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Introduccion

El objetivo de la farmacocinética consiste en estudiar la evolucion temporal de
las concentraciones y cantidades de farmaco y sus metabolitos en fluidos organicos, tejidos y
excrementos, asi como su respuesta farmacologica, y construir modelos adecuados para
interpretar los datos obtenidos. Los datos se procesan empleando modelos matematicos a los
que se ajustan las concentraciones, las cantidades de farmaco o sus metabolitos en la totalidad
del organismo, o en alguna de sus partes. Las ecuaciones asi obtenidas sirven para formular
predicciones acerca de los resultados que se obtendrian con tratamientos medicamentosos, ya
que la respuesta farmacoldgica viene determinada por la cantidad de farmaco que accede a los

lugares de accidn, y este acceso estd condicionado por la concentracion sanguinea del farmaco.

En las especies animales de produccion de alimentos, los antimicrobianos y antiparasitarios son,
sin duda, farmacos utilizados con mucha frecuencia, casi sistematicamente. De ello se derivan

una serie de circunstancias, entre las que destacan:

- El coste total del tratamiento, que supone un incremento en los gastos de produccion.
En este sentido, debido a que el rendimiento neto es menor, hemos de procurar que

estos gastos sean minimos, sin que por ello disminuya la eficacia del tratamiento.

- El mantenimiento de unos niveles eficaces de farmaco es fundamental en cualquier
tipo de tratamiento, pero con los antibacterianos es, ademas, imprescindible, ya que
de no observarse esta condicion, se pueden producir resistencias bacterianas, con los
inconvenientes que ello conlleva, junto con la menor o nula eficacia del tratamiento y

el innecesario incremento de los costes de produccion.

- Otro de los aspectos de mayor relevancia, es evitar la presencia de residuos en los

productos alimenticios de origen animal destinados al consumo humano.

Las fluoroquinolonas son un grupo de antibacterianos sintéticos que despiertan alto
interés tanto en medicina humana, como en medicina veterinaria (lhrke y cols., 1999).
Comparados con otros agentes antimicrobianos, las fluoroquinolonas presentan, ademas de un
amplio espectro, una buena absorcion tras la administracién via oral, un alto volumen de
distribucidn, penetrando en casi todos los tejidos y células del organismo y un tiempo de
semivida prolongado, permitiendo regimenes posologicos con 1-2 administraciones al dia
(Walker, 2000; Schentag, 2000).2

A las dosis apropiadas, las fluoroquinolonas son bactericidas, presentando un patron

concentracion dependiente y un prolongado efecto postantibidtico (Walker, 2000). El
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conocimiento y monitorizacion de estos antimicrobianos, especialmente sus caracteristicas
farmacocinéticas y farmacodinamicas frente a patdgenos determinados, permite optimizar el
régimen de dosificacidn, para evitar la aparicion de mutantes resistentes y conseguir el éxito

clinico (Aminimanizani y cols., 2001).

En los ultimos diez afios se han introducido nuevas fluoroquinolonas en el campo de la
terapéutica. Estos nuevos agentes muestran una actividad aumentada frente a gram positivos y
anaerobios y retienen la actividad propia de las quinolonas precedentes frente a gram negativos

(Aminimanizani y cols., 2001).

El marbofloxacino es una fluoroquinolona desarrollada exclusivamente para uso
veterinario cuya molécula es 9-fluoro- 2,3-dihidro- 3 metil- 10 (4-metil-1-piperacinil)- 7-oxo- 7H
pirido (3,2,1-ij) (4,1,2) benzoxadiacina- 6 acido carboxilico. Presenta un anillo de oxadiadiazina,
que se supone que confiere a la molécula ventajas farmacocinéticas como mayor tiempo de
semivida y mayor volumen de distribucion (Marin y cols, 2009). En la practica, estas
caracteristicas pueden permitir la administracion cada 24 horas manteniendo concentraciones
por encima de la CMI durante mas de 12 horas (Milanova Haritova y cols., 2006). Ademas,
marbofloxacino es eficaz frente a un amplio abanico de bacterias gram-positivas (especialmente
Staphylococcus spp. y Estreptococcus spp.) y gram-negativas (especialmente Escherichia coli,
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Morganella morganii, Proteus

sp, Klebsiella sp, Pasteurella sp, Moraxella sp y Pseudomonas sp) (Spreng y cols., 1995).

La farmacocinética de marbofloxacino se ha estudiado en distintas especies animales, entre
ellas caballo (Bousquet-Melou y cols., 2002 a-b; Carretero y cols., 2002; Voermans y cols., 2006;
Gardner y cols., 2004), bufalo (Goudah y cols., 2007), cerdo (Ding y cols., 2010), vaca
(Schneider y cols, 2004), cabra (Waxman y cols., 2001, 2004, 2006 y 2007; Sidhu y cols., 2006 y
2010), guacamayo (Carpenter y cols, 2006), pavo (Haritova y cols., 2006), burro (Gonzélez y
cols, 2007), piton (Coke y cols., 2006), ternero (Sidhu y cols., 2005; Ismail y El-Kattan, 2006),
buitre (Garcia-Montijano y cols., 2001-2010), avestruz (de Lucas y cols., 2007), foca comdn
(KuKanich y cols., 2007) y tortuga (Lai y cols., 2009; Marin y cols., 2009).

En lo que a animales de produccién se refiere, cuando se administran farmacos a una gran
rebafio, la velocidad de administracién, la minima manipulacion y el dafio limitado, son
consideraciones importantes. Los métodos preferidos son la inyeccién SC, la dosis oral o la

incorporacién en pienso y agua, también suelen utilizarse infusiones intramamarias. Por otro
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lado, la liberacién controlada de farmacos administrados por via parenteral ha adquirido una
importancia creciente en el desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas. Esto se
manifiesta de forma especial en la industria farmacéutica orientada a la Sanidad Animal,
implicada en la generacion de formulaciones de liberacién controlada para algunos farmacos,
tanto para animales de compafiia como de produccion (Matschke y cols., 2002). Resulta
interesante poder administrar el medicamento con amplios intervalos, lo que supone un menor
coste y un menor estrés de manejo de los animales (Sun y cols., 2002). La ventaja potencial de
una absorcion controlada es que se mejora la eficiencia del tratamiento, al reducir la fluctuacién
de las concentraciones estacionarias y al aumentar la biodisponibilidad (Longer y Robinson,

1987) asi como disminuir el nimero de administraciones.

Se han estudiado formulaciones de liberacion controlada en varias quinolonas, como
levofloxacino (Yin y cols., 2011), ciprofloxacino (Fulzele y cols., 2007; Waknis y Jonnalagadda,
2011), moxifloxacino (Carceles y cols., 2006), difloxacino (Marin y cols, 2010a; Escudero y cols.,
2011), ofloxacino (Bahk y cols., 2000), enrofloxacino (Cabanes y cols., 1995; Xie y cols., 2011) y
fleroxacino (Dounis y cols., 1996). Por via oftalmica, levofloxacino (Gupta y cols., 2010a),
ciprofloxacino (Jain y cols., 2010), ofloxacino (Abraham y cols., 2009), gatifloxacino (Ibrahim y
cols., 2010), sparfloxacino (Gupta y cols., 2010b; Nesseem y cols., 2011) y pefloxacino (Sultana
y cols., 2006).

Cuando el farmaco se administra por via parenteral, la absorcién puede modificarse mediante la
formacion de complejos disociables con macromoléculas, un proceso semejante a la unién a
proteinas plasmaticas. EI complejo farmaco-macromolécula puede servir de reservorio en el sitio
de inyeccién, dando lugar a una liberacién controlada. Como macromoléculas se utilizan
polimeros sintéticos como polivinilpirrolidona (PVP), polietilenglicol o metilcelulosa (Sun y cols.,
2002). También puede retardarse la absorcion mediante la modificacion de la viscosidad del
medicamento. Asi, el P407 (70% polioxietileno + 30% polioxipropileno) es un polimero que
presenta una baja toxicidad, buena compatibilidad con muchos farmacos y alta capacidad de
solubilizacién, ademas ha sido aprobado su uso por la Food and Drug Administration (FDA) en
Estados Unidos. Este producto en solucién acuosa entre 20-30% presenta la ventaja de su
gelificacion termo-reversible desde su forma de baja viscosidad a 4°C hasta forma de semi-gel a
la temperatura corporal (37°C). Esta propiedad hace de él un excelente vehiculo para la

liberacion controlada (Narasimhan y Pepas, 1997). La propiedad de ser poco viscoso a
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temperaturas inferiores a la corporal hace que se evite la aparicién de dolor en el punto de
inyeccion. Ademas, mediante la adicion de diferentes coadyuvantes que modifiquen su
viscosidad podremos obtener diferentes grados de liberacion de los farmacos. Diversas
sustancias pueden ser adicionadas al P407 con este fin. Entre ellas se pueden mencionar la
polivinilpirrolidona (PVP), la hidroxipropil-metilcelulosa y la carboximetilcelulosa, siendo esta

ultima bien tolerada (Zhang y cols., 2002).

La importancia del ganado caprino es cada vez mayor debido a diversas causas (Vacas, 2003).
Por un lado las razas lecheras dan producciones importantes sin estar sujetas a restricciones por
parte de la UE (cuotas lecheras). Esto hace que incluso ganaderos de bovino, estén
introduciendo en sus granjas este ganado. Por otro, su carne no despierta el recelo que
despierta la del bovino a causa de la encefalitis espongiforme. Y, por dltimo, el caprino, por su

rusticidad hace que puedan aclimatarse y ser explotadas zonas semiaridas o aridas.

Estos animales sufren diversas patologias infecciosas, entre las que se incluyen la agalaxia
contagiosa. Esta enfermedad es la mas importante desde el punto de vista economico en el
caprino y ovino lechero de la cuenca mediterranea. Supone ademas, el principal problema en los
planes de control de mamitis y esta causada principalmente por Micoplasma agalactie, aunque
pueden intervenir otros micoplasmas, como Micoplasma mycoides, Micoplasma capricolum, y
otros gérmenes como Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermitis (Corrales y cols.,
1997).

Considerando todo lo expuesto hasta el momento, y dada la importancia de la cabra en la
produccion animal, nos hemos planteado en la siguiente memoria estudiar la farmacocinética de

marbofloxacino en esta especie con el fin de alcanzar los siguientes objetivos:

1. Determinacién de los parametros farmacocinéticos de marbofloxacino tras la

administracion intravenosa y subcutanea, en solucién acuosa.

2. Determinacion de los pardmetros farmacocinéticos marbofloxacino tras su administracion
subcutanea, en solucién del polimero P407 al 25% y en solucién del polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2%.
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3. La determinacion, y cuantificacion, de la eliminacion de marbofloxacino en la leche,
dependiendo de la via de administracién y la formulacién empleada, asi como sus perfiles

cinéticos correspondientes.

4. Determinaciéon de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de marbofloxacino
frente a cepas de Staphylococcus aureus, aisladas de cabras procedentes de granjas
comerciales, como germen representativo de procesos infecciosos mamarios en la especie a

estudiar.

5. Establecimiento de los pardmetros farmacocinéticos-farmacodinamicos  de
marbofloxacino utilizando las CMI calculadas en el objetivo anterior, para la proposicion de
un régimen posologico que optimice la eficacia de este antibiético frente a Staphyloccocus

aureus, minimizando el riesgo de aparicion de resistencias.
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2.1.- INTRODUCCION HISTORICA

Las 4-quinolonas, también denominadas analogos o derivados del &cido nalidixico, o
simplemente quinolonas, deben su nombre al oxigeno exociclico en posicién 4 (Appelbaum y
Hunter, 2000) y a la palabra “quinolona”, la cual es una transformacion del término 4-oxo-1,4-
dihidroquinoleina, estructura comun de los derivados de la quinoleina. Estos antimicrobianos
constituyen un grupo heterogéneo de quimioterapicos de sintesis y se usan desde hace mas de
40 afios (Damaso, 1990).

Histéricamente, Price obtuvo en 1949, por degradacion de alcaloides, el acido 1-metil-4-
quinolon-3-carboxilico, una molécula sin actividad bioldgica, a la que denomind quinolona. Mas
tarde se fueron sintetizando compuestos similares, algunos con poder antibacteriano, pero sin
aplicacién clinica (Gobernado y Santos, 2002). El primer compuesto introducido en terapéutica
en el afio 1962, por Lesher y cols., fue el acido nalidixico, derivado de sintesis del grupo de las
1,8-naftiridinas y descubierto al azar en plena sintesis del antipaludico cloroquina. El &cido
nalidixico fue la primera quinolona util para el tratamiento de infecciones localizadas en las vias
urinarias. En 1968, Turner y cols., sintetizan el &cido oxolinico. Mas tarde, en 1971, Shimizu y
cols. comunican la sintesis del acido piromidico y en 1973, Wick y cols., publican la obtencion de
cinoxacino. La introduccion de una cadena lateral piperazinil en posicién 7, a partir de la cual
surgio el acido piperamico o pipemidico, sintetizado por Shimizu y cols., en 1975, mejord su
actividad frente a gram negativos, ampliando el espectro incluso frente a Pseudomonas spp
(Dédmaso, 1990; Shimizu, 1975). Los quimioterapicos, acido nalidixico, enoxacino, &cido
oxolinico, &cido piromidico, acido piperdmico o pipemidico y cinoxacino se emplearon como
antisépticos urinarios (preferentemente), intestinales y biliares, en virtud de su actividad
primariamente bacteriostatica y de su espectro fundamentalmente restringido a bacilos gram

negativos (Ddmaso, 1990).

Varios aspectos han limitado la utilizacion sistémica del acido nalidixico (Abelson vy
Hallas, 2003; Appelbaum y Hunter, 2000; Gobernado y Santos, 2002; Stockley, 2004):

- Pobre absorcion tras la administracion por via oral.

- Limitado espectro antimicrobiano (modesta actividad frente a Gram negativos), que
provoco un uso restringido al tratamiento de las infecciones del tracto urinario, en el

cual se encontraban altas concentraciones de farmaco.

- Corta semivida y alta union a proteinas.
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En el desarrollo de nuevas quinolonas, el primer paso adelante se produjo al incorporar
uno, dos y hasta tres atomos de flior en la molécula 7-piperazino-4-quinolona dando lugar a las
denominadas quinolonas fluoradas o fluoroquinolonas, que poseen un espectro mas amplio y
una mayor actividad antibacteriana que los compuestos precedentes (&cidos nalidixico,
oxolinico, piromidico, pipemidico, cinoxacino y acroxacino). Existe un antecedente -la
flumequina-, sintetizada en 1973, quinolona que contiene un atomo de fllor en su estructura,
pero que no goza de las caracteristicas farmacocinéticas de las nuevas fluoroquinolonas. El
desarrollo de la primera fluoroquinolona, el norfloxacino, con atomos sustituyentes 6-fluorina y 7-
piperacina, demostré una mejorada actividad antibacterinana frente a gram negativos y gram
positivos, incluso frente a Pseudomonas aeruginosa y estafilococos respectivamente (Abelson y
Hallas, 2003; Andriole, 1989; Damaso, 1990).

Aunque desde el acido nalidixico hasta el norfloxacino pasaron cerca de dos décadas, la
siguiente fase de investigacion se desarrolld muy rapidamente. Norfloxacino fue patentado en
1978, y tres afios mas tarde se patentaron muchas mas fluoroquinolonas nuevas, de las cuales,
algunas fueron rechazadas en el mercado, aunque otras todavia hoy se comercializan:
pefloxacino (patentada en 1979), enoxacino (1980), fleroxacino (1981), ciprofloxacino (1981) y
ofloxacino (1982). Las ventajas de estos compuestos residen en un espectro que incluye tanto
especies bacterianas pertenecientes a gram positivos, como a gram negativos, y en una buena
absorcién via oral, proporcionando niveles adecuados en plasma. A partir de estas moléculas,
las quinolonas pasaron a ser utilizadas en infecciones sistémicas. Si bien, y pese a las mejoras
introducidas, algunas especies, concretamente Staphylococcus aureus y P. aeruginosa,
mostraron resistencia a este grupo de quimioterapicos (Appelbaum y Hunter, 2000; Emmerson y
Jones, 2003).

Durante la Ultima década, la investigacién con fluoroquinolonas, concretamente en el
ambito de sus propiedades microbiologicas ha tenido como objetivos (Appelbaum y Hunter,
2000):

1. Mejorar su actividad frente al neumococo, incluyendo aquellas cepas resistentes a

betalactamicos o a otros antibiéticos como los macrélidos.

2. Mejorar la actividad frente a estafilococos, concretamente S. aureus meticilin
resistentes.
3. Mejorar la actividad, en general, contra cocos gram positivos.
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4, Mejorar la actividad frente a anaerobios.

5. Mejorar la actividad frente a cepas resistentes a ciprofloxacino y ofloxacino, incluyendo

cepas de estafilococos y enterobacterias.

6. Mantener buena actividad frente a gram negativos, incluyendo Pseudomonas spp. y

distintas especies no fermentadoras.
7. Disminuir la velocidad de aparicion de resistencias.

Por tanto, los siguientes compuestos comercializados fueron dirigidos hacia la
consecucion de estos objetivos. Asi, en este grupo se encuentran esparfloxacino, levofloxacino y
grepafloxacino, que mejoraron el perfil farmacocinético y la actividad frente a anaerobios y gram
positivos (particularmente el neumococo), pero aunque poseen mayor actividad frente a
estafilococos que ciprofloxacino y ofloxacino, ésta aun no resulta la ideal (Appelbaum y Hunter,
2000; Lubasch y cols., 2000).

El grupo de compuestos que muestra de forma mas drastica mejoras a este respecto
estd compuesto por clinafloxacino, gatifloxacino, gemifloxacino, moxifloxacino, sitafloxacino y
trovafloxacino. Estos farmacos comparten con ciprofloxacino su actividad frente a gram
negativos y muestran buena actividad frente a la mayoria de gram positivos (Appelbaum y
Hunter, 2000). Pero en su desarrollo no todo han sido avances, en 1999, trovafloxacino fue
retirado del mercado mundial debido a la descripcion de varios casos de hepatotoxicidad
fulminante, y grepafloxacino se retiré por cardiotoxicidad (Emmerson y Jones, 2003). Enoxacino,
pefloxacino y fleroxacino presentan fototoxicidad, temafloxacino se asocié a severos sindromes
urémicos-hemoliticos y lomefloxacino causa fototoxicidad y efectos sobre SNC, y por ello fue
retirado del mercado. Esparfloxacino se asoci6 a fototoxicidad y prolongacién del intervalo QTc.
Tosufloxacino causa severa trombocitopenia y nefritis y por ultimo clinafloxacino se asocié a
fototoxicidad e hipoglucemia (Rubinstein, 2001; Fish, 2001; Mandell y cols., 2001).

En definitiva, se han desarrollado un gran numero de quinolonas, muchas simplemente
patentadas, ofras en fase avanzada de desarrollo, algunas comercializadas, y otras

abandonadas al poco de su comercializacion por provocar graves efectos adversos.

En el ambito veterinario, este grupo de antimicrobianos ha sufrido un gran desarrollo y
expansion, apareciendo diferentes fluoroquinolonas registradas exclusivamente para Medicina

Veterinaria. Asi encontramos: marbofloxacino, orbifloxacino, enrofloxacino, pradofloxacino,
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difloxacino e ibafloxacino (AEMPS, 2012; EMA, 2012). Las fluoroquinolonas se utilizan
ampliamente para un importante nimero de infecciones en caninos, felinos, equinos, bovinos,
ovinos, caprinos, porcinos y aves, debido a su alta potencia, amplio espectro, actividad
bactericida dependiente de la concentracion, dptimas caracteristicas farmacocinéticas y baja
toxicidad. Son eficaces para el tratamiento de neumonias en lechones y terneros, otitis en
caninos, infecciones urinarias en animales de compafiia, infecciones dérmicas en caninos y
felinos e infecciones gastrointestinales en porcinos, bovinos y aves (lhrke y cols., 1999; Lees y
cols., 2002b).

2.2 ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION

Las 4-quinolonas son &cidos organicos con un pKa elevado y, en general, comparten un
nucleo comun: la estructura biciclica 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina, o 4-quinolona, compuesta de
dos anillos, uno de tipo piridona, con un &cido carboxilico libre en posicién 3 y un atomo de

nitrdgeno en posicién 1, y un segundo anillo aromatico (Gobernado y Santos, 2002).

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

Desde un punto de vista quimico, las quinolonas pueden clasificarse en cuatro grupos:
substancias sintéticas de estructura naftiridinica (ej: acido nalidixico y enoxacino), quinolénica
(ej: acido oxolinico), pirimidinica (ej: acido piromidico, &cido piperamico o pipemidico) o
cinolonica (cinoxacino) (Damaso, 1990).

De esta forma, se puede establecer una clasificacion de las quinolonas en base a las
diferentes estructuras quimicas y a la aparicion de estos quimioterapicos en el mercado
(Gobernado y Santos, 2002):
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|.- 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.

4.2.- Monofluoroquinolonas: Flumequina.

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.

lIl.- TERCERA GENERACION

Revision Bibliografica
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1.- Monofluoroquinolonas (derivados de la quinoleina):
Grepafloxacino,
Gatifloxacino.

2.- Difluoroquinolonas (derivados de la quinoleina): Esparfloxacino.

3.- Trifluoroquinolonas (derivados de la naftiridina): Tosufloxacino.

IV.- CUARTA GENERACION (derivados de la quinoleina)

1.- Monofluoroquinolonas: Clinafloxacino, Moxifloxacino.

| XX
N
N N
N aftiridina . L
Acido Nalidixico Enoxacino
COOH
)
pZ
N
4-Quinolona CoHs Acido Oxolinico
COOH
NT Y
A
N N
Pirido-Pirimidina HN\) C2Hs  Acido Pipemidico
H
N CcCo0
NéN
Cinoxacino
Cinolina

Figura 2.- Estructuras basicas de las quinolonas.
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Cada grupo o generacién de quinolonas presenta una serie de caracteristicas:

Primera generacion (Figura 3): moléculas historicamente mas antiguas y que definen

los nucleos basicos de estos antimicrobianos. Estructuralmente se caracterizan, en su mayoria,
por la ausencia de un sustituyente 6-fluoro, con excepcion de flumequina o enoxacino, y por no
exhibir una asociacion de 6-fluoro con el grupo piperazina en posicién C7 (presente en el acido

pipemidico y en enoxacino).

Se caracterizan ademas, por su reducido espectro de actividad y por ser agentes
quimioterapicos sdlo utiles en infecciones del tracto urinario (Gootz y Brighty, 1998; Andriole,
1998). Utiles frente a ciertas especies de Enterobacterias, y no frente a otras especies como

Pseudomonas, cocos Gram positivos y anaerobios (King y cols., 2000).

Enoxacino Flumequina

Cinoxacino

Figura 3.- Principales quinolonas de primera generacion.

Segunda generacion (Figura 4): presentan de manera constante un atomo de flGior en

la posicion 6, el cual permite aumentar tanto la afinidad por sus blancos (topoisomerasas tipo 1)
como la capacidad de penetracidn al interior de la célula bacteriana (hasta setenta veces con
respecto a las quinolonas que no tienen flior en esta posicién (Sumano, 1993) y una piperazina

o metilpiperazina (diamina ciclica) en la posicién 7 del nucleo quinolénico (Talens-Visconti y
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cols., 2002). La molécula estandar de esta generacion es norfloxacino. A todas ellas se las
conoce normalmente como fluoroquinolonas. Clinicamente presentan mayor potencia, amplio
espectro antimicrobiano, buenas propiedades farmacocinéticas, menor toxicidad, menos efectos
secundarios y menores resistencias bacterianas. Presentan actividad frente Pseudomonas
aeruginosa, algunas bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y determinadas
especies de micobacterias, clamidias y riquettsias. Su actividad frente a Acinetobacter y
Stenotrophomonas maltophilia es moderada y escasa frente a Streptococcus pneumoniae y
otras especies de Streptococcus (King y cols., 2002, Gootz y Brighty, 1998; Furet y Pechere,
1991). Sobre las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SAMR) rapidamente

se establecio resistencia (Schaefler, 1989).

Son moléculas utilizadas para una serie de infecciones graves que incluyen cuadros
osteoarticulares, digestivos, de tejidos blandos, infecciones respiratorias e infecciones de

transmision sexual (Von Rosenstiel y Adam, 1994; Fink y cols., 1994).

Ciprofioxacino Norflox acino

Difloxacino Levofloxacino

Figura 4.- Principales quinolonas de segunda generacion.
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Tercera generacioén (Figura 5): quimicamente caracterizadas por la presencia de

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

Son una importante alternativa frente Streptococcus pneumoniae, incluyendo cepas
resistentes a penicilina. Presentan una mayor actividad anti estafilococica, pero no son utiles en

infecciones producidas por Staphylococcus aureus meticilin resistentes (Lowy, 1998).

También presentan una actividad levemente superior a las quinolonas de 22 generacién
frente a anaerobios (Gootz y Brighty, 1998; Guinea y cols., 1995). Sin embargo, algunas de ellas
fueron retiradas del mercado, después de aprobada su comercializaciéon o se ha restringido su

uso por sus efectos toxicos (esparfloxacino, grepafloxacino) (Talens-Visconti y cols., 2002).

Tosufloxacino Temafloxacino

Figura 5.- Principales quinolonas de tercera generacion.

Cuarta generacion (Figura 6): presentan mayor actividad contra gérmemenes

anaerobios, utilizadndose en infecciones polimicrobianas como las abdominales y ginecolégicas
(Gootz y Brighty, 1998; Gargallo-Viola y cols., 1991; Philips y cols., 1998; King y cols., 2000).

Algunas de ellas presentan actividad antitumoral, que se ha demostrado en animales de
experimentacion, lo cual posibilitaria su aplicacién en el tratamiento de ciertos procesos

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

Trovafloxacino

Figura 6.- Principales quinolonas de cuarta generacion.

Estas quinolonas siguen siendo objeto de debate y motivo de investigacidn, tanto en lo
referente a su aplicacion clinica en el tratamiento de enfermedades infecciosas, como porque

actlan sobre dianas de procariotas y eucariotas.

Se han desarrollado nuevas estructuras como las 6-desfluorquinolonas, sin atomo de
fluor en posicion 6, el cual se habia venido considerando imprescindible para un grado suficiente
de actividad. Moléculas como garenoxacino y PGE 9262932 pertenecen a este grupo y se
caracterizan por una aumentada actividad in vitro, espectro muy amplio y un reducido potencial

de seleccidn de resistencias (Garcia y Mufioz, 2003).

Otro punto importante es la actividad frente a Gram negativos. Las nuevas moléculas
desarrolladas mejoran discretamente su actividad frente a Enterobacterias y bacilos Gram
negativos no fermentadores, siendo ciprofloxacino la fluoroquinolona de eleccion frente a
Pseudomonas aeruginosa. Es por ello que incrementar de forma significativa la actividad frente a
Gram negativos es un objetivo deseable a conseguir (Garcia y Mufioz, 2003).
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2.3. RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD

Las fluoroquinolonas han experimentado una serie de cambios evolutivos muy
significativos en la practica clinica desde su introduccién, hacia finales de 1980. Esta disponible
una gran cantidad de informaciéon acerca de los efectos en la actividad, farmacocinética,
interacciones y reacciones adversas provocados por modificaciones estructurales en el nicleo y
en los sustituyentes de las moléculas de fluoroquinolonas (Appelbaum y Hunter, 2000;
Gobernado y Santos, 2002).

La estructura comun a todos ellos, que parece necesaria para su actividad, y que por
tanto no sufre modificaciones (su farmacéforo), contiene un nitrégeno trisustituido en la posicion
1, un carbonilo en 4, un grupo carboxilo en 3 y un segundo ciclo condensado con este anillo de
4-piridona (Espada y Avendafo, 1993). Se cree que el &cido carboxilico en posicion 3 y el
oxigeno exociclico en posicion 4 conforman la porcion de la molécula que se une a la ADN
girasa bacteriana y que resulta esencial para el transporte intrabacteriano del antibiético, por
consiguiente, es vital no interferir en esta zona. La posiciéon 2 esta muy cercana al lugar de
unién, por tanto, para no modificar la estereoquimica de la molécula a este nivel, las
sustituciones en esta posicion no se deben realizar con grupos voluminosos, ademas las

modificaciones que se han realizado en esta posiciéon no han supuesto un gran éxito.

La mejor actividad antibacteriana y el mayor espectro corresponden, para la mayoria de
las quinolonas, a la incorporacién de un atomo de fluor en la posicion 6 de la molécula, y de un
grupo piperacinico heterociclico en la posiciéon 7 (Appelbaum y Hunter, 2000; Gobernado y
Santos, 2002). Estas modificaciones, como ya se ha comentado anteriormente, se introdujeron
por primera vez con norfloxacino, y produjeron un verdadero avance en la terapéutica
(Appelbaum y Hunter, 2000).

Figura 7.- Estructura comun en el nucleo y sustituyentes que mejoran la actividad antibacteriana.
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Actualmente, las diferentes estructuras de las 4-quinolonas comercializadas presentan

espectro

antibacteriano y caracteristicas farmacocinéticas diferentes en funcién de las

sustituciones realizadas en las posiciones de la molécula 2,4-dihidroquinoleina. Estas

propiedades derivadas de las diferentes sustituciones son descritas en la tabla 1 (Appelbaum y
Hunter (2000), Domagala (1994) y Gobernado y Santos (2002).

Posicio

n

Efecto en el espectro y caracteristicas farmacocinéticas del farmaco

La adicion de una cadena lateral a través del nitrégeno, determina la estabilidad de
la molécula y la potencia antibacteriana. Los primeros compuestos (&cido nalidixico,
acido pipemidico, norfloxacino, etc.) poseen un grupo etilo en esta posicion, que
confiere estabilidad a la molécula. Al introducir un grupo voluminoso a través del
nitrégeno surgen compuestos con mejoras en la actividad contra gram positivos y
gram negativos. Un grupo ciclopropil provoca buena actividad contra gram negativos
(ciprofloxacino, esparfloxacino, grepafloxacino, clinafloxacino, moxifloxacino,

gatifloxacino y gemifloxacino).

Con un anillo 24-difluoropentil en posicion 1 se encuentran temafloxacino,
tosufloxacino y trovafloxacino, incrementando éste Ultimo su actividad frente a gram

positivos.

En el caso de marbofloxacino el anillo es oxadiadiazina, que se supone que
confiere a la molécula ventajas farmacocinéticas como mayor tiempo de

eliminacion y mayor volumen de distribucion aparente.

La sustitucion en esta posicion esta orientada a incrementar la actividad contra
gram positivos pero estd muy influenciada por la sustitucion en otras posiciones.
Grupos voluminosos reducen mucho la actividad, posiblemente por interferencias con

el sitio activo de union en 3-4.

Otros sustituyentes empleados en posicion 5 y que mejoran la actividad contra gram
positivos son R = CHz (como en grepafloxacino) o R = NH2 (como en esparfloxacino).

El atomo de fluor en el Cg, 0 en el Cy, dependiendo si la quinolona es biciclica o
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triciclica, controla la union y efectos sobre el complejo ADN-girasa y la
penetracion intrabacteriana, aumentando notablemente la potencia, y fue el punto

mas importante en el desarrollo de las nuevas quinolonas.

Sustituyentes en C7, controlan la farmacocinética, el espectro y la potencia

antibacteriana.

Anillos heterociclicos de 5 6 6 elementos, como piperacina, aumentan la potencia

sobre gram negativos, y como pirrolidina, la aumentan sobre gram positivos.

Compuestos con un anillo piperacina: Norfloxacino, enoxacino y ciprofloxacino,
poseen el anillo no sustituido, mientras que grepafloxacino, lomefloxacino y
fleroxacino presentan un anillo 3-metilpiperacina. Ofloxacino y levofloxacino poseen
una 4-metilpiperacina, y esparfloxacino tiene una 3,5-dimetilpiperacina. Estas
sustituciones en la piperacina suponen mayor actividad contra gram positivos, y

pueden aumentar la penetracién a través de la pared celular.

Compuestos con un anillo pirrolidina: Las aminopirrolidinas también aumentan la
actividad antibacteriana, generalmente la mejoran frente a gram positivos, aunque
esta actividad disminuye si el anillo no contiene el grupo amino. Tosufloxacino y
clinafloxacino tienen un anillo 3-aminopirrolidina. Sitafloxacino un grupo 3-amino-4-
ciclohexil, y gemifloxacino posee un grupo aminometilo y un sustituyente 4-

metiloximino. Todos ellos tienen una excelente actividad frente a gram positivos.

La sustitucion en esta posicion afecta las propiedades farmacocinéticas y a la
actividad antibacteriana, particularmente frente a especies anaerobias. Las
naftiridonas tienen un nitrégeno en lugar de un carbono en el anillo (enoxacino,
tosufloxacino, trovafloxacino y gemifloxacino). Los sustituyentes en posicién 8 del
anillo que favorecen la actividad antibacteriana son los halégenos (cloro y fluor). Pero
muchas 8-cloroquinolonas (Bay 3118) presentan pobre estabilidad a la luz ultravioleta
y mayor incidencia de fototoxicidad, pese a tener una excelente actividad. Asimismo
las 8-fluoroquinolonas presentan fototoxicidad (esparfloxacino, fleroxacino y
lomefloxacino). Por ello, lomefloxacino ha sido retirado y se ha limitado el uso de

esparfloxacino y fleroxacino.

Un grupo metoxi confiere una buena actividad contra anaerobios y parece no
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acompanarse de fototoxicidad (moxifloxacino y gatifloxacino). Otra posibilidad
es no sustituir ésta posicion (norfloxacino, pefloxacino, ciprofloxacino y

grepafloxacino).

Tabla 1.- Propiedades derivadas de las diferentes sustituciones en las fluoroquinolonas
(Appelbaum y Hunter (2000), Domagala (1994) y Gobernado y Santos (2002).

La molécula de marbofloxacino es 9-fluoro- 2,3-dihidro- 3 metil- 10 (4-metil-1-
piperacinil)- 7-oxo- 7H pirido (3,2,1-ij) (4,1,2) benzoxadiacina- 6 acido carboxilico. Es una
fluoroquinolona desarrollada exclusivamente para uso veterinario. Difiere de la molécula de
enrofloxacino, quinolona también de uso veterinario, en el anillo de oxadiadiazina, que se supone
que confiere a la molécula ventajas farmacocinéticas como mayor tiempo de semivida y mayor
volumen de distribucién (Marin y cols, 2009). En la préactica, estas caracteristicas permiten la
administracién cada 24 horas manteniendo concentraciones por encima de la CMI durante mas
de 12 horas (Haritova y cols., 2006)

Figura 8.- Estructura de Marbofloxacino.

2.4. - Propiedades fisicas y quimicas

Las quinolonas son sustancias cristalinas, de color blanco amarillento o amarillo palido,
poco solubles o insolubles en agua a pH neutro y en solventes organicos, solubles en soluciones
ligeramente alcalinas o &cidas y termorresistentes, por lo que pueden esterilizarse en autoclave.

Son acidos orgénicos con un pKa elevado (Gobernado y Santos, 2002), fotosensibles y muy
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estables a temperatura ambiente, sin pérdidas apreciables de su actividad, ni de sus

propiedades fisico-quimicas al cabo de dos afios (Damaso, 1990).

Presentan grupos potencialmente ionizables. Las quinolonas como el acido nalidixico,
flumequina y acido oxolinico solo tienen un grupo relevante ionizable que es el grupo 3-carboxilo.
Ofloxacino, norfloxacino y enoxacino, entre otros, tienen dos grupos ionizables, el 3-carboxilo y
el sustituyente del N-4 de la piperazina (Hyoung-Ryun y cols., 2002). A continuacién (Tabla 3) se
muestran constantes de ionizacion de algunas quinolonas, medidas a través de métodos

espectrofotométricos y cromatograficos (Martinez y cols., 2006).

QUINOLONAS pKai pKaz
Ciprofloxacino 6,0 8,8
Difloxacino 6,1 7,6
Enoxacino 6,0 8,5
Enrofloxacino 6,0 8,7
Fleroxacino 57 8,0
Lomefloxacino 58 9,3
Norfloxacino 6,4 8,7
Ofloxacino 6,1 8,2
Pefloxacino 6,3 7,6
Sarafloxacino 6,2 8,6
Temafloxacino 5,6 8,8
Marbofloxacino 57 8,0

Tabla 2.- Constantes de ionizacion de diferentes quinolonas. pKa+: constante de
fonizacion del grupo 3-carboxilico; pKaz: constante de ionizacion del grupo N-4
piperazinico

Las fluoroquinolonas poseen un grupo carboxilico de caracter acido y un grupo amino de
caracter basico y por tanto son moléculas anféteras (Orero y cols., 2002). Con algunas

excepciones, las fluoroquinolonas presentan pobre solubilidad en agua, entre pH 6 y 8. Dentro
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de este rango, tienen baja solubilidad en agua y tienen predisposicion a precipitar en soluciones
mas acidas (Jenkins y Friedlander, 1988). En seres humanos y en animales se ha observado
cristaluria en algunos casos lo que probablemente sea consecuencia de esta predisposicion a
precipitar en medio acido (Ball, 1986). En funcién del pH extracelular se pueden encontrar cuatro

formas (Figura 9):
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Figura 9.- Equilibrios de ionizacion para las fluoroquinolonas en funcién del pH extracelular.

Asi, a pH por debajo de pKa1 las quinolonas presentan carga positiva, mientras que a
pH por enzima de pKa2 tienen carga negativa. Valores bajos de pKa determinan el rango de pH
dentro del cual estos antibacterianos son solubles en fluidos acuosos, siendo este dato

importante para la disolucion de suspensiones y tabletas (Martinez y cols., 2006).
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Por tanto, el pH extracelular es un factor fundamental a tener en cuenta en los estudios
de incorporacion al interior celular. A pH fisiologico, las quinolonas presentan una forma no
ionizada que les permite difundir pasivamente a través de la membrana plasmatica en mayor o
menor grado (Orero y cols., 2002; Michot y cols, 2005), pero presentan una baja solubilidad en
fluidos acuosos (Martinez y cols., 2006). Es por ello que las formulaciones liquidas de varias
quinolonas para administracion oral o parenteral contienen sales solubles libres en soluciones
acuosas. Las formulaciones sélidas contienen el principio activo en su forma betaina o a veces

en forma de sal de hidrocloruro (Merck Veterinary Manual, 1998).

Por otro lado, se ha demostrado en estudios previos, que el coeficiente de reparto
octanol/agua, Pagp, tiene influencia sobre las concentraciones del farmaco dentro de los
microorganismos. De forma que en Gram positivos, cuanto mayor sea Papp (mas liposoluble) méas
concentracion se alcanza dentro de la bacteria, sin embargo, en Gram negativos la

concentracion de farmaco aumenta cuanto menor sea Pap, (menos liposoluble) (Piddock, 1999).

La penetracion, acumulacion y localizacion de los antimicrobianos en el interior de las
células fagociticas son conceptos a tener en cuenta en terapéutica antimicrobiana. Para
cuantificar el grado de penetracion de un antimicrobiano se usa la relacion entre la concentracién
intracelular y la extracelular del mismo (I/E). En las fluoroquinolonas, este cociente oscila entre 2
y 28, dependiendo del tipo de célula, del farmaco y de otros factores como el método utilizado
(Gobernado, 2001). En la Tabla 3 se aprecia mediante el valor que adquiere el cociente I/E, la

penetracion de diferentes quinolonas en los polimorfonucleares (Gobernado, 2001):

Quinolona Polimorfonucleares
Acido pipemidico 2.4

Norfloxacino 2,2-5,7
Ciprofloxacino 4-7

Levofloxacino 6,7-9,8

Tabla 3.- Penetracion de diferentes quinolonas en polimorfonucleares, segun el
valor adquirido del cociente I/E.
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2.5. MECANISMO DE ACCION.

Este grupo de compuestos actia sobre los microorganismos sensibles produciendo,

esencialmente, un efecto bactericida a dos o cuatro veces la CMI (Gobernado y Santos, 2002).

Para encontrar su “diana”, estos quimioterapicos tienen que penetrar en el interior de la
célula bacteriana. En las bacterias gram negativas, las quinolonas penetran a través de los
canales acuosos transmembrana de las porinas, y luego por difusion simple atraviesan el
peptidoglicano y la membrana citoplasmatica. La entrada es pasiva, sin consumo de energia, y
no saturable. Es probable que ademas, las quinolonas hidréfobas puedan atravesar la
membrana externa en funcién de su liposolubilidad. En las bacterias gram positivas, que no
tienen porinas ni polisacaridos, el paso es por difusién simple (Chapman y Georgopapadakou,
1988; Gobernado y Santos, 2002; Nikaido y Thanassi, 1993; Ruiz, 2003).

Posteriormente, y una vez dentro de la bacteria, la principal diana es la inhibicién de dos
topoisomerasas la tipo Il o girasa del ADN y la topoisomerasa IV. La girasa del ADN o
topoisomerasa I, fue el primer blanco identificado, por ello también se denomina a estos

quimioterapicos “inhibidores de la girasa”.

- Estructuralemente la girasa del ADN contiene dos subunidades A y otras dos
subunidades B. Las subunidades A son proteinas codificadas por el gen gyrA (inicialmente
denominado “nal” A porque se describié en estudios realizados con el &cido nalidixico),
mientras que las dos subunidades B, que son igualmente proteinas, son codificadas por el
gen gyrB (primariamente llamado “cou” al describirse en ensayos efectuados con la
coumermicina A) (Damaso, 1990; Hooper, 2001).

- Estructuralmente la topoisomerasa |V es también un tetramero, C2E,, formado
por dos subunidades C y dos E, codificadas por los genes parC y parE, respectivamente
(Bearden y Danziger, 2001). Los aminoacidos codificados por los genes parC y parE son
homologos a los codificados por gyrA y gyrB. Esta similitud en la secuencia de aminoacidos
entre la ADN girasa y la topoisomerasa |V (especialmente en las posiciones productoras de
resistencia en la subunidad A de la girasa), implica que estos compuestos pueden inhibir la
actividad de la topoisomerasa IV y la de la ADN girasa, aunque no con la misma intensidad
(Azanza y cols., 2003; Schedletzky y cols., 1999; Taléns-Visconti y cols., 2002).

ElI ADN en las bacterias estd densamente empaquetado, y estas dos enzimas, girasa del

ADN vy topoisomerasa IV, estan involucradas en el proceso de replicacion, recombinacion y
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reparacion del ADN de la bacteria. Sus funciones se detallan a continuacion (Aktipis, 2000;
Dougherty y cols., 2001; Schedletzky y cols.,1999):

- Topoisomerasa Il o ADN girasa: Introduce superenrollamientos negativos en el
ADN; relaja el ADN superenrollado positiva 0 negativamente. En concreto, los mondmeros A
llevan a cabo los cortes en puntos determinados de la molécula de ADN (Taléns-Visconti y
cols., 2002).

- Topoisomerasa IV: Relaja el ADN; separa los dos cromosomas que permanecen

encadenados al final de la replicacion; pero no puede introducir superenrollamiento negativo.

La ADN girasa y la topoisomerasa IV actian mediante la fijacion a una molécula de
ADN, y realizan sus funciones a expensas de ATP; es decir éstas topoisomerasas son ATPasas
(Aktipis, 2000).

Las quinolonas, se unen a la subunidad A de la ADN girasa, a través de un residuo de
tirosina, e impiden el cierre de los cortes producidos en el ADN. Los estudios sobre la cinética de
uniéon de las fluoroquinolonas a la ADN girasa sugieren que cuatro moléculas se unen

estereoquimicamente a la diana en una union cooperativa (Lees, 2002b; Shen y cols., 1989b).

La inhibicién de estas enzimas se realiza a través de la formacién de un complejo
ternario entre quinolona, enzima y ADN, aunque también se puede formar primero un complejo
no intercalante con ADN, al que posteriormente se unird la enzima (Espada y Avendafio,1993;
Sheny cols., 1989a).

El proceso celular que actua en el complejo ternario formado in vivo produce, un bloqueo
del movimiento de la horquilla de replicacion, una inhibicion de la sintesis de ADN rapida y
reversible con cese del crecimiento (accién bacteriostatica) y una rotura irreparable de la doble
hélice de ADN (Hiasa y cols., 1996; Hooper, 2000a). La molécula de ADN, demasiado extendida,
no tiene espacio suficiente en el interior de la célula bacteriana (Damaso, 1990). Posteriormente,
la muerte de la bacteria (accién bactericida) tiene lugar, de forma répida, por la sintesis de

exonucleasas (Damaso, 1990; Gobernado y Santos, 2002).

En general, se acepta que las quinolonas ejercen su actividad a través de la girasa en
las bacterias gram negativas, mientras que en las gram positivas su primera diana es la
topoisomerasa IV (Schedletzky y cols., 1999; Stein, 2000; Taléns-Visconti y cols., 2002); sin

embargo, en S. pneumoniae la actividad bactericida puede producirse a través de la girasa, la
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topoisomerasa 1V 0 ambas, dependiendo de la estructura de la quinolona. Este hecho apunta a
que la relacién entre estructura y actividad puede ser diferente para cada especie bacteriana,
segun la actividad se produzca sobre una u otra enzima o en ambas (Taléns-Visconti y cols.,
2002).

Otras consecuencias, demostradas con quinolonas son que:

- 1. Al actuar sobre las bacterias se liberan polisacaridos, probablemente por
alteraciones en la formacion del peptidoglucano en la pared celular, con aumento de la
hidrofobicidad de la superficie celular, mayor permeabilidad para la entrada de los antibioticos
betalactamicos, vulnerabilidad a otros farmacos, y mejor lisis de los detergentes; ademas los
microorganismos se vuelven mas sensibles a la accion del complemento sérico C3, aumentando
la capacidad fagocitica de los macréfagos alveolares y polimorfonucleares (Gobernado y Santos,
2002).

- 2. La bacteria responde a la inhibicion de la ADN-girasa con una autoproteccion
hacia la replicacion del ADN que es atacado, lo que se denomina respuesta SOS, que se puede
medir por el aumento de la produccion de B-galactosidasa, y que explica las formas filamentosas
que adquieren las bacterias gram negativas después de haber estado en contacto con las

quinolonas (Gobernado y Santos, 2002).

- 3. La accion bactericida se observa principalmente en el caso de las
fluoroquinolonas, siendo ademas bifasica, es decir, para cada quinolona existe una
concentracion bactericida maxima por encima de la cual la actividad disminuye, pero que vuelve
a aumentar si se incrementa mas la concentracion. Esta caracteristica parece que se explica por
el hecho de que con ciertas concentraciones la accion bacteriostatica impide la sintesis de
proteinas que participan en la accion bactericida. Este hecho no es aplicable a moxifloxacino, el
cual tiene un marcado efecto bactericida dependiente de la concentracion, y que no es bifasico
como el de otras fluoroquinolonas (Durham y cols., 2000).

Por lo anteriormente citado, no es recomendable la utilizacion conjunta de las quinolonas
con sustancias que inhiban la sintesis proteica o el ARN bacteriano (rifampicina, cloranfenicol y
tianfenicol), ya que puede reducirse de forma significativa la actividad bactericida. In vitro se han
observado interacciones antagonicas entre ciprofloxacino y cloranfenicol, y en medicina humana

entre ciprofloxacino y rifampicina (Walker, 2000). Ofloxacino y moxifloxacino no experimentan
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este antagonismo, lo que hace pensar que ambos poseen - ademas del mecanismo comdn a las

quinolonas - otro mecanismo diferente (Boswell y cols., 1999; Damaso, 1990).

En resumen, las quinolonas actuan en cuatro etapas: a) paso al interior celular, b)
bloqueo de la diana (inhibicién de la sintesis de ADN y proteica), ) induccién de la respuesta
SOS vy autolisinas (alteraciones de la pared celular) y d) muerte celular (Gobernado y Santos,
2002).

2.6. - EFECTO POSTANTIBIOTICO DE LAS QUINOLONAS

El efecto postantibiético (EPA), es el término utilizado clasicamente para describir la
persistencia en la supresion del crecimiento bacteriano que se mantiene tras una corta
exposicion del microorganismo a los agentes antimicrobianos (Boswell y cols., 1999; Chan y
cols., 2004; Gobernado y Santos, 2002; Pastor y Canton, 1999). Bigger, en 1944, fue el primero
en demostrar que las bacterias gram positivas, tras ser expuestas a la accién de la penicilina, no
recobraban su crecimiento normal hasta transcurridas algunas horas después de haber sido

eliminado por completo el antibiético (Pastor y Canton, 1999).

El efecto postantibiotico se demuestra por seguimientos microbiolégicos de la cinética de
crecimiento después de la eliminacion del antimicrobiano (Gobernado y Santos, 2002).
Actualmente, se aceptan definiciones distintas en funciéon de las condiciones en las que se
determina el efecto postantibiético. Asi, se encuentra el “efecto postantibidtico in vitro” o periodo
de tiempo durante el cual no existe crecimiento bacteriano tras una breve exposicion de los
microorganismos al antimicrobiano y “efecto postantibiético in vivo” o la diferencia en tiempo que
se establece, para que el niumero de bacterias se incremente 1logio, entre los animales del grupo
control y los tratados, cuando la concentracién del antimicrobiano en plasma o en el lugar de la

infeccion desciende por debajo de la CMI (Mouton y cols., 2005).

La observacion de las bacterias por microscopia electrénica, durante el tiempo que dura
la fase EPA, ha puesto de manifiesto que las células estan alteradas morfolégicamente,
adoptando formas globosas o filamentosas, después de la exposicién al antimicrobiano.
Ciprofloxacino produce una hinchazon de las bacterias con formaciéon de vacuolas en el

citoplasma en la mayoria de los S. aureus durante la fase EPA (Pastor y Canton, 1999).

El efecto postantibiético puede ser consecuencia de:
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- La alteracién de los factores de virulencia bacteriana, como la alteracién de la
actividad hemolitica observada sobre E. coli en presencia de quinolonas; la disminucion de
la sintesis de proteasas y exotoxina A de P. aeruginosa tras la exposicion a
concentraciones subinhibitorias de ciprofloxacino o la disminucion de la adherencia de la
bacteria a las células eucariotas inducida por las fluoroquinolonas (Pastor y Cantén, 1999;
Lees, 2002D).

- La inhibicién de la bomba de eflujo, que ha sido demostrada durante la fase de
EPA (Lees, 2002b). Ello se debe a que después de la exposicion a las quinolonas, las
bacterias tienen reducido su metabolismo y no son capaces de generar suficiente energia
para expulsar al antimicrobiano de la célula mediante los sistemas de eflujo (Pastor y
Canton, 1999).

Las quinolonas producen un efecto postantibiético de duracién variable, tanto sobre
bacterias gram positivas, como sobre bacterias gram negativas. Sobre las bacterias gram
positivas los EPA inducidos suelen ser, por lo general, intermedios en duraciéon (90 y 180
minutos). Las quinolonas producen efectos postantibiéticos inferiores a 3 horas sobre S. aureus,
con la excepcién de esparfloxacino y ofloxacino, que son las quinolonas que inducen los EPA
mas largos, de 2 a 5 horas de duracién. Pefloxacino genera un EPA menor de 90 minutos y
norfloxacino induce un efecto postantibiético aun mas corto (<60 minutos). Sobre las bacterias
gram negativas, las quinolonas inducen efectos postantibiéticos intermedios (de 1,5 a 3 horas), a
excepcion de ciprofloxacino frente a Enterobacter aerogenes y lomefloxacino frente a
Escherichia coli, para los que se ha observado un efecto postantibiético siempre menor de 1,5
horas (Gobernado y Santos, 2002).

Marbofloxacino muestra efecto postantibiético significativo en bacterias gram-negativas y
gram-positivas cuando se alcanzan previamente concentraciones iguales o superiores a la CMI
(concentracion minima inhibitoria), y es activo tanto en la fase estacionaria como en la fase de
crecimiento de la replicacion bacteriana. Generalmente, el efecto postantibitico aumenta
conforme aumenta la concentracion y la muerte de la bacterias ocurre dentro de los treinta

minutos posteriores a la exposicion (Plumb, 2010).
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2.7. INTEGRACION FARMACOCINETICA - FARMACODINAMICA.

La integracion farmacocinética-farmacodinamica en antibacterianos hace referencia al
conjunto de ratios/relaciones entre pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos, cuyo valor
se utiliza para predecir la aparicién de mutantes resistentes y/o el éxito clinico en el tratamiento
de una infeccion. En 1987, Blaser y cols., ya establecen la utilidad de éstos parametros,
concretamente la del ratio entre la concentracién maxima y la concentracion minima inhibitoria
(Cmax/CMI), como predictor de la aparicion de resistencias en cepas de S. aureus, K.
pneumoniae, E. coli y P. aeruginosa frente a quinolonas (enoxacino), cuando este parametro no
alcanza valores iguales o superiores a 8. En 1996, Madaras-Kelly y cols., comparan en un
modelo in vitro el comportamiento de ciprofloxacino y ofloxacino frente a cepas de Pseudomonas

aeruginosa. Los resultados del estudio sefialaron que:

a) Pese al mejor perfil farmacocinético de ofloxacino (mayor semivida, t, mayor
area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo, AUC, y Cmsx alcanzada), éste
mostraba menor actividad que ciprofloxacino, a consecuencia de presentar valores mas altos

de CMI frente a P. aeruginosa, y

b) que el area bajo la curva bactericida (eficacia antibacteriana) se correlacionaba
de una forma pobre con el area bajo la curva, AUC (r = 0,04), mientras que se obtenia una

buena correlacién con el ratio AUC/CMI (r = 0,80).

A la vista de estos resultados, los autores del estudio concluyeron que para comparar la
eficacia entre las distintas quinolonas, se necesitaban parametros hibridos, como el ratio
AUC/CMI, que incorpora caracteristicas farmacocinéticas y caracteristicas de sensibilidad

bacteriana (farmacodindmicas).

Por otro lado, la eficacia de un antibacteriano depende principalmente de tres factores
(Quintiliani, 2004):

1. La capacidad del farmaco para unirse a su diana en la bacteria, evitando
los posibles mecanismos de resistencia (bombas de eflujo, enzimas que destruyan al

propio farmaco y/o dianas que modifiquen su configuracién molecular).
2. La concentracién del antibacteriano.

3. La persistencia en el lugar de accion, es decir, que el farmaco esté el
periodo de tiempo suficiente para inhibir los procesos metabdlicos de la bacteria.
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Por tanto, para poder evaluar la eficacia de los antibacterianos, actualmente, se aceptan
una serie de principios farmacocinéticos y farmacodindmicos que ayudan a predecir su potencia
y el régimen de administracion mas adecuado y que tienen en consideracion el factor

concentracién y el factor tiempo (Quintiliani, 2004).

Asi, los antibacterianos pueden dividirse principalmente en dos grupos, ya propuestos en
1976 por Shah y cols. (Craig, 1998; Andes y Craig, 2002a):

1. Aquellos que producen la muerte bacteriana de forma dependiente del

tiempo de exposicion.

2. Aquellos en los que la actividad es dependiente de la concentracion

alcanzada en el lugar de accion.

Si bien esta clasificacion no es absoluta, de hecho, se ha descrito un tercer grupo con un
patron de actividad al que pertenecen antibacterianoas con actividad tiempo dependiente pero
con efectos persistentes, y que poseen la caracteristica de que concentraciones altas de
farmaco no aumentan la muerte bacteriana, pero si que provocan una supresion prolongada del
crecimiento bacteriano (AliAbadi y Lees, 2000). Antibi6ticos pertenecientes a este tercer grupo

serian azitromicina, clindamicina y las tetraciclinas (Andes y Craig, 2002a).

2.7.1.- ANTIBACTERIANOS TIEMPO DEPENDIENTE Y CONCENTRACION
DEPENDIENTE.

El grupo de antibacterianos tiempo dependiente, o antimicrobianos que producen la
muerte bacteriana de forma dependiente del tiempo de exposicién, y al que pertenecen (-
lactamicos, linezolida, eritromicina y claritromicina, ha demostrado en modelos experimentales,
que la mejor relacion entre su actividad y la muerte bacteriana se consigue cuando se mantiene
durante todo el intervalo posolégico una concentracién de antibiético por encima de la CMI
(T>CMI). Elevaciones de la concentracién muy por encima de la CMI no se correlacionan con
una mayor tasa de muerte bacteriana. La duracion real en la que la concentracion plasmatica del
farmaco debe estar por encima de la CMI no se conoce para todos los agentes antimicrobianos,
para penicilinas, cefalosporinas y macrdlidos este periodo de tiempo necesario para lograr la
eficacia bacteriana es del 60%-70% del intervalo posolégico (Craig, 2001; McKellar y cols.,
2004).
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Respecto a los antibacerianos con actividad concentracion dependiente, o actividad
dependiente de la concentracion, como aminoglucosidos, quinolonas, ketdlidos y metronidazol,
se consigue una mayor tasa de muerte bacteriana cuanto mayor es su concentracion en
contacto con las bacterias. Los dos pardmetros farmacocinético-farmacodinamicos (PK-PD), por
tanto, que mejor se correlacionan con su eficacia son el ratio de concentracion plasmatica
méxima Cna/CMI y el ratio area bajo la curva AUC/CMI. EI mejor régimen de dosificacion para
estos farmacos sera el que consiga mayores picos de concentracidn. Esto explicaria los buenos
resultados obtenidos con los esquemas de dosificacion de dosis Unica diaria para
aminoglucdsidos, asi como los intervalos de dosificacion de 12-24 horas para quinolonas
(Drusano y cols., 1993). Ademas, otro aspecto que justifica la administracion en intervalos
prolongados de estos antimicrobianos, en nuestro caso las fluoroquinolonas, es que presentan
un efecto postantibiético prolongado frente a bacterias gram negativas y positivas, que permite
inhibir el crecimiento bacteriano con concentraciones plasmaticas inferiores a la CMI. Los ratios
establecidos como “6ptimos” son unos valores de AUC24/MICgo 2100-125 h y Cnax/MICgo 28-10
(McKellar y cols., 2004).

2.7.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS-FARMACODINAMICOS.
EXTRAPOLACION ENTRE ESPECIES ANIMALES.

Experiencias realizadas en modelos animales, que emplean regimenes de dosis
multiples, han identificado al ratio AUC/CMI como el parametro que mejor predice la eficacia, y al
ratio Cmax/CMI como un muy buen parametro predictor de la prevencion de aparicion de

resistencias (Andes y Craig, 2002b).

Los parametros que mejor se correlacionan con el éxito del tratamiento para
fluoroquinolonas han sido descritos en varios estudios, entre ellos destacar a Craig (1998), que
describe, tras realizar experiencias en modelos con ratones, que la ratio AUC/CMI es el
parametro que mejor se correlaciona con la eficacia de las quinolonas, y que son necesarios
valores del mismo iguales o superiores a 35 para producir un efecto bacteriostatico; aunque un
valor igual o superior a 100 se asocia a una mortalidad de aproximadamente cero. Forrest y cols.
(1993), hallaron resultados similares con ciprofloxacino intravenoso en pacientes criticos que
padecian neumonia nosocomial, sefialando valores superiores a 125 como aceptables. Sin

embargo, otros autores concluyen que el valor del pardmetro AUC/CMI necesario para tratar las
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infecciones respiratorias de la comunidad es menor (Odenholt, 2002), como el valor de AUC/CMI
igual a 35-63, descrito por Zhanel y cols. (2001) en un modelo in vitro con distintas

fluoroquinolonas frente a Streptococcus pneumoniae.

Al utilizar las fluoroquinolonas se deben lograr Cmax/CMI o bien AUC/CMI muy altas, y en
general se recomienda el uso de dosis altas espaciadas. Forrest y cols. (1993), describen en
pacientes criticos, que conforme aumenta el valor de AUC/CMI de ciprofloxacino, se obtiene una
mayor rapidez en la consecucion del éxito clinico (AUC/CMI = 125: curacion en 32 dias;
AUC/CMI = 125-250: en 6,6 dias; AUC/CMI > 250: en 1,9 dias). Por tanto, dosis elevadas
pueden reducir la duracion del tratamiento con quimioterapicos. Asi, dosis de 750 mg de
levofloxacino administradas una vez al dia durante 5 dias muestran una eficacia y perfil de
tolerancia similar a 500 mg una vez del mismo farmaco administrado cada 24 horas durante 10
dias en el tratamiento de la neumonia adquirida en la comunidad (Dunbar y cols., 2003). Ahora
bien, no hay evidencia de que una vez que se hayan alcanzado los valores de AUC/CMI,
Cmax/CMI 'y T> CMI buscados, valores mas elevados repercutan en una mayor rapidez en la
accién bactericida o en una menor aparicion de resistencias, mientras que si que se ha
evidenciado la aparicion de reacciones adversas con concentraciones en plasma excesivamente
altas (Quintiliani, 2004).

Un aspecto interesante es que corrigiendo las diferencias existentes entre distintas
especies animales, a partir de estudios realizados con modelos animales in vivo se puede
extrapolar y determinar el valor del parametro PK-PD (T>CMI y ratios AUC/CMI, Crmax/CMI)
necesario para obtener eficacia antimicrobiana y minimizar la aparicion de resistencias (Andes y
Craig, 2002a; Toutain y Lees, 2004). Estas extrapolaciones pueden realizarse siempre y cuando
la potencia del farmaco no dependa de la especie y cuando se obtenga en dos 0 mas especies
el mismo efecto a partir de la misma exposicién al farmaco, entendida como misma AUC
(Toutain y Lees, 2004). Ademas, dichas extrapolaciones deben realizarse con precaucion, ya
que diversas experiencias publicadas, han utilizado ratones neutropénicos o pacientes
comprometidos inmunolégicamente, y por tanto, los ratios descritos son diferentes a los que se
obtendrian en las mismas especies inmunoldgicamente competentes (Andes y Craig, 2002a).
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2.7.3.- LIMITACIONES

En la integracion PK-PD hay que tener en cuenta varias limitaciones (Andes y Craig,
2002):

1. Los parédmetros farmacodindmicos (CMI) se obtienen in vitro. Por tanto, el pH, la
presencia de oxigeno y el numero de microorganismos no van a ser iguales en el medio de
cultivo que en el ambiente donde crece el microorganismo in vivo: sangre, leche, liquido
extracelular e intracelular, etc. Y que ademas se va a subestimar la duraciéon del efecto

postantibidtico.

2. Los parametros farmacocinéticos (AUC, Cma) se deben obtener de la
concentracion en la biofase, lo cual resulta complicado. Si no existen barreras que impidan la
difusion del farmaco, la concentracion del farmaco libre en plasma, se aproxima a la
concentracion del farmaco en el espacio extracelular. Por tanto, la concentracion del
antibacteriano no unido a proteinas plasmaticas es el mejor predictor del éxito clinico, incluso
para las infecciones en tejidos. Sin embargo, cuando (McKellar y cols., 2004; Toutain y cols.,
2002):

A). Existe una barrera que dificulte la difusion del antibacteriano (como ocurre con el

sistema nervioso central, prostata, 0jos),
B) En aquellos casos en los que exista menor riego sanguineo (abcesos), 0

C) Cuando se necesite alcanzar una concentracion intracelular elevada, porque la infeccion
esté causada por patdgenos intracelulares (micoplasmas, clamidias...) la concentracion
plasmatica puede no resultar tan Util para predecir las concentraciones en el lugar de
infeccion o biofase, y es cuando no se va a obtener una buena correlacién entre los
parametros farmacocinéticos y la respuesta farmacolégica, si no se obtienen las
concentraciones en dicha biofase. La fraccion libre del antibacteriano debe ser similar en
plasma y en el liquido extracelular, pero esto no sucede en el caso en que el antibacteriano
se una a proteinas plasmaticas de forma importante (fraccion libre menor del 20%), por lo
que para poder realizar los calculos farmacocinéticos-farmacodinamicos se debe de aplicar

un factor de correccion (Toutain y cols., 2002).
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2.74.- VENTANA DE SELECCION DE MUTACIONES Y CONCENTRACION
PREVENTIVA DE MUTANTES

Recientemente, se han incorporado nuevos conceptos en este campo. Como la ventana
de seleccion de mutaciones (VSM) o intervalo comprendido entre la concentracién minima
inhibitoria (limite inferior) y la concentracion preventiva de mutantes (CPM, limite superior) para
un microorganismo determinado (Mouton y cols., 2005; Croisier y cols., 2004). La concentracion
preventiva de mutantes (CPM) es la concentracion que previene el crecimiento de
microorganismos, en determinaciones en las que se utilizan indculos con elevadas cantidades de
bacterias (=109), empleando el método de dilucién en agar (Mouton y cols., 2005). La
concentracion preventiva de mutantes hace referencia a la concentracién que previene el
crecimiento de mutantes resistentes de primer escalén, o concentracion de antibacteriano que
unicamente permite el crecimiento de microorganismos que poseen dos mutaciones

simultdneamente (Blondeau y cols., 2004).

Estos parametros se utilizan como predictores de la aparicion de mutantes resistentes,
en funcion de la exposicion que pueda sufrir una poblacion determinada de microorganismos a
concentraciones de antibacteriano pertenecientes a la ventana de seleccion de mutantes
(Croisier y cols., 2004).

En el caso de marbofloxacino, se conoce que las resistencias adquiridas son debidas a
mutacion cromosomica, de manera particular con Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter spp y enterococos, aunque se considera que la resistencia mediada
por plasmidos sblo ocurre en situaciones especiales. Desde 1997, la sensibilidad de los

patbgenos diana a marbofloxacino se mantiene muy alta (Plumb, 2010).

La concentracion minima inhibitoria (CMI), o concentracion més baja de un
antimicrobiano necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano in vitro cuando se ensayan de 10*
a 105 ceélulas bacterianas, no siempre permite conocer la existencia de pequefias cantidades de
mutantes resistentes en la poblacion bacteriana, teniendo en cuenta que en ocasiones se

encuentran de 10° a 1010 células bacterianas, en el lugar de la infeccion (Epstein y cols., 2004).

Ademas, se ha observado que el periodo de tiempo en el que las concentraciones
plasmaticas son elevadas, es un factor importante en la aparicién de mutantes resistentes, y por
tanto, no se considera suficiente el conocimiento de la ratio Cmax/CMI (Blondeau y cols., 2001).

35



Revision Bibliografica

MPC

en plasma

Ventana de seleccion
de mutantes

MIC

Concentracion de farmaco libre

Tiempo

Figura 10.- Representacion esquematica de la ventana de seleccion de mutantes donde quedan
definidos el limite inferior MIC, y el limite superior MPC respectivamente.

Conociendo la cinética de un antimicrobiano y el parametro CPM frente a un patégeno
dado, se conoce durante cuanto tiempo las concentraciones plasmaticas experimentales se
encuentran por encima de la CPM y se puede determinar el protocolo de dosificacion que

minimiza la aparicion de mutantes resistentes (Blondeau y cols., 2001).

En funcion del valor de la concentracion preventiva de mutantes, CPM, los
antimicrobianos se clasifican en dos categorias. A la primera categoria pertenecen los
antimicrobianos que administrados en monoterapia a dosis estandar, alcanzan concentraciones
superiores a la CPM, y a la segunda pertenecen aquellos quimioterapicos, cuyas
concentraciones plasmaticas no alcanzan la CPM, por lo que deben administrarse
concomitantemente con otros antibacterianos. Ejemplos del primer grupo serian algunas
fluoroquinolonas frente a un elevado porcentaje de gram negativos y gram positivos. Al segundo

grupo, pertenecerian agentes como los tuberculostaticos (Epstein y cols., 2004).

2.8. ESPECTRO ANTIBACTERIANO.

Las quinolonas actlan especificamente sobre el ADN por lo que son rapidamente

bactericidas y muestran efecto post antibiotico (Vancutsem y cols., 1990; Mckellar, 1996).
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Ademas, actian como antibiéticos concentracién dependientes frente a bacterias Gram
negativas y como tiempo dependiente 0 una combinaciéon de ambos efectos frente a Gram

positivas (Cester y cols., 1996).

Una de las caracteristicas de estos antibidticos es que la relacion entre la concentracion
in vitro del antimicrobiano y la muerte bacteriana describe una curva de tipo bifasico, con
disminucion del efecto bactericida a muy altas concentraciones. Esto puede deberse a una
inhibicion de la sintesis de RNA a muy altas concentraciones de farmaco, sintesis que es

necesaria para que haya efecto bactericida (Otero y cols., 2001).

Las fluoroquinolonas incluso a concentraciones por debajo de la CMI (Wetzstein y De
Jong, 1996):

1. Inhiben la division celular.
2. Reducen la tasa de crecimiento bacteriano.

3. Inducen cambios en la ultraestructura de la superficie bacteriana que previene

la colonizacion de tejidos especificos.
4. Interfieren en la expresion de factores de virulencia.
5. Aumentan la susceptibilidad de algunos microorganismos a la fagocitosis.

La eficacia de las fluorquinolonas puede verse afectada por el pH del medio. Se ha
comprobado menor actividad contra bacterias Gram negativas en medio &cido que en medio
basico. Las bacterias Gram positivas parecen no verse afectadas por el pH (McKellar, 1996;
Brown, 1996). Wetzstein demostré que a pH ligeramente acido (tejidos inflamados, abscesos o
fagocitos) se reduce la tasa de muerte de algunas bacterias en presencia de enrofloxacino. En

contraste, a pH 8 la actividad bactericida del enrofloxacino no varia (Wetzstein y De Jong, 1996).

Las fluoroquinolonas presentan una serie de caracteristicas microbioldgicas (Otero y
cols., 2001):

1. Répida actividad bactericida a concentraciones relativamente bajas.

2. Estrecha relacion entre la CMI y la concentracion bactericida minima con

menor efecto de indculo para la mayoria de los organismos.
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3. Prolongado efecto post antibiético sobre estafilococos, enterobacterias y

pseudomonas.
4. No seleccionan mutantes resistentes mediados por plasmidos.
5. Frecuencia de resistencia mutacional baja (<10-9).
6. No alteran la flora de estreptococos y anaerobios intestinales.
7. Inhiben a las bacterias resistentes a los aminoglucoésidos y betalactamicos.

En general, las fluoroquinolonas de amplio espectro cubren una amplia variedad de
patdgenos, incluyendo microorganismos gram positivos, gram negativos, micoplasmas y
pseudomonas. En la tabla 4 se observan de forma simplificada, las caracteristicas comparativas

de siete quinolonas, como ejemplo.

Marbofloxacino es eficaz frente a bacterias gram-positivas (especialmente
Staphylococcus spp. y Streptococcus spp.) y bacterias gram-negativas (especialmente
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Morganella
morganii, Proteus spp, Klebsiella spp, Pasteurella spp, Moraxella spp y Pseudomonas spp)

(Spreng y cols., 1995).

Numerosos estudios determinan la CMI de las fluoroquinolonas frente a diferentes tipos
bacterianos. McKellar y cols. (2004), determinaron los valores de CMIgo para enrofloxacino,
orbifloxacino, marbofloxacino y difloxacino frente a S. aureus, E. coli y Klebsiella pneumoniae.
Estos autores exponen que la ratio Cmax/CMI es particularmente Util en la determinacién de su
actividad oOptima. El impacto de la CMI sobre los parametros farmacocinéticos y
farmacodinamicos se demuestra claramente en el caso del orbifloxacino. Ademas, las
fluoroquinolonas mantienen su actividad frente a bacterias gram positivas con valores mas bajos
de AUCo24/CMI que en bacterias gram negativas, lo que resulta paradéjico ya que sus valores
de CMI suelen ser méas bajos en bacterias gram negativas.

Grobbel y cols. (2007) deteminaron los valores de CMIsy para enrofloxacino,
ciprofloxacino, danofloxacino, difloxacino, norfloxacino y marbofloxacino frente a M. haemolytica,
P. multocida, E. coli, S. aureus, Staphylococci coagulasa negativos, S. dysgalactiae, S. uberis, A.
pleuropneumoniae, B. bronchiseptica y S. suis, aisladas de bovino y porcino. Los datos
muestran una alta actividad in vitro para enrofloxacino y ciprofloxacino contra todos los

patdgenos bovinos y porcinos testados. Marbofloxacino fue significativamente més activo que
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enrofloxacino frente a M. haemolitica, E. coli y B. bronchiseptica, pero menos activo frente a P.
multocida, S. aureus, estafilococos coagulasa negativos, S. dysgalactiae, S. uberis, A.

pleuropneumoniae y A. suis.

Marin y cols. (2010b) derterminaron las CMIso y CMlgo para marbofloxacino, orbifloxacino
y danofloxacino en cepas de S. aureus aisladas de cabras afectadas por mamitis. De los tres
antibacterianos testados, danofloxacino presentdé menores valores de CMI, mientras que

marbofloxacino presento valores intermedios y orbifloxacino valores superiores.

Schneider y cols. (2004) estudiaron la sensibilidad de marbofloxacino frente a cepas de
E. coli aisladas de vacas afectadas de mamitis. Marbofloxacino presentd una CMIg
considerablemente baja, y los valores de CMIso y CMIgo fueron mejores para marbofloxacino que
para enrofloxacino. Para las cepas de S. aureus, los valores de CMIgo fueron mas altos que para

E. coli, aunque no hubo ninguna cepa resistente.

NAL PIP NOR | CIP LEV MOX

Generacion 12 12 23 30 3a 4
Accidn sobre gram positivos - - + ++ +++ +++
Accion sobre gram negativos ++ ++ +tt +tt ++ ++

Accién sobre gérmenes | - - + + +++ +++

intracelulares

Accion sobre anaerobios - - - - - ++

NAL: acido nalidixico; PIP: acido pipemidico; CIP: ciprofloxacino; NOR:
norfloxacino; LVF: levofloxacino; MOX: moxifloxacino.

Tabla 4.- Caracteristicas comparativas de seis quinolonas (Gobernado y Santos, 2002).

En la tabla 5, se exponen los valores de CMIso, CMIgo y rango de concentraciones

(Mg/ml) obtenidas con marbofloxacino frente diferentes cepas bacterianas.
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Cepas Especie CMlso CMlgo  Rango Referencia
Vaca 0,011 0,016  0,008-4 (Schneider y cols., 2004)
E. coli -
Vaca 0,016 82‘5)8 (Grobbel y cols., 2007)
Vaca 0,154 0,229 0,06-0,5 (Schneider y cols., 2004)
Cabra 0,5 1 0,25-20  (Mariny cols., 2010b)
Conejo 0,297 0,494 (Rougier y cols., 2006)
S. aureus
Perro 0,25 (McKellar y cols.,2004)
Pony 0,25 (Voermans y cols., 2006)
Vaca 0,25 0,03-8 (Grobbel y cols., 2007)
Ternero 0,1 8?‘718 (Ismail y cols., 2006)
M. Haemolytica ’
Vaca 0,03 8?;6 (Grobbel y cols., 2007)
Conejo 0,013 0,079 (Rougier y cols, 2006)
P. multocida . 0,004- (Abo-El-Sooud 'y cols
Conejo 0,016 003 2009)
Conejo 0,195 1,320 (Rougier y cols, 2006)
B. bronchiseptica
Cerdo 0,25 0,12-0,5  (Grobbel y cols., 2007)
Pseudomonas spp  Conejo 0,336 1,741 (Rougier y cols, 2006)
Streptococcus /. . 10 0510  (Grobbel y cols,, 2007)
dysgalactiae
Streptococcus Vaca 1,0 0,510  (Grobbely cols., 2007)
uberis
Actinobacillus oo 0,016 0,008-05  (Grobbel y cols., 2007)
pleuropneumoniae
ffl’izp‘““c”s Cerdo 05 02520  (Grobbel y cols., 2007)
Arcobacter butzleri Cerdo y vaca 0,5 16 0,0625-64 (Feray cols., 2003)
Arcobacter Cerdoyvaca 05 2 0,0625-64 (Feray cols., 2003)
cryaerophilus
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Tabla 5.- Valores de CMIso, CMlgo y rango de concentraciones (ug/ml) obtenidas con marbofloxacino.

2.9. RESISTENCIAS

Para ejercer su efecto citotoxico, las quinolonas deben penetrar en el interior de la
bacteria, alcanzar su diana celular, las topoisomerasas Il y IV, y posteriormente inducir la muerte
de la célula. La resistencia a las quinolonas incluye aquellos mecanismos que impiden a estos
quimioterapicos alcanzar su diana y/o interaccionar con la misma (Hooper, 2002). La inactivacion
de las fluoroquinolonas ha sido descrita con enrofloxacino frente a los hongos Phanerochaete
chrysosporium y Gloeophyllum striatum (Wetzstein y cols., 1997) y, recientemente, ha sido
puesto de manifiesto la N-acetilacién del anillo piperazinico de las quinolonas, por parte de una
acetiltransferasa que también modifica los aminoglucosidos y que esta codificada por una
variante del gen aac(6)lb. Esta resistencia se ha considerado transferible y de bajo nivel
(Robicsek y cols., 2006).

Ademas de la inactivacion de las quinolonas, anteriormente descrita, los mecanismos
que utilizan los microorganismos para eludir la accion bactericida de las quinolonas se basan en
las alteraciones que afectan a la diana de las mismas y las modificaciones que disminuyen la

concentracion de la quinolona en el interior de la bacteria.

2.9.1. ALTERACIONES QUE AFECTAN A LA DIANA DE LAS FLUOROQUINOLONAS.

Mediante mutaciones en los genes que codifican la ADN girasa (gyrA, gyrB) vy la
topoisomerasa IV (parC, parE.). Estas alteraciones se consideran el mecanismo principal de
resistencia a fluoroquinolonas. Las mutaciones en gyrA, el gen que codifica la subunidad A de la
ADN girasa, constituyen el mecanismo mas comun de resistencia a quinolonas en las bacterias
gram negativas, mientras que las mutaciones en parC (gen que codifica la subunidad C de la
topoisomerasa V) lo son para las gram positivas (Gobernado, 2001). Estas mutaciones
involucran areas similares en el gen, denominadas QRDR (quinolone resistance-determining
regions), que en el caso de gyrA en E.coli se localiza entre el aminoacido 67 y el 106. También
se han observado mutaciones que afectan a la subunidad B de la ADN girasa (gyrB) y a la
subunidad E de la topoisomerasa IV (parE), sin embargo, estas mutaciones son menos

frecuentes y de menor relevancia clinica (Sanders, 2001). La presencia de una unica mutacion
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(mutantes de primer escalon) en la regién QRDR de gyrA, suele dar lugar a altos niveles de
resistencia para el acido nalidixico, mientras que son necesarias mutaciones adicionales en gyrA
ylo en parC para obtener estos niveles de resistencia en fluoroquinolonas (Hooper, 2000b; Ruiz,
2003).

2.9.2.-MODIFICACIONES QUE DISMINUYEN LA CONCENTRACION DE LA
QUINOLONA EN EL INTERIOR DE LA BACTERIA

Se han observado resistencias por alteracion de la membrana externa en bacterias gran
negativas y resistencias a causa de la sobreexpresion de bombas de eflujo en bacterias gran

positivas y gran negativas

2.9.2.1.- Resistencias por alteracion de la membrana externa en bacterias gram

negativas

Estas modificaciones se originan por alteraciones de los genes que codifican los canales
de las porinas, que ejercen un papel fundamental en la difusion de la quinolona a través de la
membrana externa. Cohen y cols. (1989), observaron que varios mutantes, que mostraban
resistencia a las quinolonas hidrofilicas, tenian en comun la reduccién del nimero de OmpF, la
principal y mayor proteina de las porinas de la membrana externa de E. coli. Se ha observado
que farmacos como cloranfenicol, tetraciclinas y salicilatos pueden inducir la expresion de MarA
(gen regulador cuyo efecto neto es la disminucién de la expresion de OmpF) (Ruiz, 2003). Estas
resistencias suelen ser de bajo nivel, necesitandose que el microorganismo disponga ademas de
algiin otro mecanismo de resistencia para hacer inviable la accién de la fluoroquinolona
(Sanders, 2001).

2.9.2.2.-Resistencia a causa de la sobreexpresion de bombas de eflujo en bacterias

gram positivas y gram negativas

Estas bombas expulsan la quinolona desde el medio intracelular al extracelular por

accién de transportadores activos enddgenos, impidiendo su acumulacion (Li y Nikaido, 2004).

La mayor expresion, sobreexpresion, de una bomba de eflujo u otra va a depender del

microorganismo y de la quinolona a la que se ve expuesta (Join-Lambert y cols., 2001).
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Asi se encuentra que:

- Durante los dias de tratamiento frente a Pseudomonas aeruginosa,
ciprofloxacino desarrolla preferentemente, en ratas, la sobreexpresion de MexEF-OprN,

mientras que trovafloxacino desarrolla MexCD-OprJ (Join-Lambert y cols., 2001).

- Los sistemas/bombas de eflujo son diferentes para gram positivos y gram
negativos, en estos ultimos los sistemas de eflujo son multicomponentes. La tabla 6 recoge,
para importantes patégenos en clinica, las bombas de eflujo causantes de resistencia a
fluoroquinolonas. Nétese como para una misma bomba en muchos casos el espectro incluye
varios quimioterapicos, por lo que, en el caso de que un patégeno sobreexprese alguno de
estos sistemas, se pueden establecer resistencias cruzadas entre antibacterianos (Li y
Nikaido, 2004; Aeschlimann, 2003; Join-Lambert y cols., 2001; Poole, 2000).

- La expresion de los transportadores de expulsion puede determinar el grado de
sensibilidad antimicrobiana, y esta reconocida como causa de resistencia de bajo grado a

quinolonas (Hooper, 2002; Taléns-Visconti y cols., 2002).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las quinolonas son antibacterianos sintéticos
(moléculas sin contacto previo con microorganismos) y que ademas, actuan sobre enzimas con
funciones esenciales para la bacteria, estas razones provocan que el desarrollo de mutantes
resistentes no sea rapido. Ante la exposicion a la fluoroquinolona, la supervivencia de las
bacterias se ve comprometida y se desarrollan mecanismos de resistencia que disminuyen la
concentracion del farmaco en el interior celular, como la sobreexpresién de bombas de eflujo,
aunque este hecho suponga un coste extra para la bacteria. Estas ventajas a priori de las
quinolonas, tienen la contrapartida de seleccionar la sobreexpresion de estos sistemas, que en
muchas ocasiones confieren a los microorganismos resistencias multifarmaco (Poole, 2000; Liy
Nikaido, 2004), si bien, ya se conocen y se realizan estudios con inhibidores de estas bombas,
como reserpina y otras moléculas mas potentes como 5’-metoxihidnocarpina, fenilalanilarginil-p-
naftilamida o la M-clorofenil-hidrazona (Piddock y Jin, 1999; Schmitz y cols., 2000; Li y Nikaido,
2004). A este respecto, Beyer y cols. (2000), estudian la emergencia de resistentes utilizando
reserpina, como inhibidor de los sistemas de eflujo de fluoroquinolonas en S. aureus y

S.pneumoniae.

Los mecanismos de resistencia pueden manifestarse solos 0 en combinacion. La

resistencia se manifiesta por un aumento de la CMI de las quinolonas para bacterias
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determinadas, y generalmente, ocurre en distintos escalones. Las cepas mutantes de primer

escalon aparecen por mutacion de una de las dos topoisomerasas, dando como resultado un

grado moderado de resistencia. Una nueva mutacion da lugar a los mutantes de segundo

escaldn, que conlleva a una resistencia mas elevada con CMIs aun superiores (Sanders, 2001).

Microorganismo

Componentes de
la bomba de eflujo

Sustratos del sistema de eflujo

Fluoroquinolonas,

Acmetoba_g:ter AdeA | AdeB | Adec Amlnoglu903|dos, CIoramfemcoI,
baumannii Novobiocina, Tetraciclinas,
Trimetoprim
Campviobacter Fluoroquinolonas, Acido Nalidixico,
'e'unfy CmeA | CmeB | CmeC | Ampicilina, Cefotaxima,
18 Eritromicina Cloramfenicol
Fluoroquinolonas, Betalactamicos,
Escherichia coli AcrA |AcrB | TolC | Cloramfenicol, Macrolidos,
Novobiocina, Rifampicina,
Fluoroquinolonas,
Aminoglucésidos, Betalactamicos,
GRAM MexA |MexB | OprM | Cloramfenicol, Macrdlidos,
NEGATIVOS Novobiocina, Sulfonamidas,
Tetraciclinas, Trimetoprim
Pseudomonas Fluoroquinolonas,  Cloramfenicol,
aeruginosa MexC | MexD | Opr Cefalosporinas, Tetraciclinas
MexE |MexF |OprN |Fluoroguinolonas, Cloramfenicol
Fluoroquinolonas,
MexX |MexY |[OprM | Aminoglucésidos, Cefalosporinas,
Eritromicina, Tetraciclinas
SmeA | SmeB | SmeC ;Iugroqumglqnas, -
Stenotrophomonas minoglucosidos, Betalactamicos
maltophilia : Al
SmeD | SmeE | SmeF Fluoroquinolonas,  Tetraciclinas,

Eritromicina
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Salrr_;one{la AcrA |AcrB | TolC |Fluoroquinolonas, Betalactamicos
typhimurium
Blt Fluoroquinolonas
Bacillus subtilis
Bmr Fluoroquinolonas
Enterococcus Fluoroquinolonas,  Clindamicina,
faecalis EmeA Eritromicina, Novobiocina
GRAM ’
POSITIVOS Staphviococcus Fluoroquinolonas (quinolonas
Py NorA fundamentalmente hidréfilas como
aureus : )
enoxacino y norfloxacino)
Streptocopcus PmrA Fluoroquinolonas
pneumoniae

Tabla 6- Componentes y sustratos de las bombas de eflujo en bacterias gram (+) y gram (-).

Las resistencias a quinolonas son de tipo cromosoémico generalmente, aunque se han

registrado casos de resistencia mediada por plasmidos. Concreta y cronolégicamente:

- Invitro, se ha observado la capacidad de S. pneumoniae y de estreptococos del
grupo viridans de incorporar via transformacion, fragmentos de gyrA y parC, que incluyen las
regiones QRDR. Estos estudios, ademas, muestran que la resistencia podria ser transferida
del ADN de S. pneumoniae a estreptococos del grupo viridans y a la inversa (Ferrandiz y
cols., 2000).

- Trany Jacoby (2002), demuestran la existencia del gen gnr en plasmidos, y que
la proteina que codifica protege a la ADN girasa de la inhibicién causada por las quinolonas,
si bien, Jacoby y cols. (2003), describen la baja prevalencia de este gen, ya que sdlo lo
encontraron en seis cepas (cinco de K. pneumoniae y una de E. coli) de entre un elevado

numero de series procedentes de 19 paises.

- En la Interscience Conference of Antimicrobial Agents and Chemotherapy en
San Francisco 2006, se recogen distintos trabajos en los que se comunica la resistencia a
fluoroquinolonas mediada por los genes transmitidos por plasmidos de la familia gnr. Se
describen los genes gnrA (con las variantes del A1 al A7), los genes gnrB (con las variantes
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del B1 al B6) y los genes qnrS1y qnrS2, cada uno de ellos con distinta prevalencia segun las

diferentes regiones geograficas. Estos genes:

1. Confieren resistencia frente al acido nalidixico, frente a las
fluoroquinolonas la confieren de bajo nivel, pero facilitan la aparicién de un mayor nivel

de resistencia debida a mutaciones adicionales en los genes cromosémicos.

2. Estan presentes en una gran variedad de especies de enterobacterias
(Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Citrobacter freundii,
Proteus mirabilis, Salmonella enterica, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii y

Enterobacter spp.) tanto de adquisicion comunitaria como nosocomial.

3. Se asocian en general con betalactamasas de espectro extendido

(BLEE) y con alguna mutacién ademas en gyrA o parC.

- Ademas, se ha descrito una nueva bomba de eflujo plasmidica denominada
Qep, causante de resistencia transmisible a fluoroquinolonas, en un aislado de Escherichia

coli procedente de Japdn (Resumen cientifico ICAAC, 2006).

El continuo incremento en la prevalencia de aislados resistentes a quinolonas, se puede
atribuir a su uso extensivo y abusivo, tanto en medicina humana como en veterinaria (Ruiz,
2003). En 1997, Blanco y cols., publican el porcentaje de resistencias a quinolonas que
registraron en 301 aislados clinicos de E. coli pertenecientes a pollos infectados y 167 aislados
controles de E. coli obtenidos en Orense. En el estudio se pone de manifiesto una resistencia de
nivel medio-alto (36-46%) para el acido pipemidico y nalidixico y una resistencia moderada (13-
24%) para norfloxacino, ofloxacino, ciprofloxacino, flumequina y pefloxacino. A raiz de los
resultados y a consecuencia del riesgo de resistencia cruzada con patégenos entéricos humanos
(concretamente, Salmonella spp y Campylobacter spp), los autores recomiendan un uso

prudente de fluoroquinolonas en aves de corral.

En medicina humana, la prevalencia de la resistencia de Streptococcus pneumoniae a
fluoroquinolonas en Espafia es baja, aunque varia con el tiempo, la region geografica, la edad y
el origen de las cepas (De la Campa y cols., 2004). La incidencia total de Streptococcus
pneumoniae resistente a ciprofloxacino registrada en los Ultimos afios oscila entre 2,6 y 7%
(Pérez-Trallero el al., 2001; De la Campa y cols., 2004). Por otro lado, se ha observado que las
fluoroquinolonas mas modernas se ven menos afectadas por las resistencias y seleccionan

menos mutantes resistentes, este hecho, podria deberse a su gran afinidad por las
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topoisomerasas, y por tanto, a su gran poder letal, por ello se ha recomendado restringir el uso
de las quinolonas més antiguas (Beyer y cols., 2000; Pestova y cols., 2000; Sanders, 2001; Li 'y
Nikaido, 2004). Asi, mientras que una cepa de S. pneumoniae mutante de primer escalén es
resistente a ofloxacino, puede seguir siendo sensible a moxifloxacino, aunque la sensibilidad

para éste ultimo disminuye (Gobernado, 2001).

El problema aparece cuando la resistencia tiene impacto en la clinica, es decir, cuando
los tratamientos empiricos dejan de ser eficaces. Los fracasos del tratamiento ademas de
repercutir en el paciente, también impactan en el Sistema de Salud en conjunto, prolongando la

enfermedad y llevando a incrementos en los costos de la salud (Talan, 2001).

2.9.3. SENSIBILIDAD A MARBOFLOXACINO. PUNTOS DE CORTE.

Rougier y cols. (2006) analizaron la susceptibilidad de diferentes antibacterianos frente a
cepas aisladas de infecciones del tracto respiratorio superior de conejos. Entre otros, se estudid
la susceptibilidad de marbofloxacino frente a B. bronchiseptica, P. multocida, Pseudomonas spp
y S. aureus. Un 88,9% de las cepas de B. bronchiseptica fueron susceptibles, un 5% resistentes
y 6,1% presentaron una susceptibiliad intermedia. En el mismo estudio, el 100% de cepas de P.
multocida fueron susceptibles a marbofloxacino. Respecto a Pseudomonas ssp un 87,8% de
cepas fueron susceptibles, un 7,3% resistentes y un 4,9% presentaron suscetibilidad intermedia.

Por altimo, un 96,3% de cepas de Staphylococcus ssp fueron susceptibles y un 3,7% resistentes.

La determinacién de la CMI se realiz6 usando el método de microdilucion recomendado
por CLSI (2009). Se fijaron como puntos de corte los siguientes valores (CLSI 2008) que se

recogen en la tabla 7:

CMI estandard (ug/mL)

Resistente §en5|blllqad Sensible
intermedia
Microorganismo | Staphylococcus spp. 24 2 <1

Tabla 7.- Puntos de corte establecidos para marbofloxacino.
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Schneider y cols. (2004) determinaron la susceptibilidad de marbofloxacino frente a
cepas de E. coliy S. aureus procendentes de mamitis de vacas. De las cepas de E. coli el 98,6%
fueron susceptibles y el 1,4% resistente, sin embargo, todas las cepas de S. aureus fueron

susceptibles.

De microorganismos aislados en perros y gatos, el 100% de las cepas de Pasteurella
multocida y de Staphylococcus aureus fueron sensibles a marbofloxacino, asi como un 83% de

Pseudomonas aeruginosa 'y un 90% de E. coli (Vetoquinol, 2001).

2.10.- PROPIEDADES FARMACOCINETICAS
2.10.1.-ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD

Aunque hay importantes variaciones individuales entre quinolonas en las diferentes
especies de animales, en general, son rapidamente absorbidas tras su administracion oral en
monogastricos, mientras que en rumiantes, las concentraciones sistémicas alcanzadas tras la
administracion por esta via estan por debajo de los niveles terapéuticos. Por ejemplo, la
biodisponibilidad oral de enrofloxacino en rumiantes adultos alcanza solo el 10%, mientras que

en no rumiantes es mayor del 80% (Greene y Budsberg, 1993; Vancutsem y cols., 1990).

En general, a menos que las administremos con alimentos que contengan alta cantidad
de cationes divalentes, la administracion oral postpandrial de fluoroquinolonas no va a sufrir una
disminucion clinicamente importante en su biodisponibilidad. Sin embargo, debido a la
naturaleza lipofilica de las quinolonas, los alimentos pueden incrementar su biodisponibilidad oral
y, por tanto, aumentar las concentraciones sistémicas. Por ejemplo, si administramos
ibafloxacino junto con alimentos, se produce un incremento del AUC y Cmax en gatos (Coulet y
cols., 2005).

Al igual que otras quinolonas, marbofloxacino ofrece valores muy aceptables para estas
variables, siendo los tiempos de absorcidn reducidos en las especies estudiadas y las
biodisponibilidades elevadas. Las vias de administracion intramuscular, subcutanea y oral
presentan tiempos de absorcion y biodisponibilidad del farmaco equiparables (a excepcion de la
via oral en rumiantes). En las especies estudiadas, marbofloxacino ha demostrado tener un buen
grado de penetracién tisular alcanzando concentraciones en plasma rapidas y elevadas (Lai y
cols., 2009).
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En el conejo, Abo-EI-Sooud y Goudah (2009) obtuvieron un valor de tmax de 0,22 h 'y una
biodisponibilidad de 101,9% tras la aplicacion intramuscular de marbofloxacino en animales
sanos. Sin embargo, Carpenter y cols., 2009 obtuvieron un tiempo para alcanzar la

concentracion méxima mucho mayor (tmax = 1,60 h) tras la administracion oral.

En perro y gato se obtuvieron concentraciones séricas maximas a las 1,5 y 2 horas,
respectivamente, tras la administracién por via oral. La biodisponibilidad en estas especies fue
de un 94% y 100%, respectivamente (Plumb, 2010).

En el caballo, tras la administracion intramuscular, la concentracién maxima se alcanzo a
los 57 minutos con una biodisponibilidad aproximada del 87% (Carretero y cols., 2002). Trés la
administracion subcuténea la absorcion fue rapida y la biodisponibidad elevada (F = 98%), sin
embargo, el valor de biodisponibilidad fue inferior para la administracién oral (F = 62%)

(Bousquet-melou y cols., 2002).

En la cabra, se obtuvo una biodisponibilidad elevada (100.74 %) tras la administracion
intramuscular de marbofloxacino y el tiempo en que se alcanz6 la concentracion maxima fue de
0,9 horas (Waxman y cols, 2001) y ligeramente mas prolongado (1,25 h) tras la administracion

subcutanea (Waxman y cols, 2006).

En vacas y terneros, las concentraciones méximas se obtuvieron rapidamente tras la
administracion intramuscular obteniéndose biodisponibilidades elevadas (tmax = 45 minutos y 1

hora, respectivamente; Schneider y cols., 2003; Ismail y El-Kattan, 2007).

En el cerdo, tras la administracion intramuscular de marbofloxacino, el tiempo maximo
alcanzo un valor de 0,15 h y la biodisponibilidad de 110,2 %. Sin embargo, tras la administracion
oral, se obtuvieron valores mas elevados para el tiempo méximo (1,15 h) y menores para la
biodisponibilidad (107,9 %; Ding y cols, 2010). A continuacién, se expone una tabla con los
valores de tiempo méaximo y de biodisponibilidad obtenidos para marbofloxacino en otras

especies:

Especie Via | tmax (h) | F (%) Referencia

Pavo VO |60 84,37 Haritova y cols., 2006

IM 1065 11044 | |4y cols., 2009; Marin

Tortuga | oo y cols., 2009
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Guacamayo | VO |26 90 Carpenter y cols., 2006
Bufalo IM 0,5 86,79 Goudah y cols, 2007
Piton VO |9 Coke y cols, 2006
Avestruz IM 0,61 95,03 de Lucas y cols., 2004

Tabla 8.- Valores de tmax y biodisponibilidad de marbofloxacino en otras especies.

2.10.2.- DISTRIBUCION TISULAR Y CONJUGACION PROTEICA

La actividad in vivo de un agente antimicrobiano, debido a la capacidad del farmaco para
pasar de la sangre a los tejidos, depende de la fraccion libre de dicho farmaco. Por tanto, cuando
usamos las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas para evaluar una dosis
apropiada de una quinolona, es mas interesante conocer la fraccion libre de farmaco que la
concentracion total de éste (Bergogne-Berezin, 2002; Drusano, 2002). A este respecto, es
importante resefiar que las CMIs calculadas in vitro son determinadas en base a la
concentracion de farmaco libre. Desafortunadamente, en la bibliografia veterinaria se le da muy
poca importancia a este factor, y la mayoria de estudios farmacocinéticos expresan sus

parametros (p.e.: AUC, Cnmax) para concentracion total de farmaco.

La existencia de barreras puede dificultar la difusién de un antibacteriano al sitio de
infeccion, provocando diferencias entre la concentracion plasmatica de farmaco y las
concentraciones a las que estan expuestos los microorganismos. Ejemplos de estas barreras
son los abscesos, la barrera hemato-encefalica y la pared bacteriana (Costerton y cols, 1999;
Toutain y cols., 2002). Por esta razén, comprender la respuesta de un agente infeccioso, nos
facilitard desarrollar y usar los ratios farmacocinéticos/farmacodindmicos para calcular la dosis
dptima. De forma similar, la comprensién de las caracteristicas de unién de un antibacteriano y
su capacidad para difundirse en tejidos a través de las barreras biol6gicas, ayudara a los clinicos

a definir una apropiada pauta terapéutica.

Las fluoroquinolonas poseen, en general, amplios volumenes de distribucién, mayores
de 1.0 L/kg (Aminimanizani y cols., 2001; Lode y cols., 1998). Cuando consideramos estos
valores es importante conocer que los volimenes de los fluidos corporales compartimentalizados
son alrededor de 0.05 L/kg para plasma, 0.2 L/kg para fluidos extracelulares y 0.7 L/kg para el

agua corporal total (Wamberg y cols., 2002). Volimenes superiores a 0.7 L/kg indican que el
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farmaco esta unido preferentemente a tejidos, pudiendo o no estar disponible para su funcion, y
pudiendo haber sido secuestrado en el interior de las células. No obstante, cuando
consideramos la concentracién de antibacteriano intersticial libre, se ha confirmado que esta
concentracion es comparable a la concentracion del farmaco libre en plasma (Araki et al., 1997).
Por tanto, excluyendo las situaciones asociadas a la captacion ionica, alcanzado el equilibrio de
concentraciones (libre) entre sangre y tejidos (Muller y cols., 1999), las concentraciones de
farmaco libre en tejidos pueden preverse en base a la concentracion de farmaco libre en plasma,

incluso en casos en que la unién a proteinas no es lineal (Kovar y cols., 1997).

En general, marbofloxacino difunde rapidamente a los espacios extravasculares. Como
otras fluoroquinolonas, tiene un volumen de distribucion elevado en las especies estudiadas y

logra una buena penetracion en los tejidos y fluidos corporales.

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos para el volumen de
distribucién aparente en el compartimento central (Vc) y el obtenido en estado estacionario (Vss)

para diferentes especies animales:

Para el conejo, en el estudio de Abo-EI-Sooud y Goudah (2009), con dosis de 2 mg/kg,
se obtuvo un valor del volumen de distribucién en estado estacionario de 1,65 L/kg. Comparando
estos valores con aquéllos obtenidos en conejos infectados con Pasterella multocida, no se

encontraron diferencias significativas.

En perro y gato, el porcentaje de unién a proteinas fue reducido y el volumen de
distribucion Vss alcanzé valores de 1,2 a 1,9 L/kg, respectivamente, a dosis de 2 mg/kg. Las
concentraciones de marbofloxacino en piel, musculo, higado, rifién, pulmén, vejiga urinaria y

tracto digestivo fueron mayores que en plasma en ambas especies (Plumb, 2010).

En cabras, el volumen de distribuciéon en estado estacionario mostr6 diferencias entre
animales jovenes (0,92 L//kg a la semana de edad, 1,0 I/kg a las seis semanas) y adultos (1,31
L/kg), de forma que los valores mas altos se dieron en cabras adultas. Se concluye que sus
valores se incrementan con la edad (Waxman y cols., 2004). La causa de estas diferencias
pueden deberse a que la proporcion agua/grasa organica €s mayor en animales jovenes, por lo
que farmacos liposolubles, como las quinolonas, distribuiran mejor en animales adultos. No se
hallaron diferencias significativas respecto al volumen de distribucion en el compartimento

central (Vc), (Waxman y cols., 2004).
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Especie Ve Vss Referencia

(Mer) | (Ule)
Conejo 165 g\(t))(c))éEl-Sooud y  Goudah,
Ternera 0,42 1,1 Ismail y El-Kattan, 2006
Cabra 0,74 1,31 Waxman y cols., 2001
Caballo 0,36 1,17 Carretero y cols., 2002
Cerdo 0,87 1,3 Ding y cols., 2010
Pavo 1,41 Haritova y cols, 2006
Tortuga 0.35 Laiy cols., 2009
Guacamayo 1,3 Carpenter y cols., 2006
Buitre 0,98 1,91 Garcia-Montijano y cols, 2010
Bufalo 1,77 Goudah y cols., 2007
Avestruz 3,22 de Lucas y cols., 2004

Tabla 9.- Valores obtenidos de V. y Vss para diferentes especies animales.

Los resultados obtenidos muestran una correcta distribucion de marbofloxacino a tejidos
periféricos y una adecuada absorcidn tras la administracién oral e intramuscular. Como ejemplo,
en el cerdo, las concentraciones medias plasmaticas tras 24 horas de la administracién oral o
intramuscular a la dosis de 2,5 mg/kg fueron mayores a 0,25 pg/mL, resultado superior 0 muy
cercano a la CMIg contra la mayoria de las bacterias patogenas. Por todo ello, Ding y cols
(2010) y para esta especie, manifiestan que marbofloxacino parece una opcién terapéutica muy
aceptable ante los infecciones de piel y tejidos blandos. Sin embargo, estos resultados difieren
en la tortuga (Caretta Caretta), ya que en esta especie, el volumen de distribucion aparente fue
reducido, por lo que se sospecha una grado alto de unidn a proteinas plasmaticas o un grado
bajo de acumulacién en ciertos 6rganos (Lai y cols., 2009).

2.10.3.- ACLARAMIENTO PLASMATICO Y ELIMINACION

Las fluoroquinolonas, pueden ser clasificadas segun su principal mecanismo de

eliminacion (Karablut y Drusano, 1993):
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1. Via renal: orbifloxacino, ofloxacino, temafloxacino y lomefloxacino.
2. Via hepética: difloxacino y perfloxacino.

3. Por ambas vias renal y hepatica: enrofloxacino, marbofloxacino, danofloxacino,

norfloxacino y ciprofloxacino.

El metabolismo hepatico que sufren las fluoroquinolonas varia en las distintas especies
animales y para las distintas quinolonas, lo que se traduce en un amplio rango de semividas
(Greene y Budsberg, 1993; Vancutsem et y cols., 1990). Las biotransformaciones de estos
farmacos incluyen la glucuroconjugacion (moxifloxacino, grepafloxacino, cinafloxacino y
esparfloxacino), la N-oxidacion y la desmetilacion (levofloxacino), y se llevan a cabo
principalmente por el sistema del citocromo Paso (Bergogne-Berezin, 2002). Para marbofloxacino
se supone que la metabolizacion hepatica es minima (10-15% de la dosis administrada). La

eliminacion es un 40% en la orina y el resto via biliar por las heces (Carpenter y cols., 2006).

Como se dijo anteriormente, las quinolonas pueden verse afectadas por la secrecion
activa a través de la membrana intestinal. Ademas, las concentraciones intestinales de estos
antibacterianos también pueden variar en funcion de la secrecion biliar y del establecimiento del
ciclo enterohepatico, que puede incrementar el tiempo de residencia de estos farmacos en el
organismo. Por ejemplo, en perros Beagles, el 80% de una dosis intravenosa de difloxacino es
eliminada en heces debido a la secrecion biliar. Aproximadamente el 72-80% del farmaco en bilis
es un éster glucuronido y solamente el 6-9% esta sin biotransformar. La forma glucurénida es
hidrolizada en intestino, dando lugar a la forma original, que es reabsorbida. Como consecuencia
de esto, la semivida del difloxacino en perros tras la administracién oral es de 9,4 horas.

La extension de la eliminaciéon renal de las fluoroquinolonas varia entre ellas.
Levofloxacino y gatifloxacino se eliminan principalmente por el rifion, con un aclaramiento renal
de levofloxacino mayor que el aclaramiento de la creatinina, aproximadamente un 60%, lo que

sugiere la existencia de filtracién glomerular y secrecién tubular (Okazaki y cols., 1991).

En general, marbofloxacino tiene un tiempo de eliminacién prolongado en todas las

especies estudiadas menos en rumiantes y en aves de presa (de Lucas y cols., 2004).

Los valores de aclaramiento (Cl) de marbofloxacino en las diferentes especies
estudiadas son, en general, relativamente bajos (tabla 10). Asi, como ejemplo, tenemos valores

de 0,2 L/h/kg en el conejo (Carpenter y cols., 2009) y 0,23 L/h/kg en la cabra (Waxman y cols,
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2001). En la avestruz, de Lucas y cols., (2004), obtienen valores muy elevados para el

aclaramiento (2,19 L/h/kg) lo que concuerda con la semivida mas corta registrada en esta

especie.
Especie Cl(L/h/kg) | Referencia
Conejo 0,2 Abo-El-Sooud y Goudah, 2009
Ternera 0,18 Ismail y El-Kattan, 2006
Cabra 0,23 Waxman y cols., 2001
Caballo 0,19 Carretero y cols., 2002
Pavo 0,16 Haritova y cols., 2006
Cerdo 0,12 Ding y cals., 2010
Tortuga 0,016 Lai y cols., 2009
Guacamayo 0,29 Carpenter y cols, 2006
Buitre 0,11 Garcia-Montijano y cols., 2010
Avestruz 2,19 de Lucas y cols., 2004

Tabla 10.- Valores de Cl en diferentes especies animales

2.10.4.- DIFERENCIAS ENTRE ESPECIES DE LAS FLUOROQUINOLONAS

Existen diferencias farmacocinéticas importantes entre especies en las distintas
fluoroquinolonas. Cox y cols. (2004) analizaron las relaciones alométricas para el Cl y Vss en
diferentes especies de mamiferos (vacuno, cerdo, oveja, perro, rata, mono, cabra, bufalo y
hombre) para ciprofloxacino y describieron las siguientes relaciones estimadas:

Cl = 20.6 (mL/min) x BW0:15, r = 0.95, Vss= 3.5 (L) x BWO47 | r= 0,93,

En el mismo estudio, Cox y sus compafieros examinaron también las relaciones
alométricas para enrofloxacino. El gréfico resultante de la representacion de log BW frente log Cl
0 log Vss mostr6 una importante dispersion. Sin embargo, aunque exista un valor alto de r, puede
no ser muy precisa la extrapolacion a especies desconocidas con las relaciones alométricas para
el Cl y el Vs Particularmente, pueden ocurrir grandes errores de extrapolacion cuando
intentamos predecir parametros farmacocinéticos en grandes especies como el caballo y o la
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vaca, siendo necesario incluir animales de elevado peso en el andlisis de regresion para
compensar dichos errores (Mahmood, 2007). También hay numerosos casos en que ecuaciones
con bajos valores de r predicen extrapolaciones de forma muy precisa para especies animales

desconocidas (Mahmood, 2001).

En otro estudio, Cox (2007) analizo las relaciones alométricas para moxifloxacino,
danofloxacino, difloxacino y marbofloxacino, obteniendo, para este Ultimo, en vacuno, cerdo,

oveja, perro, cabra, caballo y gato las siguientes relaciones estimadas:
Cl=1.96 (mL/min) x BW"13 r = (.96, Vss=1.34 (L) x BW'01 r=0.99.
Estas relaciones indican que el aclaramiento y el volumen de distribucion en estado

estacionario se correlacionan muy bien con el peso corporal (r 20,96), y que puede asumirse

proporcionalidad entre dichos parametros farmacocinéticos con el peso corporal.

En la tabla 11 se muestran diferentes valores de semividas en la fase terminal (t4z) y
biodisponibilidad (F), para diferentes fluoroquinolonas (AliAbadi y Lees, 2002, Carretero y cols.,
2002, Fernandez-Varon et al., 2006a, Greene y Budsberg, 1993, Mann y Frame, 1992)

Enrofloxacino Danofloxacino Marbofloxacino
Feo (%) | ta(h) | £ ™| tu(n) |F ] i)
Pollo 101 15.6
Pavo 61 3.9
Ternero 8 15.4 78 2.9 103 4.7
Cerdo 76 6.8
Oveja 95.7 3.35
Caballo | 60 5.6 885 |53 |88 4.7
Cabra 100 7.2

Tabla 11.- Valores de semividas (ts.z) y biodisponibilidad (F), para diferentes
fluoroquinolonas
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2.10.5.- DIFERENCIAS ENTRE ESPECIES DE MARBOFLOXACINO

La farmacocinética de marbofloxacino se ha estudiado en distintas especies (tabla 12).
Entre ellas caballo (Bousquet-Melou y cols., 2002 a-b; Carretero y cols., 2002; Voermans y cols.,
2006; Gardner y cols., 2004), bufalo (Goudah y cols., 2007), cerdo (Ding y cols., 2010), vaca
(Schneider y cols, 2004), cabra (Waxman y cols., 2001, 2004, 2006 y 2007; Sidhu y cols., 2006 y
2010), guacamayo (Carpenter y cols, 2006), pavo (Haritova y cols., 2006), burro (Gonzalez y
cols, 2007), piton (Coke y cols., 2006), ternero (Sidhu y cols., 2005; Ismail y El-Kattan, 2006),
buitre (Garcia-Montijano y cols., 2001-2010), avestruz (de Lucas y cols., 2004), foca comun
(KuKanich y cols., 2007) y tortuga (Lai y cols., 2009; Marin y cols., 2009). Ademas, en conejo se
ha realizado un estudio acerca de la influencia de la infeccién por Pasteurella multocida en el
comportamiento  farmacocinético de  marbofloxacino  demostrando  caracteristicas
farmacocinéticas adecuadas en conejos enfermos (Abo-El-Sooud y Goudah, 2009). También se
ha publicado un estudio sobre la farmacocinética basal en conejos a dosis de 5 mg/kg

(Carpenter y cols., 2009).

Eopece | Via| 1 | (hg | (Uikg)| (L) gy () | g | G |
IV | 578 1,65 |0,2 12,21 8,41

Conejo IM | 4,33 12,44 6,81 | 1,81 1,03 | 101,9
VO | 8,00 10,50 9,2 1,73 1,6

Ternera IV |46 (042 |11 0,18 12 6,1
IM | 47 12,31 74 1,4 1,0 1103
Iv | 718 0,74 131 |0,23 8,44 5,06

Cabra IM 8,87 544 | 1,87 |09 |100,74
SC | 5,74 8,15 480 | 1,77 1,25
Iv | 474 036 117 |019 11,27 6,35

Caballo IM | 547 9,88 691 (142 0958794
SC | 10,41 7,94 866 |1,07 |072]|97,6
VO | 8,78 511 897 (089 |058]624
v | 794 087 |13 0,12

Cerdo IM | 17,3 1,81 0,71 | 110,2
VO | 23,14 1,03 13,83 1079
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p v 737 1,41 10,16 12,94 9,04
avo
VO | 7,73 10,89 14,01 | 0,67 | 6,0 | 84,37
IV | 14,96 0,35 |0,016 118,6 21,55
Tortuga IM | 19,03 133,2 282 |89 0,65 | 1044
VO | 13,33 348,2 22,59 | 11,7 15
IV |43 1,3 0,29 9,41 5,0
Guacamayo
VO | 39 7,94 6,7 1,08 |26 |90
Buitre Iv (1251097 [151 |01 19,46 13,54
IV | 7,52 1,77 10,18
Bufalo
IM 2,0 0,5 |86,79
v | 147 3,22 2,19 2,32 1,46
Avestruz
IM | 1,96 2,25 211 (1,13 | 0,6119503
Perro Iv {108 1,33 | 0.09 22,4 141
Gato Iv {798 |051 |1,01 |0,09 23,53 11,19

Tabla 12.- Parametros farmacocinéticos de marbofloxacino obtenidos en diferentes especies
animales.

2.10.6.- PENETRACION EN LECHE.

La mamitis es un problema muy importante en la produccion lechera caprina, ovina y
bovina, no solo por las pérdidas econdémicas que provoca a los productores, sino también por la

seguridad e higiene de los alimentos producidos para consumo humano.

Generalmente las fluoroquinolonas se distribuyen ampliamente en la ubre, aunque su
disposicion depende de la especie animal. En caprino, los regimenes de dosificacion son
normalmente extrapolados de parametros farmacocinéticos de ovino y bovino, pudiendo dar
lugar a dosis inapropiadas que conducen a niveles terapéuticos no efectivos, y por tanto, al
riesgo de desarrollo de resistencias. Igualmente, si extrapolamos dosis demasiado elevadas,
pueden aparecer efectos tdxicos. Por ello, resulta necesario investigar la disposicion de las
fluoroquinolonas en caprino, asi como su eliminacion en leche, para evaluar su potencial uso en
esta especie. Hay que tener en cuenta, cuando se realizan estudios farmacocinéticos de
eliminacion en leche de un farmaco en animales sanos, que la mamitis provoca una serie de

cambios fisicos y quimicos en la leche y en la glandula mamaria, que pueden alterar la

57




Revision Bibliografica

distribucion del antibiético en dicho compartimento. La inflamacion de la glandula mamaria va a
conducir a cambios de la permeabilidad vascular y diferencias en la composicién de la leche. El
pH generalmente aumenta, la concentracion de caseina desciende, la concentracion de
albumina y células somaticas se incrementa, y los niveles de grasa pueden descender (todo ello
genera alteraciones farmacocinéticas que no son debidamente consideradas). Todos estos
factores tienen un impacto sobre la farmacocinética del farmaco, sin embargo, su importancia no
es bien comprendida aun (Gehring y Smith, 2006). Por ejemplo, Fang y Pyorala (1996)
mostraron que la actividad de enrofloxacino en leche no mastitica contra cepas de Escherichia

coli, se reducia a la mitad, mientras mantenia similar actividad en leche mamitica.

Para nuestro conocimiento, y en la fecha de publicacién de esta tesis doctoral, no

existen publicaciones sobre el indice de penetracion de Marboflixacino en leche de cabra.

2.11 - INTERACCIONES

Las siguientes interacciones medicamentosas han sido documentadas o son
tedricamente posibles en las personas o en los animales que reciben marbofloxacino u otras

fluoroquinolonas:

- Antidcidos y productos lacteos que contienen cationes divalentes o trivalentes
como Mg?*, AR* y Ca?* pueden formar quelatos con marbofloxacino e impedir su absorcion
debiendo separarse su administracion oral al menos 2 horas. En el caso de moxifloxacino, se
ha estudiado el efecto de los productos lacteos sobre su farmacocinética. Para ello se
administraron dos dosis Unicas de este antibacteriano con yogur y sin él. La presencia de
yogur aumenté el valor de tmax y redujo en un 15% el de Cnmax, sin modificar el valor del AUC.
Por lo que no se consider6 necesario realizar ningiin cambio en la dosis de moxifloxacino

para compensar el efecto de los productos lacteos (Wise, 1999).

- Algunos antibiéticos como amoniglucosidos, cefalosporinas de tercera
generacion y penicilinas de amplio espectro, pueden producir sinergismo contra algunas
bacterias (en particular, Pseudomonas aeruginosa), pero no es predecible. Aunque
marbofloxacino tiene minima actividad contra microorganismos anaerobios, se ha informado
del desarrollo de sinergismo in vitro cuando se asocia con clindamicina contra cepas de

Peptostreptoccus, Lactobacillus y Bacteroides fragilis (Plumb, 2010).
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- Ciclosporina. Las fluoroquinolonas pueden exarcerbar la nefrotoxicidad y reducir

el metabolismo de la ciclosporina (usadas via sistémica) (Plumb, 2010)

- Flunixina. En los perros se ha demostrado un aumento del AUC y la semivida de
eliminacién de enrofloxacino, y éste Ultimo a su vez aumenta el AUC y la semivida de la

flunixina, se desconoce si existen interferencias con otros AINEs (Plumb, 2010).
- Gliburida. Es posible la presentacion de hipoglucemias graves (Plumb, 2010).

- Hierro, Zinc (via oral). Disminuyen la absorcion por la formacion de quelatos, se

debe separar la administracion de ambos 2 horas (Plumb, 2010).

- Metotrexato. Es posible un aumento de sus niveles con la correspondiente
toxicidad (Plumb, 2010).

- Fenitoina. Sus niveles se pueden alterar (Plumb, 2010).

- Cimetidina y probenecid. Los farmacos anti-H2 no interfieren en la absorcion,
pero el uso concomitante de cimetidina o probenecid inhibe la secrecidn tubular de las
fluoroquinolonas (Gobernado y Santos, 2002; Stockley, 2004). Se bloquea la secrecion
tubular y aumentan los niveles en sangre y la semivida de marbofloxacino. El probenecid se
segrega en los tubulos renales mediante un mecanismo activo y posee una alta afinidad por
el transportador de aniones; de este modo, compite y puede bloquear la excrecion de muchos
acidos organicos. El valor del aclaramiento renal de ciprofloxacino disminuye alrededor del
50% cuando se administra 1 g de probenecid via oral antes de un comprimido de
ciprofloxacino (500 mg), aunque no se modifican los valores de AUC o de ty. Este efecto
también se ha observado con enoxacino, norfloxacino y fleroxacino, y es posible que también
ocurra con otras fluoroquinolonas cuya excrecion se produzca principalmente por orina

mediante secrecion tubular activa. (Gobernado y Santos, 2002; Stockley, 2004).

- Sucralfato. Inhibe la absorcién. Separar al menos 2 horas su administracion
(Plumb, 2010).

- Teofilina y cafeina. Marbofloxacino puede aumentar los niveles en sangre de
estas sustancias (Plumb, 2010; Gobernado y Santos, 2002). La interaccidn descrita entre
algunas quinolonas y estos farmacos, se debe a la inhibicion ejercida por estos
antimicrobianos sobre el sistema enzimatico del citocromo Psso encargado de su

metabolismo. La accion esta influenciada por la naturaleza de los radicales en posicion 7'y en
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posicion 1 de la quinolona (si bien, la influencia es menor por Ri), siendo los mas
comprometidos los grupos piperacinicos (ciprofloxacino y norfloxacino) y pirrolidinicos
(tosufloxacino y clinafloxacino) en posicion 7, y disminuyendo cuando el grupo ciclopropil en
la posicion 1 se sustituye por otros grupos, como el fluorofenil, o se hacen modificaciones en
C7 (Gobernado y Santos, 2002; Stockley, 2004; Gutiérrez-Zufiaurre, 2004). Esta interaccion,
determina la aparicion de los efectos toxicos tipicos de teofilina y cafeina con manifestaciones
sobre el SNC, incluyendo convulsiones. El &cido pipemidico y la enoxacina son las
quinolonas que provocan un mayor incremento en las concentraciones de teofilina,
alcanzando incluso el 40%; ciprofloxacino provoca un aumento de alrededor del 5%; y
norfloxacino, ofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino y gatifloxacino apenas modifican las

concentraciones plasmaticas de este farmaco (Gobernado y Santos, 2002).
- Warfarina. Aumento de los efectos de la warfarina (Plumb, 2010).

- No se ha observado interaccion entre marbofloxacino y agentes anestésicos
como isofluorano y medetomidina/ketamina en el perro y el gato, aunque debido a la falta de

estudios especificos, no puede excluirse esta posibilidad (ficha técnica Marbocyl).

2.12 TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS

En general, las quinolonas son antibacterianos bien tolerados, aunque con algunas
excepciones. El tanto por ciento medio de reacciones adversas a las quinolonas es bajo, aunque
oscila mucho entre cada par quinolona-efecto adverso (Gobernado et al., 1999). Las quinolonas
fluoradas comparten algunas caracteristicas, entre ellas, el perfil de efectos adversos. La
similitud en estas caracteristicas tiene su origen en la presencia de partes comunes en su
estructura quimica (Azanza et al., 2000; Mandell et al., 2001). Los problemas relacionados con
estos quimioterapicos, pueden observarse en el aparato digestivo, la piel, el rifidn, el sistema
musculoesquelético, el sistema cardiovascular y el sistema nervioso central (SNC),
manifestdndose por nauseas, vomitos, diarreas, dolor abdominal, anorexia, elevacion de las
transaminasas, ictericia colostatica, hepatitis, eritema, prurito, fotosensibilidad, cristaluria,
hematuria, elevacion de las cifras de urea, artropatias, tendinitis, taquicardia, alargamiento del
intervalo QTc en el electrocardiograma, insomnio, cefaleas, temblores y convulsiones. Algunas
quinolonas, no obstante, son capaces de causar efectos graves o con tasas superiores a otros

antibacterianos usados como alternativas, lo que ha supuesto su eliminacion del arsenal
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terapéutico: fleroxacino por fototoxicidad y toxicidad sobre el SNC, trovafloxacino por
alteraciones hepaticas graves, grepafloxacino por alteraciones en el ritmo cardiaco (espacio QTc
del electrocardiograma), temafloxacino por causar anemia hemolitica grave, ademas de
clinafloxacino el cual se asocié a fototoxicidad e hipoglucemia (Ball, 2000; Fish , 2001;
Rubinstein., 2001; Emmerson y Jones, 2003). Por tanto, y teniendo en cuenta la estructura
quimica, y el farmacéforo mostrado para las quinolonas en general, y las fluoroquinolonas en
particular (figura 7), podemos describir la relacion entre la estructura quimica y el perfil de

efectos adversos (Azanza y cols., 2000; Ball , 2000; Mandell y cols., 2001):

Tipo de reaccioén adversa Intensidad

R1  Interaccion con xantinas Ciclopropil>CH3CHz>difluorofenil>FCzHs

Rs  Fotosensibilidad y Genotoxicidad CH3>>H>NH, y CH3>NH>H
Neurotoxicidad Piperazinil> ciclopropil>>otros

Rz  Interaccion con AINE Piperazinil>> ciclopropil>>otros
Interaccidn con xantinas Ciclopropil>> piperazinil>>otros

X Determinante mayor de Fototoxicidady | CF > CCI> N> CH> COMe, CCF

® e Genotoxicidad CF > CClz COMe >N> CH

Tabla 13.- Relacion entre la estructura quimica y el perfil de efectos adversos en las quinolonas.

2.12.1. REACCIONES ADEVSERSAS GASTROINTESTINALES

Las alteraciones gastrointestinales son comunes a todas las quinolonas, la mayoria de
las veces leves y reversibles, y son las que se presentan con mayor frecuencia. EI malestar
gastrointestinal parece estar causado por una combinacion entre irritacion gastrica directa e
influencia sobre el SNC, sin que se haya demostrado una asociaciéon entre estos efectos
adversos y estructuras quimicas especificas (Mandell, 2001). Se producen en un 5-13% de los
enfermos, manifestdndose como nauseas, vomitos, anorexia, dispepsia, alteracion del gusto,

dolor abdominal y diarrea (Gobernado y Santos, 2002).

También han sido descritos casos de diarrea asociada a Clostridium difficile (DACD) a
consecuencia de la administracion de fluoroquinolonas como ciprofloxacino, gatifloxacino o

levofloxacino (McCusker y cols., 2003; Gaynes y cols., 2004).
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2.12.2. REACCIONES ADVERSAS SOBRE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los efectos sobre el sistema nervioso central, son los mas comunes después de los
gastrointestinales, con una incidencia que oscila entre el 0,9% y el 7,4%. Se manifiestan por
cefalea, mareos leves, convulsiones, fatiga, insomnio, confusién y agitacion (Cohen y cols.,
2001).

Las convulsiones son muy infrecuentes y generalmente ocurren en pacientes con
factores predisponentes a padecerlas, pero a su vez son de gran interés. Su aparicion podria ser
consecuencia de que las quinolonas a concentraciones histicas elevadas, se unen al receptor
del acido gamma-aminobutirico (GABA), un inhibidor de la transmisién del potencial de accién en
la sinapsis de la célula nerviosa cerebral de los mamiferos, desplazandolo y dando lugar a
estimulacion del SNC. También podria deberse a la activacion de los receptores de aminoacidos
estimulantes y modificaciéon en los receptores de adenosina. Esta estimulacion se relaciona
directamente con la estructura de la quinolona. Las sustituciones en la posicion 7 de la molécula
parecen tener mas influencia en este tipo de efectos. Las moléculas con el grupo piperacina
tienen mayor union a los receptores GABA, mientras que los grupos de mayor peso molecular
presentan menor union (Kawakami J y cols., 1997; Fish, 2001). Por otro lado, también puede
contribuir la sustitucién en la posicién 4 (Gobernado y Santos, 2002). Ademas del receptor del
GABA, el receptor N-metil-D-aspartato podria ser un punto de unién de las quinolonas con el
SNC (Fish, 2001).

Estos efectos adversos pueden potenciarse por las interferencias con otros farmacos

sobre el mismo receptor o por interaccion medicamentosa general (Azanza y cols., 2000).

2.12.3. REACCIONES ALERGICAS

Al igual que cualquier otro antibacteriano, las quinolonas fluoradas pueden producir
reacciones alérgicas, aunque su incidencia no supera el 2% con ninguno de los farmacos de
este grupo. Los cuadros clinicos mas frecuentes son prurito, eritema y urticaria. De forma
excepcional (incidencia < 2/100.000), se han descrito reacciones anafilacticas y anafilactoides.
Los antecedentes alérgicos a uno de los farmacos de este grupo contraindican, en principio, la

utilizacion del resto de esta familia (Azanza y cols., 2000).
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2.12.4. REACCIONES DE FOTOSENSIBILIDAD

La exposicion a la luz solar en el curso del tratamiento con algunas quinolonas fluoradas
puede producir una reaccién de fotosensibilidad. El término fotosensibilidad comprende tanto las

reacciones fotoalérgicas como las fototoxicas (Fish, 2001).

Las reacciones fotoalérgicas son raras y requieren la exposicion previa de la
fluoroquinolona, ademas, son dependientes de la presencia de sustituyentes fotohapténicos
(Fish, 2001).

En contraste, las reacciones fototoxicas son més frecuentes, y se presentan en forma de

eritema o de erupcion bullosa grave (Fish, 2001).

La fototoxicidad depende de la descomposicion de la fluoroquinolona y del Oz y, por
tanto, de los radicales libres formados bajo la accién de los rayos UVA. Esté relacionada con los
sustituyentes de la posicién Cs de la molécula, siendo el grupo metil el mas perjudicial, y en la
posicion Cg, siendo los haldgenos los peores en este segundo caso. Un grupo metoxi, en lugar
de un halégeno en dicha posicion ha demostrado menor toxicidad (Fish, 2001; Mandell y cols.,
2001).

2.12.5. REACCIONES ADVERSAS MUSCULOESQUELETICAS

Las reacciones adversas musculoesqueléticas hacen referencia a las artropatias y a la

tendinitis.

Todas las fluoroquinolonas pueden producir alteraciones del cartilago articular en
animales jovenes cuando se administran a dosis elevadas, por lo que se sospecha que puede
tratarse de un efecto adverso propio del grupo farmacolégico. La incidencia no supera el 1% con
ninguno de los farmacos (Mandell y cols., 2001), sin embargo, su uso esta restringido en la

poblacion pediatrica (Chalumeau y cols., 2003).

La administracién intraarticular de quinolonas produce necrosis de los condrocitos y
erosiones con formacion de cavidades. Se sospecha que el mecanismo es una disfuncién
mitocondrial generada por la inhibicion de la sintesis de ADN y de la actividad del

glucosaminoglicano en el cartilago articular inmaduro (Fish, 2001).

La artritis producida por quinolonas se presenta con mayor frecuencia en pacientes

menores de 30 afios. Sus caracteristicas clinicas son la presencia de inflamacion y dolor articular
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que afecta a una o varias articulaciones y que se presenta coincidiendo con el inicio del
tratamiento. Excepcionalmente, se ha descrito evolucidn a la cronicidad, ya que el curso habitual

es hacia la resolucién completa en algunas semanas (Fish, 2001).

Ademas de las artropatias, estos antibacterianos se han implicado en la etiologia de
tendinitis y ruptura de tendones de mano, hombros y principalmente del tendon de Aquiles,
siendo la afectacion tanto bilateral como unilateral. Los enfermos de mas riesgo son los
sometidos a tratamientos largos, uso concomitante de esteroides y los atletas, aunque con
incidencia baja, 0,3%. Las modificaciones estructurales moleculares de las formulas de estos
farmacos no mejoran este efecto secundario, que es comun, en mayor o menor grado, a todas
las quinolonas, considerandose un cuadro clinico propio de esta familia de farmacos (Azanza y
cols., 2000).

2.12.6. REACCIONES ADVERSAS OCULARES

Se han descrito reacciones adversas oculares en animales de experimentacion, cuando
se administran en altas dosis pefloxacino y cido nalidixico. Los cuadros clinicos més frecuentes
son: cataratas, punteados opacos en el cristalino, cambios morfoldgicos de la retina, y alteracidn

de la agudeza visual (Fish, 2001).

2.12.7. REACCIONES ADVERSAS EN EL APARATO URINARIO

En cuanto al aparato urinario, se ha visto elevacion de los niveles de creatinina entre el
0,2y el 1,0% de los enfermos tratados con quinolonas. Excepcionalmente, se ha descrito algin
caso de cristaluria, relacionada con el grado de solubilidad de la quinolona y el pH urinario, y
fallo renal, por accién directa o por reaccion de hipersensibilidad en adultos mayores de 60 afios
(Mandell y cols., 2001). Efectos no descritos con las nuevas fluoroquinolonas (Fish, 2001).

2.12.8. REACCIONES ADVERSAS CARDIACAS

Tanto después de la administracion i.v. como p.o. de fluoroquinolonas, se ha observado

prolongacion del intervalo QTc, especialmente con esparfloxacino y grepafloxacino (Fish, 2001).

Los efectos de las fluoroquinolonas en el tejido miocardico estan relacionados
aparentemente con el gen HERG, que codifica el canal de potasio lkr. La inhibicion de HERG/lkr
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por las fluoroquinolonas puede inducir la prolongacion del intervalo QTc, y como consecuencia,
podria provocar arritmias ventriculares o taquicardia ventricular conocida como torsade de
pointes (Fish, 2001).

Esparfloxacino produjo una prolongacién del QTc de 500 milisegundos en el 1,2-3% de
los pacientes tratados. Ademas se describieron siete pacientes con arritmias cardiacas que se
relacionaron con el tratamiento. Aparentemente, los cambios se relacionaron directamente con la
dosis administrada. La relacién de grepafloxacino con algunos casos de prolongacion del QTc,

fue la causa de su retirada (Azanza y cols., 2000).

2.12.9. REACCIONES ADVERSAS HEMATOLOGICAS.

El uso de fluoroquinolonas ha sido asociado a anormalidades hematol6gicas como
anemia, metahemoglobinemia, leucopenia, granulocitopenia, aumentos y disminuciones en el
tiempo de protrombina e incremento y disminucién en la concentracién de plaquetas, si bien, la
incidencia ha sido baja (0,3-1%), y no se ha descrito la causalidad. Con excepcion de
temafloxacino, es raro que se asocie anemia hemolitica con el uso de estos antibacterianos
(Fish, 2001).

2.12.10. CARCINOGENICIDAD Y TERATOGENICIDAD

Esta descrito que las quinolonas pueden inhibir a la topoisomerasa Il de los mamiferos,
homéloga de la ADN girasa de las bacterias, produciendo toxicidad celular y clastogenicidad
(roturas en la cadena de ADN) a concentraciones muy elevadas. No obstante, no se ha
descubierto en el ser humano ningun efecto carcinogenético, probablemente porque la enzima
humana es estructuralmente y funcionalmente distinta: sélo tiene 2 subunidades, en vez de 4,
posee distinto peso molecular, 172 kDa, y carece de actividad sobre el enrollamiento del ADN;
por consiguiente, estas supuestas alteraciones no deberian manifestarse en el ser humano, y de

producirse, ocurririan a concentraciones de quinolona muy altas (Gobernado y Santos, 2002).

En cuanto a los efectos teratogénicos, ha sido descrito pérdida de peso fetal y un
aumento de la mortalidad fetal con levofloxacino en ratones, al administrar dosis muy elevadas

(80 veces la dosis humana maxima). Gatifloxacino produjo malformaciones en el esqueleto y un
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aumento en la mortalidad neonatal y perinatal cuando se administrd en ratas a dosis

equivalentes o superiores a la dosis maxima en humanos.

2.12.11. REACCIONES ADVERSAS HEPATICAS

Todas las fluoroquinolonas se han relacionado con alteraciones de la funcion hepatica.
El cuadro mas frecuente consiste en una elevacion de la cifra de transaminasas, que cursa de
forma asintomatica y que se ha descrito globalmente con una incidencia en torno al 2-3%. En la
practica totalidad de los casos, se trata de un hallazgo casual que desaparece con rapidez al

suspender la administracion del farmaco.

2.12.12. REACCIONES ADVERSAS DESCRITAS CON MARBOFLOXACINO

Marbofloxacino estd contraindicado especicamente en perros de razas pequefias a
medianas hasta los 8 meses de edad, en razas grandes hasta los 12 meses y en razas gigantes
hasta los 18 meses. De la misma manera, esta contraindicado en gatos menores de 12 meses.

La razon es la posibilidad de anomalias en el cartilago de animales jovenes.

Puede causar estimulacién del sistema nervioso central, debiendo usarse con

precaucion en animales con procesos convulsivos.

Con la excepcion de las anormalidades en cartilagos de animales jovenes, el perfil de
efectos adversos de marbofloxacino se limita, la mayoria de las veces, a la disfuncion
gastrointestinal (vomitos, anorexia, deposiciones blandas, hipersalivaciéon) y a la actividad

reducida.

Otras quinolonas han causado raramente elevacion de enzimas hepaticas, ataxia,
convulsiones, depresion, letargo y nerviosismo en los perros. En el caso de marbofloxacino
también en muy raras ocasiones se ha producido midriasis, temblores musculares y reacciones

en el punto de inyeccidn. Puede aparecer también cristaluria en orina (ficha técnica Marbocyl).

No se sabe si puede ocasionar ceguera como enrofloxacino a altas dosis en gatos.
Aunque es poco probable, la base de datos de la FDA acerca de reacciones adversas ha
recibido informes de ceguera relacionada con la administraciéon de marbofloxacino, aunque no se

pudo probar el efecto causal (Plumb, 2010).
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2.13.- APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS FLUOROQUINOLONAS

Las fluoroquinolonas de uso veterinario autorizadas en la UE son las que se muestran
en la tabla 14 en la que se sefialan las especies receptoras para las que se indican (AEMPS,
2012; EMA, 2012).

EN RUMIANTES MENORES:

Las fluoroquinolonas son activas, en el caso del ganado ovino y caprino, frente a
microorganismos asociados a infecciones respiratorias agudas causadas por Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida y Haemophilus somnus. No obstante, también pueden tener
otras indicaciones entre las que caben destacar mamitis, metritis, conjuntivitis, e infecciones

causadas por Mycoplasma spp., como la neumonia y la otitis media entre otras.

FLUOROQUINOLONA | ESPECIES ANIMALES

Flumequina Gallinas, pavos, cerdos, corderos, cabritos, terneros, salmén y
trucha

Enrofloxacino Perros, gatos, conejos, pollos, pavos, terneros, caballos y cerdos.

Orbifloxacino Perros y gatos.

Ibafloxacino Perros y gatos.

Difloxacino Perros, pollos, pavos y terneros.

Danofloxacino Bévidos (carne y leche) y cerdos.

Marbofloxacino Perros, gatos, cerdos y bovino (carne y leche).

Pradofloxacino Perros, gatos.

Tabla 14.- Quinolonas utilizadas en medicina veterinaria En vacuno, ovino y caprino

EN CERDO:

Las fluoroquinolonas son activas en el tratamiento de infecciones causadas por
Mycoplasma hyopneumoniae, y se podrian utilizar en la prevencion y tratamiento de infecciones
por patdogenos tales como Escherichia coli, Pasteurella multocida y Actinobacillus

pleuropneumoniae.
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EN CABALLOS:

A causa de los efectos adversos que las fluoroquinolonas pueden ejercer sobre las
articulaciones como la erosion del cartilago, su uso no esta recomendado en potros menores de
3 afios. Si bien, la posibilidad de administrar estos quimioterapicos via oral, convierte a este
grupo, en antibacterianos de primera eleccion en el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias gram negativas en caballos. Enrofloxacino se ha utilizado en la pleuritis crénica
causada por E.coli con éxito clinico. En estos animales, también ha sido descrita la seguridad y
eficacia de orbifloxacino (Walker, 2000; USP Drug information, 2003).

EN PERROS Y GATOS:

En este grupo de animales, las fluoroquinolonas pueden ser utilizadas en infecciones del
tracto urinario (como prostatitis) e infecciones respiratorias del tracto superior tales como rinitis y
del tracto respiratorio inferior como neumonias, incluyendo las causadas por Bordetella
bronchiseptica. Ademas, también son ampliamente utilizadas en pioderma profunda y superficial,
en otitis media y externa, en infecciones de heridas, en peritonitis asociadas a metronidazol (en
caso de infecciones por microorganismos anaerobios), en osteomielitis causadas por gram
negativos aerobios y en infecciones causadas por micoplasmas, como conjuntivitis e infecciones
de tejidos blandos. Como en otras especies, estos antimicrobianos no deben emplearse en
animales jovenes, menores de 8 meses y en caso de perros de razas grandes, su uso no esta

recomendado hasta los 12 meses de edad (Walker, 2000).

En infecciones causadas por micobacterias en gatos se han utilizado enrofloxacino y
ciprofloxacino. Asi, frente a Mycobacterium lepraemurium, micobacteria no tuberculosa,
enrofloxacino ha resultado eficaz en las manifestaciones cutdneas causadas por este

microorganismo (USP Drug information, 2003).
EN AVES DE CORRAL:

En las explotaciones de aves de corral, se necesitan agentes antimicrobianos con
capacidad bactericida rapida frente a los patdgenos que frecuentemente se aislan, entre los que
destacan: E. coli, que causa graves septicemias y celulitis, Salmonella spp., Haemophilus
paragallinarum y Pasteurella multocida. Sarafloxacino y enrofloxacino han sido desarrollados
para el uso en aves de corral y las indicaciones aprobadas en Estados Unidos comprenden el
tratamiento de las infecciones causadas por E. coli en pollos y pavos, aunque en la actualidad,

sarafloxacino ya no esta autorizado en la Unién Europea. Enrofloxacino, ademas, también ha
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sido aprobado en el tratamiento de las infecciones causadas por P. multocida en pavos (Walker,
2000; USP Drug information, 2003).

EN CONEJOS:

En el conejo, el tratamiento con fluoroquinolonas esta indicado en distintos procesos
infecciosos que afectan a piel y tejido subcutaneo (dermatitis, abcesos y mastitis causadas por
patdgenos como Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp., Pasteurella multocida 'y
Pasteurella spp.), tracto respiratorio (neumonia, infecciones en el tracto respiratorio superior y
conjuntivitis producidas por Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus
aureus 'y Pseudomonas aeruginosa), aparato gastrointestinal (diarrea, colibacilosis ocasionadas
por agentes como Escherichia coli, Salmonella spp. y Pseudomonas spp.), sistema nervioso
central (nistagmus, torticolis causadas por Pasteurella multocida), aparato urogenital (cistitis
originada por Escherichia coli o Pseudomonas spp.) y en procesos infecciosos en los que se
aisla Listeria monocytogenes o Pasteurella multocida y que cursan con somnolencia, anorexia,

pirexia y septicemia (Burgmann , 2000).

Si bien, en la USP Drug information, 2003, se recoge que en conejos con pasteurellosis,
el enrofloxacino via parenteral ha demostrado que puede resolver los signos clinicos en los

animales infectados, pero no pudo erradicar al patdgeno causante de la infeccion.

Por otro lado, las fluoroquinolonas son efectivas en el tratamiento de las queratitis
oculares en conejo causadas por S. aureus, con dafio tisular e inflamacién por la accién de
toxinas secretadas por dicho microorganismo. Dajcs y cols., (2004), concluyen en un estudio
realizado en conejos que la eficacia de moxifloxacino en el tratamiento de queratitis causadas

por S. aureus es superior a la encontrada con levofloxacino y ciprofloxacino.
OTROS:

En Estados Unidos aunque la seguridad y la eficacia de enrofloxacino no ha sido
establecida, si que se han realizado recomendaciones acerca de la dosis, basadas en datos
farmacocinéticos, para el tratamiento de infecciones por patdgenos susceptibles, en las
siguientes especies: avutarda, camello, pato, llama, loro gris africano, pitén, emus y oryx
(Lewbart y cols., 1997; USP Drug information, 2003).
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214, CLASIFICACION ANATOMICA-TERAPEUTICA-QUIMICA DE
MARBOFLOXACINO

Para los productos de uso humano la Organizacién Mundial de la Salud tiene asignados
unos codigos segun un sistema de clasificacion ATC (de las iniciales en inglés Anatomical
Therapeutic Chemical). De igual forma, para los productos de uso veterinario se ha elaborado un
sistema de clasificacion similar denominado en este caso ATC-vet en el que Marbofloxacino
posee el codigo QJOTMAI3 (http://www.whocc.no/atcvet/atcvet index/?code=QJ0TMA93) que lo

identifica como principio activo de uso veterinario (Q), antiinfeccioso de uso sistémico (J),

antibacteriano para uso sistémico (01), antibacteriano quinolona y quinoxalina (M),

fluoroquinolona (A), marbofloxacino (93).

2.15. INDICACIONES CLINICAS DE MARBOFLOXACINO. Indicaciones aprobadas

por la Agencia Espaiola de Medicamentos y Productos Sanitarios. Ficha técnica

En el momento en el que se presenta el siguiente trabajo, marbofloxacino se encuentra
disponible en Espafia en diferentes formatos: solucidn inyectable, gotas éticas en suspension y
comprimidos fraccionables, para las siguientes especies: perro, gato, bovino y cerdo. En general,
su uso esta autorizado para el tratamiento de infecciones producidas por bacterias sensibles a

marbofloxacino:

Gato: esta autorizado su uso para el tratamiento de heridas infectadas y abcesos,
tratamiento de infecciones pulmonares por gémenes sensibles y prevencion de infecciones
quirargicas por Staphylococcus intermedius, Escherichia coli y Pseodomonas aeruginosa en

gatos.

Perros: esta autorizado para infecciones de la piel (intértrigo, foliculitis, impétigo,
forunculosis) causadas por cepas sensibles, infecciones de tejidos blandos causadas por cepas
sensibles, infecciones del tracto urinario superior e inferior, asociadas o no a prostatitis o
epididimitis e infecciones del tracto respiratorio causadas por cepas sensibles. Las gotas éticas
tiene uso autorizado para el tratamiento de ofitis externas, de origen bacteriano (por gérmenes

sensibles a marbofloxacino) y fungico (Malassezia pachydermatis sensible a clotrimazol).

Bovino: esta autorizado para el tratamiento de infecciones respiratorias causados por

cepas sensibles de Pasteurella multocida, Mannheimia (Pasteurella) haemolytica y Mycoplasma
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bovis, tratamiento de la mastitis aguda causada por cepas de E. coli sensibles al marbofloxacino

durante el periodo de lactacion.

Cerdos: se utiliza en el tratamiento del sindrome Mastitis-Metritis-Agalaxia causado por

cepas bacterianas sensibles a marbofloxacino.
Posologia, forma de administracion y duracién del tratamiento

Perros: la dosis recomendada es de 2 mg/kg/dia en una sola administracién diaria

(intravenosa, subcutanea o via oral) para el tratamiento de las siguientes patologias:

- Infecciones de la piel y los tejidos blandos: la duracién del tratamiento es de 5 dias

como minimo. Dependiendo de la evolucion clinica, puede prolongarse hasta 40 dias.

- Pioderma, superficial y grave, se recomienda una duracién inicial del tratamiento de 10
a 20 dias respectivamente, con una duracion maxima de hasta 40 dias que se establecera en

funcion de la evolucion clinica del proceso.

- Infecciones del tracto urinario inferior, la duracién del tratamiento es de 10 dias como
minimo. En caso de prostatitis 0 epididimitis asociadas, o en caso de infecciones del tracto

urinario superior, el tratamiento puede prolongarse hasta 28 dias.
- Infecciones respiratorias la duracion del tratamiento es de al menos 7 dias.

Gatos: la dosis recomendada es de 2 mg/kg/dia en una sola administracién diaria

(intravenosa, subcutanea o via oral) para el tratamiento de las siguientes patologias:

- Infecciones de la piel y los tejidos blandos (heridas, abscesos, flemones), la duracién

del tratamiento es de 3 a 5 dias.
- Infecciones respiratorias de vias altas la duracion del tratamiento es de 5 dias.
Bovinos:

- Infecciones respiratorias la dosis recomendada es 2 mg/kg en una Unica inyeccién
diaria por via subcutanea o intramuscular durante 3 a 5 dias. Se han realizado estudios para la
optimizacion de la dosis en infecciones respiratorias por el titular de la Autorizacion de
Comercializacién, indicando una pauta de dosificacién optimizada de 8 mg/kg como inyecciéon

Unica por via intramuscular.

- Mamitis aguda, la dosis recomendada es 2 mg/kg en una unica inyeccién diaria por via

subuctanea o intramuscular durante 3 dias consecutivos.
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Cerdos: la dosis recomendada es 2 mg/kg en una inyeccién Unica diaria por via

intramuscular, durante 3 a 5 dias.

2.16.- CONTRAINDICACIONES
Por razones de seguridad marbofloxacino esta contraindicado (Ficha técnica):

Bovino y porcino: no utilizar en animales con hipersensibilidad conocida a
fluoroquinolonas. No utilizar en caso de patégenos resistentes a otras fluoroquinolonas

(resistencias cruzadas)

Perro y gato: Aunque los estudios han demostrado que la administracion de
marbofloxacino en perros en crecimiento de tamafio medio, de raza Beagle, a dosis de hasta 6
mg/kg/dia durante 13 semanas, no evidenci6 signos de toxicidad en el cartilago articular, no
debe utilizarse este producto en cachorros de razas grandes. No administrar a animales
epilépticos ante la ausencia de datos en estos casos. No se recomienda administrar a madres

gestantes o lactantes.

2.17.- LIMITES MAXIMOS DE RESIDUO Y PERIODO DE SUPRESION

El summary report del comité para productos veterinarios de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) establece en el documento: EMEA/MRL/693/99-FINAL, October 1999 que
marbofloxacino se incluya en el Anexo | del Reglamento (CEE) del Consejo n° 2377/90
(actualmente derogado y sustituido por el Reglamento (EC) del Parlamento Europeo y del
Consejo n° 470/2009). En dicho documento, considerando que la Ingesta Diaria Admisible (ADI)
para el hombre es de 4,5 Ig/kg de peso vivo (unos 270 Ig/persona) y que el consumidor puede
ingerir residuos de este producto procedentes de la carne y de la leche que representen el 85 %
de la IDA microbioldgica, se concluye que los limites maximos de residuo sean los que se
sefialan en la tabla 15
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Reglamento (EC) del Parlamento Europeo y del Consejo n® 470/2009

Los limites maximos de residuos en bovino Los limites maximos de residuos en porcino
- 150 pglkg en misculo - 150 pg/kg en musculo
- 50 pglkg en grasa - 90 pg/kg en piel y grasa
- 150 pg/kg en higado - 150 pg/kg en higado
- 150 pglkg en rifidn - 150 pg/kg en rifion

- 75 ug/kg en leche

Tabla 15.- Limites maximos de residuo de Marbofloxacino en productos alimenticios.

Vemos que los limites maximos permitidos son de igual magnitud en los productos
carnicos (musculo, higado y rifién) procedentes de vacuno y de cerdo haciendo la salvedad de la
tasa permitida en grasa de vacuno que se aplica con igual magnitud al conjunto de grasa y piel

en el caso del cerdo. Ademas, en el caso del vacuno se incluyen los valores para leche.

La consecuencia practica de estos limites es el establecimiento de los periodos de
supresion o tiempos de espera para los productos comerciales que contengan este
antibacteriano y que estén autorizados para las especies sefialadas. Asi, en el bovino, el periodo
de supresion de marbofloxacino para el consumo de carne es de 3 dias tras la administracion
intramuscular y 6 dias tras la administracion subcutanea, mientras que en el caso del cerdo, el

periodo de supresion es de 4 dias para la carne.

Finalmente, para la leche, el periodo de supresion es de 72 horas tras la administracion
intramuscular y de 36 horas tras la administracion via subcutanea. Para completar estos datos,
un estudio realizado por Shem-Tov y cols. (1997) sefiala que no se encontraron trazas de
marbofloxacino en leche pasadas 24 horas de la administracion intravenosa o intramuscular del

farmaco a dosis de 2, 2,5 y 4 mg/kg.
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2.18.- RELACION DE PRODUCTOS COMERCIALES AUTORIZADOS POR LA AGENCIA

ESPANOLA DE MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITARIOS

COMERCIALIZADOS (actualizada a 30 de septiembre de 2013).

(AEMPS) Y

NUmero de
Registro

Denominacién del Medicamento

Titular de
autorizacion

comercializacion

de

Fecha de Primera
Autorizacién del
Medicamento
(Fecha  de
Situacion
Administrativa)*

la

ACTIMARBO 100 mg/ml SOLUCION

2841 ESP INYECTABLE PARA BOVINO  YECUPHAR NV 03/07/2013
PORCINO
BOFLOX 100 mgiml SOLUCION
2752 ESP INYECTABLE PARA BOVINO Y| NDUSTRIAL 13/03/2013
VETERINARIA, S A
PORCINO
FORCYL SWINE 160  mg/m|[VETOQUINOL
2607 ESP [SOLUCION  INYECTABLE ~ PARAIESPECIALIDADES  [08/08/2012
PORCINO VETERINARIAS, SA
v310Egp FORCYL 160 mgimi  SOLUCIONI'GTOSUINSE 1201061201
INYECTABLE PARA BOVINO ETERINARIAS S [3010112012)
VETOQUINOL
1298 ESP [MARBOCYL BOLUS ESPECIALIDADES  [07/10/1999
VETERINARIAS, SA
MARBOCYL BOVINOS 100 mg/m|VETOQUINOL
1762 ESP [SOLUCION  INYECTABLE ~ PARAESPECIALIDADES  [16/07/2007
BOVINO VETERINARIAS, SA.
VETOQUINOL
1310 ESP [MARBOCYL F.D. ESPECIALIDADES (2210212000
VETERINARIAS, SA.
VETOQUINOL
1640 ESP [MARBOCYL P 20 mg ESPECIALIDADES  [08/07/2005
VETERINARIAS, SA.
VETOQUINOL
1639 ESP [MARBOCYL P 5 mg ESPECIALIDADES  [08/07/2005
VETERINARIAS, SA.
VETOQUINOL
1641 ESP [MARBOCYL P 80 mg ESPECIALIDADES  |08/07/2005
VETERINARIAS, SA.
VETOQUINOL
1221 ESP [MARBOCYL 10% ESPECIALIDADES  |06/10/1998
VETERINARIAS, SA
1262 ESP MARBOCYL 2%  SOLUCIONVETOQUINOL 2310311999
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INYECTABLE PARA BOVINO Y
PORCINO

ESPECIALIDADES
VETERINARIAS, S.A.

MARBOFLOXORAL 20 mg
224 ESP i R emnos  TUFATRO IBERICA, SL. (1310212013
MARBOFLOXORAL 5 mg
2723 ESP |COMPRIMIDOS PARA PERROS Y[FATRO IBERICA, S.L. [13/02/2013
GATOS
MARBOFLOXORAL 80 mg
2125 ESP o enmos | CFATRO IBERICA, SL. (1310212013
MARBONOR 100 mg/ml DOSIS UNICA
NORBROOK 11/02/2013
2721 ESP [SOLUCION  INYECTABLE  PARA
o) LABORATORIES LTD. (1410212013)
MARBONOR 100 mg/ml SOLUCION
NORBROOK 11/02/2013
2722 ESP |INYECTABLE PARA BOVINO Y
A LABORATORIES LTD. |(14/02/2013)
MARBOSOL 100 mgiml SOLUCION/CP-PHARMA 0510212013
2713ESP NVECTABLE  PARA BOVINO YHANDELSGESELLSC [ 12/o0S
PORCINO HAFT GmbH ( )
MARBOSOL 20 mg/mlSOLUCIONICP-PHARMA 0510212013
2712ESP |NYECTABLE PARA TERNEROS YHANDELSGESELLSC [y’
LECHONES HAFT GmbH
MARBOSYVA 100 mg/ml SOLUCION
2670 ESP |INYECTABLE PARA  BOVINO Ygﬁ?/?\RQI\OUR'OS 1411112012
PORCINO (CERDAS) SAU.
CP-PHARMA
MARBOTAB 20 mg COMPRIMIDOS 25/01/2013
27100 ESP o \RA PERROS Y GATOS ANDELSCESELLSC loaioria013)
CP-PHARMA
MARBOTAB 80 mg COMPRIMIDOS 25/01/2013
2701 ESP o \RA PERROS RO SOESELLSC loaia7ia0t3)
MARBOVET 100 mg/ml SOLUCION
2451 ESP NSO FATRO IBERICA, S.L. (02/02/2012
MARBOVET 20 mg COMPRIMIDOS
2129 ESP RS oTel FATRO IBERICA, S.L. 15/0212013
MARBOVET 20 mg/ml SOLUCION
2450 ESP | ARSOTEL FATRO IBERICA, S.L. (02/0212012
MARBOVET 5 mg COMPRIMIDOS
27128 ESP [IROOVEL 2 9 50 FATRO IBERICA, S.L. 15/0212013
MARBOVET 80 mg COMPRIMIDOS
2130 ESP [Ny R OTE] FATRO IBERICA. S.L. 115/02/2013
MARBOX 100 mgiml SOLUCION
2198 ESP |INYECTABLE PARA BOVINO YgiVA SALUD ANIMAL 9411012010
PORCINO A
7700 Esp [WARBOXIDIN 20 mg COMPRIMIDOSLAVET 04/02/2013
MASTICABLES PARA PERROS PHARMACEUTICALS  (07/0212013)
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LTD

MARBOXIDIN 5 mg COMPRIMIDOS

LAVET

04/02/2013

2708 ESP MASTICABLES PARA PERROS Y[PHARMACEUTICALS

S s (07/0212013)
LAVET
MARBOXIDIN 80 mg COMPRIMIDOS 04/02/2013

2MOESP |y ASTICABLES PARA PERROS E'T"SRMACEUT'CALS (07/0212013)
MARFLOQUIN 100 mg/ml SOLUCION

2355 ESP [INYECTABLE PARA  BOVINO Yl\K/lFégArb DD, NOVO(210£34/220J112)
PORCINO (CERDAS)

1740 £5p MARFLOQUIN 20 mg COMPRIMIDOSKRKA, DD, NOVO[08/03/2013
PARA PERROS MESTO (1103/2013)
MARFLOQUIN 20 mg/ml SOLUCION 201092011

2354 ESP INYECTABLE  PARA BOVINOI\KAFEE/.T.’O D.D. NOVO16/0312012)
(TERNEROS) Y PORCINO

745 £sp MARFLOQUIN 5 mg COMPRIMIDOSKRKA, D.D. NOVO[0803/2013
PARA GATOS Y PERROS MESTO (12/0312013)

1750 £ [MARFLOQUIN 80 mg COMPRIMIDOSKRKA, D.D., NOVO[0803/2013
PARA PERROS MESTO (1103/2013)
ODIMAR 100 mgiml SOLUCION 0810212015

2720 ESP |INYECTABLE GANADO BOVINO  YANIMALCARELTD. [0’y il
PORCINO
ODIMAR 20 mgiml  SOLUCION 0810212013

2719ESP INVECTABLE PARA BOVINO YANIMALCARELTD.  {rinowiis
PORCINO
SOFTIFLOX 20 mg COMPRIMIDOS| oreroox 102120153

2745 ESP gﬂgggggsws CON' SABOR PARA| ABORATORIES LTD. |(28/0212013)
SOFTIFLOX 5 mg COMPRIMIDOS

2744 ESP |MASTICABLES CON SABOR PARATEBRC?FSST%’;'ES T (254?022//220(:133)
GATOS Y PERROS :

SOFTIFLOX 80 mg COMPRIMIDOS, (e o
2746 ESP |MASTICABLES CON SABOR PARA 26/02/2013
L ABORATORIES LTD.
PERROS
UBIFLOX DOSIS UNICA 100 mg/ml
2388 ESP ISOLUCION  INYECTABLE ~ PARAIRKA, DD, NOVO,5,14/9011
MESTO
BOVINO
UBIFLOX 100 mg/ml SOLUCION

2387 ESP |INYECTABLE PARA  BOVINO Yl\K/lFégArb DD.. NOVO,e/40/2011
PORCINO (CERDAS)

767 £gp UBIFLOX_ 20 mg COMPRIMIDOSKRKA, DD, NOVO22/04/2013
PARA PERROS MESTO (24/0412013)
UBIFLOX 20 mgml SOLUCION

2386 ESP INYECTABLE PARA BOVINO Y[<RKA, D.D.. NOVO,5.09011

PORCINO

MESTO
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9786 ESP UBIFLOX 5 mg COMPRIMIDOS PARAKRKA, D.D., NOVO[22/04/2013
GATOS Y PERROS MESTO (24/04/2013)

788 ESP UBIFLOX 80 mg COMPRIMIDOSKRKA, D.D., NOVO|22/04/2013
PARA PERROS MESTO (24/04/2013)

*) Entre paréntesis la fecha de la autorizacién administrativa vigente si difiere de la fecha de
primera autorizacion.
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3.-MATERIALY METODOS



3.1.- MATERIAL.

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

relacionan a continuacion:

3.1.1.- MATERIAL FUNGIBLE.
- Agujas hipodérmicas.
- Canulas intravenosas INSYTE® (22G x 1, 0,8 x 25mm).
- Jeringuillas de 2 mL recubiertas con 75 USP de heparina sddica.
- Tubos de ensayo de varias capacidades.
- Micropipetas de varias capacidades Gilson®.
- Puntas para micropipetas de varias capacidades
- Pipeta repetidora HandyStep®.

- Puntas de desplazamiento directo codificadas de varias capacidades
Plastibrand®.

- Matraces aforados de varias capacidades.

- Matraces Erlemmeyer de varias capacidades.

- Placas de Petri de 10 cm de diametro.

- Placas de poli-estireno de 96 celdillas.

- Vasos de precipitado de varias capacidades.

- Viales con tapon para autoinyector 8 x 40, 1 mL, Wheaton, USA.
- Filtros Millipore® tipo HV 0.45 pm de diametro de poro.

- Tubos Eppendorf 1,5y 2 mL.

3.1.2.- PRODUCTOS Y REACTIVOS.
- Agua bidestilada.
- Agar Mueller-Hinton Il (Beckton Dickinson).

- Mueller-Hinton I de crecmiento (Beckton Dickinson).



3.1.3.

Resultados

Fosfato monosésico (Fluka-Sigma-Aldrich, Madrid).
Fosfato disodico (Fluka-Sigma-Aldrich, Madrid).
Heparina sddica 5% (Mayne Pharma, Espafia).

Acido trifluoroacético (Panreac Quimica, Barcelona).
Acetonitrilo HPLC (VWR Prolabo International, EC).
Agua para HPLC (VWR Prolabo International, EC).
Metanol para HPLC (VWR Prolabo International, EC).
Marbofloxacino puro (Vetranal, Fluka-Sigma-Aldrich)
Marbofloxacino — producto medicinal de uso veterinario (Marbocyl®, Vetoquinol).
Enrofloxacino puro (Monheim, Alemania)

Polimero P407 (Basf, Alemania).

Carboximetilcelulosa (Fluka-Sigma-Aldrich, Madrid).

- APARATAJE.

Agitador magnético SBS A-06.

Agitador de tubos Heidolph Reax 2000.

Balanza de precision Sartorius BP121S, pesada entre 0.0001 y 120 g.
Campana de flujo laminar horizontal micro-V (Telstar).
Centrifuga ALC modelo 4236.

Congelador Sanyo MDF (- 45 °C).

Replicador de indculos Steers (Craft Machine, Inc, Cherter, Pa).
Sonicador Branson 2200.

Estufa Selecta.

Espectrofotémetro de doble haz Spectronic, 2000.

Frigorifico Electrolux® modelo ER 3818C.

Neveras portatiles isotérmicas.

Horno microondas Goldstart, modelo MA-894DD.
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- Mechero Bunsen.
- Ordenador personal Pentium IV.
- pHmetro Crison Digit 501.
- Termoémetro de mercurio.
- HPLC compuesto de:
= Bomba cuaternaria modelo LC-10Asvp (Shimadzu).
= Detector de fluorescencia de modelo RF-10AxI (Shimadzu).

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

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

" Horno para columnas CTO-10 ASvp (Shimadzu) con rango de

temperaturas 4-80° C.

. PC con el programa Shimadzu Class-VP Chromatography Data
System.

= Columnas Asentis 100 -5 um C1s, 15 cm x 4,6 mm (Supelco,
Bellefonte, USA).

" Precolumnas con la misma composicion que la columna.

3.1.4.- SOFTWARE INFORMATICO.
- Programa de Analisis Farmacocinético Winnonlin Professional® 5.3.

- Paquete de andlisis estadistico y representacion grafica Sigmaplot® version
11.0. Systat Software 2011. San Jose, California. USA.

- Paquete de analisis estadistico STATGRAPHICS CENTURION XVI
Manugistics, Inc., Rockville, USA.

- Procesador de textos Microsoft® Word 2003 y 2007, y Hoja de célculo Microsoft®
Excel 2003 y 2007.

82



Resultados

- Programa de dibujo y calculo de parametro para moléculas y estructuras
quimicas. ACD/CHEMSKETCH. ACD/Labs products. Version freeware 12.0. 2012.

Advanced Chemistry Development. Toronto, Ontario, Canada.

3.2.- ANIMALES.

Para la realizacion de esta Tesis se han utilizado 1 lote de 6 cabras de la raza Murciano-
Granadina con pesos que oscilan entre 49,6 y 68,4 kg y de 2,5 a 3,5 afios de edad procedentes
de la granja de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia. Los animales estuvieron
estabulados durante el ensayo con alimento y bebida ad libitum. Todos los animales se
encontraban en buen estado de salud, y no recibieron ningun farmaco durante al menos 15 dias
antes del inicio de la experiencia. Ademas, durante el estudio, se controlé su estado sanitario

para asegurar la ausencia de enfermedades infecciosas y/o parasitarias.

3.3.- MEDICAMENTOS.-

Se han empleado diferentes formulaciones de marbofloxacino, una formulacién
convencional de uso comercial (Marbocyl®, Vetoquinol) para la administracion por via
intravenosa (IV) y subcutanea (SC) y otra formulacion de liberacidn controlada en forma de gel
acuoso preparada por nosotros con dos variantes: una con un 25 % (p/v) de Polaxamer 407
(P407) para su administracion subcutanea (SC1) y otra en la que se adiciona como coadyuvante
un 2 % de Carboximetilcelulosa al P407 (P407-CMC) también para su administracion por via
subcutanea (SC2).

La formulacion controlada se ha preparado siguiendo el método de Schmolka (1972)
modificado por nosotros, de tal forma que se prepara en forma de una solucién acuosa que
modifica su estado en funcion de la temperatura manteniéndose en disolucién a bajas
temperaturas y gelificando a la temperatura corporal. En el caso de la formulacién para la
preparacion P407, se tomaba una cantidad suficiente que se iba afiadiendo lentamente al agua
fria (5°C) de refrigerado y se agitaba suavemente hasta la obtencion de una solucion clara y
transparente (entre 6-12 horas). En el caso de la preparacion P407-CMC se afiadia una cantidad
suficiente de carboximetilcelulosa ademéas del Polaxamer 407 al agua fria y se seguia similar

proceso. En ambos casos, una vez formada la disolucion acuosa fria del excipiente se afiadia
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marbofloxacino puro hasta alcanzar el 5% (p/v) y se agitaba suavemente hasta su completa
disolucién. Los productos asi preparados se mantenian refrigerados a 5°C en forma de solucién

acuosa clara y transparente.

3.4.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

El marbofloxacino utilizado como formulacién convencional (Marbocyl®, Vetoquinol), se
administr6 a la dosis de 2 mg/kg por vias IV y SC. El marbofloxacino utilizado como formulacién
de liberacion controlada se administré a la dosis de 6 mg/kg por via subcutanea, tanto la P407
(SC1) como la P407-CMC (SC2).

El estudio fue de tipo cruzado entre las seis cabras (2x2x2) en 4 fases, con intervalos
entre cada fase de 15 dias para asegurar la ausencia de interferencias entre cada uno de los

estudios. Asi, el esquema utilizado para la administracion del antibiotico a los animales fue el

siguiente:
ADMINISTRACION \'} SC SC1 SC2
Cabra 1,2 3,6 4 5
Cabra 5 1,2 3,6 4
Cabra 4 5 1,2 3,6
Cabra 3,6 4 5 1,2

Administracidn intravenosa:

La formulaciéon convencional de marbofloxacino se administré a cada uno de los
animales objetos de estudio en la vena yugular derecha. La dosis administrada fue de 2 mg/kg

por peso corporal como dosis Unica.

Las muestras de sangre se recogieron de la vena yugular izquierda a los siguientes
tiempos: 0 (blanco), 0,083, 0,167, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 32, 48 y 72 h
desde la administracion IV del farmaco. Las muestras de sangre fueron centrifugadas

inmediatamente a 1500 g durante 10 minutos para separar el plasma. Una vez separado, éste se
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congelo por duplicado a - 45°C, dentro de los treinta minutos siguientes a la extraccion, hasta el

momento de realizar las determinaciones analiticas.

Administracion subcutanea:

La administracién subcutanea de la formulacién convencional de marbofloxacino y de las
dos formulaciones de liberacion controlada en solucion de P407 al 25% y en solucion de P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% se administraron a nivel escapular, a una dosis de 2 mg/kg por
peso corporal en caso de la formulacién convencional, y de 6 mg/kg por peso corporal en el caso

de las formulaciones de liberacion controlada, como dosis Unica.

Las muestras de sangre se recogieron de la vena yugular a los siguientes tiempos: 0
(blanco), 0,083, 0,167, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 32, 48, 72, 96 y 120 h tras las
tres administraciones subcutdneas. Las muestras recibieron el mismo tratamiento que con la
administracion intravenosa, es decir, fueron centrifugadas inmediatamente a 1500 g durante 10
minutos para separar el plasma. Una vez separado, éste se congeld por duplicado a - 45°C,
dentro de los treinta minutos siguientes a la extraccion, hasta el momento de realizar las

determinaciones analiticas.

Se evalu6 el dafio de la administracion SC, en el punto de administracion (depilado
convenientemente con anterioridad), mediante la observacién de signos de dolor por parte del
animal, cojera, control de la temperatura dérmica en el punto de la administracion, reacciones

inflamatorias, formacion de induraciones, o cualquier otro tipo de modificacién macroscopica.

Las formulaciones de liberacion controlada si bien pueden administrarse al mismo nivel
de dosis que las formulaciones convencionales, los niveles plasmaticos alcanzados suelen estar
por debajo de los obtenidos con las formulaciones convencionales. Estos niveles, aun estando
condicionados en el tiempo por las fases de liberacién y absorcién, pueden encontrarse en las
cercanias del limite de cuantifiacién del método analitico, e incluso del limite de deteccion,
dificultando, en muchos casos, el calculo y la comparacion de pardametros farmacocinéticos. Este
problema puede solucionarse empleando dosis superiores, y asumiendo linealidad en el intervalo

de dosificacion.

En este estudio se han empleado dosis tres veces superiores, de 6 mg/kg, en las

formulaciones poliméricas, en comparacién con las formulaciones convencionales, de 2 mg/kg,
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con lo que se persigue alcanzar niveles plasmaticos comparables en los tres casos en los que se

ha realizado la administracion subcutanea.

Regogida de muestras de leche de los animales:

Se estudio la eliminacién de marbofloxacino en la leche caprina. La toma de muestras de
leche fue realizada a los siguientes tiempos: 0 (blanco), 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 32, 48,72, 96 y
120 h tras la administracion del farmaco tanto por via intravenosa como subcutanea, mediante

evacuacion completa de ambas ubres.

La produccion total de leche recogida fue refrigerada a 4-6 °C antes de almacenar dos

alicuotas a - 45 °C hasta su posterior procesamiento.

3.5.- METODO ANALITICO.

Las concentraciones de marbofloxacino en plasma fueron determinadas mediante un
método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) modificado del descrito para
moxifloxacino por Siefert et al. (1999) y que en sintesis es como sigue: A 200 uL de plasma o
leche, se afiaden 5 pL de estandar interno (enrofloxacino 75000 ug/L) y 200 pL de acetonitrilo,
que hace que las proteinas precipiten. Posteriormente, las muestras se someten a agitacion en
un bafio de ultrasonidos seguido de centrifugacion durante 10 min a 3500 g. Del sobrenadante
se extraen 100 pL y se diluyen 4 veces con tampén fosfato sddico 0,067 M (pH 7,5) y se

transfiere a los viales del autoinyector del HPLC.

La separacién se llevé a cabo utilizando una columna de fase reversa Acentis C1gde 150
X 4,6 mm, 5 ym de didmetro de particula, con un volumen de inyeccién de 50 pL. Tanto las
muestras dentro del autoinyector (sistema Peltier), como la columna fueron termostatizadas a
5°C. La fase movil estaba compuesta por acetonitrilo (15%) y &cido trifluoroacético en solucion
(1 g/L) (85%) en régimen isocréatico. La velocidad de flujo de la misma fue de 1,0 mL/min. La
deteccion se realizé a una longitud de onda de excitacion de 297 nm y una longitud de onda de

emision de 515 nm. La duracion de los cromatogramas fue de once minutos.
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3.6.- VALIDACION DEL METODO.
LINEALIDAD

Las curvas de calibrado se prepararon con 10 concentraciones diferentes de
marbofloxacino entre 2'y 2000 ug/L en metanol, en plasma y en leche de cabra y adicionando el

estandar interno. El coeficiente de correlacion (r) obtenido fue > 0,999.

Las soluciones estandar de marbofloxacino se prepararon mediante diluciones seriadas
en metanol hasta alcanzar concentraciones finales de 2, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y
2000 pg/L. La cantidad de estandar interno afiadido fue de 5 pL a una concentracion de 75000
Mg/L. Los controles se prepararon a partir de una mezcla de plasmas y de leches a las que se
les afiadieron cantidades conocidas de marbofloxacino a partir de diluciones seriadas hasta
alcanzar las mismas concentraciones finales que en las soluciones estandar. Las alicuotas de
los estandares y los controles se procesaron como se ha descrito anteriormente para las

muestras y se inyectaron 50 uL en el sistema cromatogréfico.

RECUPERACION

Los porcentajes de recuperacion se determinaron comparando las areas de los picos de
los controles con distintas concentraciones de farmaco (concretamente a 50, 250 y 1000 pg/L en
el caso del plasma, y 50, 500 y 1000 ug/L en el caso de la leche), con las areas de los picos de
los estandares a las concentraciones correspondientes preparados con tampon fosfato. Cada
punto se establece a partir de un promedio de tres determinaciones. Los porcentajes de

recuperacion de marbofloxacino, tanto en plasma como en leche, se muestran a continuacion:

CONCENTRACION | RECUPERACION (%) MARBOFLOXACINO
(balt PLASMA LECHE
50 92,5066 95,4856
250 90,8100 98,4301
1000 90,0339 98,0012
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PRECISION

La precision del ensayo se evalud expresando en coeficiente de variacion o desviacion
estandar relativa (RDS) como un porcentaje del valor medio. La precisién intra-dia se estimo
mediante el analisis, en el mismo dia, de tres muestras (de plasma y leche) repetidas de tres
concentraciones estandar (50, 500 y 1000 ug/L) usadas para las curvas de calibrado,
obteniéndose valores de RSD: en plasma, < 3%, y en leche < 4%. La precisién inter-dia se
estim6 mediante el analisis de tres concentraciones estandar (50, 500 y 1000 pg/L) durante tres
dias consecutivos. Los resultados de precision expresados como RSD fueron menores del 6%

tanto en plasma como en leche.

Limite de cuantificacion y deteccion

El limite de deteccion de marbofloxacino en plasma y leche se ha establecido para la
concentracion mas baja que se ha podido detectar diferenciandola del ruido de fondo del
aparato. El limite de cuantificacion se ha establecido para el nivel de concentracién mas bajo
utilizado en las curvas de calibrado y para el que el RSD es menor al 20%. El limite de deteccion
en plasma y leche fue de 1,45 ug/L. En cuanto al limite de cuantificacion, en plasma y leche fue
de 2 pglL.

3.7.- ANALISIS FARMACOCINETICO.
3.7.1.- ANALISIS COMPARTIMENTAL. PLASMA.

Una vez obtenidas las concentraciones de marbofloxacino en plasma a los diferentes
tiempos de extraccidn tras la administracion de la formulacién convencional por las vias IV'y SC
asi como de las dos formulaciones de liberacion controlada administradas por via subcutanea
(SC1y SC2), éstas se han ajustado a ecuaciones poliexponenciales con ponderacion igual a los
inversos de los cuadrados de la concentracion (W=1/Cp?). Los ajustes de los datos a las
ecuaciones poliexponenciales se han realizado mediante el programa WinNonlin Professional®
(version 5.3). Para la eleccién del modelo compertimental mas adecuado se ha seguido el
Criterio de Informacion de Akaike (Yamaoka y cols., 1978), escogiendo aquél modelo que
presenta un valor mas bajo del AIC. Su expresion es la siguiente:
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AIC=N-InY" W,-(c; —c,J )+ 2p

Donde N es el numero de puntos experimentales y p el numero de parametros del
I ‘r N . 2
modelo en cuestion. La expresion Z‘H(\/\/i -(Ci —Ci) ) corresponde a la suma de cuadrados

residuales, donde Cjes la concentracién obtenida experimentalmente, Ci’ es la concentracion
tedrica obtenida a partir de la ecuacion correspondiente a ese modelo, hallada utilizando el
método de los minimos cuadrados y Wi es el factor de ponderacion. Para un mismo nivel de

ponderacion, el modelo con el valor minimo de AIC se considera el 6ptimo.

3.7.2.- ANALISIS NO COMPARTIMENTAL. PLASMA.

Los parametros no compartimentales se calcularon de acuerdo con la teoria de los
momentos estadisticos (Riegelman y Collier, 1980; Gibaldi y Perrier, 1982), utilizando el

programa informatico WinNonlin Professional® (versién 5.3).

La biodisponibilidad se ha calculado relacionando las areas totales bajo las curvas de
concentracion plasmatica obtenidas por el método trapezoidal, tras la administraciones

extravasculares (subcutaneas) e intravenosas. Este parametro queda indicado como F o F(%).

3.7.3.- ANALISIS DE DATOS. LECHE.

Los datos de concentracion en leche obtenidos a los diferentes tiempos fueron
analizados mediante un método no compartimental, usando el programa informético WinNonlin
Professional® (version 5.3). Se calcularon los siguientes parametros no compartimentales: Crmax,
Tmax, AUC, ty2, MRT, ademas de los ratios AUCieche/AUCpiasma Y Cmax-leche/ Cmax-plasma.

Para todos los pardmetros calculados, se tuvieron en cuenta los volimenes totales de

ordefio a cada tiempo.

3.7.4.- ESTIMACION DE LA ABSORCION IN VIVO MEDIATE DECONVOLUCION.

Para evaluar la cantidad de farmaco absorbido en funcién de la dosis y la formulacion

empleada, se ha utilizado la técnica de deconvolucidn numeérica incluida en el software
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WinNonlin Professional® (version 5.3). Las pendientes y ordenadas obtenidas de las ecuaciones
poliexponenciales tras la administracion intravenosa de marbofloxacino, y las curvas plasmaticas
obtenidas tras las administraciones extravasculares, han sido utilizadas para construir la funcién
impulso-respuesta que permite descomponer las curvas extravasculares para obtener la
cantidad de farmaco absorbida en funcién del tiempo. A partir de estos datos puede estimarse la
velocidad media de absorcion, la constante de absorcién y la fraccion de farmaco absorbido en

funcion de la dosis administrada (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004a).

3.8.- METODOS ESTADISTICOS.

Para la descripcion de los diferentes valores y datos obtenidos, se calcularon los

parametros de centralizacion y dispersion: media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Para comprobar la homogeneidad de los datos, se ha realizado un anélisis de la
varianza no paramétrico (test de Kruskal-Wallis) en el que se han establecido como hipdtesis
nulas, que las concentraciones de marbofloxacino no varian entre animales, y que no varian
entre tiempos. Se debe de aceptar la primera hipdtesis nula (igualdad entre animales) y rechazar
la segunda (no igualdad entre tiempos). De esta forma, si se demuestra la no existencia de
diferencias significativas entre los animales, la Unica fuente de variacion es el tiempo, por lo que

se manifiesta homogeneidad a un tiempo determinado en las concentraciones.

Cuando se detectan la existencia de diferencias significativas entre animales para las
parejas de datos o los pardmetros farmacocinéticos, se realiza un segundo analisis no

paramétrico utilizando el test de Wilcoxson.

Todos los andlisis estadisticos se han realizado utilizando el software estadistico
STATGRAPHICS CENTURION XVI.

3.9.- ANALISIS MICROBIOLOGICOS: CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS
Y PREVENTIVAS DE MUTANTES (CMI Y CPM). VENTANA DE SELECCION DE MUTANTES:
iNDICE DE PREVENCION DE MUTANTES.

3.9.1 CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS.

Los estudios microbioldgicos se ha llevado a cabo con doce cepas de Staphylococcus
aureus, cedidas por la empresa Exopol S.L. y aisladas de leche de cabra con infecciones
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intramamarias en Espafa. Las concentraciones minimas inhibitorias se determinaron mediante
el método de la microdilucién en placas de microtitulacién (Nacional Committee for Clinical
Laboratory Standards; NCCLS, 2002 Y 2006). Tras incubar a +37°C durante una noche, el
inéculo fue suspendido en una solucién salina (NaCl) al 0,9% hasta obtener una turbidez
estandar de 0,5 segun la escala de McFarland que equivale, aproximadamente, a un rango de
entre cien y doscientos millones de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (1-2 x 108
CFU/mL). Posteriormente estas supensiones se diluyeron con medio de cultivo hasta una
concentracion aproximada de 5 x 108 CFU/mL unos 15 minutos antes de su andlisis. Las placas
con volumenes de celda de 100 uL contenian diluciones de marbofloxacino comprendidas entre
0,03 y 128 ug/mL en caldo Mueller-Hinton y fueron inoculadas con 10 ul de las diferentes cepas
(se alcanzd una concentracion final aproximada de 5 x 105 CFU/mL). Las placas se incubaron a
+37°C en estufa y se observaron a las 24 horas. Se procedid a su lectura posteriormente
mediante una lampara de fluorescencia y una lupa. Para evitar diferencias de temperatura en la
incubacion de bloques de placas de microtitulacion, se depositaron las placas individualmente,
sin apilar y tapadas para evitar la evaporacién. Se considero positivo el crecimiento si habia un
boton de 2 mm de diametro de crecimiento del microrganismo. La interpretacion de los
resultados se facilito tomando siempre como referencia el crecimiento observado en el pocillo
usado como control (sin farmaco). Las cepas utilizadas como control positivo y negativo fueron
Sthaphylococcus aureus (ATCC 29213) y Escherichia coli (ATCC 25922) respectivamente.

Se definio la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de cada cepa como aquella
concentracion de antibacteriano mas baja que inhibia el crecimiento bacteriano. A partir de este
dato, se definen las MICso y MICgo como aquellas concentraciones de antibacteriano que
producen la inhibicion del crecimiento bacteriano en la mitad de las cepas y en 9 de cada 10
cepas estudiadas respectivamente.

Las cepas utilizadas se cultivaron diariamente. Las concentraciones minimas

inhibitorias fueron en todos los casos del mismo rango de valores.

3.9.2 CONCENTRACIONES PREVENTIVAS DE MUTANTES, VENTANA DE
SELECCION DE MUTANTES E iNDICE DE PREVENCION DE MUTANTES.

Se define la concentracion preventiva de mutantes (MPC) como la concentracion

de antimicrobiano que previene el crecimiento de los microorganismos menos susceptibles
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cuando se utilizan inéculos con elevadas cantidades de bacterias (=109), empleando el método
de dilucion en agar (Mouton y cols., 2005). Es una metodologia similar a la obtencién de la CMI
en placa, pero con un indculo mil a diez mil veces mas concentrado (del orden de 10° CFU/mL).
Es necesario, por tanto, un método de crecimiento y posterior preconcentracion de las células

antes de su inoculacion en placa.

Las MPC se obtuvieron mediante el método de dilucion en placa descrito en la
bibliografia (Blondeau y cols, 2004 and Firsov y cols., 2003). Tras incubar las bacterias durante
20-24 horas a 37°C se recoge el crecimiento de la cepa sembrada (y se suspenden en un bote
con 100 mL de caldo de cultivo Mueller-Hinton y se llevan a incubacién durante 24 horas).
Teoricamente, después de esta incubacién, el nimero de CFU/mL debe ser del orden de 3 x108
y debe proporcionar un valor aproximado de 1.00 en la escala de MacFarland. Una vez medidos,
y comprobados estos valores, se toman porciones de 10 mL en tubos estériles de plastico y se
centrifugan durante 30 minutos a 5000 g. Se elimina el sobrenadante y las bacterias resultantes
se resuspenden en 3 mL de caldo de cultivo fresco Mueller-Hinton. Las colonias deben ser
aproximadamente del orden de 1010 CFU/mL. Tras agitar y homogeneizar, se inoculan 200 pL de
la cepa a estudio en una placa de agar preparada con la dilucién de farmaco correspondiente, en
los 13 niveles de dilucidn establecidos (0,03 — 128 [Ig/mL) siendo el indculo final de No = 10°
CFU/mL.Se incuban las placas durante 24-48 h en la estufa a 38°C. Se leen los resultados con

una lupa y una luz fluorescente.

La MPC se considerara aquella concentracion de antibiacteriano a partir de la
cual no se aprecia crecimiento observable del microorganismo tras la incubacién durante 24-48
h. De igual manera, se definen las MPCsp y MPCgo como aquellas MPC que inhiben el
crecimiento en la mitad y en el 90 % de las cepas de la poblacién estudiada respectivamente.

Tedricamente la MPC debe ser mayor que la MIC, pero cuanto méas parecido sea el
valor, es decir que el ratio MPC/MIC o indice de prevencion de mutantes (MPI) sea cercano a 1,
menor sera la capacidad de la cepa (supuestamente) de mutar y la ventana de seleccién de
mutantes, definida como la diferencia entre MPC — MIC, menor. A menor MPC, mayor posibilidad
de minimizar la aparicién de resistencias, es decir, que se pueden alcanzar niveles plasmaticos
de farmaco (definido por los ratios AUC24/MICgo y AUC24/MPCg) que destruyan tanto a las cepas
por encima de la CMI (méas susceptibles), como a las cepas con capacidad de mutar (menos
susceptibles y definidas por la MPC
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4.1.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE MARBOFLOXACINO.

Los valores de concentracion plasmatica de marbofloxacino, obtenidos tras la
administracion intravenosa de 2 mg/kg de marbofloxacino de peso a cabras, junto con sus
valores medios y estadisticos asociados se muestran en la Tabla 1. En todos los casos, se
observa como, en los animales, se produce un descenso rapido de las concentraciones durante
las primeras 6-8 horas tras la administracion. Posteriormente, ese descenso continua pero de
manera mas sostenida. Este hecho se puede corroborar observando el grafico 1 con la
representacion semilogaritmica correspondiente a cada animal, y en el grafico 2 en escala

semilogaritmica para las concentraciones medias experimentales.

Concentracion plasmatica para los animales sometidos a estudio (cabras)

Tiempo
1 2 3 4 5 6 Media | S.D. | C.V.

0,083 |4673,49|5805,25 | 3753,91 | 4580,92 | 4060,93 | 4413,93 | 4548,07 | 704,74 | 15,50
0,166 |4162,67 |4905,80 | 2941,77 | 3746,12 | 3829,77 | 4317,47 | 3983,93 | 657,19 | 16,50
0,25 |3756,30|3924,70 | 2584,19 | 3147,41 | 3257,85 | 3343,65 | 3335,68 | 475,43 | 14,25
0,5 |3070,65 | 3557,26 | 2448,68 | 2436,92 | 2517,01 | 2816,70 | 2807,87 | 443,15 | 15,78
0,75 |2506,93 | 3007,19|2189,82 | 1714,69 | 2104,42 | 2258,13 | 2296,86 | 433,04 | 18,85
1,00 |2475,81|1857,51 | 1732,06 | 1149,23 | 1666,04 | 1910,29 | 1798,49 | 428,54 | 23,83
1,50 |1800,87 | 1550,66 | 1316,27 | 951,27 | 1170,13 | 1493,59 | 1380,46 | 300,36 | 21,76
2,00 |1348,73|1264,69 | 886,41 | 784,84 | 920,41 | 1178,85|1063,99 | 230,06 | 21,62
4,00 | 610,26 | 464,53 | 320,62 | 362,60 | 336,13 | 459,51 | 425,61 | 109,32 25,69
6,00 | 309,17 | 188,38 | 161,05 | 88,93 | 140,80 | 195,98 | 180,72 | 73,75 | 40,81
8,00 | 11525 | 55,06 | 72,73 | 53,32 | 61,58 | 103,34 | 76,88 | 26,29 | 34,19
10,00 | 92,39 | 42,82 | 46,55 | 43,32 | 3501 | 61,45 | 53,59 | 20,90 | 39,00
12,00 | 53,29 | 24,09 | 29,22 | 22,69 | 2540 | 48,80 | 3391 | 13,52 | 39,87
24,00 | 10,45 | 458 | 13,00 | 9,15 829 | 1563 | 10,18 | 3,84 |37,69
32,00 | 3,25 4,92 7,25 514 | 2,01 |39,09

Tabla 1.- Concentraciones plasmaticas experimentales de marbofloxacino (Ig/L) en
funcion del tiempo (h), en cada cabra tras la administracién intravenosa de una dosis de 2 mg/kg
junto con los parametros estadisticos asociados.
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Grafico 1.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de
marbofloxacino obtenidas tras la administracion intravenosa de una dosis de 2 mg/kg a cada cabra.

96



Resultados

10000

1000 A

100 A

Concentracion (ug/L)

10 A

l T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Tiempo (h)

Grafico 2.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en cabras tras la administracion intravenosa de una dosis de 2 mg/kg.

Para estudiar la homogeneidad de los datos, se ha realizado un anélisis de la varianza
no paramétrico (test de Kruskal-Wallis) en el que se han establecido como hipotesis nulas, que
las concentraciones de marbofloxacino no varian entre animales (hipétesis que se debe aceptar
para confirmar que no hay diferencia entre animales y por tanto la homogeneidad del lote) y que
no varian entre tiempos (hipotesis que se debe rechazar porque la evolucidén de las
concentraciones en funcién del tiempo) (Tabla 2). En sintesis, una vez comprobada la no
existencia de diferencias significativas entre animales, la Unica fuente de variacién que queda
sera el tiempo, por lo que se manifiesta homogeneidad a un tiempo determinado en las

concentraciones.

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Animales Valor-P* 0,96

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P* 1,89 x 10"

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza.

Tabla 2.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino fras la
administracion intravenosa de una dosis de 2mg/kg a cabras.
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Estudiada la homogeneidad de los datos, se ha procedido al ajuste de los mismos a
modelos compartimentales, ponderando respecto al inverso de las concentraciones al cuadrado
mediante regresion no lineal y utilizando el Criterio de Informacion de Akaike AIC (Yamaoka y
cols., 1978a) como criterio de eleccion del modelo. Asi los datos obtenidos se ajustan mejor a un
modelo bicompartimental abierto (biexponencial) que es el que en todos los casos proporciona
un menor valor de AIC. Los parametros derivados de dicho modelo se muestran en la Tabla 3,

mientras que la Tabla 4 muestra los resultados del analisis farmacocinético no compartimental.

Animales sometidos a estudio (cabras)

Parametros
1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.

Co (uglL) 5246,99 [6869,61 |4790,27 |5601,76 [4306,03 |4512,56 |5221,20 [936,82 |17,94

C1(pg/L) 3911,39 |4430,25 |3079,70 |3020,38 [3432,29 |3685,29 |3593,22 |534,43 |14,87

Cz (uglL)) 268,88 113,02 (223,30 (7555 |24925 (143,09 |178,85 (79,15 |44,25

ta (h) * 1,23 1,08 1,04 1,00 0,95 1,15 1,07

tun (h) * 5,05 5,20 4,15 7,98 3,59 7,45 5,61

M 1/h) 0,56 0,64 0,66 0,70 0,73 0,60 0,65 0,06 (9,50
A (1/h) 0,14 0,13 0,17 0,09 0,19 0,09 0,14 0,04 (30,52
ki (1/h) 0,47 0,59 0,55 0,59 0,62 0,50 0,55 0,06 |10,44
ki2(1/h) 0,07 0,04 0,08 0,09 0,08 0,08 0,07 0,02 (2217

ka1 (1/h) 0,16 0,15 0,20 0,10 0,23 0,11 0,16 0,05 (31,32

*: Media armdnica de los valores calculados para las semividas.

Tabla 3.- Parametros farmacocinéticos bicompartimentales deducidos tras la administracion intravenosa
de marbofloxacino, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las cabras a partir de sus correspondientes
ecuaciones de ajuste, junto con los pardmetros estadisticos asociados.
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Animales sometidos a estudio (cabras)
Parametros

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.

AUCo24 (ugxhiL) | 8925,64 | 7968,48 | 6088,76 | 5533,12 | 6094,65 | 7539,87 | 7025,09 | 1321,78 | 18,82

AUCq.-- (ugxn/L) |8996,90|7999,69 | 6221,81 | 5638,82 | 6167,09 | 7693,70 | 7119,67 | 1306,48 | 18,35

MRT (h) 3,03 2,20 3,29 2,95 2,70 3,44 2,94 0,44 15,09

Cl (Lkg/h) 0,22 0,25 0,32 0,35 0,32 0,26 0,29 0,05 17,94

Ve (Lkg) 0,47 0,42 0,58 0,59 0,52 0,52 0,52 0.06 11,54

Vss (L/kg) 0,67 0,55 1,06 1,05 0,88 0,90 0,85 0,20 23,87

Vz (Lkg) 150 [1,70 [329 |368 |283 239 |257 087 |3378

Tabla 4.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada cabra tras la
administracion intravenosa de marbofloxacino a dosis de 2 mg/kg, junto con los parametros
estadisticos asociados.
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4.2.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO.

La tabla 5 muestra los valores de concentracién plasmatica de marbofloxacino obtenidos
tras la administraciéon subcutanea de una dosis de 2 mg/kg de peso, junto con sus valores
medios y estadisticos asociados. Se observa como en los seis animales, a partir del primer
tiempo de extraccion la concentracién del farmaco va aumentando hasta aproximadamente las
05 - 1,5 horas, y posteriormente va descendiendo paulatinamente, detectandose
concentraciones plasmaticas hasta las 32 horas tras la administracion. Este hecho se puede
corroborar observando los Gréficos 3 y 4, para las representaciones individuales y promediadas
en escala semilogaritmica.

Concentracion plasmatica para los animales sometidos a estudio (cabras)

Tiempo |1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.

0,08 209,47 529,14 (542,90 (278,16 |320,16 |254,53 |355,73 |144,24 |40,55

0,17 781,53 |1275,23 {1256,99 (510,66 |871,76 |50582 |867,00 |341,61 3940

0,25 1117,88 |1487,78 |1812,10 |673,42  |1298,59 | 744,09 |1188,98 |437,80 |36,82

0,50 2133,42 |2211,62 |2141,83 870,16  |2073,68 | 1401,53 | 1805,37 |546,91 |30,29

0,75 2572,64 |2214,86 |2287,47 (1029,30 |2003,72 | 1651,38 | 1959,89 |549,71 |28,05

1,00 274544 12645,36 |2681,17 |1005,62 |2086,51 | 1748,08 |2152,03 |686,62 |31,91

1,50 267712 |2354,29 |2094,40 (1036,34 |1937,72 | 1596,72 | 1949,43 |578,40 |29,67

2,00 2356,37 |1741,91 [1999,33 (818,25  |1789,48 | 1391,28 | 1682,77 |529,38 |31,46

4,00 1180,96 (806,98 (717,02 [310,43 896,73 |549,71 |743,64 |298,22 |40,10

6,00 623,49 (37991 (43416 (152,13 |391,39 |279,33 |376,73 |157,70 |41,86

8,00 290,52 |144,74 (129,86 (81,05 164,70 190,86 |166,96 |70,84 42,43

10,00 | 142,54 [73,69 59,23 48,63 8717 66,19 79,57 33,49 42,09

1200 |86,65 |47,42 (44,76 |31,05 59,04  |40,09 51,50 19,51 37,88

2400 3025 (1558 (9,33 12,98 19,68 6,98 15,80 8,38 53,07

3200 (1326 6,64 2,94 6,07 8,05 2,13 6,51 4,00 61,43

Tabla 5.- Concentraciones plasméticas experimentales de marbofloxacino (Ig/L) en funcién del tiempo (h),
en cada cabra tras la administracion subcutanea de una dosis de 2 mg/kg junto con los parametros
estadisticos asociados.
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Grafico 3.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de
marbofloxacino obtenidas tras la administracion subcutanea de una dosis de 2 mg/kg a cada cabra.
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Grafico 4.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas tras la administracién subcutanea de una dosis de 2 mg/kg a cabras.

La homogeneidad de los datos, al igual que en la administracion intravenosa, se ha
estudiado mediante el anélisis de la varianza no paramétrico (test de Kruskal-Wallis) (Tabla 6).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracién por Animales Valor-P* 0,67

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracién por Tiempo Valor-P* 7,08 x 10-12

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza

Tabla 6.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino tras la
administracion subcutanea de una dosis de 2 mg/kg a cabras.

Las concentraciones experimentales medidas en cada animal se han ajustado a
modelos compartimentales con ponderaciones respecto al inverso del cuadrado de las
concentraciones, obteniendo mejores resultados utilizando un modelo bicompartimental abierto
con absorcién (triexponencial) que es el modelo que proporcionas valores mas bajos del
parametro AIC. La tabla 7 muestra los valores de los parametros farmacocinéticos obtenidos tras

este analisis, en tanto que la tabla 8 recoje los correspondientes al analisis no compertimental.
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Animales sometidos a estudio (cabras)
Parametros

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.
Cmax (UG/L) | 2696,61 |2515,86|2536,01|1079,57 | 2193,40 | 1668,23 |2114,95|625,15 |29,56
Tmax (h) 1,39 0,95 0,91 0,88 1,20 1,16 1,08 0,20 18,69
C1(uglL) 13315,49 | 5223,40 | 5030,66 | 1991,15 | 6727,09 | 18873,17 | 8526,83 | 6309,80 | 74,00
C. (ug/lL) 236,92 |93,77 |47,08 |70,08 |[140,17 [662,17 |208,36 |232,24 |111,46
Ca(ug/lL) 13552,40 | 5317,17 | 5077,74 | 2061,23 | 6867,26 | 19535,34 | 8735,19 | 6525,94 | 74,71
M (1/h) 0,56 0,50 0,48 0,49 0,53 0,84 0,57 0,14 24,49
A (1/h) 0,09 0,08 0,07 0,07 0,09 0,22 0,10 0,06 54,88
ka (1/h) 0,94 1,95 2,10 2,27 1,27 1,03 1,42 0,19 38,08
tyn (h)* 1,24 1,40 1,44 1,41 1,31 0,82 1,22
tyr (h)* 7,77 8,57 10,43 19,30 7,93 3,21 6,77
tyaa (h)* 0,73 0,35 0,33 0,31 0,54 0,67 0,49

*: Media arménica para los valores de las semividas.

Tabla 7.- Parametros farmacocinéticos bicompartimentales deducidos tras la administracién subcutanea
de marbofloxacino, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las cabras a partir de sus correspondientes
ecuaciones de ajuste junto con sus valores medios y estadisticos asociados.

Animales sometidos a estudio (cabras)
Parametros

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.
AUCo2 11705,20 |8825,31 | 8824,03 | 3922,27 | 8678,34 | 6393,58 | 8058,12 | 2635,79 | 32,71
(ugxhiL)
AUCo-. 12000,37 |8972,04 | 8932,43 | 4061,97 | 8856,99 | 6440,60 | 8210,73 | 2691,66 | 32,78
(ugxhiL)
MRTsc (h) 4,70 3,81 3,56 4,86 4,27 3,69 415 0,55 13,23
MATsc (h) 1,67 1,60 0,27 1,91 1,56 0,24 1,21 0,75 61,96
Fsc (%) 133,38 112,18 |143,57 |72,04 |103,62 |83,71 |108,08 |27,67 |25,60

Tabla 8.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada cabra tras la

administracion subcutanea de marbofloxacino a dosis de 2 mg/kg junto con sus valores medios y
estadisticos asociados.
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4.3.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO EN SOLUCION DEL
POLIMERO P407 AL 25%.

Los valores de concentracidén plasmatica de marbofloxacino obtenidos tras la administracion

subcutanea de una dosis de marbofloxacino, en solucién del polimero P407 al 25%, de 6 mg/kg de peso a

cabras aparecen reflejados en la Tabla 9 junto con sus valores medios y estadisticos asociados. En los

seis animales, la concentracién del farmaco sigue una evolucién semejante a lo largo del tiempo,

aumentando hasta aproximadamente las 2-4 horas tras la administracion del farmaco vy, descendiendo

posteriormente de una manera gradual, detectandose concentraciones plasmaticas hasta las 48 horas.

_ Concentracion plasmatica para los animales sometidos a estudio (cabras)

lempo 1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.Vv.
0,08 69,39 7822 [129,99 |54,16 116,68 |67,52 [8599 |30,23 (3515
0,17 177,57 250,87 | 491,47 |100,49 |363,03 |319,19 |283,77 |139,02 |48,99
0,25 326,02 | 383,75 |892,92 217,99 |687,28 |434,47 |490,41 |251,60 |51,31
0,50 520,87 | 781,28 |1569,65|518,51 |1410,28 891,65 |948,71 |446,77 |47,09
0,75 665,89 |1174,93|2119,23 | 783,59 |2124,87|1113,04 | 1330,26 | 642,72 |48,32
1,00 981,38 |1566,93 | 3015,67 | 1016,32 | 2422,69 | 1383,05 | 1731,01 | 818,47 |47,28
1,50 1217,29 [ 1930,90 | 3710,08 | 1395,95 | 2695,34 | 1634,41 | 2097,33 | 945,20 | 45,07
2,00 1379,88 | 2283,09 | 4059,98 | 1677,66 | 3102,59 | 1736,73 | 2373,32 | 1025,76 | 43,22
4,00 1916,80 | 3432,28 | 3311,79 | 2132,09 | 2354,24 | 1630,45 | 2462,94 | 744,68 | 30,24
6,00 1769,68 | 2699,42 | 2094,50 | 2002,60 | 1420,55 | 1148,85| 1855,93 | 545,32 | 29,38
8,00 981,39 |1767,96 | 1185,85 | 1489,07 | 678,38 | 978,64 |1180,21 | 393,16 |33,31
10,00 |773,96 |1161,27|608,55 |1174,49 356,32 |762,35 |806,16 |318,16 |39,47
12,00 |511,94 (624,63 |292,39 |763,56 |262,52 |512,48 [494,59 |192,15 |38,85
2400 7932 |6643 (3294 [136,26 (4558 |7452 72,51 3590 [49,51
32,00 [51,23 |3919 (20,50 |83,04 |34,34 [46,34 |4577 |21113 |46,16
48,00 |22,93 |1890 [10,85 32,33 (2246 [21,10 |21,43 |6,94 32,38

Tabla 9.- Concentraciones plasmatica experimentales de marbofloxacino (ug/L) en cada cabra a los

distintos tiempos de extraccion (h) tras la administracion subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucién
del polimero P407 al 25% junto con sus valores medios y estadisiticos de desviacion.
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Las representaciones graficas semilogaritmicas de las concentraciones plasmaticas para
cada animal, junto con los valores medios (media £ SD), tras la administracion subcutanea de
una dosis de 6 mg/kg en solucion del polimero P407 al 25% se muestran en los Gréficos 5y 6, a

los distintos tiempos de extraccion.
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Grafico 5.- Representacion grafica de las concentraciones experimentales semilogaritmicas de
marbofloxacino obtenidas tras la administracién subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucién del
polimero P407 al 25% a cada cabra.
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Gréafico 6.- Representacion gréfica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas tras la administracion subcutadnea de una dosis de 6 mg/kg en solucién
del polimero P407 al 25% a cabras.

La homogeneidad de los datos, como en los casos anteriores y con idénticas premisas,

se ha estudiado mediante el test de Kruskal-Wallis (Tabla 10).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P* 1,05 x 1007

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracidn por Animales Valor-P* 0,67

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza

Tabla 10.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino en solucion
del polimero P407 al 25%, administracion subcutanea de una dosis de 6 mg/kg a cabras.

Al igual que en las administraciones anteriores, se han ajustado las concentraciones
plasmaticas obtenidas a diferentes modelos compartimentales con ponderacion respecto de las
inversas de las concentraciones al cuadrado y escogiendo el que presenta un valor de AIC mas
bajo que siempre ha sido el que corresponde al bicompertimental abierto con absorcion
(triexponencial).
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Los parametros correspondientes al ajuste bicompartimental, para cada uno de los
animales y para sus valores medios y estadisticos asociados, se muestran en la Tabla 11,

mientras que los parametros no compartimentales se muestran el la tabla 12.

. Animales sometidos a estudio (cabras)
Parametro

s 1 2 3 4 5 6 Media |S.D. |C.V.

Crmax (Lg/L) [1916,80 |3432,28 |4060 2132,09 |3102,59 |1736,73 |2730,08 |938,75 | 34,39

Tmsx () |4,00 4,00 2,00 4,00 2,00 2,00 3,00 1,10 | 36,51

Ct (pg/L) |44570 171400 [132470 |33380 |139199 |3445,76 |77123 |68941 |89,39

C:(ugl) (2226 |98,55 115,11 50,39 200,55 |52,82 101,25 | 86,00 [84,94

Ca (ug/L) |44830 |171600 |132977 |33490 |139553 |3550,61 87667 |68755 |78,43

M (1/h) 0,28 0,30 0,44 0,22 0,48 0,17 0,33 0,15 |47,53

Az (1/h) 0,06 0,05 0,05 0,04 0,06 0,04 0,04 0,01 {2430

ka (1/h) 0,31 0,31 0,48 0,26 0,51 0,79 0,51 022 |4331

tun (h)* 2,46 2,31 1,58 3,17 1,45 4,11 2,21

tur (h)* | 11,79 13,72 1413 18,45 12,20 17,86 14,26

tuia (h)* 2,24 2,21 1,45 2,71 1,37 0,88 1,57

*. Media armonica de los valores calculados para las semividas.

Tabla 11.- Parametros farmacocinéticos bicompartimentales deducidos tras la administracion subcutanea
de marbofloxacino en solucién del polimero P407 al 25%, a dosis de 6 mg/kg a cada una de las cabras a
partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste junto con sus valores medios y estadisticos de
desviacion.

Animales sometidos a estudio (cabras)
Parametros

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.
AUC24
(g *hiL) 17147,70 |26530,65 |24998,09 |22210,33 |18298,98 [16332,23 |20919,66 |4287,72 |20,50
Hg
'(A:Jg?(; /) 18674,73 |27776,35 |25702,49 |24474,19 (1985540 [17734,86 |22369,67 |4152,70 |18,56
MRTsc1 (h) (10,21 8,29 6,12 10,93 9,33 9,92 9,14 1,72 18,86
MATsc1 (h) |7,19 6,09 2,83 7,98 6,63 6,48 6,20 1,78 28,64
Fsct (%) 69,19 115,76 137,70 144,68 107,32 76,84 101,58 15,87 28,43

Tabla 12.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada cabra tras la
administracion subcutanea de marbofloxacino en solucion del polimero P407 al 25% a una dosis de 6
mg/kg ajuste junto con sus valores medios y estadisticos de desviacion.
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4.4.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO EN SOLUCION DEL
POLIMERO P407 AL 25% + CARBOXIMETILCELULOSA AL 2%.

La Tabla 13 muestra los valores de concentracion plasmatica de marbofloxacino
obtenidos tras la administracién subcutanea de una dosis de 6 mg/kg de peso en solucién del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% junto con los estadisticos de desviacion.
Vemos que en los seis animales, a partir del primer tiempo de extraccion, la concentracion del
farmaco va aumentando hasta aproximadamente las 2-6 horas, y posteriormente va

descendiendo de manera gradual, detectandose concentraciones hasta las 48 horas.

Concentracion plasmatica para los animales sometidos a estudio (cabras)

Tiempo |1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.
0,08 46,41 66,70 23,62 39,37 |44,61 |40,01 43,45 13,95 32,09
0,17 165,70 |266,29 [99,45 |75,01 223,83 (115,09 |157,56 |7520 |47,73
0,25 275,40 |367,45 |150,15 132,53 [400,23 |250,11 |262,65 |109,38 |41,64
0,50 538,88 846,79 396,24 (280,72 (64593 [577,73 |547,72 |197,13 |35,99
0,75 849,39 |1411,03 | 68558 498,49 |888,58 |843,48 |862,76 |30526 |35,38
1,00 1096,60 | 1720,54 | 912,66 [859,94 |1113,11|1056,28 |1126,52 | 308,44 |27,38
1,50 1440,05 |2345,53 |1357,22 | 1210,94 |1243,88|1115,67 | 1452,22 | 452,12 |31,13
2,00 1696,04 | 2947,42 | 1583,99 |1359,19 | 1518,15|1361,66 | 1744,41 | 603,56 |34,60
4,00 1893,36 |2610,00 | 1753,04 [2198,12 | 1722,14 | 1544,63 | 1953,55 | 388,67 |19,90
6,00 1769,96 |2264,38 | 1567,54 |1725,33 |1484,87|1331,82 | 1690,65 | 323,39 |19,13
8,00 1136,55 | 844,29 |1020,64 |1183,95 |1011,89|750,18 |991,25 |166,88 |16,84
10,00 629,70 |378,78 |547,86 |506,94 |466,02 |487,61 |502,82 |83,80 16,67
12,00 286,11 | 124,59 403,08 |[301,56 |[236,22 [312,16 |277,29 |92,42 |33,33
24,00 59,00 40,42 58,36 31,26 44,72 |29,21 43,83 12,85 |29,31
32,00 36,57 26,72 | 36,06 19,02 19,64 (17,05 [2584 |8,75 33,85
48,00 14,74 14,55 18,31 8,03 8,85 7,90 12,06 |4,39 36,38

Tabla 13- Concentraciones plasmética experimentales de marbofloxacino (ug/L) en cada cabra a los
diferentes tiempos (h) tras la administracién subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% junto con sus estadisticos asociados.

Las representaciones gréaficas de las concentraciones plasmaticas obtenidas en cada
animal tras su administracion subcutdnea en solucion del polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2%, junto con los valores medios de las concentraciones plasmaticas
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(media = SD), a los distintos tiempos de extraccion,

respectivamente.

Concentracion (ug/L)
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se muestran en los Gréficos 7 y 8
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Grafico 7.- Representacién grafica de las concentraciones experimentales semilogaritmicas de
marbofloxacino obtenidas tras la administracion subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucién del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%, a cada cabra.
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Grafico 8.- Representacién grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (

SD) de marbofloxacino obtenidas tras la administracién subcutéanea de una dosis de 6 mg/kg en solucion
del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% a cabras.

La homogeneidad de los datos se ha estudiado con el test de Kruskal-Wallis como en los
casos anteriores (Tabla 14).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracidn por Animales Valor-P* 0,40

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P* 3,48 x 1008

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza

Tabla 14- Test estadisticos de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino en
solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%, administracién subcutanea de una dosis
de 6 mg/kg a cabras1

También en este caso, se han ajustado los datos experimentales a modelos
compartimentales con ponderacion respecto del inverso del cuadrado de las concentraciones.
Los mejores resultados se han obtenido para un modelo bicompartimental abierto con absorcion

(triexponencial) que es el que presenta menores valores de AIC. A su vez, los parametros
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correspondientes al ajuste, se presentan en la Tabla 15, mientras que los parametros

correspondientes al analisis no compartimental se muestran en la tabla 16.

. Animales sometidos a estudio (cabras)

Parametros

2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.
Crmax (Lg/L) | 1893,36 | 2947,42 | 2088,84 | 2198,12 | 1722,14 | 1544,63 | 2065,75 |492,90 | 23,86
Tmax (D) 4,00 2,00 6,00 4,00 4,00 4,00 4,00 1,26 31,62
Ct (MglL) |47731 |139306 | 110100 | 44402 |37113 |5980 |64105,33 |45705,82|71,30
C. (ug/l) 156,6 1021|1247 46,72 87,98 [40,72 |58,47 32,69 55,91
Ca (ug/L) |47830 |139499 | 110201 | 44490 |37308 |6168 |64248 |50067 |77,93
M (1/h) 0,3046 |0,4282 |0,2539 |0,26 0,35 0,24 0,29 0,06 19,98
A (1/h) 0,04308 | 0,04566 | 0,0281 | 0,04 0,05 0,04 0,05 0,01 14,22
ka (1/h) 0,3303 |0,4480 |0,2644 [0,28 0,40 0,51 0,40 0,11 28,34
tum (h)* 2,28 1,62 2,73 2,63 1,98 2,86 2,26
ture (h)* 16,09 [1518 |2467 |16,05 (1286 |[16,53 |[16,25
tura (h)* 2,10 1,55 2,62 2,44 1,74 1,36 1,86

*: Media armonica de los valores calculados para las semividas.

Tabla 15.- Parametros farmacocinéticos bicompartimentales deducidos tras la administracién subcutanea
de marbofloxacino en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%, a dosis de 6
mg/kg, a cada una de las cabras a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste junto con sus
valores medios y estadisticos de desviacion.

. Animales sometidos a estudio (cabras)
Parametros :

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.
ﬁgg%z/‘l) 16391,19 [8825,31 |24998,09 [22210,33 |8678,34 |6393,58 [14582,81|7810,28 |53,56
2?9?‘%0/1) 17408,00 [19965,03 |16723,67 [16195,79 |14885,03 |13473,57 [16441,85 |2223,54 (13,52
MRTsc2 () [8,44 7,07 9,11 9,58 7,50 7,75 8,24 0,97 11,82
MATsc2 (h) |5,42 4,87 5,81 6,62 4,79 4,30 5,30 0,83 15,68
Fsc2 (%) 64,50 83,21 89,60 (95,74 80,45 |58,37 78,64 14,47 18,40

Tabla 16.- Parametros farmacocinéticos no

compartimentales deducidos tras la administracién

subcutanea de marbofloxacino en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%, a
dosis de 6 mg/kg, a cada una de las cabras junto con sus valores medios y estadisticos de desviacion.
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4.5- COMPARACION DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE
MARBOFLOXACINO 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 parametros farmacocinéticos, compartimentales y
no compartimentales de marbofloxacino tras la administracién intravenosa de una dosis de 2
mg/kg via intravenosa (IV) y subcutdnea (SC), y subuctaneas de 6 mg/kg en solucién del
polimero P407 al 25% (SC1) y en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al
2% (SC2) aparecen en la Tabla 17.

Parametros v SC SC1 SC2

A (1/h) 0,14 0,10 0,04 0,05
tuaz(h) * 5,61 6,77 14,26 16,25
ka(1/h) 0,49 0,51 0,40
tyka(h) * 1,42 1,57 1,86
Crmax (LQ/L) 211495 |2730,08 |2065,75
Tmax (D) 1,08 3,00 4,00

AUCo2: (ugxhiL) 702509 |8058,12 |20919,66 [14582,81
AUCo.- (ugxhiL) 711967 |8210,73 |22369,67 |16441,85

MRT (h) 2,94 4,15 9,14 8,24
MAT (h) 1,21 6,20 5,30
Ve (Lkg) 0,52

Vss (L/kg) 0,85

V; (Lkg) 2,57

Cl (L/kg/h) 0,29

F (%) 108,08 101,58 78,64

*: Media armonica de los valores calculados para las semividas.

Tabla 17.- Valores medios de los principales pardmetros farmacocinéticos en plasma tras la
administracion de una dosis de 2 mg/kg de marbofloxacino por via intravenosa (IV) y subcuténea (SC), y
de una dosis de 6 mg/kg de marbofloxacino por via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25%
(SC1) y subcutanea en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2).

La representacion grafica de los valores medios (+ SD) experimentales de
concentracion, en escala semilogaritmica, obtenidos a los distintos tiempos de extraccion tras la
administracion de marbofloxacino por las vias IV, SC, SC1 y SC2, aparecen en el Grafico 9.
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También se han representado los valores medios (£ SD) de las tres administraciones
subcutaneas y en escala semilogaritmica en el Gréfico 10.
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Grafico 9.- Representacién grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (
SD) de marbofloxacino obtenidas tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg via intravenosa (IV) y
via subcutanea (SC), y de 6mg/kg por via subcutanea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y via
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.
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Grafico 10.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (
SD) de marbofloxacino obtenidas tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg via subcutanea (SC), via

subcutanea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407
al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

Para snslizar la existencia de diferencias significativas entre los parametros

farmacocinéticos procedentes de las diferentes vias de administracion y formulaciones del
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farmaco, se ha realizado la prueba de Kruskal-Walliss y mostrando en la tabla 18 los valores de
probabilidad obtenidos para aceptar o rechazar la hipétesis nula de igualdad del parametro. En

todos los casos se rechaza la hipotesis nula cuando el valor de P < 0,05.

Parametros | P todas las vias | P Extravascutares | Parametros P Todas las vias | P Extravasculares
A (1/h) 3,2x1004 AUCqo.24 (ugxh/L) | 2,4x1003 5,2x10-0
tyr (h) 4,7x10-04 AUCo. (ugxh/L) | 3,5x10-04 1,4x10-03
ka(1/h) 3,3x10-03 MRT (h) 3,5x10-%4

tyka (h) 3,3x1008 MAT (h) 2,7x1003
Crax (LQ/L) 0,35 F (%) 0,11

Tmax (h) 1,3x10-03

P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas,

Tabla 18.- Estudio comparativo no paramétrico (H de Kruskal-Wallis) entre los principales pardmetros
farmacocinéticos compartimentales y no compartimentales obtenidos tras la administracién de una dosis
de 2 mg/kg de marbofloxacino por via intravenosa (IV) y subcutanea (SC), y tras la administracién de una
dosis de 6 mg/kg de marbofloxacino por via subcutanea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

Como resultado de dicha prueba, se observan diferencias significativas y por tanto se
rechaza la hipdtesis nula, para todas las vias, en la semivida de eliminacién de la fase terminal
(txr), en la lambda Z (A;), en el tiempo medio de residencia (MRT) y en las areas bajo la curva
de concentracion plasmatica, tanto a las 24 horas (AUCo.24) como a tiempo infinito (AUCo.). Asi
mismo, se ha realizado la comparacion entre las tres administraciones por via extravascular: SC,
SC1y SC2 y en este caso se rechaza la hipotesis nula en todos los casos salvo para la
concentracion plasmatica maxima (Cmax) ¥ en biodisponibilidad (F%), en las que se ecepta la

igualdad entre ellas.

En aquellos casos en los que se han encontrado difererencias significativas con la
prueba de Kruskal-Wallis, se ha realizado una segunda prueba utilizando la T de Wilcoxson para
datos pareados cuyos valores de P obtenidos se muestran en la tabla 19. Como en el caso

anterior se rechaza la igualdad cuando P < 0,05.
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Parametros Psciv Psciv | Pscav | Pscusc Pscasc | Pscuscz
A (1/h) 0,160 0,035 0,035 0,036 0,036 0,100
traz (h) 0,220 0,036 0,036 0,035 0,036 0,140
ka(1/h) 0,036 0,036 1,000
tr.ka (h) 0,036 0,036 1,000
Toox (M) 0033 | 0034 | 0340

AUCo24 (ugxh/L) 0,210 0,036 | 0,036 | 0,036 0,036 0,036

AUCo. (ugxh/L) 0,210 0,036 | 0,036 | 0,036 0,036 0,036

MRT (h) 0,036 0,036 | 0,035 | 0,036 0,036 0,530

MAT (h) 0,036 0,036 0,530
P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas,

Tabla 19.- Estudio comparativo no paramétrico (T de Wilcoxson) entre los principales parametros
farmacocinéticos compartimentales y no compartimentales obtenidos tras la administracion de una dosis
de 2 mg/kg de marbofloxacino por via intravenosa (IV) y subcuténea (SC), y tras la administracién de una
dosis de 6 mg/kg de marbofloxacino por via subcutédnea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

La prueba de la suma de rangos de Wilcoxson evalUa la hipotesis de que los valores de cada
parametro, comparados entre dos vias de administracion son iguales o diferentes. Como resultado de

dicha prueba se presentan los siguientes resultados:

Comparacion de las vias extravasculares respecto la via intravenosa: para relacion SC/IV no se
observan diferencias significativas en ningun parametro, a excepcion del tiempo medio de residencia
(MRT). Para las relaciones SC1/IV, y SC2/IV se observan diferencias significativas en todos los

parametros.

Comparacion de las formulaciones extravasculares poliméricas con la formulacion extravascular
convencional: las relaciones SC1/SC y SC2/SC muestran diferencias significativas en todos los

parametros.

Comparacién de las formulaciones extravasculares poliméricas entre si: sélo se observan
diferencias significativas en las areas bajo la curva de concentracién plasmatica a las 24 horas (AUCo.24) y

a tiempo infinito (AUCo.«).

Comparacion de las formulaciones extravasculares poliméricas con la formulacion extravascular
convencional: las relaciones SC1/SC y SC2/SC muestran diferencias significativas en todos los

parametros.

Comparacion de las formulaciones extravasculares poliméricas entre si: solo se observan
diferencias significativas en las areas bajo la curva de concentracion plasmatica a las 24 horas (AUCo.24) ¥

a tiempo infinito (AUCq.-).
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4.6.- EVALUACION DE LA ABSORCION IN VIVO DE MARBOFLOXACINO
MEDIANTE DECONVOLUCION.

Las curvas plasmaticas experimentales obtenidas tras las administraciones
extravasculares de marbofloxacino en las formulaciones SC, SC1 y SC2, fueron sometidas a un
proceso de deconvolucién numérica. Para llevar a cabo dicha préactica, se utilizaron los valores
de los coeficientes y exponentes obtenidos tras el ajuste compartimental de las curvas
plasmaticas de marbofloxacino tras la administracion intravenosa. A partir de dichos parametros
se determino la funcién UIR o unit impulse response que permite evaluar la tasa de absorcién del
farmaco para cada formulacion, y estimar la cantidad del mismo que accede al compartimento

central desde el depdsito 0 zona de asorcion (WinNonlin 5,3 User’s Guide 262-299).

Tras el modelado de las curvas plasmaticas extravasculares se ha obtenido para cada
animal y dosis, la velocidad de absorcién en funcion del tiempo (mg/h) y la fraccion de dosis
absorbida, expresada como la cantidad absorbida respecto a la cantidad administrada, que es

otra forma equivalente de calcular la biodisponibilidad sistémica:

mgabsorbidos

Fraccion absorbida= _ = _
(Dosis administrada - Peso animal)

Los resultados obtenidos para cada animal, dosis y formulacion se muestran en la tabla

20 y en los graficos 11 hasta 21, respectivamente.

Parametros SC (2mg/kg) SC1 (6mg/kg) SC2 (6mgl/kg)
Tasa de absorcion maxima (mg/h) 106,42 + 38,76 63,41+ 10,73 50,07 + 13,87
Tiempo de tasa de absorcion méxima (h) | 0,48 £ 0,23 1,44 £ 0,76 1,92 £ 0,76
Cantidad total absorbida (mg) 133,92 + 47,69 375,15+ 92,83 | 276,35 + 53,63
Fraccion absorbida* 1,13+ 0,25 1,03+ 0,22 0,80 +0,17

* Equivale a la cantidad total absorbida normalizada a 2 mg/kg.

Tabla 20.- Parametros descriptores de la absorcion extravascular obtenidos tras deconvolucién numérica
para las formulaciones SC, SC1y SC2 a 2, 6 y 6 mg/kg, respectivamente, En todos los casos se ha
tomado referencia para cada animal las curvas plasmaticas obtenidas tras las administracion intravenosa
de amrbofloxacino a 2 mg/kg.
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Grafico 11.- Representacion gréafica de las velocidades de absorcion en funcién del tiempo calculadas
mediante deconvolucion numérica y obtenidas tras la administracion subcutanea de marbofloxacino a una
dosis de 2 mg/kg a cada cabra.
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Grafico 12.- Representacion gréfica de la fraccion absorbida en funcion del tiempo calculada mediante

deconvolucidn numérica y obtenidas tras la administracion subcutanea de marbofloxacino a una dosis de
2 mg/kg a cada cabra.
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Grafico 13.- Representacion grafica de la velocidad de absorcion y la fraccién absorbida promedio en
funcion del tiempo calculada mediante deconvoluciéon numérica y obtenidas tras la administracién
subcuténea de marbofloxacino a una dosis de 2 mg/kg.
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Grafico 14.- Representacion gréfica de las velocidades de absorcion en funcién del tiempo calculadas
mediante deconvolucién numérica y obtenidas tras la administracién subcutanea de la formulacion SC1

de marbofloxacino a una dosis de 6 mg/kg a cada cabra.
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Grafico 15.- Representacion gréfica de la fraccion absorbida en funcion del tiempo calculada mediante

deconvolucién numérica y obtenidas tras la administracion subcutdnea de la formulacion SC1 de
marbofloxacino a dosis de 6 mg/kg a cada cabra.
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Gréafico 16.- Representacion grafica de la velocidad de absorcion y la fraccidon absorbida promedio en
funcion del tiempo calculada mediante deconvolucion numérica y obtenidas tras la administracion
subcutanea de la formulaciéon SC1 de marbofloxacino a una dosis de 6 mg/kg.
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Grafico 17.- Representacion gréafica de las velocidades de absorcidn en funcién del tiempo calculadas
mediante deconvolucion numérica y obtenidas tras la administracion subcutanea de la formulacién SC2
de marbofloxacino a una dosis de 6 mg/kg a cada cabra.
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Grafico 18.- Representacion gréfica de la fraccion absorbida en funcién del tiempo calculada mediante

deconvolucidén numérica y obtenidas tras la administracién subcutanea de la formulacion SC2 de
marbofloxacino a una dosis de 6 mg/kg a cada cabra.
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Grafico 19.- Representacion grafica de la velocidad de absorcién y la fraccion absorbida promedio en
funcion del tiempo calculada mediante deconvoluciéon numérica y obtenidas tras la administracién
subcuténea de la formulaciéon SC2 de marbofloxacino a una dosis de 6 mg/kg.
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Graéfico 20.- Representacion gréfica de las velocidades de absorcién promedio en funcion del tiempo
calculadas mediante deconvolucién numérica y obtenidas tras la administracion subcutéanea de la
formulacion convencional (SC) de marbofloxacino a una dosis de 2 mg/kg y tras las formulaciones
poliméricas de poloxamer (SC1 y SC2) a 6 mg/kg. La figura superior equivale a las 48 horas tras la
administracion, y la inferior a las 24 horas tras la administracion.
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Gréfico 21.- Representacion gréfica de las fracciones absorbidas promedio en funcién del tiempo
calculadas mediante deconvolucion numérica y obtenidas tras la administracion subcutanea de la
formulacion convencional (SC) de marbofloxacino a una dosis de 2 mg/kg y tras las formulaciones
poliméricas de poloxamer (SC1 y SC2) a 6 mg/kg. La figura superior equivale a las 48 horas tras la
administracion y la inferior a las 24 horas tras la administracién.
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4.7- EXCRECION A TRAVES DE LA LECHE DE MARBOFLOXACINO:
ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

Las concentraciones experimentales de marbofloxacino, obtenidas en la leche de los
animales tratados con una dosis intravenosa de 2 mg/kg de peso, se muestran en la Tabla 21.
Como se puede observar, las concentraciones del farmaco son detectables hasta las 48 horas, si
bien, en la cabra 2 se puede detectar dicho farmaco hasta las 24 horas, y en la cabra 3 hasta las
32 horas. Este hecho se refleja en el Grafico 22 de las representaciones semilogaritmicas de las
concentraciones correspondientes a cada animal. En el grafico 23 se representan los valores de

concentracion promediados en escala semilogaritmica.

Concentracion excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)
1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.
1 2027,98 | 126,87 |660,18 |662,76 |1857,04 |1782,40 |1186,20 | 798,37 |67,30
2 2674,64 | 154,03 [1101,23 | 683,51 |1707,75 |1180,40 | 1250,26 |870,42 |69,62
4 1473,70 |83,64 885,63 |706,93 |1054,17 |1236,59 |906,78 |483,70 |53,34
6

8

Tiempo

698,28 41,55 374,51 [305,04 |460,41 |541,69 |403,58 |223,95 |5549
258,40 (13,64 170,27 [124,43 |179,21 [181,70 |154,61 |81,41 |52,66

10 161,80 |7,45 77,76 6429 8809 |9486 |8238 4992 60,59
12 9433 |4,45 55,17 |46,06 |56,77 |4519 |50,33 28,81 |57,24
24 13,60 2,45 8,89 8,56 19,23 13,70 11,07 575 51,91
32 6,74 2,06 5,10 10,30  |6,96 6,23 3,00 48,16
48 2,50 2,01 4,97 3,96 3,36 1,36 40,39

TABLA 21.- Concentraciones experimentales de marbofloxacino excretadas en leche, expresadas en
Mg/L, en cada cabra tras la administracion intravenosa de una dosis de 2 mg/kg junto con sus
estadisticos asociados.
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Grafico 22.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de
marbofloxacino obtenidas en leche tras la administracién de una dosis de 2 mg/kg via intravenosa.
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Grafico 23.- Representacion gréfica semilogaritmca de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino excretadas en leche tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg via

intravenosa (IV) en cabras.

Para estudiar la homogeneidad de los datos se ha realizado el test de Kruskal-Wallis al

igual que en las determinaciones de farmaco en plasma tras las administraciones anteriores y

con las mismas premisas (Tabla 22).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Animales

Valor-P*

0,222

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo

Valor-P*

2,839 x 107

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza,

Tabla 22.- Test estadistico de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino
excretadas en leche, tras la administracién de una dosis intravenosa de 2 mg/kg a cabras.

130



Resultados

En la Tabla 23, se muestran las cantidades de marbofloxacino, en microgramos,
excretadas en leche para cada animal, para los diferentes tiempos de ordefio, tras la
administracién intravenosa de 2 mg/kg de peso, junto con los estadisticos de desviacién

correspondientes.

Cantidad excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)

1 2 3 4 5 6 Media [S.D. |C.V.
1 1642,66 |69,78 |180,89 |384,40 |739,10 |1005,27 |670,35 | 590,65 |88,11
2 497,48 11,09 52,86 |84,75 68,31 |70,82 130,89 |181,38 | 138,57
4 327,16 9,03 85,02 |87,66 (2530 |150,86 |114,17 |11594 |101,55
6

8

244,40 11,22 4494 |7321 7827 |200,43 |108,74 [92,28 |84,86
41,34 3,96 919 |27,87 |[10,39 |17,81 18,43 |13,96 |75,74
10 33,98 0,97 575 6,81 13,92 23,72 1419 12,51 |88,16
12 22,64 0,71 414|276 2,27 9,04 6,93 821 118,47
24 26,66 3,85 578 10,70 (17,04 |24,46 14,75 9,56 |64,83
32 7,01 1,03 |5,15 6,39 7,45 540 259 47,99
48 4,38 4,01 4,97 8,32 5,42 1,97 36,36

Tabla 23.- Cantidad de marbofloxacino excretada en leche, en microgramos, en cada cabra tras
la administracidn intravenosa de una dosis de 2 mg/kg junto con sus estadisticos de desviacion.

Los valores de concentracion en leche obtenidos para cada cabra han sido sometidos a
andlisis no compartimental. En la Tabla 24 aparecen los parametros calculados junto con sus
valores medios y estadisticos de desviacién. También se muestran los ratios AUC eche/AUCpiasma,
Crmax-leche/ Cmax-plasma Obtenidos a partir de pardmetros farmacocinéticos no compartimentales, asi

como el porcentaje de excrecidn en leche que se calcula segun la siguiente expresion:

cantidad excretada en leche
Dosis - Peso del animal

% excrecion =100 -
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Animales sometidos a estudio (cabras)

Parametros 1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.
Crmax 2674,64 |154,03|1101,23|1101,23 706,93 |1782,40|1253,41|877,88 |70,04
Trax 2,00 2,00 [2,00 2,00 4,00 1,00 2,17 0,98 45,38
AUC 12157,58 | 731,95 | 5824,41 | 5824,41 | 4608,05 | 8290,16 | 6239,43 | 3809,68 | 61,06
MRT 4,49 577 |4,69 4,69 5,67 5,01 5,05 0,54 10,70

AUCiecne/AUCpiasma | 1,31 0,09 {091 1,00 0,58 1,30 0,86 0,47 54,07

Caxdechel Cméx-plasma | 0,68 0,03 {0,35 0,36 0,20 0,47 0,35 0,22 63,09

% excrecion 2,69 011 (0,29 0,67 0,85 1,56 1,03 0,96 93,44

TABLA 24.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales de la leche tras la administracion
intravenosa de marbofloxacino, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las cabras junto con sus
valores medios y estadisticos de desviacion.

En el Grafico 24 se representa, en escala semilogaritmica, los valores individuales de las
concentraciones de marbofloxacino, tras la administracion intravenosa de una dosis de 2 mg/kg
de marbofloxacino en plasma y en leche. En el grafico 25 se representan sus respectivos valores
medios (media £ SD). En ellos puede observarse como las concentraciones en leche de
marbofloxacino son superiores a las plasmaticas a partir de las 2 — 4 horas, y se mantienen
durante un periodo de tiempo 25 — 48 horas. La excepcion es la cabra 2 que presenta unos

valores inferiores de concentracion en todo el rango de tiempo.
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Grafico 24.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones plasmaticas experimentales
de marbofloxacino (linea roja), y las concentraciones experimentales detectadas en leche (linea gris),
obtenidas tras la administracién intravenosa de una dosis de 2 mg/kg a cada cabra por via intravenosa.
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Graéfico 25.- Representacion gréfica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en plasma (linea roja), y en leche (linea gris), tras la administracion
intravenosa de una dosis de 2 mg/kg a cabras.

134



Resultados

4.8.- EXCRECION A TRAVES DE LA LECHE DE MARBOFLOXACINO:
ADMINISTRACION SUBCUTANEA.

En la Tabla 25 se muestran las concentraciones experimentales de marbofloxacino,
obtenidas en la leche de los animales tratados con una dosis subcutanea de 2 mg/kg de peso
junto con sus estadisiticos correspondientes. Las concentraciones del farmaco en leche son

detectables hasta las 48 horas, salvo en las cabras 2 y 4, en la que se detecta hasta 32 horas.

Concentracion excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)
1 2 3 4 5 6 Media |S.D. |C.V.
1 1138,06 |348,51 |734,70 |634,21 |1624,25 | 588,64 |844,73 |460,85 |54,56
2 2264,38 |1552,65 | 1261,81 | 854,70 | 3143,21 | 1011,55 |1681,39 |871,95 | 51,86
4 1982,15 |1117,31 | 1245,07 |651,43 | 2170,33 | 1079,48 |1374,30 |582,30 |42,37
6

8

Tiempo

1053,67 |451,43 |529,31 |222,55|861,69 |243,27 |560,32 |335,16 |59,81
306,75 (171,71 249,25 |100,10 | 362,74 |109,19 216,62 |107,40 |49,58
10 163,01 |68,31 124,22 |41,87 162,56 |62,15 103,69 |53,30 |51,40
12 98,28 4488 60,27 |2586 |107,85 |3457 6195 [3398 |54,85
24 26,72 1349 19,92 885 |34,65 12,13 19,29 9,85 51,07
32 9,37 2,53 7,05 412 19,05 6,11 6,37 2,70 42,38
48 2,06 2,00 4,01 2,06 2,53 098 38,88

Tabla 25.- Concentraciones experimentales de marbofloxacino excretadas en leche, expresadas en pg/L,
en cada cabra tras la administracion subcutédnea de una dosis de 2 mg/kg junto con sus estadisticos
asociados.

Para comprobar la homogeneidad de los datos, se realiza un analisis de la varianza no

paramétrico (test de Kruskal-Wallis) como en los anélisis anteriores (Tabla 26).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracidn por Animales Valor-P* 0,8110

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P* 2,006 x 10

*Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza

Tabla 26.- Test estadistico de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino
excretadas en leche, tras la administracion de una dosis subcutanea de 2 mg/kg a cabras.

Los graficos 26 y 27 representan, en escala semilogaritmica, las concentraciones

determinadas en leche para cada cabra, y el valor promedio calculado (+ S.D.) respectivamente.
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Grafico 26.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de
marbofloxacino obtenidas en leche tras la administracién de una dosis de 2 mg/kg via subcutanea.
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Grafico 27.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (
SD) de marbofloxacino excretadas en leche tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg via
subcutanea (SC) en cabras.

Las cantidades de marbofloxacino, en microgamos, excretadas en leche para cada
animal y tiempo de ordefio, junto con los valores medios y sus estadisticos de desviacion se

reflejan en la Tabla 27.

Tiempo Cantidad excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)
1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.

1 459,78 120,21 |98,45 37419 | 474,28 |400,28 |304,53 [195,06 |64,05
2 117,75 19,32 |37,85 12,82 47,15 (119,36 |57,38 49,53 86,33
4 416,25 |147,48 | 80,93 61,89 156,26 174,88 (172,95 (127,22 |73,56
6 263,42 | 117,37 | 79,40 60,09 129,25 | 104,61 |12569 |72,03 57,31
8 70,55 26,27 |12,46 11,01 65,29 33,30 |36,48 25,81 70,75
10 27,71 15,71 |248 4,61 27,63 559 13,96 11,56 82,84
12 2241 (180 |6,75 1,86 7,98 13,41 9,04 7,85 86,90
24 26,72 16,19 |5,97 7,08 20,79 9,71 14,41 8,28 57,43
32 8,62 228 (3,03 3,79 5,16 6,66 |4,92 2,39 48,55
48 4,74 1,40 3,61 0,25 2,50 2,04 81,76

Tabla 27.- Cantidad de marbofloxacino excretada en leche, en microgramos, en cada cabra tras la
administracion subcutanea de una dosis de 2 mg/kg junto con sus valores medios y estadisticos de
desviacion.
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Los parametros farmacocinéticos no compartimentales en leche se recogen en la tabla
28 y son los mismos que los utilizados en la via intravenosa. Se han calculado de la misma
manera y se exponen la concentracion maxima de farmaco en leche (Cmax) y €l tiempo en el que
se alcanza dicha concentracion (Tmax), €l &rea bajo la curva de concentracion en leche-tiempo
(AUC) a las 24 horas y a tiempo infinito, y el tiempo medio de residencia (MRT). Ademas, en la
citada tabla se muestran los ratios AUCiecne/AUCpiasma, Cmaxleche/Cmax-plasma Obtenidos y el

porcentaje de excrecion en leche.

Animales sometidos a estudio (cabras)

Parametros -

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.
Crnax 2264,38 | 1552,65 | 1261,81|854,70 |3143,21 |1079,48|1692,71|861,90 |50,92
Tinéx 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00 2,33 0,82 34,99
AUC 12258,35 | 6415,25 | 744710 | 4144,75| 14269,59 | 5316,88 | 8308,65 | 4043,49 | 48,67
MRT 5,23 4,87 5,59 4,85 5,10 5,32 5,16 0,28 5,50

AUCieche/AUCpiasma | 0,99 0,69 0,80 0,99 1,56 0,79 0,97 0,31 32,29

Créxteche/Cméx-plasma | 0,82 0,59 0,47 0,82 1,51 0,62 0,81 0,37 46,05

% excrecion 1,34 0,34 0,24 0,25 0,83 0,88 0,64 0,44 68,61

Tabla 28.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales de la leche tras la administracién
subcutanea de marbofloxacino, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las cabras junto con sus estadisticos
de desviacion.

En el Grafico 28 se representa, en escala semilogaritmica, las concentraciones
experimentales detectadas en plasma y en leche, para cada cabra, tras la administracion
subcutanea de una dosis de 2 mg/kg de marbofloxacino. En el gréfico 29 se representan sus

respectivos valores promediados (media £ SD).
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Grafico 28.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones plasmaticas experimentales
de marbofloxacino (/inea azul), y las concentraciones experimentales detectadas en leche (linea gris),
obtenidas tras la administracién intravenosa de una dosis de 2 mg/kg a cada cabra por via intravenosa.
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Grafico 29.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en plasma (/inea azul), y en leche (linea gris), tras la administracion
intravenosa de una dosis de 2 mg/kg a cabras.

Como podemos observar en el Grafico 28, las concentraciones de marbofloxacino en leche
estdn muy equilibradas con las plasmaticas. Si bien se observan pequefias diferencias entre animales,
desde un punto de vista global las concentraciones en leche de las primeras horas son inferiores a las
plasmaticas pero, practicamente, desde las 2-4 horas las superan y se mantienen asi hasta las 32-48
horas en todas las cabras. Esta tendencia general, observable en el grafico 29 de los valores

promediados, nos indica que los niveles en leche son ligeramente superiores a los plasmaticos desde las
2 horas hasta las 24 horas.
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49.- EXCRECION A TRAVES DE LA LECHE DE MARBOFLOXACINO:
ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25%.

Las concentraciones experimentales de marbofloxacino, obtenidas en leche de los
animales tras una administracion subcutdnea de una dosis de 6 mgl/kg de peso de
marbrofloxacino en solucién del polimero P407 al 25%, se muestran en la Tabla 29 junto a sus

valores medios y parametros de dispersion.

Concentracion excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)

Tiempo -
1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.

341,28 385,63 (272,71 359,61 |955,82 43841 (458,80 249,44 |54,36

2020,29 |2641,59 |2302,51 |2289,74|1349,32 |2194,57 |2133,00 |434,19 |20,36

2892,74 | 2041,92 |4630,54 |2760,59 | 1281,14 |1477,15 |2514,01 |1224,90|48,72

1
2
4 3630,30 |3326,65 |3680,04 |3201,34|1462,80 |2168,35 |2911,58 |896,07 |30,78
6
8

2331,75 | 1263,89 |2745,39 |174591|926,12 642,61 |1609,28 |818,76 |50,88

10 1486,41 663,33 |1792,77 |1081,79|764,24 |384,66 |1028,87 |531,85 |51,69

12 1018,94 339,12 |1198,37 |696,18 |548,97 [228,29 |671,65 |379,69 |56,53

24 138,14 41,05 117,87 81,70 |63,64 29,74 78,69 42,70 | 54,27

32 31,03 11,30 16,47 17,23 10,89 10,12 16,17 7,88 48,72

48 8,04 4,07 2,13 5,46 5,16 7,62 5,41 2,21 40,82

Tabla 29.- Concentraciones experimentales de marbofloxacino excretadas en leche, expresadas
en ug/L, en cada cabra tras la administracion subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucion
del polimero P407 al 25% junto con sus valores medios y estadisticos de desviacion.

La homogeneidad de los datos se estudia mediante el test de Kruskal-Wallis (Tabla 30).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracidn por Animales Valor-P* 0,299

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P* 11,134 x 10

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza

Tabla 30.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino excretadas en
leche, tras la administracién de una dosis subcutanea de de 6 mg/kg en solucion del polimero P407 al
25% a cabras.

Los graficos 30 y 31 representan, en escala semilogaritmica, las concentraciones

determinadas en leche para cada cabra, y el valor promedio calculado (+ S.D.) respectivamente.
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Grafico 30.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones detectadas en leche, para
cada cabra, tras la administracion subuctanea de marbofloxacino en solucion del polimero P407 al 25%, a
la dosis de 6 mg/kg.
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Grafico 31.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino excretadas en leche tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg via
subcuténea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) en cabras.

En la Tabla 31, se muestran las cantidades de marbofloxacino en microgramos,
excretadas en leche para cada animal en los diferentes tiempos de ordefio, tras la administracién
subcutanea de 6 mg/kg de peso en solucion del polimero P407 al 25% junto con sus valores

promedio y sus estadisticos de dispersion.

En la tabla 32 se presentan los parametros farmacocinéticos no compartimentales
obtenidos en cada cabra, y sus promedios y estadisticos de desviacion, junto con los ratios

AUCIeche/AUCpIasma, Cméx-leche/Cméx-pIasma y el porcen’[aje de excreCién.
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Cantidad excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)

Tiempo | 1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.

1 95,56 | 74,04 |70,90 89,52 372,77 | 116,18 136,50 |116,90 |85,64
2 464,67 184,91 (168,08 |297,67 |137,63 [324,80 262,96 |123,70 |47,04
4 689,76 |805,05 | 588,81 |643,47 |277,93 |464,03 |57817 |18519 |32,03
6 561,19 |510,48 | 546,40 |607,33 |230,60 (472,69 488,12 |134,16 |27,49
8 361,42 |170,63 | 329,45 282,84 [259,31 |154,23 |259,65 |83,43 32,13
10 215,53 | 124,04 | 218,72 |157,94 221,63 |50,78 |164,77 |68,44 41,54
12 234,36 |50,87 |117,44 110,69 [139,99 (3584 [114,86 |71,10 61,90
24 165,77 |50,08 |76,61 87,17 89,10 |35,68 |84,07 45,30 53,89
32 3947 |11,41 [10,70 17,87 13,06 [12,32 |1747 11,07 63,35
48 10,85 4,68 1,49 5,61 5,94 6,93 5,92 3,05 51,60

Tabla 31.- Cantidad de marbofloxacino excretada en leche, en pg, tras la administracién subcutanea de
una dosis de 6mg/kg en solucion del polimero P407 al 25% junto con sus valores promedio y sus
estadisticos de desviacion

Animales sometidos a estudio (cabras)

Parametros -

1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.v.
Crax 3630,30 |3326,65 |4630,54 |3201,34 |1462,80 |2194,57 |3074,37 |1111,91 36,17
Trmax 4,00 4,00 6,00 4,00 4,00 2,00 4,00 1,26 31,62
AuC 30991,58 | 20877,62 | 36360,66 | 27365,20 | 15461,11 | 14482,71 | 24256,48 | 8784,52 | 36,22
MRT 8,53 6,48 8,00 7,50 8,13 6,61 7,54 0,84 11,13
AUCleche/AUCplasma | 1,72 0,75 1,40 1,17 0,82 0,84 1,12 0,39 34,65
Crax-teche/Cmax-plasma | 1,89 0,97 1,14 1,50 0,47 1,26 1,21 0,48 39,98
% excrecion 0,89 0,63 0,52 1,52 0,51 0,56 0,77 0,39 50,81

Tabla 32.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales, obtenidos para la leche, deducidos tras la
administracion subcutanea de marbofloxacino en solucion del polimero P407 al 25%, a dosis de 6 mg/kg,
a cada una de las cabras junto con sus estadisticos de desviacion.

El Gréafico 32 presenta, en escala semilogaritmica, las concentraciones experimentales

detectadas en plasma y en leche, para cada cabra, tras la administracion subcutanea de

marbofloxacino en solucion del polimero P407 al 25%, a la dosis de 6 mg/kg.
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Grafico 32.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en plasma (linea naranja), y en leche (linea gris), tras la administracién
subcutanea de 6mg/kg de marbofloxacino en solucién del polimero P407 al 25% a cabras.
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El gréfico 33 presenta los valores medios (media + SD) de las concentraciones en
plasma y en leche. Se observa que los niveles en leche son superiores a los plasmaticos desde
las 2 horas hasta las 24 horas, siendo inferiores hata las 48 horas.
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Grafico 33.- Representacion gréfica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en plasma (l/inea naranja), y en leche (linea gris), tras la administracion
subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucién del polimero P407 al 25% a cabras.

146



Resultados

410.- EXCRECION A TRAVES DE LA LECHE DE MARBOFLOXACINO:
ADMINISTRACION SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% +
CARBOXIMETILCELULOSA AL 2%.

En la Tabla 33, se muestran las concentraciones experimentales de marbofloxacino,
obtenidas en la leche de los animales tratados con una dosis subcutanea de 6 mg/kg de peso en
solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% junto con sus estadisticos de

desviacion.

Concentracion excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)
1 2 3 4 5 6 Media |S,D, |C)\V,
1 688,22 414,78 |489,38 |272,43 |1265,23 |814,28 |688,22 |355,06 | 51,59
2 1442,84 11799,12 | 1194,60 |1355,95 |2589,40 |1742,28 |1442,84 |498,32 |34,54
4 1514,30 |2660,55 |2158,41 | 2406,78 |2013,66 |1895,45 |1514,30 | 400,92 |26,48
6

8

Tiempo

1778,16 | 2033,87 |2360,00 | 2367,37 | 147526 |1871,14 |1778,16 | 347,77 | 19,56
1509,43 | 844,90 |1984,76 | 1459,95 | 1403,24 |1632,48 |1509,43 | 371,00 |24,58
10 817,72 438,73 |1603,49 | 792,27 |752,46 |1057,89 817,72 |392,96 | 48,06
12 556,24 172,08 |1373,47 |530,71 |393,67 |774,46 |556,24 |413,37 |74,32
24 51,74 18,72 146,33 |44,23 |57,50 85,19 [51,74 44,26 |85,55
32 15,71 5,09 29,98 |8,84 12,69 19,46 15,71 8,78 55,89
48 3,79 4,29 16,38 4,37 2,09 7,42 3,79 519 | 137,07

Tabla 33.- Concentraciones experimentales de marbofloxacino excretadas en leche, expresadas
en ug/L, en cada cabra tras la administracion subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucion
del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% junto con sus estadisticos de desviacion.

La homogeneidad de los datos se analiza mediante el test de Kruskal-Wallis (tabla 34).

Pruebas de Bondad de Ajuste para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracidn por Animales Valor-P* 0,8577

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P* 5,2323 x 107

* Se compara con un valor de probabilidad de 0,05 para un 95% de nivel de confianza.

TABLA 34.- Test estadistico de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino
excretadas en leche, tras la administracion de una dosis subcutanea de de 6 mg/kg en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% a cabras.

Los graficos 34 y 35 representan, en escala semilogaritmica, las concentraciones
determinadas en leche para cada cabra, y el valor promedio calculado (+ S.D.) respectivamente.
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Grafico 34.- Representacion gréafica semilogaritmica de las concentraciones detectadas en leche, para
cada cabra, tras la administracién subuctanea de 6mg/kg de marbofloxacino en solucién del polimero
P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%.
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Grafico 35.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino excretadas en leche tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg via
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) en cabras.

En la Tabla 35, se muestran las cantidades de marbofloxacino en microgramos,
excretadas en leche para cada animal en los diferentes tiempos de ordefio, tras la administracion
subcutanea de 6 mg/kg de peso en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al
2% junto con sus estadisticos de desviacién. En la tabla 36 se presentan los parametros
farmacocinéticos no compartimentales obtenidos en cada cabra, y sus promedios y estadisticos
de desviacion, junto con los ratios AUCieche/AUCpiasma, Cméax-leche/Cmax-plasma Y €l porcentaje de
excrecion.
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Tiempo Cantidad excretada en leche para los animales sometidos a estudio (cabras)
1 2 3 4 5 6 Media |S.D. C.V.

1 264,96 |105,77 | 159,54 | 62,66 733,84 |350,41 |279,53 |246,27 | 88,10
2 101,00 [122,34 | 117,07 |65,09 183,85 [138,80 | 121,36 39,52 |32,57
4 121,14 558,72 | 198,57 529,49 |644,37 |310,85 |393,86 213,41 |54,19
6 480,10 |518,64 |306,80 [520,82 |330,46 |389,20 |424,34 9505 |2240
8 407,55 [82,80 |301,68 |[131,40 |308,71 |349,35 |263,58 |127,85 |48,50
10 73,60 94,33 |232,51 160,04 129,42 |143,52 (138,90 |55,81 |40,18
12 105,69 (22,71 |208,77 |74,30 143,30 182,26 122,84 69,29 |56,41
24 60,01 18,72 109,74 [49,10 100,06 |103,65 |73,55 |36,62 [49,79
32 16,50 4,89 19,78 9,55 2296 22,83 |16,09 |7,41 46,09
48 3,37 335 |7,54 3,76 3,14 7,05 4,70 2,02 43,07

Tabla 35.- Cantidad de marbofloxacino excretada en leche, en ug, en cada cabra tras la
administracion subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en solucion del polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2% junto con sus valores promedio y sus estadisticos de desviacion.

) Animales sometidos a estudio (cabras)

Parametros -

1 2 3 4 5 6 Media [S.D. |C.V.
Crmax 1778,16 |2660,55 |2360,00 |2406,78 |2589,40 |189545 |2281,72 |364,07 |15,96
Tmax 6,00 4,00 6,00 4,00 2,00 4,00 4,33 1,51 34,74
AUC 18757,28 | 16635,94 | 30258,84 | 20706,48 | 19953,87 | 22985,07 | 21549,58 | 4756,25 | 22,07
MRT 7,87 6,11 9,70 7,46 6,70 8,32 7,69 1,27 16,45
AUCieche/AUCpiasma | 1,07 0,81 1,46 1,18 1,33 1,64 1,25 0,30 23,72
Crnax-eche/Cmax-plasma | 0,94 0,90 1,13 1,09 1,50 1,23 1,13 0,22 19,27
% excrecion 0,51 0,48 0,40 0,52 0,76 0,67 0,56 0,13 23,55

Tabla 36.- Pardmetros farmacocinéticos no compartimentales, obtenidos para la leche,
deducidos tras la administracion subcutanea de marbofloxacino en solucién del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2%, a dosis de 6 mg/kg, a cada una de las cabras junto con sus

valores promedio y sus estadisticos de desviacion.

En el Grafico 36 se representa, en escala semilogaritmica, las concentraciones

experimentales detectadas en plasma y en leche, para cada cabra, tras la administracion

subcutanea de marbofloxacino en solucion del polimero P407 al 25%, a la dosis de 6 mg/kg. En

el grafico 27 se representan sus respectivos valores promediados (media £ D).
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Grafico 36.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en plasma (/inea verde), y en leche (linea gris), tras la administracion
subcutanea de 6mg/kg de marbofloxacino en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al

2% a cabras.
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Grafico 37.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+
SD) de marbofloxacino obtenidas en plasma (linea verde), y en leche (linea gris), tras la administracion

subcuténea de una dosis de 6 mg/kg en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%
a cabras.

Como podemos observar en el Grafico 36, las concentraciones en leche de marbofloxacino son
iguales o superiores a las plasmaticas desde las 2-4 horas y se mantienen asi hasta las 24 horas en
todas las cabras menos en la cabra 3. La tendencia general, observada en el gréfico 37 de los valores
promediados, indica que los niveles en leche son superiores a los plasmaticos desde las 2 horas hasta
las 32 horas. Desde las 32 — 48 h los niveles se mantienen equlibrados.
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411.- COMPARACION DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE
MARBOFLOXACINO EN LECHE TRAS SU ADMINISTRACION VIiA INTRAVENOSA,
SUBCUTANEA, SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% Y
SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% + CARBOXIMETILCELULOSA
AL 2%.

En la Tabla 37, vienen reflejados los valores medios de los principales parametros
farmacocinéticos no compartimentales, de marbofloxacino obtenidos para la leche, tras la
administracion intravenosa de una dosis de 2 mg/kg de marbofloxacino via intravenosa (IV) y
subcutanea (SC), y tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg via subcutanea en solucién
del polimero P407 al 25% (SC1) y subcutdnea en solucion del polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2% (SC2).

Parametros v SC SC1 SC2
Crmax (nglL) 1253,41(1692,71|3074,37 |2281,72
Tmax (h) 2,17 2,33 4,00 4,33
AUC (ug*h/L) 6239,43 | 8308,65 | 24256,48 | 21549,58
MRT (h) 5,05 5,16 7,54 7,69

AUCleche/AUCplasma 0,86 0,97 1 ,12 1 ,25
Cméx-leche/Cméx-plasma 0,35 0,81 1 ,21 1 ,1 3
% excrecion 1,03 0,64 0,77 0,56

Tabla 37.- Valor medio de los parametros farmacocinéticos no compartimentales de
marbofloxacino obtenidos en leche, tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg por via
intravenosa (IV) y subcutanea (SC), y tras la administracién de una dosis de 6 mg/kg por via
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y subcutanea en solucion del polimero
P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

La representacion gréafica (en escala semilogaritmica) de los valores medios (+ SD)
experimentales de concentracion en leche obtenidos tras la administracion de marbofloxacino
por las vias IV, SC, SC1y SC2, aparecen en el Grafico 38, y en el Gréfico 39 los valores medios

(£ SD) de las tres administraciones subcutaneas.
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Grafico 38.- Representacion gréfica semilogaritmica de las concentraciones medias
experimentales (+ SD) de marbofloxacino obtenidas en leche tras la administracion de una dosis
de 2 mg/kg por via intravenosa (IV) y subcutédnea (SC), y de una dosis de 6 mg/kg por via
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y subcuténea en solucion del polimero

P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.
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Grafico 39.- Representacion gréfica semilogaritmica de las concentraciones medias
experimentales (+ SD) de marbofloxacino obtenidas en leche tras la administracion de una dosis
de 2 mg/kg por via subcutanea (SC), y de una dosis de 6 mg/kg por via subcutanea en solucion
del polimero P407 al 25% (SC1) y subcutdnea en solucion del polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.
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Para verificar la existencia o no de diferencias significativas entre los pardmetros
farmacocinéticos no compertimentales en leche obtenidos tras las administraciones de
marbofloxacino via IV, SC, SC1 y SC2, asi como las ratios leche/plasma de las areas y las
concentraciones maximas se ha realizado el test de Kruskall-Wallis. Los resultados del mismo se

muestran en la Tabla 38 en lo que a los valores de P se refiere.

. Probabilidad , Probabilidad
Parametros . ... | Parametros C
(significacion) (significacion)
Crax (ug/L) 0,027 AUCIeche/AUCplasma 0,30
Tméx (h) 0101 3 Cméx-leche/Cméx-plasma 3,8*1 0'03
AUC (ug*hiL) 5,510 % excrecion 0,75
MRT (h) 5,8*10-4 - -

P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas.

Tabla 38.- Estudio comparativo no paramétrico (H Kruskall-Wallis) entre los principales pardmetros
farmacocinéticos no compartimentales de marbofloxacino en leche, obtenidos tras la administracion de
una dosis de 2 mg/kg por via intravenosa (IV) y subcuténea (SC), y tras la administracion de una dosis de
6 mg/kg por via subcutanea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y subcuténea en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

La comparacion de los pardmetros y ratios en leche, en todas las vias de administracion
IV'y SC, SC1y SC2, para todos los animales, muestra la existencia de diferencias significativas
en los valores del area bajo la curva (AUCo.« iecne), de la concentracion maxima en leche (Cmax),
del tiempo en que se alcanza dicha concentracion (Tmax), del tiempo medio de residencia (MRT)

y del ratio entre las concentraciones maximas en leche y plasma (Cmax-eche/ Cmax-plasma)-

En cuanto al porcentaje de farmaco excretado en leche y el ratio entre las areas bajo la
curva entre leche y plasma (AUCieche/AUCpiasma), €l test no paramétrico pone de manifiesto la no

existencia de diferencias significativas entre las vias de administracion IV y SC, SC1y SC2.

Una vez realizada la prueba de Kruskal-Wallis, se realiza una segunda prueba no
paramétrica en aquellos parametros que muestran diferencias signficativas, empleando la suma

de rangos de Wilcoxson para muestras pareadas cuyos resultados se muestran en la tabla 39.
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Parametros Psciv Psciv Pscav Pscusc Pscaisc Pscuscz
Contr (1g/L) 1000|003 | 0093 |0140 0142 | 0208
Tmax () 1,000 0,054 0,089 0,119 0,095 0,773
AUC (ug*hiL) 0530 | 0036 |003% | 0,036 0036 | 0530
MRT (h) 0,675 0,036 0,036 0,036 0,036 1,000
Craxeche/ Cmax-plasma 0,036 0,036 0,036 0,293 0,059 0,401

P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas,

Tabla 39.- Estudio comparativo no paramétrico (t de Wilcoxson) entre los principales pardmetros
farmacocinéticos no compartimentales y ratios leche plasma obtenidos tras la administracion de
una dosis de 2 mg/kg de marbofloxacino por via intravenosa (IV) y subcutanea (SC), y tras la
administracion de una dosis de 6 mg/kg de marbofloxacino por via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% (SC1) y subcutdnea en soluciéon del polimero P407 al 25% +
carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

Podemos observar en dicha tabla que:

a) Comparacién entre la concentracién méxima en leche (Cmax) y el tiempo en que se
alcanza dicha concentracion (Tmax) entre vias: no se observan diferencias significativas en
ninguna via salvo en la relacion entre la via intravenosa y la SC1 del primer pardmetro, y ninguna

diferencia para el segundo.

b) Comparacion de las areas bajo la curva (AUCo.« leche) Y €l tiempo medio de residencia
(MRT): sélo se observan diferencias significativas para ambos pardmetros cuando se comparan
formulaciones convencionales con poliméricas, y viceversa, pero no se observan cuando se

comparan formulaciones convencionales entre si, 0 poliméricas entre si.

c) Comparacién de los ratios entre las concentraciones maximas en leche y plasma
(Crmax-leche/ Cmax-plasma): $6l0 hay diferencia al comparar las via extravasculares (utilizando

formulaciones convencionales o poliméricas) con la intravenosa, pero no entre ellas.
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4.12.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS-FARMACODINAMICOS OBTENIDOS
FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus.

En la Tabla 40 se muestran las concentraciones minimas inhibitorias y las
concentraciones preventivas de mutantes (ug/mL) de marbofloxacino obtenidas frente a 12
cepas de Staphylococcus aureus aisladas de la leche de cabras lactantes con infecciones
intramamarias. También se incluyen 2 cepas control de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Escherichia coli ATCC 25922. Los resultados obtenidos son MICsp = 0,12 ug/mL, MICg = 0,25
ug/mL y un rango de 0,12 — 1,00 pg/mL, MPCg = 1,00 pg/mL, rango de 0,25 — 1,00 ug/mL e
indice MPI (MPCgo/MICg0) = 4,00.

Niveles de concentracion (ug/mL de marbofloxacino),

Especies/ n | <003 006|012 |025|050 | 1,00 | 2200 | MICs | MiCs | Rango
Origen

S.aureus 0,12

Leche de Cabra 12 d 2 L 0121050 1,0

S.aureus 1 1

ATCC 29213

E.coli 111

ATCC 25922

Especies/ n | <003 006|012 025|050 | 1,00 | 2200 | MPCy | MPI | Rango
Origen

S.aureus 0,25
Leche de Cabra 12 2 4 2 4 1,00 | 2,00 1,0

S.aureus

ATCC 29213 || L MPI | 200

E.coli

ATCC 25922 | | L 15,62

Tabla 40.- Concentraciones minimas inhibitorias y preventivas de mutantes (ug/mL) de marbofloxacino
frente a 12 cepas aisladas de S.aureus y 2 cepas patron de S.aureus y E.coli, de cabras lactantes con
infecciones intramamarias.

Como se ha mencionado anteriormente, entre los ratios farmacocinético—farmacodinamicos (PK-
PD) que predicen una mejor eficacia se encuentran el AUCq24/MICso y AUCo-24/MICg asi como Crax/MICso
y Cmax/MICgo. Estos ratios calculados para cada animal en funcion de sus parametros farmacocinéticos en

plasma, junto con sus estadisticos asociados, se muestran en la Tabla 41.
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Animales sometidos a estudio (Cabras)

Via | Ratio PK-PD 1 2 3 4 5 6 Promedio | S.D. |C.V.
v AUC 024/MICso(h) 68,66 |61,30 |46,84 |42,56 |46,88 |58,00 |54,04 9,28 |17,18
SC  |AUC o.4/MICs(h) (90,04 |67,89 |67,88 |30,17 |66,76 |49,18 |61,99 18,51 90,04
SC1 | AUC g24/MICs0(h) |131,91 (204,08 | 192,29 | 170,85 | 140,76 | 125,63 | 160,92 | 30,11 | 18,71
SC2 | AUC 0.4/MICs0(h) |126,09 | 67,89 |192,29 | 170,85 66,76 |49,18 |163,08 |33,78 |20,71
v Co/MIC 59 40,36 |52,84 |36,85 |43,09 |33,12 |34,71 |40,16 721 17,94
SC | CrnaxMIC 5o 2112 120,35 20,62 |7,97 |[16,05 |13,45 |16,59 475 |21,12
SC1 | CrnaxMIC 50 14,74 126,40 |31,23 |16,40 |23,87 |13,36 |21,00 6,59 |14,74
SC2 | CrnaxMICso 14,56 |22,67 |13,48 |16,91 |1325 |11,88 |15,46 3,57 | 14,56
v AUC ¢24/MICgo(h) 17,85 [15,94 12,18 |11,07 12,19 |15,08 |14,05 2,64 |18,82
SC |AUC g.4/MICg (h) |23,41 (17,65 |17,65 |7,84 (17,36 |12,79 |16,12 527 32,71
SC1 | AUC ¢.24/MICg (h) [34,30 [53,06 [50,00 |44,42 |36,60 |32,66 |41,84 8,58 |20,50
SC2 | AUC 0.4/MICgq (h) 32,78 [17,65 |50,00 |44,42 17,36 |12,79 |29,17 15,62 | 53,56
v Co/MICqgp 10,49 (13,74 19,58 (11,20 |8,61 [9,03 [10,44 1,87 17,94
SC | CiaxMICgo 3,79 589 (351 [440 (344 |3,09 |4,02 1,02 |25,30
SC1 | CrnaxMICego 383 |686 |812 |426 [6,21 (347 546 1,88 34,39
SC2 | CrnaxMICego 3,79 589 |351 [440 (344 (3,09 |4,02 1,02 25,30

Tabla 41.- Parametros farmacocinéticos-farmacodinamicos de eficacia correspondientes a marbofloxacino

frente a aislados de Staphylococcus aureus en cabras calculados tras la administracién de una dosis de 2
mg/kg por via subcutanea (SC) y tras la administracién por via subcutdnea de una dosis de 6 mg/kg en
solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y en solucién de polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%

(SC2).

De igual forma, en lo que se refiere a los ratios farmacocinético—farmacodinamicos (PK-PD)

que previenen o reducen la aparicidn de resistencias para antibacterianos concentracion

dependientes se encuentran el AUCo.24/MPCso y AUCo.24/MPCgo y también

Cmax!MPCs y

CmaxMPCgo. Estos ratios calculados para cada animal en funcion de sus parametros

farmacocinéticos en plasma, junto con sus estadisticos asociados, se muestran en la Tabla 42.
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Animales sometidos a estudio (Cabras)

Via |Ratio PK-PD 1 2 3 4 5 6 Promedio | S.D. |C.V.

\% AUC ¢24/MPCsq (h) |35,70 |31,87 (24,36 |22,13 |24,38 |30,16 |28,10 529 18,82
SC | AUC 0.4/MPCso(h) |46,82 35,30 |35,30 |15,69 |34,71 |2557 |32,23 10,54 | 32,71
SC1 | AUC 0.4/MPCso(h) |68,59 | 106,12 199,99 |88,84 |73,20 |6533 |83,68 17,15 20,50
SC2 | AUC 0.24/MPCs (h) | 65,56 | 35,30 [99,99 |88,84 |34,71 |25,57 |58,33 31,24 | 53,56
\% Co/MPC 50 20,99 | 2748 (19,16 (22,41 (17,22 |18,05 |20,88 3,75 17,94
SC | Cinea’MPC 5 10,98 10,58 (10,72 4,15 (835 6,99 |8,63 2,71 131,36
SC1 | CraMPC 5 767 (13,73 16,24 |853 (1241 (6,95 |10,92 3,75 34,39
SC2 | CinaMPCs0 757 11,79 |701 |879 (689 6,18 |8,04 2,03 125,30
\% AUC 0.24/MPCg (h) 893 |7,97 (6,09 |553 |6,09 |754 7,03 1,32 18,82
SC  |AUC 0.4/MPCg(h) |11,71 (883 |8,82 (392 |868 6,39 |8,06 2,64 |32,71
SC1 | AUC 0.4/MPCgo(h) |17,15 [26,53 |25,00 |22,21 |18,30 |16,33 |20,92 4,29 120,50
SC2 | AUC 0.24/MPCg (h) 16,39 | 8,83 |25,00 |22,21 (8,68 6,39 |14,58 7,81 |53,56
\% Co/MPC g0 525 (6,87 |4,79 |560 [431 |451 |522 0,94 |17,94
SC | Cna’MPC g 2,75 265 268 (104 209 [175 |26 0,68 |31,36
SC1 | CrneMPC g9 1,92 1343 |406 [213 |3,10 |[1,74 |273 0,94 34,39
SC2 | CinaMPCoo 1,89 1295 (1,75 (220 (1,72 |1,54 |2,01 0,51 125,30

Tabla 42.- Parametros farmacocinéticos-farmacodinamicos que previenen la aparicién de mutantes
correspondientes a marbofloxacino frente a aislados de Staphylococcus aureus en cabras calculados tras
la administracién de una dosis de 2 mg/kg por via subcutdnea (SC) y tras la administraciéon por via
subcuténea de una dosis de 6 mg/kg en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y en solucion de
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2).
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Discusion

5.1.- INTRODUCCION.

Desde el punto de vista del analisis compartimental, los valores de concentracion
plasmatica de marbofloxacino en cabras obtenidos tras la administraciéon de la formulacién
convencional por las vias intravenosa (IV) y subcutanea (SC) asi como tras la administracion de
las dos formulaciones de liberacién controlada en polaxamer 407 al 25 % por via subcutanea
(SC1) y en polaxamer al 25 con carboximetilcelulosa al 2% también por via subcutanea (SC2),
se han ajustado a modelos mono, bi y triexponenciales utilizando una ponderacion con respecto
a los inversos del cuadrado de la concentracion. Hemos escogido esta ponderacion porque es la
que mejor ajusta los valores finales de concentracion, que son de los mas bajos, con sus
respectivos tiempos y a permite obtener valores de semivida mas aceptables (Toutain y
Bousquet-Mélou, 2004).

El modelo compartimental se ha seleccionado siguiendo el Criterio de Informacion de
Akaike (AIC) que establece una forma de escoger una funcién que sea lo mas sencilla posible
pero manteniendo un ajuste adecuado. Para ello, se establece que el mejor modelo seria aquel
que presente un valor de AIC mas bajo teniendo en cuenta que este valor es directamente
proporcional al numero de parejas de datos, a la suma de cuadrados ponderados y al niumero de
parametros de ajuste. Asumiendo pues que el niumero de parejas de datos no varia, pero que si
lo hacen la suma de cuadrados ponderados y el numero de parametros de ajuste, es de ellos de
quien depende el valor del AIC. Asi estos dos factores tienen una relacion inversa entre si, ya
que tedricamente la suma de cuadrados ponderados disminuye conforme aumentamos el
numero de parametros de ajuste. Se llega pues a una situacion de compromiso (ver formula en
pagina 87) en la que el AIC baja si desciende la suma de cuadrados a escala logaritmica y
aumenta conforme se incrementa el numero de pardmetros de ajuste a escala natural (Yamaoka
y cols., 1978a).

El modelo exponencial al que mejor se ajustan los datos de concentracion plasmatica es
el modelo bicompartimental abierto sin absorcion (dos exponenciales positivas tras la
administracion intravenosa) o con absorcion de primer orden (tres exponenciales, dos de ellas

positivas y una negativa tras la administracion subcutanea de las tres formulaciones).

Para los modelos no compartimentales se ha seguido la regla lineal-trapezoidal en la

fase ascendente y loraritmico-trapezoidal en la descendente sin ponderacién.
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5.2.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE MARBOFLOXACINO EN CABRAS.
5.2.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

Las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino a la dosis de 2 mg/kg por via
intravenosa en cabras (tabla 1), se han ajustado a un modelo bicompartimental abierto con
ponderacion inversa del cuadrerado de las concentraciones, modelo con el que hemos obtenido
en todos los casos un valor menor del AIC. Previo a este analisis se ha realizado un estudio de
nuestros datos mediante un andlisis de varianza no paramétrico (H de Kruskal-Wallis) que nos
confirmase la no existencia de diferencias entre las concentraciones plasmaticas cuando se
comparan las procedentes de los animales como fuente de variacién, mientras que por otro lado,
si se encontrasen diferencias significativas entre las concentraciones cuando la fuente de

variacion fuesen los tiempos de extraccién (tabla 2)

El modelo bicompartimental esta de acuerdo con las caracteristicas farmacocinéticas de
las fluoroquinolonas, que presentan una buena distribucion organica con una importante
penetracion a nivel intracelular (Brown, 1996). Varios estudios de administracion intravenosa de
marbofloxacino en cabras también obtienen un mejor ajuste del farmaco al modelo
bicompartimental (Waxman y cols., 2001, Waxman y cols., 2003, Waxman y cols., 2004). Otros
estudios realizados tras la administracién intravenosa de marbofloxacino en distintas especies
animales, también ajustan a un modelo bicompartimental: ovejas (Shem-Tov y cols., 1997),
vacas (Shem-Tov y cols., 1997, Ismail y cols., 2007), équidos (Carretero y cols., 2002, Gonzalez
y cols., 2007), conejos (Abo El-Sooud, K.A y cols., 2009), gatos (Albarellos y cols., 2005), perros
(Lefebvre y cols 1998) y cerdos (Ding y cols., 2010).

El ajuste al modelo bicompartimental abierto tras la administracion intravenosa de otras
fluoroquinolonas en cabras también se ha encontrado para moxifloxacino (Fernandez-Varén y
cols., 2006a), danofloxacino (AliAbadi y Lees, 2001), enrofloxacino (Rao y cols., 2002a),
pefloxacino (Abd El-Aty y Goudah, 2002), orbifloxacino (Marin y cols., 2007a), difloxacino (Marin
y cols., 2007c¢) e ibafloxacino (Marin y cols., 2007b)

El modelo bicompartimental abierto fue introducido por T. Teorell en 1937 vy
posteriormente divulgado por J. Loo y S.Riegelman (1968). Este modelo intenta reflejar el hecho
de que la distribucion del farmaco en el organismo no es un proceso instantaneo. Se caracteriza
por considerar al organismo compuesto por dos compartimentos, uno central correspondiente a

los tejidos en los que se alcanza un rapido equilibrio en la distribucion del farmaco (puede
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considerarse instantanea) y uno periférico que corresponde a los tejidos en los que el equilibrio
en la distribucién precisa un tiempo mas o menos dilatado para alcanzarse (Doménech y cols.,
1997). Dependiendo de que el proceso de eliminacién se produzca desde el compartimento
central, o desde el compartimento periférico, se obtendran distintos modelos posibles. En

nuestro caso hemos considerado que la eliminacion se produce desde el compartimento central.

El modelo bicompartimental abierto tras una dosis intravenosa, viene definido por la

siguiente ecuacion:
C — C1 . e—)\1.t + CZ . e—)\z.t (1)

Esta ecuacion adquiere diferentes valores para cada animal (Tabla 3), es por ello que
para hallar la ecuaciéon que mejor define la evolucion de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacino en la cabra, se deben llevar a cabo estudios estadisticos que permitan calcular
los valores medios para cada uno de los parametros que intervienen en la misma. Dichos valores

promedio se muestran en la Tabla 3.

Por consiguiente, la ecuacion media que define la evolucién de las concentraciones
plasmaticas experimentales, en la cabra tras la administracién intravenosa, de una dosis Unica

de 2 mg/kg de marbofloxacino, adquiere el siguiente valor:

C=350322.6% 1 178.85.e % gL )

La representacion semilogaritmica de las concentraciones individuales experimentales
(Gréfico 1), pone de manifiesto que los niveles de marbofloxacino descienden rapidamente en
una fase inicial para después hacerlo de forma mas paulatina, dando lugar a una segunda fase,
que podria considerarse monoexponencial y que se mantiene hasta el final del proceso (hasta
las 32 horas tras la administracién).

Este hecho se aprecia mas claramente al observar la representacion semilogaritmica de
las concentraciones medias experimentales (Grafico 2), en las que se diferencia una fase lineal
correspondiente a la parte media y final de la curva, y una fase inicial que es susceptible de

descomponerse en otra recta de pendiente mas pronunciada que la anterior.

La transformacion de esta recta semilogaritmica, en su ecuacion exponencial

correspondiente, desarrolla la expresion biexponencial ya indicada en la ecuacion 2. Por tanto, la
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desaparicion de marbofloxacino del plasma de cabra, esta regida por dos constantes hibridas de
disposicion. La primera de ellas, o constante de disposicion rapida (I+ o 0), rige
fundamentalmente los procesos de distribucién y la segunda o constante de disposicién lenta (I,
o0 [), los procesos de eliminacién. Una vez alcanzado el equilibrio en la distribucion, la constante
de disposicion rapida ((4), deja de tener influencia practica, por lo que se puede asumir que la
desaparicion de marbofloxacino del plasma en cabras, queda determinada por la constante de la
ultima fase o constante de disposicion lenta (0z). Por definicidn, el valor de 1 es siempre superior

al de [, (Doménech y cols., 1997).

El descenso rapido inicial de las concentraciones plasmaticas, implica una rapida
distribucion a los tejidos, durante la primera fase, seguida de una distribucion mas lenta en la

siguiente, detectandose concentraciones de marbofloxacino en plasma hasta las 32 horas.

5.2.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

A continuacion se van a comentar los parametros farmacocinéticos mas representativos

de marbofloxacino tras su administracion intravenosa a cabras (tablas 3 y 4).

5.2.2.1.- CONSTANTES HiBRIDAS DE DISPOSICION RAPIDA Y LENTA.

Las constantes 1 y [ se denominan constantes hibridas de disposicion rapida y lenta por
englobar los procesos de distribucion y eliminacidon del farmaco (Doménech y cols., 1997), si
bien la primera participa preferentemente en la distribucion mientras que la segunda lo hace en
la eliminacion. Ambas son de primer orden (Pla y del Pozo, 1974).

En el presente estudio, los valores medios de estas constantes para el marbofloxacino
han sido de 0,65 h-' y 0,14 h-' para [1 yllI,, respectivamente. Valores similares fueron obtenidos
en un estudio realizado con el mismo farmaco en cabras, concretamente 0,49 h-''y 0,10 h-

respectivamente (Waxman y cols 2001).

Las constantes hibridas de disposicion pueden relacionarse mediante la razén 1/, que
informa cual de ellas controla principalmente los procesos de distribucion y eliminacién (Pla y
Obach, 1982). Asi, cuanto més elevado sea dicho cociente, tanto mas bicompartimental puede
considerarse la distribucién del farmaco. En nuestro estudio, una relacién 04/l con un valor de

4,65 (£ 1,56), es indicativo de la diferencia existente entre ambas fases y nos indica que la
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distribucion de marbofloxacino es, preferentemente, bicompartimental y que la constante [; es la
que controla principalmente los procesos anteriormente citados, ya que los regula durante mas
tiempo.

Los estudios realizados con marbofloxacino administrado intravenosamente en cabras,
describen valores de estas constantes con el mismo orden de magnitud. En uno de ellos
obtienen un valor de 0,49 h-" para Iy y 0,097 h-! para [, (Waxman y cols., 2001), mientras que en
el segundo presentan un valor de 0,43 h-' para U1 y 0,095 h-' para [; (Waxman y cols., 2003). Un
tercer estudio realizado en cabras de 1, 3 y 6 semanas y adultas aporta valores de 0,34 h-, 0,22
h-1,0,37 h"'y 0,49 h-'para 4, y 0,072 h-1, 0,084 h-', 0,107 h-'y 0,096 h-! para [, respectivamente
(Waxmany cols., 2004).

En la cabra, para otras fluoroquinolonas también se han obtenido valores de estas
constantes. En el caso de danofloxacino, son de 1,46 h-' para [y 0,16 h-' para [, (Aliabadi y
Lees, 2001). Con moxifloxacino Fernandez-Varon y cols. (2006a) sefialan valores de 1 y [, de
7,18 h-1y 0,41 h-'. Con pefloxacino (Abd El-Aty y Goudah., 2002) se obtienen valores similares a
los de Fernandez-Varon y cols. (2006a), concretamente de 6,93 h-'y 0,43 h-' para 1 y I,. Para
otras quinolonas se han obtenidos los siguientes valores de [1 y [;: para ibafloxacino 2 h-''y 0,19
h-' (Marin y cols., 2007b) y para difloxacino, 0,92 h-'y 0,14 h-', respectivamente (Marin y cols.,
2007c).

En ovejas, marbofloxacino presenta valores para 1 de 3,49 h-' y para [; de 0,335 h-
(Shem-Tov y cols., 1997), y de 1,54 h-'y 0,175 h-' para [1 y [ Sidhu y cols. (2010), inferiores y

superiores, respectivamente, a los obtenidos en nuestro estudio.

5.2.2.2.- MICROCONSTANTES.

Las constantes [1 y [, no son las verdaderas constantes de distribucidn y eliminacién, ya
que ambas participan en los dos procesos, las denominadas microconstantes son las que

realmente los regulan.

En el modelo bicompartimental, considerando que la eliminacion del farmaco se produce
desde el compartimento central, existen tres microconstantes: la constante de transferencia del
compartimento central al compartimento periférico (ki2), la constante de retorno del

compartimento periférico al central (k21) y la constante de eliminacion desde el compartimiento
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central (k10). Podemos observar esquematicamente en la figura 1, los procesos de transferencia
del farmaco entres los dos compartimentos, central y periférico, y el de eliminaciéon desde el

central.

En este modelo, el farmaco se distribuye instantaneamente en el compartimento central,
desde el cual pasa al compartimento periférico de acuerdo con un proceso cinético de primer
orden, regido por la constante de velocidad k2 y retorna hacia el compartimento central regido
por la constante k21. Desde el compartimento central se produce la eliminacion, también regida

por una constante de primer orden la constante k1o (Doménech y cols., 1997).

Los valores medios obtenidos para dichas constantes, en el caso de marbofloxacino en
la cabra, son k12 = 0,07 h', ko1 = 0,16 h'y k1o = 0,55 h-' (Tabla 3). Esto pone de manifiesto que
para cada animal la constante de eliminacién desde el compartimento central (k1o) es la que
adquiere un mayor valor, indicando una rapida eliminacion del farmaco desde este
compartimento. Este hecho parece indicar que el farmaco, si bien accede al compartimento

periférico, tiene poca capacidad para acumularse o retenerse en el mismo.

Bolus IV
D
5 I(12
< 2
1 k

21
J/ k10

Figura 1.- Representacion esquematica del modelo bicompartimental abierto tras la

administracién intravenosa de un farmaco.

Si observamos estas constantes podemos establecer relaciones de interés, como la
relacion [/kio, que alcanza un valor de 0,25 (£0,04), y sefiala una eliminacién global del
antibacteriano desde todo el organismo, regida por una constante [ que siempre es inferior a la
verdadera constante de eliminacion (k1), lo que confirma de nuevo la adecuacién de la
disposicidn de marbofloxacino a un modelo bicompartimental dado que, como después veremos,

el volumen de distribucion aparente del compartimento central (V¢) es muy pequefio en relacion
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al volumen de distribucion aparente total en funcién del area (V;) o algo menor respecto a al

obtenido en estado estacionario (Vss).

Del estudio de la relacion ki2/k1o, se obtiene un valor de 0,13 (£0,03). Como se puede
observar, este valor es pequefio y nos indica que existe una velocidad de eliminacion del
farmaco del plasma, por metabolismo y excrecion, muy superior a la de distribucion del mismo.
Que la velocidad de eliminacion del farmaco sea muy superior a la de distribucién, no quiere
decir que el farmaco no se comporte como bicompartimental, sino que la velocidad de salida

hacia el compartimento periférico es muy inferior que la velocidad de eliminacion.

Si estudiamos la relacién entre la constante de transferencia y retorno, desde el
compartimento periférico ki2/k21, esta adquiere el valor de 0,43 (£0,26). Este resultado indica que
el farmaco accede al compartimento periférico pero retorna mas facilmente del mismo al

compartimento central, sin producirse retencion del farmaco en dicho compartimento periférico.

Del analisis de la relacion k21/kio, se obtiene un valor de 0,29 (+0,04), por lo que el
retorno del farmaco, del compartimento periférico al compartimento central, no condiciona su
eliminacién. Esto concuerda con que no existe retencion del farmaco en el compartimento

periférico.

5.2.2.3.- TIEMPO DE SEMIVIDA

La semivida de la fase de disposicion rapida (t.1) para marbofloxacino, ha sido de 1,07
horas, y la de la fase de disposicion lenta (tv,2) de 5,61 horas (Tabla 3). Esta ultima se considera
como tiempo de vida media o semivida del farmaco (Atkinson y Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier,
1982, Rowland y Tozer, 2010).

El valor de la semivida de la fase de disposicion rapida de nuestro estudio es
practicamente igual al obtenido para orbifloxacino en cabras (1,12 h; Marin y cols., 2007a), pero
superior al obtenido en otras fluoroquinolanas como moxifloxacino (0,36 h; Ferndndez-Varén y
cols., 2006a), levofloxacino (0,31 h; Goudah y cols., 2008), ibafloxacino (0,35 h; Marin y cols.,
2007b), enrofloxacino (0,112 y 0,293 h; Rao y cols,, 2002a, 2002b), ciprofloxacino (0,293 h:
Garcia Ovando, 2000).

El valor de la semivida (t2) obtenido en nuestro estudio (5,61 h) es inferior al obtenido

por Waxman y cols, 2001, para marblofloxacino en cabras (7,18 h), e inferior al obtenido con
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enrofloxacino (10,44 h Titos, 2010), pero es superior al obtenido en estudios similares
encontrados en cabras para otras fluoroquinolonas; moxifloxacino (1,94 h; Fernandez-Varén y
cols., 2006a), levofloxacino (2,95 h; Goudah y cols., 2008), danofloxacino (4,67 h; Aliabadi y
cols,, 2001, 2,97 h; Mancebo, 2011), ibafloxacino (3,76 h; Marin y cols., 2007b), enrofloxacino
(0,73 h y 1,13 h; Rao y cols., 2001, 2002), ciprofloxacino (2,72 h: Garcia Ovando, 2000).
Orbifloxacino (4,12 h; Marin y cols., 2007a), difloxacino (6,3 h 'y 4,92 h; Atef y cols., 2002; Marin
y cols., 2007c), y para pefloxacino (1,6 h; Abd El-Aty y Goudah, 2002), También se han
encontrado valores de semivida superiores a los de nuestro estudio, como ocurre con ofloxacino,

cuyo valor es de 15,55 h (Baruah y cols., 2004).

Comparando con los de otras especies animales, el ty;, del presente estudio, es inferior
al obtenido cuando se administr6 marbofloxacino a perros, gatos, burros, caballos y cerdos:
10,80 h, 7,98 h, 8,80 h, 7,56 h y 7,94 h, respectivamente (Lefebvre y cols., 1998; Alabarellos y
cols., 2005, Gonzélez y cols., 2007; Bousquet-Mélou y cols., 2002, Ding y cols., 2010)). Sin
embargo, estudios realizados en ovejas sefialan valores de ty, inferiores a los obtenidos en
nuestro estudio: 2,06 y 3,96 h (Shem-Tov y cols., 1997, Sidhu y cols., 2010) En todos los casos

se administro la misma dosis de 2 mg/kg.

En otras especies animales estudiadas el valor de ty; . fue inferior o similar al obtenido
en nuestro estudio: 4,23 y 4,60 h en terneros (Alibadi y cols., 2002; Ismail y cols., 2007), en
terneros (bufalo) 6,22 h y 4,60 (LUders y cols., 2012, Baroni y cols., 2007) y 5,78 y 6,50 h en
conejos (Abo-El-Souud y cols., 2009, Alamo, 2012).

5.2.2.4.- AREA BAJO LA CURVA.

El area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC), es un pardmetro que permite
calcular el aclaramiento plasmatico y la biodisponibilidad del farmaco tras su administracion
extravascular. Se calcula integrando, entre tiempo cero e infinito, la curva de concentracién
plasmatica-tiempo, y puede hacerse tanto por analisis compartimental (a partir de la ecuacion
general del proceso) o por andlisis no compartimental (métodos trapezoidal, logaritmico
trapezoidal, o mixto, lineal en la fase ascendente y logaritmico en la fase descendente de la
curva de concentracién plasmatica a partir de la curva experimental) como en este caso.
Yamaoka y cols. (1978b) definen los momentos estadisticos para las curvas de concentracion

plasmatica y el AUC corresponde al momento cero.
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El valor de AUC obtenido para marbofloxacino en cabras es de 7119,67 ug-h/L (Tabla 4),
este valor es inferior al obtenido por Waxman de 8440 ug-h/L (Waxman y cols., 2001) para el
mismo farmaco en cabras. Respecto a valores de AUC obtenidos en otras especies tras la
administracion de marbofloxacino en las mismas condiciones de dosis y via que en nuestro
estudio, podemos destacar que se han encontrado valores superiores de 9990 pg-h/L en ovejas
(Sidhu y cols., 2002), 9170 pg-h/L en terneros (bufalos) (Luders y cols., 2011), 8260 ug-h/L y
19100 pg-h/L caballos (Bousquet-Mélou y cols., 2002, Carretero y cols., 2002), 11270 pg-h/L en
burros (Gonzélez, 2007), 12210 pg-h/L en conejos (Abo-El Sooud y cols., 2009), 22433,33
ug-h/L en perros (Lefevbre y cols., 1998), 22560 ug-h/L en cerdos (Ding y cols., 2010, en este
estudio la dosis es de 2,5 mg/kg) y 23530 pg-h/L en gatos (Albarellos y cols., 2005)

En la cabra, con otras fluoroquinolonas, se han obtenido valores de AUC inferiores para
enrofloxacino (0,24 veces, Rao y cols., 2002), pefloxacino (0,38 veces; Abd El-Aty y Goudah,
2002) y orbifloxacino (0,85 veces; Marin y cols., 2007a), similares para danofloxacino (1,05
veces; Escudero y cols., 2007, 1,003 veces Mancebo, 2011) y superiores para la mayoria de
ellas: ciprofloxacino (1,43 veces, Garcia Ovando y cols., 2000), moxifloxacino (1,63 veces;
Fernandez-Varon y cols., 2006a), difloxacino (2,2 veces; Marin y cols., 2007c), ibafloxacino (2,3
veces; Marin y cols., 2007b), levofloxacino (3,3 veces, Goudah y cols., 2008) y ofloxacino (8,2
veces, Baruah y cols., 2004). Las dosis utilizadas fueron de 1,25 mg/kg para enrofloxacino, de
2,5 mg/kg para orbifloxacino, 4 mglkg para levofloxacino, 5 mglkg para difloxacino,
moxifloxacino, y ofloxacino, de 6 mg/kg para danofloxacino, de 10 mg/kg para ciprofloxacino y

pefloxacino y de 15 mg/kg para ibafloxacino.

5.2.2.5.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA.

El tiempo medio de residencia o MRT es un parametro farmacocinético que tiene una
significacion similar al tiempo de semivida ya que equivale a la inversa de una constante de
eliminacion y se obtiene dividiendo el area bajo la curva tiempo-concentracion plasmatica
(AUMC) entre el area bajo la curva (AUC). Ambas pueden areas pueden obtenerse por
integracion entre cero e infinito de las curvas compartimentales o bien como hemos sefialado
para el AUC mediante analisis no compartimental por medio del célculo de las areas
trapezoidales como es nuestro caso. Se corresponde con el momento estadistico uno (Yamaoka
y cols., 1978b)
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En el presente estudio se ha obtenido un valor de MRT de 2,94 horas (Tabla 4). Este
resultado es practicamente igual al obtenido tras la administracién de difloxacino (3,59 h; Marin y
cols., 2007¢) y enrofloxacino en cabras (3,47 h: Titos, 2010). También es comparable al obtenido
en un estudio realizado en cabras tras la administracion de 40 mg/kg de enrofloxacino junto con
probenecid (3,15 h; Rao y cols., 2002b). Otros estudios en cabras dan como resultado valores
inferiores; 2,18 h para danofloxacino a 6 mg/kg (Mancebo, 2011), 2,73 h (Abo El-Sooud, 2003) y
0,97 h tras la administracion de 2,5 mg/kg de enrofloxacino (Rao y cols., 2002a), y algo
superiores cuando se administro una dosis de 5mg/kg pero en cabras angoras (4,13 h;
Muammer y cols., 2001). El resultado obtenido en nuestro estudio también es comparable con el
obtenido en ovejas (3,29 h; Shem-Tov y cols., 1997; 4,11 h; Sidhu y cols., 2010).

Valores de MRT muy superiores a los obtenidos en nuestro estudio se han sefialado en
7,44 y 5,33 h en terneros (Alibadi y cols., 2002; Ismail y cols., 2007), 9,22 y 6,51 h en terneros
(bufalos) (Luders y cols., 2012, Baroni y cols., 2007) en caballos (5,96 h; Bousquet-Mélou y 6,35
h; Carretero y cols., 2002), burros (10,62 h; Génzalez, 2007), gatos (11,19 h; Alabarellos y cols.,
2005), perros (14,10 h; Lefebvre 1998) y conejos (8,41 h; Abo-El-Souud y cols., 2009).

En cuanto a otras fluoroquinolonas estudiadas en cabras, se han obtenido de MRT
superiores para danofloxacino (5,39 h; Aliabadi y Lees, 2001) y ofloxacino (22,47 h; Baruah y
cols., 2004), e inferiores para pefloxacino (1,07 h; Abd El-Aty y cols., 2002), ibafloxacino (1,50 h;
Marin y cols., 2007b; dosis de 15 mg/kg), moxifloxacino (1,81 h; Fernandez-Varén y cols., 2006a)
y orbifloxacino (2,75 h; Marin y cols., 2007a, dosis de 2,5 mg/kg).

5.2.2.6.- ACLARAMIENTO PLASMATICO.

El aclaramiento plasmético (Cl) puede calcularse a partir de las curvas de niveles
plasmaticos, recurriendo a métodos modelo-dependientes, basados en los modelos
compartimentales y fisioldgicos, o utilizando métodos modelo-independientes basados en la
estimacion del AUC (Doménech y cols., 1997). En nuestro estudio, se ha calculado el Cl en
funcion del area bajo la curva mediante analisis no compartimental. El valor obtenido ha sido de
0,29 L/kg/h (Tabla 4) que es muy similar al obtenido por Waxman y cols. (2001 y 2003) de 0,23 y
0,24 L/kg/h, respectivamente.

Se han encontrado valores proximos a los descritos por nosotros en otros animales. Asi,

se obtuvieron valores de Cl de 0,20 L/kg/h en terneros (bufalos) (Luders y cols., 2011) y en
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conejos (Abo-El Sooud y cols., 2009), en terneros de 0,21 L/kg/h (Alibadi y cols., 2002), y en
caballos de 0,25 L/kg/h (Bousquet-Mélou y cols., 2002).

Se han sefialado valores inferiores para otras especies, con valores de 0,090 L/kg/h para
gatos (Albarellos y cols., 2005), de 0,096 L/kg/h en perros (Lefevbre y cols., 1998) y de 0,10
L/kg/h en burros (Gonzélez 2007), y superiores en oveja con 0,48 L/kg/h (Sidhu y cols., 2010).

Estudios con otras fluoroquinolonas en cabras sefialan valores inferiores para ofloxacino,
0,14 L/kg/h (Baruah y cols., 2004) y para levofloxacino 0,18 L/kg/h (Goudah y cols., 2008),
similares para enrofloxacino (0,235 L/kg/h Titos 2010) y difloxacino (0,32 L/kg/h; Marin y cols.,
2007c), pero superiores para el resto: 0,4 L/kg/h para moxifloxacino y orbifloxacino (Fernandez-
Varon y cols., 2006a; Marin y cols., 2007a), 0,57 y 0,75 L/kg/h para danofloxacino (Aliabadi y
Lees, 2001, Mancebo 2011), 1,05 L/kg/h para ibafloxacino (Marin y cols., 2007b), 1,18 L/kg/h
para ciprofloxacino (Garcia Ovando y cols., 2000) y 3,6 L/kg/h para pefloxacino (Abd El-Aty y
Goudah, 2002).

5.2.2.7.- VOLUMENES DE DISTRIBUCION APARENTE.

Hemos obtenido tres valores de los volimenes de distribucion aparente para
marbofloxacino (tabla 4), el correspondiente al compartimento central (V¢ = CL/k1o), el obtenido
en funcion del area o de [, (V; = CL/%;) y el obtenido en estado estacionario (Vss = CL x MRT). El
volumen de distribucion en el compartimento central corresponde al compartimento desde el que
se elimina el farmaco y que en nuestro caso alcanza un valor medio de 0,52 L/kg. Siempre es
menor que cualquiera de los otros dos que son volumenes de distribucidn totales del organismo,
el de distribucién en estado estacionario (Vss) adquiere un valor de 0,85 L/kg , en tanto que el de
distribucion aparente en funcion del &rea bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (V-),
alcanza un valor de 2,57 L/kg. Como se puede observar estos valores indican que el farmaco
tiene una excelente distribucién en tejidos y fluidos en la especie objeto de nuestro estudio. Las
diferencias obtenidas entre los volumenes de distribucién son consecuencia de los métodos
empleados para su célculo que ya hemos sefialado. En general, el volumen de distribucion es
util para transformar concentraciones en cantidades de farmaco en el organismo y viceversa. El
Vss es valido en aquellos momentos en que la curva de nivel plasmatico esta en zonas proximas
a la inflexion y, por supuesto, durante la misma (Vss = Ve + Vp) al considerar un equilibrio

estacionario en la distribucion, en tanto que el V; es valido en una zona méas amplia de la curva
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de nivel plasmatico y, de alguna manera, minusvalora la fase inicial ya que asume una pérdida
de farmaco en funcién de [, colapsando a lo que seria equivalente a un modelo

monocompartimental (Doménech y cols., 1997).

No todas las publicaciones sefialan estos tres volumenes de distribucion aparente,
siendo tal vez el Vss el que mas aparece. Asi, Waxman y cols. (2001, 2003 y 2004), tras la
administracion de la misma dosis de 2 mg/kg, en cabras sefianan valores de de 1,31, 1,19y 1,31

L/kg, respectivamente, para el Vss.

Otros estudios realizados con marbofloxacino han descrito valores de V. para otras
especies animales, aunque son inferiores a los presentados en nuestro estudio, concretamente
en terneros 1,2 L/kg (Alibadi y cols., 2002), terneros (bufalos) 1,8 L/kg (Liders y col., 2012),
caballos 2,83 L/kg (Bousquet-Mélou y cols., 2002), y ovejas 2,59 L/kg (Sidhu y cols., 2010).

Estudios de otras fluoroquinolonas en cabras han sefialado valores de V; inferiores para
moxifloxacino (1,44 L/kg, Fernandez-Varén y cols., 2006a) y enrofloxacino (1,29 L/Kg, Rao y
cols., 2000, 3,68 L/kg Titos 2010) y superiores para danofloxacino (7,87 L/kg, Escudero y cols.,
2007) e ibafloxacino (5,86 L/kg, Marin y cols., 2007b). Importante es resaltar que el ibafloxacino

fue administrado, a cabras, a una dosis de 15 mg/kg.

En relacion al volumen de distribucion en el estado estacionario (Vss), se han sefialado
valores similares o ligeramente superiores a los presentados en nuestro estudio para diferentes
especies animales. En ellas se han observado valores cercanos a 1L/kg en el caso de ovejas
(1,09 L/kg, Sidhu y cols., 2010), 1,65 L/kg para terneros (bufalos) (Liiders y cols., 2011), 1,01
L/Kg para gatos (Albarellos y cols., 2005), 1,3 L/kg en perros (Lefevbre y cols., 1998), 1,17 y 1,48
L/kg en caballos (Carretero y cols., 2002, Bousquet-Mélou y cols., 2002), 1,15 en burros
(Gonzalez, 2007), 1,65y 1,99 L/kg en conejos (Abo-El Sooud y cols., 2009, Alamo, 2012) y 1,3
L/kg en cerdos (Ding y cols., 2010).

Respecto a otras fluoroquinolonas en cabras, Fernandez-Varén y cols. (2006a),
obtuvieron un valor inferior de Vss (0,79 L/kg) para moxifloxacino, mientras que los valores
publicados para otras fluoroquinolonas estudiadas han sido del mismo orden de magnitud: 1,13
L/kg para orbifloxacino (Marin y cols., 2007a), 1,16 L/kg para difloxacino (Marin y cols., 2007c),
1,31 L/kg para el marbofloxacino (Waxman y cols., 2001), 1,65 L/kg para ibafloxacino (Marin y
cols., 2007b), y superiores de 2,85 L/kg para ofloxacino (Baruah y cols., 2004), 3,02 L/kg y
1,6 L/kg para danofloxacino (Aliabadi y Lees, 2001, Mancebo, 2012), 3,37 L/kg para
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ciprofloxacino (Garcia Ovando y cols., 2000), y 5,14 L/kg para pefloxacino (Abd El-Aty y Goudah,

2002). Estos valores demuestran que las quinolonas se distribuyen ampliamente en tejidos.

5.3.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO EN CABRAS.
5.3.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

La evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino, tras Ila
administraciéon subcutanea de 2 mg/kg en cabras (tabla 5), se ha ajustado, igual que tras la
administracion intravenosa, a un modelo bicompartimental abierto pero en este caso con
absorcién de primer orden. Como en el caso anterior se han ponderado los datos con respecto a
los inversos de los cuadrados de las concentraciones. En todos los casos estudiados el valor de

AIC indica un mejor ajuste a este modelo bicompartimental abierto (triexponencial).

Igual que en la administracion intravenosa, y tras un analisis de la varianza no
paramétrico (tabla 6), se ha verificado la homogeneidad de los datos obteniéndose que, la Unica
fuente de variacién, es el tiempo y no los animales por lo que se manifiesta homogeneidad en las

concentraciones a un tiempo determinado para todos los animales.

En la literatura no existen estudios compartimentales en cabras tras la administracion de
marbofloxacino via subcutdnea. El Unico estudio encontrado realiza un analisis no

compartimental de las concentraciones plasmaticas (Waxman y cols., 2007).

El modelo bicompartimental hallado en nuestro estudio se ha obtenido también tras la
administracion subcutanea a cabras de otras fluoroquinolonas. Es el caso de orbifloxacino (Marin
y cols., 2007a), difloxacino (Marin y cols., 2007b), enrofloxacino (Titos, 2010) y danofloxacino
(Mancebo, 2011)

Diferentes estudios realizados cabras por via subcutanea han dado como resultado un
ajuste a un modelo monocompartimental para moxifloxacino (Ferndndez-Varén y cols., 2006a).
En otras especies, y para marbofloxacino, se han encontrado buenos ajustes a modelos
bicompartimental abierto en conejos (Alamo 2012), y tricompartimental en caballos (Bousquet-
Mélou y cols., 2002). Otros estudios, también con marbofloxacino en otras especies animales

muestran sélo analisis no compartimentales.

Cuando se administra un farmaco por via extravascular (oral, intramuscular, subcutanea,

transdérmica, etc.) el modelo bicompartimental puede esquematizarse como se indica en la
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figura 2, en la cual se considera la variacion instantanea de concentracién en el compartimento

central:
Administracion Extravascular
D
k12
S
k
A 2 1 < 2

k21
lk10

Figura 2.- Representacion esquematica del modelo bicompartimental tras la administracion
extravascular de un farmaco.

Este modelo consta de dos compartimentos con una zona de deposito del farmaco (zona
A) desde la que se produce la absorcion. EI modelo bicompartimental abierto tras la

administracién de una dosis subcutanea, viene definido por la siguiente ecuacion:
. —t —K,t
C=C,-e™+C,-e™"-C, e (6)

Dicha ecuacion adquiere valores distintos en cada animal, los cuales se muestran en la

Tabla 7 junto con sus valores medios y estadisticos de desviacion.

Por tanto, la ecuacion que describe la evolucién de las concentraciones plasmaticas de
marbofloxacino, tras su administracion subcutanea, obtenida con los parametros medios, adopta

el siguiente valor:
C=8526,83-¢ " +208,36-e """ —873519-e "' Lg/L (7)

La representacion directa de las concentraciones medias experimentales para cada
animal en escala semilogaritmica y para las concentraciones medias (Gréaficos 3 y 4), pone de
manifiesto que los niveles de marbofloxacino aumentan rapidamente durante la primera fase de
absorcion del farmaco alcanzando su maximo alrededor de las 0,75 — 1,5 horas, para descender
rapidamente en la fase posterior, hasta las 12 horas aproximadamente y, a partir de este
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momento disminuyen de forma mas lenta, dando lugar a una tercera fase, que podria
considerarse monoexponencial y que se mantiene hasta el final del proceso (hasta las 32 horas
tras la administracion). Este hecho se aprecia mas claramente al observar la representacion
semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (Grafico 4), en la cual tras la
administracion del farmaco via subcutanea, con una cinética de absorcion de primer orden,

aparece una curva triexponencial, cuya fase terminal puede considerarse recta.

La transformacion de esta recta semilogaritmica, en su ecuacién exponencial
correspondiente, desarrolla la expresion triexponencial ya indicada en la ecuacion 7, siendo
representativa cada exponencial de los procesos que sufre el farmaco: absorcién, regida por la
constante de absorcidn (ka), disposicion rapida, descrita por la constante de disposicion rapida
(1), rige fundamentalmente los procesos de distribucion, y la disposicion lenta que viene dada

por la constante de disposicion lenta (I2), que rige los procesos de eliminacion principalmente.

La ecuacion 7 resulta valida para definir la evolucion temporal de las concentraciones
plasmaticas de marbofloxacino en cabras, tras su administracion subcutanea. Sin embargo, esta
ecuacién no es valida, para el calculo de los parametros farmacocinéticos que caracterizan la
evolucién del farmaco en la cabra, ya que estos Ultimos vienen definidos por el estudio tras la
administracion intravenosa. Sin embargo, vamos a comentar algunos pardmetros obtenidos de

esta ultima ecuacion, ya que pueden dar una informacion interesante.

5.3.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por andlisis compartimental y no
compartimental para marbofloxacino, se muestran en las Tablas 7 y 8 respectivamente, y van

referidos a cada animal, junto con los valores medios y estadisticos asociados.

5.3.2.1.- TIEMPOS DE SEMIVIDA.

Aligual que en la via intravenosa, se ha calculado el tiempo de semivida de las fases de
disposicion rapida (tx1) y de disposicion lenta (tvz), considerado este ultimo valor como tiempo
de semivida del farmaco (Atkinson y Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier, 1982). Estos valores son
de 1,22y 6,77 h, respectivamente (Tabla 7). Estos valores son ligeramente superiores, aunque

muy similares, a los obtenidos tras la administracion intravenosa, lo cual, puede ser indicativo de
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que, a priori, el proceso de absorcion, no se convierte en un factor limitante de la eliminacién

como en los modelos flip-flop.

En cabras, se han presentado valores del t;,1 referentes a otras fluoroquinolonas. En
estos estudios se obtuvieron valores superiores e inferiores de ty,1, concretamente de 2,19 h

para difloxacino y 1,10 h para orbifloxacino (Marin y cols., 2007c; Marin y cols., 2007a).

En cuanto al ty., el valor obtenido en nuestro estudio es ligeramente superior al
obtenido en otro estudio similar realizado en cabras, que sefiala un valor de 5,74 h (Waxman y
cols., 2007), aunque en este caso los datos fueron ajustados Unicamente a analisis no

compartimental, lo cual podria justificar estas diferencias.

Valores de ty;, superiores se han obtenido en caballos, con un valor promediado de
10,41 h (Bousquet-Melou y cols., 2002) a igualdad de dosis, y similares en conejos (6,50 h

Alamo, 2012) y terneros (bufalos) (6,20 h Liiders y cols., 2012) también a la misma dosis.

Respecto a otras fluoroquinolonas en cabras, se han registrado semividas superiores a
las halladas en nuestro estudio; con difloxacino (7,33 h; Marin y cols., 2007c), e inferiores con
orbifloxacino (4,99 h; Marin y cols., 2007a), danofloxacino (1,50 h y 4,09 h; Mancebo, 2011 y
Escudero y cols., 2007) y moxifloxacino (2,98 h; Fernandez-Varon y cols., 2006a). En otro

estudio (Titos, 2010) se han obtenidos valores superiores de 14,42 h.

5.3.2.2.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA.

Otro parametro a tener en cuenta tras la administracion subcutanea es el tiempo en que
se alcanza la concentracion plasméatica maxima o tiempo méximo (Tmax). El valor de este
parametro ha sido de 1,25 h (Tabla 7). El Tmax €s independiente de la dosis administrada, pero si
se modifica en funcién de la forma farmacéutica administrada y la via de administracion, ya que

depende de la constante de absorcion.

En el estudio realizado por Waxman y cols (2007) en cabras, se sefiala un valor de Tmax
de 1,25 h, numericamente igual al obtenido en nuestro caso. Este resultado ha sido superior al
indicado para caballos, 0,72 h (Bousquet-melou y cols., 1998) y para conejos de 0,50 h (Alamo,
2012), sin embargo para otras fluoroquinolonas, estudiadas en cabras, se han encontrado

valores superiores, para orbifloxacino (1,25 h; Marin y cols., 2007a), para danofloxacino (1,64 h;
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Escudero y cols., 2007), para moxifloxacino (2,42 h; Fernandez-Varon y cols., 2006a) y para
difloxacino (3,37 h; Marin y cols., 2007c).

En cuanto a la concentracion plasmatica maxima (Cmax), €l valor obtenido para
marbofloxacino en cabra, ha sido de 2114,95 pg/L (Tabla 7). Waxman y cols. (2007), tras la
administraciéon de la misma dosis a cabras obtuvieron una Cmax comparable de 1770 gL, y
también comparable a la obtenida en conejos (1643 pg/L; Alamo 2012). Por el contrario, en
caballos, también a igualdad de dosis, la Cmax obtenidad es, aproximadamente, la mitad, con un
valor de 1070 ug/L (Bousquet-Mélou y cols., 2002). Para otras fluoroquinolonas descritas en
cabras, se han obtenido valores comparables de Cmax con los de nuestro estudio, como ocurre
con moxifloxacino (1804,23 ug/L; Fernandez-Varon y cols., 2006a) y orbifloxacino (1850 ugiL;
Marin y cols., 2007a), si bien las dosis fueron 5y 2,5 mg/kg respectivamente. Por otro lado, se
han obtenido Cmax inferiores con difloxacino (1330 upg/L; Marin y cols., 2007¢c) y danofloxacino

(1050 uglL; Escudero y cols., 2007) con dosis de 6 mg/kg.

5.3.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA DE ABSORCION.

La ecuacion 7 define la evolucién de las concentraciones plasmaticas, tras la
administracion subcutanea de marbofloxacino en cabras. Las constantes de absorcion y
eliminacién, que se extraen de dicha ecuacion no son reales, sino aparentes. En este caso, la
constante de absorcidn aparente (ka) es 1,42 h-' (Tabla 7) y la semivida asociada a la misma
(tyxa) de 0,49 h.

Si comparamos el valor obtenido para tyxa con el obtenido para t1/2, intravenoso, que es
5,61 h (Tabla 3), podemos observar como este ultimo es casi 23 veces mayor, lo que indica que

la fase de absorcion no condiciona la eliminacion de marbofloxacino en la cabra.

Sélo se dispone de valores de ka para marbofloxacino tras su administracion subcutanea
en caballos con un valor de 4,33 h-'al que le corresponde un tya de 0,116 h (Bousquet-Mélou y
cols., 2002) y de 6,51 h-' al que le corresponde un tya de 0,11 h (Alamo, 2012). Como podemos
observar, estos Ultimos valores son superiores e inferiores para ka y tua respectivamente, a los
hallados en nuestro estudio, por lo que la absorcién de marbofloxacino, tras su administracion

subcutanea, es mucho més rapida en caballos y conejos que en las cabras.
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Por el contrario, en cabras y tras la administracién subcutanea de difloxacino (Marin y
cols., 2007c), de moxifloxacino (Fernandez-Varén y cols., 2006a) y de enrofloxacino (Titos,
2010), a dosis de 5 mg/kg; de danofloxacino (Mancebo, 2011), a dosis de 6mg/kg y de
orbifloxacino (Marin y cols., 2007a), a dosis de 2,5 mg/kg, el tya es de 2,19 h; 1,71 h; 2,28 h;
1,33 hy 0,63 h, respectivamente, por lo que la absorcion de estas cinco fluoroquinolonas es mas

lenta.

5.3.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y BIODISPONIBILIDAD.

El AUC, obtenida tras la administracion subcutanea, alcanza un valor de 8210,73 pg-h/L
(Tabla 8). Este valor es muy similar al obtenido en el estudio de Waxman y cols. (2007), en el
que, a igualdad de dosis, se obtiene un valor de 8150 ug-h/L. Por tro lado, en caballos, en
igualdad de condiciones que en nuestro estudio, se obtiene un AUC practicamente igual a la
cabra (7940 pg-h/L; Bousquet-Mélou y cols., 2002).

El valor del AUC permite calcular la biodisponibilidad (F) del farmaco, tras la

administracién subcutanea, mediante la siguiente ecuacion:

AUCy g /DEV

F% =100 - —— g
AUCO IV/DIV @)

Donde el subindice EV hace referencia a las vias extravascualres empleadas, en

nuestro la subcutanea en formulacién convencional o SC.

La biodisponibilidad obtenida es muy elevada, del orden del 108,08% + 27,67 (Tabla 8),

lo que indica que, posiblemente, todo el farmaco accede a la circulacion sistémica.

En cabras, Waxman y colaboradores obtienen un valor de 96 % (calculado a paritr de los
datos obtenidos en sus publicaciones; Waxman y cols., 2001 y 2007), y en caballos Bousquet-
Mélou y cols. (2002) obtuvieron un valor del 97,6 %.

Otras fluoroquinolonas estudiadas en cabras, tienen una biodisponibilidad similar, tras su
administracion subcutanea: 90,16% el difloxacino (Marin y cols., 2007c), 99,55% para
danofloxacino (Mancebo, 2011) y 108,96% para orbifloxacino (Marin y cols., 2007a).
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5.3.2.5- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRTsc) Y TIEMPO MEDIO DE
RESIDENCIA DE ABSORCION (MATsc).

El MRTsc obtenido presenta un valor medio de 4,15 h (Tabla 8). Este parametro es 1,4
veces mayor que el descrito tras la administracion intravenosa (2,05 h; Tabla 4). Esta
circunstancia es la esperada dado que este tiempo medio de residencia engloba todos los

procesos, tanto los de eliminacién como los de absorcion.

En cabras se han encontrado valores de MRT similares a los hallados en nuestro estudio
para marbofloxacino a la misma dosis, concretamente de 4,80 h, (Waxman y cols., 2007),
comparables con los obtenidos en conejo de 3,98 h (Alamo, 2012), pero inferiores a los
obtenidos en ternenos (bufalos) (8,83h Liiders y cols., 2012) y en caballos (8,66 h, Bousquet-
Mélou y cols., 2002).

En la cabra, se obtienen valores inferiores para orbifloxacino (3,58 h; Marin y cols.,
2007a) y pefloxacino (2,12 h; Abd El-Aty y Goudah, 2002), similares para danofloxacino (4,39 h;
Mancebo, 2011 y 4,51 h; Escudero y cols., 2007), y superiores para moxifloxacino (6,15 h;
Fernandez-Varon y cols., 2006a), enrofloxacino (6,06 h; Titos, 2010) y difloxacino (7,26 h; Marin
y cols., 2007c).

Las dosis utilizadas para algunas fluoroquinolonas fueron distintas a las utilizadas en
nuestro estudio. Asi, en el caso de orbifloxacino se administré una dosis de 2,5 mg/kg de peso,
para moxifloxacino, difloxacino y enrofloxacino de 5mg/kg, para danofloxacino 6 mg/kg, y para

pefloxacino 10 mg/kg. .

En la Tabla 8, se presentan los valores de MATsc junto a los de MRTsc tras la inyeccién
subcutanea; en tanto que el MRT intravenoso aparece en la Tabla 4. El valor del tiempo medio
de residencia de absorcion se obtiene mediante la diferencia entre el tiempo medio de residencia
extravascular y el intravenoso (MATsc = MRTsc — MRT). A la vista de los resultados obtenidos
para cada uno de estos parametros en los distintos animales, se puede apreciar como en todas
las cabras el valor de MATsc es inferior al del MRT intravenoso. Si se consideran los valores
medios obtenidos, el MRT intravenoso (2,95 h) resulta ser entorno a 2,43 veces superior al
MATsc (1,21 h). También tras el estudio de estos pardmetros parecer extraerse que la absorcion,
tras la administracion subcutanea de marbofloxacino, no condiciona su eliminacién, como ya

sefialamos al hablar del tiempo de semivida.
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No se han encontrado descritos valores de MAT para marbofloxacino en cabras y en
otros animales. Estudios con otras fluoroquinolonas en cabras han descrito valores de MAT
similares para orbifloxacino a 6 mg/kg (0,89 h; Marin y cols., 2007a) y mayores a los encontrados
en nuestro estudio en el caso de danofloxacino a 6 mg/kg (2,01 h; Escudero y cols., 2007 y 2,24
h; Mancebo, 2011), de enrofloxacino a 5mg/kg (2,3 h; Titos, 2010), de moxifloxacino (4,31 h;
Fernandez-Varon y cols., 2006a) y de difloxacino (3,67 h; Marin y cols., 2007¢) administrados a 5

mg/kg, resultando ser estos ultimos dos valores superiores a sus respectivos MRT intravenosos.

5.4.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO EN SOLUCION DEL
POLIMERO P407 AL 25% EN CABRAS.

5.4.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

La evolucidbn de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino, tras la
administracion subcutanea de 6 mg/kg en solucidén del polimero P407 al 25% (en adelante
formulacion SC1) a cabras (tabla 9), se ha ajustado a un modelo bicompartimentalabierto con
absorcion de primer orden. En este caso también se han ponderado los datos con respecto a los
inversos de los cuadrados de las concentraciones. En todos los casos estudiados, el valor del

AIC nos indica que el mejor ajuste es al modelo bicompartimental abierto (triexponencial).

Como en casos anteriores, y tras un analisis de la varianza no paramétrico (tabla 10), se
ha verificado la homogeneidad de los datos obteniéndose que, la Unica fuente de variacion es el
tiempo, por lo que se manifiesta homogeneidad a un tiempo determinado en las concentraciones

para todos los animales.

Para nuestro conocimiento, en la literatura no existen estudios farmacocinéticos
realizados con marbofloxacino en férmulas de liberacion retardada o controlada como es el caso
de la formulacién SC1. Hay descrito un estudio de moxifloxacino en conejos, el cual se
administré subcutaneamente en solucion del polimero P407 al 30%. En este estudio, el analisis
farmacocinético realizado fue no compartimental (Carceles y cols., 2006). Por otro lado, si
hemos encontrado referencias con otras fluoroquinolonas en cabras, Marin y cols. (2010a), Titos
(2010) y Mancebo (2011) describieron la farmacocinética de la misma formulacion en solucion
del polimero P407 al 25% con difloxacino, enrofloxacino y danofloxacino, respectivamente. En
ambos estudios el modelo compartimental descrito para la formulacion SC-P407 fue

bicompartimental y en algunos casos tricompartimental Mancebo (2011).
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El modelo bicompartimental abierto tras una dosis subcutanea (Figrura 2), viene definido
por la ecuacion 6 (pagina 178) y adquiere valores distintos en cada animal (Tabla 11) vy, por
tanto, considerando los valores medios de los parametros farmacocinéticos, la ecuacion que
mejor describe la evolucién de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino en

formulacion SC1 en cabra, tras su administracién subcutanea, es la siguiente:

C=77123,00-e%%" +101,25-e %" —87667,00-e " ,g/L 9)

En los Graficos 5 y 6, se representan las concentraciones individuales para cada animal
en escala semilogaritmica, y las medias experimentales. Puede observarse como los niveles de
marbofloxacino aumentan durante la primera fase de absorcion del farmaco, descienden
rapidamente en la fase posterior y, a partir de este momento disminuyen de forma més paulatina,
dando lugar a una tercera fase, que podria considerarse monoexponencial y que se mantiene
hasta el final del proceso (desde las 24 hasta las 48 horas tras la administraciéon). Este hecho se
aprecia mas claramente al observar la representacion semilogaritmica de las concentraciones

medias experimentales (Gréafico 6).

La transformacion de esta recta semilogaritmica, en su ecuacién exponencial
correspondiente, desarrolla la expresion triexponencial indicada en la ecuacion 9, con tres fases
exponenciales: absorcion, regida por la constante de absorcion (Ka), disposicion rapida, descrita
por la constante de disposicion rapida ([1), rige fundamentalmente los procesos de distribucion, y
la disposicion lenta que viene dada por la constante de disposicion lenta (iz), que rige los

procesos de eliminacion.

5.4.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis compartimental y no
compartimental, de marbofloxacino en formulacion SC1, se muestran en las Tablas 11 y 12.
Todos los parametros van referidos a cada animal y a sus valores medios y estadisticos
asociados.
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5.4.2.1.- TIEMPOS DE SEMIVIDA.

El tiempo de semivida de la fase de disposicién rapida (t..1) para marbofloxacino ha sido
de 2,21 h y el de la fase de disposicion lenta (tx2), considerado como tiempo de vida media o
semivida del farmaco (Atkinson y Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier, 1982), ha sido de 14,26 h
(Tabla 11).

El tx.1 obtenido resulta ser casi 1,8 y 1,6 veces superior a los obtenidos tras la
administracion intravenosa y subcuténea sin polimero (Tablas 3y 7). En cuanto al t12,2, resulta
ser casi tres veces superior al obtenido tras la administracion intravenosa (5,61 h; Tabla 3), y
casi el doble al obtenido tras la administracién subcutanea sin polimero (6,89 h; Tabla 7). Esto
puede ser indicativo de que el proceso de absorcién, a diferencia de la administracion
subcutanea sin polimero, puede ser un factor limitante de estos procesos, principalmente del de
eliminacion.

Si comparamos la semivida obtenida al administrar marbofloxacino en formulacién SC1,
con los valores obtenidos en el caso de otras fluoroquinolonas administradas con la formulacién
SC1 en cabras, el aumento de la semivida respecto a las vias intravenosa y SC sin polimero fue,
en el caso de difloxacino de 5,23 h (IV); 5,69 h (SC) y 32,36 h (SC1) (Marin y cols., 2010a), para
enrofloxacino de 10,44 h (IV); 12,42 h (SC) y 19,97 h (SC1) (Titos, 2010), y para danofloxacino
de 2,97 h (IV); 1,5 h (SC) y 8,26 h (SC1) (Mancebo, 2011). En nuestro caso, este incremento del
parametro para marbofloxacino, si bien es de similar magnitud (de 2 a 4 veces) es ligeramente

inferior al observado con la misma formulacién para las fluoroquinolonas anteriores.

5.4.2.2.- TEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA.

El Tmax ha resultado ser 3,0 h (Tabla 11). Si lo comparamos con el Tmax obtenido en la

via subcuténea sin polimero (1,08 h; Tabla 7), resulta ser casi tres vecs superior.

Un valor algo superior, concretamente de 4,92 h, se obtuvo en conejos cuando se
administré moxifloxacino en solucién del polimero P407 al 30%, que resultd ser unas 6 veces
superior al obtenido sin polimero por via subcutanea (Cérceles y cols., 2006). Lo mismo puede
decirse para la administracién de enrofloxacino por via subcutanea en solucién SC1 en cabras,

resultando un valor de Tmax de 4,03 h (Titos, 2010) y para difloxacino de 3,6 horas (Marin y cols.,
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2010a). Para danofloxacino, en la misma formulacién, se obtuvo un valor inferior de 1,42 h
(Mancebo, 2011)

La Cmax, Obtenida para marbofloxacino en formulacién SC1 en cabra, ha sido de 2730,08
Mg/L (Tabla 11), muy similar a la Cmax alcanzada tras la administracion subcuténea sin polimero
(2157,15 uglL; Tabla 7). Teniendo en cuenta que la administracion de marbofloxacino junto con
polimero se hizo a una dosis tres veces superior (6 mg/kg, en lugar de 2 mg/kg), asi, el valor
obtenido resulta un tercio inferior a lo esperado. Sin embargo, ha de tenerse en cuenta que la

formulacion es distinta, y que las fases de ingreso pueden ser diferentes (liberacién y absorcién).

En el estudio realizado en conejos por Carceles y cols. (2006), en el que se administro
una dosis de 30 mg/kg de moxifloxacino en solucion del polimero P407 al 30%, se obtuvo una
Cmax inferior a la nuestra concretamente de 1830 pg/L, concentracion similar a la hallada cuando

se administrd moxifloxacino sin polimero (1610 pg/L).

Para otras fluoroquinolonas administradas en cabras con la misma formulaciéon SC1, el
valor de Cnmax obtenido fue similar para enrofloxacino con 2935,74 pg/L (15 mg/kg, Titos, 2010) y
para difloxacino con 2970 pg/L (15 mg/kg, Marin y cols., 2010a), pero inferior al obtenido con
danofloxacino de 4260 pg/L (18mg/kg, Mancebo, 2011)

En nuestro experimento la concentracion inicial alcanzada por via intravenosa, de
5221,20 pg/L, a una dosis de 2 mg/kg, es aproximadamente 1,35 veces superior a las
concentraciones maximas experimentales alcanzadas cuando se administré una dosis de 6

mg/kg junto con polimero via subcutanea.

5.4.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA DE ABSORCION.

Tras la administraciéon de marbofloxacino en formulacién SC1 a cabras, se ha obtenido
un valor aparente de la constante de absorcion (ka) de 0,51 h-' (Tabla 11) y de la semivida
asociada a la misma (tyka) de 1,57 h (Tabla 11). Si los comparamos con los valores de ka y de
tvka Obtenidos tras la administracion subcutanea sin polimero; 1,86 h-' y 0,40 h (Tabla 7),
podemos observar como la absorcion es 4,3 veces mas lenta cuando se administra el farmaco
en formulacién SC1. De ahi las propiedades del polimero en retardar la liberacion del farmaco y

por tanto en alcanzar la circulacién sanguinea mas lentamente.
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Para la misma formulacion SC1 en cabras, con enrofloxacino (Titos, 2010), se
obtuvieron unos valores de ka de 0,31 h' y de tya de 2,28 h, mientras que por via subcutanea
sin polimero fueron de ka = 0,46 h-'y de tyka = 1,52 h. Para danofloxacino (Mancebo, 2011) se
obtuvieron valores de ka de 0,55 h-', y un tua de 1,34 h, mientras que por via subcutanea sin
polimero fueron de ka = 0,55 h' y de tyka = 1,33 h. Podemos observar como la absorcion es 1,5
veces mas lenta para enrofloxacino cuando se administra el farmaco en formulacion SC1, pero

similar cuando se utiliza danofloxacino.

5.4.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y BIODISPONIBILIDAD.

El valor de AUC, obtenido tras la administracion subcutéanea de una dosis de 6 mg/kg de
marbofloxacino en formulacion SC1, fue de 20919,66 ug-h/L (Tabla 12). Muy similar al obtenido
para danoflocaxino, en cabras, a la dosis de 18 mg/kg en la formulacion SC1 (Mancebo, 2011),
de 21540 pg-h/L. Sin embargo para enrofloxacino, y difloxacino, administrados en formulacién
SC1 a una dosis de 15 mg/kg cada uno (Titos, 2010, Marin y cols., 2010a), los valores
alcanzados fueron muy superiores, 37483,41 ug-h/L y 41500 ug-h/L respectivamente.

Comparada con las vias subctutanea sin polimero e intravenosa, el AUC es 2,6 y 2,9
veces mayor respectivamente, teniendo en cuenta que se ha administrado una dosis tres veces

superior con la formulacion SC1.

La biodisponibilidad obtenida ha sido del 101,58 % (+ 15,87, Tabla 12). Como podemos
observar, la asociacién del polimero no parece afectar a la biodisponibilidad, ya que el valor
obtenido cuando se administrd el farmaco por via subcutanea sin polimero fue del 108,08%
(Tabla 8), reduciéndose menos de un 5% si se compara con la via con la via intravenosa. La
disminucion de la biodisponibilidad si se detecta, sin embargo, en el estudio realizado en conejos
cuando se utilizé el polimero P407 al 30% junto con moxifloxacino tras su administracion
subcutanea (Carceles y cols., 2006), y en cabras, con la misma formulacién SC1, para
enrofloxacino (55,81%, Titos, 2010), difloxacino (72,58%, Marin y cols., 2010a), y danofloxacino
(89,20%, Mancebo, 2011)
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54.2.5.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRTsci) Y TIEMPO MEDIO DE
RESIDENCIA DE ABSORCION (MATsc).

El valor medio del MRTsc1 alcanza un valor de 9,14 h (Tabla 12). Este parametro es 2,51
veces mayor al descrito tras la administracion intravenosa (2,94 h; Tabla 3). Igualmente, es casi

1,85 veces superior al obtenido via subcutanea sin polimero (4,15 h; Tabla 7).

En la Tabla 12, se presentan los valores correspondientes a los MRTsc1 y el tiempo
medio de absorcion (MATsc1) subcutaneos cuando se administré marbofloxacino en formulacién
SC1; en tanto que el MRT intravenoso aparece en la Tabla 4. A la vista de los resultados
obtenidos para cada uno de estos parametros en los distintos animales, se puede apreciar como
todos los animales, excepto la cabra 2, presentan un valor de MATsc1 superior al MRT
intravenoso. Si se consideran los valores medios obtenidos, resulta que el MATsc1 en
formulacion SC1 (6,20 h) resulta entorno a 2,10 veces superior al MRT intravenoso (2,94 h). De
ello se concluye que, en principio, la absorcion, tras la administracion subcutanea de

marbofloxacino en formulaciéon SC1, puede comportarse como factor limitante de la eliminacién.

5.5.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO EN SOLUCION DEL
POLIMERO P407 AL 25% + CARBOXIMETILCELULOSA AL 2% EN CABRAS.

5.5.1.- MODELO FARMACOCINETICO.

La evolucion de las concentraciones plasmaticas de marbofloxacino, tras Ila
administracion subcutanea de 6 mg/kg en solucion del polimero P407 al 25% +
carboximetilcelulosa al 2 % (en adelante formulacién SC2) a cabras (tabla 13), se ha ajustado a
un modelo bicompartimentalabierto con absorcién de primer orden. Como en los casos
anteriopres también se han ponderado los datos con respecto a los inversos de los cuadrados de
las concentraciones. En todos los casos estudiados, el valor del AIC nos indica que el mejor

ajuste es al modelo bicompartimental abierto (triexponencial).

También se ha verificado la homogeneidad de los animales (tabla 14) mediante el test
de Kruskal-Wallis obteniéndose que, el tiempo es la unica fuente de variacion, por lo que se

manifiesta las concentraciones a cada tiempo de extraccion en los animales son homogéneas.

Para nuestro conocimiento, en la literatura no existen estudios farmacocinéticos

realizados con marbofloxacino en formulas de liberacion retardada como es el caso de la
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formulacion SC2, pero este resultado concuerda con lo que hemos encontrado con la
formulacion SC1. Un estudio con una formulacion de moxifloxacino con P407 al 30%, es el ya
comentado de Carceles y cols., (2006) en conejos, pero realizan un analisis no compartimental.
Si las hemos encontrado con otras fluoroquinolonas en cabras, enrofloxacino (Titos, 2010),
danofloxacino (Mancebo, 2011) y difloxacino (Escudero y cols., 2011), donde realizan analisis

compartimental y no compartimental.

Para hallar la ecuacién que mejor define la evolucién de las concentraciones plasmaticas
de marbofloxacino en la cabra, se deben llevar a cabo estudios estadisticos que permitan
calcular los valores medios para cada uno de los parametros que intervienen en la misma. De
este modo, los parametros calculados para cada animal, junto con los estadisticos
correspondientes, deducidos a partir de las concentraciones plasmaticas experimentales, se
muestran en la Tabla 15, y en la ecuacion 10 se define la evolucion de las concentraciones
plasmaticas experimentales, en la cabra tras la administracion subcutanea, de una dosis Unica

de 6 mg/kg de marbofloxacino en formulacién SC2 en cabra, adquiere el siguiente valor:
C =29163 40 - e *®' + 5847 - "®" —64248,00- %" 1g/L (10)

El Grafico 7, representa las concentraciones individuales para cada animal en escala
semilogaritmica. Puede observarse como los niveles de marbofloxacino aumentan durante una
primera fase (absorcién del farmaco), descienden rapidamente en la fase posterior y, a partir de
este momento disminuyen de forma més paulatina, en una tercera fase, que podria considerarse
monoexponencial y que se mantiene hasta el final del proceso (hasta las 48 horas tras la
administracion). Este hecho se aprecia mas claramente al observar la representacion

semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (Grafico 8).

La transformacion de esta recta semilogaritmica, en su ecuaciéon exponencial
correspondiente, desarrolla la expresion triexponencial indicada en la ecuacion 10, con tres fases
exponenciales: absorcion, regida por la constante de absorcion (Ka), disposicion rapida, descrita
por la constante de disposicion rapida (11) y la disposicion lenta que viene dada por la constante

de disposicién lenta (1)
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5.5.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

A continuacion se van a comentar los parametros farmacocinéticos mas representativos
de marbofloxacino en formulacion SC2 tras su administracion subcutanea a cabras. Los
parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis compartimental para cada uno de los
animales y para las concentraciones medias se muestran en las Tablas 15 y 16 para el modelo

bicompartimental y el no compartimental, respectivamente.

5.5.2.1.- TIEMPOS DE SEMIVIDA.

Se ha calculado para marbofloxacino los tiempos de semivida de la fase de disposicion
rapida (t.1) y de la fase de disposicion lenta (t1.2), al igual que se hizo para la via intravenosa y

las subcutaneas anteriores. Estos valores son de 2,26 y 16,25 h, respectivamente (Tabla 15).

El tya1 (2,26 h) resulta ser casi 1,7 veces superior al obtenido tras la administracion
intravenosa. Si lo comparamos con las administraciones subcutaneas con y sin el polimero P407
podemos observar que el valor de 1 es 1,02 y 1,50 veces superior, respectivamente. Por
tanto, esta formulacién SC2 de marbofloxacino no ralentiza el t;1 respecto a cuando se

administra con la formulacion SC1, pero si a cuando se administra sin polimero.

En cuanto al t12,2, el valor obtenido (16,25 h; Tabla 15) resulta ser 2,90 veces superior al
obtenido tras la administracién intravenosa (5,61 h, tabla 3). Igualmente, si la comparamos con
las vias subcutaneas sin y con el polimero P407, el resultado es 1,7 y 1,14 veces superior. Esto
puede ser indicativo de que el proceso de absorcidn, a diferencia de la administracién

subcutanea sin polimero, puede ser también un factor limitante de la eliminacion.

Si comparamos la semivida obtenida al administrar marbofloxacino en formulacién SC2,
con los valores obtenidos en el caso de otras fluoroquinolonas administradas con la formulacion
SC2 en cabras, el aumento de este valor respecto a la via intravenosa y SC sin y con polimero
fue, en el caso de difloxacino de 5,23 h (IV); 5,69 h (SC); 32,36 h (SC1) y 35,19 h (SC2) (Marin y
cols., 2010a, Escudero y cols., 2011), en el caso de enrofloxacino de 10,44 h (IV); 12,42 h (SC);
19,97 h (SC1) y 48,30 h (SC2) (Titos, 2010), y para danofloxacino fue de 2,97 h (IV); 1,5 h (SC);
8,26 h (SC1) y 7,47 h (SC2) (Mancebo, 2011). Por lo tanto, el alargamiento de la semivida

esperado en el caso de marbofloxacino vuelve a ser sustancialmente menor al esperado,
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teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la misma formulacién para ofras

fluoroquinolonas (sobre todo para enrofloxacino).

5.5.2.2.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA.

El Tmax ha resultado ser 4,00 h (Tabla 15). Si lo comparamos con el Tmax obtenido en la

via subcuténea sin polimero (1,08 h; Tabla 7), resulta ser casi 4 veces superior.

Un valor algo similar se encontré para la administracién de enrofloxacino por via
subcutanea en solucién SC2 en cabras, resultando un valor de Tmax de 4,33 h (Titos, 2010) y
para difloxacino de 2,9 horas (Escudero y cols., 2011). Para danofloxacino, en la misma

formulacion, se obtuvo un valor inferior de 2,33h (Mancebo, 2011)

La Cmax, Obtenida para marbofloxacino en formulacion SC2 en cabra, ha sido de 2065,75
Mg/L (Tabla 15), 1,3 veces inferior a la obtenida cuando se administré por via subcutanea en
formulacion SC1 (2730,08 pg/L; Tabla 11); y similar a la Cmax alcanzada tras la administracion
subcutanea sin polimero (2157,15 ug/L; Tabla 7), e inferior a la extrapolada por via intravenosa
(5221,20 ug/L; Tabla 3). Hay que tener en cuenta que la administracion del farmaco con las
formulaciones controladas SC1 y SC2 se hizo a una dosis de 6 mg/kg, 3 veces superior a

cuando se administrd sin polimero.

Para otras fluoroquinolonas administradas en cabras con la misma formulacién SC2, el
valor de Cmax obtenido fue similar para enrofloxacino con 2037,22 pg/L (15 mg/kg Titos, 2010),
para difloxacino con 2670 pg/L (15 mg/kg, Escudero y cols., 2011), y para danofloxacino con
2830 pg/L (18mg/kg, Mancebo, 2011)

5.5.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA DE ABSORCION.

Tras la administracion de marbofloxacino en formulacion SC2 a cabras, se ha obtenido
una constante de absorcion aparente (ka) de 0,40 h-' y una semivida asociada a la misma (txa)
de 1,86 h (Tabla 15). Al comparar esta tyka Y ka con las obtenidas tras la administracion
subcutanea de marbofloxacino en formulacién SC1 (1,57 h y 0,51 h-'; Tabla 11) podemos
observar la absorcion es 0,78 veces mas lenta. También existen diferencias al compararla con la

tyka Y ka cuando se administra el farmaco via subcuténea sin el polimero P407 (0,49 hy 1,42 h-1;
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Tabla 7), resultando en el caso que nos ocupa, una absorcion aproximadamente 5,55 veces mas

lenta. Ello se debe a que esta formulacion retarda la liberacion del farmaco.

Para la misma formulacion SC2 en cabras, con enrofloxacino (Titos, 2010), se
obtuvieron unos valores de ka de 0,33 h-' y de tyxa de 2,21 h, con la formulacién SC1 fueron para
ka de 0,31 h'' y para tya de 2,28 h (similares), mientras que por via subcutanea sin polimero
fueron de ka = 0,46 h-' y de twa = 1,52 h. Para danofloxacino (Mancebo, 2011) se obtuvieron
valores para ka de 0,42 h', y un tuka de 1,68 h, mientras que por via subcutanea con y sin
polimero fueron de ka = 0,55 "'y de tyka = 1,33 h y ka = 0,55 h' y de tyka = 1,34 h (similares).
Podemos observar como la absorcién es mas lenta para enrofloxacino cuando se administra el
farmaco en formulacién SC1 y SC2 (similares entre ellas), respecto a la subcutanea sin
polimero. Para danofloxacino, sin embargo, la absorcion es mas lenta para la formulacién SC2
respecto a la SC1 y subcuténea sin polimero (similares entre ellas). Para marbofloxacino, la
absorcion es més lenta para la formulacion SC2 respecto a la SC1, y mucho menor respecto a la

subcutanea sin polimero (5,5 veces inferior).

5.5.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y BIODISPONIBILIDAD.

El AUC, obtenida tras la administracion subcutdnea de una dosis de 6 mg/kg de
marbofloxacino en formulacion SC2, alcanza un valor de 16441,85 ug-h/L (Tabla 16),
ligeramente inferior al obtenido con la formulacién SC1 (2730,08 ug-h/L, Tabla 12) y casi dos
veces superior al obtenido por via subcutanea sin polimero (8210,73 ug-h/L, Tabla 8) a una

dosis tres veces inferior.

La biodisponibilidad obtenida ha sido del 78,64 (+ 14,47, Tabla 16). Como podemos
observar, la asociaciéon al polimero P407 de la carboximetilcelulosa parece afectar a la
biodisponibilidad obtenida cuando se administro el farmaco via subcutanea en formulaciéon SC1
101,58 % (+ 15,87, Tabla 12). Lo mismo puede decirse si comparamos el valor descrito tras la
administracion via subcuténea sin polimero 108,08% + 11,00 (Tabla 8).

Estos resultados indican que la biodisponibilidad obtenida parece afectarse por la
utilizacién, o no, de la carboximetilcelulosa como aditivo al polimero por via subcutanea para
marbofloxacino, al igual que ocurre con otras fluoroquinolonas, donde si se detecta una
disminucion de la biodisponibilidad, en funcién de la formulacion SC2 y SC1 respecto a la

subcutanea sin polimero. Para enrofloxacino se obtienen unos valores para la formulacién SC2,
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SC1 y subcuténea sin polimero de 52, 83%, 55,81% y 71,00% (Titos, 2010), para difloxacino de
52,14% 72,58% y 81,74%, (Marin y cols., 2010a, Escudero y cols., 2011), y para danofloxacino
de 73,04%, 89,20% y 99,55% (Mancebo, 2011).

5.5.2.5- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRTscz) Y TIEMPO MEDIO DE
RESIDENCIA DE ABSORCION (MATsc2).

Por otro lado, el MRTsc2 alcanza un valor de 8,24 h (Tabla 16). Este parametro es casi
2,8 veces mayor al descrito tras la administracion intravenosa (2,95 h; Tabla 4). Igualmente, es
casi 1,75 veces superior al obtenido via subcutanea sin polimero (4,15 h; Tabla 8), y 0,9 veces

superior al obtenido con el polimero P407 en la formulacién SC1 (9,14 tabla 12).

En la Tabla 12, se presentan los valores correspondientes a los MRTsc2 y el tiempo
medio de absorcion (MATsc2) subcutaneos cuando se administré marbofloxacino en formulacion
SC2; en tanto que el MRT intravenoso aparece en las Tabla 4. A la vista de los resultados
obtenidos para cada uno de estos parametros en los distintos animales, se puede apreciar como
todos los animales presentan un valor de MATsc2 superior al MRT intravenoso. Si se consideran
los valores medios obtenidos, el MRT intravenoso (2,95 h) resulta ser inferior al MATsc2
subcuténeo tras la administracion de marbofloxacino en formulacion SC2 (5,30 h). De ello se
concluye que, en principio, la absorcidn, tras la administracion subcutanea de marbofloxacino en
formulacion SC2, puede comportarse como factor limitante de la eliminacidn, al igual que ocurre

con la administracién del farmaco via subcutanea con polimero P407.

5.6.- COMPARACION ENTRE ADMINISTRACIONES.

La disposicion plasmatica de marbofloxacino para todas las vias estudiadas, intravenosa
y subcutaneas (en solucion acuosa, en solucién del polimero P407 al 25% o formulaciéon SC1 'y
en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% o formulacién SC2) se
ajustan mejor a un modelo bicompartimental abierto, existiendo en las vias extravasculares una

constante de absorcion de primer orden.

Las representaciones graficas de las concentraciones experimentales (Grafico 9 y 10)
sugieren diferencias en el comportamiento del antimicrobiano en cuanto a las fases de ingreso,

ya sea administrado por via subcuténea sin polimero, ya sea administrado en formulacion SC1 o

191



Discusion

SC2. Esto se refleja en un retraso de la absorcion cuando se administra con alguna formulacion
de liberacién retardada, lo cual influye en las fases de disposicion, donde parece haber
diferencias significativas en las pendientes de las curvas en las fases terminales. Pero para
poder cuantificar esta afirmacion es necesario comparar los parametros farmacocinéticos
obtenidos en cada caso, entre ellos, la semivida en la fase terminal t112,2, el tiempo medio de
residencia MRT, la constante de absorcion ki, la concentracion maxima alcanzada por via
extravascular con su tiempo asociado Cmax Y Tmax, €l tiempo medio de absorcion MAT, el area
bajo la curva de niveles plasmaticos AUC y la biodisponibilidad F(%). La existencia de
diferencias significativas se ha comprobado mediante un estudio estadistico no paramétrico (H
de Kruskall-Wallis), cuyos resultados se muestran en la Tabla 18. Una vez realizada dicha
prueba, se realiza una segunda prueba en aquellos pardmetros que muestren diferencias
significativas, utilizando la suma de rangos de Wilcoxson para muestras pareadas cuyos

resultados se muestran en la tabla 19

5.6.1.- SEMIVIDA EN LA FASE TERMINAL (t12:.2).

Puede observarse en los valores presentados en la tabla 18 que existen diferencias
significativas en los valores de la semivida (p < 0,05) entre la via intravenosa y las vias
subcutaneas cuando se administra el farmaco sin y con formulacién SC1 o SC2. Tras estos
resultados se realiza un segundo analisis mediante la suma de rangos de Wilcoxson (tabla 19),
que indica que los valores de t12,, son similares para formulaciones convencionales entre si y
para las poliméricas entre si, pero diferentes cuando se comparan entre ellas, tal y como cabria

esperar.

La existencia de diferencias entre las semividas medias en la fase terminal para la via
intravenosa y las extravasculares con polimero P407 puede explicarse, posiblemente, porque la
fase de absorcion en estas Ultimas influye lo suficiente en la fase de eliminacion del farmaco

(factor limitante) lo que hace que este se elimine méas lentamente (figura 3).

192



Discusion

Semivida en la fase terminal
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Figura 3.- Tiempos de vida media (t12,;) obtenidos en la cabra tras la administracion de
marbofloxacino via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea
en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

5.6.2.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT).

El MRT se comporta de forma diferente a las semividas descritas anteriormente. Puede
observarse en las tablas 18 y 19 la existencia de diferencias significativas entre ellos (p < 0,05).
En la tabla 17 se observa que el MRT es mayor en las vias extravasculares respecto la via
intravenosa para las administraciones subcutaneas sin y con polimero en las formulaciones SC1
y SC2 respectivamente. Esto indica que la permanencia del farmaco es mayor tras la
administraciéon subcutanea y en las dos formulaciones de liberacién retardada, y como las
concentraciones plasmaticas parecen descender mas lentamente en la fase terminal de la curva,
tras estas administraciones (graficos 9 y 10), puede ser que la fase responsable del incremento
en el MRT sea la fase de ingreso (la absorcién) y no la de eliminacion (disposicion).

A continuacion (Figura 4), se presentan de forma gréfica los valores de MRT de la via

intravenosa y subcutanea con y sin polimero:
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Figura 4.- Tiempo medio de residencia (MRT) obtenido en la cabra tras la administracion de
marbofloxacino via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea
en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

5.6.3.- CONSTANTE DE ABSORCION (Ka).

Cuando comparamos los resultados obtenidos en la administracién subcutanea de
marbofloxacino sin polimero con los obtenidos en las formulaciones retardadas (Tablas 18 y 19),
se encuentran diferencias significativas (p < 0,05). Los valores medios de la constante de
absorcién en las diferentes vias y formas de administracion de marbofloxacino en cabras se
describen en la Tabla 17. Podemos observar que la velocidad de ingreso del farmaco (entendida
como la suma de las velocidades de eliminacion desde la zona de inyeccion, y de absorcion
desde dicho punto hasta la sangre, Toutain y cols., 2004a ), serd menor cuando se administra en
formulacion SC1 o SC2, de esta manera, la constante de absorciéon en la formulacion
convencional resulta 4,07 y 5,2 veces mayor que las formulaciones SC1 y SC2 respectivamentey

la disminucién es del orden de 0,24 y 0,19 veces respectivamente.

Comparado con los resultados obtenidos para enrofloxacino y danofloxacino (Titos,
2010, Mancebo, 2011), la disminucion es del orden de 0,66 veces para la formulacion SC1 y
0,65 veces para la formulacion SC2 en el primero respecto a la subcutanea sin polimero, sin
embargo, en el segundo, no hay diferencias para la formulacién SC1, pero si para la SC2, del

orden de 0,65 veces mas lenta.
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Figura 5.- Constante de absorcion (ks) obtenida en la cabra tras la administracion de
marbofloxacino via subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% +
carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

5.6.4.- TIEMPO MAXIMO (Tmsx) Y CONCENTRACION MAXIMA (Crmsx).

En la Tabla 17 se muestran los valores de Tmax ¥ Cmax de las tres formulaciones
subcutaneas. Se puede apreciar (Tablas 18 y 19) que existen diferencias significativas (p <
0,05) entre los valores de los tiempos, pero no en los de las concentraciones (p = 0,05) con la
formulacion subcutanea convencional y las formulaciones retardadas. Como se puede observar,
se obtienen similares Cmax y un mayor Tmax cuando se administra el farmaco en formulaciéon SC1

y SC2 respectivamente.

El mayor valor de Tmax medido cuando se administra marbofloxacino en las dos férmulas
de liberacién retardada, indica que el ingreso de marbofloxacino debe ser més prolongado, lo
que esta, a su vez, de acuerdo con los valores obtenidos para la ka. En la figuras 6y 7, se
observan las diferencias en el Tmax y en la Cmax, respectivamente, para marbofloxacino en
cabras, entre las tres vias de administracion subcutaneas. Sin embargo, en la figura 7 se han
incluido, ademas, los valores de Cmax corregidos al mismo nivel de dosis que en la formulacién

convencional.
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Figura 6.- Tiempo maximo (Tmax) obtenido en la cabra tras la administracion de marbofloxacino
via subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%
(SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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Figura 7.- Concentraciénes plasmaticas maximas (Cmax) obtenidas en la cabra tras la
administracion de marbofloxacino via subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea
en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg. A la izquierda los valores de
Cmax de marbofloxacino tras su administracion via SC1y SC2, estan corregidos a una dosis de 2
mg/kg™.

En la figura 7, parte derecha, podemos observar que no existen diferencias
significativas entre los valores de Cmax @ 2 y 6 mg/kg para las formulaciones SC, SC1 y SC2
respectivamente, sin embargo, corregida esa diferencia de dosis, parte izquierda, si se observan
diferencias entre la administracion convencional y las dos de liberacién retardadas (que siguen

siendo similares entre si).
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5.6.5.- TIEMPO MEDIO DE ABSORCION (MAT).

En cuanto al MAT, los valores medios obtenidos tras las administraciones subcutaneas
(Tabla 17) son de 1,00 h para la formulacion sin polimero, de 4,43 h cuando se administra en
formulacion SC1 'y de 4,01 h tras la administracion en formulacién SC2. Estos valores resultan
estadisticamente diferentes (p < 0,05), resultando inferior, en concordancia con lo expuesto
anteriormente, el MAT obtenido en la formulacién sin polimero, como se ve en la figura 8. Por
ello la absorcion parece ser mas lenta tras la administracion subcutanea en alguna de las
formulaciones de liberacién retardada. Como resultado de esta diferencia en el ingreso del
farmaco, se obtienen valores de Tmax Superiores Yy ka inferiores, pero no se alcanzan valores de
Cmax significativamente distintos, aunque si mas mantenidos entre 1 y 6-8 horas para las
formulaciones SC1 y SC2 respecto a la administracion sin polimero (comparando las tablas 5, 9
y 13 respectivamente). Esto parece indicar un cierto equilibrio entre las fases de ingreso
(liberacion y absorcion) y las de disposicion (distribucion y eliminacion) en este intervalo de
tiempo.

MAT

L -

SC SC1 SC2

Figura 8.- Tiempo medio de absorcion (MAT) obtenido en la cabra tras la administracién de
marbofloxacino via subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% (SC1) y via subcuténea en solucién del polimero P407 al 25% +
carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

5.6.6.- AREA BAJO LA CURVA (AUC).

Las pruebas no paramétricas ponen de manifiesto la existencia de diferencias
significativas en los valores de AUC obtenidos para marbofloxacino en cabra tras la via
intravenosa y subcutanea sin polimero, frente a las obtenidas con formulaciones SC1 y SC2

(Tablas 18 y 19). Si bien, los valores de AUC obtenidos con las dos formulaciones retardadas
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son mayores que el AUCy, debemos tener en cuenta que, en parte, se debe a que se han
empleado dosis 3 veces mayores para ests formulaciones de liberacién controlada, por lo que al

corregir esos AUCey a una dosis de 2 mg/kg resultan ser similares al AUCi,.

D,, =2 mg/kg y D¢, =2 mg/kg D\sc = 2 mg/kg y Dy, = 6 mg/kg
AUC NF AUC,NF

25000 b -"

5000 - -
0 -4

v SC SC1 scC2 AV SC SC1 scC2

Figura 9.- Area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC) obtenidos en la cabra tras la
administracion de marbofloxacino via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2
mg/kg, y via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en
solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
En la izquierda, los valores de AUCo. de marbofloxacino tras su administracion via SC1y SC2,
estan corregidos a una dosis de 2 mg/kg*.

Al comparar los valores de AUC (Figura 9, derecha), se puede apreciar que el AUC
obtenido tras la administracion subcutdnea sin polimero es similar a la intravenosa, pero
significativamente menor a los valores de AUC obtenidos al administrarlo en formulaciones
retardadas. Cuando se corriguen, en funcion de la dosis (Figura 9, izquierda), no hay diferencias

entre ellos.

Llegados a este punto conviene sefialar que la utilizacion de una dosis tres veces
superior en las administraciones con formulaciones polimericas parece ser adecuada. En efecto,
a igualdad de dosis (2 mg/kg) el valor de AUC préacticamente no se modifica (la disposicién en
plasma es muy similar), sin embargo, el valor de Cmax varia considerablemente entre las
administraciones extravasculares (figuras 7 y 9 izquierda). Por otro lado, cuando se administran
las dos formulaciones poliméricas a dosis de 6 mg/kg, el valor de AUC varia considerablemente
entre las administraciones extravasculares, pero el valor de Cmax practicamente no se modifica

(figuras 7'y 9 derecha).
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5.6.7. BIODISPONIBILIDAD (F).

La biodisponibilidad de marbofloxacino calculada y corregida en funcion de la diferencia
de dosis, resulta similar cuando se administra sin y con polimero tal y como se aprecia en la
tabla 18. Estos resultados indican que dicho parametro no parece afectarse por la utilizacion del
polimero por via subcutanea en el caso de marbofloxacino, a diferencia de lo que ocurre con
otras fluoroquinolonas, donde si se detecta una disminucién de la biodisponibilidad, en funcion

de la formulacion SC2 y SC1 respecto a la subcutanea sin polimero.

a) Enrofloxacino SC2, SC1y subcutanea de 52, 83%, 55,81% y 71,00% (Titos, 2010).

b) Difloxacino SC2, SC1 y subcutéanea de 52,14% 72,58% y 81,74%, (Marin y cols.,
2010a,

Escudero y cols., 2011).

c) Danofloxacino SC2, SC1 y subcutanea de 73,04%, 89,20% y 99,55% (Mancebo,
2011).

d) Marbofloxacino SC2, SC1 y subcutanea sin polimero de 78,64%, 101.58% y 108,08%.

En la figura 10, se observa de forma grafica la no existencia de diferencias en la

biodisponibilidad de las tres formulaciones subcuténeas, sin polimero P407, con polimero P407 y

con polimero P407 + carboximetilcelulosa:

BIODISPONIBILIDAD
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100 ~

75 1

F(%)

50 1
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Figura 10.- Biodisponibilidad obtenida en la cabra tras la administraciéon de marbofloxacino via
subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%
(SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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5.7.- ESTUDIO FARMACOCINETICO DE LA ABSORCION EXTRAVASCULAR DE
MARBOFLOXACINO MEDIANTE DECONVOLUCION.
Se ha utilizado la técnica de deconvolucién numérica para evaluar el proceso de

absorcion del farmaco tras su administracion en las formulaciones SC, SC1y SC2.

La deconvolucion se utiliza en farmacocinética para obtener la funcion unidad impulso
respuesta, que permite calcular la velocidad de absorcidén con la que el farmaco accede al
compartimento central. Es una herramienta util para conocer in vivo el acceso del farmaco desde

la forma medicamentosa, via extravascular, hasta el organismo.

Para realizar estos estudios, es necesario un conocimiento previo de la funcién de
disposicion y eliminacién (generalmente una administracion intravenosa expresada como Cig)).
Posteriormente, una vez conocida la funcién de entrada Cy) a estudiar (obtenida mediante
administracion extravascular), puede expresarse dicha funcion mediante la ecuacion de

convolucién como: Cy = fiy * C)

Donde Cgy y C) son conocidas, y para conocer la fase de absorcion o ingreso f debe
realizarse la operacion inversa a la convolucion, llamada deconvolucion, tal y como se muestra

en lafigura 11.

Administracion 1V Administracion EV

Concentracion (mgmL)

Concentracion (ma/mL)

s
Ca =

a s 18 2e az o s ' 24 2 <0 =
Tiempo (h) Tiempo (h)

Convolucién C(r) = C(a) * fin

Deconvolucion

Cp=——> Aftr) = Cyy

Cantidad acumulada (absorcion) ‘fl; )

mg absorbidos/Dosis

a 10 20 20 <0
Tiempo (h)

Figura 11.- Proceso de obtencion de la fraccion de farmaco que accede al compartimento
central tras una administracion extravascular mediante deconvolucion.
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Tras aplicar la técnica de deconvolucion a las administraciones subcutaneas de
marbofloxacino a dosis de 2, 6 y 6 mg/kg (SC, SC1y SC2 respectivamente), se ha obtenido que
la formulacién convencional a dosis de 2 mg/kg alcanza una velocidad maxima de absorcién de
106,42 + 38,76 mg/h a las 0,48 + 0,23 horas, mientras que las formulaciones poliméricas SC1'y
SC2, a dosis de 6 mg/kg cada una, alcanzan velocidades maximas de 63,41 + 10,73 y 50,07 £
13,87 mg/h a 1,44 £ 0,76 hy 1,92 + 0,76 horas, respectivamente. La velocidad de absorcion de
estas dos formulaciones es, aproximadamente, la mitad que la velocidad de la formulacién

convencional aun cuando se utiliza el triple de dosis.
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Figura 12.- Velocidades medias de absorcion para las formulaciones SC, SC1y SC2 (eje de la
izquierda). Fracciones medias de absorcion para las formulaciones SC, SC1 y SC2 (eje de la
derecha).

Una inspeccion visual de las curvas mostradas en la figura 12 permite observar la
existencia de picos solapados para las velocidades de absorcién en las formulaciones SC1 'y
SC2 desde 1,00 hasta 8,00 horas, a diferencia de la formulacién SC donde la caida es mas
rapida desde las 0,25 — 4,00 horas sin la existencia aparente de otros picos. La existencia de
solapamiento puede reflejar diferentes velocidades de absorcidon para las formulaciones

poliméricas.
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La fraccion absorbida, normalizada a dosis de 2 mg/kg, presenta diferencias aparentes
para las formulaciones SC1 y SC2 respecto la SC convencional. En efecto, la curva de la
formulacion SC fue mayor que las curvas SC1 y SC2, respectivamente. Por otra parte, las
formulaciones SC1 y SC2 fueron muy similares entre ellas hasta las 8,00 horas, donde la

formulacion SC1 es ligeramente mayor que la SC2 hasta las 12 horas.

La cantidad total de marbofloxacino que accede al compartimento central es de 133,92 +
47,69 mg, 375,15 + 92,83 mg y 276,35 + 53,63 mg para las formulaciones SC, SC1 y SC2,
respectivamente. Sin embargo, cuando se normalizan las dosis a 2 mg/kg, las fracciones
absorbidas fueron de 1,13 + 0,25, 1,03 + 0,22 and 0,80 + 0,17, para las formulaciones SC, SC1

y SC2, respectivamente.

Las curvas de las fracciones absorbidas muestran que el 90% de marbofloxacino se ha
absorbido al cabo de un tiempo promedio de 2,93 + 1,07 h, 11,23 £ 0,95 h y 9,02 £ 0,72 h para
las formulaciones SC, SC1y SC2, respectivamente. Estos resultados sugieren un retraso en la

absorcién para las formulaciones poliméricas respecto la formulacién convencional.

Estas diferencias fueron evaluadas mediante pruebas estadisticas no paramétricas
como en los casos anteriores mediante la H de Kruskall-Wallis, previa normalizacion de los
parametros a dosis de 2 mg/kg. Tras ellas, pudo comprobarse que existen diferencias
significativas entre la velocidad maxima pero no en la cantidad ni en la fraccién absobida entre

las tres formulaciones, tal y como se indica en la tabla 38, y en las figuras 13, 14 y 15,

respectivamente.
Parametros Probabilidad (significacion)
Vmax (mg/h) 0,017
Cantidad absorbida (mg) 0,986
Fraccion absorbida 0,784

P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas.

TABLA 38.- Estudio comparativo no paramétrico (H Kruskall-Wallis) entre los pardmetros
obtenidos tras deconvolucién numérica para marbofloxacino tras la administracién de una dosis
de 2 mg/kg por subcutanea (SC), y tras la administracién de una dosis de 6 mg/kg por via
subcutanea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y subcuténea en solucion del polimero
P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.
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V,ax @ 2 mg/kg y 6 mg/kg V,ax @ 2 mg/kg
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Figura 13.- Velocidades medias de absorcion para las formulaciones SC, SC1 y SC2 a las dosis
de 2, 6 y 6 mg/kg (eje de la izquierda) y normalizadas a 2 mg/kg (eje de la derecha).
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Figura 14.- Cantidades absorbidas para las formulaciones SC, SC1y SC2 a las dosis de 2, 6 y
6 mg/kg (eje de la izquierda) y normalizadas a 2 mg/kg (eje de la derecha).
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Figura 15.- Fracciones medias de absorcion para las formulaciones SC, SC1 y SC2 a las dosis
de 2, 6 y 6 mg/kg.
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58.- ESTUDIO FARMACOCINETICO DE LA EXCRECION EN LECHE DE
MARBOFLOXACINO.

El tratamiento sistémico de la mamitis requiere un farmaco que penetre ampliamente
desde la sangre a la leche. La difusién pasiva no-iénica en la ubre se ve afectada por las

propiedades fisicoquimicas del farmaco (Atkinson y Begg, 1990, Ghering y cols 2006).

Marbofloxacino, como otras fluoroquinolonas, es una molécula anfétera con un pKa1 de
5,69 y un pKa2 de 8,02 (Martinez y cols., 2006). El pH de la leche de cabra tiene un rango entre
6,6 y 6,8, muy cercano al punto isoeléctrico tedrico de marbofloxacino (pl = 6,54), que indica que
el farmaco puede pasar de la sangre a la leche y quedar retenido por un mecanismo de
captacion iénica mostrando asi una amplia penetracion (Atkinson y Begg, 1990, Ghering y cols.,
2006). Sin embargo, y mas concretamente en el caso de las fluorquinolonas, la existencia de
transportadores de la superfamilia ABC puede jugar un rol importante en la excrecion en leche
(Schrickx y Fink-Gremmels., 2008)

5.8.1.- EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES DE MARBOFLOXACINO EN
LECHE: ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

La evolucion de las concentraciones individuales y medias (+ SD) experimentales de
marbofloxacino obtenidas en leche de cabra (Tabla 21) tras la administracion de una dosis de 2
mg/kg via intravenosa se muestran en los Gréficos 22 y 23, en los que se pueden observar como
se detectan concentraciones hasta las 48 h posteriores a la administracion del farmaco (excepto
en las cabras 2 y 3 que se dectectaron hasta las 24 y 32 horas respectivamente). En la tabla 22
se incuyen los resultados del andlisis de la varianza no paramétrico (test de Kruskal-Wallis) que
indican que las concentraciones de marbofloxacino detectadas en leche, a sus correspondientes

tiempos de ordefio, no varian entre animales, pero si entre tiempos.

Para nuestro conocimiento, no hay estudios sobre la penetracién de marbofloxacino en
leche de cabra, pero si los hay para otras fluoroquinolonas en cabra como enrofloxacino (Titos,
2010), moxifloxacino (Fernandez-Varén y cols., 2006a), danofloxacino (Escudero y cols., 2007),
difloxacino (Marin y cols., 2007c, Marin y cols., 2010a, Escudero y cols., 2011), orbifloxacino
(Marin y cols., 2007a), ibafloxacino (Marin y cols., 2007b) y levofloxacino (Goudah y cols.,
2008). En estos casos se ha detectado farmaco en leche hasta las 6 h en el caso de

ibafloxacino, como valor mas bajo, o hasta 48 h en el caso de difloxacino.
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Los valores de concentraciones individuales y medias (media + SD) en leche se
representan junto a las concentraciones individuales y medias plasmaticas (media £ SD), en los
Graficos 24 y 25, respectivamente. Se puede observar como las concentraciones en leche del
farmaco son ligeramente superiores a las plasmaticas en todos los animales, menos en la cabra
2, entre las 5-24 horas (considerando los tiempos de ordefio), puede observarse que los niveles
promediados en leche son ligeramente superiores a los plasmaticos desde las 2 horas hasta las
48 horas. Esto indica que la velocidad de excrecidn del farmaco por la leche esta, logicamente,

relacionada directamente con la curva de eliminacion plasmatica.

5.8.1.1.- TIEMPO MAXIMO (Tmsx) Y CONCENTRACION MAXIMA (Crms).

El Tmax obtenido ha sido de 2,17 h (Tabla 24), que resulta ser similar o inferior a los
valores hallados para otras fluoroquinolonas administradas en cabras via intravenosa. Asi, para
moxifloxacino, orbifloxacino, enrofloxacino, difloxacino, se obtuvieron valores superiores,
concretamente de 2 h, 1,83 h, 1,6 h'y 1,16 h respectivamente (Fernandez-Varén y cols., 2006a;
Marin y cols., 2007a, Titos, 2010 y Marin y cols., 2010a).

En cuanto a la Crmax en leche, el valor obtenido para marbofloxacino en cabra tras la
administracion de una dosis de 2 mg/kg, ha sido de 1253,41 ug/L (tabla 24), que es casi la mitad
que el obtenido con enrofloxacino a una dosis de 5 mg/kg (2354,63 ug/L, Titos, 2010) vy el
obtenido con difloxacino, a una dosis de 5 mg/kg, (2120 pg/L, Marin y cols., 2007c). Para otras
fluoroquinolonas como moxifloxacino y orbifloxacino, se han sefialado valores de Cmax de
3656,19 y 1560 pg/L, cuando se administrd a una dosis de 5 y 2,5 mg/kg, respectivamente
(Fernandez-Varon y cols., 2006a; Marin y cols., 2007a).

5.8.1.2.- AREA BAJO LA CURVA (AUC) y RATIO AUCieche/AUCpiasma.

Otro parametro de interés es el area bajo la curva de concentracion en leche-tiempo
(AUCleche), obtenido tras la administracion intravenosa del farmaco a una dosis de 2 mg/kg, que
alcanza un valor de 6239,43 pg-h/lL inferior a los valores encontrados para 5 mg/kg de
enrofloxacino y difloxacino (9292,28 pg-h/L y 10420 ug-h/L, Titos 2010, Marin y cols., 2007c),
pero similar en orbifloxacino, al administrar una dosis de 2,5 mg/kg, el resultado para el AUC fue
de 6360 ug-h/L (Marin y cols., 2007a).
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Este parametro puede utilizarse para estimar la penetracion del farmaco en leche
mediante la relacion AUCieche/AUCpiasma, cuyo valor es de 0,86 + 0,47 (tabla 24), que indicaria
que la penetracion en leche tras la administracion intravenosa es cercana a uno. Esto induce a

pensar que no existe acumulacion significativa del antimicrobiano en leche.

En el caso de ibafloxacino en cabras, se ha descrito un valor de AUC eche/AUCpiasma = 0,2
inferior al descrito en nuestro estudio, siendo su penetracion mucho menor (Marin y cols.,
2007b). No ocurre lo mismo con pefloxacino (Abd El-Aty y Goudah, 2002), moxifloxacino
(Fernandez-Varén y cols., 2006a) y orbifloxacino (Marin y cols., 2007a), cuyas ratios
AUCiecne/AUCpiasma fueron de 3,33, 1,86 y 1,02, respectivamente; valores que hacen pensar en

una penetracion en leche mejor para estas fluoroquinolonas.

5.8.1.3.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT).

En la leche, el MRT alcanza un valor promediado de 5,05 h, que comparado con el
obtenido en plasma de 2,95 h, indica que las concentraciones alcanzadas en leche pueden ser

mas persistentes que las plasmaticas.

Comparado con los datos obtenidos en cabras para enrofloxacino a dosis de 5 mg/kg via
intravenosa (Titos, 2010), se obtiene un valor de 4,30 horas que resulta ser ligeramente inferior

al hallado (0,83 veces) en nuestro caso.

5.8.1.4.- CANTIDAD TOTAL DE MARBOFLOXACINO ELIMINADA EN LECHE.

La cantidad total eliminada en leche tras la administracion intravenosa de una dosis de 2
mg/kg de marbofloxacino, ha supuesto un 1,03 %, como valor medio, de la cantidad
administrada (Tabla 24). Valores inferiores a los descritos en nuestro estudio, han sido aportados
para otras fluoroquinolonas administradas en cabras por via intravenosa. Para moxifloxacino y
difloxacino, tras administrar una dosis de 5 mg/kg, la cantidad total de farmaco eliminada en
leche fue de 0,21% y 0,46%, respectivamente (Fernandez-Varén y cols., 2006a; Marin y cols.,
2007c). En el caso de ibafloxacino y orbifloxacino, se han eliminado unas cantidades en leche de
0,36% y 0,28%, tras administrar una dosis de 15y 2,5 mg/kg, respectivamente (Marin y cols.,
2007b; Marin y cols., 2007a).
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5.8.2.- EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES DE MARBOFLOXACINO EN
LECHE: ADMINISTRACION SUBCUTANEA.

La evolucion de las concentraciones individuales y medias (+ SD) experimentales de
marbofloxacino obtenidas en leche de cabra tras la administracién de una dosis de 2 mg/kg via
subcutanea aparecen en la tabla 25 y se representan en los Graficos 26 y 27, en los que se
pueden observar como se detectan concentraciones hasta las 48 h posteriores a la
administracion del farmaco (excepto en las cabras 2 y 4 que se dectectaron hasta las 32 horas.
En la tabla 26 se incuyen los resultados del test de Kruskal-Wallis que indican que las
concentraciones de marbofloxacino detectadas en leche, a sus correspondientes tiempos de

ordefio, no varia entre animales, pero si entre tiempos.

Los valores de concentraciones individuales y medias (media = SD) en leche se
representan junto a las concentraciones individuales y medias plasmaticas (media + SD) en los
Graficos 28 y 29, respectivamente. Podemos observar que, las concentraciones en leche, una
vez alcandas las 5 h, superan ligeramente a las concentraciones en plasma hasta las 8h, a partir
de aqui la eliminacion (disposicion) parece estar equilibrada, y la fase descendete de ambas

curvas es muy similar, hasta las 48 h, y igual que ocurria en la via intravenosa.

5.8.2.1.- TIEMPO MAXIMO (Tmax) Y CONCENTRACION MAXIMA (Cis).

El Tmax que se ha obtenido (Tabla 28) ha sido de 2,33 h para marbofloxacino, muy similar
al obtenido por via intravenosa. Para otras fluoroquinolonas administradas en cabras via
subcutanea, se han descrito valores de Tmax en leche simialres, superiores e inferiores a las
descritas en nuestro estudio. Asi, cuando se administré orbifloxacino via subcutanea se obtuvo
un valor de 2 h (Marin y cols., 2007a), valor similar pero inferior al obtenido para moxifloxacino
de 3,33 h (Fernandez-Varén y cols., 2006a), para enrofloxacino de 3,2 h (Titos, 2010) y
difloxacino para la cual, tras su administracion subcuténea, el Tmax en leche fue de 4 h (Marin y
cols., 2007c).

En cuanto a la Cmax en leche, el valor obtenido fue de 1692,71 pglL, ligeramente
superior al intravenoso (1253,41 ug/L, tabla 24), pero similar al obtenido para orbifloxacino en
leche de 1730 0g/L (Marin y cols., 2007a), y comparable también con el obtenido para

enrofloxacino de 1679,98 ug/L (Titos, 2010). Este atimo resultado de Cmax es inferior al obtenido
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por via intravenosa de 2354,63 ug/L (Titos, 2010). Igual ocurre con otras quinolonas
administradas en cabras por las dos vias, concretamente con moxifloxacino y difloxacino. Para el
primero su Cmax hallada en leche fue de 3656,19 ug/L, mientras que cuando se administré via
subcutanea fue de 3216,68 pg/L (Fernandez-Varén y cols., 2006a). Para el segundo se obtuvo
un valor de Cmaxen leche de 2120 pg/L, en cambio cuando se administré via subcutanea el valor
aportado fue de 1200 pg/L (Marin y cols., 2007¢). Los valores obtenidos para la via subcutanea
en ambas quinolonas, moxifloxacino y difloxacino, son superiores e inferiores, respectivamente,

con respecto al valor obtenido en nuestro estudio para marbofloxacino.

5.8.2.2.- AREA BAJO LA CURVA (AUC) y RATIO AUCieche/AUCpiasma.

El area bajo la curva de concentracién en leche-tiempo (AUC), obtenido tras la
administracion subcutanea de marbofloxacino a 2 mg/kg de dosis fue de 8308,53 pg-h/L (tabla
28), 1,3 veces superior al intravenoso de 6239,43 ug-h/L (tabla 24). Si se compara con otras
fluoroquinolonas, ocurre lo mismo, para enrofloxacino a una dosis de 5 mg/kg, alcanza un valor
de 9999,04 ug-h/L y para la via intravenosa de 9292,28 ug-h/L (Titos, 2010). De la misma
manera, para orbifloxacino en ambas vias el AUCieche iv = 6360 pg-h/L y el AUCieche sc = 7580
Mg-h/L; (Marin y cols., 2007a). Pero también ocurre lo contrario, para difloxacino via subcutanea,
se describio una valor de AUC en leche de 114600 ug-h/L frente a los 15100 pg-h/L

intravenosos (Marin y cols., 2010a).

El AUC también nos permite, al igual que en la via intravenosa, estimar la penetracion
de marbofloxacino en leche tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg via subcutanea. Para
ello se calcula el ratio que relaciona las AUC en leche/plasma del farmaco, obtenidas tras su
administracién subcutanea. El valor de dicha ratio AUCieche/AUCoiasma ha sido de 0,97 + 0,33
ligeramente superior a los 0,86 alcanzados por via intravenosa. Para otras fluoroquinolonas en
cabras, se han descrito valores de la ratio AUCiecne/AUCpiasma SUperiores, simialres e inferiores a
los hallados en nuestro estudio. Asi, moxifloxacino, orbifloxacino y difloxacino, obtienen un valor
de de AUCieche/AUCoiasma de 2,33, 1,15y 0,68, respectivamente (Fernandez-Varén y cols., 2006a;
Marin y cols., 2007a; Marin cols., 2007c). Como se puede comprobar tanto moxifloxacino como
orbifloxacino tienen una buena penetracion en leche tras su administracion subcutanea, al igual

que ocurria cuando se administraban via intravenosa.
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5.8.2.3.- RATIO Cméx-lechelcméx-plasma-

Otro parametro que nos permite estimar la penetracion del farmaco en leche, al igual
que la ratio AUCeche/AUCpiasma, €S la ratio Cmax-leche/Cmax-plasma tras la administracion de una dosis
de 2 mg/kg via subcutanea. Para ello se calcula la ratio que relaciona la Cimax en leche obtenida
tras la inyeccion subcutdnea con la Cmax plasmatica del farmaco. El valor de la ratio Cmax-
leche/Cmax-plasma ha sido de 0,81, que es ligeramente inferior a uno (pero cercano) lo que nos
indicaria lo mismo que la ratio AUCieche/AUCpiasma. Ratios superiores a las descritas por nosotros
han sido publicadas para moxifloxacino, orbifloxacino y difloxacino, tras ser administradas via
subcutanea en cabras. Estas ratios fueron de 1,87, 0,95 y 0,90, respectivamente (Fernandez-

Varon y cols., 2006a; Marin y cols., 2007a; Marin y cols., 2007c).

5.8.2.4.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT).

Este parametro alcanza un valor de 5,16 h (Tabla 28), similar al obtenido para el plasma
(4,15 h, tabla 8). También es muy parecido al obtenido en leche tras la administracién
intravenosa (5,06) por lo que este pardmetro no parece ser muy dependiente de la via de

administracion.

5.8.2.5.- CANTIDAD TOTAL ELIMINADA EN LECHE.

La cantidad total eliminada en leche tras la administracion subcutanea de una dosis de 2
mg/kg de marbofloxacino, ha supuesto un 0,64% de la dosis administrada, inferior al 1% que se

obtuvo en el caso de la administracion intravenosa.

Valores inferiores a los descritos en nuestro estudio, han sido reportados para otras
fluoroquinolonas administradas en cabras. La cantidad total de enrofloxacino eliminada en leche
tras la administracion subcutanea de una dosis de 5 mg/kg de enrofloxacino, han supuesto un
0,24% frente al 0,27% hallado para la via intravenosa (Titos, 2010). Valores similares se han
sefialado para moxifloxacino y difloxacino, para los que la cantidad total de farmaco eliminada en
leche fue de 0,29% y 0,35%, respectivamente (Fernandez-Varon y cols., 2006a; Marin y cols.,
2007c¢). En el caso de orbifloxacino, se ha eliminado una cantidad en leche de 0,32% (Marin y
cols., 2007a).
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5.8.3.- EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES DE MARBOFLOXACINO EN
LECHE: ADMINISTRACION SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25%.

Las concentraciones individuales y medias (media + SD) experimentales de
marbofloxacino obtenidas en leche de cabra tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg en
formulacion SC1 via subcutanea se muestran en la tabla 29 y su representacion en los Graficos
30y 31. Se puede observar que se detectan concentraciones de hasta las 48 h posteriores a la
administracion en todos los animales. En la tabla 30 se incuyen los resultados del test de
Kruskal-Wallis que indican que las concentraciones de marbofloxacino detectadas en leche, a

sus correspondientes tiempos de ordefio, no varia entre animales, pero si entre tiempos.

Los valores de concentraciones individuales y medias (media + SD) en leche se
representan junto a las concentraciones individuales y medias plasmaticas (media + SD) en los
Graficos 32 y 33. Podemos observar como las concentraciones en leche son ligeramente
superiores entre las 5 — 48 h posteriores a la administracion del farmaco, y al igual que ocurria
tras la administracion via intravenosa y subcutanea sin polimero P407, puede resultar
interesante para el tratamiento de la mamitis. Para nuestro conocimiento, solo existen en la
literatura estudios farmacocinéticos de las concentraciones de enrofloxacino y difloxacino en
leche de cabras, tras su administracién en férmulas de liberacién controlada como es el polimero
P407, por lo que los parametros farmacocinéticos obtenidos se referian a esas publicaciones
(Titos, 2010, Marin y cols., 2010a).

5.8.3.1.- TIEMPO MAXIMO (Tmsx) Y CONCENTRACION MAXIMA (Cimsx).

El valor que se ha obtenido para el tiempo en que se alcanza la concentracion maxima
en leche o tiempo maximo (Tmax) ha sido de 4,0 h, superior (Tabla 32), casi el doble, que los
hallados en la formulacién convencional. En el caso de enrofloxacino se encuentra que, con la
formulacion SC1, se alcanzan valores de 5,6 h frente a 3,2 h y 1,3 h respectivamente, tras su
administracion subcutanea sin polimero e intravenosa (en este Ultimo caso es casi 4 veces
superior, Titos, 2010), y para difloxacino (Marin y cols., 2010a) con 3,6 h frente a4 hy 1,16 h
tras su administracion subcutanea sin polimero e intravenosa (en este Ultimo caso es similar a su
administracion subcutanea sin polimero y casi tres veces superior a la intravenosa). En todos los

casos, y marbofloxacino no es una excepcion, el valor de Tmax Obtenido en leche con la
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formulacion SC1 resulta superior, o igual, en las vias subcutaneas sin polimero, pero siempre es

superior al obtenido por via intravenosa.

En cuanto a la Cmax en leche, el valor obtenido en solucién del polimero P407 al 25% en
cabras ha sido de 3074,37 pg/L, que es practicamente el doble que el alcanzado por via
subcutanea sin polimero e intravenosa (1693 ug/L y 1254 ug/L respetivamente). Sin embargo, la
dosis utilizada ha sido tres veces superior (6 mg/kg frente a 2 mg/kg), y corrigiendo esas
diferencias a 2 mg/kg resulta ser 0,6 y 0,7 veces inferior. Comparado con enrofloxacino y
difloxacino (Titos, 2010, Marin y cols., 2010a) se obtienen relaciones similares, valores de Cmax
de 2275,26 uglL frente a 2354,63 ug/L y 1679,98 pg/L y de Cmax de 2970 pg/L frente a 3090
Mg/L y 1340 pg/L para las vias intravenosa y subcutanea sin polimero. En estos casos también
se utiliza una dosis tres veces superior, que una vez corregida aporta unos valores de Cmax de
759 pg/L y de 990 ug/L para cada uno, que son 0,3 — 0,45y 0,3 - 0,7 veces inferiores a los
alcanzados por via intravenosa y subcutanea sin polimero, al igual que le ocurre a

marbofloxacino.

5.8.3.2.- AREA BAJO LA CURVA (AUC) y RATIO AUCieche/AUCpiasma.

El area bajo la curva de concentracién en leche-tiempo (AUC), obtenida tras la
administracion subcutanea de marbofloxacino en formulacién SC1 a una dosis de 6 mg/kg,
alcanza un valor de 24256,48 ug-h/L (tabla 32). Este valor es muy superior al hallado cuando
administramos el farmaco via intravenosa y subcutanea sin polimero, concretamente es casi 3,6
veces superior al descrito para la via intravenosa y 2,9 veces superior al obtenido cuando se
administro via subcutanea. Hay que tener en cuenta que la dosis administrada en las vias
intravenosa y subcutanea sin polimero fue de 2 mg/kg, tres veces inferior, de manera que,
corrigiendo estas diferencias, se obtiene un valor de AUC en leche tedrico a 2 mg/kg de 8086
Mg-h/L que es mas similar a los obtenidos para la via intravenosa y subcutanea. Estas mismas
diferencias en el valor de AUCsc1 obtenido respecto a los AUCy y AUCsc pueden encontrarse
para enrofloxacino y difloxacino en cabras (Titos, 2010, Marin y cols., 2010a).

A partir de este parametro, estimaremos la penetracién de marbofloxacino en leche, tras
la administracion de una dosis de 6 mg/kg en formulacion SC1 via subcutanea. Para ello se
calcula la ratio que relaciona las areas bajo la curva de concentracion en leche-tiempo de

marbofloxacino, obtenidas tras la administracion subcutanea en formulacién SC1, con las areas
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totales bajo la curva de concentracion plasmatica y el valor medio obtenido de la ratio
AUCiecne/AUCpiasma ha sido de 1,12, similar, aunque ligeramente superios a los de la formulacion
convencional. Este valor es superior al encontrado para enrofloxacino de 0,67 (Titos, 2010), pero
similar al de difloxacino administrado en cabras por via subcutanea con polimero P407, el cual
fue de 0,92 (Marin y cols., 2010a). Estos resultados indican que, posiblemente, la penetracion de

marbofloxacino y difloxacino sea similar, y aproximadamente el doble que la de enrofloxacino.

5.8.3.3.- RATIO Cméx-lechelCméx-plasma.

Con este parametro podemos estimar también la penetracion del farmaco en leche, el
valor de la ratio Cmax-leche/Cmax-plasma ha sido de 1,21 (tabla 32) frente a 0,35 y 0,81 obtenidos en
las vias intravenosa y subcutaneas sin polimero. Comparado con enrofloxacino y difloxacino, con
valores de 0,68 y 0,96, (Titos, 2010 y Marin y cols., 2010a) cuando se administraron cada uno en
cabras por via subcutanea con polimero P407, podemos decir que, posiblemente, la penetracion
de marbofloxacino y difloxacino sea similar, y aproximadamente el doble que la de enrofloxacino,

como hemos sefialado para la ratio anteriormente comentada.

5.8.3.4.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT).

Tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg en formulaciéon SC1, el MRT alcanza un
valor de 7,54 h (Tabla 32), superior al descrito para la via intravenosa. Esta diferencia es algo
menor que la que se observa de los valores de de MRT, 11,42 h frente a 4,3 hy 5,23 h para las
vias intravenosa y subcutanea para enrofloxacino en leche (Titos, 2010).

Al comparar los valores de MRT obtenidos en leche para marbofloxacino con los
hallados en plasma, se observa en leche una relacion MRTieche/MRTpiasma 1,2 veces superior con
el polimero P407, frente a las 1,26 y 1,46 veces superior para las vias subcutaneas sin polimero
e intravenosa. Como se puede observar, los valores de MRT son mas elevados en leche que en
plasma, pero hay mayor diferencia entre las administraciones con y sin polimero que las que
utilizan P407.
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5.8.3.5.- CANTIDAD TOTAL DE MARBOFLOXACINO ELIMINADA EN LECHE.

La cantidad total de marbofloxacino eliminada en leche tras la administracion
subcuténea de una dosis de 6 mg/kg en formulacién SC1, ha supuesto un 0,77% de la cantidad
administrada (Tabla 32). Este valor es muy similar al obtenido para la via subcutanea sin

polimero de 0,64% y ligeramente inferior al descrito para la via intravenosa, que fue de 1,02%.

5.8.4.- EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES DE MARBOFLOXACINO EN
LECHE: ADMINISTRACION SUBCUTANEA EN SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% +
CARBOXIMETILCELULOSA AL 2%.

La evolucion de las concentraciones individuales y medias (media £ SD) experimentales
de marbofloxacino obtenidas en leche de cabra tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg
en formulacién SC2 via subcutdnea se muestran en la tabla 33 y se representan en los Graficos
34y 35, donde puede observarse como se detectan, para todos lo animales, concentraciones en

leche hasta las 48 h posteriores a la administracién del farmaco.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos tras administrar marbofloxacino en
formulacion SC1, se puede observar como las concentraciones se detectan igualmente hasta las
48 h (Graficos 30 y 31). Anteriormente tras la administracion del antimicrobiano via intravenosa y
via subcutanea sin el polimero a una dosis de 2 mg/kg, se detectaban concentraciones en leche,

hasta las 48 h posteriores a la administracion (Gréaficos 22 y 23, 26 y 27).

Podemos observar que, como en los casos anteriores, existe un cierto paralelismo
(Gréfico 36) entre las concentraciones en leche y en plasma y, si observamos los valores
medios, podemos globalizar que las concentraciones en leche son superiores a las plasmaticas y
se mantienen durante un periodo de tiempo de 5 — 24 horas. Y al igual que ocurria tras la
administracion via intravenosa y subcutanea sin y con polimero P407, puede resultar interesante

para el tratamiento de la mamitis.

Para nuestro conocimiento, s6lo existen en la literatura estudios farmacocinéticos de las
concentraciones de enrofloxacino y difloxacino en leche de cabras, tras su administracion en
formulas de liberacion retardada como es el polimero P407 + 2% de carboximetilcelulosa, por lo
que los parametros farmacocinéticos obtenidos se referian a esas publicaciones (Titos, 2010,

Escudero y cols., 2011).
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5.8.4.1.- TIEMPO MAXIMO (Tmsx) Y CONCENTRACION MAXIMA (Crmsx).

El valor de Tmax que se ha obtenido (tabla 36) ha sido de 4,33 h casi el doble que los
hallados en las vias anteriores sin polimero (2,17 h'y 2,33 h tras su administracion subcutanea

sin polimero e intravenosa) pero sélo ligeramente superior al del polimero P407 (Tmax=4 h).

Comparado con otras fluoroquinolonas en cabras, para enrofloxacino se encuentra que,
con la formulacién SC2, se alcanzan valores de 6 h frente a 5,6 h, 3,2 h y 1,3 h respectivamente,
tras su administracion subcutanea con y sin polimero e intravenosa (en este ultimo caso es casi
5 veces superior, Titos, 2010), pero similar para difloxacino (Escudero y cols., 2011, Marin y
cols., 2010a) con 4h, frente a 3,6 h, 4 h 'y 1,16 h tras su administracion subcutanea con y sin
polimero e intravenosa. En todos los casos, y marbofloxacino no es una excepcion, el valor de
Tmax obtenido en leche con la formulacién SC2 resulta superior, o igual, en las vias subcutaneas

con y sin polimero, pero siempre es superior al obtenido por via intravenosa.

En cuanto a la Cmax en leche, el valor obtenido en solucién del polimero P407 al 25% +
2% Carboximetilcelulosa en cabras ha sido de 2281,72 ug/L (Tabla 36), que es muy similar al
obtenido en formulacion del polimero P407, y practicamente el doble que el alcanzado por via
subcutanea sin polimero e intravenosa. Como la dosis utilizada ha sido tres veces superior (6
mg/kg frente a 2 mg/kg), y corrigiendo esas diferencias a 2 mg/kg resulta ser inferior con
relaciones de 0,8, 0,46 y 0,6 veces. Comparado con enrofloxacino y difloxacino (Titos, 2010,
Escudero y cols., 2011) se obtienen valores similares Cmax de 2162,28 pg/L y de 2910 pg/L
respectivamente. En estos casos también se utiliza una dosis tres veces superior, que una vez
corregida aporta unos valores de Cmax de 720 ug/L y de 970 pg/L para cada uno, que son
inferiores a los alcanzados por via intravenosa y subcutanea con y sin polimero, al igual que le

ocurre a marbofloxacino.

5.8.4.2.- AREA BAJO LA CURVA (AUC) y RATIO AUCicche/AUCpizsma.

El AUC en leche-tiempo, obtenido tras la administracién subcutédnea en formulaciéon SC2
a una dosis de 6 mg/kg, alcanza un valor de 21549,58 ug-h/L, muy similar al obtenido en
formulacion SC1 y casi el doble que el obtenido por las vias intravenosa y subcutanea sin
polimero. Sin embargo, y al igual que le ocurria a la formulacion anterior SC1, resultados

similares se obtienen al corregir estos valores a la dosis de 2mg/kg.
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A partir de este parametro, al igual que en anteriores vias, calcularemos la ratio que
relaciona las areas bajo la curva de concentracion en leche-tiempo, obtenidas tras la
administraciéon subcutanea en formulacion SC2, con las areas totales bajo la curva de
concentracion plasmatica. Se calcula un valor de 1,25, que resulta ser del mismo orden de

magnitud que el obtenido para la formulacién SC1.

5.8.4.3.- RATIO Cméx-lechelCméx-plasma.

El valor de la ratio Cmaxleche/Cmaxplasma ha sido de 1,13, ligeramente superior a los
obtenidos para las formulaciones anteriores de 0,35y 0,8 para las vias intravenosa y subcutanea

sin polimero, pero similar al de la formulacién SC1 de 1,21 respectivamente.

Comparado con enrofloxacino y difloxacino, con valores de 0,89 y 0,86, (Titos, 2010 y
Marin y cols., 2010a) cuando se administraron cada uno en cabras a una dosis de 15 mg/kg via
subcutanea con polimero P407 + 2% carboximetilcelulosa, podemos decir que, posiblemente, la
penetracion de marbofloxacino y difloxacino sea similar, y aproximadamente el doble que con

enrofloxacino.

5.8.4.4.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT).

Tras la administracion de una dosis de 6 mg/kg en formulacion SC2, el MRT alcanza un
valor de 7,69 h (Tabla 36). Este valor de MRT obtenido en leche tras su administracion en
formulacion SC2 es superior en casi 3 h a los descritos para las vias intravenosa y subcutanea

sin polimero, pero es similar al obtenido en leche cuando se administra en formulacién SC1.

5.8.4.5.- CANTIDAD TOTAL DE MARBOFLOXACINO ELIMINADA EN LECHE.

La cantidad total de marbofloxacino eliminada en leche tras la administracion
subcutanea de una dosis de 6 mg/kg en formulacién SC2, han supuesto un 0,56% de la dosis
administrada (Tabla 36).

Estos valores son inferiores a los descritos para la via subcutanea, al administrar el
marbofloxacino en formulacion SC1, que fue del 0,77 % de la dosis administrada de 6 mg/kg.

Ademas, al igual que ocurria en esta via comentada, estos valores son inferiores a los hallados
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para la via subcutanea sin polimero e intravenosa, los cuales fueron del 1,03 % y un 1,02 %,

respectivamente, de la dosis administrada de 2 mg/kg.

Por tanto, como se coment6 anteriormente, la cantidad eliminada por leche
marbofloxacino es superior cuando se administra por via intravenosa y subcutanea sin polimero

y que parece estar relacionado con la biodisponibilidad.

5.9.- COMPARACION ENTRE ADMINISTRACION INTRAVENOSA, SUBCUTANEA Y
SUBCUTANEA DE MARBOFLOXACINO EN: SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% Y EN
SOLUCION DEL POLIMERO P407 AL 25% + CARBOXIMETILCELULOSA AL 2%.

La evolucién de las concentraciones en leche de marbofloxacino tras las diversas vias
de administracion de este estudio, en la cabra, puede observarse graficamente en los Graficos
38 y 39, paras todas las vias y para las extravasculares, respectivamente. Los pardmetros
farmacocinéticos no compartimentales la tabla 37. En la tabla 38 se muestran los resultados del
estudio comparativo no paramétrico (prueba H Kruskal-Wallis) entre ellos y en la tabla 39 el de la

T de Wilcoxson.

5.9.1.- AREA BAJO LA CURVA (AUC).

La prueba H de Kruskal-Wallis pone de manifiesto que existen diferencias significativas
(p < 0,05) entre los valores de AUC obtenidos en los 4 casos (tabla 38), pero cuando
comparamos uno a uno (tabla 39) vemos que no existen diferencias significativas (p > 0,05) en
las comparaciones de la formulacién convencional por las dos vias de administracion ni cuando
se comparan las dos formulaciones de liberacidon controlada. Estas diferencias son pues
significativas cuando se comparan la formulacién convencional, por cualquier via, con cualquiera
de las dos formulaciones de liberacion controlada. Es preciso sefialar que, en el caso de las
formulaciones retardadas, si se corrige el AUC a una dosis 3 veces menor (2 mg/kg),
obtendriamos unos valores de AUC de las formulaciones de liberacion sostenida son muy
similares entre si 'y con las convencionales, algo parecido a lo que ocurria cuando se corregian

las AUC plasmatica. Esto se puede observar de forma grafica en la figura 16.
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Figura 16.- Area bajo la curva de concentracion en leche-tiempo (AUC) obtenidos para
marbofloxacino en la cabra tras la administracion por via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a
una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via
Subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una
dosis de 6 mg/kg. A la izquierda valores de AUCo-- corregidos a una dosis de 2 mg/kg para SC1
y SC2.

5.9.2.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT).

Al comparar el valor de MRT intravenoso con los obtenidos en las vias subcutaneas
(formulacion convencional, en formulacién SC1 y SC2), se puede observar que existen
diferencias significativas entre todos ellos (p < 0,05; tabla 38). Como se puede apreciar (Tabla
37), la presencia de marbofloxacino en leche es mas prolongada cuando se administra el
farmaco via subcutanea en formulacion SC1 y SC2. Pudiendo ser por tanto, estas vias la de
eleccién a fin de obtener concentraciones del farmaco en leche durante un mayor periodo de
tiempo. No obstante, hay que indicar que, la diferencia de tiempo, pese a ser estadisticamente
diferente, no es muy distinta en realidad, ya que entre un valor medio de 5,05 h para la via IV y
de 7,69 h para la SC2 no hay tanta diferencia desde un punto de vista préactico, por lo que la

eleccién de una via de administracién bajo este criterio puede ser cuestionable.

A continuacién (Figura 17), se presentan los valores de MRT de forma grafica, para

marbofloxacino en los casos estudiados:
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Figura 17.- Tiempo medio de residencia (MRT) d marbofloxacino en leche obtenido en la cabra
tras la administracion via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via
Subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

5.9.3.- TEMPO MAXIMO (Trmsx) Y CONCENTRACION MAXIMA (Cins).

La Tabla 38 pone de manifiesto que existen diferencias significativas entre los valores de
los dos parametros (p < 0,05) para las administraciones de la formulacién convencional y las dos
formulaciones retardadas. Por tanto, ambas alcanzan su Cmax en leche a tiempos diferentes. Sin
embargo, estas diferencias solo se reducen a las comparaciones entre el Cmax tras la
administracion IV y la SC1 (tabla 39).

En la siguientes figuras (18 y 19), se observa de forma gréfica las diferencias existentes
para el marbofloxacino (A) y para sus valores de Cmax corregidos a igualdad de dosis respecto la

via intravenosa y subcutanea con y sin polimero, y con respecto al Tmax en leche:
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Figura 18.- Concentracion maxima de marbofloxacino en leche obtenida en la cabra tras la
administracion via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea
en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg. *Valores de Cmax de
marbofoxacino en el grafico de la dereche obtenidos para la leche, tras administracion SC1 y
SC2 corregidas a una dosis de 2 mg/kg.
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Figura 19.- Tiempo en que se alcanza la concentracion méaxima de marbofloxacino en leche
obtenido en la cabra tras la administracion via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de
2 mg/kg, y via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en
solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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594.- RATlO CmaxLeche/CmaxPIasma-

Al comparar el valor de los ratios CmaxLeche/Cmaxpiasma intravenoso con los obtenidos en
las vias subcutaneas (formulacién convencional, en formulacién SC1 y SC2), se puede observar
que existen diferencias significativas entre todos ellos (p < 0,05). Sin embargo, no existen
diferencias significativas cuando se comparan las formulaciones extrvascualres entre si. A
continuacion (Figura 20), se presentan los valores de estos ratios de forma grafica, para

marbofloxacino en los casos estudiados:

2,00 1
1,75 A
1,50 A

1,25 1

1,00 A

0,75 1
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0,25 1
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Figura 20.- RatioS Cmaxeche/Cmaxpiasma de marbofloxacino en leche obtenido en la cabra tras la
administracion via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea
en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucién del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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5.10.- INTEGRACION FARMACOCINETICA/FARMACODINAMIA.

Marbofloxacino pertenece al grupo de antibacterianos cuya actividad es concentracion
dependiente, es decir, producen la muerte bacteriana en funcién de la concentracién alcanzada.
En consecuencia, los dos parametros farmacocinético-farmacodindmicos (PK-PD), que mejor
correlacionan el éxito clinico, tanto en el tratamiento de una infeccién como en la prevencion de
la aparicién de mutantes resistentes, son la ratio entre la concentracion plasmatica maxima y la
concentracion inhibitoria minima (Cma/MIC) y la ratio entre el &rea bajo la curva y la

concentracion inhibitoria minima (AUC/MIC), (Xuan y cols., 2001).

Con modelos animales y empleando diferentes quinolonas se ha observado que ratios
AUC/MIC = 100-125 6 de CmaxMIC = 8-10 son buenos predictores de eficacia clinica (Craig y
Dalhoff, 1998; Turnidge, 1999). No obstante, hay que sefialar que estos valores numéricos de
AUC/MIC y Cnax/MIC se han obtenido de infecciones experimentales en animales de laboratorio
0 en pruebas clinicas en el hombre, por lo que pueden ser o no aplicables a infecciones en
cabras, 0 en general, a infecciones en otras especies animales (Lees y Shojaee Aliabadi,
2002a). Empero, corrigiendo las diferencias entre especies, a partir de estudios realizados con
modelos animales in vivo se puede extrapolar y determinar el valor del parametro PK-PD
necesario para obtener eficacia antimicrobiana y minimizar la aparicion de resistencias (Andes y
Craig, 2002a;b Toutain y Lees, 2004).

Por otro lado, con respecto a la aparicion de resistencias, la hipétesis de la ventana de
seleccion de mutantes, asi como sus limites inferior y superior (MIC y MPC respectivamente),
han ganado importancia en los ultimos afios. Recientes estudios hacen hincapié en la
importancia de nuevas estrategias de dosificacion basadas en la MPC y no exclusivamente en la
MIC para restringir, en la medida de lo posible, la aparicién o seleccion de mutantes resistentes
(Drlica y cols., 2003, 2007, Liu y cols., 2005).

Estudios in vitro e in vivo para modelos de infeccién en animales de laboratorio y
humanos con Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus han demostrado la
importancia de las ratios PK-PD que incluyen la MPC como estrategia de dosificacion, ya que se
disminuye el enriquecimiento y la amplificacion de subpoblaciones no susceptibles o resistentes,
mientras que dosificaciones dentro de la ventana de seleccién de mutantes, es decir, a
concentraciones por encima de la MIC y por debajo de la MPC, si producian dicho

enriquecimiento (Blondeu y cols., 2001, Liu y cols., 2005, Ciu y cols., 2206 ).
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El indice de prevencion de mutantes (ratio MPI) o MPC/MIC define el rango de
concentracion en el cual los mutantes resistentes pueden ser enriquecidos y amplificados
selectivamente, de manera que, pequefios valores de estos ratios indican, en principio, una
mejor capacidad del antibaceriano para prevenir el desarrollo de mutantes utilizando los

esquemas de dosificacién habituales (Drlica y cols., 2003).

En el presente estudio se ha determinado la sensibilidad a marbofloxacino frente a doce
cepas de Staphylococcus aureus obtenidas de cabras lactantes con estafilococias cronicas
intramamarias en granjas comerciales. Como cepas de referencia se utilizaron Staphylococcus
aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922.

De las cepas estudiadas frente a marbofloxacino, con un rango de concentraciones entre
0,03 ug/mL - 128 ug/mL, nueve presentaron MIC de 0,125 pg/mL, dos de 0,25 pg/mL y una de
0,50 pg/mL (Tabla 40). Se establece, por tanto, como MICge, un valor de 0,50 ug/mL para
marbofloxacino. Las cepas de referencia han presentado un valor de MIC de 0,25 pg/mL para S.
aureus ATCC 29213 y 0,03 ug/mL para E. coli ATCC 25922. En cuanto a la MPC, dos cepas
presentaron MPC de 0,125 pg/mL, cuatro de 0,25 ug/mL, dos de 0,50 ug/mL y cuatro de 1,00
ug/mL (Tabla 40). Se establece, por tanto, como MPCg, un valor de 1,00 pg/mL para
marbofloxacino. Las cepas de referencia han presentado un valor de MPC de 0,50 ug/mL para S.
aureus ATCC 29213 y 0,50 yg/mL para E. coli ATCC 25922. Los ratios MPC/MIC fueron de
2,00, 2,00 y 15,62 para las cepas de S. aureus aisladas de leche de cabra, S aureus ATCC
29213 y E. coli ATCC 25922, respectivamente.

Para verificar la existencia de diferencias significativas entre los ratios obtenidos en las
diferentes administraciones del farmaco, y los animales utilizados, se han realizado los estudios
estadisticos no paramétricos de Kruskal-Wallis y Wilcoxson, cuyos resultados se muestran en las
tablas 42 y 43 y en las figuras 21, 22, 23, 24 y 25.
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Parametros P Todas las vias | MIC (ug/mL) | Parametros P Todas las vias | MIC (pg/mL)
AUC2/MIC (h) | 3,4x10-04 0,125 AUC/MIC (h) | 3,4x10-04 0,25
CraxMIC* 9x10-02 - Crmax/MIC* 4,7x10-04 -
AUC24/MPC (h) | 3,0x10-04 0,50 AUC24/MPC (h) | 9x10-02 1,00
CiaxMPC* 1,0x10-02 - CrmaxMPC* 8x10-02 -

P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas.
* El valor de Cmax indicado también incluye el valor de Co.

TABLA 42.- Estudio comparativo no paramétrico (H de Kruskal-Wallis) entre los principales
ratios farmacocinéticos-farmacodinamicos indicadores de eficacia para Marbofloxacino frente a
S.aureus. Resultados obtenidos tras la administracion de una dosis de 2 mg/kg de
marbofloxacino por via intravenosa (IV) y subcutanea (SC), y tras la administraciéon de una dosis
de 6 mg/kg de marbofloxacino por via subcutéanea en solucién del polimero P407 al 25% (SC1) y
subcuténea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

Parametros Psciv | Psctv | Pscaiv | Pscusc | Pscasc | Pscuisca
MIC = 0,125 pg/mL

AUC24/MIC (h) 0,208 | 0,036 |0,036 |0,035 0,036 | 0,036
CraxMIC 0,036 | 9x1092 | 0,036 | 0,208 0,675 | 9x10-2
MICgo = 0,50 pg/mL

AUC24/MIC(h) 0,208 | 0,036 | 0,036 | 0,035 0,036 0,036
Crmax/ MIC 0,036 9x1002 | 0,036 | 0,208 0,675 9x10-02

MIC = 0,250 ug/mL
AUC24/MPC (h) 0,208 | 0,036 | 0,036 |0,035 0,036 | 0,036

Crmax/MPC 0,036 | 9x1092 | 0,036 | 0,208 0,675 | 9x1002
MICgo = 1,00 pg/mL
AUC24/MPC (h) 0,208 |0,036 |0,036 |0,035 0,036 | 0,036

CmaxMPC 0,036 | 9x1002 | 0,036 | 0,208 0,675 9x10-02
P<0,05: diferencias significativas; P>0,05: diferencias no significativas.

TABLA 43.- Estudio comparativo no paramétrico (t de Wilcoxson) entre los principales ratios
farmacocinéticos-farmacodinamicos indicadores de eficacia para Marbofloxacino frente a
S.aureus. Resultados obtenidos tras la administracion de una dosis de 2 mgl/kg de
marbofloxacino por via intravenosa (IV) y subcutanea (SC), y tras la administraciéon de una dosis
de 6 mg/kg de marbofloxacino por via subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y
subcuténea en solucion del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a cabras.

Dado que la prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 42), muestra diferencias significativas en

todos los casos (p < 0,05), se realiza la T de Wilcoxson para muestras pareadas a fin de evaluar
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cual es el origen de esas diferencias. Como resultado de dicha prueba en los ratios AUC24/MIC y
AUC/MPC no se observan diferencias (p > 0,05) cuando se comparan las formulaciones
convencionales entre si, a diferencia de las vias extravasculares donde se observan diferencias
significativas en ambos parametros. Por otro lado, en los ratios Cma/MIC y CrmaxMPC se
observan diferencias (p < 0,05) cuando se comparan las formulaciones convencionales entre si,
a diferencia de la via SC, donde se observan diferencias significativas cuando se comparan con

las formulaciones SC1 'y SC2

Estos resultados solo predicen, a priori, el exito clinico del tratamiento con esta
quinolona para cepas con CMI < 0,125 ug/mL utilizando los ratios AUC/MIC como indicadores de
eficacia, sin embargo, para los ratios MPC/MIC se puede prevenir la aparicion de mutantes
resistentes a dosis habituales o “bajas” de marbofloxacino. En efecto, los ratios MPI son iguales
a 2, esto quiere decir que no hay mucha diferencia entre la MIC y la MPC, por lo que la ventana
de seleccion de mutantes parece ser pequefia, del orden de 0,50 ug/mL tal y como se observa

en la figura 25.

M IC = 0,125 pg/mL MIC = 0,50 pg/mL

200

150 A
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= 100 A
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Figura 21.- Ratios AUC24/MIC para marbofloxacino frente a cepas de S.aureus obtenidos en la
cabra tras la administracion via intravenosa (V) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via
Subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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Figura 22.- Ratios AUC24MPC para marbofloxacino frente a cepas de S.aureus obtenidos en la
cabra tras la administracion via intravenosa (1V) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 256% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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Figura 23.- Ratios Cma/MIC para marbofloxacino frente a cepas de S.aureus obtenidos en la
cabra tras la administracion via intravenosa (V) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via
subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucién del
polimero P407 al 256% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.
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Figura 24.- Ratios Crnay/MPC para marbofloxacino frente a cepas de S.aureus obtenidos en la
cabra tras la administracion via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via
Subcutanea en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del
polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

Si observamos la figura 25 donde se presentan los niveles plasmaticos alcanzados con
cada formulacion, podemos identificar que con las formulaciones convencionales las
concentraciones plasmaticas tan solo se mantienen por encima de la ventana de seleccion de
mutantes hasta las 1,5 y 2 horas respectivamente paras las vias [V y SC. En cambio, paras las
formulaciones SC1 y SC2, se mantienen esas concentraciones hasta las 6-8 horas para cada
una. Si tomamos como criterio la CMI, las concentraciones plasmaticas se mantienen por encima
hasta las 4 y 6 horas respectivamente paras las vias IV y SC. En cambio, paras las
formulaciones SC1y SC2, se mantienen esas concentraciones hasta las 10-12 horas para cada

una
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Figura 25.- Relacion entre los niveles plasmaticos alcanzados y la ventana de selccion de
mutantes para marbofloxacino frente a cepas de S.aureus obtenidos en la cabra tras la
administracion via intravenosa (IV) y subcutanea (SC) a una dosis de 2 mg/kg, y via subcutanea
en solucion del polimero P407 al 25% (SC1) y via subcutanea en solucion del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2% (SC2) a una dosis de 6 mg/kg.

En las especificaciones indicadas en los resumenes de las caracteristicas de los
productos (fichas técnicas) de las especialidades medicamentosas comercializadas en Espania,

el uso de marbofloxacino esta autorizado para el tratamiento de diferentes infecciones en varias
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especies: gato, perro, bovino y cerdo, y en los dos ultimos casos para el tratamiento del
sindrome Mamitis-Metritis-Agalaxia causado por cepas bacterianas sensibles. En el caso que
nos ocupa, se ha empleado como producto medicamentoso convencional MARBOCYL 10 %
solucién inyectable para bovino y porcino (Vetoquinol Especialidades Veterinarias S.A.), donde
se sefiala como régimen de dosificacién para el tratamiento de la mamitis (en bovino) una
administracion subcutanea cada 24 horas (dosis 2 mg/kg) en una unica inyeccion diaria por via
subuctanea o intramuscular durante 3 dias consecutivos. Se indica también que la primera
inyeccion puede realizarse por via intravenosa. Atendiendo a los resultados farmacocinéticos y
farmacodinamicos presentados en las tablas y figuras anteriores, y teniendo en cuenta que
realizamos un uso no contemplado del medicamento de partida, la pauta indicada podria ser
efectiva para las formulaciones poliméricas. Puesto que se alcanzan, y se mantienen durante
mas tiempo, niveles plasmaticos por encima de la MIC y la MPC. Ademas hay que tener en
cuenta que en este tipo de tratamientos el sistema inmunitario del animal juega un papel clave
que, por razones practicas de estos estudios in vitro, no se tiene en cuenta aunque in vivo es
fundamental. En efecto, estos resultados deben tomarse con precuacién, ya que se establece
como punto de partida alcanzar unas condiciones farmacocinéticas que favorezcan las
propiedades farmacodindmicas del antibacteriano. Y estas premisas utilizadas en el estudio
integrado farmacocinético-farmacodinamico, pueden no ser aplicables in vivo en muchos casos
(Lees y Shojaee Aliabadi 2002a, Toutain y cols, 2004b). En efecto, los valores numéricos de los
parametros utilizados, ratios AUC24/MICgo y CrmaxMICg0, como indicadores de eficacia clinica
para predecir, establecer dosis y pautas posolégicas apropiadas, se han generado en
infecciones experimentales con animales de laboratorio, 0 en pruebas clinicas en el hombre, por
lo que pueden ser o no aplicables a infecciones en cabras, o en general, a infecciones en
animales (Lees y Shojaee Aliabadi, 2002a). Algunos autores han sugerido que valores de
AUC/MIC, menores a 100, pueden ser apropiados en Medicina Veterinaria para animales
inmunocompetentes. Lees y Shojaee Aliabadi (2002a), tras la administracion de danofloxacino
en varias especies rumiantes en experiencias ex vivo frente a diferentes microorganismos
patogenos, han observado valores de AUC/MIC inferiores tal y como se muestra en la tabla

siguiente:
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AUC/MIC Ternero | Oveja Cabra Camello
Bacteriostatico | 159+2 |178+1,7 |226+1,7 | 17,2136
Bactericida 181+£1,9(202+1,7(296+25|212+37
Erradicacion 335+35|287+18|524+81|68,7+15,6

Otro factor a considerar es el medio de cultivo empleado para obtener las MIC y las MPC
utilizadas en la integracién PK-PD, el cual difiere en muchos aspectos de los fluidos biolégicos
(plasma y liquido intersticial). Asi se encuentran diferencias en la concentracién de iones (calcio
y magnesio, que pueden inactivar a estos antimicrobianos mediante quelacion), el pH (que
puede provocar la ionizacion de los farmacos y por tanto su menor penetracion tisular) y la
concentracion proteica (sélo el farmaco libre posee accion antibacteriana) entre otros. Por tanto,
no se puede asumir que los valores de las MIC y MPC obtenidos in vitro sean idénticos a los
obtenidos utilizando los mencionados fluidos biolégicos (Shojaee Aliabadi y Lees, 2003, Drlicay
cols, 2007).

Otro aspecto a considerar es el hecho de que, en la mamitis, la inflamacion producida en
la glandula mamaria da lugar a cambios en la permeabilidad vascular y a diferencias en la
composicion de la leche. Generalmente el pH aumenta, disminuyen las concentraciones de
caseina pero aumentan las de albumina y el contenido en grasa también puede disminuir. Todos
estos factores pueden modificar el comportamiento farmacocinético de los antimicrobianos, sin

embargo, su importancia exacta aun no se comprende totalmente (Gehring y cols 2006).

Todos los resultados y premisas anteriores indican que, aunque no se puede asumir que
los valores de las MIC y MPC obtenidos in vitro sean idénticos a los obtenidos utilizando fluidos
bioldgicos en ensayos ex vivo o in vivo , los valores alcanzados en los indicadores de eficacia de
marbofloxacino, tras su administracion a la dosis de 6 mg/kg para las formulaciones SC1 y SC2,
son consistentes con los niveles necesarios en plasma para alcanzar el éxito clinico frente a

cepas de S. aureus con MIC < 0,125 pg/mL.
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Conclusiones

1.- El comportamiento farmacocinético de marbofloxacino tras su administracion
intravenosa (formulacién V) y subcutanea (formulacion SC) en cabra, a una dosis Unica de 2
mg/kg, y tras su administracién subcutédnea en solucién del polimero P407 al 25% (formulacién
SC1) y en solucidn del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2% (formulacion SC2), a
una dosis de 6 mg/kg se ajusta a un modelo bicompartimental abierto. Las ecuaciones que los

representan son las siguientes:

1.v: C=359322.¢ %1 1178 85.¢ O™ g/L

2.5C: C=8526,83 - +208,36-°"" —873519- " /L

3.5C1: C=77123,00- % +101,25->™ —87667,00- e " 1g/L

4.5C2: C=29163,40- %% + 5847 -7 %% —64248,00-e %" g/L

2. Las semividas en la fase terminal (t1/2,2) obtenidas para marbofloxacino para las
diferentes vias de administracion y formulaciones son: IV (5,61 h), SC (6,77 h), SC1 (14,26 h) y
SC2 (16,25 h), son significativamente diferentes en las formulaciones poliméricas. Por otro lado,
el MRT, adquiere, respectivamente, los siguientes valores: 2,94 h (IV), 4,15 h (SC), 9,14 h (SC1)
y 8,24 h (SC2). La permanencia de marbofloxacino resulta ser entre 2 — 3 veces superior tras la
administracion subcutdnea SC1 y SC2 lo que permite obtener concentraciones plasmaticas

durante un mayor tiempo.

3.- La depuracién plasmatica de marbofloxacino en cabra medida por el

aclaramiento corporal (Cl) adquiere un valor de 0,29 L/kg/h.

4.- Los valores del volumen de distribuciéon aparente de marbofloxacino en el
compartimento central (V¢ = 0,52 L/kg) en el estado estacionario (Vss = 0,85 L/kg) y en funcion
del &rea bajo la curva (V.= 2,57 L/kg) indican que existe una buena distribucién del farmaco y un

buen acceso a los tejidos y fluidos en esta especie.
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5.- Las constantes de absorcion obtenidas para enrofloxacino han sido de: 1,42 h-
(formulacién SC), 0,51 h' (formulacién SC1) y 0,40 h-' (formulacién SC2), significativamente
menores en las formulaciones de liberacidn sostenida, frente a una absorcion muy rapida en la
formulacion convencional. Estos resultados estan en concordancia los obtenidos para el tiempo
medio de absorcion MAT con valores de 1,21 h, 6,20 h y 5,301 h para las formulaciones SC,

SC1y SC2 respectivamente.

6.- Las concentraciones plasmaticas maximas (Cmax), Obtenidas para
marbofloxacino para las tres formulaciones administradas por via subcutanea (SC, SC1 y SC2)
en cabra, son estadisticamente iguales entre ellas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
administracion de las formulaciones de liberacidn sostenida (SC1 y SC2) se hizo a una dosis 3
veces superior a la formulacion convencional (SC). Al corregir los valores de Cmax, a igualdad de
dosis, se aprecian diferencias significativas entre los valores obtenidos de la formulacién
convencional frente a las de liberacién sostenida. Ademas, también existen diferencias
estadisticamente significativas para el tiempo en que se alcanza dicha concentracién maxima
(Tmax) entre las distintas administraciones 1,08 h (SC), 3,00 h (SC1) y 4,00 h (SC2).

1. La biodisponibilidad (F) de marbofloxacino, tras su administracion SC en cabra
es del 108,08%. Valores similares resultan cuando se administran, via subcutanea, las
formulaciones de liberacion sostenida 101,58% (SC1) y 87,64% (SC2) no existiendo diferencias
significativas (P<0,05) entre estos valores de F.

8. La evaluaciéon de la absorcion mediante deconvolucién numérica pone de
manifiesto importantes diferencias en las velocidades de absorcién para cada formulacion, con
valores de 103,42 mg/h (SC), 63,41 mg/h (SC1) y 50,07 mg/h (SC2). La fraccion absorbida para
cada una fue de 1,13, 1,03 y 0,80 respectivamente. Por otro lado, el 90% de marbofloxacino se
ha absorbido al cabo de un tiempo promedio de 2,93 h (SC), 11,23 h (SC1) y 9,02 h (SC2).
Estos resultados sugieren de forma coherente un retraso en la absorcion para las formulaciones

de liberacion sostenida respecto la formulacién convencional.
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10.-  Con los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta la farmacocinética en
plasma, la diferencia en las semividas de eliminacion en la fase terminal (t1;2) indica que, las
fases de ingreso parecen condicionar las fases de disposicién (sobre todo la eliminacion en la

fase terminal) en funcion del tipo de formulacién empleada.

10.-  Los valores de los ratios Cmax leche/Cmax plasma ¥ AUCmax teche/AUCmax plasma , SON
cercanos a uno en todos los casos para las vias extravasculares, e indican que el farmaco tiene
cierto acceso desde el plasma hacia la leche, que se refleja en unos porcentajes de excrecién
que van desde el 1,02%, de la dosis administrada para la via IV, hasta el 0,64%, 0,77% y 0,56 %
de las dosis administradas para la vias SC, SC1y SC2 respectivamente hasta las 48 horas. Por
otro lado, el valor del MRTieche, indica que la presencia de marbofloxacino en leche puede ser

mas prolongada cuando se administra en las formulaciones SC1y SC2.

11.-  Con los datos de MIC de marbofloxacino, determinados in vitro frente a cepas
especificas de Staphylococcus aureus, y teniendo en cuenta los indices Cma/MIC y AUC/MIC
establecidos como indicadores de eficacia clinica, y también de la potencia del farmaco, se
puede concluir que la administacion de una dosis de 6 mg/kg por via subcutanea con las dos
formulaciones SC1 y SC2 podria ser efectiva contra aislados bacterianos con MIC < 0,125
pg/mL. Por otro lado, los datos de CPM, del indice MPI y de la ventana de seleccion de
mutantes, indican que, a las dosis habituales podrian prevenirse la aparicién de mutantes

resistentes, y en particular, con las formulaciones SC1y SC2 a una dosis de 6 mg/kg.
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Resumen

Se ha estudiado el comportamiento cinético de marbofloxacino en cabras tras la
administraciéon por las vias intravenosa y subcutanea de una dosis de 2 mg/kg, y tras la
administracion en solucion del polimero P407 al 25% y en solucién del polimero P407 al 25% +

carboximetilcelulosa al 2% por via subcuanea a la dosis de 6 mg/kg.

La determinacion de marbofloxacino en plasma y leche se realizd mediante HPLC con
deteccion fluorescente, siguiendo el método descrito por Siefert y cols. (1999). El ajuste a
métodos farmacocinéticos compartimentales y no compartimentales se realizd mediante el
programa WinNonlin Professional®. Marbofloxacino se distribuye segun un modelo

bicompartimental abierto, tanto por via intravenosa como por via subcutanea en los tres casos.

Tras la administracién intravenosa, la vida media obtenida para el enrofloxacino (t1/2x2)
fue de 5,61 h con un tiempo medio de residencia (MRT) de 2,95 h. Los volimenes aparentes de
distribucion calculados para el compartimento central (V¢), en estado estacionario (Vss) y en
funcion del area bajo la curva (V) resultaron ser de 0,52 L/kg, 0,85 L/kg vy 2,57 Likg
respectivamente, indicando una amplia distribucion organica. En cuanto al al aclaramiento

plasmatico (Cl), éste alcanzo6 un valor de 0,29 L/kg/h.

La formulacién convencional por via subcutanea, asi como las dos formulaciones de
liberacién sostenida (en solucion del polimero P407 al 25% y en solucién del polimero P407 al
25% + carboximetilcelulosa al 2%), ambas también por via subcutanea, nos permitieron registrar
los siguientes tiempos de semivida: 6,77 h, 14,26 h 'y 16,56 h, respectivamente, con unos valores
de MRT de 4,15 h, 9,14 h y 8,24 h, respectivamente.

La biodisponibilidad de marbofloxacino en la formulacion convencional alcanzé un valor
de 108 %. Valores similares se obtuvieron cuando se administrd por via subcutanea en solucion
del polimero P407 al 25% y en solucién del polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%,
que fueron de 101,58 % y 78,64 %, respectivamente.

La absorcion in vivo de marbofloxacino desde las formualciones convencional y de
liberacion sostenida fue evaluada mediantes deconvolucion numérica y métodos no
compartimentales. En el caso de la deconvolucion numérica, las velocidades de absorcidn
calculadas y la cantidad acumulada en terminos de fraccion absorbida para las formulaciones
SC, SC-P407 y SC-P407-CMC fueron de 106,42 + 38,76 mg/h a 0,48 + 0,23 h, 63,41 £+ 10,73
mg/ha 1,44+ 0,76 hy 50,07 £ 13,87 mg/h at 1,92 £ 0,76 h, 1,13 £ 0,25, 1,03 £ 0,22y 0,80 +

0,17, respectivamente. Mediante la aproximacion no compartimental sélo se obtuvieron valores
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de MAT superiores al MRT (2,94 h) para las formulaciones SC-P407 (6.20 h) y SC-P407-CMC
(5.30 h). Estos resultados indican que las diferencias en las velocidades de elminacién y en los

tiempos medios de residencia pueden ser debidas a diferencias en los procesos de absorcidn.

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias de marbofloxacino, frente a
cepas de Staphylococcus aureus a fin de determinar los indices farmacocinético-
farmacodinamicos 6ptimos. De dicho estudio se puede concluir que una dosis de 6 mg/kg podria
ser efectiva por via subcutanea cuando se administre junto con polimero P407 al 25% o junto
con polimero P407 al 25% + carboximetilcelulosa al 2%, en cabras contra aislados bacterianos
con MIC <0,125 pug/mL.

Se determinaron la concentracion preventiva de mutantes (MPC), el indice de
prevencion de mutantes (MPI) y la ventana de seleccion de mutantes para marbofloxacino frente
a cepas mamiticas de Staphylococcus aureus. Con estos datos, los niveles de farmaco
requeridos para alcanzar niveles equivalentes a la MPC podrian ser obtenidos facilmente con
marbofloxacino, y dosificaciones para alcanzar la MPC podrian ser efectivas para reducer la
aparicion de subpoblaciones resistentes de S.aureus con susceptibilidad reducida a las

fluoroquinolonas.

El antibaceriano utilizado en este estudio, mostrd una buena penetracion en leche, con
un perfil plasmatico muy similar, mostrando relaciones Cwaxieche/Cmaxplasma and AUCieche/AUCpiasma

<1 o similares.
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8.-SUMMARY



Summary

The pharmacokinetics of marbofloxacin was studied following intravenous and
subcutaneous administration of single doses of 2 mg/kg to healthy goats, and as a long-acting

poloxamer 407 gel formulation and poloxamer 407 + carboxymethylcellulose.

Plasma concentrations were determined by HPLC assay with fluorescence detection
following the method described by Siefert et al. (1999). The fitting to compartmental and non
compartimental pharmacokinetic methods was carried out by using WinNonlin Professional®
sotware. The marbofloxacin plasma concentration versus time data after intravenous and

extravascular administrations could best be described by a two compartment open model.

The marbofloxacin terminal half-life (t,z) was 5,61 h after intravenous administration,
with @ mean residence time (MRT) of 2,94 h. The apparent volumes of distribution calculated for
central compartment (V) at steady-state (Vss) and by the area method (V) were 0,52; 0,85 and
2,57 L/kg, respectively, indicating a wide body distribution. Total body clearance was 0,29 L/kg/h.

After extravascular administrations, terminal half-lives were 6,77; 14,26 and 16,25 h for
marbofloxacin administration subcutaneously for conventional formulation and for long-acting
poloxamer 407 gel formulation and with poloxamer 407 + carboxymethylcellulose, respectively.

MRT values obtained were 4,15; 9,14 and 8,24 h respectively.

Absolute bioavailability was 108,08 % after marbofloxacin subcutaneous administration
of conventional formulation. Similar values were obtained, 101,58 % and 78,64 %, after
marbofloxacin administration subcutaneously with long-acting poloxamer 407 gel formulation and

with poloxamer 407 + carboxymethylcellulose, respectively.

The in vivo marbofloxacin absorption rate from conventional and poloxamer formulations
were stimated by non-compartmental method and numeric deconvolution. In the case of numeric
deconvolution, the calculated absorption rates and the cumulative absorption in terms of fraction
input SC, SC-P407 and SC-P407-CMC formulations were 106.42 + 38.76 mg/h at 0.48 + 0.23 h,
63.41 £ 10.73 mg/h at 1.44 £ 0.76 h and 50.07 + 13.87 mg/h at 1.92 £ 0.76 h, 1.13 £ 0.25,
1.03 £ 0.22 and 0.80 + 0.17, respectively. From non-compartmental approach, only the MAT
values for SC-P407 (6.20 h) and SC-P407-CMC (5.30 h) were higher than MRTyy (2.94 h). These
results show that the differences on elimination rate constants and mean residence times
between conventional and poloxamer formulations must be due to differences on the absorption

process.
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Summary

Minimal inhibitory concentrations (MIC) assays of marbofloxacin against different strains
of Staphylococcus aureus were performed in order to compute pharmacodynamic surrogate
markers. From these data, it is concluded that a 6 mg/kg dose of marbofloxacin would be
effective by subcutaneous administration in solution of long-acting poloxamer 407 gel formulation
and with poloxamer 407 + carboxymethylcellulose subcutaneous administration to goats against

bacterial isolates with MIC < 0,125 pg/mL.

Mutant prevention concentrations (MPC), mutant prevention index (MPI) and mutant
selection windows of marbofloxacin against different strains of Staphylococcus aureus were
obtained. From these data, drug levels required to achieve MPC conditions should readily be
attained with marbofloxacin and dosing to achieve MPC concentrations could be effective to
reduce the selection of bacterial subpopulations of S.aureus with reduced fluoroquinolone
susceptibility.

The antibacterial drug used in this study allowed a good penetration in milk, with
a concentration-time profile in milk closely paralleled the plasma profile, showing relationships

CMaxmiIk/CMaprasma and AUCmiIk/AUCpIasma < 1 or Similar.
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ABREVIATURAS



Abreviaturas

PARAMETROS ESTADISTICOS:
-AIC: Criterio de informacion de AKAIKE.
-C.V.: Coeficiente de variacion.
-n: numero de datos analizados.
-N.S.: Nivel de significacion.
-P: Probabilidad.
-R2%: Coeficiente de correlacion.
-RSD: Desviacién estandar de medidas repetidas.

-S.D.: Desviacion estandar.

PARAMETROS FARMACOCINETICOS
-AUC: Area bajo la curva, calculada segiin métodos no compartimentales.
-Cl: Aclaramiento plasmatico calculado en funcién del area bajo la curva.

-Cmax: Concentracion periférica maxima (administracion intravenosa), concentracion

plasmatica méxima (administracién intramuscular).

-F: Biodisponibilidad.

-ka: Constante aparente de absorcion.

-k10: Constante de eliminacion.

-k12: Constante de transferencia al compartimento periférico.
-k21: Constante de retorno desde el compartimento periférico.
-A1: Constante hibrida de disposicion rapida.

-Az: Constante hibrida de disposicién lenta.

-MAT: Tiempo medio de absorcion.

-MRT: Tiempo medio de residencia.

-tmax: Tiempo en el que se alcanza la concentracion periférica maxima (administracién
intravenosa), tiempo en el que se alcanza la concentracién plasmatica méaxima (administracion

intramuscular y subcutanea).
-t12: Tiempo de vida media o vida media del farmaco.
-t12ka: Tiempo de vida media aparente de absorcion.
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Abreviaturas

-t12,1: Tiempo de vida media de la fase de disposicion rapida.

-t12:2: Tiempo de vida media de la fase disposicion lenta.

-V.: Volumen de distribucion aparente en el compartimento central.

-Vp: Volumen de distribucion aparente en el compartimento periférico.
-Vss: Volumen de distribucion aparente en estado estacionario.

-V.: Volumen de distribucién aparente en funcion del area bajo la curva.
-Wi: es el factor de ponderacion.

-Vmax: velocidad maxima de absorcion de un farmaco obtenida mediante técnicas de

deconvolucion

OTRAS:

-MIC: Concentracién Minima Inhibitoria. Concentracién menor de antibacteriano capaz
de inhibir el crecimiento de 105 bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18-24 horas de

incubacion.

-MPC: Concentracion preventiva de mutantes: concentracion minima de antibacteriano
capaz de inhibir el crecimiento de las cepas menos susceptibles cuando se inocula una elevada
cantidad de bacterias (= 10°CFU/mL).

-MPI: indice de prevencion de mutantes, relacidn entre la concentracion preventiva de

mutantes y la concentracién minima inhibitoria

-VSM: ventana de selecciéon de mutantes: rango de concentracioens plasmaticas de
farmaco con un limite inferior correspondiente a la concentracién minima inhibitoria, y uno

superior correspondiente a la concentracion preventiva de mutantes.
-EPA: Efecto postantibiotico.

-g: Constante gravitatoria (980 cm/s?).

-HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.

-FL: Fluoresencia

-IM: Intramuscular.

-IV: Intravenosa.

-LOQ: Limite de cuantificacion.

-LOD: Limite de deteccion.
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Abreviaturas

-NAC: Neumonia adquirida en comunidad o extrahospitalaria.
-PK-PD: Farmacocinética-Farmacodinamica.

-p.o.: por via oral.

-SC: Subcutanea.

-SNC: Sistema Nervioso Central.

-Spp.: especies.
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