para el tratamientonticdiones causadas por bacterias
intracelulares (Hooper, 1998). Ademas, son ugle®l tratamiento de infecciones del

aparato respiratorio y tejidos blandos, y quiz&ldnatamiento de mamitis.

A las dosis apropiadas, las fluoroquinolonas sartebigidas, presentando un
patrén concentracion dependiente y un prolongadet@fpostantibidtico (Walker,
2000). El conocimiento y monitorizacién de estosnaigrobianos, especialmente sus

caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamieage a patdgenos determinados,
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permite optimizar el régimen de dosificacion, pakatar la aparicibon de mutantes

resistentes y conseguir el éxito clinico (Amininzami y cols., 2001).

Nuevas fluoroquinolonas han sido introducidas eraaipo de la terapéutica en
los ultimos diez afios. Estos nuevos agentes moastia aumentada actividad frente a
Gram positivos y anaerobios, y retienen la actvitfante a Gram negativos, propia de

las quinolonas precedentes (Aminimanizani y c@B01).

Danofloxacino es una una fluorquinolona desarrallegclusivamente para ser
usada en medicina veterinaria. Tiene una rapidaeidatl bactericida contra un amplio
rango de patdégenos responsables de enfermedadegaderelevancia clinica y
econémica (Escudero y cols., 2007).

Por otro lado, la liberacién sostenida de farmamainistrados por via
parenteral ha adquirido una importancia creciente e desarrollo de nuevas
formulaciones farmacéuticas. Esto se manifiestafodma especial en la industria
farmacéutica orientada a la Sanidad Animal, impécaen la generacion de
formulaciones de liberacién sostenida para algdaosacos, tanto para animales de
compafia como de produccién (Matschke y cols., ROB2sulta interesante poder
administrar el medicamento con amplios interval@gjue supone un menor coste y un
menor estrés de manejo de los animales (Sun y 20132). Las ventajas potenciales de
una absorcién sostenida son varias: se utiliza meantidad de farmaco, lo que reduce
los efectos colaterales y la acumulacion en traatos prolongados; se mejora la
eficiencia del tratamiento, al reducir la fluctuatide las concentraciones estacionarias
y al aumentar la biodisponibilidad (Longer y Roloins 1987). Se han estudiado
formulaciones de liberacion sostenida en variasaonas, como levofloxacino (Yin y
cols., 2011), ciprofloxacino (Fulzele y cols., 200Faknis y Jonnalagadda, 2011),
moxifloxacino (Cérceles y cols., 2006), difloxaci(Marin y cols, 2010a; Escudero y
cols., 2011), ofloxacino (Bahk y cols., 2000), dlmaacino (Cabanes y cols., 1995; Xie
y cols., 2011) y fleroxacino (Dounis y cols., 199Bpr via oftalmica, levofloxacino
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(Gupta y cols., 2010a), ciprofloxacino (Jain y cak910), ofloxacino (Abraham y cols.,
2009), gatifloxacino (lbrahim y cols., 2010), spax&cino (Gupta y cols., 2010b;
Nesseem y cols., 2011) y pefloxacino (Sultanaly.c2006).

Cuando el farmaco se administra por via parentdaalabsorcion puede
modificarse mediante la formacion de complejos dadmes con macromoléculas, un
proceso semejante a la unidbn a proteinas plasmatieh complejo farmaco-
macromolécula puede servir de reservorio en a gigi inyeccion, dando lugar a una
liberacion sostenida. Como macromoléculas se aitlipolimeros sintéticos como
polivinilpirrolidona (PVP), polietilenglicol o mdtelulosa (Sun y cols., 2002). También
puede retardarse la absorcibn mediante la modificacle la viscosidad del
medicamento. Asi, el P407 (70% polioxietileno + 30étioxipropileno) es un polimero
que presenta una baja toxicidad, buena compasbilicon muchos farmacos y alta
capacidad de solubilizacion. Estudios realizados dmprofeno o lamotrigina en
formulaciones con P407, mejoran su perfil de digoluy tasa de absorcion (Newa y
cols., 2008; Parmar Komal y cols., 2011). Adenséproducto ha sido aprobado su uso
por la Food and Drug Administration (FDA) en Estadmidos.

En solucion acuosa entre 20-30% presenta la edtajsu gelificacion termo-
reversible desde su forma de baja viscosidad@ Hasta forma de semi-gel a la
temperatura corporal (3C). Esta propiedad hace de él un excelente vehfmara la
liberacion controlada (Narasimhan y Pepas, 199& )propiedad de ser poco viscoso a
temperaturas inferiores a la corporal hace quevise la aparicion de dolor en el punto
de inyeccion.

Por todo ello, este compuesto esta siendo objetestiglio para modificar las
propiedades del farmaco y, consecuentemente swadol en el organismo. Sin
embargo, son muy pocos los medicamentos evaluadewa para su administracion
como gel inyectable y son, la interleukina-2, vanmina y doxorrubicina en ratas y
ratones (Johnston y cols., 1992, Veyries y co#99]1 Xuan y cols., 2011), y priroxicam

en conejos (Xuan y cols, 2010).

Ademas, la adicion de diferentes coadyuvantes pueabalificar su viscosidad y
obtener diferentes grados de liberacion de losdéas Diversas sustancias pueden ser
adicionadas al P407 con este fin. Entre ellas sdgrumencionar la polivinilpirrolidona
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(PVP), la carboximetilcelulosa y la hidroxipropiletiicelulosa. La carboximetilcelulosa
resulta ser, frecuentemente, bien tolerada (Zhaogsy, 2002), la cual ha sido elegida

para este estudio.

Considerando todo lo expuesto hasta el moment@dga ¢ importancia de la
cabra en la produccion animal, nos hemos planteada siguiente memoria estudiar la
farmacocinética de danofloxacino en esta especieetdin de alcanzar los siguientes

objetivos:

1. Determinacion de los parametros farmacocinéticos ddaofloxacino tras la

administracion intravenosa y subcutanea, en soiustuosa, en caprino.

2. Determinacion de los pardmetros farmacocinéticos ddaofloxacino tras su
administracion subcutanea, en solucion del polirRd@7 al 25% Yy en solucion del

polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% caprino.

3. Establecimiento de los parametros farmacocinéfi@osacodinamicos de
danofloxacino utilizando las CMI frente a distintzcterias susceptibles de generar

procesos infecciosos en ganado caprino.
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2.1.- INTRODUCCION HISTORICA.

Las quinolonas, también conocidas como 4-quinolonamprenden un gran
grupo de agentes antimicrobianos sintéticos caystiido un grupo muy heterogéneo

de quimioterapicos de sintesis y usados desdenhasele 40 afilos (Damaso, 1990).

El origen del grupo de las quinolonas, surgio coashel manera fortuita se hallo
la actividad antibacteriana de derivados de la naf8diridina (Tillotson, 1996)
mientras se desarrollaban los agentes antimalanmsnitiendo la sintesis del &cido
nalidixico (1-etilo-1,4 dihidro-7-metilo-4-oxo-1&aftiridina-3-acido carboxilico) en el
afo 1962 (Lesher y cols.), cuya actividad era nmamberfrente a Gram negativos,
absorcion oral baja y usado en el tratamiento decd@ones urinarias debido a la
obtencion de elevadas concentraciones en orinadfrées, 1988). Si bien su uso se vio
limitado por sus bajas concentraciones en sueral \al& concentracion minima
inhibitoria (MIC 4-16 mg/dL) (Gootz, y cols., 1996

A partir del acido nalidixico, fueron sintetizadas primeras 4-quinolonas, con
estructuras similares: acido pipemidico (piridopidina), el acido oxolinico, la
flumequina y el cinoxacino (cinolona). Estas molasufueron usadas también en

infecciones urinarias por Gram negativos (Reaaly.c2000).

El &cido nalidixico, &cido oxolinico y cinoxacine saracterizan por (Emmerson
y Jones, 2003):

* no presentar casi actividad frente a organismosnGuasitivos niPseudomona

aeruginosa.
» toxicidad a nivel del sistema nervioso central itaeeto gastrointestinal.
» r4pida aparicion de resistencias.

En 1980, la introduccién de un atomo de flior emsig@on 6 y un anillo
piperacinico en posicion 7 dio lugar a un aumertdadabsorcion oral, un aumento de
la distribucion a tejidos asi como de su actividatimicrobiana, presentando actividad
frente organismos com®seudomonas aeruginosa cocos Gram positivos (Ball,
2000). Es en este momento es cuando aparecenulaguinolonas, derivadas de

naftiridinas o de quinolinas.
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El primer compuesto con un fldor en posicion 6 fludlumequina desarrollada
en 1976. Hasta este momento, ninguno de los congsuasteriores presentaba mejoras
frente al acido nalidixico. Flumequina dio indiciake tener actividad frente a
Gram positivos (Appelbaum y Hunter, 2000Es activa frenteEnterobacterias
incluyendo algunas cepas que eran resistentesdal Aalidixico, ademas de actividad
contra la gonorrea no complicada (Emmerson y JQG63).

Posteriormente, en 1978 fue sintetizado norflax@aton un fldor en posicién 6
y una cadena lateral de pipirazina en posiciorny &n los tres afos siguientes fueron
patentadas algunas fluorquinolonas, que alcanzeranercado: pefloxacino (1979),
enoxacino (1980), fleroxacino (1981), ciprofloxaxifl981) y ofloxacino (1982). Sus
espectros de actividad incluyen a especies Grantiyassy Gram negativas, su
absorcion en tracto gastrointestinal es buenas yseles en sangre son adecuados para
usarlas para infecciones sistémicas. Pese a laganeptroducidas, algunas especies,
concretamente Staphylococcus aureusy Pseudomonas aerugingsamostraron
resistencia a este grupo de quimioterapicos (Appeiby Hunter, 2000; Emmerson y
Jones, 2003).

La primera fluorquinolona aprobada en la practigasiaa fue norfloxacino en la
ultima década de los afios 80, seguido de cipratioraMartinez y cols., 2006). En el
caso de los animales, la primera fluorquinolonalbgda para su uso fue enrofloxacino
(Baytril®, Mobay) a finales de 1980

En los ultimos afios, la investigacién con fluoroglbnas, concretamente en el
ambito de sus propiedades microbiolégicas ha tenaoo objetivos (Appelbaum y
Hunter, 2000):

1. Mejorar su actividad frente al neumococo, incluyeadquellas cepas resistentes

a betalactamicos o a otros antibioticos como losratidos.

N

Mejorar la actividad frente a estafilococos, cetmmenteStaphylococcus.

aureusmeticilin resistentes.
3. Mejorar la actividad, en general, contra cocos Gpasitivos.
4. Mejorar la actividad frente a anaerobios.

5. Mejorar la actividad frente a cepas resistentegpenftoxacino y ofloxacino,

incluyendo cepas de estafilococos y enterobacterias
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6. Mantener buena actividad frente a Gram negativaduyendoPseudomonas
spp y distintas especies no fermentadoras.

7. Disminuir la velocidad de aparicion de resistencias

Los siguientes compuestos comercializados fuerongidlbs hacia la
consecucion de estos objetivos. Asi, se encuentspagfloxacino, levofloxacino y
grepafloxacino, que mejoraron el perfil farmacotioeé y la actividad frente a
anaerobios y Gram positivos (particularmente ehreszoco), si bien y aunque posean
mayor actividad frente a estafilococos que cipraitono y ofloxacino, ésta aun no
resulta la ideal (Appelbaum y Hunter, 2000; Lubagchbls., 2000).

El grupo de compuestos que muestra de forma médicirdmejoras a este
respecto esta formado por clinafloxacino, gatiftora, gemifloxacino, moxifloxacino,
sitafloxacino y trovafloxacino. Estos farmacos camgn con ciprofloxacino su
actividad frente a Gram negativos y muestran bumti@idad frente a la mayoria de
Gram positivos (Appelbaum y Hunter, 2000).

En veterinaria, las fluoroquinolonas también se Wasarrollado existiendo
exclusivamente para Medicina Veterinaria: amiflorac enrofloxacino, difloxacino,
danofloxacino, marbofloxacino, sarafloxacino, ddxfcino e ibafloxacino (Brown,
1996; Martinez y cols., 2006).

Las fluoroquinolonas se utilizan ampliamente panaimportante namero de
infecciones en caninos, felinos, equinos, bovinpmscinos y aves, debido a su alta
potencia, amplio espectro, actividad bactericidgpeddiente de la concentracion,
Optimas caracteristicas farmacocinéticas y bajacitted. Son eficaces para el
tratamiento de neumonias en lechones y terneritis, et caninos, infecciones urinarias
en animales de compafiia, infecciones dérmicas emasay felinos e infecciones
gastrointestinales en porcinos, bovinos y aveskélty cols., 1999; Lees y Aliabadi,
2002b).

En el desarrollo de este grupo no todo han sidoas en 1999, trovafloxacino
fue retirado del mercado mundial debido a la dps@n de varios casos de
hepatotoxicidad fulminante, y grepafloxacino s&dgtor cardiotoxicidad (Emmerson y
Jones, 2003). Enoxacino, pefloxacino y fleroxacipoesentan fototoxicidad,
temafloxacino se asoci6 a severos sindromes urérhmmoliticos y lomefloxacino
causaba fototoxicidad y efectos sobre SNC, y ptr fle retirado del mercado.

Sparfloxacino se asociaba a fototoxicidad y prodmn@n del intervalo QTc.
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Tosufloxacino causa severa trombocitopenia y efyitpor dltimo clinafloxacino se
asoci6 a fototoxicidad e hipoglucemia (Rubinst@@01; Fish, 2001; Mandell y cols.,
2001).

2.2.- ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION.
2.2.1.- ESTRUCTURA QUIMICA.

Las quinolonas estan formadas por un anillo hetenodtico biciclico que
combina el nucle@ piridona, acido carboxilico y un anillo aromatieaftiridina,

quinolina, cinolina o piridopirimidina) (figura 1):

R 0

COOH

R,

Rs R,

Figura 1.- Estructura bésica o nucleo de las quinolonas.

Desde un punto de vista quimico, todas las quirala@e clasifican en cuatro
grupos: 4-oxo-naftiridinas o 4-naftiridonas, 4-omowlinas o 4 quinolonas, 4-
oxocinolinas o 4-cinolonas, y 4-oxopiridopirimidgha 4-primidonas. Posteriormente se
desarrollaron las 2-piridonas, bioisdsteros deajlasolonas, en las cuales el nitrégeno
de la posicion 1 sustituye el carbono entre lagimsés C4 y C5. Estas estructuras se

representan a continuacion (Gutiérrez-Zufiaurr®42@figura 2):
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X 1)

N M
H H H
4-cinolona A-piridopirimidona

T 1)

M N
H H H
4-quinoclona 4-nafiiridona

Figura 2.- Clasificacion quimica de las quinolonas.

De todas estas, solo las 4-quinolonas y las 4rilftias han sido desarrolladas,
ya que la presencia de un nitrdgeno en posiciéa-@nplonas) o en posicion 6 (4-
pirimidonas) dan lugar a una reduccién notable adadtividad (Gutiérrez-Zufiaurre,
2004).

La estructura basica de las quinolonas se ha idbificemdo y se han realizado
sustituciones en 6 posiciones, salvo la posicimradical carboxilo) y la 4 (radical oxo),

dando lugar a un gran desarrollo de antimicrobiaBetas modificaciones dan lugar a:
- Variaciones de actividad frente a microorganismos.
- Modificaciones en las propiedades farmacocinéticas.
- Cambio en la toxicidad.
- Aparicion de nuevas interacciones con otros farmaco

De esta forma y por su facil sintesis se han daksio una gran cantidad de
compuestos. Hasta el dia de hoy hay unas 10.000fcutas patentadas (Andersson y
Macgowan, 2003).

Muchas de las moléculas sintetizadas no se hanideeguvestigando por
problemas de toxicidad o porque sus ventajas nossperiores a las moléculas ya

sintetizadas (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).
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2.2.2.- CLASIFICACION.

Existen diferentes sistemas de clasificacién degjlasolonas, el mas sencillo de
ellos es agruparlas por la fecha de licencia parase clinico, otros como los que se
detallaran a continuacion se basan en la estruguiaica, aunque quiza el mas

utilizado se basa en su actividad y farmacocinética

La clasificacion de las quinolonas se estableadistimtas generaciones (Azanza
y cols., 2003; Gutiérrez-Zufiaurre, 2004):

l.- PRIMERA GENERACION:
1.- Derivados de la naftiridina:
1.1.- No fluoradas:
Acido nalidixico.
1.2.- Fluoradas:
Enoxacino.
Tosufloxacino.
2.- Derivados de la cinolina:
Cinoxacino
3.- Derivados de la piridopirimidina:
Acido piromidico.
Acido pipemidico o piperamico.
4.- Derivados de la quinoleina:
4.1.- Quinolonas no fluoradas:
Acido oxolinico.
Acroxoxacino (antes rosoxacino).
Droxacino.
Miloxacino.
Tioxacino.
4.2.- Monofluoroquinolonas:

Flumequina.
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Il.- SEGUNDA GENERACION (derivados de la quinoleina)
1.- Monofluoroquinolonas:
Amifloxacino.
Ciprofloxacino.
Irloxacino o pirfloxacino.
Levofloxacino
Norfloxacino.
Ofloxacino.
Pefloxacino.
2.- Difluoroquinolonas:
Difloxacino.
Lomefloxacino.
3.- Trifluoroquinolonas: Fleroxacino, Temafloxacino
lll.- TERCERA GENERACION
1.- Monofluoroquinolonas (derivados de la quincd@in
Grepafloxacino.
Gatifloxacino.
2.- Difluoroquinolonas (derivados de la quinoleina)
Sparfloxacino.
3.- Trifluoroquinolonas (derivados de la naftirid)n
Tosufloxacino.
IV.- CUARTA GENERACION (derivados de la quinoleina)
1.- Monofluoroquinolonas:
Clinafloxacino.

Moxifloxacino.

Cada grupo o generacion de quinolonas presentsanigade caracteristicas:

Primera _generacion (Figura 3): moléculas histéricamente mas antigyague

definen los nucleos basicos de estos antimicrobiarestructuralmente se

caracterizan por la ausencia de un radical 6-fluooa excepcién de flumequina, y
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por no exhibir una asociacién de 6-fluoro con elpgr piperazina en posiciéon C7

(presente en acido pipemidico) (Mckellar y cd996)

Se caracterizan ademas, por su reducido espectarctiédad y por ser
agentes quimioterapicos soélo utiles en infecciodek tracto urinario (Gootz y
Brighty, 1998; Andriole, 1998). Utiles frente artés especies de Enterobacterias, y
no frente a otras especies cofseudomonascocos Gram positivos y anaerobios
(King y cols., 2000).
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Figura 3.- Principales quinolonas de primera generacion.

Seqgunda_generaciéon (Figura 4): presentan de manera constante um #fola

posicion 6, el cual permite aumentar tanto la dédi por sus blancos
(topoisomerasas tipo 1) como la capacidad de pacién al interior de la célula
bacteriana (hasta setenta veces con respectoquitagonas que no tienen flior en
esta posicion (Sumano, 1993) y un piperazina ol mpigterazina (diamida ciclica)
en la posicion 7 del nucleo quinoldnico (Talensedisti y cols., 2002). La molécula
estandar de esta generacion es norfloxacino.
Clinicamente presentan mayor potencia, amplio éspemtimicrobiano,

buenas propiedades farmacocinéticas, menos todiamenos efectos secundarios y
menores resistencias bacterianas. Presentan acdtivilente Pseudomonas

aeruginosa algunas bacterias Gram positivas coi@taphylococcus aureuyg
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determinadas especies de micobacterias, clamidigsigtsias. Su actividad frente a
Acinetobactery Stenotrophomonas maltophilias moderada y escasa frente a
Streptococcus pneumonigeotras especies detreptococcugKing y cols., 2000,
Gootz y Brighty, 1998; Furet y Pechere, 1991). 8dhs cepas dStaphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SAMR) rapidamente se bésta resistencia
(Schaefler, 1989).

Son moléculas utilizadas para una serie de infaesigraves que incluyen cuadros
osteoarticulares, digestivos, de tejidos blandadecciones respiratorias e
infecciones de transmision sexual (Von Rosenstidddam, 1994; Fink y cols.,
1994).
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Figura 4.- Principales quinolonas de segunda generacion.
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Tercera_generacion(Figura 5): quimicamente caracterizadas por |sgreia de

grupos ciclicos aminados en C7, siendo frecueatpselsencia de aminopirrolidinas
y grupos azabiciclo, junto con la presencia decedds en posicion C5 y C8
(Tillotson, 1996; Gootz y Brighty, 1998).

Son una importante alternativa frelf@8geptococcus pneumonjaacluyendo cepas

resistentes a penicilina. Presentan una mayoridativanti estafilococcica, pero no
son Utiles en infecciones producidas Btaphylococcus aureuseticilin resistentes

(Lowy, 1998).

También presentan una actividad levemente superidas quinolonas de 22

generacion frente a anaerobios (Gootz y Bright§8i%uinea y cols., 1995).

Algunas de ellas fueron retiradas del mercado despde aprobada su
comercializacion o se ha restringido su uso poredestos toxicos (sparfloxacino,

grepafloxacino) (Talens-Visconti y cols., 2002).
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Figura5.- Principales quinolonas de tercera generacion.

Cuarta__generacion (Figura 6): presentan mayor actividad antianaerobi

utilizandose en infecciones polimicrobianas conwdhdominales y ginecoldgicas
(Gootz y Brighty, 1998; Gargallo-Viola y cols., 19%hilips y cols., 1998; King y

cols., 2000).
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Algunas de ellas presentan actividad antitumorainastrado en animales de
experimentacién, lo cual posibilitaria su aplicacién el tratamiento de ciertos

procesos tumorales (Talens-Visconti y cols., 2002).

Estas quinolonas siguen siendo objeto de debatetiyarde investigacion, tanto en
lo referente a su aplicacion clinica en el tratamoiede enfermedades infecciosas,

como porque acttan sobre dianas de procariotasayietas.
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Figura 6.- Principales quinolonas de cuarta generacion.

Se han desarrollado nuevas estructuras como lassfsdrquinolonas, sin
atomo de fluor en posicion 6, el cual se habiadeeobnsiderando imprescindible para
un grado suficiente de actividad. Moléculas comoeg@axacino y PGE 9262932
pertenecen a este grupo y se caracterizan porwmergada actividaoh vitro, espectro
muy amplio y un reducido potencial de selecciorratgstencias (Garcia-Rodriguez y
Mufioz- Bellido, 2003).

Otro punto importante es la actividad frente a Graegativos. Las nuevas
moléculas desarrolladas mejoran discretamente tsuidac frente a Enterobacterias y
bacilos Gram negativos no fermentadores, siendoftoacino la fluorquinolona de
eleccion frente @Pseudomonas aeruginas&s por ello que incrementar de forma
significativa la actividad frente a Gram negativessun objetivo deseable a conseguir
(Garcia-Rodriguez y Mufoz- Bellido, 2003).
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2.3.- RELACION ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD.

Las distintas modificaciones estructurales en lasajonas modifica las mismas

en cuanto a: actividad antimicrobiana, farmacoanaéttoxicidad e interacciones con

otros farmacos (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

Las sustituciones en la estructura basica de lewlgnas (figura 1, pagina 11)

pueden ser:

Constantes: aquellas que definen al grupo.

Habituales: aquellas en las que las opciones debioarson escasas
(posiciones X2 y X6) y en ambas suele haber urdgetno o un carbono

unido a un &tomo o un radical muy pequefio.

Variables: las posibilidades de cambio son may¢gRl R5, R7 y X8),
siendo la posicion R7 la que mayor numero de pafoies de cambio

posee.

= Sustituciones en posiciones 1.

Los radicales ubicados en esta posicion son vagapkro esenciales en la

actividad antimicrobiana y en las caracteristicagnacocinéticas. Van a ser los

responsables de una de las uniones de la moléeut@idolona con la topoisomerasa
(Gutiérrez-Zufiaurre, 2004; Chu y Fernandes, 1989¢erson, 2001).

En esta posicién encontramos basicamente tresataslidistintos:

Grupo etilo: acido nalidixico, pipemidico, norfleowo, pefloxacino,
enoxacino y lomefloxacino. En el caso de fleroxacste grupo etilo esta

fluorado (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

Posteriormente, se afiadieron grupos mas voluminqeesmejoraron la
actividad frente a patdgenos tanto Gram negatigasocGram positivos. Se
afiadio entonces un grupo ciclopropilo, mejorandactavidad frente a Gram
negativo (Appelbaum y cols., 2005). Este radical presentan:

ciprofloxacino, sparfloxacino, grepafloxacino, affoxacino,

moxifloxacino, gatifloxacino y gemifloxacino. Sitakacino, ademas, tiene
un flaor unido al cilclopropilo. Este radical estansiderado como el que

ofrece mayor actividad a la molécula (Peterson1200
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- Radical 2,4-difluorofenilo: aumenta la actividagrfte a Gram positivos,
sobre todo frente &treptococcus pneumonid&utiérrez-Zufiaurre, 2004;
Chu y Fernandes, 1989; Peterson, 2001). Lo podeer@®ontrar en

temafloxacino y tosufloxacino (Appelbaum y Hun2000).

La presencia de un ciclopropilo o mejor de un radierc-butilo asociado con un
metoxi en posiciébn C8, aumenta la actividad frentas micobacterias (Renau y cols.,
1996).

Otros radicales en esta posicién parecen dar lugsr descenso de la actividad
de la molécula, probablemente por un menor nimerenthces entre la molécula y el

enzima (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

= Sustituciones en posiciones 2.

Sobre esta posicion se han realizado pocos cambimsasi, el radical que se
sitle en esta posicion ha de ser pequefio puestestguéntimamente ligado al lugar de
union a las topoisomerasas (R3 y R4). La presedeiain radical voluminoso no
permitiria la unién de la molécula al ADN (Gutiér2ufiaurre, 2004; Domagala, 1994;
Stein, 1988).

Se han realizado diferentes sustituciones (Guaéftdiaurre, 2004; Domagala,
1994; Chu y fernandes, 1989):

- Un carbono unido a un hidrégeno (C-H): presenteassi la totalidad de las

quinolonas.

- Sustitucion por un nitrégeno: lo podemos encon@ar cinoxacino (4-
cinolona). Hace a la molécula menos activa, dejakise halla desarrollado

poco.

- Sustitucion por un atomo de azufre: no desarrofiado

= Sustituciones en posiciones 3y 4.

En estas dos posiciones encontramos un grupo dlrbpxun grupo ceto,
respectivamente. Estos dos grupos son esenciaigdapactividad antibacteriana de la
molécula, puesto que son esenciales para el trdasganterior de la bacteria y para la

union de las topoisomerasas.
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Si el radical en posicion 3 se sustituye, la mdeee reducida notablemente su
actividad salvo en los casosvivo que este radical se vuelve a convertir en carboxilo
(Chu y Fernandes, 1989, Higgins y cols., 2003).

En estas posiciones las quinolonas se unen alocai@gnesio, hierro etc., y
determinan una disminucion de su absorcion (Getzéaufiaurre, 2004; Domagala,
1994).

= Sustituciones en posiciones 5.

Esta posicion parece influir alterando la configioa estérica de la molécula,
afectando a la actividad, asi como a su espectroacdén, concretamente
modificaciones en este radical se ha visto queementan la actividad de la molécula
frente a bacterias Gram positivas, aunque estatefuente influenciado por

sustituciones presentes en el resto de la moléapjaelbaum y Hunter, 2000).

Un grupo metilo en esta posicion aumenta la a@diffente a bacterias Gram

positivas y no en bacterias Gram negativas (Yoshidas., 1996).

La mayoria de las quinolonas presentan un hidrogenoesta posicion
(Appelbaum y Hunter, 2000). La presencia de un gramino (sparfloxacino), o un
grupo hidroxilo o metilo (grepafloxacino) incremantla actividad frente a Gram
positivos (Andersson y Macgowan, 2003; Gutiérrefiagdure, 2004), y también frente a
Toxoplasma gondiiYoshida y cols., 1996).

Algunas presentan otros grupos mas voluminosos @@ metoxi 0 atomo
de haldgeno, sustituciones que disminuyen la aetiviintrinseca de la molécula,
posiblemente por interacciones con las posiciongs43(Gutiérrez-Zufiaurre, 2004;
Appelbaum y Hunter, 2000).

= Sustituciones en posiciones 6.

Puede existir un nitrégeno (no admite sustituci@an)yn carbono (permite la
introduccién de otro radical que debe ser pequdig)adicion de un grupo flaor al
carbono en esta posicion mejoro la actividad is&ida de la molécula de 5 a 100 veces
comparado con las anteriores moléculas que noguossia sustitucion dando lugar al

grupo de las fluoroquinolonas (Gutiérrez-Zufiaug@04).
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La presencia de un hidrogeno en posicién 6 en ldgafitor, dio lugar a un
grupo nuevo de quinolonas llamadas 6-desfluorodomas (Ledoussal y cols., 1999).
Su principal representante es el garenoxacino (BBE56). Estas nuevas quinolonas
mantienen 0 mejoran poco su actividad frente aebast Gram negativas y patdégenos
atipicos, y aumentan mucho su actividad frentetagemos Gram positivos (Jones y
cols., 2002; Roychoudhury y Ledoussal, 2002). Ofrasolonas no fluoradas son PGE
9262932, PGE 9509924 y PGE 4175997 (Barry y caif)]1). Figura 7.
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Figura 7.- 6-Desfluoroquinolonas o quinolonas no fluoradas.

Unos nuevos sustituyentes en esta posicion sof-#&sino, 8-metilquinolonas,
que aumentan la actividad frente a Gram positikdrsa sustitucion en C7 de una
tetrahidroisoquinolina aumenta de cuatro a cierevda actividad de ciprofloxacino
(Gutiérrez-Zufiaurre, 2004; Cecchetti y cols., 1996

= Sustituciones en posiciones 7.
Las sustituciones en esta posicion son variables geenciales, al igual que en
la posicion 1. Esta posicion interactia directameohn la DNA-girasa o topoisomerasa
IV, y sera responsable de la actividad, espectro adeion, caracteristicas

farmacocinéticas e interacciones (Gutierrez-Zufaz004).

Esta bien establecido que la presencia de grugesoeéclicos nitrogenados de 5
(aminopirrolidinas) o 6 (piperazinas) atomos déonao se corresponde con una mayor

actividad:
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- La presencia de una aminopirrolidina (clinafloxacingatifloxacino,
sitafloxacino) mejora la actividad frente a Gransipeos, mientras que una

piperacina mejora la actividad frente a Gram negat{Peterson, 2001).

- Los metilderivados de piperacinas (sparfloxacinorepgfloxacino,
levofloxacino) o aminopirrolidinas (gatifloxacinanejoran la actividad

frente a Gram positivos (Piddock y cols., 1998).

- La presencia de un segundo anillo fusionado artalgiina (moxifloxacino,
trovafloxacino) muestra buena actividad sobre Gpasitivos (Appelbaum y
Hunter, 2000).

Recientemente se ha observado que un radical detgnaafio parece tener
influencia en la proteccion de la molécula frenten@canismos de expulsién activa,
ademas de prevenir la aparicion de resistenciasinyeatar su actividad frente a

anaerobios (Peterson, 2001).

= Sustituciones en posiciones 8.

Las sustituciones en este radical van a dar lugeanabios en la estructura
tridimensional de las moléculas, modificando lanidfkdd de las mismas por las
topoisomerasas. Ademas, las sustituciones van a&taafe los pardmetros
farmacocinéticos, la actividad frente a anaerolmgptotoxicidad y la genotoxicidad

de la molécula (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

Las quinolonas derivadas de las 4-naftiridonasperoniten ningin cambio en
esta posicion, ya que todas sus valencias estjpadas, pero la presencia de este
atomo de nitrégeno en posicion 8 confiere a estoivatlos una gran actividal vitro
ein vivo (Chu y Fernandes, 1989). En este grupo podemosigacal gemifloxacino o
al trovafloxacino. En cambio, las moléculas derasde las 4-quinolonas, si permiten
el modificar este radical. Podemos encontrar unica&dcloro (sitafloxacino y
clinafloxacino) o flior (sparfloxacino), que pretsn un gran aumento de actividad
frente a anaerobios (Appelbaum y Hunter, 2000),gaentambién aumenta la

fototoxicidad (Domagala, 1994).

También podemos encontrar en esta posicion un graptoxi 0 metilo
(moxifloxacino y gatifloxacino, respectivamente) jorando su actividad frente a

bacterias Gram positivas y anaerobios, incluso @aeinestos sean resistentes a las
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quinolonas mas antiguas, y aumenta el poder beick@rirente aEscherichia coli
resistente a las quinolonasMycobacterium tuberculosiéGutiérrez-Zufiaurre, 2004;
Zhao y cols., 1999).

La presencia de estos diferentes radicales en lacoia de quinolona parece
determinar qué topoisomerasa sera la diana prindgaicha quinolona (al menos en
Gram positivos). Asi pues, la presencia de un gemé (ciprofloxacino) o bien de un
puente entre los radicales N1 y C8 (benzoxacirfésazino y levofloxacino) parecen
tener como diana principal la topoisomerasa IV,ntnés que la presencia de un grupo
halogenado como cloro o flior va a determinar uaganafinidad por la DNA-girasa

(sparfloxacino).

Por otro lado, los derivados de las 4-naftiridoyatos derivados de la 4-
quinolona con radical metoxi en posicion 8 (gatifloino y moxifloxacino) parece que
actuarian indistintamente sobre cualquiera de ks wpoisomerasas (Gutiérrez-
Zufiaurre, 2004; Peterson, 2001).

A tener en cuenta es que tanto la presencia dégeito en X8 como el grupo
metoxi 0 metilo, disminuyen la posibilidad de selén de cepas resistentes a partir de
silvestres, no asi un atomo halogenado. La preselecun grupo metoxi junto con un
radical voluminoso en C7 previene la aparicion €jgas resistentes &taphylococcus

aureus(Gutiérrez-Zafiaurre, 2004).

En la siguiente Figura (8) se muestra un esquenmaledge relacionan los
diferentes radicales con las propiedades que pueddificar (Andersson y Macgowan,
2003).
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Figura 8.- Relacion estructura y actividad de la moléculagdenolona.

2.4.- PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS.

Las quinolonas son sustancias cristalinas, de tbdorco amarillento o amarillo

palido, poco solubles o insolubles en agua a pHrmgusolventes organicos, solubles
en soluciones ligeramente alcalinas o acidas yaeasistentes, por lo que pueden

esterilizarse en autoclave. Son acidos organicos wo pK elevado (Gobernado y

Santos, 2002), fotosensibles y muy estables antgpdeatura ambiente, sin pérdidas

apreciables de su actividad, ni de sus propiedtisies-quimicas al cabo de dos afios

(Damaso, 1990).

Presentan grupos potencialmente ionizables. Lasolpmas como el acido

nalidixico, flumequina y acido oxolinico solo tienen grupo relevante ionizable que es

el grupo 3-carboxilo. Ofloxacino, norfloxacino yaxacino, entre otros, tienen dos

grupos ionizables, el 3-carboxilo y el sustituyedé N-4 de la piperazina (Hyoung-

Ryun y cols., 2002).
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A continuacion (Tabla 1) se muestran las constatemnizacion de algunas

quinolonas, medidas a través de metodos especnoétticos y de cromatografia

liquida. (Martinez y cols., 2006):

QUINOLONAS

Ciprofloxacino
Danofloxacino
Difloxacino
Enoxacino
Enrofloxacino
Fleroxacino
Lomefloxacino
Marbofloxacino
Norfloxacino
Ofloxacino
Pefloxacino
Sarafloxacino
Sparfloxacino

Temafloxacino

pKa 1

6,0
6,07
6,1
6,0
6,0
5,7
5,8
5,69
6,4
6,1
6,3
5,62
6,2

5,6

pKaz2

8,8
8,56
7,6
8,5
8,7
8,0
9,3
8,02
8,7
8,2
7,6
8,18
8,6

8,8

Tabla 1.- Constantes de ionizacion de diferentes quinolond&ai: constante de

ionizacion del grupo 3-carboxilico; pKaconstante de ionizacion del grupo N-4

piperazinico.

Las quinolonas poseen un grupo carboxilico de taracido y un grupo amino

de caracter bésico y por tanto son moléculas deralaza anfotérica (Orero y cols.,

2002). Con algunas excepciones, las fluorquinolgrasentan pobre solubilidad en

agua, entre pH 6 y 8. Dentro de este rango, tipnedisposicion a precipitar en virtud

de las condiciones mas acidas (Jenkins y Friedtat@88). Es al parecer debido a esta

propiedad que ha sido observada cristaluria en hasmaanimales (Ball, 1986).
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En funcién del pH extracelular se pueden encomrtratro formas de quinolona
(Figura 9):

CoOo
/ Q
= NHs" ‘\
COOH cCOO
Q Q
NH;’ NH
\ COOH 2
Q /
NH;
pH BASICO pH NEUTRO pH ACIDO
(Forma idnica) (Zwitterion-Faameutra)  (Forma idnica)

Figura 9.- Formas de quinolona en funcion del pH extracelular

Asi, a pH por debajo de pKéas quinolonas presentan carga positiva, mientras
gue a pH por enzima de pK&enen carga negativa. Valores bajos de pKa datemel
rango de pH dentro del cual estos antibidticosssmuables en fluidos acuosos, siendo
este dato importante para la disolucion de suspeesiy tabletas (Martinez y cols.,
2006).

Por tanto, el pH extracelular es un factor fundaaleam tener en cuenta en los
estudios de incorporacion al interior celular. A figiiolégico, las quinolonas presentan
una forma zwitteridnica que les permite difundisipamente a través de la membrana
plasmatica en mayor o menor grado (Orero y co¥22Michot y cols, 2005), pero
presentan una baja solubilidad en fluidos acuostastinez y cols., 2006). Es por ello
que las formulaciones liquidas de varias quinolopasa administracion oral o
parenteral contienen sales solubles libres en woles acuosas. Las formulaciones
sélidas contienen el principio activo en su fornetaine o a veces en forma de sal

hidrocloruro (Merck Veterinary Manual, 1998).

Por otro lado, se ha demostrado en estudios preyios el coeficiente de
particion octanol/agua, ., de cada fluorquinolona tiene influencia sobre las

concentraciones de las mismas dentro de los mgaa@mos. De forma que en Gram
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positivos, cuanto mayor ,f) (mayor hidrofobicidad) aumenta la concentracion de
fluoroquinolonas dentro de la bacteria, y en Graegativos la concentracién de

farmaco aumenta cuanto menor sgg nayor hidrofilia) (Piddock, 1999).

La penetracion, acumulacion y localizacion de lasn@crobianos en el interior
de las células fagociticas son conceptos a teneueamta en terapéutica antimicrobiana.
Para cuantificar el grado de penetracién de uméeribbiano se usa la relacion entre la
concentracién intracelular y la extracelular ddimaitrobiano (I/E). En las quinolonas,
este cociente oscila entre 2 y 28, dependiendctipel de célula, de la quinolona
considerada y de otros factores como el métod@adidb (Gobernado, 2001). En la
siguiente tabla (2) se aprecia mediante el valag gdquiere el cociente I/E, la
penetraciéon de diferentes quinolonas en los pofnocleares (Gobernado, 2001):

Quinolona Polimorfonucleares
Acido pipemidico 2,4
Norfloxacino 2,2-5,7
Ciprofloxacino 4-7
Ofloxacino 6,2-8,1
Levofloxacino 6,7-9,8
Moxifloxacino 6,3
Gatifloxacino 5

Tabla 2.- Penetracion de diferentes quinolonas en polimaréteares, segun el valor

adquirido del cociente I/E.

2.5.- MECANISMO DE ACCION.

En el afio 1977 se demostrd, en la bactesiherichia colila accion inhibitoria
especifica de la DNA-girasa del acido nalidixiceendo esta su diana primaria y
funcional. Posteriormente se descubrieron mas Espbacterianas que poseian como
diana la DNA-girasa (Yoshida y cols., 1993). Ademakiben las actividades de la
topoisomerasa IV (Wolfson y Hooper, 1989). Asi, Dijifasa y topoisomerasa IV son

las dianas de las quinolonas (Drlica y Zhao, 1997).
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Las quinolonas penetran en el interior de la bectdcitoplasma bacteriano)
mediante un mecanismo de difusién pasiva a traggsodnas (canales acuosos de la
membrana externa) o de la capa de los lipopoligisa(Nikaido y Thanassi, 1993).
Todas las fluorquinolonas se acumulan dentro t@dteria muy rapidamente (Piddock,
1994). Esta acumulacién es antagonizada por cationeo el magnesio y calcio,
quizas por la unién a la superficie, mediante lelagion de cationes divalentes.

Una vez en el interior de la bacteria, las quinalea fijan a su principal diana,
la DNA-girasa y la topoisomerasa IV, enzimas quetgpecen al grupo de las

topoisomerasas (Talens-Visconti y cols., 2002).

El mecanismo de accion de las quinolonas consistéa eformacion de un
complejo Quinolona-Enzima-ADN, provocando cambiosnformacionales de la
enzima que acaban bloqueando su accidon normalidardibe la sintesis de ADN y
acaba por provocar la muerte celular a través gedduccion de exonucleasas vy lisis
celular (Blondeau, 2004; Chen y cols., 1996; Shenols., 1989; Damaso, 1990;
Gobernado y Santos, 2002).

Los efectos de las fluoroquinolonas sobre la pridion bacteriana sugieren

tres mecanismos de muerte celular (Guthrie y c2094; Maxwell y Critchlow, 1998):

1. Mecanismo A: comun a todas las fluoroquinolonaste Bequiere ARN y
sintesis de proteinas y es solamente efectivo eatetias en division. Este
mecanismo bloquea la replicacion mediante la fordmadel complejo girasa-

guinolona sobre el ADN.

2. Mecanismo B: no requiere ARN ni proteinas de simtgspuede actuar sobre
bacterias que no estan multiplicAndose. Provoca diskbocacion de las

subunidades de la girasa y formacion de un compdejario.

3. Mecanismo C: requiere ARN y proteinas de sintg®s) no que las bacterias

estén dividiéndose. Atrapa la topoisomerasa IVesebADN.

El tipo de mecanismo de accién puede depender deloonganismo en
cuestiéon. El ciprofloxaciono, por ejemplo, mueskna mecanismos A y B contra
Escherichia coli pero solamente el A frenteSdthapylococcus aure(Brighty y Gootz,
1997).
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En cuanto a los modelos de accién de las quinolguaemos resaltar lo

siguiente:

Los primeros estudios sefalaron que las quinol¢acdo nalidixico) eran
incapaces de unirse al DNA, y no fue hasta 19853jen propuso que el
norfloxacino se unia al DNA y no directamente @&MA-girasa y que su
grado de unidon dependia de la topologia del DNAn&tdielo propuesto por
él, se denomind “unién cooperativa quinolona DNAUe propone una
inhibicion de la DNA-girasa de modo indirecto (Shercols., 1989). El
principio se sustenta en la generacion de un ldgamién de la quinolona al
DNA relajado de cadena sencilla (ssDNA), produatdalrotura del DNA
por accion de la enzima. Este corte produciriaegapareamiento de 4 pares
de bases, lugar optimo para la union de las ma@écdé quinolonas a las
bases del DNA a través de puentes de hidrégenachasl moléculas se

unirian cooperativamente entre si por un procesutieensamblaje.

Estudios sobre la estructura cristalina del acidbdixico proponen dos
posibles tipos de interaccion entre las molécuéagudnolonas. Por un lado,
posibles interacciones hidrofébicas cola con coteeegrupos laterales de N-
1 y apilamientos entre los anillos de quinolonastag interacciones dan
lugar a un complejo supramolecular que formariawmédad consolidada y
saturaria el espacio abierto en la molécula de Od¢A la DNA-girasa,
cancelando asi los eventos posteriores del progesguperenrollamiento
catalizados por esta enzima. Este modelo, dond#al@a primaria es el
DNA, parte de los supuestos siguientes: a) la tmpaldel lugar de union
generado por la DNA-girasa, y b) la capacidad de rd@oléculas de
guinolonas de autoensamblarse y ocupar tales kigBreesta propuesta se
establecen diferentes dominios funcionales en l&enta de quinolona: una
region de union al DNA a través de puentes de p&ho, una region
lipofilica que permitiria la autoasociacién de hasléculas de quinolonas y
otra region de interaccibn con la DNA-girasa, daégumose que los
sustituyentes en el C-7 de la molécula de quinopmthia interaccionar con

gyrB de la enzima (Shen y cols., 1989).
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Este concepto de unién quinolona-DNA ha sido ardpliacomo
fruto de diferentes observaciones sobre la posiloldulacion del proceso de
unién, proponiéndose que las quinolonas no se ahdNA a través de
puentes de hidrégeno, sino a través dé'Mentre sus mitades carbonil y
carboxil y los grupos fosfato del DNA, y que no hayoasociacion entre
moléculas de quinolonas. Ademas, las bases de dg@énrede ssDNA
interaccionan con el sistema planar del anilloadeblécula de quinolona, lo
cual estabilizaria el complejo formado. Tambiénhsesugerido que los
sustituyentes en el C-7 y en el N-1 podrian estaticados en la unién de la
quinolona a la DNA-girasa.

Los dos modelos comentados anteriormente partda gdeemisa de que el
DNA es la diana primaria de union de las quinolpmasobstante no existe
un acuerdo general. Maxwell ha propuso un moddtrrativo (Maxwell,
1997), en el cual la DNA-girasa es la diana primmate las quinolonas,
postulando que se requiere tanto la DNA-girasa c@Né& para que las
quinolonas interaccionen de forma estable, sustdot® en que la mayoria
de mutantes de resistencia presentan cambios denlaminada “Region
Determinante de Resistencia a Quinolonas” (QRDR)gde gyrA, lo cual
provoca una drastica reduccion de la unién de ilaotpna (norfloxacino) al
complejo DNA-girasa DNA. Ademas, sugieren que loggs carboxil del
C-3 y oxo del C-4 de las quinolonas se unen pontesede hidrégeno a las
QRDR de la enzima. No obstante otros autores ncades la participacion
de ciertos residuos de dicha region como el reskBpB7 (Palumbo y cols.,
1993; Vila y cols., 1994; Talens-Visconti y co2002).

Otro modelo es el propuesto por Yoshida y cols98)9“quinolone pocket
model”, el cual sostiene que las quinolonas int@om@n en la hendidura
formada por el complejo DNA-girasa DNA durante eftte y union del

DNA. La unién estaria determinada conjuntamentdgmsubunidades gyrA
y gyrB y muy posiblemente también por los iones*Mgste modelo esta
mas acorde con las hipétesis de union quinolona IgN#sa, que con los

modelos de union quinolona DNA.
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Las topoisomerasas se dividen en dos clases (Mikyucols., 1980; Téalens-
Visconti y cols., 2002):

e Tipo I. actuan sobre una hélice del DNA. Perteneaeaste tipo las

topoisomerasas | y Ill.

e« Tipo II: actian en ambas hélices del DNA. DNA-gxay la
topoisomerasa IV forman parte de este tipo. Somceses para el

crecimiento bacteriano.

Las topoisomerasas |, Il y IV estan implicadasaeflcacia de la replicacion y

transcripcion del DNA.

Otras topoisomerasas como la topoisomerasa V vy ilasag reversa
(topoisomerasas de tipo 1) y la topoisomerasa V¥l tigo 1) han sido descritas en
arqueobacterias termdfilas. Las topoisomerasad typlas descritas en arqueobacterias

no son diana para las quinolori@euthier y cols., 1991; Nichols y cols., 1999).

La DNA-girasa es un complejo tetraméricaBs, formado por dos monémero
A (GyrA) y dos monomeros B (GyrB) codificados posIgenes gyrA y gyrB. Las
proteinas GyrA son las dianas de las 4-quinolonas.

Se requiere de ambas subunidades y de ATP palena actividad de la DNA-
girasa. Los mondmeros A intervienen en el cortenipruen determinados puntos del
DNA, y los monémeros B inducen los superenrollataigren torno al nacleo de RNA,

se unen al ATP y participan en la transduccioredenkergia (Gellert y cols., 1976).

Parece que las quinolonas inhiben la accion deNlA-Birasa en la subunidad A
impidiendo el cierre de los cortes producidos erDHIA, por lo que se inhibe su

replicacion (Talens-Visconti y cols., 2002).

La DNA-girasa es la Unica enzima capaz de intradugi superenrrollamiento
negativo en la cadena de ADN (Hooper, 2000), facitio la separacion de la doble

hélice de ADN para mantener la estructura de lguikba de replicacion (Drlica, 1999).

El complejo entre la enzima y el ADN consiste eroapnadamente 130 pares
de bases localizadas en el nucleo de la proteimanion se realiza mediante enlaces
covalentes entre la tirosina (Tyr 122) de la sutbaehi A con 4 bases libres que se
generan después de crear una rotura en el ADNeriRwstente, y mediante la hidrolisis

de ATP (subunidad B), la ADN-girasa introduce urodamiento negativo en el ADN,
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relajando la estructura producida por la horgudiareplicacion y volviendo a unir las
dos cadenas de ADN (Heddle y cols., 2000; Schmualy., 2002; Maxwell, 1997).

La topoisomerasa IV es una proteina hetero-tetiamnérmada por la unién de
dos subunidades C y dos subunidades E, codificerii&ste caso en los gempesC y

parE respectivamente. Esta topoisomerasa fue desarit®90 (Kato y cols., 1990).

Principalmente, la topoisomerasa IV es responsadlalesencadenamiento de
las dos moléculas “hijas” al finalizarse la repticea del ADN, permitiendo la
segregacion de los dos nuevos cromosomas bacterandos nuevas células “hijas”
(Drlica, 1999). También es responsable, como ttakatopoisomerasas, de la relajacion
del ADN (Hooper,1998; Zechiedrich y cols., 1997).

Los aminoacidos codificados por los genes parCri gan homadlogos a los
codificados por gyrA y gyrB, respectivamente (Katccols., 1990). Esta similitud
implica que las quinolonas puedan inhibir la adtd tanto de la DNA-girasa como de
la topoisomerasa IV (Yoshida y cols., 1990).

En general, se acepta que las quinolonas ejercactisidad a través de la girasa
en las bacterias Gram negativas, mientras quesé@rkm positivas su primera diana es
la topoisomerasa IV (Schedletzky y cols., 1999in$St2000; Taléns-Visconti y cols.,
2002); sin embargo, efstreptococcus pneumonida actividad bactericida puede
producirse a través de la girasa, la topoisomebdsa ambas, dependiendo de la
estructura de la quinolona. Este hecho apunta alauelacion entre estructura y
actividad puede ser diferente para cada especitertzaa, segun la actividad se

produzca sobre una u otra enzima o en ambas (Fdlsosnti y cols., 2002).

Las fluoroquinolonas, como las penicilinas, exhilbenefecto paraddjico. Las
curvas de supervivencia muestran que cuando leeatracion de fluoroquinolonas
esta cerca de la concentracion minima inhibit¢@&l 6 MIC) de la bacteria, el
farmaco detiene el crecimiento bacteriano (efeettdyiostatico). Sin embargo cuando
se incrementa la concentracion de las quinolonalexion a las CMIs bacterianas,
aumenta la muerte celular hasta una cierta coramdir de farmaco (concentracion
bactericida 6ptima). Un incremento por encima da esncentracion éptima puede
conducir a un descenso del efecto bactericida. Edéxion entre el efecto de las
quinolonas y su concentracion se debe a las difere entre la concentracion necesaria
para inhibir el superenrollamiento y la concentiacinecesaria para inhibir el

crecimiento bacteriano. En general, parece quedecion de superenrollamiento de la
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girasa es menos sensible a las quinolonas quea@htento bacteriano (Guthrie y cols.,
2004; Maxwell y Critchlow, 1998).

2.6.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO.

Las quinolonas actian especificamente sobre el OMA lo que son
rapidamente bactericidas y muestran efecto podiidinto (Vancutsem y cols., 1990;
Mckellar, 1996).

Las fluorquinolonas actian como antibiéticos cotreendn dependientes frente
a bacterias Gram negativas. Frente a Gram posgivagecto es tiempo dependiente o

una combinacién de ambos efectos (Cester y c&96)1

Una de las caracteristicas de estos antibioticogjues la relacion entre la
concentracionn vitro del antimicrobiano y la muerte bacteriana descuih@ curva de
tipo bifasico, con disminucion del efecto bactetica muy altas concentraciones. Esto
puede deberse a una inhibicion de la sintesis d& &uy altas concentraciones de
farmaco, sintesis que es necesaria para que hesta efactericida (Otero y cols., 2001).

Las fluorquinolonas incluso a concentraciones dragb de la CMI (Wetzstein
y De Jong, 1996):

Inhiben la division celular.

« Reducen la tasa de crecimiento bacteriano.

* Inducen cambios en la ultraestructura de la superfacteriana que
previene la colonizacion de tejidos especificos.

» Interfieren en la expresion de factores de virukenc

« Aumentan la susceptibilidad de algunos microorgaos a la

fagocitosis.

La eficacia de las fluorquinolonas puede versetaflecpor el pH del medio. Se
ha comprobado menor actividad contra bacterias @Gegativas en medio acido que en

medio bésico. Las bacterias Gram positivas parexerverse afectadas por el pH
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(McKellar, 1996; Brown, 1996). Wetzstein demostrdegen pH ligeramente acido
(tejidos inflamados, abscesos o fagocitos) se edactasa de muerte de algunas
bacterias en presencia de enrofloxacino. En cdefragpH 8 la actividad bactericida del

enrofloxacino no varia (Wetzstein y De Jong, 1996).

Las fluorquinolonas presentan una serie de cafatitess microbiolégicas
(Otero y cols., 2001):

» Ré4pida actividad bactericida a concentracionesivataente bajas.

» Estrecha relacién entre la CMI y la concentraci@etéricida minima

con menor efecto de indculo para la mayoria dedganismos.

* Prolongado efecto post antibidtico soliistafilococos Enterobacterias
y Pseudomonas

* No seleccionan mutantes resistentes mediados @gsemfilos.
« Frecuencia de resistencia mutacional baja %10
* No alteran la flora d&streptococoy anaerobios intestinales.

* Inhiben a las bacterias resistentes a los aminogidos Yy

betalactamicos.

2.6.1.- ACTIVIDAD FRENTE A COCOS GRAM POSITIVOS.

La actividad de las primeras 4-quinolonas (comoa@do nalidixico y el
cinoxacino) frente &treptococcus pneumoniaea nula y solo tenian poca actividad las
primeras fluorquinolonas (enoxacino, fleroxacinoprfioxacino, lomefloxacino,
rufloxacino etc.) (Felmingham y cols., 1985; Ridgwacols., 1985). La actividad fue
mejorando con posteriores fluorquinolonas (cipeadi@no, levofloxacino,
sparfloxacino, trovafloxacino, moxifloxaxino, gefoXacino etc.) (Bauernfeind, 1997;
Felmingham y cols., 1999; Hoellman y cols., 199&alli y cols., 1997). En la tabla 3
se especifican las Chly CMlgy de diferentes 4-quinolonas y fluorquinolonas feeat

Streptococcus pneumoniae
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Cinafloxacino, gemfloxacino y sitafloxacino tienema gran actividad, con
valores de CMpbajos de 0,016-0,125 mg/L.

Varios estudios han demostrado la capacidad diéuasjuinolonas para matar
Neumococos a concentraciones aproximadamente ades \su CMI (Fung-Tomc y
cols., 1999; Visalli y cols., 1996).

Frente aStreptococcus pyogeneas nuevas fluorquinolonas han demostrado
valores de CMb similares a los observados contra neumococos, e sobdo

gemifloxacino y sitafloxacino (Nakane y cols., 19@®rmican y Jong, 1997).

La actividad de las primeras fluorquinolonas, carnpoofloxacino y ofloxacino,
es sOlo modesta frenteSiaphylococcus aurewsensibles a meticilina $taphylococcus
epidermidis con CMb, valores de 0,5-1 mg/L, mejorando con grepafloxacyn
sparflocacino con valores de 0,12-0,25 mg/L. Pas&s estudios con clinafloxacino,
gatifloxacino, gemifloxacino, moxifloxacino, sitakacino y trovafloxacino indican
mayor actividad, con valores de de 0,03-0,06 n{gdnie y cols., 1997; Bauernfeind,
1997; Nakane y cols., 1995; Cormican y Jones, 1@8dcock y cols., 1997).
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Tabla 3.- CMIsgp y CMlgy de diferentes 4-quinolonas y fluorquinolonas fremte

Streptococcus pneumoniae.

CMI (mg/L)
QUINOLONA

RANGO CMlsg CMlgo
Acido nalidixico >128 128 >128
Cinoxacino >128 >128 >128
Enoxacino 3,1-50 8-12,5 12,5-16
Fleroxacino 6,25-25 12,5 12,5
Norfloxacino 2-32 4-6,25 8-12,5
Lomefloxacino 2-16 4 8
Rufloxacino 1-64 8 16
Ciprofloxacino 0,5-4 1-2 2-4
Levofloxacino 0,5-2 1 2
Sparfloxacino 0,125-1 0,25 0,5
Trovafloxacino 0,06-0-5 0,125 0,25
Moxifloxacino 0,06-0-5 0,125 0,25
Clinafloxacino 0,03-0,125 0,06 0,125
Sitafloxacino <0,008-0,125 0,06 0,125
Gemifloxacino <0,004-0,25 0,016 0,016
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2.6.2.- ACTIVIDAD FRENTE A GRAM NEGATIVOS.

Las primeras fluorquinolonas presentaban una exteebectividad frente a Gram
negativos incluyendo la mayoria de las especie&mterobacterias y Haemophilus
influenzae y modesta actividad frente a no fermentadoreduyendoPseudomonas
aeruginosa Con algunas quinolonas, al aumentar la activitadte a cocos Gram
positivos se observa una disminucion de la actividante a Gram negativos. Con las
fluorquinolonas sintetizadas posteriormente, estddncia es menor, asi clinafloxacino,
gatifloxacino, moxifloxacino, sitafloxacino y trofl@xacino conservan gran parte de la
actividad de ciprofloxacino. Clinafloxacino, geroilcino y sitafloxacino son ain mas
parecidos a ciprofloxacino en cuanto a actividadtreola mayoria de los Gram

negativos (Ednie y cols., 1997; Nakane y cols. 51@brmican y Jones., 1997).

Frente a especies deebsiellay Enterobacterresistentes a ciprofloxacino,
sitafloxacino y clinafloxacino, han demostrado gman actividad en comparacién con
otras nuevas fluorquinolonas (Deguchi y cols., 19¥¥7sse y cols., 1999). Frente a
E.coli, danofloxacino, enrofloxacino, norfloxacino y ofxino presentaron una
actividad solo ligeramente diferente, por lo delmndsiderarse la relaciéon PK/PD en la
eleccion del tratamiento (Ozawa y cols., 2010). oo lado, se ha visto que para el
tratamiento de la salmonelosidanofloxacino es un agente activo, superior a otros
antibidticos, con CMp < 0.125pug/ml. (a excepcion de S. argona que presenta una

CMIlgo de 0.2gr/ml) (Geornaras y von Holy, 2001).

En cuanto a la actividad frente ldaemophilus influenzagy Moraxella
catarrhalis destaca que son altamente susceptibles a la raa@fas fluorquinolonas.
Ciprofloxacino y ofloxacino tienen excelente adadl, la cual no se ha perdido con los
nuevos compuestos, la mayoria con igual actividedaiprofloxacino. Clinafloxacino y

gemifloxacino han mejorado ligeramente su activii@aliernfeind, 1997).

Han aparecidoHaemophilus influenzaeesistentes a fluorquinolonas y la
actividad de las nuevas fluorquinolonas frentetasesspecies ha disminuido, con una
CMlgo de 1-2 mg/L para la mayoria de los compuestos.ifaxacino ha demostrado
ser mas activa que otras fluorquinolonas frentestaseespecies resistentes, con una
CMlgo de 0,25 mg/L (Davies y cols., 1999).
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2.6.3.- ACTIVIDAD FRENTE A GRAM NEGATIVOS NO
FERMENTADORES.

Entre las especies Gram negativas no fermentaderascuentraRseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter, Alcaligenes, Stenotroptrwasy Burkholderia spp Las
primeras 6-fluorquinolonas (ciprofloxacino, ofloxam y levofloxacino) tienen una

actividad variable frente a éstas especies.

Ciprofloxacino es generalmente mas activo que lesvos agentes contra la
mayoria de las especies @seudomonas aeruginas®floxacino, levofloxacino y
sparfloxacino tienen una pobre actividad y gatiéicino, gemifloxacino, moxifloxacino
y trovafloxacino tienen una actividad mas pareaddprofloxacino (Cormican y Jones,
1997; Woodcock y cols., 1997; Visalli y cols., 19970r el contrario, clinafloxacino y
sitafloxacino tienen una actividad igual o mejoe @qiprofloxacino (Bauernfeind, 1997;
Ednie y cols.,, 1997; Nakane y cols., 1995; Visalli cols., 1997). Ademas,
clinafloxacino tiene mayor actividad que otras flyponolonas contra cepas de
Pseudomonas aeruginosaesistentes a quinolonas, aunque las CMIs sean
considerablemente mas elevadas que contra espsmsgles (1-8 mg/L) (Ednie y
cols., 1997). También sitafloxacino tiene mejorvadad frene a cepas resistentes a
Pseudomonas aerugingsainculado principalmente por el cloro en posicién
sustituyente causante de su fototoxicidad (Nakareolg., 1995; Kitamura y cols.,
1995).

Acinetobacter spptiene una respuesta, en general, bimodal frentasa
guinolonas. La actividad de las nuevas quinolonasté a especies sensibles a
ciprofloxacino ha sido estudiada y se ha comprobgde son mas activas que
ciprofloxacino (Ednie y cols., 1997; Nakane y col995; Cormican y Jones, 1997),
pero frente a cepas resistentes a quinolonas t@moscompuestos tienen menor
actividad. Clinafloxacino y sitafloxacino conservana mayor actividad, aunque sus

valores de CMbson elevadas (1-4 mg/L) (Ednie y cols., 1997).

2.6.4.- ACTIVIDAD FRENTE A ANAEROBIOS.

La actividad de las primeras fluorquinolonas (dimrxaacino, ofloxacino,
levofloxacino, pefloxacino y enoxacino) frente aa@robios como: grupo de
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Bacteroides fragilis, Fusobacterium spp., ProveteRorphyromonay Clostridiumera
dudosa y variable (Appelbaum, 1995). Las nuevagoutds de fluorquinolonas han
demostrado una mejor actividad frente a anaerol8parfloxacino y grepafloxacino
tienen mejor actividad que ciprofloxacino, ofloxaxiy levofloxacino, pero no son tan
activas como gatifloxacino, moxifloxacino, sitafémino y trovafloxacino (Ednie y
cols., 1998; Goldstein y cols., 1999; MacGowan g.¢d997).

La actividad de las nuevas fluorquinolonas frent€lastridium difficile es
buena, la mayoria con clara mejoria en comparacan ciprofloxacino (Spencer,
1998).

Gharaibeh y cols., estudiaron la susceptibilidadte a 67 cepas @ostridium
perfringes y obtuvieron resultados mas favorecedores enciiieas (0.5-1ug/ml),
tetraciclinas (0.5-8g/ml) y quinolones (4-&g/ml), de las cuales danofloxacino fue

uno de los farmacos con menor Gp{Gharaibeh y cols., 2010).

2.6.5.- ACTIVIDAD FRENTE A PATOGENOS ATIPICOS.

Mycoplasma, Chlamydia y Legionella pneumoplsian patdégenos reconocidos
como causantes de enfermedades del aparato respirdias primeras 4-quinolonas
tenian una insignificante o en el mejor de los savodesta actividad frente a éstos
patogenos (Heessen y Muytjens, 1984; Ridgway y.,ctB84) y moderada frente a
Legionella pneumophiléDeforges y cols., 1986), mejorando su actividel grimeras
6-fluorquinolonas como ciprofloxacino, ofloxacino lgvofloxacino (Felmingham vy
cols., 1985). Los nuevos agentes tienen una gravidacl pudiendo compararse con
macrolidos y con doxiciclina, como ocurre con tiftasacino, gatifloxacino,
moxifloxacino y gemifloxacino. Tiamulina, danoflatao y enrofloxacino presentan
una elevada susceptibilidad contra patégenosvigleoplasmasfrecuentes en aves
(Hannan y cols., 1997).

La tabla 4 muestra un resumen de los resultadogstizss compuestos en
comparacion con macrélidos y doxiciclina frei@alamydia pneumoniae, Chlamydia
trachomatis, Legionella pneumophila y Mycoplamaymeniae(Roblin y cols., 1997
Jones y cols., 1997; Dubois y St-pierre, 1999; Wismls., 1997; Woodcock y cols.,
1997; Felmingham y cols., 1985)
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VALOR CMI (mg/L)

COMPUESTO

C. pneumoniae C. trachomatis L.pneumophila M.pneliaeo
Ciprofloxacino 2 - 0,016-0,25 0,5-2-5
Ofloxacino 0,25-2 1-4 0,008-0-03 1-2
Levofloxacino 0,25-1 0,25-0,5 0,016 -
Grepafloxacino 0,06-0,5 0,06-0,12 0,008-0,05 0,-0
Gatifloxacino 0,06-0,25 0,06-0,25 0,016-0,03 0,0820
Moxifloxacino 0,03-0,5 0,03-0,125 0,016 0,06-0,12
Trovafloxacino 0,12-1 0,12 <0,008-0,06 0,06-0,25
Gemifloxacino 0,06-1 0,03-0,12 0,016 0,05-0,1
Eritromicina 0,025-0,5 0,06-0,5 0,03-1 0,01-0,05
Claritromicina 0,03-0,25 0,004-0,03 0,015-0,06 @;0003
Azitromicina 0,015-0,5 0,12 0,25 0,001-0,002%
Doxiciclina 0,06-0,5 0,03-0,12 - 0,06-2,5

Tabla 4.- Actividad de fluorquinolonas, macrélidos y doxiicia frente a distintos

patdgenos atipicos.

Los rangos de CMI, en algunos casos, son amplioolstante grepafloxacino,
gatifloxacino, moxifloxacino, trovafloxacino y gefhoixacino tienen buena actividad,

particularmente trovafloxacino frentd_agionella pneumophila

2.7.- EFECTO POSTANTIBIOTICO DE QUINOLONAS.

Bigger en 1944 fue el primero en observar estet@fen Staphylococcuy
Streptococcupreviamente expuestos a penicilina G, y pocos déspués se comprobd

con el mismo antibiotico \StaphylococcugParker y Marsh, 1946). Otros autores
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fueron capaces de demostrarlo con penicilina ysotacos Gram positivos tantm*®
vitro” como “in vivad’ (Eagle y Musselman, 1949).

Sin embargo, la importancia de este fendmeno empieasiderarse en los afios
70, cuando se encuentra en varios antimicrobianegas y también en bacterias Gram
negativas (Mc. Donnald y cols., 1976; Wilson y Ream 1979). Asi, se definio el
término de “efecto postantibidtico” (EPA), enconildse su mayor aplicacion clinica
en la posibilidad de espaciar los regimenes ddicksbn de un antimicrobiano sin

perder eficacia, y se estandarizan las técnicas\yadorarlo.

El efecto postantibidtico (EPA) se define como lgpresion de crecimiento
bacteriano que persiste tras una limitada exposicié los microorganismos a un

antimicrobiano (Mc. Donnald y cols., 1977).

Los antimicrobianos que actiuan a nivel del ribosoARN o ADN como los
aminoglicosidos, quinolonas y macrélidos, inhibarsintesis de proteinas. Asi, el EPA
podria significar un periodo de resintesis de egtageinas necesarias para el
metabolismo o el crecimiento bacteriano y si ladardel antimicrobiano es irreversible

la actividad persiste aunque éste haya sido reti®ddgelman y Craig, 1985).

Existen diferentes factores que pueden influir anduracion del efecto

postantibidtico:

» Tipo de antimicrobiano ynicroorganismoEs el factor que mas influye

en la duracion del EPA tantan“vitro” como “in vivd'. En general se
puede decir que influye si la bacteria es Gramtpaso Gram-negativa,
la especie microbiana, si es anaerobia o no, sstemsia, etc. El
antimicrobiano es importante puesto que cada usegydiferente grado
de accion sobre las distintas bacterias y por tdiidoente capacidad de
“dafio” celular (Craig y Gudmundsson, 1991; Vogelnya@raig, 1985;
Vogelman y cols., 1988).

» Concentraciéon de antimicrobiand?ara que se produzca EPA es

necesario una concentracion adecuada del antinacr@bEn muchos
antibidticos el EPA parece ser proporcional a lanceatracion
(aminoglicésidos, quinolonas) aunque hay otrosmatés que también
influyen (concentracion maxima en suero, dosid,teta...) (Chin y Neu,
1987; Dalhoff y Ullmann, 1990; Vogelman y Craig,859 Vogelman y
cols., 1988).
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 Duracion de la exposicionEl tiempo en que los niveles de

antimicrobiano permanecen por encima de la CMI autapyeen general,
la duracion del EPA. Se debe tener precaucion erprowocar una
excesiva muerte bacteriana ya que esto nos dditalta deteccion del
crecimiento. Este factor esta ligado, en algungssaa la concentracion
del antimicrobiano y otros parametros que expreSan vivd’' la
farmacocinética de un antibiético, como el area bajcurva (ABC o
AUC), el nivel maximo de concentracion, etc. (Golaelo y Santos,
1988).

« Fase de crecimiento del microorganisniMormalmente se utilizan en

todas las técnicas bacterias en fase logaritmicaetgmiento, pero hay
antimicrobianos que actuan también sobre microdsges en fase
estacionaria. Este puede ser un factor importaotae todo ih vivd' y

con antibiéticos de vida media larga (Smith y Levlif88).

El EPA se demuestra por seguimientos microbiol&ide la cinética de
crecimiento después de la eliminacién del antinfienoo (Gobernado y Santos, 2002).
Actualmente, se aceptan definiciones distintasuecion de las condiciones en las que
se determina el efecto postantibidtico. Asi, seuentra el “efecto postantibiético
vitro” o periodo de tiempo durante el cual no existeciongento bacteriano tras una
breve exposicion de los microorganismos al antiohiemo y “efecto postantibiético
vivd’ o0 la diferencia en tiempo que se establece, pamel numero de bacterias se
incremente llog, entre los animales del grupo control y los tratadcuando la
concentracién del antimicrobiano en plasma o dagalr de la infeccion desciende por
debajo de la CMI (Mouton y cols., 2005).

Durante el periodo postantibidtico se pueden obsdog siguientes efectos:

» Cambios morfologicos: la observacion de las baagepior microscopia
electrénica, durante el tiempo que dura la fase ,ER# puesto de
manifiesto que las células estan alteradas moifidétente, adoptando
formas globosas o filamentosas, después de la ieijpos al
antimicrobiano. Ciprofloxacino produce una hinchazie las bacterias
con formacion de vacuolas en el citoplasma en layoni@ de

Staphylococcus aureuwlirante la fase EPA (Pastor y Canton, 1999).
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* Mayor susceptibilidad a la accion de los leucocifpsstantibiotic
leukocyte enhancement o PALE): este fenOmeno hefegencia a la
mayor susceptibilidad de las bacterias en fase Bé fpara ser
fagocitadas por los leucocitos. EI PALE fue obsdovpor Mc. Donnald
y Pruul (Mc. Donnald y cols., 1981) y mas tarde @os investigadores

en bacterias Gram negativas y Gram positivas.
El EPA puede ser consecuencia de:

- La alteracion de los factores de virulencia baat&, como la alteracion de la
actividad hemolitica observada solitscherichia colien presencia de quinolonas; la
disminucién de la sintesis de proteasas y exotoXida Pseudomonas aeruginosas
la exposicion a concentraciones subinhibitoriasipgefloxacino o la disminucion de la
adherencia de la bacteria a las células eucarinthgida por las fluoroquinolonas
(Pastor y Cantén, 1999; Lees y Aliabadi, 2002b).

- La inhibicion de la bomba de eflujo, que ha si@gmostrada durante la fase de
EPA (Lees y Aliabadi, 2002b). Ello se debe a quspdés de la exposicion a las
guinolonas, las bacterias tienen reducido su mésabo y no son capaces de generar
suficiente energia para expulsar al antimicrobid@da célula mediante los sistemas de
eflujo (Pastor y Cantén, 1999).

Las quinolonas producen un efecto postantibidtiecddracion variable, tanto
sobre bacterias Gram positivas, como sobre bastdbieam negativas. Sobre las
bacterias Gram positivas los EPA inducidos sueéensor lo general, intermedios en
duraciéon (90 y 180 minutos). Las quinolonas produafectos postantibidticos
inferiores a 3 horas sob&taphylococcus aureuson la excepcion de sparfloxacino y
ofloxacino, que son las quinolonas que inducerel®A mas largos, de 2 a 5 horas de
duracion. Pefloxacino genera un EPA menor de 9oy norfloxacino induce un
efecto postantibiético aun mas corto (<60 minut8shpre las bacterias Gram negativas,
las quinolonas inducen efectos postantibidticoermedios (de 1,5 a 3 horas), a
excepcion de ciprofloxacino frenteEaterobacter aerogengslomefloxacino frente a
Escherichia colipara los que se ha observado un efecto postaitdgiempre menor
de 1,5 horas (Gobernado y Santos, 2002).

La aplicacion mas importante del EPA esta en lotopolos de dosificacion de
los antimicrobianos. Asi, determinadas combinagorde microoganismo-anti-

microbiano que induzcan un EPA prolongado podramimidtrarse de forma
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intermitente sin miedo a perder eficacia. Las \jastae este tipo de dosificacién se
traducirian en una dosificacion mas cémoda, redacde los riesgos de toxicidad y
disminucién de los costes sanitarios (material desge, personal especializado para

pinchar, etc) (Esposito y cols., 1988; Tulkens,1)99

2.8.- RESISTENCIAS BACTERIANAS.

La resistencia a quinolonas ha sido un problemdedgse el acido nalidixico
fuera introducido hace mas de cuarenta afios. Adeehdacremento de su uso ha
aumentado la resistencia a estos antimicrobiare®iey, 2005).

Las quinolonas para ejercer su efecto citotoxidoedepenetrar a través de la
membrana bacteriana para poder alcanzar su didodarcela DNA-girasa o la
topoisomerasa 1V, y de esta forma producir la neuedlular. Es por ello, que las
resistencias a quinolonas pueden deberse a mutscoure afecten cualquier paso de
este proceso (Taléns-Vistonti y cols., 2002).

El amplio espectro de actividad antimicrobiana] gxxelente comportamiento
farmacocinético, han hecho de las nuevas fluordpimas agentes muy atractivos para
el tratamiento de enfermedades infecciosas sevinat® en el hombre como en los
animales. Sin embargo, se ha informado una alaarasa de resistencia bacteriana en
aislados clinicos humanos, y hay evidencias qu&andla emergencia de bacterias
resistentes en animales tratados. La mayor incidede bacterias resistentes a
fluorquinolonas en personas no expuestas a estosesggpodria ser el resultado del uso

extensivo de estos antimicrobianos en medicinainerga (Otero y cols., 2001).

En lo referente a resistencias de cocos Gram yosjtidiversos estudios en
Hong Kong y Canad& han demostrado un aumento dedadencias d8treptococcus
peumoniae nuevas fluorquinolonas, concretamente a cipaoiftm y ofloxacino (Ho y
cols., 1999; Chen y cols., 1999). También se haem@ado resistencia a estafilococos a
las primeras fluorquinolonas como consecuenciaudactividad moderada. Especies
resistentes a meticilina detaphylococcus aureug Staphylococcus epidermidisan
desarrollado resistencia a ofloxacino o ciproflomac(Bauernfeind, 1997; Ednie y
cols., 1997).
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Resistencias a ciprofloxacino se han consideradalgamas especies de Gram
negativos como Enterobacterias, la mayoria de éassven las cepas @scherichia
coli y Klebsiella y Enterobacter spfAppelbaum y Hunter, 2000).

Se han detectado resistencias bacterianas a ed@cifio en diferentes especies:
Escherichia coli(Abd ElI Kader A., 1995)Campylobacter jejuni y Campylobacter coli
(Aarestrup y cols., 1997; Jacobs-Reitsma y co8941L

Enterococcus faecali®s un microorganismo que causan artropatias léss o
presenta resistencias crecientes a las fluoroqunas| entre ellas enrofloxacino y
danofloxacino con porcentajes del 43.78 y 47.768¢pectivamente. (Ciftci y cols.
2009).

Las resistencias bacterianas pueden agruparsetenas categorias:
» Alteraciones en las dianas.
» Alteraciones en la permeabilidad bacteriana.
* Resistencia por los sistemas de eflujo.
» Otros mecanismos de resistencia.

Cada uno de los mecanismos de resistencia a @®duinolonas puede ocurrir
simultdneamente en la misma célula, conduciende\aados niveles de resistencia.
Hasta la fecha, no han sido descubiertos mecanisrhasados en la
modificacion/inactivacion enzimatica de las quimas, ya que estas son antibiéticos
sintéticos que no tienen analogos naturales, ygo, es menos comudn gue aparezca

este tipo de mecanismo (Wolfson y Hooper, 1989).

2.8.1.- ALTERACIONES EN LAS DIANAS.

Estas resistencias son de tipo cromosomico qududgn a mutaciones de los
cromosomas en segmentos definidos de los genesegaducen en alteraciones en la
girasa y la topoisomerasa 1V, dando lugar a las RREegion determinante en la
aparicion de resistencias bacterianas a las quiasjo(Wolfson y Hooper, 1989;
Nakamura, 1997).

Los primeros estudios realizados Escherichia colisostienen que la principal
causa de resistencia a quinolonas es debida a ion#acen la subunidad GyrA y en
menor grado en la subunidad GyrB de la DNA-gira&ashida y cols., 1990; Cullen y
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cols., 1989). Las mutaciones en las regiones elgmites de las proteinas ParC y ParE
de la topoisomerasa IV tienen lugar posteriorm@rgasig, 1996). Concretamente es en
el residuo de serina 83 (Ser83) y aspartato 8a delbunidad gyrA y en la serina 79 y
aspartato 83 de parC descherichia colidonde se producen resistencia a diversas
quinolonas y en sus sitios analogos en otras espéBebear y cols., 2003; Drlica y
Zhao, 1997; Piddock y Johnson, 2002).

Estudios en los genes 8&aphylococcus aureysStreptococcusnuestran que la
situacion puede ser al contrario en bacterias Grasitivas, donde la topoisomerasa IV
(codificada por grlA y griB) es el objetivo primarde las quinolonas (Mufioz y De La
Campa, 1996; Ng y cols., 1996).

En ambos casos, las mutaciones disminuyen la afinié la quinolona por el
complejo enzima-DNA y permiten continuar con laliegzion del DNA en presencia
de concentraciones de quinolonas que son inhiagatél crecimiento celular (Martinez
y cols., 2006).

Los mayores aportes al respecto han sido efectuaosStreptococcus
pneumoniaglos cuales también han revelado que la relacifme @structura y actividad
de las quinolonas puede ser diferente para cadeciespacteriana (Hooper, 2000;
Taléns-Viscont y cols., 2002). Asi, de acuerdorden mutacional en las QRDR de la
DNA-girasa y topoisomerasa IV, los mutantes resiste deStreptococcus pneumoniae
se pueden agrupar en tres clases. El primer giamialmente identificado por su
resistencia al ciprofloxacino y también al levo#icino, norfloxacino, perfloxacino y
trovafloxacino, se caracteriza por presentar mates en la topoisomerasa IV antes
que en la DNA-girasa, lo que sugiere que vivo, estos farmacos actian
preferentemente sobre la primera enzima. Un seggngmo de mutantes, compuesto
por resistentes al sparfloxacino, grepafloxaciratifigxacino, moxifloxacino y NSFQ-
105 (homologo al ciprofloxacino con un grupo 4-4iaofenilsulfonil-1- piperacinilo en
el C-7), presenta mutaciones en la DNA-girasa ajiesen la topisomerasa IV, lo que
sefala a aquella como su diana principal. Finaleyeattclinafloxacino y gemifloxacino
actian sobre ambas dianas, la DNA-girasa y la sopterasa IV, aunque se generan en
primer lugar mutaciones en gyrA y gyrB, estas mote&s suceden con bajas
frecuencias, lo que indica que ambas contribuyefoihea importante en la accion del

farmaco (Taléns-Visconti y cols., 2002).
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En resumen podemos destacar lo siguiente de umea fgeneral: la ADN-girasa
es la diana principal en microorganismos Gram megmt mientras que en bacterias
Gram positivas la diana principal es la topoisors@id/. Asi, las primeras mutaciones
en Gram negativos las encontraremos en elggef, mientras que en Gram positivos

las encontraremos en el gearC (grlA paraSthaphylococcus aureus

2.8.2.- ALTERACIONES EN LA PERMEABILIDAD
BACTERIANA.

La resistencia a las fluoroquinolonas producida motaciones conlleva una
disminucién de la susceptibilidad o resistenciasta elase de antibidticos, tanto a
quinolonas de humana como de veterinaria (Everetbly., 1996; Piddock y cols.,
1998). Sin embargo, las resistencias producidas yoa disminucion de la
permeabilidad o alteracién de las bombas de efkgo, menos especificas, generando
multiples resistencias cruzadas a otros antibistico relacionados estructuralmente,

como cefemas, penemas y tetraciclinas (Poole, 2000)

Las quinolonas son moléculas hidrofilicas, quevagsan la membrana externa
de bacterias Gram negativas a traves de los cag@lpsrinas. Tanto su tamafio como
su topologia son compatibles para el ingreso d&s eéstravés de las porinas OmpF y
OmpC (Giraud y cols., 2000). Se ha sugerido quematéculas mas hidrofébicas
podrian estimular por si mismas su difusion a salela capa de fosfolipidos, gracias a
su capacidad de quelacion del magnesio, que sea leall la membrana externa

estabilizando el lipopolisacarido (Nikaido y Thasiad993; Giraud y cols., 2000).

Se han descrito numerosos mutantes de permeabilid@d modifican la
sensibilidad a quinolonas hidrofilicas, aunquedsistencia de dichos mutantes no es
muy elevada. Se reporta que mutaciones en los genps y ompC dan lugar a una
escasa 0 nula resistencia y éstas se caracterimampresentar variaciones en las
concentraciones de las porinas OmpF y OmpC. Panaégite, mutaciones en los genes
nfxB, norB, norC, nfxC y cfxB parecen estar asocgad una menor permeabilidad a
través de los canales OmpF, asi como a una memnaegkilidad a otras moléculas
como tetraciclina, cloranfenicol o algunos lactéamsi¢Wolfson y Hooper, 1989). Por
otro lado, mutaciones en los loci nfx, mar, choyx,sinvolucrados en la respuesta frente
a condiciones medio ambientales adversas, dan lugasistencia frente a muchas

moléculas diferentes, incluidas las quinolonas.
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También se ha postulado que el estado energétidasdmmembranas estaria
interviniendo en el transporte de moléculas de ajamas y por tanto afectando la
resistencia. Asi pues, la concentracion intracelde norfloxacino es la misma en
células salvajes en presencia de desacopladoresraseporte electronico que en
mutantes nfxB, cfxB o marA (Cohen y cols., 1989). &kisten demasiados resultados
concluyentes respecto a las mutaciones que afadeamembrana externa y se dispone
aun de menor informacién sobre alteraciones en émlmnana citoplasmatica que

pudieran afectar el transporte de dichos compuestos

Por otro lado, las cepas mutantes Mar (multiplebantic resistant) expresan
resistencias condicionadas por cromosomas frenteaagran variedad de antibioticos
hidrofobicos e hidrofilicos estructuralmente naogbnados, entre ellos las quinolonas.
Esto es consecuencia de que las mutaciones en reduten la permeabilidad al
disminuir la expresion de la OmpF. Las mutacionee gfectan a la permeabilidad
confieren bajos grados de resistencia a las quiaslaumento de 2 a 4 diluciones log2
de la CMI), pero habitualmente se producen resigsrcruzadas con otros antibioticos

estructuralmente no relacionados (Cohen y col8818ohen y cols., 1989).

2.8.3.- RESISTENCIA POR LOS SISTEMAS DE EFLUJO.

Los sistemas de eflujo se caracterizan por expudsaexterior celular un
considerable numero de moléculas, como antibiotigodistintas familias estructurales
y en muchos casos antisépticos, biocidas, commiestanaticos y detergentes. Entre
sus caracteristicas esta su inespecificidad y swidhd, habiéndose descrito en todas
las especies bacterianas analizadas (asi comolidascéucariotas). Una unica célula

bacteriana puede tener hasta 20 sistemas de éifjotos (Sanchez Diaz, 2003).

Uno de los mas conocidos es el sistema de tramsgertominado AcrAB de
Escherichia coli el cual estd codificado en los genes acrAB y qearener como
funcion fisiolégica la proteccidn de las célulasnfie a sales biliares y acidos grasos que
son toxicos habituales de su entorno fisiologicsteEsistema se sitia en la membrana
interna de los microorganismos y es un proces@éufico y dependiente de energia,
ligado a un gradiente de protones. El sistema Acré®a compuesto por el
transportador AcrB y la proteina periplasmaticaeaoda AcrA. Se cree que AcrA, de
forma alargada, aproxima la membrana externa enejtdormando un trimero que
interacciona con el monémero AcrB; bombeando aaigman variedad de sustancias,
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incluida las quinolonas, presumiblemente a travéls cdnal TolC (Nikaido, 1996;
Nikaido y Zgurskaya, 2001).

Es importante destacar que la expresion de lossgaerdB aumentan de forma
considerable en los mutantes Mar, lo que implica djgho locus eftscherichia coli
no solo regula la expresion de la porina OmpF, snabién la expresion de la bomba
AcrAB. Mutantes Mar presentan resistencias a qoimas, debido a una disminucién en
la permeabilidad de la membrana externa y a unariaupte expulsion activa a través
de la membrana interna (Ma y cols., 1995; Zelleols., 1997; Giraud y cols., 2000;
Weber y Piddock, 2003).

Otro mecanismo de expulsion descrito es el Sdeeptococcus pneumoniae
(Brenwald y cols., 1998). La bomba de expulsiotad3mrA (pneumococcal multidrug
resistance protein). Se ha demostrado que mas %l de las cepas resistentes a

ciprofloxacino presentaban una expulsiéon aumen(fidock, 1999).

Otros transportadores similares son: el codificado el gen mexABoprK de
Pseudomonas aeruginosaelacionado con la resistencia de esta bacteria a
ciprofloxacino y acido nalidixico (Poole y cols99B). También en bacterias Gram
positivas se han identificado bombas de expulddinr en Bacillus subtilis, NorA en
Staphylococcus aureu@Neyfak y cols., 1991, Neyfak, 1992;). A continidec se

muestran diferentes bombas de expulsion en especi®s positivas (Tabla 5).
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ESPECIE
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Enterococcus faecalis
Streptococcus pyogenes
Lactococcus lactis

Corynebacteriunspp

Revision Bibliografica

BOMBAS DE EXPULSION
Nor A, Nor B, MsrA, QacA,B, TetK
PmrA, Mef E
MdrL, Lde
Bmr, Blt, EbrAB
Lsa, EmeA
MefA
LmrA, LmrP

LmrB

Tabla 5.- Principales bombas de expulsion en Gram positivos.

2.8.4.- OTROS MECANISMOS DE RESISTENCIA.

< RESISTENCIA MEDIADA POR PLASMIDOS

No se han descrito mecanismos de resistencia nudipdr plasmidos en

bacterias Gram positivas, mientras que si se Haohert bacterias Gram negativas tales

como Escherichia coliy Klebsiella pneumoniaeEste mecanismo esta mediado por un

gen plasmidico llamado gnr (Rodriguez-Martinez .c®2003; Tran y Jacoby, 2002;

Wang y cols., 2003). Este gen se detectdé en umplasconjugativo, en una estructura

tipo integron, en una cepa #scherichia colide origen urinario (Martinez-Martinez y

cols., 1998).

Este mecanismo de resistencia aumenta la resiatdadas cepas de 4 a 8 veces

y complementa a otros mecanismos de resistencia @adquisicion de mutaciones o

a los sistemas de expulsién activa. EI mecanismacd®n de Qnr se basa en la unién

de esta proteina a la ADN-girasa; esta union noieeg la presencia del complejo

ADN-girasa-Quinolona-ADN para su formacidén. Se plastque la formacion del

complejo Qnr-ADN-girasa ocurre antes del bloquedad@DN-girasa por parte de la

quinolona. Ademas, se ha observado una reduccida &rmacién del complejo en

presencia de Qnr (Rodriguez-Martinez, 2005; Traoly., 2005).
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Recientemente, Hata y cols. (2005) describieroa gén de resistencia, gnrS,
contenido en un plasmido transferible en @agella flexneri Esta nueva proteina,
QnrS, presenta un 59% de aminoacidos idénticos a Q@ambién enVibrio
parahaemolyticuse ha descrito una proteina homologa a Qnr llar&ded095 (Nazic
y cols., 2005).

2.9.- INTEGRACION FARMACOCINETICA-
FARMACODINAMICA.

La relacion entre la farmacocinética y la actividadicrobiologica
(farmacodinamica) de las fluoroquinolonas puedeusada con el fin de determinar la
dosis necesaria para lograr el resultado cliniceea#o. Desde esta perspectiva
(PK/PD), las quinolonas son antibioticos concembracependiente (Zhanel, 2001),
aungue existan excepciones a esta regla geneeyadegun describe Cester y cols.,
1996, las fluorquinolonas pueden actuar como aiiduis concentracion dependiente
frente a bacterias Gram negativas, y tiempo depatalio una combinacién de ambos

efectos frente a Gram positivas.

Los pardmetros que mejor se relacionan con lacéicke un antibiético son las
relaciones AUG.4n /CMI (area bajo la curva/concentracion minima iitbia), y
Cma{CMI (concentracion maxima/concentracion minimabitbria), ya que a priori se
consigue un mayor efecto bactericida (mayor eligidrade bacterias) cuanto mayor es

la concentracion en contacto con esas bacterias.

La ratio Guax/CMI es particularmente importante en presencidaltgerias con
CMis elevadas o en presencia de bacterias conapericad de proliferacion elevada
(Craig y Dalhoff, 1998). En este ultimo caso, lagctbrias tienen una mayor
probabilidad de sufrir una mutacién, que podriadcmir a la creacién de una poblacién
bacteriana menos susceptible. En los procesosciotes donde hay una alta carga
bacteriana, el proceso de mutacion estd aumeniaguesente por las leyes de la
probabilidad (Craig y Dalhoff, 1998; Drusano y cplE993). Diversas investigaciones
han demostrado que las fluoroquinolonas con uo Gfhx/CMlgo > 3 provocan una
reduccion en el recuento bacteriano de un 99%, traiersi la ratio Gax/CMlgo = 8,
previenen la aparicion de microorganismos resieterfCraig, 1998). Estos ratios
aseguran un incremento de la mortalidad de orgarsissensibles, un aumento de la

mortalidad o inhibicion de bacterias con altos kedode CMIs y, por tanto, un menor
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namero de microorganismos, que facilita la acciétad defensas organicas cuando las
concentraciones sistémicas del antibiotico son mdsei Altas concentraciones de
antibiotico, en relacion a la CMIs de los microanganos, también contribuyen a
incrementar el efecto post-antibiético (EPA). EIARN vivo, es mayor quén vitro
para la mayoria de los microorganismos, a excepcénlos estreptococof-
hemoliticos. Por consiguiente, la adecuacion datia G,ax/CMlgy serd fundamental
para retrasar el recrecimiento de patégenos, piasvhoras. El resultado de usar este
tipo de regimenes de dosificacion es que existima unenor cantidad de

microorganismos capaces de producir subpoblaciaséstentes.

A pesar de que existe una gran cantidad de infoémagugiriendo que las
fluoroquinolonas son altamente efectivas en pregafe un alto ratio Gax/CMIgo, S€
han observado excepciones que rompen la reglaejPaplo, en el caso dgacillus
anthracis ciertos estudios han sugerido que la ratio AUCIE®dmejor para predecir el
éxito que la ratio Gax/CMlgo (Deziel y cols., 2001). También hay que tenerenta el
tiempo transcurrido entre dosis, si este tiempsupgrior a 24 horas (como en el caso
del gemifloxacino), la efectividad puede dependdrtdmpo en que la concentraciéon
de farmaco excede de la CMI ¥TCMI) (MacGowan y cols., 2001).

Cuando no es posible una ratig&/CMIgo > 8, la importancia del tiempo de
exposicion al farmaco se ve aumentada, y la eicdependera de la ratio AUC/CMI
(Owens y Ambrose, 2002). La ratio AUC/CMI tambiérnve como indice PK/PD
cuando la infeccién estad provocada por bacteriasrel@miento lento, cuando existe

poco o nulo EPA, o cuando las CMIs de los microomigjaos son bajas.

Una gran cantidad de estudios en modelos animbksados en infecciones
causadas por Gram negativos) han mostrado que lon da AUC/CMI de 100 o
mayor, ha sido necesario para asegurar su supeciavéCraig, 1998; Craig y Dalhoff,
1998; Thomas y cols., 1998). Este valor de 1009 siasladamos a concentracion de
farmaco, equivale aproximadamente a 4 veces la &Mllargo de un intervalo de 24
horas de dosificacion (concentraciomewitro de difloxacino necesarias para asegurar
el efecto bactericida contra cepas aisladas empeue padecen infeccion recurrente
del tracto urinario) (Walker, 2000).

Diversos estudios han publicado que los valoreAWE/CMI necesarios para
asegurar un resultado terapéutico exitoso, pue@endderentes para infecciones

causadas por Gram negativos y Gram positivos:
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« Para organismos Gram negativos, el valor de AUC/@d&tlesario para asegurar
la cura bacteriana y la prevencion de cepas resestees de 100-125 (Forrest y
cols., 1993).

e En contraste, la ratio AUC/CMI para bacterias Grgoositivas es
considerablemente menor, aproximadamente 30-5@&h(Hor y cols., 2002;
Preston y cols., 1998; Wright y cols., 2000).

Investigaciones con fluoroquinolonas de terceraganon, han sugerido que en
microorganismos Gram positivos los valores de AUIVGson substancialmente
menores cuandoa/CMI = 10 (Nightingale y cols., 2000). Ademas, Lees yj&®
Aliabadi (2002a) han realizado investigaciones algatio AUC/CMI obteniendo un
efecto bacteriostatico, bactericida y eliminaciootalt bacteriana con varias
fluoroquinolonas. En todos los casos, este indieenfienor de 100-125 para terneros,

ovejas, cabras y camellos.

Por tanto, la integracion PK/PD es una guia patang estimaciones iniciales
de dosis, que son necesarias para alcanzar laesgapeiinica deseada, modificar un
régimen de dosificacion en pacientes que tienenaald el aclaramiento, o para calcular
una dosis basandose en la informacion de la suisitielpld de organismos patégenos.
Sin embargo, no es correcto usar estos indices gegurar la efectividad de un
producto o para comparar productos. Hay numeroao®res farmacocinéticos y
farmacodinamicos que no pueden predecirse. Poip&ela concentracion sérica de un
farmaco no necesariamente refleja la capacidadstie gara penetrar en el sitio de
infeccidn o en el interior de la célula bacteri@acGowan y Bowker, 2002).

La actividad bactericida de un antibiotico puederatse por modificaciones en
la relacibn pH intracelular/pKa del farmaco, coidenen oxigeno, y actividad
enzimética intracelular (Butts, 1994). Ademas, latepcia de un antibiotico es
frecuentemente considerada en términos de CMI,eguan efecto estéatico sobre el
crecimiento bacteriano. La CMI de un antibioticoege no ser igual que su
concentracion bactericida minima (CBM 6 MBC). Destlmomento que los valores de
CMI y CBM de un antibiético son estimados vitro, estos no reflejan la capacidad
antimicrobianan vivo por numerosos factores (Craig y Dalhoff, 1998)eiMias que se
ha demostrado que algunas fluoroquinolonas tiectwidad in vitro e in vivo contra

bacterias en fase estacionaria (por ejemplo, ofiaway ciprofloxacino), otras no (por
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ejemplo, norfloxacino) (Lode y cols., 1998). Tammbténemos que tener en cuenta que
una vez que hemos alcanzado un determinado valiar rdéio AUC/CMI 0 Gax/CMI
para un determinado antibiético, el incremento staseratios no aumenta su eficacia
clinica, ya que elevadas concentraciones de flummotpnas inhiben la sintesis de
ARN vy la sintesis proteica, provocando una disnignuen su actividad bactericida
(Lode y cols., 1998).

Ultimamente, diversos estudios indican que la imeg de la respuesta inmune
del animal, determinara la efectividad de la iraegm PK/PD (Andes y Craig, 2002;
Toutain y cols., 2002).

2.10.- UTILIZACION CLINICA DE LAS FLUORQUINOLONAS.

Las indicaciones clinicas de las quinolonas harvat@mndo al mismo ritmo que
iban evolucionando, mejorando su espectro de dafiviy sus propiedades
farmacocinéticas (Figura 10).

Una de las principales indicaciones de las quiradofueron las infecciones
urinarias, debido a su actividad frente a enter@i@s, las principales causantes de este
tipo de infecciones, asi como a que debido a sniredicion por via renal acumulan
grandes concentraciones de antibiotico en el trgetatourinario. De este modo las
quinolonas se usan de manera frecuente para amimtto de cistitis, prostatitis o
pielonefritis, siendo el norfloxacino la quinolongds comunmente utilizada, aunque
otras quinolonas como el ciprofloxacino o el oficin@ entre otras pueden ser utilizadas
(Alos, 2003; Hooper y Wolfson, 1985; Oliphant y @ne2002).
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Figura 10.- Relacion entre el afio de introduccion de las glanas y su uso en clinica.

Otras indicaciones de las quinolonas son las iidaes gastrointestinales, y
abdominales. Estas presentan una muy buena actisatae los principales patdgenos,
Salmonellaspp.,Shigellaspp.,Escherichia coli o Campylobactespp. Por este motivo
algunos autores proponen el uso de estos antinmecrad como profilaxis para viajeros
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a paises en vias de desarrollo, con el fin derdaitaparicion de la llamada “diarrea del
vigjero” (Tellier y Keystone, 1992).

También se han usado las quinolonas como descor@ates del aparato
digestivo en pacientes sometidos a transplantes etofin de evitar posteriores
infecciones, asi como en protocolos de prevenc&peatitonitis bacteriana espontanea
en pacientes cirroticos (Bauer y cols., 2002; Hogp&/olfson, 1985).

Con la llegada de las nuevas fluorquinolonas, sulcaciones se fueron
diversificando, asi pues, actualmente las quinagloge utilizan en el tratamiento de
infecciones sistémicas graves. Debido al ampli@&sp de accidn, su administraciéon
oral y su tolerabilidad se utilizan en infeccion®seas que necesitan un tratamiento
prolongado (Alos, 2003).

Una de las indicaciones de las modernas quinol@uas las infecciones
respiratorias, especialmente para el tratamienttadeeumonia ya sea nosocomial o
adquirida en la comunidad. Los patdgenos mas cosnoagsantes de este tipo de
infeccidn (especialmente los neumococos) seriaceptibles al tratamiento con estos
antibioticos (Alos, 2003). Aunque en los ultimosoafhan empezado a surgir cepas

resistentes (Davidson y cols., 2002).

Las quinolonas utilizadas en medicina veterinasia(@abla 6):
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FLUOROQUINOLONA ESPECIES ANIMALES
_ Salmon, trucha, gallinas, perros,
Flumequina
cerdos, terneros, corderos
Acido oxolinico Trucha
Perros, gatos, conejos, pollos,
Enrofloxacino pavos, terneros, caballos, cerdos.
bovidos.
Orbifloxacino Perros y gatos.
Ibafloxacino Perros y gatos.
Difloxacino Perros, gatos, pollos y pavos.
Danofloxacino Porcino, Bovino

. Perros, gatos, cerdos, terneros y
Marbofloxacino '
bovino.

Sarafloxacino Pollos, pavos y salmon.

Pradofloxacino (en fase de
Perros, gatos.
desarrollo)

Tabla 6. Relacién de quinolonas y su utilizacién en diversgpecies animales.

A. VACUNO, OVINO Y CAPRINO:

Las fluoroquinolonas son activas frente a microoigaos asociados a
infecciones respiratorias agudas en ganado, cagrimono, causadas pétasteurella
haemolytica, Pasteurella multocigaHaemophilus somnu®tras indicaciones pueden
ser mastitis, metritis, conjuntivitis e infeccioresisadas pdycoplasmaspp, como la
neumonia y la otitis media. Sin embargo, en Estatfodos, solo ha sido aprobado el

uso de fluoroquinolonas en neumonia aguda en garadmo (Walker, 2000).
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B. CERDO:

Las fluoroquinolonas son activas en el tratamiel@anfecciones causadas por
Mycoplasma hyopneumoniag se podrian utilizar en la prevencion y tratartoede
infecciones por patdgenos tales corischerichia coli, Pasteurella multocidg
Actinobacillus pleuropneumoniaeSin embargo, su uso en cerdos estd prohibido en

Estados Unidos y en otros paises (Walker, 2000).

C. CABALLO:

A causa de los efectos adversos que las fluorotpias pueden ejercer sobre
las articulaciones como la erosién del cartilagoyso no esta recomendado en potros
menores de 3 afios. Si bien, la posibilidad de adtran estos quimioterapicos via oral,
convierte a este grupo, en antibidticos de primgleccion en el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias Gram negativaalmllos. En la pleuritis crénica
causada poEscherichia coli,se ha utilizado enrofloxacino con éxito clinicm &stos
animales, también ha sido descrita la seguridaficacta de orbifloxacino (Walker,
2000; USP Drug information, 2003).

D. PERROS Y GATOS:

En este grupo de animales, las fluoroquinolonasdgrueser utilizadas en
infecciones del tracto urinario (como prostatisinfecciones respiratorias, del tracto
superior tales como rinitis y del tracto respiratocomo neumonias, incluyendo las
causadas pdBordetella bronchisepticaAdemas, también son ampliamente utilizadas
en pioderma profunda y superficial, en otitis mgdexterna; en infecciones de heridas,
en peritonitis asociadas a metronidazol, en casmféeciones por microorganismos
anaerobios, en osteomielitis causadas por Gramtinegaaerobios y en infecciones
causadas por micoplasmas, como conjuntivitis econd@es de tejidos blandos. Como
en otras especies, estos antimicrobianos no deivgrle@se en animales jovenes,
menores de 8 meses y en caso de perros de rapaegrau uso no esta recomendado
hasta los 12 meses de edad (Walker, 2000).

En un ensayo clinico se estudio la eficacia deniiaina mas ciprofloxacino en

el tratamiento de la brucelosis en perros, loslta@dos pusieron de manifiesto que esta
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combinacion es tan eficaz como el régimen estaadgieado en medicina humana,

compuesto por rifampicina y doxiciclina (USP Drafprmation, 2003).

En infecciones causadas por micobacterias en gawwshan utilizado
enrofloxacino y ciprofloxacino. Asi, frente dJycobacterium lepraemurium
micobacteria no tuberculosa, enrofloxacino ha tadol eficaz en las manifestaciones

cutaneas causadas por este microorganismo (USPidongation, 2003).

E. AVES DE CORRAL.:
En las explotaciones de aves de corral, se negegjEntes antimicrobianos con

capacidad bactericida rapida frente a los patégquoesse aislan frecuentemente, entre
los que destacaBscherichia coli que causa graves septicemias y celulBamonella
spp, Haemophilus paragallinarumy Pasteurella multocida Sarafloxacino vy
enrofloxacino han sido desarrollados para el usawas de corral y las indicaciones
aprobadas en Estados Unidos comprenden el trat@mmilenlas infecciones causadas
por Escherichia colien pollos y pavos. Enrofloxacino, ademas, tambiénsido
aprobado en el tratamiento de las infecciones dasgsporPasteurella multocidaen
pavos (Walker, 2000; USP Drug information, 2003anbBfloxacino no esta autorizado
para su uso en aves, pero se ha comprobado inlaisosceptibilidad frente a cepas

descritas anteriormente. (Raemdonck y cols., 1@@2rnaras e Ivon Holy ,2001)

F. CONEJO:

En el conejo, el tratamiento con fluoroquinolonasaeindicado en distintos
procesos infecciosos que afectan a piel y tejidocsidneo (dermatitis, abscesos y
mastitis causadas por patégenos co8taphylococcus aureus?seudomonas spp.,
Pasteurella multocidy Pasteurella spp, tracto respiratorio (neumonia, infecciones en
el tracto respiratorio superior) y conjuntivitisoducidas porPasteurella multocida,
Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus aurgiseudomonas aerugingsaparato
gastrointestinal (diarrea, colibacilosis ocasiosapar agentes comBscherichia coli,
Salmonella sppy Pseudomonas spp.sistema nervioso central (nistagmus, torticolis
causadas porPasteurella multocida aparato urogenital (cistitis originada por

Escherichia colio Pseudomonas sppy en procesos infecciosos en los que se aisla
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Listeria monocytogene® Pasteurella multociday que cursan con somnolencia,

anorexia, pirexia y septicemia (Burgmann, 2000).

En la USP Drug information, 2003, se recoge quecg®jos con pasteurellosis,
enrofloxacino via parenteral ha mostrado que pues@ver los signos clinicos en los

animales infectados, aunque no pudo erradicartéypnao causante de la infeccién.

Por otro lado, las fluoroquinolonas son efectivas ed tratamiento de las
queratitis oculares en conejo causadasiaphylococcus aureuson dafo tisular e
inflamacion por la accion de toxinas secretadasifbro microorganismo. Dajcs y cols.
(2004), concluyen en un estudio realizado en cengje la eficacia de moxifloxacino
en el tratamiento de queratitis causadas $t@phylococcus aureuss superior a la

encontrada con levofloxacino y ciprofloxacino.

G. OTROS:
A pesar de que no se ha establecido la seguriddidacia de danofloxacino en

a otros animales y dada la gran susceptibilidadviiro para el tratamiento de
infecciones por multitud de patdégenos, se hanzaddi gran variedad de estudios de
farmacocinética y CMIs, con resultados prometedaeslas siguientes especies:
corderos (Godinho y cols. 2007), cabras (Ozdendolg., 2006), aves (Raemdonck y
cols.,1992), conejos (Rouger y cols. 2006), pel@stin y cols.,2003), camellos
(Aliabadi y cols., 2003a), caballos (Fernandez-Yiay&ols., 2006a), tortugas (Marin y
cols., 2008), burros (Kum y cols., 2009) y coclodr{Turutoglu y cols., 2005).

2.11.- TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS.

Los efectos adversos de las quinolonas, con exaegsi N0 son consecuencias
graves si los comparamos con los beneficios queni€Sarkozy, 2001). Igualmente,
con algunas excepciones (temafloxacino, trovafloxgc grepafloxacino), las
fluorguinolonas son consideradas seguras y bieeradhs (Stahlmann, 1990).
Generalmente, la toxicidad depende mayormente diodes y la especie animal de
destino (Bertino y Fish, 2000).
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Se han informado efectos toxicos de las quinol@udme el sistema nervioso,
cardiovascular y gastrointestinal del hombre y des lanimales, asi como
condrotoxicidad, toxicidad sobre la reproduccionely desarrollo, genotoxicidad,

cardiogénesis y fototoxicidad (Otero y cols., 2001b

Las fluorquinolonas son comparables con otras slade antibidticos en
términos de frecuencia y gravedad de los efectogerads. En estudios clinicos
comparativos, la frecuencia global de efectos awbgepara diferentes fluorquinolonas
es entre 3-40%. En otros antibidticos: 6-35% enqgieras, 39% en eritromicina, 12-

39% en cefalosporinas etc. (Wolfson y Hooper, 198#rby, 1991).

2.11.1.- RELACION ENTRE ESTRUCTURA Y EFECTOS
ADVERSOS.

Cada fluorquinolona tiende a producir ciertos efeadversos, diferencias que
pueden ser explicadas por las caracteristicas castales (Domagala, 1994). Las
alteraciones digestivas y la artropatia no pargéeeer relacion con las modificaciones
quimicas de las distintas moléculas. Sin embargogristaluria, las alteraciones
neurolégicas y la fototoxicidad, si estdn muy riela@das con estas modificaciones
(Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

A continuacién se detallan los diferentes efectabtvessos segun las
modificaciones en las diferentes posiciones destauetura basica o nucleo de las
quinolonas (figura 1, pagina 11):

= Sustituciones en posicion 1.

Los radicales unidos al nitrdgeno de esta posicidn a influir en la
genotoxicidad de las quinolonas. La presencia daalopropilo implica moléculas con
mayor citotoxicidad, seguidas de aquellas que ptaseun tert-butilo, un 2,4-

dihidrofenilo y un grupo etilo (Lipsky y Barker, 99).
= Sustituciones en posicién 2y 6.

No se han descrito efectos secundarios relacionamos! radical en posicion 2
ni con el fldor en posicién 6 (Gutiérrez-Zufiaurg®04).
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= Sustituciones en posicién 3y 4.

El grupo carboxilo de la posicion 3 y el grupo axo posicion 4 producen
quelacién de algunos cationes, tales comd,@ag”* y F&”, tendiendo a disminuir su
absorcion oral y por tanto produciendo fracasosldratamiento (Lomaestro y Balilie,
1991).

= Sustituciones en posicion 5.

Los radicales presentes en esta posicion van daafea la induccion de
fototoxicidad y genotoxicidad. Concretamente, ltotiaxicidad se produce cuando la
quinolona se excita con luz ultravioleta, la cuel, ocasiones libera radicales libres
toxicos para las células. Aumentan la fototoxicittEdgrupos metilo (grepafloxacino),
seguido de un hidrogeno (ciprofloxacino) y grupdran(sparfloxacino), interviniendo

de una manera importante el sustituyente en pos€®(Domagala, 1994).
= Sustituciones en posicion 7.

El radical en posicion 7 estd relacionado con léectes directos de las
quinolonas sobre el SNC, debido a su union comdosptores gabaérgicos cerebrales,
bloqueando la unidon del GABA. Los efectos mas feates son: cefaleas, alteraciones
del ritmo del suefio, alteraciones del humor, vénigonvulsiones (Wolfson y Hooper,
1991; Domagala, 1994).

La presencia de moléculas de menor tamafio en (&g tamo piperacinas
(ciprofloxacino, norfloxacino) y pirrolidinas (tooxacino, clinafloxacino) son las que
mas antagonizan con el GABA. De forma contrarig,dainolonas con radicales mas
voluminosos (piperacinas o pirroles sustituidognén menor antagonismo con el
GABA. Este efecto antagdnico también depende germatracion en el tejido nervioso
y probablemente esté ligado al grado de lipofiligpofobia de los distintos radicales.
(Gutiérrez- Zufiaurre, 2004)

Otros efectos adversos relacionados con las stisties en esta posicion son:

» Genotoxicidad: el anillo pirrolidinil es més citaiéo que el piperacinil,
y éstos mas que los anillos con alguna sustitueidnsu estructura
(Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).
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» Alteraciones dermatologicas: la presencia de urmpayralquilo en el
anillo piperacinil en el C7 esta relacionado cateera, urticaria, prurito,

erupcion (Norrby, 1991).
= Sustituciones en posicion 8.

Los cambios en X8 estan relacionados con la pradiiate genotoxicidad y

fundamentalmente con la fototoxicidad (Lipsky y IBar 1999):

- El radical mas genotoxico es C-F, seguido en opibenC-Cl, C-OCH,
N, C-CR y C-H.

- La fototoxicidad se ha demostrado en las quinolgustienen un grupo
halogenado en C8, como el flior (lomefloxacino, répgacino y
fleroxacino). Esta fototoxicidad disminuye con stn@dicales como el

grupo metoxi.

En orden decreciente de toxicidad en funcion diéiceh en esta posicion: CsF
C-CI>N>CH > CEk> C-OR.

= Otros efectos adversos relacionados con la estrucdu

Cristaluria y nefrotoxicidad: grupos alquilo enpasicion C7 (CF, CCI, CCF3)
como en C8 mejora la solubilidad en agua. En cajmaidicales con grupos amino

favorece la cristaluria (Rosen y cols., 1988).

2.11.2.- EFECTOS ADVERSOS ESPECIFICOS SEGUN
ORGANO O SISTEMA AFECTADO.

= Efectos gastrointestinales.

Se cree que pueden estar causados por una condbirdicécta de irritacion
gastrointestinal y efectos relacionados con elewsiat nervioso central (SNC)
(Domagala, 1994). La estimacion de efectos gasestinales es de 2-20% siendo los
MAas comunes:. nauseas, anorexia y dispepsia. Ooge como dolor abdominal,
vomitos y diarrea son menos frecuentes pero puselede mayor gravedad (Adam y
Von Rosenstield, 1994; Ball y Tillotson, 1995).
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Se han asociado colitis p&tostridium difficilecon fluorquinolonas, quizéds por
el efecto de algunas sobre la flora gastrointdstinaerébica. Fluorquinolonas como
trovafloxacino, moxifloxacino y gatifloxacino se rhaisto asociadas con un mayor
riesgo de producir esta colitis (Wolfson y Hood&d91; Nord, 1995).

» Efectos sobre el Sistema Nervioso Central (SNC).

Los efectos sobre el SNC se encuentran en seguosiaigm en cuanto a
produccion de efectos secundarios. Su frecuenailelel-2%, llegando incluso al 11%
para algunos autores (Stahlmann, 1990; Lipsky yeB&l999).

Los efectos mas frecuentes son: dolor de cabeza&osmg somnolencia. Otros
efectos menos frecuentes han sido notificados:ieta, insomnio, trastornos del

suefo, agitacion y cambios en la vision.

Raramente se han informado de convulsiones y aagiendo mas frecuentes
en aquellos con factores predisponentes a padecénlauma craneal, anoxia,
convulsiones, alteraciones metabdlicas, terapiamtedicamentos que interactian tales
como teofilina y antiinflamatorios no esteroidees;.) (Wolfson y Hooper, 1991;
Stahlmann, 1990; Lipsky y Baker, 1999).

La fluorquinolonas que producen mas efectos secinsdaobre el SNC se
describen a continuacién, en orden de importancvafloxacino > norfloxacino,
gatifloxacino, moxifloxacino > sparfloxacino > ogfloxacino > ofloxacino >
levofloxacino (Fish, 2001).

» Efectos dermatolégicos.

Se producen en una tasa global de 0,5-3%, siendteeio mas frecuente las
reacciones fototoxicas, las cuales pueden apaeecapenas unas horas después de la
administracion de la quinolona y con la suficieex@osicién a radicacion ultravioleta
(UV). Las reacciones de fotosensibilidad requieexposicion previa al agente y
aparecen al cabo de 1 o 2 horas. Estas Ultimasioeas son raras con las

fluorquinolonas, (Domagala, 1994).

Las manifestaciones clinica fototdxicas van desuéeue eritema en las areas

expuestas al sol hasta erupciones graves, y pssiarausadas tanto por la exposicion
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directa e indirecta a la luz del sol, como porxaasicion a lamparas UV (Lipsky y

Baker, 1999; Domagala, 1994). Las reacciones gienenée disminuyen tras suspender
la terapia, pero pueden aparecer hasta 3 semarsgpsiédede la suspension del
antibiotico. Esto puede ocurrir con aquellas fluanglonas que tienen alta penetracion

en tejidos o una larga semivida de eliminacion (Bgata, 1994).

De mayor a menor gravedad de producir fototoxicidasl fluorquinolonas se
clasifican de la siguiente manera: lomefloxacingparfloxacino > ciprofloxacino >
norfloxacino, ofloxacino, levofloxacino > trovaflagino, moxifloxacino, gatifloxacino
(Fish, 2001).

Otras reacciones adversas dermatoldgicas poco efrexsl causadas por
fluorquinolonas son: erupcion cutanea, prurito,ne@ehiperpigmentacion, dermatitis,

vasculitis, eritema multiforme y purpura de Hen&idhonlein (Fish, 2001).

= Efectos hepaticos.

Puede ocurrir con una frecuencia del 2-3%. Lascieaes mas frecuentes son
elevacion de enzimas hepéaticas como alanina araigdgrasa, aspartato
aminotransferasa y fosfatasa alcalina. Tambiénasedado casos de aumento de la
bilirrubina total. Estas elevaciones son leves yergbles al interrumpir el
medicamento. Trovafloxacino es una fluorquinolona ana hepatotoxicidad conocida
clinicamente significativa (Wolfson y Hooper, 199ietman, 1995; Lipsky y Baker,
1999).

= Efectos sobre el tracto urinario.

Los efectos nefrotoxicos de las fluorquinolonas gooo frecuentes, existiendo
casos de hematuria, nefritis intersticial e inseficia renal aguda (Stahlmann, 1990;
Domagala, 1994; Allon y cols., 1990).

La frecuencia de elevacién de los niveles de crigatisérica durante la terapia
con fluorquinolonas es 0,2-1,3%, y la frecuenciazaemia es similar (Lietman, 1995;
Wolfson y Hooper, 1991).
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En animales se han informado casos de cristalli&io es debido a la
disminucién de la solubilidad de las fluorquinolenen pH fisiol6gico o alcalino,
debido a su naturaleza quimica como zwitteriona Eesistaluria aparece en la orina
acida normal de los seres humanos de forma ranmg&Dala, 1994; Bryskier y Chantot,
1995).

= Efectos oculares.

El acido nalidixico y pefloxacino se asocian comialeocular cuando se
administran en animales a dosis altas. Las maadiestes oculares incluyen: cataratas,
opacidades lenticulares punteadas, cambios morfol®gle la retina y alteracion de la
agudeza visual (Schentag y Scully, 1999).

» Efectos musculoesqueléticos.

Se han descrito casos de artropatias en aproxinesdi@mn 1% de los pacientes
tratados con fluorquinolonas (Hayem y Carbon, 199%)s manifestaciones mas
comunes fueron: dolores articulares, rigidez e hHamén de las articulaciones,
especialmente las rodillas. Se han observado dulasifprimeros dias de tratamiento y
principalmente en pacientes menores de 30 afiass Esttomas suelen desaparecen en

dias 0 semanas después de la suspension del fafiRstto2001).

El mecanismo por el que se produce ese dafio ariad sospecha que sea una
disfuncion mitocondrial generada por la inhibicide la sintesis de ADN y de la

actividad del glucosaminoglicano en el cartilag@alar inmaduro (Fish, 2001).

Tendinitis y rupturas espontaneas de tendon ham dédcritas en personas,
durante o tras una terapia con quinolonas. Puederrio de manera unilateral o
bilateral (Lipsky y Baker, 1999).

El riesgo de ruptura del tendon de Aquiles fue 4egesuperior entre las
personas que recibieron una fluorquinolona y las i la recibieron. Generalmente,
aparece en mayores de 50 afios y en tratamient@rmoaaote con corticoesteroides
(Pierfitte y cols., 1995; Szarfman y cols., 1995)s sintomas pueden ocurrir dentro de
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2-42 dias después de iniciar el tratamiento y suedsolver dentro de 1-2 meses

después de la suspension del antibiético (Fishl 200

= Efectos cardiovasculares.

La administracion de fluorquinolonas, principalmentsparfloxacino vy
grepafloxacino, ha sido asociado con una prolodgaen el electrocardiograma del
intervalo QT corregido (Fish, 2001).

Los efectos de las fluoroquinolonas en el tejidogardico estan relacionados
aparentemente con el gen HERG, que codifica ell cenpotasio lkr. La inhibicion de
HERG/Ikr por las fluoroquinolonas puede induciplalongacién del intervalo QTc, y
como consecuencia, podria provocar arritmias anéies o taquicardia ventricular
conocida como“torsade de pointes”. Diferentes estudios lo han demostrado en
diferentes fluorquinolonas que producen bloqueogdel HERG aunque con diferente
potencia (Fish, 2001).

Otros efectos cardiovasculares adversos asociamo$as fluorquinolonas son:
hipotensidon o hipertension, taquicardia, sincopigraia, edema y dolor en el pecho
(Fish, 2001).

= Efectos hematoldgicos.

El uso de fluoroquinolonas ha sido asociado a aaldades hematologicas
como anemia, metahemoglobinemia, leucopenia, granopenia, aumentos Yy
disminuciones en el tiempo de protrombina e incrémey disminucion en la
concentracién de plaquetas, si bien, la incidehaissido baja (0,3-1%), y no se ha
descrito una relacion causal. Con excepcion de flexa@ino, es raro que se asocie

anemia hemolitica con el uso de estos antibactesiéfish, 2001).
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= Efectos inmunoldégicos.

Reacciones de hipersensibilidad a fluorquinolonas lsido detectadas en
diferentes estudios clinicos en el 0,6-1,4% depasientes. Estas reacciones fueron
principalmente: eritema, prurito, urticaria y erifpc cutanea, causadas por cualquier

reaccion alérgica o mediante la liberacion de higta (Stahlmann, 1990).

Liberacion de histamina e hipotension se ha obderdarante la administracion
intravenosa rapida de fluorquinolonas (Lipsky y &aki999). Otras reacciones como
eritema cutaneo, picor y sensacion de quemazon ase pnoducido durante la

administracion intravenosa de ciprofloxacino (Th&irssson y cols., 1988).

También se ha dado un caso de enfermedad del duesote la administracion
de ciprofloxacino y un caso mortal de vasculitia G administracion de ciprofloxacino
y ofloxacino (Christ y Esch, 1994; Pace y Gatt,9)98

Las reacciones anafilacticas a fluorquinolonas rapas, con una frecuencia de
0,46-1,2 casos/100000. Estas reacciones se produgerpartir de los 5-60 minutos

después de la administracion de las mismas (PaRaeyes, 1992).

» Efectos carcindgenos y teratégenos.

Esta descrito que las quinolonas pueden inhibia gopoisomerasa Il de los
mamiferos, homologa de la ADN-girasa de las baxgeproduciendo toxicidad celular
y clastogenicidad (roturas en la cadena de ADN)centraciones muy elevadas,
aproximadamente de 300-10000 veces mas de los ridggiepara los efectos
bacterianos. Se han realizado estudios de toxi@laglargo plazo, y no se ha
encontrado evidencia de efectos cancerigenos oiela@l ADN humano después de la
exposicidn clinica a estos antibiéticos (Gootz ig.¢d990; Suto y cols., 1992).

En cuanto a los efectos teratogénicos, ha sidaittepérdida de peso fetal y un
aumento de la mortalidad fetal con levofloxacinoratones, pero no en conejos, al
administrar dosis muy elevadas (80 veces la dasisaha maxima). Gatifloxacino
produjo malformaciones en el esqueleto y un aumentda mortalidad neonatal y
perinatal cuando se administré en ratas a dosivaguotes o superiores a la dosis

maxima en humanos. Moxifloxacino, a dosis igualesuperiores a la dosis maxima
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permitida en el hombre, produjo en conejos unaigérde peso fetal y un retraso en la
calcificacion esquelética. También se ha registtagndisminucion de peso al nacer en
monos, a dosis de moxifloxacino 2,5 veces superiarl® maxima dosis recomendada
en el hombre (Fish, 2001).

Las fluorquinolonas se clasifican por la FDA ercédegoria C en embarazadas.
Se han realizado estudios controlados en mujerbsrazadas y se ha concluido que
deben utilizarse durante el embarazo solo si edfima supera el riesgo potencial para
el feto (Fish, 2001).

2.12.- INTERACCIONES.
2.12.1.- INTERACCIONES CON MEDICAMENTOS.

Las quinolonas, como la mayoria de antimicrobiapossentan interacciones

con otros grupos farmacoldgicos.

% INTERACCIONES RELACIONADAS CON LA ESTRUCTURA:

Existen algunas interacciones que estan relacisnada la estructura de la

molécula, que se resumen a continuacion:

* Los radicales unidos al nitrégeno de la posiciomah a influir en la
interaccién con las xantinas. La presencia de adghc pequefios y
lineales (ciclopropilo o etilo) aumenta la interi@cccon las xantinas; sin
embargo, si el sustituyente es un fluoroetil (f@wno) o un 2,4-
difluorofenilo (temafloxacino) disminuye el grade éhteraccién en un
10-25% en comparaciéon con radical ciclopropilo ékiypy Baker, 1999).

e Existen interacciones entre el sustituyente encposiC7 y algunos
antiinflamatorios no esteroideos y sus metabolitosluso con ciertas
guinolonas esta interaccion puede aumentar de B0O aeces. Aquellas
fluorquinolonas que no presentan sustituciones|esmido piperacinil
(como ciprofloxacino, enoxacino y norfloxacino) mtran mayor

interaccion con los antiinflamatorios no esterofjenientras que las que
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presentan una cadena alquilada en el anillo pipgrag un anillo

pirrodinil muestran una interaccion minima (LomeestBailie, 1991).

También la posicibn 7 va a influir en la interaccide las
quinolonas con las xantinas. Los radicales pequefiosineales
incrementan esta interaccion, mientras que los wwsminosos la

disminuyen (Domagala, 1994).

* Los cambios producidos en X8 estan relacionadodecorieraccion con
los antiinflamatorios no esteroideos y con las ixaist (aunque en menor
medida que los cambios en C7). Los derivados Ilffglimanas
interfieren mas en el metabolismo de las xantinas gquellos que
presentan derivados voluminosos en posicion 8 é@wti-Zufiaurre,
2004).

< INTERACCIONES A NIVEL DE LA ABSORCION:

Todas las fluorquinolonas interactian con producfos contienen cationes
multivalentes como aluminio, antiacidos que comiermagnesio y productos que
contienen calcio, hierro o zinc. El uso concomgarde estos productos con
fluorquinolonas reduce la absorcion oral de estasnécrobianos. Esto es debido a la
formacion de complejos insolubles mediante queta@é el tracto gastrointestinal, que
disminuyen la absorcién. La quelacion se produbeestmdo con aluminio y magnesio,
si bien todos los productos que contengan catioe@scen la absorcion de manera

significativa, lo que aumenta la posibilidad de&so terapéutico (Fish, 2001).

Los preparados multivitaminicos contienen mineraiege producen efectos
negativos similares a los anteriores en la absom#las fluorquinolonas. Al igual que
ocurre con la administracibn concomitante con swlfeerroso, que disminuye la
biodisponibilidad de los antibiéticos entre un 46 (Shiba y cols., 1992).

Para evitar estas interacciones, se deberan admirestos productos al menos

2 horas antes o0 4-6 horas después de la dosisatgudinolona (Shiba y cols., 1992).

Estudios realizados con la administracion concartetale fluorquinolonas con
antagonistas de los receptores de histampnaiHhibidores de la bomba de protones no
han producido efectos clinicamente significativosbre la absorcion de estos
antibioticos (Radandt y cols., 1992).
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La absorcion de ciprofloxacino se ve afectada regaente, con una
disminucién del 26-29% en plasma de lasCy del AUC, cuando se administra
conjuntamente con didanosina, ya que su formulagsdé compuesta por carbonato de
aluminio e hidroxido de magnesio como tampén. Igealte, pueden interactuar otras
fluorquinolonas, por lo que su administracién conitante debe evitarse (Knupp y
Barbhaiya, 1997).

% INTERACCIONES A NIVEL DEL METABOLISMO:

Las fluorquinolonas pueden inhibir el aclaramied® derivados de xantinas,
incluyendo teofilina y cafeina. Esta interacciorsutea del metabolismo de las
fluoroquinolonas por la isoenzima 1A2 del sistem#occomo P450. Las
fluoroquinolonas inhiben esta enzima previniendmetabolismo/inactivacion de las
metilxantinas como cafeina y teofilina, provocanekreso de estas sustancias en

sistema nervioso central y estimulaciéon cardiaca.

Intorre y cols. (1994) estudiaron el efecto de #oxacino cuando se administra
concomitantemente con teofilina. En este estudioc@afirmd, que enrofloxacino
disminuye el aclaramiento hepatico y aumenta laiddan de eliminacién de la

teofilina, dando lugar a un aumento de sus coraeiotres séricas.

El acido pipemidico y la enoxacina son las quinaoque provocan un mayor
incremento en las concentraciones de teofilina,aralando incluso el 40%;
ciprofloxacino provoca un aumento de alrededor5®! y norfloxacino, ofloxacino,
levofloxacino, moxifloxacino y gatifloxacino apenasodifican las concentraciones

plasmaticas de este farmaco (Gobernado y Sant02).20

Algunas fluorquinolonas inhiben ciertas enzimasatieps que son utilizadas
por la warfarina. Es por ello que su administracddncomitante puede producir una
disminucién en el metabolismo de la warfarina y ammento de la respuesta
terapéutica. Sin embargo, diversos estudios harosteatlo que esta interaccion no es
clinicamente significativa (Fish, 2001).

Ciprofloxacino y norfloxacino disminuyen el aclanamto de ciclosporina,
aumentando sus concentraciones séricas (Davissy, 8¢996; McLellan y cols., 1995).

Enrofloxacino podria aumentar las concentraciotesnaticas de warfarina, fenacetina
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y fenotiazina, y disminuir las de fenobarbital, ideb a una interaccibn en su
metabolismo. (Otero y cols., 2001b).

Existen informes que indican la posible existerdgainteracciones entre las
fluorquinolonas y determinados antibioticos contracobacterias, concretamente
rifampicina, pirazinamida y cicloserina. Rifampiajres un inductor del CYP hepético,
aumentando el metabolismo de grepafloxacino y potot obteniéndose niveles del
mismo subterapéuticos. Pirazinamida y cicloseringeraccionan con ofloxacino
produciendo un aumento de la toxicidad a nivelsistema nervioso central cuando se
administra junto con cicloserina y dando lugar a umala tolerancia cuando se

administra con pirazinamida (Fish, 2001).

< INTERACCIONES A NIVEL DE LA EXCRECION:

Cimetidina puede inhibir la secrecion tubular renalpor tanto, reducir el
aclaramiento sistémico de fluorquinolonas que feetan principalmente por via renal
(levofloxacino, ciprofloxacino, lomefloxacino, sflaxacino, gatifloxacino) (Fish,
2001).

Probenecid puede inhibir, al igual que cimetidilaasecrecion tubular renal de
las fluorquinolonas eliminadas principalmente pecrecion renal (Aminimanizani y
cols., 2001).

En un estudio randomizado con 19 voluntarios sarmss recibieron
concomitantemente morfina (0,15 mg/kg) por viaawdnosa y trovafloxacino por via
oral (200 mg), los valores de los parametros deaffoxacino resultaron alterados,
observandose una reduccion del 36% en la biodibpioiaid y del 46% en el valor de la

Cmax de trovafloxacino (Vincent y cols., 1998).
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% OTRAS INTERACCIONES:

Las fluorquinolonas se antagonizan con macrolidotetyaciclinas frente a
estreptococos y enterococos y en general antagotamien al cloramfenicol (Otero y
cols., 2001b).

Se han notificado casos de convulsiones cuandamsénstro enoxacino con
fenbufeno (Christ, 1990). EI mecanismo parece ser pbtenciacion por los
antiinflamatorios no esteroideos de la inhibici@mpetitiva de los receptores GABA
por las fluorquinolonas (Radandt y cols., 1992)tui®s en humanos no han
encontrado evidencia significativa de interaccidriree fenbufeno y ciprofloxacino
(Kamali y cols., 1998). Es por ello, que no parque exista interaccion clinicamente
significativa entre antiinflamatorios no esteroisley las nuevas fluorquinolonas
(Fish, 2001).

La administracion de ciprofloxacino con foscavirdzalo lugar a un aumento de
la frecuencia de convulsiones, por un mecanismoiadedpor receptores GABA
(Matsuo y cols., 1998).

Ciprofloxacino se ha asociado con un aumento dedasentraciones en suero
de fenitoina cuando se administraron conjuntameskistiendo evidencia clinica de
toxicidad (Davis y cols., 1996).

Se ha informado de un aumento en la frecuenciéeesidad de los ataques en
perros epilépticos bajo tratamiento con fenobdrbitando se administré enrofloxacino
(Vancutsem y cols., 1990).

Una de las interacciones mas importantes de lasolpuias se presenta con
farmacos como la warfarina y la digoxina. Estos deberian asociarse con las
fluoroquinolonas que prolongan el intervalo QT, f@iposible aparicion de arritmias

y/o problemas cardiacos (Bertino y Fish, 2000).

Para minimizar el riesgo de prolongacién del irdvQT y arritmias, las
fluoroquinolonas no deben co-administrarse con d&&om que prolonguen dicho
intervalo, como eritromicina, disopiramida, o aepdesivos como amitriptilina (Curtis
y cols., 2003; Owens y Ambrose, 2002; Owens y Arsdr@002b).
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2.12.2.- INTERACCIONES CON ALIMENTOQOS.

El grado en que las fluorquinolonas son absorbidas se ve afectado
significativamente por los alimentos. Se han rediz estudios con ciprofloxacino,
levofloxacino, gatifloxacino y moxifloxacino, endoéindose alteraciones en las tasas de
absorcion de estos principios activos pero sin éasnén el grado de absorcién (Fish,
2001).

Cuando las fluorquinolonas son administradas cemalomentos, el tiempo en
alcanzar la concentracibn maximan§) se retrasa, y la concentracion plasmatica
maxima (Gnay Se reduce un 8-16%. El area bajo la curva (AULC$arvé modificado, y
las alteraciones en los indices de absorcion seideman clinicamente insignificantes
(Fish, 2001).

2.13.- PROPIEDADES FARMACOCINETICAS.

Las variables farmacocinéticas describen la ab&orcidistribucion y
eliminacion de los farmacos después de su adnaniétr. Las fluorquinolonas en la
medicina veterinaria son administradas principabmepor via oral aunque las

formulaciones parenterales son utilizadas en pegaiss, caballos etc. (Walker, 2000).

Las fluorquinolonas tienen en general buena ab®omial en animales (con la
excepcion de rumiantes y probablemente de los egliy completa absorcion
parenteral. Presentan semividas de eliminaciotivataente largas, gran volumen de
distribucion (2 a 4 litros/kg y ain mas) y excetepenetracion tisular (incluyendo
fagocitos). Su eliminacidon es fundamentalmentegxarecion renal y su metabolismo

es hepético (Brown, 1996).

Particularmente importantes son las propiedadesmafewcinéticas vy
fisicoquimicas de un farmaco, que condicionanéaabn de la dosis de un antibiotico,

sobre todo cuando se presentan alguno de estasspso@Martinez y cols., 2006):

1. El animal tiene alterada la funcién renal o hepatic En este caso, el
aclaramiento puede estar comprometido, causandoinaremento de la

concentracion sistémica de farmaco, que puedesafedu seguridad.
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2. La infeccion esta asociada a una descarga purUlendéendo verse afectada la
unién a proteinas y la difusion del farmaco endaazinfectada) o en una zona

dificilmente accesible para el antibiotico.

3. La susceptibilidad del patogeno es desconocida patigeno es clasificado
como intermedio por los criterios del Clinical Ladtmry Standards Institute
(CLSI).

4. Las condiciones cuando se administra la dosis ¢emplo, la presencia de
comida tras una administracion oral) pueden afextir biodisponibilidad del

farmaco y por tanto a sus niveles sistémicos aduos

5. Si hay un uso concomitante de otro farmaco, puadé&idar a interacciones.

6. Si el animal esta infectado con una cepa bactealiamente virulenta o tiene su
funcién inmune comprometida (p.e.: animales gecidét animales tratados con

corticoides).

7. Siqueremos limitar la probabilidad de aparicionekdstencias.

2.13.1.- ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD.

Aunque hay importantes variaciones individualeseelats diferentes quinolonas
en las diferentes especies de animales, en gelaréijoroquinolonas son rapidamente
absorbidas tras su administracion oral en aninddesstdmago monocavitario, mientras
que en rumiantes, las concentraciones sistémicaszildas tras la administracion por
esta via estan por debajo de los niveles terapsutiRor ejemplo, la biodisponibilidad
oral de enrofloxacino en rumiantes adultos alcasda el 10%, mientras que en no

rumiantes es mayor del 80% (Greene y Budsberg,; A&8utsem y cols., 1990).

En general, a menos que las administremos con r@lose&ue contengan alta
cantidad de cationes divalentes, la administraoié@hpostpandrial de fluoroquinolonas
no va a sufrir una disminucion, clinicamente imaote¢, en su biodisponibilidad. Sin
embargo, debido a la naturaleza lipofilica de lasw@onas, los alimentos pueden

incrementar su biodisponibilidad oral y, por tansmymentar las concentraciones
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sistémicas. Por ejemplo, si administramos ibaflm@agunto con alimentos, se produce

un incremento del AUC y £ixen gatos (Coulet y cols., 2005).

La lipofilia (liposolubilidad) de estas moléculasomueve su absorcion por
difusion pasiva, pero los mecanismos de difusiépasiva pueden influir también en la
absorcion intestinal (Dautrey y cols., 1999; Rablyagols., 1997). El transporte
mediado por transportadores a través de la memlaginal, ha sido demostrado con
esparfloxacino, levofloxacino, ciprofloxacino y floracino (Griffiths y cols., 1994;
Rabbaa y cols., 1997). Es muy importante en esteepo que el farmaco esté
completamente disuelto para que sea absorbido £8€lgmentos intestinales. Si no
ocurre asi, la biodisponibilidad oral sera pobrday concentraciones plasmaticas
menores de las esperadas. También puede ocurrir sataracion de estos
transportadores y un proceso de competicion p@satnoléculas (Griffiths y cols.,
1994).

Este sistema de transportadores puede ser un emp®rimecanismo en la
eliminacion de quinolonas, debido a la secrecidivacde farmaco desde la sangre a la
luz intestinal. Ciprofloxacino, norfloxacino y pkxfacino sufren este mecanismo de
eliminacién (Dautrey y cols., 1999; Griffiths y eql 1994). Ademas, esta secrecion
intestinal puede llevarse a cabo por diferentesispartadores para diferentes
fluoroquinolonas. Asi, mientras esparfloxacino essubstrato de la P-glicoproteina, el
transporte de ciprofloxacino puede ser mediado tpamsportadores cationicos y/o

anionicos orgénicos (Dautrey y cols., 1999).

2.13.2.- DISTRIBUCION.

En la mayoria de las especies animales el voluneerdistribucion de las
fluorquinolonas es grande, siendo mucho mayor gak@nzado por los betalactamicos
y aminoglucosidos. Se alcanzan altas concentragienesaliva y secrecion nasal, en
mucosa, epitelio y secrecion bronquial, asi comalehigado y en el tracto urinario
(Brown, 1996; Vancutsem y cols., 1990). Penetran len el tejido pulmonar, fluido de
revestimiento y macréfagos alveolares, existierat@entraciones mayores a las séricas
(Wise, 1991). Varias quinolonas llegan con rapidda glandula mamaria (Sumano y
cols, 1993), entre ellas danofloxacino, alcanzacwtcentraciones 18 veces superior a
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la del plasmaa tras 4 horas de la administracibouigénea en vacas. (Mestorino y cols.,
2009)

Las fluorquinolonas penetran y alcanzan concemnas intracelulares muy
elevadas tanto en las células fagociticas comoagmé fagociticas, con una gran
actividad intracelular frente a un amplio rango rdeeroorganismos (Brown, 1996;
Pascual y Garcia, 1998).

La actividadin vivo de un agente antimicrobiano, debida a la capacitdhd
farmaco para pasar de la sangre a los tejidos,ndepde la fraccion libre de dicho
farmaco. Por tanto, cuando usamos las caractadstitarmacocinéticas vy
farmacodinamicas para evaluar una dosis apropiagaurth quinolona, es mas
interesante conocer la fraccion libre de farmace Gu concentracion total de este
(Bergogne-Berezin, 2002; Drusano, 2002). A estpe@s, es importante resefiar que
las CMls calculadas vitro son determinadas en base a la concentracion aadar
libre. Desafortunadamente, en la bibliografia \etaia, se le da muy poca importancia
a este factor, y la mayoria de estudios farmactico® expresan sus parametros (por

ejemplo: AUC, Gy para concentracion total de farmaco.

La existencia de barreras puede dificultar la difusle un antibiético al sitio de
infeccidén, provocando diferencias entre la conemidn plasmatica de farmaco y las
concentraciones a las que estan expuestos los argarismos. Ejemplos de estas
barreras son los abscesos, la barrera hematoaoagfdh pared bacteriana (Costerton y
cols., 1999; Toutain y cols., 2002). Por esta razémprender la respuesta de un agente
infeccioso, nos facilitara desarrollar y usar los atios
farmacocinéticos/farmacodinamicos para calculatdsis 6ptima. De forma similar, la
comprension de las caracteristicas de union dentibi@ico y su capacidad para
difundirse en tejidos a través de las barrerabichs, ayudara a los clinicos a definir

una apropiada pauta terapéutica (Martinez y 20€6).

Las fluoroquinolonas poseen, en general, ampliddnvenes de distribucion,
mayores de 1,0 L/kg (Aminimanizani y cols., 200kgde y cols., 1998). Cuando
consideramos estos valores es importante conoaerdoguvolimenes de los fluidos
corporales compartimentalizados son alrededor@®10kg para plasma, 0,2 L/kg para
fluidos extracelulares y 0,7 L/kg para el agua oomaptotal (Wamberg y cols., 2002).
Volumenes superiores a 0,7 L/kg indican que el &anesta unido preferentemente a
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tejidos, pudiendo o no estar disponible para swifum y pudiendo haber sido
secuestrado en el interior de las células. No obstacuando consideramos la
concentracion de antibiotico intersticial libre, I confirmado que esta concentracion
es comparable a la concentracion del farmaco Biorgplasma venoso (Araki y cols.,
1997). Por tanto, excluyendo las situaciones adasia la captacion ionica, desde que
se establece el equilibrio entre la sangre y laeomacién de farmaco libre en tejidos
(Muller y cols., 1999), las concentraciones de &mlibre en tejidos pueden preverse
en base a la concentracion de farmaco libre emglascluso en casos en que la unién
a proteinas no es lineal (Kovar y cols., 1997).eCdéstacar, ademas, la baja union a
proteinas plasmaticas de las fluorquinolonas, sedwescrito porcentajes del 18-20%
para marbofloxacino, 70% para ciprofloxacino, 38&para enrofloxacino y a partir de
13.55% para danofloxacino (Sappal y cols., 2008f gtcols., 2001).

2.13.3.- METABOLISMO Y EXCRECION.

Las fluorquinolonas son eliminadas del organismancgalmente por
metabolismo hepatico y excrecion renal (Vancutseroly., 1990). Por lo general, son
parcialmente metabolizadas en el higado y excretata bilis y orina a altas
concentraciones de farmaco activo (farmaco inaltera metabolito activo) (Neer,
1988).

Las fluoroquinolonas, pueden ser clasificadas poprncipal mecanismo de

eliminacién (Karablut y Drusano, 1993):

s Via renal: enrofloxacino, orbifloxacino, ofloxacinotemafloxacino vy

lomefloxacino.
% Via hepatica: difloxacino y perfloxacino.

% Via renal y hepatico: marbofloxacino, danofloxacinaorfloxacino y

ciprofloxacino.

El metabolismo hepatico que sufren las fluoroquinak varia en las distintas
especies animales y para las distintas quinoldoagje se traduce en un amplio rango
de semividas (Greene y Budsberg, 1993; Vancutseamuls/, 1990). EI metabolismo
hepatico de estos antibidticos incluye reacciones dlucuroconjugacion
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(moxifloxacino, grepafloxacino, cinafloxacino y esffoxacino), N-oxidacion y
desmetilacién (levofloxacino), y se lleva a cabing@palmente por el sistema del
citocromo P450 (Bergogne-Berezin, 2002). Otros mi8oaos comunes Sson:
desalquilacion, sulfoxidacion, acetilacion y rupturel anillo piperazinico (Vancutsem
y cols., 1990; Brown, 1996).

En animales la excrecion renal es variable, aunquere filtracion glomerular
para la fraccion no ligada, y también secrecionulaubactiva (Brown, 1996). La
filtracion glomerular y la secrecidén tubular pemnitalcanzar altas concentraciones

urinarias.

Las quinolonas pueden verse afectadas por la s&tractiva a través de la
membrana intestinal. Ademas, las concentraciongsstinales de estos antibioticos
también pueden variar en funcion de la secrecidiarby la existencia del ciclo
enterohepatico, que puede incrementar el tiempesidencia de estos farmacos en el
organismo. Por ejemplo, en perros Beagles, el 8@umh dosis intravenosa de
difloxacino es eliminada en heces debido a la semreviliar. Aproximadamente el 72-
80% del farmaco en bilis es un eéster glucuronidesolamente el 6-9% esta sin
biotransformar. La forma glucurénida es hidrolizadantestino, dando lugar a la forma
original, que es reabsorbida. Como consecuencestde la semivida del difloxacino en

perros tras administracion oral es de 9,4 horast(iMe y cols., 2006).

La extension de la eliminacion renal de las fluoinglonas varia entre ellas.
Levofloxacino y gatifloxacino se eliminan principgnte por el rifidbn, con un
aclaramiento renal de levofloxacino mayor que dhramiento de la creatinina,
aproximadamente un 60%, lo que sugiere la exigtede filtracion glomerular y

secrecion tubular (Okazaki y cols., 1991).

El porcentaje de eliminacién a través de la bilexiav entre las especies
(Vancutsem y cols., 1990). La eliminacion transsd@it a través de la pared
gastrointestinal genera altas concentraciones s gile colonizacion de bacterias
patogenas, e indudablemente contribuye a la altact de estos antimicrobianos en

las enteritis bacterianas (McKellar, 1996).
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2.13.4.- DIFERENCIAS INTERESPECIFICAS.

Existen importantes diferencias interespecificagnd@ocinéticas entre las
distintas fluoroquinolonas. Por ejemplo, el aclasno (Cl) de difloxacino en cerdos
(0,16 L/kg/h) es substancialmente menor que erpdd,72 L/kg/h). Sin embargo, en
pollos encontramos un volumen de distribucions &/ 3,06 L/kg) mayor que cerdos
(Vss= 1,7 L/kg). Consecuencia de este mayor aclaramji¢asemivida en pollos (4,1 h)
tras una administracion intravenosa es mas cortalajde cerdos (7,92 h). Tras la
administracion oral, la biodisponibilidad fue siatien ambas especiesdfos= 93,7%;
Fpolios= 86,9%) (Inui y cols., 1998).

Cuando comparamos los resultados de aclaramierdard®loxacino, en cabras
y ovejas, tras su administracion intravenosa. Eramiento en cabras (0,99 L/kg/h) es
superior al descrito en ovejas (0,79 L/kg/h), nbsemivida en ovejas (3,27 h) es
inferior a la hallada en cabras (5,46 h) (Escugesols., 2007).

Cox y cols. (2004), analizaron las relaciones atogss para Cl y ¥ en
diferentes especies de mamiferos (vacuno, cer@ga,geerro, rata, mono, cabra, bufalo

y hombre) para ciprofloxacino y describieron lagigntes relaciones estimadas:
Cl = 20,6 (mL/min) x P&%'*(peso corporal), r = 0,95,
Ves= 3,5 (L) x PC*(peso corporal), r = 0,93.

En el mismo estudio, Cox y sus coolaboradores exanmm también las
relaciones alométricas para enrofloxacino. El gmafesultante de la representacion de
log PC frente log Cl o log ¥mostré una importante dispersion. Sin embargo, @eing
exista un valor alto de r, puede no ser muy prelasaxtrapolacion a especies
desconocidas con estas relaciones alométricas(ayaVss Particularmente, pueden
ocurrir grandes errores de extrapolacibn cuandenfamos predecir parametros
farmacocinéticos en grandes especies como el oapaéin terneros. También hay
NUMEerosos casos en que ecuaciones con bajos vdregredicen extrapolaciones de
forma altamente precisa para especies animalesormsdas (Mahmood, 2001).
Posterirmente Cox y cols., en 2007, realizaromélisis alométrico sobre el CI, Vss y

t12 para marbofloxacino, moxifloxacino, danofloxacindiffoxacino.
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Marbofloxacino presentd las siguientes ecuaciones @l y Vss:
Cl= 1.96 (mL/min) x P&*(peso corporal)
Vss=1.34 (L) x PC°(peso corporal)

En cuanto a la;b no se relacion6 de forma significativa con la mesgooral
(p>0.05). Resultados similares se obtuvieron pamofioxacino y difloxacino. A
continuacion se presentan las ecuaciones correigmesl a Danofloxacino y

Dinofloxacino:
Cl=17.65 (mL/min) x P&%* y  Cl= 4.87 (mL/min) x P&**
Ves= 3.56 (L) x PC* y  Ve=2.16 (L) x PC*88

Sin embargo para moxifloxacino, se encontrd uteiin entre el peso corporal
y todos los parametros evaluados, con las sig@eugaciones:

Tip= 2.4 (h) x PC3®

Cl= 18.77(mL/min) x P&~

Vss=3.25 (L) x PC**

Para el Volumen de distribucion se obtuvo una buweaelacion en los cuatro
farmacos con un rango de=[0.937- 0.996]y una p= 0.0001- 0.0071 al igual que para
el aclatamiento con urf £ [0.940 — 0.989] y una p=0.0001- 0.0303. La sédai de

eliminaciéndel marbofloxacino se coorrelacioné con una ©.830 y una p= 0.0001.

En la siguiente tabla (7) se muestran diferentésres de semividasr{»,) y
biodisponibilidad (F), para diferentes fluoroquimmhs (Lees y AliAbadi, 2002b;
Carretero y cols., 2002; Greene y Budsberg, 1998nrivly Frame, 1992; McKellar y
cols., 1998; Siefert y cols., 1999; Waxman y co®fQ1; Férnandez-Varén y cols.,
2006a; Fernandez-Varbn 'y cols., 2006c; Marin 'y .cols2007a
Fernandez-Varon y cols., 2007; Marin y cols., 2007
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Pollo

Pavo

Ternero

Cerdo

Oveja

Perro

Caballo

Cabra

Conejo

ENROFLOXACINO

F (VO)

(%)

101

61

91

60

T2 (h)

15,6

3,9

154

4,9

5,6
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DANOFLOXACINO MARBOFLOXACINO

F (IM) F (IM)
0 T2 (h)
(%) (%)
78 2,9 100
76 6,8 -
95,7 3,35 -
88,5 5,36 88
- - 100
102,3 6,7 -

T2 (h)

8,6

4,7

7,2

DIFLOXAC

F (IM)
(%)

99,9

95,8

106,7

INO

T2 (h)

13,9

572

10,4

Tabla 7.- Comparacion de la biodisponibilidad y semividas déminacién de

enrofloxaxino, danofloxacinoy marbofloxacino eretBhtes especies animales.

2.13.5.- PENETRACION EN LECHE.

La mastitis es un problema muy importante en lalpcoién lechera caprina,

ovina y bovina, no solo por las pérdidas econdénugesprovoca a los productores, sino

también por la seguridad e higiene de los alimeptoducidos para consumo humano.

Generalmente las fluoroquinolonas se distribuyepliamente en la ubre, aunque su

disposicion depende de la especie animal. En reaplds regimenes de dosificacion

son normalmente extrapolados de parametros farnmetomos de ovino y bovino,

pudiendo dar lugar a dosis inapropiadas que comdéceniveles terapéuticos no

efectivos, y por tanto, al riesgo de desarrollo msistencias.

Igualmente, si

extrapolamos dosis demasiado elevadas, puedercapafectos toxicos.
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Por ello, resulta necesario investigar la dispésiale las fluoroquinolonas en

caprino, asi como su eliminacion en leche, paruavau potencial uso en esta especie.

Hay que tener en cuenta, cuando se realizan estddrmacocinéticos de
eliminacion en leche de un farmaco en animalesssanu® la mastitis provoca una serie
de cambios fisicos y quimicos en la leche y erldadyla mamaria, que pueden alterar
la distribucién del antibiotico en dicho compartiitee La inflamacion de la glandula
mamaria va a conducir a cambios de la permeabilidestular y diferencias en la
composicion de la leche. ElI pH generalmente auméataoncentracion de caseina
desciende, la concentracion de albamina y célulascas se incrementa, y los niveles
de grasa pueden descender (todo ello genera ateeacfarmacocinéticas que no son
debidamente consideradas). Todos estos factoregntiaun impacto sobre la
farmacocinética del farmaco, sin embargo, su ingooia no es bien comprendida aun
(Gehring y Smith, 2006). Por ejemplo, Fang y Pywrél996) mostraron que la
actividad de enrofloxacino en leche no mastiticatreocepas dé&scherichia coli se

reducia a la mitad, mientras mantenia similar &lzitv en leche mastitica.

En estudios realizados en vacas, cabras y ovejas,desnuestra que
danofloxacino penetra muy rapidamente en la lechie yorma extensa, alcanzando
concentraciones muy superiores a las obtenidadasma. (Shem-Tov y cols. 1998;
Shem-Tov y cols., 1997; Mestorino y cols., 200 Ugkero y cols., 2007).
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2.14.- DANOFLOXACINO.

2.14.1.- ESTRUCTURA  QUIMICA Y RELACION
ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

Danofloxacino, acido 7-[(1's,4's)-5"-methyl-2',%zhbiciclo[2.2.1]hept-2'y1]-1-
cyclopropil-6-fuoro-1, 4-dihydro-4-oxo-3-quinolin@boxylico (Figura 11) es una
fluorquinolona con un nucleo basico denominado dddguinolina o anillo 4-

quinoloénico (Garcia y cols.,2000).

H,c”

Figura 11.- Estructura quimica de danofloxacino.

El flor en posicién 6 mejora la unidon a la DNAagia bacteriana y hace que su
penetracion celular sea hasta 70 veces superd@r@uinolonas que no poseen este fldor
(Sumano, 1993). También hizo que aumentase swifir@nte a Gram negativos y se

amplio su espectro de actividad contra Gram past{Dtero y cols., 2001a).

El grupo diazabicicloalquilo, en posicion 7, le fiere mayor potencia al
tratarse de un anillo voluminoso y liposoluble, cntrario que les ocurre a las

quinolonas que tienen en ésta posicion molécutaalies (Sumano, 1993).

2.14.2.- PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS.

Las constantes de ionizacion para danofloxacinodsof.07 para el grupo del
acido carboxilico en posicién 3 y 8.56 para el grbgsico piperazinico en posicion 7
(Martinez y cols 2006).

Es importante entender la relacién ente pKa, pH difusiéon del farmaco. Los

farmacos ionizados son atrapados en el lugar defdacion, dando lugar a una alta
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concentracién del mismo en el tejido en comparacaim la sangre (Martinez y cols.,
2006).

Danofloxacino se absorve rapidamente desde eldatimyeccion y presenta un
elevado volumen de distribucion, lo que indica anglia distribucion en los tejidos.
Presenta una alta solubilidad lipidica, baja un#mroteinas y es dependiente de

transportadores de eflujo dependientes de ATP (tesowy cols., 2007).

2.14.3.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO.

Danofloxacino presenta actividad in vili@nte a gérmenes patdégenos que se asocian
normalmente con las enfermedades respiratoriastériess, incluyenddescherichia
coli, Pasteurella haemolytica, P. Multocidg Actinobacillus pleuropneumoniae.
También muestra actividaoh vitro frente a otras bacterias Gram-negativas (como
Haemophilus somni)micoplasmas y algunas bacterias Gram-positiiEish@ técnica
AEMPS de Advocin solucién inyectable®, 2008 y Advot80®,2009).

A continuacion (Tabla 8) se muestran rangos deggpéira microorganismos sensibles.

(Hannan y cols., 1997; McKellar y cols., 1998; Gewas y von Holy, 200Geornaras

y cols. ,2001; Giles y cols., 1991; Yoshimura yscoR002; Grobbel y cols., 2007,
Gharaibeh y cols., 201@zawa y cols. 2010).
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MICROORGANISMOS CMlsp « CMlgo | RANGO CMI

pg/mL | pg/mL pg/mL

Pasteurella haemolytica 0.125 0.03-2

Pasteurella multocida 0.06 <0.008-0.25

Haemophillus sonnus 0.06 0.03-0.06

Escherichia Coli 0.25 16 <0.03-256
<0.125 | <0.125 <0.125-1

Mycoplasma

M. gallisepticum 0.05 0.1 0.01-0.5

M. synoviae 0.25 0.5 0.1-0.5

M. iowae 0.025 0.5 0.01-1

M. hypopneumoniae 0.025 0.05 0.01-0.05

M. hyosynoviae 0.25 0.25 0.1-0.5

M. hyorhinis 0.5 1 0.25-1

M. bovis 0.25 0.5 0.1-2.5

M.agalactiae 0.25 0.5 0.05-2.5

M.dispar 0.02

ANAEROBIOS

Clostridium perfringes 4 128 <0.125 -> 256

Actinobacillus pleropneumoniae | <0.05 <0.05 <0.05-0.2

Staphylococcus aureus 0.25 2 <0.125-2
0.12 0.016-4.0

Listeria

L. inocua 2 2 NR

L. monocytogenes 2 2 1-4

Salmonella

Salm. agona 0.25 0.25 <0.125-0.25

Salm. blockley <0.125 <0.125 NR

Salm. isangi <0.125 <0.125 NR

Salm. reading <0.125 <0.125 NR

Salm. typhimurium <0.125 | <0.125 NR

Staphylococco coagulasa - 0.12 0.06-1.0

Bordetella. bronchiseptica 0.5 0.12-0.5

Streptococco

S. dysgalactiae 0.5 0.5-1.0

S.uberis 0.5 0.25-1.0

NR: No hay rango. Mismo CMI para todas las cepas

Tabla 8.- Concentraciones minimas inhibitorias (GMIug/mL) para algunos

microorganismos.
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2.14.4- EFICACIA DE DANOFLOXACINO EN DIFERENTES
ESPECIES.

A.- BOVINO:

Danofloxacino ha demostrado ser eficaz en ambasempi&ciones para el
tratamiento de los gérmenes que habitualmente canigcciones en el ganado bovino,
incluyendo enfermedades respiratorias, enteritisetriis  y onfalitis. Los
microorganismos aislados fuerd@uacillus spp., Citrobacter spp.,Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Klebsiella spp., Micrococcus lugte Pasteurella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp., Staphylococcus sppeptScoccus sprEl 9,6% de ellos,
se mostrd resistente al farmaco, obteniendo maypogsentajes las familias de
Enterococcus y StreptococcufCaproni Jr. y cols., 2002). Estudios posteriores
confirman su eficacia en el tratamiento de diarmaslucidas poEscherichia colien
terneros (Sunderland y cols., 2003) e infecciomspiratorias causadas pdannheimia

haemolyticaPasteurella multocidg Haemophilus somny&owan y cols. 2004).

La respuesta clinica con danofloxacino fue supesorla obtenida con
Sulfametoxazol/trimetropin y oxitetraciclina par& teatamiento de neumonias en
terneros y vacas. (Grimshaw Yy cols., 1990; Gileslg., 1991). Ademas presento, junto
con enrofloxacino, menores porcentajes de resistdnente a cepas delannheimia

haemolyticakatsuda y cols., 2009).

En la mastitis bovina inducida con cepasHleoli, danofloxacino mostré ser
eficaz en la recuperacion de sintomas clinicosogymtividad de la leche. (Poutrel y
cols., 2008).

También podria ser empleado para evitar la prop@gate la pleuroneumonia
bovina contagiosa, enfermedad causada\paroplasma mycoidesque se transmite
por contacto con terneros sanos, enfermedad immpertsobretodo en paises

subdesarrollados como Africa. (Huebschle y coB062.

B.- OVINO:

En un modelo experimental, se administré danoflmxaca corderos con

neumonia inducida poM. haemolytica,en dosis Unica de 6 mg/kg por inyeccion
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subcutdnea. Los animales presentaron una recuperde la infeccion bacteriana,
mejora de la patologia pulmonar y signos respii@aespecto de aquellos a los que se
les administro suero fisiolégico (Godinho y col®02). Las elevadas concentraciones
obtenidas en la leche de cabras y ovejas, favoregeutilidad en el tratamiento de

infecciones mamarias. (Escudero y cols., 2007).

C.- PORCINO:

Danofloxacino presenta una potente actividad freamtalistintas cepas de
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella muttacy Salmonella choleraesuyis
con un amplio espectro de resistencias frenteas a@intibidticos. Se obtuvieron Cidl
menores respecto del resto de antibidticos testadiosron 0.125, 0.06 y 0.135/ml,
respectivamente (Raemdonck y cols., 1994).

Kim y cols obtuvieron una CMJ de 2 pg/ml para Actinobacillus
pleuropneuminiaen un estudio realizado en cerdos con neumomayflkdols., 2001).

También demostré ser uno de los agentes mas actieate a cepas de
Erysipelothrix rhusiopathia@isladas de cerdos con erisipela, con CMIs entre()39

ug/ml (Yamamoto y cols., 2000).

Danofloxacino se distribuye bien por todo el tragastrointestinal en cerdos
infectados corsalmonellatyphimurium pudiendo resultar eficaz en el tratamiento para

dichas infecciones (Lindercrona y cols., 2000).

D.- CANINO:

En un estudio realizado en perros con infecciontrédeto urinario, se testo la
susceptibilidad del danofloxacino a las cepas @ slaen orina, siendo sensibles
aproximadamente el 51% de ellas (Cetin y cols.3200

E.- FELINO:
La administracibn de danofloxacino en gatos dom@é@sticon infeccion
experimental poBabesia felisno tubo ningun efecto significativo, por lo que e®

adecuado su uso para este tipo de infeccionest{Bany cols., 2000).
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F.- AVE:

Danofloxacino presentdé una potencia considerablgitio frente a cepasle
Escherichia coliy Pasteurella multocidaisladas de aves de corral, que presentaron una
extensa resistencia a otros antimicrobianos. Sebaybn CM}y de 0.25pgr/ml
respecto de ambos patégenos (Raemdonck y cols),1992
En cuanto a la comparacién con otras fluorquiraéodanofloxacino mostré6 menor
eficacia que enrofloxacino, pero mayor que saraft;mo en la colisepticemia aviar
causada pdE. coli (Charleston y cols., 1998). Otros autores, sinaggu) muestran
actividades similares in vitro a enrofloxacino, ftmacino y ofloxacino (Ozawa y cols.,
2010).

Un estudio mas amplio, analizo la susceptibilidadianofloxacino frente a los
siguientes patdégenos asociados a infecciones av&tephylococcusureus Listeria
innocug Listeria monocytogenegsvarios serotipos de Salmonela(m. agonaSalm.
blockley Salm. enteritidisSalm. isangiSalm. reading Salm. typhimurium)Resulto
ser un agente activo con Cddijue no excedian de 0.25 yigr/ml para bacterias gram

negativas y gram positivas, respectivamente (Geasrealvon Holy ,2001)

Tambien presenta actividad in vitro frente a cap@blycoplasmacausantes de
enfermedades respiratorias y de otras localizasi@mevacas, cerdos y aves de corral
(Cooper y cols., 1993). Su actividad es similaneoftoxacino con CMJy observadas
de 0.05 a 1.0 mg/ml en pollos (Hannan y cols. 19€n) el caso deéMycoplasma
gallisepticum fue superior a tilosina y con menores lesionel®eisacos aéreos (Kempf
y cols., 1992, Tanner y cols., 1993, Migaki y col€93).

Todas las cepas dercobacter butzleriaisladas en pollos de engorde (broiler

chickens) fueron sensibles al farmaco (Atabay yiAy2001).

No se ha observado resistencias frent8abmonella enteriditidisen aves de
corral ni en vacas ni en vacas, en comparacionotms antibiéticos beta-lactamicos,
tetraciclinas, kanamycina, lincospectina, chlorhemicol, furazolidona (Morshed y
Peighambari 2010). Sin embargo, si presenta urea taka de resistencias frente
Enterococcus faecalignicroorganismo que causan artropatias en pdd&ci(y cols.
2009).
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G.-CAPRINO

Danofloxacino fue eficaz en el tratamiento de laupppneumonia caprina
contagiosa caused Wycoplasma capricolumasi como en la reduccién de las lesiones

pulmonares (Ozdemir y cols., 2006).

H.-OTRAS ESPECIES:

En un estudio realizado en conejos con infeccidrrdeto respiratorio superior,
danofloxacino mostr6 ser efectivo en todas las £@psdadas d@. multocida,al igual
que marbofloxacino y enrofloxacin&n el caso de B. bronchiseptigaalgunas cepas
de Staphilococcospp.,se observé una sensibilidad variable (Rouger y. @066). El
80% de las cepas d&aureudestadas frente a danofloxacino, presentaron un&CM
ug/ml. Debido al bajo indiceuc/cMi obtenido por via subcutanea e intramuscular, no
se recomienda su administracion por estas viasigacgndiciona la posible seleccion

de cepas resistentes (Férnandez-Varon y cols.)2007

Danofloxacino podria ser eficaz frente a infecceoperAeromonas hydrophila

en cocodrilos (Turutoglu y cols., 2005).

La eficacia antibacteriana se determind in vitrocamellos con infeccion por
E.coli 0157-H7, y se obtuvieron CMIs en sangre,daxio y transudado, siendo de 0.06,
0.03 y 0.03ugr/ml respectivamente (Aliabadi y cols., 2003a).

2.14.5- INDICACIONES CLINICAS.

2.14.5.1- INDICACIONES APROBADAS POR LA
AGENCIA ESPANOLA DEL MEDICAMENTO Y PRODUCTOS
SANITARIOS. FICHA TECNICA.

Segun la ficha técnica, danofloxacino solucion atgble en las presentaciones
de 25mg/ml y 180mg/mL, esta autorizado por la Ageispafola del Medicamento y

Productos Sanitario para las siguientes indicasighieha técnica de Advocin solucion
inyectable® y Advocin 180®, AEMPS 2008 y 2009, mdjpvamente):
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- En Bovino: tratamiento de la enfermedad respiratoria bogho&ocada por
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida etdphilus somni
sensibles a danofloxacinbratamiento de la mastitis aguda bovina causada
por Escherichia colisensible a Danofloxacino.

- Terneros neonatostratamiento de infecciones entéricas provocadas p

Escherichia colsensible a danofloxacino.
- En Porcino: Tratamiento de las enfermedades respiratoriasacias por
Pasteurella multocidg Actinobacillus pleuropneumoniaetratamiento de

las infecciones entéricas provocadaskpocoli.

2.14.5.2.- INDICACIONES APROBADAS POR LA FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION (FDA).

La Food and Drug Administration (FDA), autoriza animales el uso de
danofloxacino 180 mg/ml en las siguientes condesor{Ficha técnica Advocin® 180
mg/ml FDA)

- Indicaciones Tratamiento de enfermedad respiratoria bovina
asociada a Mannheimia (Pasteurella) haemolytica Rasteurella

multocida en bévidos.

- Especie dianabovidos (excluyendo terneros) Cattle (excludieglv
calves).

- Dosis 6 mg por Kilo de peso por inyeccion subcutaned. E
tratamiento deberia ser repetido aproximadamenteodds despues

de la primera inyeccion.
- Limitaciones:

0 Los animales destinados al consumo humano no dsben

sacrificados dentro de 4 dias desde el Ultimortriztato.

o No usar en animales destinados a la produccidetac
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o0 Un tiempo de espera no ha sido establecida paggestiucto en

terneros pre-rumiantes.

o0 No debe usarse en los terneros para ser procegadarde de

ternera.

0 La ley federal restringe este medicamento en u=ola orden de
un veterinario con licencia. La ley federal prohéeiso fuera de

etiqueta de este farmaco en animales productorabndentos.

2.14.53.- POSOLOGIA, FORMA DE
ADMINISTRACION Y DURACION DEL TRATAMIENTO.

Segun la ficha técnica del medicamento de la AgenEspafola del
Medicamento y Productos Sanitarios, la posologiam& de administracion y duracién

del tratamiento de danofloxacino es:
En la presentacion de 180mg/ml:
- Bovidos

o Enfermedad respiratoria o entériéamg/kg de peso corporal (1 ml/30

kg de peso corporal) en inyeccidbn Unica por viacstémea o

intravenosa. Si persisten los signos clinicos dereredad respiratoria o
entérica 48 horas después de la primera inyecpudege administrarse
otra dosis de 6 mg/kg de peso corporal. Se recalaid¢ratar a los

animales a los primeros signos de enfermedad y&val respuesta al
tratamiento a las 48 horas.

0 Mastitis aguda boving mg/kg peso corporal (1 ml/30 kg ) en inyeccién

Gnica por via subcutanea o intravenosa. Los sigiimscos deben
controlarse cuidadosamente y debe administrarderégpia de apoyo
correspondiente. Si persisten signos clinicos dstitikmaguda 36-48
horas después de la primera inyeccion, debe reeidarestrategia del
tratamiento antibidtico. Se recomienda tratar lusales al comienzo de

la enfermedad y evaluar la respuesta al tratamimtte las 36-48 horas.
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o Para el tratamiento de bovinos con un peso super#&b0 kg, la dosis
subcutinea se dividir4 de forma que no se inyao@&nde 15 ml en el

mismo punto.
En la presentacion de 25mg/mil:
- Bovidos

o Por via intramuscular, o intravenosa a la dosis 1¢85 mg de
danofloxacino por kg de peso vivo (1 ml por cadekg@e peso vivo).
Se precisan tres tratamientos con 24 horas devaherentre si. El
tratamiento puede ampliarse por un periodo aditidealos dias, en los
animales que no se hayan recuperado plenamenteés$edp los tres dias
de tratamiento inicial. Para el tratamiento de d0sique pesen mas de
400 kg, la dosis debe dividirse de manera que remsenistren mas de

20 ml en un mismo punto de aplicacion.
- Porcina

0 Se administrara por via intramuscular a la dosis1¢dg5 mg de
danofloxacino por kg de peso vivo (1 ml por cadekg@e peso vivo).
Se precisan tres tratamientos con 24 horas devahbeentre si. Para el
tratamiento de cerdos que pesen mas de 100 kgsla debe dividirse
de manera que no se administren mas de 5 ml enigmanpunto de

aplicacion.

2.14.5.4.- CONTRAINDICACIONES.

El uso de danofloxacino esta contraindicado en dadupersensibilidad conocida
a los ingredientes activos, a otras (fluoro) quonak o a cualquier ingrediente del
producto (Ficha técnica de Advocin®, AEMPS 2009).

2.14.6- TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS.

No existen trabajos publicados que evallen la it de danofloxacino en
animales. La siguiente informacién se ha obtenigldadiicha técnica (Ficha técnica de

Advocin®, AEMPS 2009) y de observaciones realizgotasalgunos autores.
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. Efectos alérgicos.

En casos muy raros puede ocurrir, en animalestdessun shock

anafilactico inmediato o retrasado después deykccion

= Efectos tras la administraciéon

La inyeccidon subcutdnea del producto provoca urspuesta inflamatoria
moderada en el tejido que circunda el punto decrige. Las lesiones resultantes
pueden durar hasta 30 dias. Dicho efecto apanedda administracion subcutanea en

ovejas, resolviéndose a las 24h post-dosis. (Escydeols., 2007)

La administracion intramuscular de danofloxacineaballos, aumento la
actividad de CK (Creatinin Kinasa) hasta 3 vecepeeto del nivel basal, pero mucho
menor a otras fluoquinolonas, como enrofloxacimeawbofloxacino demostrando

mejor tolerabilidad (Férnandez- Varon y cols., 2806

No se registraron efectos locales o sistémicos laradminitracion de
danofloxacino en cabras, ovejas ni tortugas (Masllcols., 1998; Atef y cols., 2001;
Marin y cols., 2008).

. Efectos carcin6genos y teratdgenos.

Los estudios con animales de laboratorio han sédatacciones adversas
sobre la reproduccion. A altas dosis en ratas &1200 mg/kg/dia), se observo retraso
en la osificacion fetal y dilatacion de los venités cerebrales. Las madres tratadas con
dosis elevadas produjeron menos crias vivas poadam el peso y la supervivencia de
estas se vio adversamente afectada. No se ha évdduseguridad del producto en

vacas prefiadas. No se recomienda utilizar el ptodarcvacas durante la gestacion.

= Efectos tras sobredosificacion.

A tres veces la dosis terapéutica (18 mg/kg pvdegjo eritema de la mucosa
nasal y ocular y se redujo la ingesta de comida. dosis superiores y exposicion
prolongada se produjeron dafios en el cartilagoutati y algunos animales mostraron

paresia, ataxia y nistagmo.
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2.14.7- INTERACCIONES CON MEDICAMENTOS.

No no se han descrito interacciones potencialeotas medicamentos. (Ficha
técnica de Advocin®, AEMPS 2009). La co-adminisitha con ivermectina en ovejas
no produjo un efecto significativo en los niveles dhnofloxacino en plasma, pero si

produjo una disminucion del 40% en la excrecidiheehe (Real y cols., 2010).

2.14.8- PROPIEDADES FARMACOCINETICAS.
2.14.8.1.- ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD.

En bovino

Los estudios hallados en la bibliografia estudemrfarmacocinética en
animales sanos a distintas posologias y distintagap de administracion. Se han
utilizado dosis de 1 mg/kg, 1.25mg/kg y 5 mg/kg pi@ intramuscular, alcanzandose
concentraciones maximas de 0.18, 0.28 y 0. 82 pgrfedpectivamente. Como es de
razonar, a mayores dosis administradas, se alcanagores concentraciones en sangre.
El tiempo en alcanzar dichas concentraciones neradp hora y media en ningun caso
(Shem-Tov y cols., 1998; Mann y Frame, 1992).

En cuanto a la via subcutanea se han utilizadc dtesde 1.25, 5y 6
mg/kg. Las concentraciones maximas alcanzadasntienerango entre 0.21 a 0.63
pg/mL y una Tmax entre 1.25 y 2.17 h. (Mann y Frab®92; Mckellar y cols., 1999,
Aliabadi y Lees, 2003; Mestorino y cols., 2009)

La biodisponibilidad por ambas vias son similaiesluso algo mayor
para la via intramuscular, con porcentage®%. El estudio realizado por Shem-Tov y
cols., registré una biodisponibilidad del 289% t@asdministracion de danofloxacino
intramuscular, sugiriendo un posible efecto “flipgf’ en vacas lecheras. (Shem-Tov y
cols., 1998)

En caprino

Existen varios estudios que utilizan danofloxagio via intramuscular
a dosis de 1.25 mg/kg, alcanzandose concentracplassaticas maximas entre 0.29-
0.33ug/mL, y que aparecieron en el trascurso de 1 tnasaa administracion (Atef y
cols., 2001; Aliabadi y Lees, 2001; Ismail, 2006).
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El perfil farmacocinético parece discrepar si satatrde animales
enfermos. Un estudio compara la administracion aeoffoxacino intramuscular en
cabras sanas e inoculadas con endotoxin&.deli. Las concentraciones maximas
fueron superiores en las cabras febriles (01229 ug/mL) y el tiempo necesario para

alcanzarlas fue menor (0.¥51 hora) (Ismail, 2006).

Por otro lado, Escudero y cols. estudiaron la faoomética de una
dosis de 6mg/kg por via subcutanea, que condupmeentraciones y tiempos maximos

superiores, de 1.05 ug/mL y 1.64 horas, respectwéen (Escudero y cols. 2007)

La biodisponibilidad de la via sc e im es elevaeiblb) a excepcion del
estudio realizado por Atef y cols. donde se obtuma biodisponibilidad del 65.7%,
debido posiblemente a diferencias en el flujo saregude la zona de inyeccion (Atef y
cols., 2001; Aliabadi y Lees, 2001; Ismail, 2008c&dero y cols., 2007).

En porcino
La dosis de 5 mg/kg por via intramuscular, alcanias 48 minutos una
concentracion maxima de 0.8 pg/mL. El sitio de aoyén (cuello o muslo) es
independiente y no genera diferencias en el garfitacocinético. Por via oral, presenta
una concentracion maxima menor (0.42 pg/mL) a mpaki las tres horas tras la
administracion del farmaco. La biodisponibilidadesgensa por ambas vias (Mann y
Frame, 1992).

Lauritzen y cols., compararén la administraciéruda dosis Unica de 2.5mg/kg
frente a la misma dosis pero fraccionada en 4 dfaserdos infectados con
Actinobacillus pleuropneumonia&e alcanzardén concentraciones maximas mas ekevada
con la administarcidn Unica pero eficacias de tn&ato similares (Lauritzen y cols.,
2003).

En ovino

Danofloxacino administrado por via intramusculaoais de 1.25mg/kg alcanza
concentraciones maximas entre 0.32 y 1.2 pg/ménapos entre 0.5-1.23 horas (Shem-
Tov y cols., 1997; McKellar y cols., 1998; Shoja@dmbadi y cols., 2003b).

Por via via subcutanea a dosis de 6 mg/kg alaamz@oncentracion maxima de

1.48 pg/mL y un tiempo méximo de 1.63 horas (Esaugeols., 2007).
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La biodisponibilidad es muy alta por ambas viasndo del 93.6% por via
subcutdnea y95% para la via intramuscular (Shem-Tov y cols9719McKellar y
cols., 1998; Shojaee Aliabadi y cols., 2003b; Escod cols., 2007).

En aves

Se han realizado estudios en animales sanos ema®w5 mg/kg y 6 mg/kg por
via oral. Las concentraciones plasmaticas alcaiszadean entre 0.47 y 1.17 pg/mL
que aparecen a partir de las 2.33 horas tras lmadracion del farmaco (Lynch y cols.,
1994; Knoll y cols., 1999; Haritova y cols., 20@Bpudah y Mouneir, 2009; Zeng y
cols., 2010). En animales infectados cBasteurella multocida se alcanzé una
concentracion maxima de 0.43 pg/mL a las 6 horda ddministracion. (Zeng y cols.,
2010)

Goudah y Mounier, comparan la farmacocinéticaatetloxacino administrada
por via intramuscular y oral a dosis de 5 mg/kgatos. Se alcanzan concentraciones y
tiempos maximos similares (0.89s 0.81 pg/mL y 1.17vs 1.21 horas). La
biodisponibilidad es superior al 89% en ambas \wi@sdo mayor por via intramuscular
(Goudah y Mouneir., 2009).

En otros animales

En caballos, la administracion de danofloxacino yda intramuscular,
mostré una buena absorcién y biodisponibilidad hliaodel 88.49%, similar a otras
fluorquinolonas. Sin embargo, su administracion \da intragéstrica a través de una
sonda de alimentacion, redujo la disponibilida@2B6%, limitando el posible uso oral

en estos animales (Fernandez-Varon y cols., 2006a)

En conejos y tortugas, la administracion de damxaeftino a dosis de 6 mg/kg
por via intramuscular y subcutanea, presenta ssilperfiles de absorcién y una

biodisponibilidad elevada (Fernandez-Varon y c@8Q7; Marin y cols, 2008).

En camellos, alcanza concentraciones maximas 4 |0g/mL antes de las 2
horas de su administracién, con una biodispodauili de 76.3% (Aliabadi y cols.,
2003b).

En burros, a dosis de 1.25mg/kg por via intramiascdanofloxacino presenta

una Cmax muy baja (0.L§/ml) comparado con el resto de animales, por le qu
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deberian de establecerse dosis de carga mayotesia&id si tenemos en cuenta su
actividad concentracion-dependiente. (Kum y c@808).

2.14.8.2.-DISTRIBUCION.

En bovino

En vacas, bufalos y terneros, danofloxacino présamia rapida
distribucion por todo el organismo, con volimene®kestado estacionario desde 2.04
hasta 4.3 L/Kg para dosis de 1.25mg/kg (Friis, 188%m-Tov y cols., 1998; Shojaee
Aliabadi y Lees, 2003; Sappal y cols., 2009) y d&95./Kg para dosis de 6mg/kg
(Mestorino y cols., 2009). La semivida de elimidaciaria entre las 2.3 y 12.53 horas
dependiendo de la dosis y la via de administradilann y Fram, 1992; Friis, 1993;
Shem-Tov y cols., 1998; Sarasola y cols., 2002jc&eoAliabadi y Lees, 2003; Sappal
y cols., 2009; Mestorino y cols., 2009). En eldsi realizado por Sarasola y cols., la
semivida de eliminacion obtenida tras la inyecaérdanofloxacino en bolo respecto de
su administracion en perfusion continta de 36h, due@proximadamente el doble

(Sarasola y cols., 2002).

La eficacia de un farmaco puede ser afectada pgnadb de unioén a las
proteinas plasmaticas. Para Danofloxacino se hgistr@do porcentajes del 36%
(Sappal y cols., 2009) y del 49% (Friis, 1993), gu&o con un elevado volumen de
distribucion, permite una extensa penetracion ¢idote y fluidos intracelulares y
extravasculares. Se han observado concentraciongssuperiores en leche respecto
del plasma, tras 4 horas de la administracion deindco por via intravenosa,

intramuscular o subcutanea (Shem-Tov y cols., 1B@&torino y cols., 2009).

Tambien son elevadas las concentraciones analizenlds glandula
mamaria, nédulos linfaticos mesentéricos, Uteropddno, yeyuno, ileon, y colon.

(Mestorino y cols., 2009).

Shojaee Aliabadi y Lees analizaron aspectos de isdrikdicion
extravascular de danofloxacino. La penetracion leexedado es relativamente lenta,
mientras que la semivida de eliminacion fue casitrcuveces mas que las del suero

(10,16 h para trasudado vs 2,7 h para el suerddUgl del trasudado fue ligeramente
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superior al suero (1.45 jg / ml, frente a 1,24 hg / ml) (Shojaee Aliabadi y Lees,
2003).

En cuanto la zona pulmonar danofloxacino obtuvoclarscentraciones
maximas en una hora tras la administracion. El Adi@nido fue de 5 hig/ml para
tejido pulmonar, 3 htg/ml para la mucosa bronquial, 0.85ugfml para las secreciones
bronquiales y 0.42 hig/ml para las secreciones nasales. El obteniddasmp fue de
2.71-2.83 hfig/ml (Friis, 2003).

Las concentraciones que alcanza en sangre, exuglaskecreciones
bronquiales superiores a la Glylpara los patonenos bovinos mas comunes, incluyendo
P. multocidaMcKellar y cols., 1999).

En caprino

Danofloxacino presenta volimenes de distribuciéestado estacionario
desde 1.41 hasta 3.02 L/Kg para dosis de 1.25m@tef y cols., 2001; Aliabadi y
Lees, 2001; Ismail, 2006;) y 7.81 L/Kg para daks mg/kg (Escudero y cols. 2007).
No exiten grandes diferencias si se compara diein@npetro farmacocinético en cabras
sanas (2.64 L/Kg) respecto de cabras febriles (28§) (Ismail, 2006).

En cuanto a la semivida de eliminacion en cabramssa dosis de
1.25mg/kg se obtienen valores comprendidos en8® #.67 h para la via intravenosa
y entre 2.37- 4.5 h para la via intramuscular (Atebls., 2001; Aliabadi y Lees, 2001,
Ismail, 2006;). En cabras enfermermas, los valeeslargan hasta 6.54h y 6.65h,
respectivamente. A dosis mayores (6mg/kg) se ohtnacsemivida de 5.46h para la via

intravenosa y de 4.09h para la via subcutanea @észly cols. 2007).

El farmaco presenta una distribucion rapida y amnmgon un bajo

porcentaje (13.55%) de unidn a a proteinas plasasat(Atef y cols., 2001).

Las concentraciones medias halladas en leche fisymximadamente
13 veces mayor que el plasma a las 12h post-dakigeges superior tras 24 post-dosis
(Escudero y cols. 2007).

El porcentaje de penetracion en el exudado y teskuélie lenta, pero su
eliminacion desde los fluidos fue dos veces resplkctdel plasma (Aliabadi y Lees,
2001).
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En ovino

En los estudios hallados en la bibliografia Damadkcino alcanza valores de
volimenes de ditribucién entre 1.9 y 2.73 L/Kg ynsedas de eliminacién entre 3.07 y
4.6h (Shem-Tov y cols., 1997; McKellar y cols., 898hojaee Aliabadi y cols., 2003b;
Escudero y cols., 2007).

La penetracion del farmaco desde el plasma hadeche fue rapida y extensa,
sobrepasando las concentraciones plasmaticas a 6080 minutos tras la
administracion (Shem-Tov y cols., 1997). En el distuealizado por Escudero y cols.
se obtuvo concentraciones en leche aproximadan@nteces superior a las del plasma
a las 12horas post-dosis y 8 veces superior adld®tas post-dosis (Escudero y cols.,
2007).

Las propiedades farmacocinéticas de danofloxaamniejidos inflamatorios
(exudado) y no inflamatorios (transudado) fueroal@adas por Shojaee Aliabadi y
cols. (2003b). La penetracion del farmaco fue réagla en el tejido inflamado. Desde
las 6 horas post-administracion y hasta el fimaaéstreo, las concentraciones en
ambos fluidos fueron mayores que en plasma. Seviebbtn AUC de 2.57 y 1.70
h*ug/ml , respectivamente. Sin embargo, la semivalalininacion fue mucho méas
elevada (3.17 h en plasma, 17.6 h en exudado yhéxsiransudado) (Shojaee Aliabadi
y cols., 2003b).

Se obtuvieron las méaximas concentraciones tradranistracion intramuscular,
en plasma (0.438g/mL), pulmon (1.5g/mL), y la piel interdigital (0.64g/mL) tras 1
h, contenido duodenal (0.8%/mL), los ganglios linfaticos (4.a&/mL), y el cerebro
(0.06ug/mL) a las 2 h, en el yeyuno (10.&@mL) e ileon (5.2pg/mL) alas 4 h, y en
el contenido del colon (8.94/mL) a las 8 h (McKellar y cols., 1998).

En porcino
Lindecrona y cols., obtuvieron un volumen de distcion de 5.2 y 3.8 L/Kg y
seminvidas de eliminacion de 6.7 y 9.4h tras laiaidtncion intravenosa de una dosis
de 2.4 mg/kg en cerdos sanos e infectados Saimonella typhimuriumEn ambos
grupos, la AUCs obtenidas a lo largo del intestinanddulos linfaticos fueron
superiores al plasma. Se registraron una unidmt@ipas plasmaticas del 44% y 53%,
en animales sanos e infectados, respectivamemdgtiona y Friis, 2000).
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Tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg/f@ointramuscular, las
concentraciones de danofloxacino fueron superimitas del plasma alas 2, 4,8y 12
post-.dosis. Tambien lo fueron tras la adminiséna@d libitum de 40mg/kg en la
comida o en el agua bebida a 20 mg/L a las 26,3Dhoras.

La semivida de eliminacion fue de 8, 6.8, 9.8 tapas vias intravenosa, intramuscular

y oral (Mann y Frame, 1992).

En aves

El volumen de distribucion en estado estacionalasmatico es de 5.41 L/Kg en
patos, 6.59 L/Kg en pavos y entre 8-10.2 L/Kg erlopp y con seminidas de
eliminacién entre 2.39 y 13.05 h, siendo las deanealor las correspondientes a los
patos (Lynch y cols., 1994; Knoll y cols., 1999;ritava y cols., 2006; Goudah y
Mouneir, 2009; Zeng y cols., 2010). El elevado wadm de distribucion puede
atribuirse a su alta solubilidad en lipidos, altengtracion intracelular, union a
transportadores de eflujo ATP-dependiente y bajanua proteinas plasmaticas (17-
27%) (Haritova y cols., 2006; Goudah y Mouneir, 200

Las concentraciones medias en estado estaciomaribjgado, riidn, pulmén,
traguea, miocardio, musculo, piel y pared cecatdinesuperiores a las obtenidas en
plasma con una i§ddCplasma >1.25, lo que implica una tendencia del farmaco a
distribuirse en los tejidos (Knolly cols., 1999).Higado y rifion son fundamentalmente
los 6rganos donde se observa un mayor acumulo sidguos (Lynch y cols., 1994;
Goudah y Mouneir, 2009; Zeng y cols., 2010).

En el cuadro de un proceso infeccioso, las conaeipties de danofloxacino en
plasma y tejidos de pollos infectados (a excepdéinmusculo), fueron mas bajas que
los animales no infectados. Esto puede deberspalde infeccion, pues afecta a la
mucosa intestinal, y por lo tanto a la absorci@iésiica del farmaco (Zeng y cols.,
2010).

En otros animales

En tortugas, caballos, camellos, conejos y monosha® obtenido
volimenes de administracion de 1.02, 2.0, 2.53% $.3.95 L/Kg respectivamente. Las
semimidas de eliminacién oscilan en un rango d4-8.31 h en caballos, 4.88-8.2 h en
conejos, 5.37-5.71 h en camellos, 6.36 -7.25hpasms y 14.70-18.71 h en tortugas
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(Aliabadi y cols., 2003a; Fernandez- Varon y caM06a; Fernandez-Varén y cols.,
2007; Marin y cols., 2008).

En camellos, danofloxacino penetra muy lentamente tejidos
inflamados y no inflamados, siendo su eliminacios deces la del plasma, tanto en la

administracion intravenosa como intramuscular gdidi y cols., 2003a).

2.14.8.3.- METABOLISMO Y EXCRECION.

La excrecion de Danofloxacino, al igual que otrésmacos del mismo
grupo, es principalmente por via renal. En la grégapresenta mayoritariamente en su
forma ionizada, y por tanto presenta una alta dadall, que evita su reabsorcion en la
sangre por un mecanismo de atrapamiento de ior@yjosde gran utilidad en el

tratamiento de infecciones urinarias (Atef y cd€01).

En terneros y cerdos, tras adminsitrar tres doarsad de danofloxacino
a dosis de 2 mg/kg via intramuscular, las conceimngs medias en orina oscilaron
desde 44 hasta 54/ml, excretdndose de forma inalterada en un raeg®8 a 51% de
la dosis administrada. Las concentraciones de Hz®tagr/ml obtenidas 24 horas
despues tras la administracion parecen suficiepéea tratar infecciones del tracto
urinario en estos animales. En la bilis, la cotrazion media de danofloxacino a las
12h-postdosis fue de 1,71 y 3,0@/ml, disminuyendo a 0,20 y 0,8hg/ml,
respectivamente, a las 24 horas (Mann y Frame,)1992

En cabras, Danofloxacino se excreta en orina a erdraciones
superiores que las del plasma. Tras la inyeccifravenosa, la concentracion mas
elevada fue de 58.58)/ml a los 30 minutos. Gradualmente, la concerdracomienza
a disminuir hasta su menor valor a las 24 horasas Ta inyeccion intramuscular, la
concentracion mas alta (64.68/ml) se alcanza tras 1 hora, , y desciende grachrdé
hasta 0.084 a las 72h post-inyeccion. La relacidree del aclaramiento de
danofloxacino/aclaramiento creatinigd en todos los tiempos de muestreo (Atef y
cols., 2001).

Danofloxacino a dosis de 0.738mg/kg por bolo wdrenso o en perfusion
continua de 36horas, alcanza semividas de 4.3 ZW@&s, respectivamente, en vacas
infectadas con Mannheimia (Pasteurella) haemolyii§arasola y cols., 2002).
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3.1.- MATERIAL

Los materiales y productos utilizados para la zealbn del presente trabajo, se

relacionan a continuacion:

3.1.1.- MATERIAL FUNGIBLE

Agujas para extraccion de sangre Venoject®

Tubos heparinizados al vacio para extraccion dgreavienojet®
Holder Venoject®

Jeringas de varios volumenes

Agujas hipodérmicas

Tubos de ensayo de varias capacidades.

Micropipetas de varias capacidades Gifson

Puntas para micropipetas de varias capacidades.

Pipeta repetidora HandyStep®

Puntas de desplazamiento directo codificadas dasveapacidades Plastibrand®.
Matraces Erlemmeyer de varias capacidades.

Matraces aforados de varias capacidades.

Probetas de diversas capacidades.

Vasos de precipitado de varias capacidades.

Viales de cristal para autoinyector del equipo HPW®eaton, USA.

Tubos Eppendorf 1,5y 2 mL.

3.1.2.- PRODUCTOS Y REACTIVOS

Agua bidestilada
Advocin 180® 180 mg/ml (Pfizer S.A., Madrid, Espaiia
Polimero 407 (Basf, Alemania)

Carboximetilcelulosa sodica (Sigma-Aldrich,USA)
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Acido trifluoroacético (Panreac, Barcelona, Espafia)
Danofloxacino puro (Sigma-Aldrich, Seelze, Alemania
Enrofloxacino puro (Monheim, Alemania)
Acetonitrilo HPLC (Scharlau, Barcelona, Espafia).
Agua para HPLC (Panreac, Barcelona, Espafia).

Metanol para HPLC (VWR Prolabo International, EC)

3.1.3.- APARATOS

Agitador magnético SBS A-06.
Agitador de tubos Heidolph Reax 2000
Balanza de precision Sartorius BP121S, pesada@@®61 y 120 g
Balanza de Precision (Mettler, Toledo), pesadeeen®l y 30 mg.
Centrifuga ALC modelo 4236
Congelador Sanyo MDF ( - 45 °C).
Neveras portétiles isotérmicas
pHmetro Crison Digit 501
Sonicador Branson 2200.
Frigorifico ElectroluX modelo ER 3818C.
Ordenador personal Pentium IV.
HPLC compuesto de:
Bomba cuaternaria modelo LC-10ALvp (Shimadzu)
= Detector de fluorescencia de modelo RF-10Ax| (Sllzoid.

= Autoinyector modelo SIL-10Advp (Shimadzu), con igdracion por

sistema Peltier.
» Desgasificador DGU 14A (Shimadzu).
» Modulo mezclador FCV-10AL-VP (Shimadzu).

= Horno para columnas CTO-10 ASvp (Shimadzu) con canulg

temperaturas 4-80° C.
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= PC con el programa Class-VP Chromatography Datatef®ys
(Shimadzu)

=  Columnas Kromasil ¢¢5 pm 250 x 4.6 mm ID ( Tecnokroma).

= Precolumnas con la misma composicién que la columna
3.1.4.- SOFTWARE INFORMATICO

- Programa de Anélisis Farmacocinético Winnonlin &ssfond! version 5.2.1.
- Programa de analisis farmacocinético MULTIFIT (PR&IQ1997).
- Paquete de anélisis estadistico SP&Ssion 12.0.1, Chicago, 2003.

- Paquete de analisis estadistico STATGRAPHICS Rrsin 5) Manugistics, Inc.,
Rockville, USA.

- Programa de graficos PRISM 3.0. para WINDOWS (GRBRRB SOFT.INC.).

- Programa para simulacion de estructuras quimicaEMIDRAW Ultra Version
6.0. y CS CHEM3D STD.

- Procesador de textos Microsofvord 2003 y Hoja de célculo MicrosBfExcel
2003.

3.2.- ANIMALES

Para la realizacion del presente estudio se héinadld seis cabras de la raza
Murciano-Granadina con pesos comprendidos entr@dddsy los 47 kg y de 2 a 4 afios
de edad procedentes de la granja de la Facultadetizinaria de la Universidad de
Murcia. Los animales estuvieron estabulados durah&msayo con alimento y bebida
ad libitum Todos los animales se encontraban en buen edéasdalud, y no recibieron
ningun farmaco durante al menos 15 dias antesndsb ide la experiencia. Ademas,
durante el estudio, se control6 su estado sanifpasi@ asegurar la ausencia de

enfermedades infecciosas y/o parasitarias.
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3.3.- METODOS: PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se realiz6 un estudio cruzado (2x2x1x1) en 4 fas@s,un intervalo entre cada
fase de 15 dias para asegurar la ausencia intecfaseentre cada uno de los estudios.
Danofloxacino (Advocin 180®, Pfizer) fue administoapor las siguientes vias de

administracion y a las siguientes dosis:
* Administracion intravenosa (IV): 6 mg/kg
* Administracion subcutanea (SC): 6 mg/kg

* Administracion subcutanea en formulacién de libémacostenida: 18
mg/kg de danofloxacino con gel P407 afadido al 25&%).

* Administracion subcutanea en formulacion de libérmacsostenida:
18 mg/kg de danofloxacino con gel P407 al 25% pa@ametilcelulosa
al 2% (SQ)

En el caso de las formulaciones de liberacién sadesu preparacion se llevé a
cabo de la siguiente manera: en un rector concrdcién de agua refrigerada a 4 °C se
adicion6 el volumen requerido de la solucion comaérde danofloxacino (Advocin
180®, Pfizer). Una vez que se alcanzd la tempexatar4 °C en el interior del reactor,
se afiadio lentamente la cantidad apropiada de %), con agitacion constante,
hasta lograr su completa disolucion. En el caso lde formulacion con
carboximetilcelulosa como coadyuvante (2 %), estaadiciond previamente a la
solucion comercial de danfloxacino a temperaturdiante, y posteriormente, tras el

enfriamiento de la disolucion (4 °C), se adiciohpaoxamer 407.

ADMINISTRACION INTRAVENOSA

Se administré a cada uno de los animales, en la yagular izquierda, una
dosis unica de danofloxacino (Advocin 180®) de 6/kggde peso corporal. Las
extracciones de sangre se realizaron de la venalaruderecha en tubos Venoject® a
los siguientes tiempos: blanco (inmediatamenterianta la administracion), 5, 10, 15,
30, 45 minutos y 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24y 3B horas desde la administracion del

farmaco.
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ADMINISTRACION SUBCUTANEA

En las seis cabras se administré una dosis de Kgndg/ danofloxacino bajo la
piel en la regidon lateral derecha a la linea meftiesal a nivel toracolumbar. Las
muestras se recogieron de la venas yugulares rdguie derecha a los siguientes
tiempos: blanco (inmediatamente antes de la adtranién del antibiotico), 5, 10, 15,
30, 45 minutos y 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24y 3B horas desde la administracion del
farmaco.

ADMINISTRACION ~ SUBCUTAENA  EN  LIBERACION
RETARDADA CON GEL P407

En las seis cabras se administrd una dosis de 18ndg danofloxacino de la
formulacion con gel P407 bajo la piel, en la regiateral derecha a la linea dorsal
media a nivel toracolumbar. Las muestras se rexmyide la venas yugulares izquierda
y derecha a los siguientes tiempos: blanco (inn#aiente antes de la administracion
del antibiotico), 5, 10, 15, 30, 45 minutos y B, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 32,48, 72,96 y
120 horas desde la administracion del farmaco.

ADMINISTRACION SUBCUTAENA EN LIBERACION
RETARDADA CON GEL P407 Y CARBOXIMETILCELULOSA

En las seis cabras se administré una dosis de 1&rdg danofloxacino con el
gel P407 més carboximetilcelulosa bajo la pielJeenegion lateral derecha a la linea
dorsal media a nivel toracolumbar. Las muestrasesegieron de la venas yugulares
izquierda y derecha a los siguientes tiempos: blafilemediatamente antes de la
administracion del antibiotico), 5, 10, 15, 30,MBwtos y 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24,
32,48,72,96 y 120 horas desde la administnadéb farmaco.

Tras las administraciones subcutaneas, se evallgnelde la administracion en

el punto de inyeccidon (previamente, convenientemedepilado), mediante la
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observacién de signos de dolor por parte del aniotgéra, control de la temperatura
dérmica en el punto de la administracion, reaccoimdélamatorias, formacién de

induraciones, etc.

TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de sangre (5 mL) se recogieron mediabbs heparinizados y al
vacio (Vacutainers®). A continuacién se centrifugadurante 10 minutos a 1500 g
para obtener el plasma, que posteriormente ersetaampor duplicado a -45° C, en los

treinta minutos siguientes a la extraccion.

3.4.- TECNICA ANALITICA

Las concentraciones de danofloxacino en plasmarugeterminadas mediante
un método de cromatografia liquida de alta resélu@HPLC) modificado del descrito
por Siefert et al. (1999).

El procesamiento de muestras fue el siguiente0gu20de plasma se le afiadian
5 pL del estandar interno (enrofloxacino 100000Lug/ 200 pL de acetonitriloLa
precipitacion de proteinas se realizaba por agitaen un bafio de ultrasonidos seguido
de centrifugacion durante 10 min a 3000 rpm. Dblesgadante se extraian 100 puL y se
llevaban a un vial donde se diluian 4 veces cdada movil a emplear para el analisis
por HPLC La separacion se llevé a cabo utilizando una coturan fase reversa
Kinetex PFPCigde 100 x 4.6 mnde diametro interno y 2.6 poe didmetro de poro,
con un volumen de inyeccion de 20 b determinacion se realizé en modo isocratico.
La fase mévil estaba compuesta por acetonitrild2§ acido trifluoroacético al 0.1 %
(80 %). La velocidad de flujo de la misma fue d& rhL/min. La deteccién se realizé a
una longitud de onda de excitacion de 280 nm ylamgitud de onda de emision de 440

nm. La duracion de los cromatogramas fue de siatatos.
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3.5.- VALIDACION DE LA TECNICA
LINEALIDAD

Las curvas de calibrado se prepararon 8ononcentraciones diferentes de
danofloxacino entr& y 1000 pg/L usando blancos de plasma de cabra yoadiuio el
estandar interno. El estandar interno empleadoefuefloxacino. El coeficiente de
correlacion (r) obtenido fue > 0,999 % para todascurvas de calibrado.

Las soluciones estdndar de danofloxacino se prepamaediante diluciones
seriadas en metanol hasta alcanzar concentradioadéss de 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500 y 1000 pg/L. La cantidad de estandar internadiai® fue de 5 puL a una
concentracion de 100000 pg/L. Los controles segoaepn a partir de un pool de
blancos de plasma con cantidades conocidas de loemcdho para alcanzar
concentraciones similares. Las alicuotas de I@ndates, controles y muestras fueron
procesadas como se ha descrito anteriormente yyeetaron 20 UL en el sistema

cromatografico.
RECUPERACION

Los porcentajes de recuperacion se determinarorpa@ndo las areas de los
picos de los controles a las distintas concentnesiale farmaco, con las areas de los
picos de los estandares a las concentracionesspormndientes preparados con fase
movil. Cada punto se establece a partir de un plande tres determinaciones para las
concentraciones de danofloxacino de 50, 500 y 1a§)Q. La media de recuperaciéon
fue 95.67 £ 11.75 %.

PRECISION

La precision del ensayo se evaluo expresando leiasédn estandar relativa
(RDS) como un porcentaje del valor medio. La prénigtra-dia se estimé mediante el
analisis, en el mismo dia, de tres muestras regsetig tres concentraciones estandar
usadas para las curvas de calibrado (RSD < 1.571.&bprecision inter-dia se estimé
mediante el andlisis de tres concentraciones emt&harante tres dias consecutivos
(RSD < 8.54 %).
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Limite de cuantificacién y deteccion

El limite de deteccion de danofloxacino en plasmeaestablecido para la
concentracion mas baja que se podia detectar wifiéredola del ruido de fondo del
aparato. El limite de cuantificacion se establgei@ el nivel de concentracidon mas bajo
utilizado en las curvas de calibrado y para el gueSD fue menor del 15%. De este
modo, el limite de deteccion para danofloxacin@ksma resulté ser de 4.3 pug/L y el

limite de cuantificacion 5 pg/L.

3.6.- ANALISIS FARMACOCINETICO

3.6.1.-PLASMA . ANALISIS COMPARTIMENTAL

Una vez obtenidas las concentraciones de danofloxaen plasma a los
diferentes tiempos de extraccion tras la admirdging se han ajustado los datos a las
ecuaciones mono-, bi- y triexponenciales mediahfgagrama MULTIFIT, propuesto
por Proost (1997), y basado en Yamaoka et al. (198#s ajustes se han realizado

utilizando el algoritmo MARQUARDT y empleando vasioriterios de ponderacion.

Una vez realizados los ajustes a los diferentesefosdfarmacocinéticos, el
criterio utilizado para determinar cual era la @xa que mejor se ajustaba a los datos
observados fue el Criterio de Informacién de Akalk@&IC (Yamaoka et al., 1978),
cuya expresion es:

AIC=N- I[N W - (G -C)?*]+2p

donde N es el numero de puntos experimentagesiywimero de parametros del
modelo en cuestion. La expresion contenida entrehetes corresponde a la suma de
cuadrados residuales, dondee€ la concentracion obtenida experimentalmentessC
la concentracidn tedrica obtenida a partir de laaeidn correspondiente a ese modelo,

hallada utilizando el método de los minimos cuansadW es el factor de ponderacion.
El modelo con el valor minimo de AIC se considérépdimo.

A partir de las ecuaciones finales, ajustadas pms procedimientos
mencionados, se han calculado los diferentes pam@snfarmacocinéticos (Gibaldi y
Perrier, 1982).
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3.6.2.-PLASMA . ANALISIS NO COMPARTIMENTAL
Los parametros no compartimentales se calcularoacderdo con la teoria de
los momentos estadisticos (Riegelman y Collier,0198ibaldi y Perrier, 1982),

utilizando el programa informatico WinNonlin Prasemnal® (version 5.2.1).

Finalmente, la biodisponibilidad se ha calculadadienando las &reas totales
bajo las curvas de concentracion plasmatica okdsmpdr el método trapezoidal, tras la
administraciones extravasculares (subcutaneas)ravémosa. Este parametro queda

indicado como F.

3.7.- METODOS ESTADISTICOS

Para el desarrollo de este trabajo se han llevadaba una serie de estudios
estadisticos con el fin de obtener los datos edtao$ mas importantes y evaluar la
homogeneidad de los datos utilizados.

Se calcularon los siguientes parametros estadisteocentralizacion: media,

desviacion estandar, coeficiente de variacion greipico.

Para verificar la homogeneidad de las distintageoinaciones obtenidas para
cada tiempo de extraccién, se ha utilizado eldegKolmogorov-Smirnov, mediante el
cual se ha comprobado el ajuste de dichas concantes a la distribucion normal.
También se ha utilizado esta prueba para verificakistencia o no de diferencias entre
los valores de los distintos parametros farmactico® obtenidos para un mismo

modelo de ajuste, considerando cada via de adnaiciish de danofloxacino.

Ademas, se calcularon el coeficiente de correlaétép de determinacion R
para comparar el ajuste entre las concentracioxerienentales y las concentraciones

tedricas para cada animal y via de administracion.

Para detectar la existencia o no de diferenciesdissicamente significativas
entre los pardametros farmacocinéticos obtenidosre eds distintas vias de
administracion se han utilizado métodos paramétyitest t-student, y métodos no

paramétricos, test Mann-Whitney.
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4.1.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE DANOFLOXACINO.

Los valores de concentracion plasmatica de daradion, obtenidos tras la
administracion intravenosa de 6 mg/kg de peso esabe muestran en la Tabla 1. En
todos los casos, se observa como, en los animal@oduce un descenso rapido de las
concentraciones durante las primeras 2 horasaradninistracion. Posteriormente, ese
descenso continua pero de manera mas lenta. Esteo hee puedo corroborar
observando los Graficos 2 a 7, correspondienteada @nimal y en el Grafico 1,

correspondiente a las concentraciones medias.

La evolucion de los valores medios de las conceioinas plasmaticas de
danofloxacino a los distintos tiempos de extraccié@ muestra en el Gréfico 1,
representado en forma semilogaritmica. En la Ta@blse muestran dichos valores

medios junto con sus estadisticos.

Con respecto al coeficiente de variacion, Wagn®68§) indica que, en los
ensayos farmacocinéticos, cuando los valores deceotracion plasmatica se
distribuyen normalmente, los coeficientes de vasraque se obtienen, oscilan entre el
25% y 75%. Ademas, establece que el nimero de BsEn@oOneo a utilizar en estos
estudios debe estar comprendido entre 5 y 20. Cammuede observar en la Tabla 2,
hemos obtenido valores por debajo del 75% en tladasxtracciones incluso inferiores
a ese 25%, encontrandose el minimo valor de ceefiien 10,52 % y el maximo en

27,04%, correspondientes a las 0,75 y 10 horgsecégamente.

Para comprobar la homogeneidad de los datos, seedlzado el test de
KOLMOGOROV-SMIRNOV entre todos los valores de cartcacion plasmatica de
danofloxacino, obtenidos en los diferentes animgl@sa un mismo tiempo de
extraccion. Los resultados de este estudio se mnesh la Tabla 2, donde puede
apreciarse que el nivel de significacion es muyasle para todos los tiempos de
extraccién, salvo el valor correspondiente a laceatracion obtenida a las 0,25 horas,

sin embargo, el coeficiente de variacion no supkla.03%.
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De esta forma, la homogeneidad de los datos olmemd so6lo es suficiente,
sino que esta plenamente probada, por lo que moeesso incrementar el nimero de

animales.

Vista pues, la idoneidad de los datos, se ha pideed ajuste de los mismos a
modelos farmacocinéticos lineales mono, bi y tripatimentales, primero mediante
regresion lineal por el método de minimos cuadradiilizando el programa PKCALC
(Shumaker, 1986), y a continuaciéon, partiendo de parametros obtenidos en el
anterior, mediante regresion no lineal utilizantpregrama MULTI (Yamaoka y cols.,
1981).

Mediante la obtencion de los distintos AIC (Critedie Informacion de Akaike)
(Yamaoka y cols., 1978), nos permitié obtener ujomaguste de los datos a un modelo

bicompartimental.

Los parametros farmacocinéticos correspondientes guste bicompartimental
para cada uno de los animales, se muestran enbla Ba Sus respectivos valores
medios, asi como otros estadisticos de desviaciédan reflejados en la Tabla 4, en la
cual se observa como los coeficientes de variasodninferiores al 75% sefalado por
Wagner (1968), correspondiendo los mayores val@ras constantes de transferencia
ki2 ¥ Ko1. Estos coeficientes de variacion son un indicidad@omogeneidad de los
parametros obtenidos para el ajuste bicompartirhenta

Para concretar la idoneidad de los datos, se hi&ada una prueba de
KOLMOGOROV-SMIRNQV, cuyos resultados se muestranlaabla 4, donde se
comprueba que en general, los niveles de signifinason elevados en todos los

parametros, excepto para la vida medig-ty la constante de transferencig.K

En la Tabla 5 se pone de manifiesto las relaciopesse establecen entre las
constantes hibridas de disposicion rapida y lehtay (,), las microconstantes de
transferencia y retorno entre los compartimentagraky periférico (k2 y ko1), y la
constante de eliminacidén ik para cada cabra. En la Tabla 6 se muestran los
estadisticos mas importantes de dichas relacias#scomo sus respectivos valores

medios.
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Se ha realizado un andlisis de regresion y uncodelaciéon para demostrar la
existencia de una buena correlacion entre las otra@dones experimentales y tedricas
de cada animal. Los resultados de dicho estudieepa reflejados en las Tabla 9, en la
que se comprueba que no existen diferencias sighifas entre las mismas, por lo que
las concentraciones teodricas son plenamente repatisas del proceso y el ajuste

obtenido es totalmente valido.

La Tabla 10 muestra los resultados del estudio daotinético no
compartimental, obtenidos mediante el programa WONMNIN Professionat (version
5.0), para cada animdtn dicha Tabla aparecen los valores de la conaéditranicial
en plasma (@), area bajo la curva de concentracion plasmaecagio (AUC) y el area
bajo la curva de concentracion plasmatica desdgte) hasta 24 horas (AJgy), el
area bajo el momento de la curva (AUMC), el tienmpedio de residencia (MRTel
aclaramiento (Cl) y el volumen aparente de distifn en funcion del area bajo la
curva (\;) no compartimentaletas medias de dichos valores, asi como los estanfist
mas relevantes, aparecen en la Tabladalmente, se ha realizado a dichos valores la
prueba de KOLMOGOROV-SMIRNOV, y los resultados espondientes aparecen en
la Tabla 11. Como se puede observar, todos losngtrds muestran unos coeficientes
de variacidbn y unos niveles de significacion denti® los niveles considerados

adecuados por Wagner (1968).

4.2.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE DANOFLOXACINO.

La Tabla 12 muestra los valores de concentraciasnmitica de danofloxacino
obtenidos tras la administracién subcutanea de dosis de 6 mg/kg de peso. Se
observa como en los seis animales, a partir dehgoritiempo de extraccion la
concentracion del farmaco va aumentando hasta iapgdamente las 1,5 - 2 horas, y
posteriormente va descendiendo paulatinamente, ctdatitbse concentraciones

plasmaticas hasta las 24 horas tras la adminiétraci

Las correspondientes representaciones graficas a$e doncentraciones
plasmaticas de danofloxacino obtenidas en cada aanimas su administracion

subcutanea se muestran en@®éficos 9 a 14
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Los valores medios de las concentraciones plasasatie danofloxacino, junto
con los estadisticos de desviaciéon, se presentsmTabla 13 Entre estos estadisticos
figura el coeficiente de variacion que en todosdasos es inferior al limite maximo
admisible del 75% indicado por Wagner (1968), cetanente el valor minimo del
coeficiente de variacion en nuestro caso es de 909a las 4 horas de la
administracion) y el maximo de 44,59% (a las 0,888as de la administracion)a
representacion gréfica de los valores medios decdmeentraciones plasmaticas de

danofloxacino, a los distintos tiempos de extratsi® muestra en el Grafico 8.

Para confirmar la homogeneidad de los datos seizdeadl test de
KOLMOGOROV-SMIRNOQV entre todos los valores de cartcaciones plasmaticas de
danofloxacino obtenidas en los distintos animabes jpin mismo tiempo de extraccion.
Los resultados de este test, se muestran en la T&IComo se puede observar, se
obtienen niveles de significacion elevados en tdo®siempos, a excepcion de las 0,18,

8 y 10 horas que son mas bajos.

De la misma manera que en la administracion int@s& del farmaco, se ha
procedido al ajuste de las concentraciones plasasatibtenidas experimentalmente en
cada uno de los animales, a modelos farmacocisétimmo, bi y tricompartimentales,
sin ponderacion de los datos y con ponderaciénodedatos, obteniéndose mejores
resultados cuando se utilizaba un modelo monocdmpartal y se ponderaban las

concentraciones.

Los parametros farmacocinéticos correspondientes adjuste
monocompartimental, para cada uno de los anims¢epresentan en la Tabla 14. Los
valores medios de estos parametros asi como déverstadisticos de desviacion,
guedan reflejados en la Tabla 15. Como se puedmvarslos coeficientes de variacion
oscilan entre valores del 12,19% y del 29,04%, sraéhdose por tanto inferiores a los

considerados por Wagner (1968) como normales.

El ajuste a la distribucion normal de los paransetbtenidos para el modelo
monompartimental, se ha comprobado mediante laizae@n de un test de
KOLMOGOROV-SMIRNOV (Tabla 15). Los elevados nivelate significacion
obtenidos demuestran la homogeneidad de los dapesimentales, con excepcion del

valor obtenido para la constante de absorcigj. n embargo, podemos observar en
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la Tabla 15, que este parametro presenta un ceetiicide variacion inferior al 75%,
concretamente un valor de 29.04%.

Los parametros correspondientes al analisis faroma&tico no compartimental,
para cada uno de los animales, se presentan eabla T6.Los parametros que se
muestran son los valores no compartimentales sitpse la constante hibrida de
disposicion lental}), la vida media (47), el area bajo la curva de concentracion
plasmatica-tiempo (AUC), el area bajo la curva dacentracion plasmatica desde
tiempo O hasta tiempo 24 horas (A&, el area bajo el momento de la curva
(AUMC), el tiempo medio de residencia (MRTel aclaramiento (Cl) y el volumen
aparente de distribucién gVen funcién del area bajo la curva y de la bicoisiilidad,
la concentracion maxima (Cmax) y el tiempo necespara conseguirla (Tmax), asi
como la biodisponibilidad (F).

Las medias de los pardmetros farmacocinéticos mpadimentales, asi como
los estadisticos mas relevantes aparecen en la TablComo se puede observar, todos
los pardmetros muestran unos coeficientes de vamigor debajo del 25%.Finalmente,
mediante la prueba de KOLMOGOROV-SMIRNOV se compareunos niveles de
significaciéon elevados, lo que demuestra el ajaska distribucion normal, excepto el
valor obtenido para el tiempo maxima.Ll). Los valores de esta prueba se muestran en
la Tabla 17.

4.3.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE DANOFLOXACINO
EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25%.

Los valores de concentracién plasmatica de daradiop obtenidos tras la
administracion subcutdnea de una dosis de daneflaxaen solucién del polimero
P407 al 25%, de 18 mg/kg de peso a cabras apareftejados en la Tabla 1&n los
seis animales, la concentracion del farmaco sigaesmolucion semejante a lo largo del
tiempo, aumentando hasta aproximadamente las h@ds tras la administracion del
farmaco, y descendiendo posteriormente de una mageadual, detectandose
concentraciones plasmaticas hasta las 24-32horas.
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Las representaciones graficas de las concentracioplasmaticas de
danofloxacino obtenidas en cada animal tras surasiracion subcutdnea se muestran
en los Graficos 16 a 21 y la de los valores medekas concentraciones plasmaticas, a
los distintos tiempos de extraccion, aparece e@rkdica 15, representados de forma

semilogaritmica.

Los valores medios de las concentraciones plasasatie danofloxacino, junto
con los estadisticos de desviacion se muestrara éralbla 19. Los coeficientes de
variacion obtenidos son inferiores al 75% indicado Wagner, desde un valor maximo
de 46,78% y un minimo de 15,72% a los tiempos tla&xion tras la administracion de

danofloxacino de 0,25 y 1,5 horas respectivamente.

Para confirmar la homogeneidad de estos resultaslsealizd un test de
KOLMOGOROV-SMIRNOQV, entre todos los valores de cemitacion plasmatica de
danofloxacino obtenidos en los diferentes animalgaa un mismo tiempo de
extraccion.Los resultados de este test, se muestran en laa Ti&bhl Como puede

apreciarse los niveles de significacion son muyagles en todos los tiempos.

De la misma manera que en la administracion intras@ y subcutanea
anteriores del farmaco, se ha procedido al ajustéasl concentraciones plasmaticas
obtenidas experimentalmente en cada uno de los algem asi como de las
concentraciones medias, a modelos farmacocinéticm®, bi y tricompartimentales,
con ponderacion y sin ponderacion de las conceatres. Los resultados de dichos
ajustes muestran un menor valor de AIC para el tootdécompartimental con

ponderacién en todos los animales.

Los parametros farmacocinéticos correspondienteguate bicompartimental,
para cada uno de los animales, se muestran enbla 28.Los valores medios de
dichos parametros, asi como diversos estadisteaesliiacion quedan reflejados en la
Tabla 21. En esta ultima, podemos apreciar comovdébares de los coeficientes de
variacion obtenidos son inferiores, en cualquiesoca los considerados por Wagner
(1968) como normales, a excepcion de la concentraplasméatica extrapolada a
tiempo 0 de la fase de disposicién lenta (Cz).

120



Resultados

Como en los casos anteriores, en funcion del testKkOLMOGOROV-
SMIRNOQV se comprueba el ajuste a la distribucionmad de los parametros obtenidos
para el modelo bicompartimental en los seis anigndl@ la Tabla 21 se presentan los
resultados de dicha prueba, apreciandose elevadelesnde significacion para todos
los parametros, excepto para la concentracion plasmextrapolada a tiempo 0 de la
fase de disposicion lenta (Cz), la constante hibdd disposicion lentaj), la vida

media (I52) Yy las constantes de transferenciaykky; .

El resultado del estudio farmacocinético no conpental queda reflejado en
la Tabla 22. En dicha Tabla aparecen los valoreonmpartimentales de la constante de
hibrida de disposion lentad), la vida media (t%Z), el area bajo la curva de
concentracién plasmatica-tiempo (AUC), el area bkjocurva de concentracion
plasmatica desde tiempo 0 hasta tiempo 24 hora€QAR#N), el area bajo el momento
de la curva (AUMC), el tiempo medio de residen®®R(), el aclaramiento (Cl) y el
volumen aparente de distribucion (Vz) en funcion @ea bajo la curva y de la
biodisponibilidad, la concentracion maxima (Cmax)el tiempo necesario para
conseguirla (Tmax), asi como la biodisponibiliday (

El estudio estadistico de los pardmetros no compamtales se muestra en la
Tabla 23. Como se puede observar, todos los pam@smauestran unos coeficientes de
variacion bajos, sin superar el 33,83%. El corredpmmte test de KOLMOGOROV-
SMIRNOQV se presenta en la Tabla 23, donde se ddrauelsajuste a la distribucion
normal, ya que en todos los parametros se obtieiveles de significacion adecuados,
excepto para la constante hibrida de disposicidtal@z) y la vida media (13%).

4.4.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE DANOFLOXACINO
EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% +
CARBOXIMETILCELULOSA AL 2%.

La Tabla 24 muestra los valores de concentraciasnmhtica de danofloxacino
obtenidos tras la administracion subcutanea dedassés de 18 mg/kg de peso de

danofloxacino en solucién del polimero P407 al 26%arboximetilcelulosa al 2%n
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los seis animales, a partir del primer tiempo deaexion la concentracion del farmaco
va aumentando hasta aproximadamente las 2 homsstgriormente va descendiendo
de manera gradual, detectandose concentracior@sdiiaas hasta las 32 horas tras la
administracion del farmaco, a excepcidon de la cdbraen la que se detectan

concentraciones plasmaticas hasta las 72 horas.

Las correspondientes representaciones graficas log@ritmicas de las
concentraciones plasmaticas de danofloxacino atdasenien cada animal tras su

administracion subcutanea se muestran en los Gsa?i8 a 28.

Los valores medios de las concentraciones plasasatie danofloxacino, junto
con los estadisticos de desviacion, se presenta Eabla 25. Entre estos estadisticos
el coeficiente de variacion en todos los casosifesior al limite maximo admisible del
75% indicado por Wagner (1968), a excepcion debrvdé 77,25% correspondiente a
las 0,25 horas de la administracion. Las represemes graficas en forma
semilogaritmica de los valores medios de las cdre@ones plasmaticas de

danofloxacino, a los distintos tiempos de extratsi® muestran en el Grafico 22.

La homogeneidad de los datos se ha confirmado cbntest de
KOLMOGOROV-SMIRNOQV entre todos los valores de cartcaciones plasmaticas de
enrofloxacino obtenidas en los distintos animakes mun mismo tiempo de extraccion.
Los resultados de este test, se muestran en la P&blComo se puede observar, se

obtienen niveles de significacion muy elevadosoelos$ los tiempos.

Al igual que en anteriores situaciones, se ha plidoeal ajuste de las
concentraciones plasmaticas obtenidas experimesiédénen cada uno de los animales,
asi como de las concentraciones medias, a modatosgadocinéticos mono y bi y
tricompartimentales, sin ponderacién de los datosoly ponderacion de los datos,
obteniéndose mejores resultados cuando se ponddesbeoncentraciones. El ajuste de
las cabras A, B, C y E se hizo siguiendo un mobielompartimental, mientras que las
cabras D y F, se ajustaron a un modelo tricomparial, pues los AICs

correspondientes mostraban resultados mas faverable

Los parametros farmacocinéticos correspondienteguate bicompartimental y
tricompartimental, para cada uno de los animageprasentan en las Tablas 26 y 28.
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En las Tablas 27 y 29, se muestran los valores asedé los parametros
farmacocinéticos asi como diversos estadisticosdegviacion. Como se puede
observar, los coeficientes de variacion se sitian debajo del 75%, sefialado por
Wagner (1968) como normal, a excepcion de la cdremgon (Cz) para el ajuste
bicompartimental, y la concentracion plasmatica)(€lla constante de disociacion

(K10) para el tricompartimental.

El ajuste a la distribucion normal de los paransetbtenidos para el modelo
bicompartimental y tricompartimental, se ha compdibmediante la realizacion de un
test de KOLMOGOROV-SMIRNOV (Tablas 27 y 29). Losveles de significacion
obtenidos son muy elevados, lo que demuestra laopeneidad de los datos

experimentales.

En la Tabla 30, se muestran los parametros comégpaes al andlisis
farmacocinético no compartimental, para cada unlsl@animales. Al igual que en las
administraciones subcutdneas anteriores, se muoesies parametros no
compartimentales siguientes: la constante hibradisposion lentalg), la vida media
(t¥22), el area bajo la curva de concentracion plasedigenpo (AUC), el area bajo la
curva de concentracion plasmatica desde tiempeia i@mpo 24 horas (AUE,4p), €l
area bajo el momento de la curva (AUMC), el tiempedio de residencia (MRT), el
aclaramiento (Cl) y el volumen aparente de distiifn (Vz) en funcidn del area bajo la
curva y de la biodisponibilidad, la concentracicaxima (Cmax) y el tiempo necesario

para conseguirla (Tmax), asi como la biodispomiadi (F).

Las medias de los valores de los parametros famireta@os no

compartimentales, asi como los estadisticos mésamies aparecen en la Tabla 31.
Finalmente se ha realizado a dichos valores ldbprde KOLMOGOROV-SMIRNOV,
y los resultados correspondientes aparecen enldla Bd. Como se puede observar,
todos los pardmetros muestran unos coeficientegadacion dentro de los niveles
considerados adecuados por Wagner (1968). Losesivid significacion obtenidos tras
la realizacion de la prueba de KOLMOGOROV-SMIROW stevados.
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4.5.- COMPARACION DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DE DANOFLOXACINO, TRAS SU
ADMINISTRACION INTRAVENOSA, SUBCUTANEA,

SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% Y
SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% +
CARBOXIMETILCELULOSA AL 2%.

Los valores medios de los principales parametrosmdeaocinéticos,
compartimentales y no compartimentales, de danafiow tras la administracion
intravenosa de una dosis de 6 mg/kg de peso ddloeawmino via intravenosa (1V) y
subcutanea (SC), y de 18 mg/kg de peso de danoftaxaia subcutanea en solucion
del polimero P407 al 25% (SC1) y subcutanea ercigoluwel polimero P407 al 25% +
carboximetilcelulosa al 2% (SC2) aparecen reflegaglvla Tabla 32.

La representacion gréfica en forma semilogaritndealos valores medios
(media £ SD) experimentales de concentracion otbbsna los distintos tiempos de
extraccion tras la administracion de danofloxagmoo las vias IV, SC, SC1 y SC2,

aparece en el Grafico 29.

Se ha querido representar graficamente los valoredios (media + SD)
experimentales de concentracién obtenidos a ldmidis tiempos de extraccion tras la
administracion de danofloxacino por las vias exsaulares: SC, SC1 y SC2, de forma

semilogaritmica (Grafico 30)

Para verificar la existencia de diferencias sigaiivas entre las
administraciones de enrofloxacino via IV, SC, SC3G2, se ha realizado un estudio
estadistico paramétrico (t de Student) y no pandecoéfWilcoxon) a los parametros
farmacocinéticos obtenidos mediante el andlisispastimental y no compartimental.

Los resultados de este estudio se muestran erbla 3a

Al comparar las vias de administracion IV y SC,observa la existencia de

diferencias significativas entre diversos paransetfarmacocinéticos. Asi, existen
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diferencias estadisticamente significativas entrarea bajo el momento de la curva
(AUMC) y el tiempo medio de residencia (MRT).

La comparacion de las vias IV y SC1 pone de matifida existencia de
diferencias significativas entre el area bajo ehmanto de la curva (AUMC) y el tiempo
medio de residencia (MRT). La comparacion de las W y SC2, pone de manifiesto
la existencia de diferencias significativas enfrérea bajo la curva de concentracion
plasmatica-tiempo (AUC), el area bajo la curva dacentracion plasmatica desde
tiempo O hasta tiempo 24 horas (AUCO0-24h), el &aj@ el momento de la curva
(AUMC) y el tiempo medio de residencia (MRT).

También se ha realizado la comparacion entre égsatdministraciones por via
extravascular: SC, SC1 y SC2. Como se puede obiseemala Tabla 33, existen

diferencias significativas (P<0,05) para los sigtes pardmetros farmacocinéticos:

e Comparacion entre las vias SC y SC1: el area Hapomento de la
curva (AUMC) y el tiempo necesario para alcanzarcdacentracion

maxima (Tmax).

e Comparacion entre las vias SC y SC2: existen difése significativas
entre el area bajo la curva de concentracion plasastempo (AUC), el
area bajo la curva de concentracion plasmaticaedésdpo 0 hasta
tiempo 24 horas (AUCO0-24h), el &rea bajo el momeddola curva
(AUMC), el tiempo medio de residencia (MRT), la centracion

plasmatica maxima (Cmax) y la biodisponibilidad. (F)

e Comparacion entre las vias SC1 y SC2: la consthileida de
disposicion lenta Az), la vida media (t%Z), el tiempo medio de
residencia (MRT), la concentracion plasmatica maxi(@max) y el

tiempo necesario para alcanzar dicha concentrd€ioax).
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4.6.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS
FARMACODINAMICOS OBTENIDOS FRENTE A CEPAS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

En la Tabla 34 se muestran las concentracionesmaginhibitorias(g/mL) de
danofloxacino obtenidas frente a 32 cepas de Slagdgcus aureus aisladas de la leche

de cabras lactantes con infecciones intramamarias.

Como ya se ha mencionado en la revision bibliogaafentre los pardmetros
farmacocinético—farmacodinamicos (PK-PD) que pediana mejor eficacia y una
menor aparicion de resistencias se encuentran €C/@MI y Cmax/CMI. Estos
parametros calculados para cada animal, via suigaita una dosis de 6 mg/kg de
danofloxacino, y via subcutanea en solucién déhpario P407 al 25% y subcutanea en
solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilteda al 2% de una dosis de 18
mg/kg de danofloxacino y a 4 niveles de sensiilid danofloxacino, de los aislados
de Staphylococcus aureus en cabra, se muestran Tabla 35. Ademas, se muestran
los valores de las ratios de danofloxacino cor@gia una dosis de 6 mg/kg en el caso

de las dos administraciones con polimero.

Finalmente, en la Tabla 36 se ponen de manifiestmédia y la desviacion

estandar de dichos parametros farmacocinético-fardi@amicos.
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5.1.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE DANOFLOXACINO
EN CABRAS.

5.1.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

La evolucién de las concentraciones plasmaticatadefloxacino a una dosis de
6 mg/kg en cabras, se ha ajustado a los modelosafacinéticos mono- y
bicompartimentales con y sin ponderacion de losesdakperimentales obtenidos para

cada animal y para sus correspondientes concesmiecmedias.

A la hora de decidir cual de dichos modelos es & idoneo, se ha tenido en
cuenta un coeficiente no lineal conocido como @dtde Informacion de Akaike o AIC
(Yamaoka y cols., 1978), considerado como el ppaicicriterio de decisién. De
acuerdo a la teoria de Akaike, en un conjunto teratites modelos, se escoge el que

tenga el menor AIC.

Teniendo en cuenta los valores mas favorables de @henores), se ha
comprobado que la evolucion de las concentraciplassnaticas en todos los animales
asi como para las concentraciones medias, serasta modelo bicompartimental sin
ponderacién. Asi pues, se puede concluir que lascetdraciones plasmaticas
experimentales obtenidas tras la administracigavenosa de una dosis de 6 mg/kg de

danofloxacino en cabras, se ajustan mejor a un imdimpartimental abierto.

Para verificar la bondad del ajuste a un modelorgartimental abierto, se
calcularon las concentraciones teoricas correspatei a cada animal y las
concentraciones tedricas medias a los mismos tiemyidizados en la fase
experimental, utilizando las ecuaciones corresporids, y se ha procedido a realizar
un analisis de regresion entre éstas y sus comdsgpues experimentales. Los
resultados de dicho estudio aparecen en la Tabén 9a que se comprueba que no
existen diferencias significativas entre las misnfps> 0,001), por lo que las
concentraciones tedricas son plenamente repreisastatiel proceso y el ajuste

obtenido es totalmente valido.

El modelo bicompartimental estd de acuerdo con &asacteristicas
farmacocinéticas de las fluoroquinolonas, que mtese una buena distribucion

organica con una importante penetracion a nivehdéefular (Brown, 1996)Varios
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estudios de administracion intravenosa de danafloraen cabras también obtienen un
mejor ajuste del farmaco al modelo bicompartime(i&alcudero y cols. 2007; Ismail y
cols. 2006; Aliabadi y Lees. 2001Qtros estudios realizados tras la administracion
intravenosa de danofloxacino en distintas espeamgsiales, también ajustan a un
modelo bicompartimental: ovejas (Escudero y col072, bovino (Mann y Frame,
1992), conejos (Fernandez-Vardn y cols., 2007)abattos (Fernandez-Varén y cols.,
2006a).

El ajuste al modelo bicompartimental se ha obtemdootros estudios tras la
administracion intravenosa de otras fluoroquinadona cabras: moxifloxacino
(Fernandez-Varon y cols., 2006b), danofloxacino iABadi y Lees, 2001),
marbofloxacino (Waxman y cols., 2001) y pefloxaciabd El-Aty y Goudah, 2002).

El modelo bicompartimental abierto fue introduciplar T. Teorell en 1937 y
posteriormente divulgado por J. Loo y S.Riegelni®368). Este modelo intenta reflejar
el hecho de que la distribucion del farmaco en rgamismo no es un proceso
instantaneo. Se caracteriza por considerar al m@an compuesto por dos
compartimentos, uno central correspondiente adppdos en los que se alcanza un
rapido equilibrio en la distribucién del farmacai€oe considerarse instantanea) y uno
periférico que corresponde a los tejidos en los guequilibrio en la distribucion
precisa un tiempo mas o menos dilatado para alcemi®oménech y cols., 1997).
Dependiendo de que el proceso de eliminacion sdupoa desde el compartimento
central, o desde el compartimento periférico, serabran distintos modelos posibles.
En nuestro caso hemos considerado que la elimmas® produce desde el

compartimento central.

El modelo bicompartimental abierto tras una dosieavenosa, viene definido

por la siguiente ecuacion:
C=C-e™'+C,.e™! (1)
Esta ecuacion adquiere diferentes valores paraar@del (Tabla 3), es por ello

que para hallar la ecuacion que mejor define lauew@an de las concentraciones
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plasmaticas de danofloxacino en la cabra, se diédear a cabo estudios estadisticos
que permitan calcular los valores medios para caga de los parametros que

intervienen en la misma.

De este modo, los estadisticos correspondientes o parametros
farmacocinéticos, deducidos a partir de las comaeioines plasmaticas experimentales,
asi como los resultados del test de KOLMOGOROV-SMIF/, se muestran en la
Tablas 4.

Por consiguiente, la ecuacion que define la evotuade las concentraciones
plasmaticas experimentales, en la cabra tras langtracion intravenosa, de una dosis

tnica de 6 mg/kg de danofloxacino, adquiere elisiga valor:

C =4775,98e %"+ 1374,26 ¢~ 0298! ug/L 2)

La representacion directa de las concentracionesliasieexperimentales
(Grafico 6), pone de manifiesto que los niveles dknofloxacino descienden
rapidamente en la fase inicial (primeros 90 minutpsa partir de este momento
disminuyen de forma mas paulatina, dando lugar @ segunda fase, que podria
considerarse monoexponencial y que se mantiena ebfhal del proceso (hasta las 24

horas tras la administracion).

Este hecho se aprecia méas claramente al observarepeesentacion
semilogaritmica de las concentraciones medias empetales (Gréafico 1), en las que se
diferencia una fase lineal correspondiente a leepaedia y final de la curva, y una fase
inicial que es susceptible de descomponerse eneamtta de pendiente mas pronunciada

gue la anterior.

La transformacion de esta recta semilogaritmicaswerecuacion exponencial
correspondiente, desarrolla la expresiéon biexpdakya indicada en la ecuacion 2. Por
tanto, la desaparicion de danofloxacino del plagieacabra, esta regida por dos
constantes hibridas de disposicion. La primera Ites,eo0 constante de disposicion
rapida f1), rige fundamentalmente los procesos de distridsugila segunda o constante
de disposicion lenta\f), los procesos de eliminacion. Una vez alcanzadm@librio
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en la distribucion, la constante de disposiciénidap),), deja de tener influencia
practica, por lo que se puede asumir que la desapade danofloxacino del plasma en
cabras, queda determinada por la constante dér@alfiase o constante de disposicion
lenta ¢.;). Por definicion, el valor d&; es siempre superior al dg(Doménech y cols.,
1997).

El descenso rapido inicial de las concentraciotesnaticas, implica una rapida
distribucion a los tejidos, durante la primera fasguida de una distribucién mas lenta
en la siguiente, detectdndose concentraciones mtElogacino en plasma hasta las 24

horas.

5.1.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

A continuacidbn se van a comentar los parametromdancinéticos mas
representativos del danofloxacino tras su admaugin intravenosa a cabras. Los
parametros farmacocinéticos obtenidos por analisispartimental para cada uno de
los animales se muestran en las Tablas 4 y 5 (mdiebmpartimental). En las tablas
10 y 11, aparecen los parametros farmacocinétioosompartimentales del farmaco

referentes a cada animal

5.1.2.1.- CONSTANTES HIBRIDAS DE DISPOSICION
RAPIDA Y LENTA.

Las constantes\; y A, se denominan macroconstantes rapida y lenta de
disposicion que, farmacocinéticamente, son coreitder hibridas, al englobar los
procesos de distribucion y eliminacion del farm&oménech y cols., 1997). Estas
constantes son de primer orden (Pla y del Pozal)197

En el presente estudio, los valores medios de estastantes para el
danofloxacino han sido de 2,71 g 0.2958 H parai, y A,, respectivamenté/alores
similares fueron obtenidos en un estudio realizado ibafloxacino en cabras,

concretamente 2'hy 0,19 K parak, y A, respectivamente (Marin y cols., 2007c).
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Las constantes hibridas de disposicion puedenioa@se mediante la razén
M/Az, que informa cual de ellas controla principalmdogprocesos de distribucion y
eliminacion (Pla y Obach, 1982). Asi, cuanto mésado sea dicho cociente, tanto mas
bicompartimental puede considerarse la distribudénfarmacoEn nuestro estudio, la
relacionii/A; se ha mostrado elevada, con un valor de 7.9%dtido de la diferencia
existente entre ambas fases (Tabla 6). Este valdica que la distribucion del
danofloxacino es claramente bicompartimental y egiéa constantg, la que controla
principalmente los procesos anteriormente citag@s,que los regula durante mas
tiempo.

Los estudios realizados con danofloxacino admaustrintravenosamente en
cabras, describen valores de estas constantesoratera los obtenidos en nuestro
estudio, asf Aliabady y Lee (2001) obtuvieron uvalsres paras las mismas de 1,46 h
parai,y 0,16 h'paraj, .

En la cabra, para otras fluoroquinolonas tamberhan obtenido valores de
estas constantes. Para marbofloxacino, Waxmarsy (@tl01), obtienen valores de 0,49
h' y de 0,097 fi parai, y &,, respectivamente mientras que Fernandez-Vardisy ¢
(2006b) reportan valores para moxifloxacinoidey A, de 7,18 i y 0,41 K. Con
pefloxacino (Abd EI-Aty y Guadah., 2002) se obtienalores similares a los de
Fernandez-Varén y cols. (2006b), concretamente @16 y 0,43 i para); y A,. Para
otras quinolonas se han obtenido los siguientesesidei, y A, de 0,92 Hy 0,14 R*
para difloxacino y 0,63°hy 0,08 K para enrofloxacino, respectivamente (Marin y
cols., 2007a; Titos, 2010).

5.1.2.2.- MICROCONSTANTES.

Las constantes; y A, no son las verdaderas constantes de distribugion
eliminacién, ya que ambas participan en los doscgmws, las denominadas

microconstantes son las que realmente los regulan.

En el modelo bicompartimental, considerando quadilainacion del farmaco se
produce desde el compartimento central, existenrrneroconstantes: la constante de
transferencia del compartimento central al compeito periférico (k), la constante
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de retorno del compartimento periférico al cenfkal) y la constante de eliminacién
desde el compartimiento central;dk Podemos observar esquematicamente en la
figura 1, los procesos de transferencia del farmamives los dos compartimentos,

central y periférico, y el de eliminacion desdeasttral:

holus IV K10
— 1 -

K12l hI'{El

Figura 1.- Representacion esquematica del modelmnipartimental tras la

administracion intravenosa de un farmaco

En este modelo, el farmaco se distribuye instaat@eate en el compartimento
central, desde el cual pasa al compartimento pedfée acuerdo con un proceso
cinético de primer orden, regido por la constardgevelocidad k y retorna hacia el
compartimento central (desde el cual se producelifainacion, también segun una
cinética de primer orden regida por la constantg El proceso cinético de retorno,
también de orden uno, viene regido por la constgat@oménech y cols., 1997).

Los valores medios obtenidos para dichas constarges el caso de
danofloxacino en la cabra, sopk 1,2 h', kp1=1,02 hty ko= 178,61 H (Tabla 4). La
misma tabla pone de manifiesto que para cada ahancahstante de eliminacion desde
el compartimento central {§ es la que adquiere un mayor valor, indicandorapala
eliminacién del farmaco desde el compartimento reénton poca distribucion al
compartimento periférico. Este hecho hace queraidéo tenga poca capacidad para

acumularse o retenerse en el compartimento peaftéri

Si observamos estas constantes podemos estalgtaomes de interés que se

muestran en las Tablas 5y 6
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La relacioni /kio, alcanza un valor de 0,30, y sefiala una elimimagiébal del
antibiotico desde todo el organismo, regida por eorsstanté,; inferior a la verdadera
constante de eliminacion i, lo que confirma de nuevo la adecuacion de la

disposicion del danofloxacino a un modelo bicompental.

Del estudio de la relaciom#kio seobtiene un valor de 1,09. Como se puede
observar, este valor proximo o poco mayor de 1 mokca una velocidad de
eliminacién del farmaco del plasma, por metabolisyn@xcrecion, practicamente
similar a la de distribucion del mismo. Que la vedad de eliminacién del farmaco sea
similar a la de distribucién, no quiere decir guefa@maco no se comporte como
bicompartimental, sino que el transito del mismo glocompartimento periférico va a
ser relativamente rapido, es decir, no quedaraneteyido en él, como ocurre con otras
fluoroquinolonas en la misma especie, por ejemgll@nrofloxacino en este caso tiene
una relacion de 0,12 (Titos, 2010).

Si estudiamos la relacion entre la constante desfieeencia y retorno, desde el
compartimento periférico;lk,; esta adquiere el valor de 1,07. Este resultadaandi
que el farmaco accede al compartimento periféraro petorna facilmente del mismo al
compartimento central, sin producirse retencionfédehaco en dicho compartimento
periférico.

Del andlisis de la relacion#kio, se obtiene un valor de 1,02 por lo que el
retorno del farmaco, del compartimento periférido campartimento central, no
condiciona su eliminacion. Esto concuerda con que existe retencion del

danofloxacino en el compartimento periférico.

En un estudio realizado con danofloxacino en cabhdesf y cols., 2001), se
obtuvieron valores inferiores de estas microcomstarpredominando la constante de
retorno desde el compartimento periférico al cér{ika). Concretamente los valores
obtenidos fueron de:;k= 0,49 W, ko1 = 10,74 R . En otros estudios realizados en

cabras no se detallan valores de microconstantes.
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5.1.2.3.- TIEMPOS DE VIDA MEDIA Y TIEMPO
MEDIO DE RESIDENCIA.

El tiempo de vida media de la fase de disposiciapida (i,1) para
danofloxacino, ha sido de 0,64 horas, y el tiemgovida media de la fase de
disposicion lenta {4;), considerado como tiempo de vida media o semvedarmaco
(Atkinson y Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier, 1982)estima en 2,97 horas (Tabla 4).

El valor del tiempo de vida media de la fase dealigion rapida de nuestro
estudio es practicamente igual al obtenido paranebfloxacino en cabras (0,62 h;
Elmas y cols., 2001). También se asemeja al oldgrada difloxacino (0,76 h; Marin y
cols., 2007a).

El tiempo de vida media,{;) obtenido en nuestro estudio es en general imferio
al obtenido en estudios similares encontrados dmasa Un estudio realizado en
igualdad de condiciones que el nuestro, en cuandosss y via de administracion,
obtuvo un valor de 5,46 h (Escudero y cols., 20@Mgf y cols. (2001), tras la
administracion de una dosis de 1,25 mg/kg de peportaron valores de 1,35 h. Otro
estudio realizado por Ismail y cols. (2006) obtuwovalor de semivida de 6,54 h. En un
estudio realizado por Aliabadi y Lees. (2001),abv de 4, fue de 4,67 h.

Comparando con otras especies animales; £tlél presente estudio, es igual al
obtenido cuando se administré danofloxacino enrmy{2,9 h) a una dosis de 5 mg/kg
(Mann y Frame, 1992). En terneros a dosis de 1.2mguestran valores de 2,65 h, en
ovejas a la misma dosis que este estudio, 3,0/¢tudiero y cols., 2007) y en Patos
3,91 h con 5 mg/kg (Goudah y Mouneir, 2009).

Respecto a otras fluoroquinolonas en cabras, sedmsirado valores dest
inferiores a los hallados en nuestro estudio papaiffaxacino (1,94 h; Fernandez-
Varén y cols., 2006b), para pefloxacino (1,6 h; AbdAty y Goudah, 2002), para
ciprofloxacino (2,7 h; El-Banna y Abo EI-Sooud, 899 superiores en el caso de
ibafloxacino (3,76 h; Marin y cols., 2007c), paraifloxacino (4,12 h; Marin y cols.,
2007d), para difloxacino (6,3 h y 4,92 h; Atefglsc, 2001; Marin y cols., 2007a), y
para marbofloxacino (7,1 h; Waxman y cols., 200@mbién se han encontrado valores
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de tiempo de vida media muy superiores a los dstrmestudio, como ocurre con el

ofloxacino, cuyo tiempo de vida media es de 15,%8druah y cols., 2004).

El analisis farmacocinético no compartimental pé&nealcular el denominado
momento 1 o tiempo medio de residencia (MRT). pai&metro es independiente del
modelo farmacocinético elegido y tiene un signdcanalogo ak}, que se halla en los
modelos compartimentales. El MRT, se obtiene diraente de la curva experimental y
puede considerarse como una variable estadistatoah. El 4, por el contrario, es un
parametro obtenido a partir de la ecuacion deajust

En el presente estudio se ha obtenido un valor @& e 2,18 horas (Tabla 11).
Este resultado es similar al obtenido tras la athtnacion de danofloxacino en cabras
(2,47 h, Escudero y cols., 2007), y superior akpioto por Atef (2001) en cabras con
un valor de 1,7 horas. Otros estudios en cabrasal@o resultado valores superiores,
4,2 h (Ismail y cols., 2006) y 5,33 h tras la adstmcion de 1,25 mg/kg de
danofloxacino (Aliabadi y Lees., 2001).

El resultado obtenido en nuestro estudio tambiéroagparable con el obtenido
en ovejas (2,77 h, Escudero y cols., 2007) y emetes, este ultimo a dosis de 1.25
mg/kg (3,20 h, Aliabadi y Lees, 2003). Valores siges se obtuvieron en conejos
(4,14 h, Fernandez- Varén, 2007), patos (4,18 ludab y Mouneir, 2009) a dosis de 5
mg/kg, camellos (5,82 h, Aliabadi y cols., 2003m)ljos (7,25 h, Knoll y cols., 1999) a
dosis de 5 mg/kg y caballos (6,17 h, Fernandebivgrcols., 2006a). Los valores mas
elevados de MRT se hallaron en tortugas (9,58 hiiriva cols., 2008) y en pavos
(11,01 h, Haritova y cols., 2006) cuando se adrmimidanofloxacino subcutdneola

misma dosis que el presente estudio.

También se han encontrado resultados inferioresaeas a dosis de 1.25mg/kg
(Shem-Tov y cols., 1998).

En cuanto a otras fluoroquinolonas estudiadas bnasase han obtenido los
siguientes valores de MRT: similares a orbifloxac{®2,75 h, Marin y cols., 2007d,
dosis de 2,5 mg/kgkuperiores para enrofloxacino (3,47 h, Titos, 20i@floxacino
(22,47 h, Baruah y cols., 2004), e inferiores gagfHoxacino (1,07 h, Abd EI-Aty y
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Goudah, 2002), ibafloxacino (1,50 h, Marin y co®007c; dosis de 15 mg/kg) y
moxifloxacino (1,81 h, Ferndndez-Varon y cols., @90

5.1.2.4.- VOLUMENES DE DISTRIBUCION
APARENTE.

El volumen de distribucion aparente de danofloxa@alculado en funcién del
area bajo la curva de concentracién plasmaticapiie(i;) en cabra, alcanza un valor
de 3,01 L/kg, en tanto que el volumen de distribnceén estado estacionario
adquiere un valor de 1,61 L/kgbtenidos por el método no compartimental (Tabla 11
Como se puede observar estos valores son altogli@am que el farmaco tiene una
excelente distribucién en tejidos y fluidos en estpecie. La diferencia obtenida entre
ambos voliumenes de distribucion es consecuenciam@¢bdo empleado para su
calculo. En el caso de,Vse utiliza), en el denominador, es decir se multiplica por el
ti22, en cambio, en el calculo delsse multiplica por el MRT. Estas diferencias
condicionan la validez de un determinado volumenddribucién. En general, el
volumen de distribucién es util para transformancemtraciones en cantidades de
farmaco en el organismo y viceversa. Debido al aette calculo, el ¥ es valido en
aquellos momentos en que la curva de nivel plasm@sta en zonas proximas a la
inflexion y, por supuesto, durante la mismas(¥ Vc + Vp), en tanto que el \es
valido en una zona mas amplia de la curva de nplabmatico, a partir de
concentraciones anteriores al inicio de la fasalidposicion lenta hasta el final del

proceso.

Similares valores en y/se obtuvieron en cabras tras la administracion,2s
mg/kg de danofloxacino, concretamente 1,41 L/kg{Aitcols., 2001)Sin embargo, en
el estudio realizado por Aliabadi y Lees (2001)tueteron valores superiores a los
indicados en el nuestro: 3,02 L/kgt,61 L/kg para sy V,, respectivamente. Al igual
que Escudero y cols. (2007), tras la administrad®mina dosis de 6 mg/kg, es de 7,81

y 2,44 L/kg, respectivamente.

Otros estudios realizados con danofloxacino enasvégmbién han descrito

valores de VY similares, siendo de 3,82 L/kg tras la adminisfracle la misma dosis
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gue nuestro estudio (Escudero y cols., 200@proximadamente d&37 L/kg a dosis
de 1,25 mg/kg (Aliabadi y cols., 2003b). En camd@ohan obtenido valores superiores
en pollos a dosis de 5 mg/kg (13,7 L/kg, Knoll ysc01999) e inferiores en tortugas a
dosis de 6 mg/kg (2,41 L/kg, Marin y cols., 2008).

Estudios de otras fluoroquinolonas en cabras hdialado valores de Vz
inferiores para moxifloxacino (1,44 L/kg, Fernand&aon y cols., 2006b) y superiores
para ibafloxacino (5,86 L/kg, Marin y cols., 20Q7&nhportante es resaltar que el

ibafloxacino fue administrado, a cabras, a unasddsil5 mg/kg.

En relacién al volumen de distribucion en el estadtacionario (M), se han
sefalado valores similares a los presentados estrawestudio para diferentes especies
animales, siendo muy parecida al valor encontrata paballos (2 L/Kg, Fernandez-
Varén y cols., 2006a), y al obtenido en ovejas iyag@ bovino a dosis de 1,25 mg/kg
(1,9 L/kg, Shem-Tov y cols., 1997; 2,04 L/kg, Sh€&€ov y cols., 1998). A dosis de 6
mg/kg se han obtenido datos superiores en oveja8 [2kg y Escudero y cols., 2007),
pavos (6,59 L/kg y Haritova y cols., 2006) y corsef8,16 L/kg y Fernandez-Varon y
cols., 2007), y valores inferiores en el casoodieigjas (1,02 L/kg, Marin y cols., 2008).
Los mayores valores déss corresponden al grupo de las aves, desde un waiomo
de 5,41 hasta el méximo de 10,2 L/kg, en patosppavpollos (Goudah y Mouneir.,
2009, Haritova y cols.,2006 y Knoll y cols., 1999).

Respecto a otras fluoroquinolonas en cabras, Feeaaviarén y cols. (2006b),
obtuvieron valores inferiores desM0,79 L/kg) para moxifloxacino que el hallado en
nuestro estudio, al igual que en el estudio de Myadols. (2007d) que obtuvo un valor
de 1,13 L/kg para el orbifloxacino, 1,16 L/kg pdiiloxacino (Marin y cols., 2007a), y
1,31 L/kg para el marbofloxacino (Waxman y colsQ02). Los valores de
reportados para el resto de fluoroguinolonas emstiadi han sido practicamente igual
con un valor de 1,65 L/kg para ibafloxacino (Mayirols., 2007c), y superiores con
valores de 2,14 L/kg para el ciprofloxacino (El-Bany Abo EI-Sooud, 1998), 2,85
L/kg para el ofloxacino (Baruah y cols., 2004),,¥%6L/kg para el pefloxacino (Abd EI-
Aty y Goudah, 2002). Todos estos valores demuesgarias quinolonas se distribuyen

ampliamente en tejidos
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En cuanto al volumen de distribucion aparente eelpartimento central ¢y,
adquiere un valor de 1,02 L/kg (Tabla 11). El valel V., supone algo mas del 60% del
Vs |0 que esta de acuerdo con las microconstantesidas, siendo el compartimento

central mayor que el periférico (Vc > Vp).

Si observamos los voliumenes de distribucion apesenalculados, podemos
constatar que M3,01) > V4 (1,61) > . (1,02),lo cual segun Wagner, (1983), debe

cumplirse siempre.

5.1.2.5.- AREA BAJO LA CURVA.

El area bajo la curva de nivel plasmatico (AUC)uasparametro que permite
calcular el aclaramiento plasmatico y la biodispdiiad del farmaco tras su
administracion extravascular. Se calcula integraretdre tiempo cero e infinito, la
curva de concentracion plasmatica-tiempo, y puedeerse tanto por analisis
compartimental (a partir de la ecuacion general giglceso) o por analisis no
compartimental (métodos trapezoidal o logaritmiapezoidal, a partir de la curva

experimental) como en este caso.

El valor de AUC obtenido para danofloxacino en aabes de 8,16 mg-h/L
(Tabla 11). Este valor es algo superior al presEntn un estudio realizado en cabras
por Escudero y cols. (2007) en las mismas condisiothe administracion, de 6,08
mg-h/L. En conejos, ovejas y cerdos se obtuvo ulorvparecido de AUC,
concretamente de 8, 7,58 y 7,9 mg-h/L, siendo @ttao a una dosis de 5 mg/kg.
(Fernandez-Varon y cols., 2007, Escudero y co)72/ Mann y Frame, 1992).

Otros estudios realizados en cabras con danofloaagidosis de 1,25 mg/kg
obtuvieron valores de AUC de aproximadamente 2 thgAtef y cols., 2001, Isamalil
y cols., 2006 y Aliabadi y Lees, 2001). Un estudializado en cabras infectadas obtuvo
un AUC superior (de 4,26 mg-h/L), a la dosis presate comentada. Estudios
realizados en ovejas en las mismas condicionegnat resultados parecidos. ( Shem-
Tov y cols., 1997, Aliabadi y cols., 2003b y Mckell cols., 1998).

Se han obtenido valores de AUC inferioesscaballos (3,8 mg-h/L; Fernandez-
Varén y cols., 2006a) y camellos (2,86 mg-h/L; B&idi y cols., 2003a) a dosis de 1,25
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mg/kg, patos (5,53 mg-h/L; Goudah y Mounier, 200%®pllos (3,55 mg-h/L; Knoll y
cols., 1999) a dosis de 5 mg/kg. También se haareado valores superiores en pavos
(10,77 mg-h/L; Haritova y cols., 2006) y muy supess en tortugas a las mismas dosis

que nuestro estudio (56,54 mg-h/L; Marin y col808).

En la cabra, con otras fluoroquinolonas, se haarothd resultados inferiores de
AUC para pefloxacino (aproximadamente 3 veces; Bbdty y Goudah, 2002) y
orbifloxacino (1,3 veces; Marin y cols., 2007d)r&Pal resto de las quinolonas se han
obtenido valores mayores, como el enrofloxaciné (&ces; Elmas y cols, 2001), el
difloxacino (2 veces; Marin y cols., 2007b), elfibmacino (1,9 veces; Marin y cols.,
2007c) y el moxifloxacino (1,4 veces; Fernandezéviay cols., 2006b). Las dosis
utilizadas fueron de 5 mg/kg para difloxacino, nfloxiacino y ciprofloxacino, de 2,5
mg/kg en el caso de orbifloxacino, de 10 mg/kg pmetoxacino y de 15 mg/kg para

ibafloxacino.

5.1.2.6.- ACLARAMIENTO PLASMATICO.

El aclaramiento plasmatico (Cl) puede calcularparér de las curvas de niveles
plasmaticos, recurriendo a meéetodos modelo-depetedicibasados en los modelos
compartimentales y fisiolégicos, o utilizando mé&sdnodelo-independientes basados
en la estimacién del AUC (Doménech y cols., 19%). nuestro estudio, se ha
calculado el Cl en funcién del area bajo la cunediante analisis no compartimental.
El valor obtenido ha sido de 0,75 L/kg-h (Tabla 11)

Dicho valor también fue hallado por Escudero y ¢¢®007) en cabras, bajo las
mismas condiciones de dosificacion (0,79 L/kg-togs lestudios realizados a dosis de
1,25 mg/kg obtuvieron cifras menores de Cl, aprexiamente 0,5 L/kg-h (Atef y cols.,
2001, Ismail y cols., 2006 y Aliabadi y Lees, 2Q01)

En ovejas, también se han descrito valores sirsild¥&9 L/kg-h a dosis de 6
mg/kg (Escudero y cols, 2007) y valores de Cl d4.,00,67 y 0.63 L/kg-h a dosis de
1,25 mg/kg (Aliabadi y cols., 2003b, Shem-Tov yscol1997 y McKellar y cols., 1998).

En otros animales se han descrito valores similddg&® L/kg-h en conejos
(Fernandez-Varén y cols., 2007) y 0,71 en bufa&appal y cols., 2009).
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Se han reportado cifras de CI superiores en p@ligkl L/kg-h, Knoll y cols.,
1999) y patos (Goudah y Mouneir, 2009) a dosis dagikg. Valores inferiores se
obtuvieron en pavos (0,59 L/kg-h ,Haritova y cd@806), tortugas (0,11 L/kg-h, Marin
y cols., 2008) y terneros (0,55 y 0,48 L/kg-h, £ril993) a dosis de 1,25 mg/kg; y
en.caballos (0,34 L/kg-h, Fernandez-Varon y c@6Q6a) y camellos (0,44 L/kg-h,
Aliabadi y cols., 2003a) a dosis de 6 mg/kg de peso

Waxman y cols. (2001), obtuvieron un valor inferarde nuestro estudio (0,24
L/kg.h) para marbofloxacino en cabras cuando sadesnistré una dosis de 2,5 mg/kg.
Estudios con otras fluoroquinolonas en cabras asefalalores superiores de
aclaramiento para el pefloxacino (3,6 L/kg-h; AbdAE y Goudah, 2002), el
ibafloxacino (1,05 L/kg-h; Marin y cols., 2007c), agprofloxacino (0,88 L/kg-h; El
Banna y Abo El-Sooud, 1998), y menor en el casel difloxacino (0,32 L/kg-h; Marin
y cols., 2007b) y de 0,14 L/kg-h, para el oflorac{Baruah y cols., 2004).

5.2.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE DANOFLOXACINO
EN CABRAS.

5.2.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

La evolucion de las concentraciones plasméaticadat®ofloxacino, tras la
administracion subcutanea de 6 mg/kg en cabrad)asejustado, igual que en la
administracion intravenosa, a modelos mono y bictipentales con y sin

ponderacion de los datos experimentales.

En todos lo animales estudiados y en las conceoiee medias, el valor de
AIC indica un mejor ajuste a un modelo monocompwetital. Asi, la evolucion de las
concentraciones plasmaticas de danofloxacino strasdministracion subcutanea, sigue
un modelo farmacocinético monocompartimenddierto con absorcion de primer

orden.

En la literatura no existen estudios compartimestaén cabras tras la
administracion de danofloxacino via subcutaneainitio estudio encontrado realiza un

andlisis no compartimental de las concentraciotesaticas (Escudero y cols., 2007).
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El modelo monocompartimental hallado en nuestrodéstse ha obtenido tras la

administracion subcutanea a cabras de otras fluorolpnas. Tal es el caso de

moxifloxacino (Fernandez- Varon y cols., 2006b).

El estudio de Fernandez-Varén realizado en congos danofloxacino
administrado subcutaneamente ha dado como resultad@juste a un modelo
monocompartimental (Fernandez-Varén y cols., 200fos estudios en otras especies

animales han realizado analisis no compartimentales

Cuando se administra un farmaco por via extravasdalral, intramuscular,
subcutanea, transdérmica, etc.) el modelo monocdimeatal puede esquematizarse
como se indica en la figura 3, en la cual hay uimagra fase de absorcidn, seguida de

una distribucion por el organismo y una fase daiakcion:

Kf K10
0 —» 1 —»

Figura 3.- Representacion esquematica del modelo monocompertal tras la

administracion extravascular de un farmaco.

La ecuacion para este modelo viene dada por lgesiguecuacion:

-zt —at

C=G-e -Cyre

Dicha ecuacion adquiere valores distintos en cadaad, que se muestran en la
Tabla 14.Los estadisticos de desviacion se muestran enbla T&.Estos estadisticos,
en particular el coeficiente de variacion, junto ncoel test de
KOLMOGOROV-SMIRNQV (Tabla 15), revelan que los pagitros son homogéneos

y no existen diferencias significativas para unmadgarametro.
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Por tanto, la ecuacién que describe la evoluciénlage concentraciones
plasmaticas de danofloxacino, tras su administracdbcutanea, obtenida con los

parametros medios, adopta el siguiente valor:

C= 5,04 & +66273,61e > "'Img/L (3)

La representacion directa de las concentracionesliasieexperimentales
(Gréafico 8), pone de manifiesto que los nivelesldeofloxacino aumentan rapidamente
durante la primera fase de absorcion del farmadm@oas 4 horas)alcanzando su
maximo alrededor de las 2 horas, para descendarfage posterior, hasta las 24 horas
aproximadamente. y, a partir de este momento digyem de forma mas lenta, que
podria considerarse monoexponencial y que se maentiasta el final del proceso
(hasta las 24 horas tras la administracion). Lésiaps siguientes (9-14) confirman el
modelo farmacocinético tras la administracion stdooea del farmaco para cada

animal.

La ecuacion 3 resulta valida para definir la evidinctemporal de las
concentraciones plasmaticas de danofloxacino emrasaltras su administracion
subcutanea. Sin embargo, esta ecuacién no es vpdidael célculo de los parametros
farmacocinéticos que caracterizan la evolucionesebfloxacino en la cabra, ya que
estos ultimos vienen definidos por el estudio teagdministracion intravenosa. Sin
embargo, vamos a comentar algunos parametros dbtede esta ultima ecuacion, ya

gue pueden dar una informacion interesante.

5.2.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por sisatompartimental del
danofloxacino, se muestran en las Tablas 14 yEhSas Tablas 16 y 17 aparecen los
parametros farmacocinéticos no compartimentdledos los paradmetros van referidos
a cada animal y a sus concentraciones meB&samos a continuacién a comentar los
parametros farmacocinéticos mas representativos dhofloxacino tras su

administracion subcutanea a cabras.
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5.2.2.1.- TIEMPO DE VIDA MEDIA (MRT y MAT)

En todo caso, si se ha de considerar el tiempaddenvedia de la fase terminal
(t22), que es el tnico parametro que nos proporciona tnulidizable y que puede ser
comparado con los obtenidos tras la administragimvenosa. El valor obtenido ha
sido de 1,5 horas (Tabla 15). Este valor resulsa das veces menor al obtenido por la
via intravenosa, que es de 2.97 horas (Tabla 4fo puede ser indicativo de que el
proceso de absorcion puede convertirse en un fiactibante de la eliminacion.

Una posible justificacion a los datos obtenidosdven dada si tenemos en
cuenta el limite de deteccion del aparato, estalepreviamente en Sug/L.
Concentraciones inferiores a dicho valor, no sontafmlizadas, asumiendo que el
farmaco permanece menos tiempo en el organismagniendo, por tanto, un valor
estimado de la semivida de eliminacion menor @& En el caso de la administracion
subcutanea, el proceso de absorcion conlleva aent@aciones maximas menores que
la administracion intravenosa, quedando de formemptura fuera del rango de

cuantificacion y acortando de forma mas marcadalel de este parametro.

En el Unico estudio realizado con danofloxacinoyparsubcutanea en cabras, se
obtuvo un valor dey, de 4.03 h, mucho mayor al reportado en nuestrodiestu
(Escudero y cols., 2007).

También se han encontrado valores mayores en e$ecies de: 3.07 h en
ovejas (Escudero y cols., 2007), 8.2 h en condj@sn@ndez-Varén y cols., 2007),
12.53 h en vacas (Mestorino y cols., 2009), y 1& & tortugas (Marin y cols, 2008).
A dosis de 5 mg/kg de peso en vacas, se obtuvoalor de 4.3 h (Mann y Frame,
1992).

.Respecto a otras fluoroquinolonas en cabras, tard®éhan registrado vidas
medias superiores a los hallados en nuestro estedio moxifloxacino (2,98 h;
Fernandez-Varon y cols., 2006b), enrofloxacino 42i8 Ramesh y MaliK, 2002),
orbifloxacino (4,99 h; Marin y cols., 2007d), ditcino (7,33 h; Marin y cols., 2007b).
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Solo enrofloxacino fue administrado a una dosisesap (7,5 mg/kg), en tanto que
mofifloxacino, difloxacino y orbifloxacino fuerordaninistrados a una dosis menor (de

5 mg/kg para los dos primeros y 2.5 mg/kg pardtehd)

El MRT presenta un valor de 4.39 h (Tabla 17). esté&metro es 2 veces mayor

que el descrito tras la administracion intraver(@sdla 11).

En cabras se han encontrado valores de MRT simmitates hallados en nuestro
estudio, concretamente de 4,51 {Escudero y cols., 2007) a la misma dosis de
administracion. Valores aproximados se obtuvieramhién en ovejas (4,93 h;
Escudero y cols., 2007), en conejos (4,72 h ; ele#&Varén, 2007) y en terneros
(4,689 h; Mckellar y cols., 1999). Si bien, la dosn éstos ultimos fue de 1.25mg/kg de

peso.

Otros estudios realizados con danofloxacino enretites animales han
reportado valores de MRT superiores, en el casriggas y ganado vacuno: 9,33 y
18,38 h, respectivamente (Marin y cols., 2008; blasd y cols., 2009). A todos los
animales se les administré una dosis de 6 mg/lend#loxacino.

En la cabra, se han obtenido valores superiores mpaixifloxacino (6,15 h ;
Fernandez-Varon y cols., 2006Bhrofloxacino (6,06 h, Titos, 201®&,74 h, Ramesh y
cols., 2002), difloxacino (7,26 h, Marin y colsQ0Za), marbofloxacino (5,44 h;
Waxman y cols., 2001) y valores inferiores pafaflaxacino (3,58 h; Marin y cols.,
2007d) y el pefloxacino (2,12 h; Abd El-Aty y Goind2002). Las dosis utilizadas para
algunas fluoroquinolonas fueron distintas a lakzatlas en nuestro estudidsi, en el
caso de moxifloxacino y difloxacino se administréawdosis de 5 mg/kg de peso, para
marbofloxacino y orbifloxacino se administr6 unasido de 2,5 mg/kg, para
enrofloxacino 5 y 7,5 mg/kg, y finalmente, paedi@xacino 10 mg/kg.

En las Tablas 16 y 17, se presentan los valoregsmondientes al MRY el
tiempo medio de absorcién (MAT) subcutadneos; enotaue el MRT intravenoso
aparece en las Tablas 10 y Alla vista de los resultados obtenidos para cadaden
estos parametros en los distintos animales, seepageciar como en tres cabras, el
valor de MAT es superior al del MRT intravenoso igeversa. Si se consideran los
valores medios obtenidos, resulta que el MRT inago (2,18 h) resulta ser similar al
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MAT subcutaneo (2,21 h). De ello se concluye geegya@sible que la absorcidn, tras la

administracion subcutanea de danofloxacino, estdicmnando su eliminacion.

En cabras, se han encontrado valores similaresvidé ((2,01 h,

Escudero y cols., 2007) a la misma dosis de adtranisn.

En cuanto a otros animales, los datos son esc@sdsan sefialado valores muy
inferiores a los hallados en nuestro estudio, @aorente en tortugas y conejos, con

0,75 h y 0,59 h respectivamente (Marin y cols. 826@&rnandez-Varon y cols., 2007).

En todos los estudios realizados los valores de M&T inferiores a los descritos para

el MRT intravenoso.

Estudios con otras fluoroquinolonas en cabras testrdo valores de MAT
similares a los encontrados en nuestro estudid @se de enrofloxacino (2,30 h, Titos,
2010) cuando se administré una dosis de 5mg/kgrealmenores se han encontrado
en y orbifloxacino (0,89 h, Marin y cols., 2007dj@sis de 2,5 mg/ky, mayores en el
caso de moxifloxacino (4,31 h; Fernandez-Varon lg.c@006b) y difloxacino (3,67 h;
Marin y cols., 2007a) administrados a dosis de &kggesultando ser estos Ultimos dos

valores superiores a sus respectivos MRT intrawenos

5.2.2.2.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION
MAXIMA.

Otro pardmetro a tener en cuenta tras la admioiétraubcutanea es el tiempo
en que se alcanza la concentracion plasmatica rmaagirtiempo maximo (fz). El
valor de este parametro ha sido de 1,92 h (TablaElL7Tsx €s independiente de la
dosis administrada, pero si se modifica en funcdin la forma farmacéutica

administrada y la via de administracion, ya queeddp de la constante de absorcion.

En el estudio realizado por Escudero y cols. (2@d7¢abras, sefialan valores de
Tmax de 1,64 similares al obtenido en nuestro estufigbe mismo resultado ha sido
reportados en ovejas (1,63 h) y en vacas (2,1& la)misma dosis de administracion

(Escudero y cols., 2007, Mestorino y cols., 2009).
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En otras especies animales se han obtenido valer&gsy inferiores: 1,46 h en
tortugas (Marin y cols., 2008), 0,68 h en conef@rfandez-Varon y cols., 2007), 1,25
y 1 h en ganado bovino a dosis de 1.25 y 5 mg/kgede respectivamente (McKellar y
cols., 1999) (Mann y Frame, 1992). Los resultadioenidos en estos estudios nos
indican una absorcion mas rapida del danofloxa@nola cabra respecto de otros

animales.

Entre las diversas fluoroquinolonas estudiadasabras se han obtenido valores
superiores de Jzxa diferentes dosis, de 2,42 h para moxifloxacireri{g&ndez-Varon y
cols., 2006b), 2,9 h para enrofloxacino (Rameshly.c2002) y 3,37 h para difloxacino

(Marin y cols., 2007a).Por el contrario, glsIpara orbifloxacino, de 1,25 h es menor.

En cuanto a la concentracion plasmatica maxi@a,), el valor obtenido para
el danofloxacino en cabra, ha sidodB2 pug/mL (Tabla 17)El estudio realizado por
Escudero y cols. (2007) realizado bajo las misnmasliciones de trabajo obtuvo un
valor comparable (1,05 pug/mL). En ovejas, con lama dosis, la Gax es de 1,48

png/mL (Escudero y cols., 2007) similar a la obtarpdr nosotros en cabras.

En otras especies animales se han descrito vaopesiores de fixen conejos
y tortugas: 1,79 y 10,35 pug/mL, respectivamenten@edez-Varon y cols., 2007 y
Marin y cols., 2008).

Otros estudios describen resultados de@enoresSe han obtenido valores de
de 0,53 pg/mL y 0,63 ug/mL en vacas lecheras ydgamacuno para danofloxacino, si
bien en el segundo estudio administran una dosis dey/kg de peso. (Mestorino y
cols., 2009; Mann y Frame, 1992A0n menor es en terneros (0,229 pg/mL; McKellar
y cols., 1999), aunque la dosis administrada fug,2® mg/kg de peso.

En otras fluoroquinolonas descritas en cabras se@hbgnido valores superiores
de Gnax como ocurre con el enrofloxacino (2.9@/mL; Ramesh y cols., 2002),
moxifloxacino (1804,23 pg/L; Ferndndez-Varon y col®006b) y el orbifloxacino
(1850 pg/L; Marin y cols., 2007d), si bien se méiluna dosis de 5 mg/kg en el primer y
segundo caso y para el tercero se utilizé una dissi2,5 mg/kg. Por el contrario, se
han obtenido Gax inferiores a los del danofloxacirmon el difloxacino (1330 pg/L;
Marin y cols., 2007a) a dosis de 5 mg/kg de peso.
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5.2.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA
DE ABSORCION.

La ecuacion 7 define la evolucion de las conceitngs plasmaticas, tras la
administracion subcutdnea de danofloxacino en saluas constantes de absorcion y

eliminacién, que se extraen de dicha ecuacion noesles, sino aparentes.

En este caso, la constante de absorcion aparehes@lesi7 h' (Tabla 15) y la

vida media asociada a la mismat 1,33 h.

Si comparamos el valor obtenido paga, ton el obtenido para/, intravenoso,
gue e2,97 h (Tabla 4), podemos observar como este ultimass;5 veces mayor, lo
que indica que la fase de absorcion no condiciargliminacion del danofloxacino en

la cabra.

Solo se dispone de valores dg de danofloxacino tras su administracion
subcutanea en vacas y conejos, cuyos valores dénhi,y 4,11 K, a los que les
corresponden unosy, de 0,64 h y 0,17 h, respectivamente (Mestorinolg.c2009;
Fernandez-Varon y cols., 2007). Como podemos obseestos Ultimos valores son
inferiores al hallado en nuestro estudio, por le tpuabsorcion del danofloxacino, tras

su administracion subcutanea, es mucho mas lentacaxs y conejos que en las cabras.

En cabras, tras la administracion subcutanea dedass de 5 mg/kg en
difloxacino (Marin y cols., 2007a) y moxifloxaciibernandez-Varon y cols., 2006b) y
de 2,5 mg/kg de orbifloxacino (Marin y cols., 20D7el t., €s de 2,19 h, 1,71h y
0,63 h, respectivamenteor tanto, la absorcion es mas lenta en el casdiftetacino y

moxifloxacino y mas rapida en el caso de orbifloxac

5.2.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y
BIODISPONIBILIDAD.

El AUC, obtenido tras la administracion subcutdnaganza un valor de
8,04 mg-h/L (Tabla 17).Este valor es similar al obtenido en conejos erestudio

realizado por Fernandez- Varon y cols. (2007) anisma dosis utilizada en nuestro
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estudio (7,68ng-h/L). En ovejas también se ha observado valamegparables, aunque
menores (7,1ing-h/L Escudero y cols., 2007).

En cabras, el danofloxacino, en igualdad de comuis que en nuestro estudio,
se describié un AUC 1,3 veces superior al obteeidmuestro estudio (5,84 mg-h/L;
Escudero y cols., 2007).

En vacas, se han encontrado diferentes resultadpgato del AUC, siendo de
9,69 y 4,3mg-h/L (Mestorino y cols., 2009; Mann y Frame, 19820losis de 6 y 5
mg/kg respectivamente.

Otras especies animales han obtenido valores nmsrisves. Tal es el caso de
las tortugas con un AUC de 5508-h/L.

El AUC permite calcular la biodisponibilidad (F)eldfarmaco, tras la

administracion subcutanea, mediante la siguientacén:

AUCsc-Di
F= - 100 (8)

AUC iv - D s«

La biodisponibilidad obtenida es de$,55 % (Tabla 17). Escudero y cols.,

(2007) también obtuvieron una elevada biodispadii en cabras (97%).

Datos similares se han observado en ovejas corBis%® (Escudero y cols.,
2007), conejos con un 96.44% (Fernandez- Varénly.,cB007) y tortugas con un
98,72% (Marin y cols., 2008).

En el estudio realizado por Mann y Frame (1992yvaras, se obtienen datos
inferiores de biodisponibilidad, concretamente @Yo, si bien la dosis administrada

fue menor, de 5 mg/kg.

Otras fluoroquinolonas estudiadas en cabras, tiemes biodisponibilidad
menor, tras su administracion subcutanea: 71% lemeafino (Titos, 2010), 96,87 % el
moxifloxacino (Fernandez-Varén y cols., 2006b),199s difloxacino (Marin y cols.,
2007a) y mayor, hasta un 108,96% el orbifloxaciMar{n y cols., 2007d). Si bien la
dosis administrada fue de 5 mg/kg, excepto el lasatino que se administré a dosis
de 2.5mg/kg.
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5.3.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE DANOFLOXACINO
EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% EN CABRAS.

5.3.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

La evolucion de las concentraciones plasméaticadat®ofloxacino, tras la
administracion subcutdnea de 18 mg/kg en soluc&npdlimero P407 al 25% (en
adelante formulacion SC1) a cabras, se ha ajustadanodelos mono vy
bicompartimentales, tanto con ponderacion como @dmderacion de los datos

experimentales.

Segun el AIC, el modelo farmacocinético que megsadibe la evolucidon de las
concentraciones de danofloxacino tras su administiasubcutanea en formulacién
SC1, es el modelo bicompartimental abierto con @ifaode primer orden, al igual que

ocurria tras la administracion subcutanea sin polm

En la literatura no existen estudios farmacocioéticrealizados con
danofloxacino en férmulas de liberacion retardad@a es el caso de la formulacion
SC1. Hay descrito un estudio de moxifloxacino emegos, el cual se administrd
subcutaneamente en solucién del polimero P407 %l. h este estudio, el analisis
farmacocinético realizado fue no compartimentakr¢€lés y cols., 2006). Por otro lado,
en la misma especie Marin y cols. (2010a) y Titaso8 (2010) describieron la
farmacocinética de la misma formulacion con difira y enrofloxacino,
respectivamente. En ambos estudios el modelo coimeatal descrito para la

formulacién SC-P407 fue bicompartimental.

Ajustes a modelo bicompartimental se han descntelecaso de orbifloxacino
(Marin y cols., 2007d) y difloxacino (Marin y cql2007a), tras su administracion via

subcutanea a cabras.

El modelo bicompartimental abierto tras una dosiscatanea, viene definido

por la siguiente ecuacion:

C=C-eM'+C,.e?!t-Ce ! (4)
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La ecuacion 4, adquiere valores distintos en camiaad. Los valores de los
parametros compartimentales y sus medias, asi tmsnestadisticos de desviacion se
muestran en la Tabla 2Estos estadisticos, en particular el coeficienteratéacion
junto con el test de KOLMOGOROV-SMIRNOV revelan gles parametros son

homogéneos y se ajustan a una distribucién normal.

Por tanto, la ecuaciéon que mejor describe la eumiude las concentraciones
plasmaticas de danofloxacino en formulacién SClca&ra, tras su administracion

subcuténea, obtenida con los parametros medioptadbsiguiente valor:

C = 8640,51+ %%+ 103,81« %% '_ 219013,62 « &°°% "ug/L (5)

En el Grafico 15 se representan las concentraciorezias experimentales de
manera smilogaritmica, en la cual se observa camsoniveles de danofloxacino
aumentan durante la primera fase de absorcibradelico, descienden rapidamente en
la fase posterior y, a partir de este momento disyan de forma algo mas paulatina,
dando lugar a una tercera fase, que podria coassgemonoexponencial y que se

mantiene hasta el final del proceso (hasta laso8&shras la administracion).

La transformacion de esta recta semilogaritmicaswerecuacion exponencial
correspondiente, desarrolla la expresion triexpoiatindicada en la ecuacion 11, con
tres fases exponenciales: absorcion, regida pocolastante de absorcion K
disposicion rapida, descrita por la constante dspadicion rapida Af), rige
fundamentalmente los procesos de distribucion, gidposicion lenta que viene dada
por la constante de disposicion lertg,(que rige los procesos de eliminacion.

5.3.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por sinaiompartimental del
danofloxacino en formulacion SC1, se muestran e éblas 41 y 42. En las Tablas 44
y 45 aparecen los parametros farmacocinéticos mopadimentales. Todos los

parametros van referidos a cada animal y a susotnaciones medias.
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5.3.2.1.- TIEMPOS DE VIDA MEDIA, MRT Y MAT.

El tiempo de vida media de la fase de disposiciapida (i,1) para
danofloxacino ha sido 1,53 h y el tiempo de vidalimele la fase de disposicion lenta
(t»2), considerado como tiempo de vida media o semidielafarmaco (Atkinson y
Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier, 1982), 8,26 hifae21).

El t,1 obtenido resulta ser casi 6 veces superior a ldenmwos tras la

administracion intravenosa (Tabla 4), que es d¢ 8,2

En cuanto alqi; (8,26 h), resulta ser casi 4,6 veces superior &nido tras la
administracion intravenosa (1,77 h; Tabla 4), y ¥6es superior al obtenido tras la
administracion subcutanea sin polimero (1,50 hjaab). Esto puede ser indicativo de
que el proceso de absorcion, al igual que en larastmacion subcutanea sin polimero,

puede ser en un factor limitante de la eliminacion.

Si comparamos la semivida del farmaco obtenida eastro estudio al
administrar el danofloxacino en formulacion SCIn ebvalor obtenido en otro estudio
en cabras cuando se administrd via subcutaneaofimgro a la misma dosis de 6
mg/kg (Escudero y cols., 2007), la diferencia esana la obtenida en el nuestro, unas
2 veces. Una relacion semejante, resulta cuandmrgaramos con la semivida de
danofloxacino, tras su administracion subcutaneasiimero, en otros animales tales

como la Oveja (Escudero y cols., 2007) y conejor({@edez-Varon y cols., 2007).

En el caso de otras fluoroquinolonas administradeasla formulacion SC1 el
aumento de la vida media respecto a la via inteseey SC sin polimero fue en el caso
de difloxacino en cabras de 5,23 h (IV)---5,69 K)&32,36 h (SC1) (Marin y cols.,
2010a). Para enrofloxacino la misma secuencia &u€l@,44 h (1V)---12,42 h (SC)---
19,97 h (SC1) (Titos, 2010). Por lo tanto, el aangento de la vida media esperado en
el caso de danofloxacino es sustancialmente méresparado, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos con la misma formulacion pdifloxacino y enrofloxacino,

aungue supone un alargamiento de la vida mediawdentes ventajas clinicas.

En conejos, cuando se administré moxifloxacinoancsdn del polimero P407

al 30% via subcutanea a una dosis de 15 mg/kgbtsa un valor de semivida del
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farmaco de 11,09 h, siendo este valor, al igualapugria en nuestro estudio, superior
(5,2 veces) al obtenido para la via intravenos@ wedces) para la subcutanea sin

polimero (Cérceles y cols., 2006).

Por otro lado, el valor del MRT alcanza un valor3jg6 h (Tabla 23). Este
parametro es 1,6 veces mayor al descrito tras Hangstracion intravenosa (2,18 h;
Tabla 11). Sin embargo, es casi 1,1 veces infaloobtenido via subcutanea sin
polimero (4,39 h; Tabla 17).

Si nos fijamos en los valores de MRT obtenidos temscanimales cuando se les
administré danofloxacino via subcutanea sin polimpodemos destacar que en ovejas,
se obtuvieron valores de MRT superiores a los afwsnen nuestro estudio al
administrar el danofloxacino en formulacion SClteEglor fue de 4,93 h para las

ovejas (Escudero y cols., 2007).

Diferencias similares a las obtenidas en nuesttodies entre los valores de
MRT para las diferentes vias (intravenosa, subeatdnsubcutanea con polimero), se
describen en conejo cuando se le administré mosfimo por las vias comentadas,
siendo los valores de MRT de 2,61 h, 5,21 h y h9%ara las vias intravenosa,
subcutanea y subcutanea en solucién del polimefly R4 30%, respectivamente

(Carceles y cols., 2006).

En las Tablas 22 y 23, se presentan los valoregsmondientes al MRT vy el
tiempo medio de absorcion (MAT) subcutaneos cuaedadministré danofloxacino en
formulacién SC1. El MRT intravenoso aparece enfislas 10 y 11. A la vista de los
resultados obtenidos, se puede apreciar como el &$enta un valor superior al
MRT intravenoso. Si se consideran los valores nsedlwienidos, el MRT intravenoso
(2 h) resulta ser entorno a 1,12 veces inferioMAIT subcutaneo obtenido tras la
administracion del danofloxacino en formulaciéon 2,24 h). De ello se concluye que,
en principio, la absorcion, tras la administracgiiocutanea de danofloxacino en esta
formulacién, condiciona su eliminacién, aunque commenor efecto que en otros

Ccasos.
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Valores inferiores de MAT se han obtenido en oamosnales en los que se ha
administrado el danofloxacino sin polimero sientimayor valor descrito de 2,01 h 'y

2,07 h en cabras y ovejas, respectivamente (Eszydmls., 2007).

Cuando se administré6 moxifloxacino en conejo viacatanea en solucién del
polimero P407 al 30%, se obtuvo un valor de MAT 2J89 h, inferior al MRT
intravenoso (2,61 h) (Carceles y cols., 2006).i&,besta diferencia es minima, ocurria
al contrario que en nuestro estudio, en el qualerwde MAT es muy superior al MRT

intravenoso.

5.3.2.2.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION
MAXIMA.

El Tmax ha resultado ser 1,92 h (Tabla 42). Si lo compasacon el Tax
obtenido en la via subcutanea sin polimero (2,0bla 25), resulta ser casi igual.

Un valor superior, concretamente de 4,92 h, sevoban conejos cuando se
administré moxifloxacino en solucion del polime0R al 30%, que resultd ser unas 6

veces superior al obtenido sin polimero via sulmaagCarceles y cols., 2006).

Para enrofloxacino administrado en cabras con smaiformulacion el Jixfue
de 4 horas (Titos, 2010) y en el caso de diflox@due de 3,6 horas (Marin y cols.,
2010a).

Para el danofloxaciono administrado por via submaasin polimero se han
obtenido valores de kx mas cortos en ovejas (1,6 h; Escudero y cols., )200an
terneros un valor bastante inferior (0,23 h; Mizke} cols., 1999).

La Gnax Obtenida para danofloxacino en formulacion SCtara, ha sido de
4,34 mg/L (Tabla 23), 2,8 veces superior a Ja<@lcanzada tras la administracion
subcutanea sin polimero (1,52 mg/L; Tabla 1Teniendo en cuenta que la
administracion del danofloxacino junto con polimes® hizo a una dosis 3 veces
superior (18 mg/kg, en lugar de 6 mg/kg), resutiagcuente con esa aumento de dosis

en al via SC1.
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Para enrofloxacino administrado en cabras con $an@iformulacion el gsxfue
de 2,93 mg/L (Titos, 2010) y en el caso de diftia fue de 2,97 mg/L (Marin y cols.,
2010a).

En el estudio realizado en conejos por Carcelesly. €2006), en el que se
administré una dosis de 15 mg/kg de moxifloxacinaselucion del polimero P407 al
30%, se obtuvo unaqz inferior, concretamente de 1,830 mg/L, concenbracimilar

a la hallada cuando se administré el moxifloxagimopolimero (1,610 mg/L).

En cabras, se ha obtenido ungdnuy elevada para danofloxacino cuando se
administré a una dosis de 6 mg/kg: 1,05 mg/L, 4eseanferior que el valor descrito en

nuestro estudio (Escudero y cols., 2007).

En nuestro experimento la concentracion iniciahat@da por via intravenosa a
una dosis de 6 mg/kg, es aproximadamente 1,5 \&gewior a las concentraciones
maximas experimentales alcanzadas cuando se athiinma dosis de 18 mg/kg junto

con polimero via subcutanea.

5.3.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA
DE ABSORCION.

Tras la administracion de danofloxacino en formidlacSC1 a cabras, se ha
obtenido un valor aparente de la constante de @bsofk,) de 0,55 H (Tabla 21) y de
la vida media asociada a la mismgdtde 1,34 h (Tabla 21).

Si comparamos la.ta con la obtenida tras la administracion subcutéteda
danofloxacino (1,33 h; Tabla 15), podemos obsep@no la absorcién es similar

cuando se administra el farmaco en formulacion SC1.

Si comparamos el valor dgyt con el 1, intravenoso, que fue de 2.97 h (Tabla
4), podemos observar como este ultimo es casic2svaayor, lo que nos podria indicar

gue la fase de absorcién no condiciona la eliméradiel danofloxacino en la cabra.

Céarceles y cols. (2006), en su estudio realizasonaoxifloxacino en solucion
del polimero P407 al 30% en conejos obtuvieronkgre 0,42 H, y un tu. de 1,66 h.

Si se compara el valor obtenido, con el descritoeemismo estudio cuando se
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administré el moxifloxacino sin polimero via submea (k= 0,32 i y de tya = 2,17
h), se puede observar que la absorcibn es masarapidndo se administré el

moxifloxacino con polimero, al contrario de lo quarria en nuestro caso.

5.3.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y
BIODISPONIBILIDAD.

El AUC, obtenido tras la administracion subcutadeauna dosis de 18 mg/kg
del danofloxacino en formulacién SC1, alcanza dande 21,54 mg-h/L (Tabla 23).

Si lo comparamos con el obtenido para el moxiflim@ccuando se administré
junto con polimero P407 al 30% a conejos via sdlmas a una dosis de 15 mg/kg
(14,52 mg-h/L; Carceles y cols., 2006), resulta 1sérveces mayor. En el caso de
enrofloxacino administrado a cabras en la mismadéacion SC1 de nuestro estudio a
una dosis de 15 mg/kg, el AUC obtenido fue de 3n¢ah/L, bastante superior al de

danofloxacino en el presente estudio (Titos, 2010).

La biodisponibilidad obtenida ha sido del 89.20% & 23). Como podemos
observar, la asociacion del polimero hace queddigponibilidad sea inferior, ya que el
valor de biodisponibilidad obtenido cuando se adstid el danofloxacino via
subcutanea con polimero fue del 99.55% (Tablargédyciéndose aproximadamente en
un 10% si se compara con la via subcutanea, y o6 dilse compara con la via

intravenosa.

Esta disminucién en la biodisponibilidad también dsdecta en el estudio
realizado en conejos cuando se utilizé el polim@&407 al 30% junto con
moxifloxacino tras su administracion subcutaneadélés y cols., 2006), en el caso de
enrofloxacino en cabras (Titos, 2010), y de difira en cabras (Marin y cols.,
2010a).
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5.4.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE DANOFLOXACINO
EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% +
CARBOXIMETILCELULOSA AL 2% EN CABRAS.

5.4.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

Teniendo en cuenta los valores mas favorables de @henores), se ha
comprobado que la evolucion de las concentracig@smaticas en cuatro de los
animales, se ajustan a un modelo bicompartimentalponderacion. Por otro lado, dos
animales se ajustan a un modelo tricompartimerRar tanto, podemos concluir que el
modelo farmacocinético bicompartimental abiertorigompartimental son los que
mejor describen la evolucion de las concentraciopkesmaticas experimentales
obtenidas tras la administracion subcutdnea dedosia de 18 mg/kg de danofloxacino
en solucion del polimero P407 al 25% + carboxiroelillosa al 2% (en adelante

formulacién SC2) en cabras.

No se han realizado estudios experimentales faroie@icos con
danofloxacino en formulacion SC2, pero este redalteoncuerda con lo que hemos
encontrado con la formulacion SC1 en el caso dedaro animales que se ajustan a un
modelo bicompartimental. Un estudio con una formidla de moxifloxacino con P407
al 30%, es el ya comentado de Carceles y cols.6§2&0 conejos, pero realizan un
analisis no compartimental. Y en el caso del estudd difloxacino en cabras con la
formulacién SC2 realizado por Escudero y cols. 20ho se realizé tampoco un

andlisis compartimental.

Para cada animal se ha obtenido la ecuacion déegjiabla 27 y 29). Para
hallar la ecuacion que mejor define la evoluciénateconcentraciones plasmaticas de
danofloxacino en la cabra, se deben llevar a cabad®s estadisticos que permitan
calcular los valores medios para cada uno de lo&npiros que intervienen en la
misma. De este modo, los estadisticos correspaediera los parametros
farmacocinéticos, deducidos a partir de las comaeioines plasmaticas experimentales,
asi como los resultados del test de KOLMOGOROV-SMIF/, se muestran en las
Tablas 28 y 30).
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Por consiguiente, la ecuacion que define la evotuade las concentraciones
plasmaticas experimentales, en las cabtad, C y E de una dosis Unica de 18 mg/kg

de danofloxacino en formulacion SC2, adquieregliente valor:

C =5949,83e 7743311 218 019 _ 22813779423 1gr/L (6)

Para las cabras D y F se ha obtenido un mayoreajost la siguiente ecuacion:

C = 100043,61e 133 '+ 5015,41 e 2! + 8583 720972t _ 155835 11e 24 jgr/L (7)

En los Gréaficos 23-28 se representan las concéoies medias experimentales
de manera semilogartimica para cada animal poradpaEn las cabras, B, C y Ese
observa un aumento de los niveles de danofloxatimante la primera fase (absorcién
del farmaco), un descenso rapido en la fase postasista aproximadamente las 8 horas
(22 fase) y, a partir de este momento un descemsolento, dando lugar a una tercera
fase, que podria considerarse monoexponencial ysqueantiene hasta el final del
proceso (hasta las 32 horas tras la administraei@xcepcion de la cabra A, que se
alarga hasta las 72 horas). En las cabras D y &ee una fase adicional de

eliminacion, correspondiente a una farmacocinédticampartimental.

5.4.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

A continuacidbn se van a comentar los parametromdaocinéticos mas
representativos del danofloxacino en formulacion2S€as su administracion
subcutdnea a cabrad.os pardmetros farmacocinéticos obtenidos por sigali
compartimental para cada uno de los animales & laar concentraciones medias se
muestran en las Tablas 26,27,28 y 29 (modelo bieotingental y tricompartimental),
respectivamente. En las Tablas 30 y 31 aparecepda@snetros farmacocinéticos no
compartimentales del farmaco referentes a cadaahnynpara las concentraciones

medias, respectivamente.
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5.4.2.1.- TIEMPOS DE VIDA MEDIA, MRT Y MAT.

Se ha calculado el tiempo de vida media de la dasdisposicion rapida.{t)
para danofloxacino en las cuatro cabras ajustadas anodelo bicompartimental
obteniendo un valor de 1, 70 horas, y el tiempoida media de la fase de disposicién
lenta (4,) con un valor de 7.24 horas, considerado comopieke vida media o
semivida del farmaco (Atkinson y Kushner, 1979;dkdby Perrier, 1982), al igual que
en la via intravenosa y subcutaneas anteriores.el Easo de las cabras ajustadas al
modelo tricompartimental los tiempos de vida media t.4» y 4, hemos obtenidos
valores de 0.0052 h, 1.67 h 'y 7.13 horas, reseugwnte.

El t41 (1,70 h) del modelo bicompartimental resulta sesi @ veces superior al
obtenido tras la administracion intravenosa (0,64Tabla 4). Si lo comparamos con
las administraciones subcutdnea SC1, podemos alsgne el valor deyt; es
practicamente igual (1.53 hPor tanto, esta formulacion SC2 de danofloxacino
ralentiza el ; respecto a cuando se administra con la formula8i®h (1,70 h; Tabla
27), que, a su vez, ralentiza este parametro rrdouse administra sin polimero, ya que
en el caso de la SC sin polimero, el modelo quemssj ajustaba a los datos obtenidos
es el monocompartimental, el mismo hecho de pasar uh modelo
monocompartimental a un bicompartimental con lamédaciones sostenidas SC1 y

SC2, refuerza la teoria de que las formulacionstes@as ralentizan el proceso.

En cuanto alij ,, el valor obtenido (7,13 h 'y 7,24 h; Tablas 2@y zsulta ser
4 veces superior al obtenido tras la administradgidravenosa (1,77 h; Tabla 4).
Igualmente, si la comparamos con las vias subcasgéasia y con el polimero P407, el
resultado es que cuando se administra el danofloaxan formulacion SC2, supera en
4,8 veces la vida media del danofloxacino admiadkirsin polimero (1,50 h; Tabla 15)
y resulta inferior a la vida media del danofloxacadministrado en formulacion SC1
(8,26 h; Tabla 21). Esto puede ser indicativo de guproceso de absorcion, al igual
que en la administracién subcutdnea sin y con Eipoo, puede convertirse en un

factor limitante de la eliminacion.
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Titos (2010), da un valor de;t para enrofloxacino, administrado en cabras via

subcutanea a una dosis de 15 mg/kg con la mismaufacion SC2 de nuestro estudio,
de 48,31 h.

El MRT alcanza, en este caso, un valor de 5,44ablér30). Este parametro al
compararlo con el valor descrito en la via intraganes 2,5 veces mayor (2,18 h; Tabla
11). También es superior, al obtenido via subcutanepdimero (4,39 h; Tabla 17) y

cuando se administra via subcutanea con formulé&@ih (4,42 h; Tabla 23).

Si comparamos el valor obtenido de MRT cuando sdrastra el danofloxacino
via subcutanea en formulacion SC2, con el obteerdotros animales al administrarlo
solo, podemos ver que es similar, ya que los valdeeMRT reportados oscilan entre
4,93 h en ovejas (Escudero y cols., 2007).

En las Tablas 22 y 23, se presentan los valoressmondientes al MRT vy el
tiempo medio de absorcion (MAT) subcutaneos cuasdadministré danofloxacino en
formulacién SC2. ElI MRT intravenoso aparece enfiaslas 10 y 11A la vista de los
resultados obtenidos, se puede apreciar como todanimales presentan un valor de
MAT superior al MRT intravenoso, a excepcion decébra D. Si se consideran los
valores medios obtenidos, el MRT intravenoso (d)l8sulta ser entorno a 1,5 veces
inferior al MAT subcutaneo obtenido tras la adntmaision del danofloxacino en
formulacién SC2 (3,26 h). De ello se concluye areprincipio, la absorcién, tras la
administracion subcutanea de danofloxacino en é&staulacion, condiciona su
eliminacion.

Valores muy inferiores de MAT se han obtenido enanimales en los que se
ha administrado el danofloxacino sin polimero seealdmayor valor descrito de 2,01 h

y 2,07 h en cabras y ovejas, respectivamente (EEsaydcols., 2007).
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5.4.2.2.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION
MAXIMA.

El valor de T,ax obtenido para el danofloxacino administrado emnfdacion
SC2 es 2,33 h (Tabla 30), casi el doble al desautando administramos por via
subcutanea el danofloxacino con la formulacion §ICA2 h; Tabla 23). Sin embargo, si
lo comparamos con el i« hallado cuando administramos el danofloxacino via
subcutanea sin el polimero P407, la diferencia @som siendo el valor de este ultimo
de 1,92 horas (Tabla 17). Es decir, el adminigtatanofloxacino en formulacién SC1
no se retrasa elyky respecto a lo que ocurre al administrar la forigla SC2 que si

retrasa el ax de danofloxacino en plasma de cabra.

Como se comentd anteriormente, valores ggc Menos prolongados se han
obtenido en otros animales en los que se adminilstn@floxacino via subcutanea sin
polimero, como es el caso del ganado bovino (0;88liabadi y Lee., 2003) u ovejas
(1,63 h; Escudero y cols., 2007).

La Gunax Obtenida para danofloxacino en formulacion SCZara, ha sido de
2,83 mg/L (Tabla 30), 1,5 veces inferior a la olancuando se administré el
danofloxacino via subcutanea en formulacion SCA6(fg/L; Tabla 23); si bien sigue
siendo superior a lafa alcanzada tras la administracion subcutanea $imem (1,52
mg/L; Tabla 17)Hay que tener en cuenta que la administracion aebftbxacino con
las formulaciones sostenidas se hizo a una dosi8 deg/kg, 3 veces superior a cuando

se administro sin polimero.

Valores de Gax inferiores se han descrito en otras especies, lmas
administracion de una dosis de 6 mg/kg o 1,25 mgkgeso de danofloxacino via
subcutanea y sin polimero (Escudero y cols., 268mandez-Varon y cols., 2007), lo
cual es logico teniendo en cuenta que la dosisradimada en nuestro estudio es de 18
mg/kg.

Si comparamos nuestro resultado de la concentracidial alcanzada por via
intravenosa al administrar una dosis de 6 mg/kgatefloxacino, vemos que alcanza

un valor 3 veces superior a lafaqui obtenida.

161



Discusion

5.4.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA
DE ABSORCION.

Tras la administracion de danofloxacino en formidlaSC2 en las cabras A, B,
C y E, se ha obtenido una constante de absorcidrerste (K) de 0,42 i y una vida
media asociada a la mismag de 1,68 h (Tabla 27). Para las cabras D y Fydtares
obtenidos son iguales, de 0,42 Iy 1,67 h, respectivamente (Tabla 29).

Al comparar estos valores dexd con la obtenida tras la administracion
subcutanea del danofloxacino en formulacién SC34(h; Tabla 21) podemos ver que
son algo menores, al igual que en el caso deldaswbcutanea sin el polimero P407
(1,33 h; Tabla 15).

También, podemos comparaktcon el 4,|, obtenidos en la formulacién SC2
(7,47 h; Tabla 29), observando como este ultimoass 4,4 veces mayor, lo que nos
podria indicar que la fase de absorcién no condigcia eliminacion del danofloxacino

en la cabra.

Para el danofloxacino, existen descritos valores,gden bovino (0,53 h; Shem-
tov., 1998) y conejos (0,17 h; Ferndndez-Varonly.c2006), cuando se administré una

dosis de 6 mg/kg sin polimero, muy inferioressadbtenidos en nuestro estudio.

En cabras, y para el difloxacino tras la admingéfra subcutanea de una dosis
de 5 mg/kg, se han registrado valores gg practicamente iguales, si bien algo
superiores a los obtenidos en nuestro estudio atinggtrar danofloxacino en
formulacion SC2 (2,19 h; Marin y cols., 2007a).

5.4.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y
BIODISPONIBILIDAD.

El AUC, obtenido tras la administracion subcutéteana dosis de 18 mg/kg de

danofloxacino en formulacién SC2, alcanza un vaéi7,54 mg-h/L (Tabla 31).

162



Discusion
La biodisponibilidad obtenida ha sido 73,04% (TalB@. Como podemos
observar, la asociacion al polimero P407 de la xaimdilcelulosa hace que la
biodisponibilidad sea inferior con respecto a ldenollla cuando se administré el
danofloxacino via subcutanea en formulacion SC12(@®%; Tabla 23), aunque en

ambos casos las biodisponibilidades son bastatéas#orias.

Si comparamos el valor de biodisponibilidad desdrias la administracion del
danofloxacino via subcutanea en formulacion SC206%8) con el obtenido tras la
administracion del danofloxacino via subcutanea mfimero (99,55%; Tabla 17),
podemos destacar una reduccion del 16%. Respecta @ia intravenosa, la

biodisponibilidad se reduce un 27%.

Un valor superior préximo al 100% de biodispondalil del danofloxacino se ha
descrito en cabras al administrar el danofloxaaife subcutdanea a una dosis de 6
mg/kg sin polimero, 99% y del 93% en ovejas (Esaugeols., 2007).

5.5.-INTEGRACION
FARMACOCINETICA/FARMACODINAMICA

Danofloxacino, como el resto de fluoroquinolonagrtgnece al grupo de
antibacterianos cuya actividad antimicrobiana exentracion dependiente, es decir, la
muerte bacteriana va a depender de la concentratéénzada. En consecuencia, los
dos parametros farmacocinético-farmacodinamicos®BIK que se correlacionan con
mayor frecuencia con el éxito clinico en el traemm de una infeccion y con la
aparicion de mutantes resistentes son la rela@doodcentracion plasmatica maxima
Cma/CMl y el ratio area bajo la curva AUC/CMI (Xuan et 2D01).

Con modelos animales y diferentes quinolonas seobbservado que ratios
AUC/CMI > 100-125 o deC5/CMI > 8-10 son buenos marcadores para predecir la
eficacia clinica frente a un patdégeno dado (Cra8$8; Turnidge, 1999). Si bien, hay
gue sefialar que estos valores numéricos de AUCKCBMs/CMI se han generado de
infecciones experimentales en animales de labdoatoen pruebas clinicas realizadas
en la especie humana, por lo que pueden ser,aphoables a infecciones en la especie

caprina 0 en general, a infecciones en animaless(yeShojaee Aliabadi, 2002a). Sin
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embargo, corrigiendo las diferencias interespeadfia partir de estudios realizados con
modelos animalem vivo se puede extrapolar y determinar el valor delmatéo PK-
PD necesario para obtener eficacia antimicrobiananigimizar la aparicion de

resistencias (Andes y Craig, 2002a; Toutain y L2664).

Ademas se debe tener en cuenta, que el medio tiocempleado para obtener
las CMI utilizadas en la integracion PK-PD, difieme muchos aspectos de los fluidos
bioldgicos (plasma vy liquido intersticial). Existeliferencias en la concentracion de
iones (calcio y magnesio, que pueden inactivaregtas antimicrobianos), el pH (que
puede provocar la ionizacion de los farmacos yamio su menor penetracion tisular) y
la concentracion proteica (s6lo el farmaco libregeaccion antibacteriana) entre otros.
Por estos motivos, no se puede asumir que loseslde las CMI obtenidaa vitro
sean idénticas a las obtenidas utilizando los meadios fluidos bioldgicos (Aliabadi y
Lees, 2003).

Para realizar la integracion PK-PD se utilizara GMIs publicadas por Marin
y col. (2010b) de 32 cepas aisladas de mamitisiragpr De estas cepas, ocho
presentaron una CMI de 0.1@/mL, dieciséis de 0.2pg/mL, cuatro de 0.ng/mL y
cuatro de Jig/mL.

Por tanto, en el presente estudio, para las cegasnas con CMI frente a
danofloxacino de 0,1gg/mL, las ratios AUC/CMI, teniendo en cuenta unerexcion
de los datos a igualdad de dosis (6 mg/kg), caloglgpara la administracién subcutanea
de danofloxacino sin polimero (formulacién SC) (AIQ®Il = 66.75), subcutanea en
solucion del polimero P407 al 25% (formulacion SGAUC/CMI = 59.56) y
subcutanea en solucién del polimero P407 al 25%arboximetilcelulosa al 2%
(formulaciéon SC2) (AUC/CMI = 48.15), no predicen priori el éxito clinico del
tratamiento con este quimioterapico. Sin embargs,ratios Gs/CMI, corregidas a
igualdad de dosis (6 mg/kg) obtenidas para las foreaulaciones (SC: G /CMI =
12.63; SC1: Ga/CMI = 11.83; SC2: Ga/CMI = 7.85), sefialan, en principio, que se
previene la aparicibn de mutantes resistentes &T&@@) con las dos primeras
formulaciones. Recordamos que esto es en el casoaldosis de 6 mg/kg en las tres

formulaciones. Sin embargo, nosotros hemos utiizad las formulaciones SC1 y SC2
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una dosis de 18 mg/kg. Cuando atendemos a los dhtermidos en esta situacion, al
comparar las ratios AUC/CMI, podemos observar igsisntes resultados:

- formulacién SC1: AUC/CMI = 178.67
- formulacién SC2: AUC/CMI = 144.46

Estos datos predicen claramente el éxito clinidot@dgamiento con las dos

formulaciones retardadas. Asimismo, las ratips/CMI obtenidas son:
- formulacién SC1; G4/CMI = 35.49
- formulacién SC2: @4/CMI = 23.54

Estas, sefialan que la prevencion de la apariciomutantes resistentes (Tabla
36) esta altamente asegurafia. esta situacion, para las formulaciones SC1 y, SC2
incluso para cepas con CMI de 0@&¥mL obtendriamos una ratig&/CMI entre> 10
(Tabla 36), sin embargo para la ratio AUC/CMI l@doves alcanzados serian de 85.76
y 69.34, respectivamente, sin alcanzar el valoeat#s de 100. No obstante, algunos
autores han sugerido que valores de AUC/CMI, menar&00, pueden ser apropiados
en Medicina Veterinaria para animales inmunoconmete Lees y Shojaee Aliabadi
(2002a), tras la administracion de danofloxacino vanias especies rumiantes en
experienciasex vivo, han observado valores de AUC/CMI inferiores tatomo se

muestra en la tabla siguiente:

AUC/CMI Ternero Oveja Cabra Camello
Bacteriostatico 1592 17,8+1,7 226+1,7 17,2+ 3,6
Bactericida 18,1+£19 20,2+1,7 29,6 £2,5 21,2+ 3,7

Erradicacion 33,5+3,5 28,7+1,8 52,4+8,1 68,7 15,6

Por tanto las formulaciones SC1 y SC2 podrian fsgaces en el tratamiento de
infecciones en la especie caprina para cepas condéNd.25 pg/ml. Concretamente,

con las formulaciones SC1 y SC2 se conseguiriaa coRacentraciones por encima de
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la CMI de 0.25ug/mL hasta 10 y 12 h posteriores a su administnacgspectivamente.
Sin embargo, con la formulacion SC obtendriamos @oacentraciones superiores a la

CMI de 0,25ug/mL de tan solo 8 h posteriores a su administracio

La especialidad medicamentosa de partida, sefiala odgimen de dosificacion
una administracion subcutanea unica o dos adnanisties con 48 horas de intervalo
entre administraciones (dosis 6 mg/kg) en la espdmvina. Atendiendo a los
resultados obtenidos (Tablas 35 y 36), esa pauaepger motivo de aparicion de
resistencias y de ineficacia clinica en la espeap@ina, ya que con la formulacién SC,
las concentraciones plasmaticas tan s6lo se mantigor encima de la CMI hasta las 8
horas. En cambio la formulacion SC1 mantiene esasentraciones hasta las 10 horas
(es decir se multiplica por 1.25) y, la formulaci®€62, hasta las 12 horas (es decir, se
multiplica por 1.5). Por tanto, la utilizacién deslformulaciones propuestas permiten,

priori, disminuir sensiblemente el nimero de administrees.

Para las cepas con CMI de 0,5 yd/mL, las formulaciones SC, SC1 y SC2
parecen no ser eficaces. Sin embargo las formulesioetardadas obtienen una ratios

mas favorables, por lo que clinicamente son maswendables (Tabla 36).
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1.- El comportamiento farmacocinético de danofloxacirels su administracion

intravenosa (formulacién 1V) a una dosis Unica ded@kg, y tras su administracion
subcuténea en solucién del polimero P407 al 25%n(flmcion SC1), y en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al Zétnjulacion SC2), a una dosis de
18 mg/kg se ajusta a un modelo bicompartimentatrahi salvo en el caso de dos
animales correspondientes a la formulacion SC2 sgeeajustan a un modelo

tricompartimental. Las ecuaciones que los reprasesiin las siguientes (expresadas en
no/l)

« IV: C =4775,98e™ > '+ 1374,26 e~ *#%°°!

+ SC1: C = 8640,51¢ %4+ 103,81. 2%7'_ 219013,62 ¢°°*!

*+ SC2: C =5949,83¢7 %4233+ 218 21991 _ 228137 ¢ 0423

« SC2: C = 100043,6& 13344 5015,41 ¢ 0416114 g5 83 ¢ 09972 _ 155835,11 ¢ 0415t

2.- El comportamiento farmacocinético de danofloxactres su administracion
subcutanea (formulacion SC) en cabra, a una dosts @We 6 mg/kg, se ajusta a un

modelo monocompartimental. Las ecuaciones queef@®sentan son las siguientes:

e SC:C= 504+8*'+66273,61+2>" mg/L

3.- Los tiempos de vida mediayft; obtenidos para danofloxacino para las
diferentes vias de administracion y formulacionas. 8V (2,97 h), SC (1,50 h), SC1
(8,26 h) y SC2 (7,41 y 7,92 h), siendo significathente mayores los de las
formulaciones sostenidas. Algo similar ocurre coh MRT, que adquiere,
respectivamente, los siguientes valores: 2,18  @4\89 h (SC), 4,42 h (SC1) y 5,44 h
(SC2). La permanencia de danofloxacino es mayar lraadministracion subcutanea
(SC2) que es, por tanto, la mejor forma de admadgin a fin de obtener

concentraciones plasmaticas durante un mayor tiempo
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4.- La depuracion plasmética de danofloxacino en catadida por el aclaramiento
corporal (Cl) adquiere un valor de 0,75 L/kg-hstsu administracion intravenosa.

5.- Los valores del volumen de distribucion aparentduscion del area bajo la
curva (\; = 3,01 L/kg) y en el estado estacionariqsv/ 1,61 L/kg) de danofloxacino
tras la administracion por via intravenosa, indigaa existe una buena distribucion del

farmaco y un buen acceso a los tejidos y fluidossta especie.

6.- Las constantes de absorcion obtenidas para daaoftexhan sido: formulacion
SC (0,55 H), formulacién SC1 (0,55 y formulacién SC2 (0,421, siendo algo

menor en la formulaciones sostenida SC1, por éolg@absorcién es mas lenta.

7.- La concentracion plasmatica maxirftansy), obtenida para danofloxacino en la
formulacion SC2 en cabra, es de 2,83 mg/L, 1,5 svanéerior a la obtenida al
administrar el danofloxacino en la formulacion S€.26 mg/L); si bien es superior a la
Cmax alcanzada tras la administracion SC (1,52 mg/lr).embargo, hay que tener en
cuenta que la administracion del danofloxacinolesrformulaciones sostenidas (SC1y
SC2) se hizo a una dosis 3 veces superior a laufagidn SC. Al comparar los valores
de Gnax a igualdad de dosis, se aprecian diferenciaglisitzamente significativas
entre los valores obtenidos con la formulacion S@syde las formulaciones sostenidas
(P<0,05). Ademas, también existen diferencias édtedmente significativas para el
tiempo en que se alcanza dicha concentracion mafima) entre la administracion
SC1 (1,42 h) y la formulacione SC2 (2,33 h) (P<R,05

8.- La biodisponibilidad (F) de enrofloxacino, trasaiministracion SC en cabra es
del 99,55%. Valores inferiores de F resultan cusseladministra via subcutanea en la
formulacion SC1 (89,20%) y en la SC2 (73,04%), tedslo diferencias
estadisticamente significativas entre los valates= de la formulacion SC1 y SC2
respecto de la SC(P<0,05).
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9.- Con los datos de CMI de danofloxacino, determinadogtro frente a cepas
especificas détaphylococcus aureuy, teniendo en cuenta los indicess@CMI y
AUC/CMI, se puede concluir que la administacion uthasis de 6 mg/kg de
danofloxacino por via subcutanea con las tres ftaomnes (SC, SC1 y SC2) podria
ser efectiva contra aislados bacterianos con €MJ25 pug/mL. Sin embargo, al haber
utilizado en las formulaciones SC1 y SC2 una dosis18 mg/kg, los resultados
presentados pueden predecir el éxito clinico y gmigvia aparicion de resistencias

frente aislados bacterianos con C#0,25 pg/mL e incluso con CM1 0,50 pg/mL.

10.- La utilizacion de las formulaciones propuestas @iy a priori, disminuir
sensiblemente el numero de administraciones. Serh@s una similitud con la
posologia recomendada, la formulacion SC1 podriairastrarse cada 48 horas y la
SC2 cada 72 horas.

11.- El coste final del tratamiento deberia ser infegl tratamiento con la formulacion

convencional, ya que precisa de un menor nUmeeaagnistraciones.
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Resumen

Se ha estudiado el comportamiento cinético de darafino en cabras tras su
administracion por las vias intravenosa y subcaténéa dosis de 6 mg/kg, y tras la
administracion de danofloxacino en solucion delimeto P407 al 25% y en solucion
del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulos2%l por via subcuanea a la dosis de

18 mg/kg, con el fin de establecer los parametosdcocinéticos.

La determinacion de danofloxacino en plasma sezteahediante HPLC con
deteccion fluorimétrica, siguiendo el método descpor Siefert y cols. (1999). El
ajuste a modelos farmacocinéticos compartimentdagalizd mediante los programas
farmacocinéticos WinNonlin Professional® y MULTIRT(Proost, 1997). El criterio
utilizado para determinar cual era la ecuacion megr describia la evolucion de los
datos experimentales en cada caso, fue el Critiionformacion de Akaike (AIC)
(Yamaoka y cols., 1978). Para la determinaciérodgphrametros no compartimentales

se utilizé el programa WinNonlin Professional®.

Tras la administracion intravenosa, danofloxacedistribuye segiin un modelo
bicompartimental abierto, igual ocurre con ambasmiédaciones de liberacion
controlada, a excepcion de las cabras D y F derfaulacion del polimero P407 al 25%
+ carboximetilcelulosa al 2%, que se ajustaron majon modelo tricompartimental.
Tras la administracién subcutanea, danofloxacinodiséribuye segun un modelo

monocompartimental.

Tras la administracion intravenosa, la vida medbiewida para el danofloxacino
(ty2) fue de 2.97 £ 1.78 h con un tiempo medio de exgich (MRT) de 2.18 £ 0.29.
Los volumenes aparentes de distribucion de daradiow calculados en funcion del
area bajo la curva Yy en estado estacionariosfvresultaron ser de 3,01 + 0.98 L/kg
y 1.61 + 0,18 L/kg respectivamente, indicando umala distribucion organica. Por lo
que respecta al aclaramiento plasmatico (CI), éateanzé un valor de
0,75 £ 0,10 L/kg-h.

Por via extravascular, cuando se administr6 el ftlamaxino via subcutanea sin
polimero, via subcutanea en solucion del polimel@7Pal 25% y via subcutdnea en
solucién del polimero P407 al 25% + carboximetitmda al 2%, se registraron los
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siguientes tiempos de vida media: 1.50 £ 0.19, 8&28.66 y 4.29 = 1.59 h,
respectivamente, con unos valores de MRT de 432%; 4.42 £ 0.48 y 5.44 + 0.72 h,

respectivamente.

La biodisponibilidad de danofloxacino cuando se iadtré por via subcutanea
sin polimero, alcanzé un valor de 99.55 + 10.62 Walores algo inferiores se
obtuvieron cuando se administré el danofloxacina subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% y en solucién del polimero®Pd025% + carboximetilcelulosa
al 2%, que fueron de 89.20 + 26.78 % y 73.04 8186, respectivamente.

Se realiz6 la integracion PK-PD utilizando las CNbigblicadas por nuestro
grupo de investigacion sobre 32 cepasStiphylococcus aurewsfin de determinar los
indices farmacocinético-farmacodinamicos optimas dizho estudio se puede concluir
gue una dosis de 18 mg/kg de danofloxacino poéri@fectiva via subcutanea cuando
se administre junto con polimero P407 al 25% oqguwun polimero P407 al 25% +
carboximetilcelulosa al 2%, en cabras contra atsladacterianos con CM¢ 0,12

png/mL e incluso para CMi 0,25 pug/mL.
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Summary

Pharmacokinetics of danofloxacin was studied foifmv intravenous and
subcutaneous administration of single dose of 6kgigand after subcutaneous
administration of two long-acting formulations (pgamer 407 gel formulation and
poloxamer 407 + carboxymethylcellulose) at a das&@8mg/kg to healthy lactating

goats.

Plasma concentrations were determined by HPLC assty fluorescence
detection following the method described by Siefettal. (1999). The fitting to
compartmental pharmacokinetic models was carried by using WinNonlin
Professional® and MULTIFIT® (Proost, 1997) compatprogrammes. The Akaike's
information criterion (AIC) (Yamaoka et al., 19A8as used to select the best equation
that defines plasma concentration-time data foh eaemal. WinNonlin Professional®
computer programme was used to obtain non-compatéindnetic data.

The danofloxacin plasma concentration versus ti@ @fter intravenous and
long-acting administrations could best be descrimed two compartment open model,
except to goats D and F (from poloxamer 407 + oanmethylcellulose gel
formulation), which could best be described by sed¢hcompartment model. The
danofloxacin plasma concentration versus time dét&r subcutaneous administration

could best be described by a one compartment opelelmn

The danofloxacin terminal half-life.{;) was 2.97 £ 1.78 h after intravenous
administration, with a mean residence time (MRT)2di8 + 0.29 h. The apparent
volumes of distribution calculated by the area modtliV,) and at steady-state (¥
were 3.01 + 0.98 and 1.61 = 0,18 L/kg, respectivehyicating a wide body
distribution. Total body clearance was 0,75 + Q,AY-h.

After extravascular administrations, terminal Halés were 1.50 + 0.19, 8.26 +
1.66 and 4.29 + 1.59 h for danofloxacin adminigbratsubcutaneously without
poloxamer, with long-acting poloxamer 407 gel fotation and with poloxamer 407 +
carboxymethylcellulose, respectively. MRT valuesaoted were 4.39 + 0.29, 4.42 +
0.48 and 5,44 £ 0.72 h, respectively.
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Absolute bioavailability was 99.55 + 10.62 % aftmofloxacin subcutaneous
administration. Somewhat lower values were obtgil®d20 + 26.78 % and 73.04 £
15.31 %, after enrofloxacin administration subnetausly with long-acting poloxamer

407 gel formulation and with poloxamer 407 + caspoethylcellulose,respectively.

MICs of danofloxacin against different strains 8taphylococcus aureus
previously reported by our researched group, weseduin order to compute
pharmacodynamic surrogate markers. From this dais,concluded that a 18 mg/kg
dose of danofloxacin would be effective in solutimnlong-acting poloxamer 407 gel
formulation and  with poloxamer 407 + carboxymetieylulose subcutaneous
administration to goats against bacterial isolatgh MIC < 0,12 pg/mL and even for
MIC < 0,25 pg/mL.
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Tiempo
0,083 h.
0,16 h.
0,25 h.
0,50 h.
0,75 h.
1,00 h.
1,50 h.
2,00 h.
4,00 h.
6,00 h.
8,00 h.
10,00 h.
12,00 h.

24,00 h.

Apéndice 1: Tablas

TABLA 1.- CONCENTRACIONES IV

Cabra A
6142,86

5786,67
3929,63
2301,08
2261,90
1768,12
1266,67
933,33
411,90
171,84
69,03
36,59
21,96

Cabra B
6666,67

4733,33
4222,22
3062,50
2482,76
2266,67
1520,83
1172,41
489,58
181,47
93,78
48,99

29,24

Cabra C
5482,12

4463,44

4082,32
3530,06
2964,35
2632,12
2363,56
1815,96
697,44
314,53
126,27
64,26
33,60
5,13

Cabra D
5182,19
4190,28
2759,84
2644,87
2274,92
2096,05
1581,97
1226,87
550,23
248,20
114,10
56,98
30,36

Cabra E
6663,63
4362,54
4037,51
3094,44
2359,74
2100,8
2068,56
1282,67
461,76
199,55
92,20
56,86
31,52

6,22

Caba F

7391,30
479497
402324
312757
2492 21
2425 43
1531,49
114831
333,16
168,50
69,34
29,94
17,98

Concentraciones plasmaticas experimentales de datmfacino, enpg/L, en cada cabra tras la

administracion intravenosa de una dosis de 6 mg/kg.
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TABLA 2.- ESTADISTICOS IV

TIEMPO N MEDIA S.D. S.E. C.V. N.S.
0,083 h. 6 6254,80 823,22 336,08 13,16 0.982
0,16 h. 6 4721,87 568,82 232,22 12,05 0.726
0,25 h. 6 3842,46 538,91 220,01 14,03 0.299
0,50 h. 6 2960,09 427,81 174,65 14,45 0.807
0,75 h. 6 2472,65 260,20 106,23 10,52 0.639
1,00 h. 6 2214,87 299,27 122,18 13,51 0.991
1,50 h. 6 1722,18 408,75 166,87 23,73 0.649
2,00 h. 6 1263,26 295,80 120,76 23,42 0.622
4,00 h. 6 490,68 125,02 51,04 25,48 0.995
6,00 h. 6 214,02 57,25 23,37 26,75 0.788
8,00 h. 6 94,12 23,15 9,45 24,60 0.981
10,00 h. 6 48,94 13,23 5,4 27,04 0.921
12,00 h. 6 27,44 6,10 2,49 22,22 0.724
24,00 h. 6 5,68 0,7707 0,3147 13,58 0.999

Estadisticos de las concentraciones plasmaticas eximentales de danofloxacino, en pg/L, vy nivel
de significacién obtenido tras realizar el Test d&Kolmogorov-Smirnov tras la administracion en

cabras de una dosis intravenosa de 6 mg/kg.
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TABLA 3.- FARMACOCINETICA COMPARTIMENTAL IV.

Pardmetros Unidades Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cata E Cabra F

Cy pg/L 5225,17 4240,70 4607,44 5566,03 4480,10 4536,4.2
C; pg/L 1962,84 1671,29 88,32 2851,16 202,87 1469,06
M ht 2,89 1,43 0,4849 9,47 0,6379 1,29

Az ht 0,3917 0,3480 0,1201 0,3909 0,1478 0,3760
V. L/kg 0,8347 1,01 1,28 0,7128 1,28 0,9991
Vo L/kg 0,8957 0,5644 0,1948 11 0,4464 0,4304
tyga h 0,2402 0,4842 1,43 0,0732 1,09 0,5363
tysz h 1,77 1,99 5,77 1,77 4,69 1,84

K10 ht 1,05 0,7613 0,4587 1,068 0,5577 0,8097
Ko ht 1,15 0,3639 0,0194 5,33 0,0589 0,2586
ko1 ht 1,07 0,6543 0,1269 3,47 0,1690 0,6002

Parametros farmacocinéticos bicompartimentales dediidos tras la administracion intravenosa de

danofloxacino, a dosis de 6 mg/kg, a cada una deslaabras a partir de sus correspondientes ecuacianele
ajuste.
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TABLA 4.- ESTADISTICOS COMPARTIMENTAL IV

Parametros | Unidades n
Cy pg/L 6
C, ug/L 6
M h* 6
Az h* 6
Ve L/kg 6
V, L/kg 6

Toon h 6
tysz h 6
Ko h* 6
Ko h* 6
Kzt h 6

Media

4775,98
1374,26
2,71
0,2958
1,02
0,6045
0,6417
2,97

0,7849

1,2

1,02

S.D.
507,11

1063,08
3,42
0,1266
0,2297
0,3319
0,5175
1,78

0,2496

2,07

1,25

S.E.
207,07
434,09

14
0,0517
0,0938
0,1355
0,2113

0,7285

0,101¢

0,8433

0,5107

Apéndice 1: Tablas

C.V.
10,62
77,36
126,8
42,82
22,57
54,9
80,65
60

31,81

172,57

123,22

NS
0.666

0.967

0.606

0.530

0.964

0.93%

0.866

0.366

0.982

0.483

0.588

Estadisticos de los pardmetros farmacocinéticos lmmpartimentales deducidos de las

ecuaciones de ajuste correspondientes a la admimestion intravenosa de danofloxacino,

a la dosis de 6 mg/kg y nivel de significacion ded parametros tras la realizacion del tes|

de Kolmogorov-Smirnov.

TABLA 5.- RELACION MICROCONSTANTES IV

Relacién Cabra A
AdJA, 7,37
A Ko 0,3717
KioK1o 1,0925
K1k 1,07
Ko1/K10 1,0182

Cabra B
4,11
0,4571
0,4780
0,5562

0,8595

Cabra C

4,04
0,2618

0,0423

0,1529

0,2767

Cabra D

24,23

0,3660

4,9888

1,54

3,2462

Cabra E

4,32
0,2650

0,1056

0,3485

0,3030

Cabra F
3,44
0,4644
0,3194
0,4309

0,7413

Relaciones entre constantes de disposicion y micmtstantes bicompartimentales obtenidas a partir déos

valores en cada animal, correspondientes a la adnigtracion intravenosa de danofloxacino a una doside 6

mg/kg en cabras.
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TABLA 6.- ESTADISTICOS RELACION CONSTANTES IV.

RELACION MEDIA S.D. S.E. CV
A/, 7,92 8,11 3,31 102,46
A Ak 0,3643 0,0884 0,0361 24,25
K1o/K1o 1,1711 1,9077 0,7790 162,90
Kio/K21 0,6830 0,5203 0,2125 76,18
Ka1/K1o 1,0741 1,1053 0,4513 102,90

Estadisticos de las relaciones entre constantes déposicion y microconstantes bicompartimentales

correspondientes a danofloxacino tras la administr@on intravenosa de una dosis de 6 mg/kg a cabras.

TABLA 7.- Concentraciones teoéricas IV

Tiempo | Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabra E Cabra F
0.083 h. 6010,85 5389,80 4513,13 5296,35 4449,46 5499,73

0.16 h. 5134,26 4954,20 4350,13 3901,51 4243,53 5073,70
0.25 h. 4316,75 4498,08 4167,14 3107,33 4015,20 4623,15
0.50 h. 2845,53 3478,90 3698,64 2393,86 3445,06 3597,37
0.75 h. 2061,28 2738,33 3283,42 2131,24 2958,16 2832,06
1.00 h. 1617,09 2194,93 2915,40 1929,09 2542,29 2257,40
1.50 h. 1159,18 1488,08 2300,02 1586,26 1883,34 1490,96
2.00 h. 912,86 1076,12 1816,41 1304,64 1401,83 1036,29
4.00 h. 409,72 429,35 717,00 596,98 461,58 352,53
6.00 h. 187,16 207,93 294,11 273,17 181,09 155,89
8.00 h. 85,50 103,32 129,01 125,00 89,41 72,71

10.00 h. 39,06 51,49 62,68 57,20 53,88 34,22

12.00 h. 17,85 25,67 34,59 26,17 36,55 16,13

24.00 h. 0,1622 0,3943 4,99 0,2402 5,84 0,1770

Concentraciones tedricas de danofloxacino, en Mg/L, encada cabra obtenidas de
su correspondiente ecuacién, tras aplicar el modelo farmacocinético

bicompartimental, obtenidas tras su administracion intravenosa.
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TABLA 8.- ESTADISTICOS CONCENTRACIONES TEORICAS IV.

TIEMPO | n MEDIA S.D. SE. oAY;
0.083h. | 6 5193,22 604,56 246,81 11,64
0.16h. | 6 4609,56 512,27 209,13 11,11
0.25h. | 6 4121,28 542,86 221,62 13,17
0.50h. | 6 3243,23 511,60 208,86 15,77
0.75h. | 6 2667,41 479,80 195,88 17,99
1.00h. | 6 2242,70 454,86 185,70 20,28
1.50h. | 6 1651,31 393,30 160,57 23,82
2.00h. | 6 1258,03 327,43 133,67 26,03
4.00h. | 6 494,53 136,15 55,58 27,53
6.00h. | 6 216,56 54,95 22,43 25,37
8.00h. | 6 100,83 22,54 9,20 22,36
10.00h. | 6 49,75 10,94 4,47 21,98
12.00h. | 6 26,16 8,36 3,41 31,94
24.00h.| 6 1,97 2,69 1,10 136,51

Estadisticos de las concentraciones tedricas de ddloxacino,en mg/L, obtenidos tras su

administracion V.

TABLA 9.- TESTS ESTADISTICOS C. EXPERIMENTALES Y T EORICAS.

CABRAS Correlacion de Pearson R?
CA experimentarCA tesrico 0.9914 0.983
CB experimentar CB tesrico 0.9819 0.964
Cc experimentar Cc tesrico 0.9879 0.976
Cb experimentar Cb tesrico 0.9949 0.990
Ce experimentar Ce tesrico 0.9524 0.917
Cr experimentar CF tesrico 0.9651 0.931

Correlaciéon de Pearson y regresion entre las conceationes experimentales y tedricas en cada animél,

obtenidas tras la administracién intravenosa de dasfloxacino.
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TABLA 10.- FARMACOCINETICA NO COMPARTIMENTAL IV

Parametros Unidades Cabra A| CabraB| CabraC| CabraD  Cabrd& Cabra F

Co mg/L 6,55 9,64 6,84 6,51 10,52 11,78
AUC mg-h/L 6,83 8,06 10,22 7,73 8,45 7,69
AUC.24n mg.h/L 6,83 8,05 10,19 7,73 8,41 7,69
AUMC mg-H/L 13,70 16,58 25,62 18,25 20,20 13,44
MRT h 2,00 2,06 2,51 2,36 2,39 1,75
Cl L/kg/h 0,8781 0,7446 0,5870 0,7761 0,7098 0,7800
Vs L/kg 1,76 1,53 1,47 1,83 1,70 1,36
V, L/kg 3,07 2,43 341 2,35 4,73 2,06

Parametros farmacocinéticos no compartimentales obhidos para cada animal tras la

administracion intravenosa de danofloxacino a doside 6 mg/kg.

TABLA 11.- ESTADISTICOS FARMACOCINETICA NO
COMPARTIMENTAL IV

Parametros n Media S.D. S.E. C.v. N.S.
Co 6 8,64 2,30 0,9405 26,67 0.724
AUC 6 8,16 1,14 0,4659 13,98  0.897
AUC g.oan 6 8,15 1,13 0,4608 13,85/ 0.873
AUMC 6 17,97 4,57 1,86 25,42 0.998
MRT 6 2,18 0,2888 0,1179 13,26 0.894

cl 6 0,7459 0,0960 0,0392 12,87 0.974

Vs 6 1,61 0,1830 0,0747 11,38 0.980

V, 6 3,01 0,9794 0,3999 32,56 0.928

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos mmmpartimentales y nivel de
significacion de los parametros tras la realizaciddel Test de Kolmogorov-Smirnov

tras la administracion intravenosa de danofloxacin@ dosis de 6 mg/kg.
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TABLA 12.- CONCENTRACIONES SC

Tiempo Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabra E Cabra F

0.083 h. 312,11 160,40 164,37 112,82 131,46 89,13
0.16 h. 355,56 358,93 367,10 326,88 364,58 178,43
0.25 h. 546,69 466,61 758,71 379,46  No muestra 373,48
0.50 h. 901,30 974,20 830,56 601,71 627,45 589,32
0.75 h. 1015,53 1319,44 956,84 667,48 867,21 765,87
1.00 h. 1308,98 1496,30 1158,22 833,33 1030,11 972,77
1.50 h. 1363,24 1984,13 1489,26 1096,85 1296,08 1031,30
2.00 h. 1568,63 1797,82 1615,97 1344,70 1446,46 1128,94
4.00 h. 986,03 1094,68 1155,12 1216,32 1188,82 914,38
6.00 h. 476,42 593,61 691,23 648,07 802,80 650,20
8.00 h. 216,68 246,25 237,50 251,95 280,11 480,14
10.00 h. 106,14 128,21 100,00 99,64 114,40 262,91
12.00 h. 57,78 71,31 49,76 56,48 63,01 44,23
24.00 h. 6,80 8,03 6,21 5,00 7,89 521

Concentraciones plasmaticas experimentales de dammfacino, en pg/L, en cada

cabra tras la administracion subcutédnea de una doside 6 mg/kg.
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TABLA 13.- ESTADISTICOS SC

TIEMPO N MEDIA S.D. S.E. C.V. N.S.
0.083 h. 6 161,71 72,11 29,44 44,59 0.571
0.16 h. 6 325,25 66,97 27,34 20,59 0.483
0.25 h. 6 504,99 141,87 57,92 28,09 0.986
0.50 h. 6 754,09 154,04 62,89 20,43 0.760
0.75 h. 6 932,06 207,96 84,90 22,31 0.982
1.00 h. 6 1133,29 219,71 89,70 19,39 0.996
1.50 h. 6 1376,81 312,50 127,58 22,70 0.963
2.00 h. 6 1483,75 212,11 86,59 14,30 1.000
4.00 h. 6 1092,64 109,10 44,54 9,99 0.971
6.00 h. 6 643,72 98,43 40,18 15,29 0.988
8.00 h. 6 285,44 89,09 36,37 31,21 0.436
10.00 h. 6 135,21 57,94 23,65 42,85 0.360
12.00 h. 6 57,09 8,73 3,56 15,29 1.000
24.00 h. 6 6,52 1,18 0,48 18,09 0.984

Estadisticos de las concentraciones plasméticas exinentales de danofloxacino, en pg/L, y nivel
de significacion obtenido tras realizar el Test d&olmogorov-Smirnov tras la administracién en

cabras de una dosis subcutdnea de 6 mg/kg.
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TABLA 14.- FARMACOCINETICA COMPARTIEMENTAL SC

Parametros Unidades Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cata E Cabra F
C: pg/L 2826,09 4745,43 4196,29 3284,81 3750,82 3240,05
M ht 0,38 0,54 0,52 0,47 0,47 0,44
ty 1 h 1,82 1,29 1,34 1,49 1,47 1,59
Ka ht 0,87 0,54 0,52 0,47 0,47 0,44
tyika h 0,8 1,28 1,34 1,49 1,47 1,59

Parametros farmacocinéticos monocompartimentales,etlucidos tras la administracién subcutdnea de

danofloxacino, a dosis de 6 mg/kg, a cada una desleabras a partir de sus correspondientes ecuaciande ajuste.

TABLA 15.- ESTADISTICOS COMPARTIMENTAL SC

Parametros Unidades| n Media S.D. S.E. C.V.
C, ng/L 6 3673,92 705,04 287,83 19,19
M ht 6 0,4700 0,0573 0,0234 12,19
ty 1 h 6 1,50 0,1904 0,0777 12,69
K., ht 6 0,5517 0,1602 0,0654 29,04
tika h 6 1,33 0,2815 0,1149 21,19

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos mooompartimentales deducidos de las

ecuaciones de ajuste correspondientes a la admimestion subcutanea.

NS
0.955

0.996

0.984

0.410

0.793
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TABLA 16.- FARMACOCINETICA NO COMPARTIMENTAL SC

Parametros Unidades Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabr& Cabra F

A, b 0,1901 0,1924 0,1898 0,2096 0,184% 0,2621
tyoz h 3,65 3,6 3,65 3,31 3,75 2,64
AUC h 7,55 8,9 8,35 7,58 8,37 7.5
AUC g.4n mg/L 7,52 8,86 8,317 7,55 8,33 7,48
AUMC mg- /L 31,44 37,16 34,81 33,51 38,15 36,54
MRT h 4,16 4,17 4,17 4,42 4,56 4,87
MAT h 2,16 2,11 1,66 2,06 2,17 3,12
Vz L/kg 4,18 35 3,79 3,77 3,88 3,05
cL L/kg/h 0,79 0,67 0,72 0,79 0,72 0,8
C max L/kg 1,57 1,98 1,62 1,34 1,45 1,13
T i L/kg/h 2 1,5 2 2 2 2
F % 110,54 110,42 81,70 98,06 99,05 97,53

Parametros farmacocinéticos no compartimentales golasma obtenidos tras la administracion

subcutédnea de danofloxacino a dosis de 6 mg/kg.
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TABLA 17.- ESTADISTICOS NO COMPARTIMENTAL SC

Parametros Unidades Media S.D. S.E. C.V. N.S.

A, ht 0,2048 0,0293 0,0120 14,32 0.529
typz h 3,43 0,4163 0,1700 12,13 0.562
AUC mg-h/L 8,04 0,5810 0,2372 7,23 0.708

AUC 41 mg-h/L 8,01 0,5748 0,2346 7,18 0.702

AUMC mg-H/L 35,27 2,51 1,02 7,11 0.978
MRT h 4,39 0,2863 0,1169 6,52 0.732
MAT h 2,21 0,4831 0,1972 21,83 0.387

Vz L/kg 3,70 0,3842 0,1569 10,40 0.867
CL L/kg/h 0,7483 0,0527 0,0215 7,04 0.713
C max mg/L 1,52 0,2875 0,1174 18,98 0.981
T max h 1,92 0,2041 0,0833 10,65 0.110

F (%) 99,55 10,62 4,34 10,67 0.820

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos mmmpartimentales en plasma y su nivel de
significacion obtenido tras realizar el Test de Kahogorov-Smirnov tras la administracion

subcutanea de danofloxacino a dosis de 6 mg/kg.
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TABLA 18.- CONCENTRACIONES PLASMATICAS SC- P407

Tiempo Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabra E Cabra F
0.083 h. 250,00 290,70 244,46 296,79 123,83 63,08
0.16 h. 629,29 547,45 668,37 837,02 404,35 210,57
0.25 h. 1498,72 790,94 1245,50 1387,31 629,08 351,47
0.50 h. 2735,41 1457,77 2101,93 2110,04 1683,09 1187,52
0.75 h. 3901,84 1547,48 2913,01 3443,22 2753,18 1736,26¢
1.00 h. 4344,92 3290,08 3404,22 3871,13 2922,08 2075,54
1.50 h. 3636,65 3125,00 3976,94 4938,97 4078,48 4491,67
2.00 h. 3606,36 2275,28 3246,96 5368,59 3701,14 4163,36
4.00 h. 1876,59 1367,19 2268,46 3791,60 3497,24 3701,64
6.00 h. 921,13 975,69 1519,58 2061,86 2854,44 2306,55
8.00 h. 484,26 425,18 842,42 1248,79 905,38 1036,56
10.00 h. 246,30 245,00 335,88 534,55 492,41 489,95
12.00 h. 92,71 125,00 187,49 262,98 237,42 243,29
24.00 h. 8,89 10,17 13,20 16,83 24,37 18,55
32.00 h. - - 6,58 8,55 - 7,52

Concentraciones plasmaticas experimentales de dafmfacino, enpg/L, en cada cabra tras la administracion

subcuténea de una formulacion de liberacidn sostetd con gel P407 a una dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 19.- ESTADISTICOS SC-P407

TIEMPO N MEDIA S.D. S.E. C.V. N.S.
0.083 h. 6 211,48 95,74 39,09 45,27 0.647
0.16 h. 6 549,51 218,68 89,28 39,80 0.997
0.25 h. 6 983,84 460,29 187,91 46,78 0.944
0.50 h. 6 1879,30 553,26 225,87 29,44 0.994
0.75 h. 6 2715,83 927,43 378,62 34,15 0.984
1.00 h. 6 3317,99 783,48 319,85 23,61 0.999
1.50 h. 6 4041,29 635,22 259,33 15,72 1.000
2.00 h. 6 3726,95 1023,56 417,87 27,46 0.992
4.00 h. 6 2750,45 1044,59 426,45 37,98 0.802
6.00 h. 6 1773,21 769,84 314,28 43,41 0.988
8.00 h. 6 823,77 318,46 130,01 38,66 0.982
10.00 h. 6 390,68 131,13 53,53 33,56 0.753
12.00 h. 6 191,48 69,42 28,34 36,26 0.861
24.00 h. 6 15,34 5,78 2,36 37,69 0.999
32.00 h. 6 7,55 0,9838 0,4016 13,03 1.000

Estadisticos de las concentraciones plasmaticas eximentales de danofloxacino, en pg/L, y nivel de
significacion obtenido tras realizar el Test de Kahogorov-Smirnov tras la administracion en cabras

de una dosis subcutédnea de una formulacion de libeeion retardada con gel P407 de 18 mg/kg.
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TABLA 20.- FARMACOCINETICA COMPARTIMENTAL SC-P407.

Pardmetros Unidades Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cala E Cabra F

C, pg/L 8523,31 4278,80 9014,13 13449,22 9476,79 7100,8
Cz pg/L 45,75 94,03 65,02 78,15 279,28 60,65
M ht 0,5519 0,3580 0,4868 0,4878 0,4735 0,4072
Az ht 0,0753 0,1034 0,0768 0,0747 0,1224 0,071%
V. L/kg 14,90 13,54 12,10 8,42 6,59 13,76
Vp L/kg 2,10 4,12 1,98 1,33 1,85 2,51
tyaa h 1,26 1,94 1,42 1,42 1,46 1,70
tyyz h 9,21 6,70 9,02 9,28 5,66 9,69
Kio ht 0,5339 0,3400 0,4689 0,4727 0,4375 0,3917
Kiz ht 0,0155 0,0125 0,0150 0,0127 0,0259 0,0127
Ko1 ht 0,0778 0,1089 0,0798 0,0771 0,1325 0,0743
tyka h 1,26 0,7639 1,42 1,42 1,46 1,70
Ka h-1 0,5520 0,9074 0,4868 0,4879 0,4735 0,4072

Parametros farmacocinéticos bicompartimentales dedidos tras la administracion subcutanea de una
formulacién de liberacion retardada de danofloxacio con gel P407, a dosis de 18 mg/kg, a cada unalde

cabras a partir de sus correspondientes ecuacionds ajuste.
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TABLA 21.- ESTADISTICOS FARMACOCINETICA
COMPARTIMENTAL SC-P407

Pardmetros Unidades Media S.D. S.E. C.V. NS
C, pg/L 8640,51 3012,36 1229,79 34,86 0.924
Cz pg/L 103,81 87,50 35,72 84,29 0.358
A ht 0,4609 0,0683 0,0279 14,81 0.880
Az ht 0,0874 0,0208 0,0085 23,76 0.415
V. L/kg 11,55 3,31 1,35 28,65 0.902
Vp L/kg 2,32 0,9634 0,3933 41,62 0.830
tysa h 1,53 0,2445 0,0998 15,95 0.716
tyoz h 8,26 1,66 0,6772 20,08 0.479
Kio ht 0,4408 0,0679 0,0277 15,41 0.998
K1z ht 0,0157 0,0052 0,0021 32,79 0.454
Koq ht 0,0917 0,0237 0,0097 25,85 0.421
tyoka h 1,34 0,3147 0,1285 23,53 0.773
Ka h-1 0,5525 0,1799 0,0734 32,56 0.514

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos lmmpartimentales deducidos de las ecuaciones
de ajuste correspondientes a la administraciéon subitdnea de una formulacién de liberacion
retardada de danofloxacino con gel P407, a dosis d&8 mg/kg y nivel de significacién de los

parametros tras la realizacion del test de Kolmogarv-Smirnov.
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TABLA 22.- FARMACOCINETICA NO COMPARTIMENTAL SC-P40 7

Parametros Unidades Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabr& Cabra F
Az h* 0,2807 0,2209 0,2227 0,2279 0,2060 0,2256
tyaz h 2,47 3,14 3,11 3,04 3,3651 3,07
AUC mg-h/L 17,15 13,13 19,61 28,63 25,54 25,15
AUC g.0an mg-h/L 17,12 13,08 19,5 28,5 25,42 25,02
AUMC mg-H/L 62,46 55,88 87,89 129,77 123,8 121,92
MRT h 3,56 4,26 4,48 4,53 4,85 4,85
MAT h 1,56 2,20 1,97 2,17 2,46 3,10
Vz L/kg 3,74 6,21 4,12 2,76 3,4 3,17
CL L/kg/h 1,05 1,37 0,92 0,63 0,7 0,72
C mg/L 4,34 3,29 3,98 5,37 4,08 4,49
T max h 1 1 1,5 2 1,5 1,5
F % 83,70 54,30 63,96 123,46 100,75 109,02

Parametros farmacocinéticos no compartimentales obhidos en plasma para cada animal tras la adminisiicion

subcuténea de una formulacion de liberacion sosteta de danofloxacino con gel P407 a dosis de 18 nm/k
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TABLA 23.- ESTADISTICOS FARMACOCINETICA NO
COMPARTIMENTAL SC-P407

Parametros Unidades Media S.D. S.E. C.V. N.S.
Az ht 0,2306 0,0257 0,0105 11,15 0.365
tyz h 3,03 0,2987 0,1219 9,85 0.479
AUC mg-h/L 21,54 5,88 2,40 27,32 0.907

AUC . mg-h/L 21,44 5,84 2,39 27,26 0.909
AUMC mg-H/L 96,95 32,80 13,39 33,83 0.748
MRT h 4,42 0,4797 0,1958 10,85 0.944
MAT h 2,24 0,5157 0,2105 22,99 0.970
Vz L/kg 3,90 1,22 0,4998 31,39 0.805
CL L/kg/h 0,8983 0,2790 0,1139 31,05 0.884
C max Mg/L 4,26 0,6846 0,2795 16,08 0.969

T max h 1,42 0,3764 0,1537 26,57 0.833

F % 89,20 26,78 10,93 30,02 0.996

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos noompartimentales en plasma y su nivel de
significacion obtenido tras realizar el Test de Kahogorov-Smirnov tras la administracion

subcuténea de liberacion sostenida con gel P407 diznofloxacino a dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 24.-. CONCENTRACIONES PLASMATICAS
SC- P407-CMC

Tiempo Cabra A | CabraB CabraC | CabraD | CabraE | CabraF

0.083 h. 542,64 77,37 91,91 212,89 275,8¢ 80,43
0.16 h. 269,04 318,04 190,15 537,08 455,42 361,87
0.25 h. 310,75 475,64 391,23 631,33 954,97 590,99

0.50 h. 570,95 1007,96 611,03 907,26 1479,03 886,60

0.75 h. 1139,90 1515,15 904,39 1118,42 2138,08 1206,14
1.00 h. 1505,97 2301,59 1306,22 1607,66 2762,10 2029 91
1.50 h. 2380,95 2838,10 1839,24 2088,38 3106,8 2491 17
2.00 h. 3080,39 2950,82 2316,18 2230,71 3233,40 2965 69
4.00 h. 2980,39 2126,13 2493,44 1660,16 2329,06 233410

6.00 h. 1802,27 1587,30 1573,96 1362,78 1420,77 1549 59

8.00 h. 900,85 774,37 780,84 739,39 570,04 857,14
10.00 h. 549,47 371,28 484,48 342,53 210,10 467,35
12.00 h. 332,45 220,68 317,62 204,97 122,70 242,04
24.00 h. 24,69 23,50 27,71 13,70 13,62 26,55
32.00 h. 6,86 5,41 6,33 5,05 7,91 11,76
48.00 h. - - - - - 8,08
72.00 h. - - - - - 7,92

Concentraciones plasmaticas experimentales de dafmfacino, enpg/L, en cada
cabra tras la administracién subcutanea de una doside 18 mg/kg en formulacion

de liberacién sostenida con gel P407 y carboximet#lulosa

236



Apéndice 1: Tablas

TABLA 25.- ESTADISTICOS SC-P407-CMC

TIEMPO N MEDIA S.D. S.E. C.V. N.S.
0.083 h. 6 213,52 164,94 67,34 77,25 0.849
0.16 h. 6 355,27 114,90 46,91 32,34 1.000
0.25 h. 6 559,15 208,07 84,95 37,21 0.956
0.50 h. 6 910,47 299,52 122,28 32,90 0.941
0.75 h. 6 1337,01 400,91 163,67 29,99 0.719
1.00 h. 6 1918,91 502,08 204,97 26,16 0.946
1.50 h. 6 2457,44 426,60 174,16 17,36 1.000
2.00 h. 6 2796,20 381,83 155,88 13,66 0.608
4.00 h. 6 2320,54 395,70 161,54 17,05 0.991
6.00 h. 6 1549,45 139,86 57,10 9,03 0.893
8.00 h. 6 770,44 104,70 42,74 13,59 0.918
10.00 h. 6 404,20 111,13 45,37 27,49 0.973
12.00 h. 6 240,08 70,64 28,84 29,42 0.993
24.00 h. 6 21,63 5,79 2,36 26,77 0.724
32.00 h. 6 7,22 2,24 0,9134 30,99 0.921
48.00 h. 6 8,08 0 0 0 -
72.00 h. 6 7,92 0 0 0 -

Estadisticos de las concentraciones plasméticas eximentales de danofloxacino, en pg/L, y nivel
de significacién obtenido tras realizar el Test d&Kolmogorov-Smirnov, tras la administracion
subcutdnea a cabras de una formulaciébn de liberaaid sostenida con gel P407 y

carboximetilcelulosa a la dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 26.- FARMACOCINETICA
COMPARTIMENTAL SC-P407-CMC

(Cabras A, B, C Y D)

Pardmetros Unidades Cabra A Cabra B Cabra C Cabra E
Ci ug/L 5160,5 6222,52 4161,55 8254,76
C; ng/L 88,95 503,45 232,20 47,39
M ht 0,3460 0,4747 0,3425 0,5298
Az ht 0,0935 0,1524 0,1310 0,0593
Ve L/kg 12,13 7,20 9,87 18,55
V, L/kg 3,43 2,68 4,10 2,17
tyaa h 2,00 1,46 2,02 1,31

tysz h 7,41 4,55 5,29 11,70
K1o ht 0,3309 0,4098 0,3155 0,5068
K12 ht 0,0109 0,0408 0,0157 0,0203
K21 ht 0,0978 0,1765 0,1422 0,0619
tioka h 2,00 1,46 2,02 1,31
Ka ht 0,3460 0,4747 0,3425 0,5298

Parametros farmacocinéticos bicompartimentales obteédos en plasma para cadé
animal (excepto las cabras D y F), tras la adminisicion subcutanea en liberacion

sostenida de danofloxacino con gel P407 y carboxititeelulosa a dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 27.- ESTADISTICOS FARMACOCINETICA
COMPARTIMENTAL SC-P407-CMC (Cabras A, B, Cy D)

Parametros Unidades Media S.D. S.E. C.V. NS
C: ng/L 5949,83 1751,96 715,23 29,45 0.999
Cs ug/L 218,00 206,11 84,14 94,55 0.981
M ht 0,4233 0,0940 0,0384 22,20 0.879
Az ht 0,1091 0,0411 0,0168 37,73 0.996
V. L/kg 11,94 4,85 1,98 40,60 0.981
Vp L/kg 3,10 0,8466 0,3456 27,35 0.999
tyma h 1,70 0,3661 0,1495 21,57 0.876

tymz h 7,24 3,21 1,31 44,39 0.985
Kio ht 0,3908 0,0877 0,0358 22,44 0.961
Kio ht 0,0219 0,0132 0,0054 60,00 0.867
Koq ht 0,1196 0,0502 0,0205 41,95 1.000
tika h 1,70 0,3661 0,1495 21,57 0.876
Ka h-1 0,4233 0,0940 0,0384 22,20 0.879

Estadisticos de los pardmetros farmacocinéticos limpartimentales en plasma y nivel de
significacion obtenido tras realizar el Test de Kahogorov-Smirnov tras la administracion
subcutdnea de la formulacion de liberacion sosterdéd de danofloxacino con gel P407 |y

carboximetilcelulosa a dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 28.- FARMACOCINETICA
COMPARTIMENTAL SC-P407-CMC

Parametros
Cy
C,
Cz
M
Az
Az

Kis
K1

1:1/zka
Ka

Parametros

farmacocinéticos

(Cabras Dy F)

Unidades Cabra D
ug/L 100043,61
ng/L 5015,41
ng/L 85,83

ht 133,47
ht 0,4161
ht 0,0972
L/kg 13,50
L/kg 0,17
h 0,0052
h 1,67
h 7,13
ht 7,67
ht 119,04
ht 6,86
ht 0,3084
ht 0,10231
h 1,67
ht 0,4151

Cabra F
30088,04
6410,70
123,05
118,51
0,4221
0,0796
13,31
0,4915
0,0058
1,64
8,71
2,16
95,15
21,49
0,1377
0,086
1,64
0,4222

tricompartimentales

obtenidos en plasma para los animales D y F, traa |

administracion subcutanea en liberacion sostenidaed

danofloxacino con gel P407 y carboximetilcelulosa |a

dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 29.- ESTADISTICOS FARMACOCINETICA
COMPARTIMENTAL SC-P407-CMC (Cabras D y F)

Parametros Unidades Media S.D. S.E. C.V. NS
C: ng/L 65065,83 49466,06 20194,43 76,02 0.999
C, ug/L 5713,06 986,62 402,79 17,27 0.999
Cz ug/L 104,44 26,32 10,74 25,20 0.999
M ht 125,99 10,58 4,32 8,40 0.999
Ao ht 0,4191 0,0042 0,0017 1,01 0.999
Az ht 0,0884 0,0124 0,0051 14,08 0.999
V. L/kg 13,41 0,1344 0,0548 1,00 0.999
Vp L/kg 0,3308 0,2273 0,0928 68,73 0.999
tyma h 0,0055 0,0004 0,0002 7,71 0.999
tym2 h 1,66 0,0212 0,0087 1,28 0.999
tymz h 7,92 1,12 0,4561 14,11 0.999
K1o ht 4,92 3,90 1,59 79,27 0.999
K1z ht 107,10 16,89 6,90 15,77 0.999
Koq ht 14,18 10,34 4,22 72,98 0.999
K1z ht 0,2231 0,1207 0,0493 54,11 0.999
Ka1 ht 0,0942 0,0115 0,0047 12,25 0.999
tika h 1,66 0,0212 0,0087 1,28 0.999
Ka ht 0,4187 0,0050 0,0020 1,20 0.999

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos thmpartimentales en plasma para los animales
D y F, y nivel de significacién obtenido tras reafiar el Test de Kolmogorov-Smirnov tras la
administracion subcutédnea de la formulacion de libecién sostenida de danofloxacino con gel

P407 y carboximetilcelulosa a dosis de 18 mg/kg.
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TABLA 30.- FARMACOCINETICA NO COMPARTIMENTAL

Parametros

AZ
tyaz
AUC
AUC 241
AUMC
MRT
MAT
Vz

CL

Unidades

bt
H
mg-h/L
mg-h/L
mg-H/L
h
h
L/kg
L/kg/h
mg/L
h

%

SC-P407-CMC
Cabra A| CabraB| CabraC
0,2050 0,1856 0,1979

3,38 3,74 3,5
20,27 17,61 17,13
20,12 17,48 16,99
111,87 90,21 99,69
5,52 5,12 5,82
3,52 3,06 3,31
4,33 5,51 5,31
0,89 1,02 1,05
3,08 2,95 2,49
2 2 4
98,93 72,83 55,87

Cabra D
0,2162
3,2
14,3
14,21
75,04
5,25
2,89
5,82
1,26
2,23
2

61,66

Cabrd&

0,1526

4,54
17,35
17,22,
76,44
4.4
2,01
6,8
1,04
3,23
2

68,44

Cabra F
0,098
7,39
18,57
17,99
121,35
6,53
4,78
10,33
0,97
2,97
2

80,49

Parametros farmacocinéticos no compartimentales obhidos en plasma para cada animal tras la

administracion subcutanea en

carboximetilcelulosa a dosis de 18 mg/kg.

liberacién sostenida ed danofloxacino con gel

P407 'y
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TABLA 31.- ESTADISTICOS NO COMPARTIMENTAL

SC-P407-CMC
Parametros Unidades Media S.D. S.E. C.V. N.S.
Az ht 0,1752 0,0455 0,0186 25,95 0.822
tyaz h 4,29 1,59 0,6485 37,01 0.642
AUC mg-h/L 17,54 1,96 0,8004 11,18 0.845
AUC .4 mg-h/L 17,34 1,90 0,7768 10,98 0.807
AUMC mg-H/L 95,77 18,78 7,67 19,61 0.989
MRT h 5,44 0,7154 0,2921 13,15 0.998
MAT h 3,26 0,9077 0,3706 27,83 0.931
Vz L/Kg 5,44 0,7154 0,2921 13,15 0.790
CL L/Kg/h 6,35 2,11 0,8601 33,18 0.670
C max mg/L 2,83 0,3826 0,1562 13,54 0.675
T max h 2,33 0,8165 0,3333 34,99 0.110
F (%) 73,04 15,31 6,25 20,96 0.994

Estadisticos de los parametros farmacocinéticos noompartimentales en plasma y nivel de
significacion obtenido tras realizar el Test de Kahogorov-Smirnov tras la administracion
subcutdnea de la formulacion de liberacion sosterad de danofloxacino con gel P407 |y

carboximetilcelulosa a dosis de 18 mg/kg
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TABLA 32.- FARMACOCINETICA COMPARATIVA: IV, SC,

Parametros

YV 4

tl/sz

t1/2 ka

AUC
AUC 240
AUMC
MRT
MAT
Vz

CL

C max

T max

Unidades
ht

L/Kg
L/Kg/h

mg/L

h

(%)

SC1, SC2
\% SC
0,2958 0,4700
2,97 1,50
- 0,5517
- 1,33
8,16 8,04
8,15 8,01
17,97 35,27
2,18 4,39
- 2,21
3,01 3,70
0,7459 0,7483
- 1,52
- 1,92
100 99,55

P407
0,0874
8,26
0,5525
1,34
21,54/ 7,18*
21,44/ 5,85+
96,95
4,42
2,24
3,90
0,8983

4,26/ 1,42*

1,42

89,20

P407+CMC
0,1022
7,47
0,42
1,68
17,54/5,85*
17,34/ 5,78*
95,77
5,44
3,26
6,35
1,04
2,83/0,94*
2,33

73,04

Valores medios de los principales parametros farmacinéticos en plasma tras la

adminstracion de una dosis de 6 mg/kg de danofloxao por via intravenosa (IV) y
subcutédnea (SC), y de una dosis de 18 mg/kg de dfaracino por via subcutdnea en
solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y subcutdaesn solucién del polimero P407 al

25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2). *Valores deCs, AUCq., ¥y de AUG .., de

danofloxacino tras su administracion via SC1 y SCZorregidos a una dosis de 6 mg/kg.
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TABLA 33.- ESTUDIO COMPARATIVO
PARAMETRICO Y NO PARAMETRICO NO
COMPARTIMENTAL

Parametros v SC P407 P407+CMC
2z 0,2958 0,4700 0,0874 0,1022
tyaz 2,97 1,50 8,26 7.47
AUC 8,16 8,04 21,54/7,18%  17,54/5,88*
AUC2n 8,15 8,01 21,44/5,85%  17,34/5,78*
AUMC 17,97 35,27 96,95" 95,77
MRT 2,18 4,39 4,42 5,44"¢
MAT - 2,21 2,24 3,26
Conae 1,52 4,26/ 1,42*  2,83/0.94%°
T méxe 1,92 1,42 2,3%
F (%) 99,55 89,20 73,04

Estudio comparativo paramétrico (t-Student) y no paameétrico (test de
Wilcoxon) de los principales parametros farmacocingcos no
compartimentales obtenidos en plasma para los cuatr estudios
cinéticos de danofloxacino segun la formulacion engada. *Valores de
Cimax AUC,., y de AUG,.»,de danofloxacino tras su administracién via
SC1ly SC2, corregidos a una dosis de 6 mg/kg.

& Diferencias significativas con la administraci®h(P < 0.05)
® Diferencias significativas con la administracié® @ < 0.05)
°Diferencias significativas con la administracién giel P407 (P < 0.05)

TABLA 34.-CMIs

Concentracién minima inhibitoria (CMI, pg/mL)

Especies Origen <0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 84 16 32 64 128 >128
Leche de 8 16 44
S. aureus cabra

Concentraciones minimas inhibitorias jgg/mL) de danofloxacino frente a 32 microorganismosislados de

mamitis caprinas. Resultado del estudio realizado pdMarin y cols., 2010.
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Tabla 35 (A, By C).- RELACION PK/PD

A

SUBCUTANEO (SC)
Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabra E Cabra F
CMI = 0,12pug/mL S.aureus

AUC,4/CMI 62,67 73,83 69,33 62,92 69,42 62,33
Cunad CMI 13,08 16,50 13,50 11,17 12,08 9,42
CMIso = 0,25pg/mL S.aureus
AUC,4/CMI 30,08 35,44 33,28 30,2 33,32 29,92
Cunad CMI 6,28 7,92 6,48 5,36 5.8 4,52
CMlgo = 0,5pg/mL S.aureus
AUC,4/CMI 15,04 17,72 16,64 15,1 16,66 14,96
Cinax/ CMI 3,14 3,96 3,24 2,68 29 2,26

CMI = 1 pg/mL S.aureus

AUC,4/CMI 7,52 8,86 8,32 7,55 8,33 7,48
Coran/CMI 1,57 1,98 1,62 1,34 1,45 1,13
B
P407 (SC1)

Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabra E Cabra F
CMI = 0,12pug/mL S.aureus

142,67 109,00 162,50 237,50 211,83 208,50

AUC,4/CMI
47,56* 36,33* 54,17 79,17* 70,61* 69,50*
36,17 27,42 33,17 44,75 34,00 37,42
Cmax/ CMI
12,06* 9,14* 11,06* 14,92* 11,33 12,47*
CMIso = 0,25pg/mL S.aureus
68,48 52,32 78 114 101,68 100,08
AUC,4/CMI
22,83* 17,44* 26,00* 38,00* 33,89* 33,36*
17,36 13,16 15,92 21,48 16,32 17,96
Cmax/ CMI
5,79* 4,39* 5,31* 7,16* 5,44* 5,99*
CMlgo = 0,5pg/mL S.aureus
34,24 26,16 39 57 50,84 50,04
AUC,4/CMI
11,41* 8,72* 13,00* 19,00* 16,95* 16,68*
8,68 6,58 7,96 10,74 8,16 8,98
Cmax/ CMI
2,89* 2,19* 2,65*% 3,58* 2,72* 2,99*
CMI = 1 pug/mL S.aureus
17,12 13,08 19,5 28,5 25,42 25,02
AUC,4/CMI
5,71* 4,36* 6,50* 9,50* 8,47* 8,34*
4,34 3,29 3,98 5,37 4,08 4,49
Cmax/CMI
1,45* 1,10* 1,33* 1,79* 1,36* 1,50*
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C

P407-CARBOXIMETILCELULOSA (SC2)
Cabra A Cabra B Cabra C Cabra D Cabra E Cabra F
CMI =0,12pg/mL S.aureus

167,67 145,67 141,58 118,42 143,50 149,92
AUC,4/CMI
55,89* 48,56* 47,19* 39,47* 47,83* 49,97*
25,67 24,58 20,75 18,58 26,92 24,75
Cmax/ CMI
8,56* 8,19* 6,92* 6,19* 8,97+ 8,25*%
CMIso = 0,25pg/mL S.aureus
80,48 69,92 67,96 56,84 68,88 71,96
AUC,4/CMI
26,83* 23,31* 22,65* 18,95* 22,96* 23,99*
12,32 11,8 9,96 8,92 12,92 11,88
Cmax/ CMI
4,11* 3,93* 3,32 2,97 4,31* 3,96*
CMlgo = 0,5nug/mL S.aureus
40,24 34,96 33,98 28,42 34,44 35,98
AUC,4/CMI
13,41* 11,65* 11,33* 9,47* 11,48* 11,99+
6,16 5,9 4,98 4,46 6,46 5,94
Crmax/ CMI
2,05*% 1,97* 1,66* 1,49* 2,15* 1,98*
CMI = 1 pg/mL S.aureus
20,12 17,48 16,99 14,21 17,22 17,99
AUC,4/CMI
6,71* 5,83* 5,66* 4,74* 5,74* 6,00*
3,08 2,95 2,49 2,23 3,23 2,97
Crmax/CMI
1,03* 0,9833* 0,8300* 0,7433* 1,08* 0,9900*

Parametros farmacocinético-farmacodinamicos correspndientes a dafloxacino frente a aislados de
Staphylococcus aureus en leche de cabra calculadoss la administracion de una dosis de 6 mg/kg
por via subcutdnea (A), y tras una dosis de 18 itk por via subcutanea en formulacion de
liberacién sostenida con gel P407 (C) y con gel P4@ carboximetlicelulosa (D). *Valores de ratio
AUC,,/ CMI y C s / CMI de danofloxacino, obtenidos para plasma, tra la administracion de

danofloxacino via SC1y SC2, corregidos a una dosis 6 mg/kg.

247



Apéndice 1: Tablas

TABLA 36.- ESTADISTICOS PK/PD
MEDIA = S.D.

Subcutanea
CMI = 0,12pg/mL S.aureus

P407

P407-CMC

AUC / CMI 66,75 £4,79 178,67+ 48,71 144,46 + 15,86
59,56 +16,24* 48,15 + 5,29*

Cor/ CMI 12,63 + 2,40 35,49 + 5,70 23,54 +3,19
11,83 + 1,90* 7,85 + 1,06*

CMIlso = 0,25pg/mL S.aureus

AUC / CMI 32,04 2,30 85,76 + 23,38 69,34 + 7,61
28,59 +7,79* 23,11 + 2,54*

Cove/ CMI 6,06 + 1,15 17,03 £ 2,74 11,30 1,53

CMlgo = 0,5pg/mL S.aureus

5,68 £0,9127*

3,77 £0,5101*

AUC / CMI 16,02 £1,15 42,88 +11,69 34,67+ 3,81
14,29 * 3,90* 11,56 £1,27*
Coine/ CMI 3,03 £0,5750 8,52+1,37 5,65 £ 0,7652
2,84 +0,4564* 1,88 +0,2551*
CMI = 1 pg/mL S.aureus
AUC / CMI 8,01 +0,58 21,44 +5,84 17,34 £1,90
7,15+ 1,95* 5,78 £0,6343*
Coie/ CMI 1,52 +0,2875 4,26 +0,6846 2,83 +0,3826

1,42 +0,2282*

0,9417 £ 0,1275*

Estadisticos de los pardmetros farmacocinéticos-faracodindmicos correspondientes a

danofloxacino frente a aislados deStaphylococcus aureus en leche de cabra calculados

tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg poria subcutanea, y tras una dosis de 18

mg/kg por via subcutédnea en formulacion de liberadn sostenida con gel P407 y con gel

P407 y carboximetlicelulosa.*Valores de ratio AUC,, / CMI y Chax / CMI de

danofloxacino, obtenidos para plasma, tras la admistraciéon de danofloxacino por via

SC1y SC2, corregidos a una dosis de 6 mg/kg.
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10.2-GRAFICOS
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Grafico 1- CONCENTRACIONES MEDIAS-TIEMPO, IV
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Representacion grafica semilogaritmica de las curm@ones medias experimentales
(x SD) de danofloxacino obtenidas tras la admiatstm intravenosa de una dosis de 6

mg/kg.
Grafico 2- CONCENTRACION-TIEMPO, IV CABRA A
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmgones experimentales

danofloxacino obtenidas tras la administracibravgnosa de una dosis de 6 mg/kg
cabra 1.
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Grafico 3- CONCENTRACION-TIEMPO, IV CABRA B
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Representacién grafica semilogaritmica de las curmegones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administraciéravgnosa de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 2.

Gréafico 4- CONCENTRACION-TIEMPO, IV CABRA C
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmeones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administraciéravgnosa de una dosis de 6 mg/kg ja la
cabra 3.
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Grafico 5- CONCENTRACION-TIEMPO, IV CABRA D
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmeones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administraciéravgnosa de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 4.

Gréafico 6- CONCENTRACION-TIEMPO, IV CABRA E
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmeones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administraciéravegnosa de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 5.
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Grafico 7- CONCENTRACION-TIEMPO, IV CABRA F
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmgones experimentales

danofloxacino obtenidas tras la administraciéravgnosa de una dosis de 6 mg/kg
cabra 6.
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Grafico 8- CONCENTRACIONES MEDIAS-TIEMPO, SC
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Representacion grafica semilogaritmica de las curs@ones medias experimenta
(= SD) de danofloxacino obtenidas tras la admiagém subcutanea de una dosis d
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mg/kg.
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Grafico 9- CONCENTRACION-TIEMPO, SC CABRA A
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Representacién grafica semilogaritmica de las curmeones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdotea de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 1.
Grafico 10- CONCENTRACION-TIEMPO, SC CABRA B
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmegones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdotea de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 2.
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Gréafico 11- CONCENTRACION-TIEMPO, SC CABRA C
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmgones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdotea de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 3.
Grafico 12- CONCENTRACION-TIEMPO, SC CABRA D
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmegones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdotea de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 4.
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Grafico 13- CONCENTRACION-TIEMPO, SC CABRA E

10000
= S.C

S 1000 & "

= ;

c "

\O |

© 100

c

[}

(&)

c

@]

O 10- .

1 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Representacion grafica semilogaritmica de las curmgones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdotea de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 5.

Gréfico 14- CONCENTRACION-TIEMPO, SC CABRA F
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmegones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdotea de una dosis de 6 mg/kg a la
cabra 6.
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Gréfico 15- CONCENTRACIONES MEDIAS-TIEMPO, SC-P407
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Representacion grafica semilogaritmica de las cure@ones medias experimenta
(x SD) de danofloxacino obtenidas tras la admiaém subcutanea de u

formulacion de liberacion sostenida con gel P4075%R a dosis dé
18 mg/kg.
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Grafico 16- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407 CABRA A
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmgones experimentales de
danofloxacino obtenidas tras la administracion stéea de una formulacion d
liberacion sostenida con gel P407 (25%) a dosis
18 mg/kg ala cabra 1.
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Grafico 17- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407 CABRA B
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmegones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion atdotea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) a dosis
18 mg/kg ala cabra 2.
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Gréafico 18- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407 CABRA C
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmgones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdoea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) a dosis
18 mg/kg ala cabra 3.
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Grafico 19- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407 CABRA D
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmegones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion atdoeea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) a dosis
18 mg/kg ala cabra 4.
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Grafico 20- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407 CABRA E
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmgones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtdoea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) a dosis
18 mg/kg ala cabra 5.
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Gréafico 21- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407 CABRA F
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmegones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion atdotea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) a dosis
18 mg/kg ala cabra 6.
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Grafico 22- CONCENTRACIONES MEDIAS-TIEMPO, SC-P407-CMC
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Representacion grafica semilogaritmica de las curs@ones medias experimenta
(x SD) de danofloxacino obtenidas tras la admiaém subcutanea de u

formulacion de liberacion sostenida con gel PA®PARY carboximetilcelulosa (2%)
dosis de 18 mg/kg.

es
na
a

260



Apéndice 2: Graficos

Grafico 23- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407-CMC CABRA A
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Representacion grafica semilogaritmica de las aureaones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtédboea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) y carbotiioedulosa (2%) a dosis de 1
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mg/kg a la cabra 1.

Grafico 24- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407-CMC CABRA B
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Representacion grafica semilogaritmica de las adremeiones experimentales gde
danofloxacino obtenidas tras la administracion stdbea de una formulacion de
liberacion sostenida con gel P407 (25%) y carbotiiosdulosa (2%) a dosis de 18
mg/kg a la cabra 2.
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Grafico 25- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407-CMC CABRA C
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Representacion grafica semilogaritmica de las aureaones experimentales
danofloxacino obtenidas tras la administracion gtédboea de una formulacion
liberacion sostenida con gel P407 (25%) y carbotiioedulosa (2%) a dosis de 1

de
e
8

mg/kg a la cabra 3.

Grafico 26- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407-CMC CABRA D
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Representacion grafica semilogaritmica de las adremeiones experimentales gde
danofloxacino obtenidas tras la administracion stdbea de una formulacion de
liberacion sostenida con gel P407 (25%) y carbotiiosdulosa (2%) a dosis de 18
mg/kg a la cabra 4.
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Grafico 27- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407-CMC CABRA E
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmeones experimentales gde
danofloxacino obtenidas tras la administracion stdbea de una formulacion de
liberacion sostenida con gel P407 (25%) y carbotiioedulosa (2%) a dosis de 18
mg/kg a la cabra 5.

Grafico 28- CONCENTRACION-TIEMPO, SC-P407-CMC CABRA F
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Representacion grafica semilogaritmica de las cdrmeones experimentales gde
danofloxacino obtenidas tras la administracion stdoea de una formulacion de
liberacion sostenida con gel P407 (25%) y carbotiioedulosa (2%) a dosis de 18
mg/kg a la cabra 6.
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Grafico 29- CONCENTRACIONES MEDIAS IV, SC-P407 Y SGP407-CMC
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Representacion grafica semilogaritmica de las curemgones experimentales medjas
(= SD) de danofloxacino obtenidas tras la admiacsém de una dosis de 6 mg/kg por
las vias intravenosa y subcutanea, y de una desl$ ang/kg por la via subcutanealen
formulaciéon de liberacion sostenida con gel P407otya con gel P407 y
carboximetilcelulosa.

Grafico 30- CONCENTRACIONES MEDIAS SC, SC-P407 Y SEP407-CMC
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Representacion grafica semilogaritmica de las curmgones experimentales medjas
(= SD) de danofloxacino obtenidas tras la admiagém de una dosis de 6 mg/kg por la
via subcutanea, y de una dosis de 18 mg/kg poralaswbcutanea en formulaciéon de
liberacion sostenida con gel P407 y otra con geD7P¥ carboximetilcelulosa.
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A. PARAMETROS ESTADISTICOS

AIC: Criterio de informacion de AKAIKE.
C.V.: Coeficiente de variacion.

D.N.: Diferencia maxima total entre las frecuencias adativas de las

distribuciones empirica e hipotética.
N.S.: Nivel de significacion.

P: Probabilidad.

R: Coeficiente de correlacion (r)

R?% Coeficiente de determinacion

RSD: desviacion estandar relativa a una serie de opipeds de

concentraciones determinadas.
S.D.: Desviacion estandar.
S.E.: Error estandar.

t: t de Student.

B. PARAMETROS FARMACOCINETICOS

AUC: Area bajo la curva, calculada segiin métodos ngadimentales.
Cl: Aclaramiento plasmatico calculado en funcién debdajo la curva.

Cmax. Concentracion periférica maxima (administraciornravenosa),

concentracion plasmatica maxima (administraciorcstémea).
D: Dosis.

F: Biodisponibilidad.

fu: Fraccion libre de farmaco, no unido a proteinasrphticas.
ka: Constante aparente de absorcion.

k1o: Constante de eliminacion.

ki2: Constante de transferencia al compartimento pexifé

ko1: Constante de retorno desde el compartimento pieofé
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- ks Constante aparente de formacién de metabolitoftixacino.
- ) Constante hibrida de disposicion rapida.

- )z Constante hibrida de disposicion lenta.

- MAT: Tiempo medio de absorcion.

- MR: Ratio de metabolito (ciprofloxacino).

- MRT: Tiempo medio de residencia.

- Tmax Tiempo en el que se alcanza la concentracion épedf maxima
(administracion intravenosa), tiempo en el quelsanaa la concentracion

plasmatica maxima (administracion subcutéanea).
-ty Tiempo de vida media o vida media del farmaco.
- tyka Tiempo de vida media aparente de absorcion.
-tz Tiempo de vida media de la fase disposicion lenta.
-ty : Tiempo de vida media de formacion del metabolpoofloxacino.
- T Intervalo de dosificacion.
- UPP: Union a proteinas plasmaticas.
-V Volumen de distribucién aparente en el compartimeentral.
- Vp: Volumen de distribucion aparente en el compartimeeriférico.
- Vg Volumen de distribucion aparente en estado estadgm

- Vz Volumen de distribucion aparente en funcién debdrajo la curva.

C. PARAMETROS FARMACOCINETICOS -FARMACODINAMICOS

- AUC/CMI: Relacion delarea bajo la curva de concentracion plasmética-
tiempo y la concentracion minima inhibitoria paramicroorganismo dado.
Cuando no se especifica, se asume que el AUC pomds a un periodo de
24 horas.

- Cma/CMI: Relacion entre la concentracion plasmatica maxinaa ta

administracion de un antimicrobiano y la concenéraeninima inhibitoria.
- CMI: Concentracion minima inhibitoria.

- PK-PD: Farmacocinético-farmacodinamico.
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D. OTRAS ABREVIATURAS EMPLEADAS EN EL PRESENTE MANUSC RITO

- BSAC: British Society for Antimicrobial Chemoterapy.
- DACD: Diarrea asociada@lostridium difficile.

- EPA: efecto postantibiético.

- FDA: Food and Drug Administration.

- Formulacion SC1:solucién de polimero P407 al 25%.

- Formulacion SC2: solucion de polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2%.
- g constante gravitatoria (980 c/s
- GABA: receptor del acido gamma-aminobutirico.

- ICAAC: Interscience Conference of Antimicrobial Agents and

Chemotherapy.
- iv: via intravenosa
- im: via intramuscular.

- INR: International Normalized Ratio, parametro estadiegor la OMS y
el Comité Internacional de Trombosis y Hemostapaa unificar los
valores obtenidos mediante los test de coagulai®da sangre.

- MMA: Mastitis Metritis Agalactia.

- NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standkar
- NAC: Neumonia adquirida en la comunidad.

- PALE: Postantibiotic leukocyte enhancement.

- QRDR: guinolone resistance-determining regipnsgiones del cromosoma

bacteriano determinantes de la resistencia a iaslgnas.
- rpm: revoluciones por minuto.
- sc:via subcutanea.

- vo: via oral.
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