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1.-INTRODUCCION






El objetivo de la farmacocinética consiste en estudiar la evolucion temporal de
las concentraciones, cantidades de farmaco y sus metabolitos en fluidos organicos,
tejidos y excrementos, asi como su respuesta farmacoldgica, y construir modelos
adecuados para interpretar los datos obtenidos. Los datos se procesan empleando
modelos matemadticos 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 esta condicionado por la concentracion sanguinea del
farmaco.

El comportamiento farmacocinético de un determinado farmaco varia en las
diversas especies animales, incluso muy cercanas filogenéticamente, debido a
diferencias morfoldgicas y fisioldgicas: aparato digestivo, funcionalidad hepatica,
funcionalidad renal, ritmo cardiaco, etc. Ello obliga a evitar las extrapolaciones de
posologias de una especie a otra, en la medida de lo posible. Por ello es importante
estudiar el comportamiento farmacocinético de cada farmaco en las especies en las
gue se pretende aplicar.

En las especies animales de produccion de alimentos, los antibidticos vy
antiparasitarios son, sin duda, medicamentos usados con mucha frecuencia, casi
sistemdticamente. De ello se derivan una serie de circunstancias, entre las que
destacan:

e El coste total del tratamiento, que supone un incremento en los gastos de
produccién. 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 antibidticos es, ademas,
imprescindible, ya que de no observarse esta condicién, 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 produccién.



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

los productos alimenticios de origen animal destinados al consumo humano.

OBIJETIVOS

1. Determinacion de los parametros farmacocinéticos de cefquinoma tras la

administracidn intravenosa, intramuscular y subcutanea, en ovejas.

2. La determinacion, y cuantificacion, de la eliminacién de cefquinoma en la

leche, dependiendo de la via de administracion.

3. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de
cefquinoma frente a cepas de Staphylococcus aureus, aisladas de ovejas
procedentes de granjas comerciales, como gérmen representativo de procesos

infecciosos.

4. Establecimiento de los parametros farmacocinéticos-farmacodinamicos de
cefquinoma y utilizando las CMI calculadas en el objetivo anterior, para la
proposicion de un régimen posolégico que optimice la eficacia de este

antibidtico frente a Staphyloccocus aureus.



2.- REVISION
BIBLIOGRAFICA






2.1.- INTRODUCCION HISTORICA

El grupo farmacoldgico denominado Beta-Lactamicos se remonta a 1928
cuando Fleming descubrié un hongo del género denominado Penicillium que producia
una sustancia que mas tarde fue denominada como Peniclina, que era capaz de inhibir
el crecimiento de Staphylococcus aureus (Flérez, 1998).

La Cefalosporina C fue descubierta por Giuseppe Brotzu en 1948, profesor del
instituto de Cagliari en la isla de Sardinia, el cual aislé un hongo del agua del mar en
una zona donde desembocaban aguas residuales. Este hongo fue inicialmente
identificado como Cephalosporium acremonium y mas tarde reclasificado como
Acremonium chrysogenum, para finalmente volver a reclasificarlo como Acremonium
strictum (Onions y Brady, 1987).

La estructura quimica de la Cefalosporina C fue propuesta por primera vez por
Abraham y Newton en 1961 y confirmada por analisis de rayos-X por Hodgkin y Maslen
(1961). El compuesto consta de un anillo de dihidrotiazina de 6 miembros, a diferencia
de las penicilinas en las cuales este anillo de dihidrotiazina es de 5 miembros. En el
caso de las cefalosporinas el anillo de 6 miembros esta fusionado a un anillo B-
lactamico, la unién de los dos anillos da como resultado un grupo llamado “Cefem”. La
cefalosporina C tiene unida mediante un enlace amido al C7 una cadena lateral
alifatica (d-aminoadipil) y en el C3 tiene unido un ester metilico del acido acético
(Guiguére, 2006). Dada la inestabilidad quimica de esta cefalosporina, se desarrollaron
una serie de modificaciones en la Cefalosporina C, sobre todo modificando los grupos
unidos al C3 y C7 del grupo “Cefem”, dando lugar a las cefalosporinas semi-sintéticas.
Estos nuevos derivados cefalosporanicos incrementan su actividad antibiética frente a
las bacterias y también su estabilidad a la hidrdlisis acida en el estomago lo que les

permite ser administrados oralmente.

Para la sintesis de la mayoria de la cefalosporinas semi-sintéticas se parte de un
nucleo cefalospordanico, 7-ACA o 7-ADCA cuya Unica diferencia esta en el C3 (Figura 1).
La combinacion de estos dos nucleos con diferentes modificaciones en sus respectivos

carbonos 3 y 7 permite obtener una gama muy amplia de derivados cefalopordnicos



con actividad frente a diferentes microorganismos, generando un espectro muy amplio

gue permite combatir a un nimero muy grande de agentes infecciosos.

2.2.- ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION

2.2.1.- ESTRUCTURA QUIMICA

La familia de las cefalosporinas se inicié en 1948 cuando Botzu obtuvo, a partir
del hongo Cephalosporium acremonium, material activo frente a Staphylococcus
aureus. Del Cephalosporium se obtuvieron las cefalosporinas C, N y P, siendo la C Ia

base de las nuevas cefalosporinas.

Las cefalosporinas estan formadas por la unién de un anillo beta-lactamico con
un anillo dihidrotiazidinico de seis componentes, formando asi el nicleo fundamental
de las cefalosporinas, el acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), bioldgicamente activo.
A este nucleo (cefem) se unen dos cadenas laterales que modifican la actividad
antibacteriana y las caracteristicas farmacocinéticas (Figura 1). Las variaciones
introducidas en C7 del 7-ACA modifican la actividad antibacteriana, la sustitucion en
posicion 3 del anillo dihidrotiazinico origina modificaciones de caracter
farmacocinético, y la presencia del grupo metiltiotetrazol en esta posicion esta
relacionado con efectos adversos concretos: alteraciones de la coagulacion e
intolerancia al alcohol. Las moléculas con un grupo metoxi en posicion 7 del 7-ACA

constituyen el grupo de las cefamicinas (Fl6rez, 1998)
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Figura 1.- Nucleo basico de las cefalosporinas

2.2.2.- CLASIFICACION

Existen distintos tipos de clasificaciones para las cefalosporinas. Una
clasificacion de caracter biolégico de O’Callaghan que subdivide a las cefalosporinas en
7 grupos en base a su metabolismo y estabilidad a la degradacién por beta-lactamasas
(O'Callaghan, 1979). Otra clasificacion de caracter quimico clasifica las cefalosporinas
de acuerdo a los sustituyentes presentes en el carbono de la cadena lateral de C7,
dando cuatro grupos: cefalosporinas sustituidas y no sustituidas a este nivel; a- amino
cefalosporinas y aril-oxi-imino cefalosporinas. Otra clasificacion de caracter
farmacocinético, de acuerdo al tiempo de vida media y aplicada fundamentalmente a
las cefalosporinas de uso parenteral, dispone las cefalosporinas en tres grupos,
incluyéndose en el grupo 1 las cefalosporinas de vidas medias menores de 1 hora
(cefalotina, cefradina, cefapirina, cefoxitina); en el grupo 2 las de vidas medias entre 1
y 3 horas (cefazolina, cefmetazol, cefuroxima, cefotaxima, ceftixozima, moxalactam,
cefmenoxima, cefoperazona, ceftazidima, cefpiroma, cefepime) y en el grupo 3
aquellas cefalosporinas con tiempos de vida media mayores a 3 horas (cefpiramide,
ceftriaxona, cefodizima) (Karchmer, 2000). Ademas, dentro de cada uno de estos grupos
se realiza una subdivision en base a la via de eliminacidn principal (renal y biliar). Otra

clasificacién de cardcter microbioldgico, elaborada por J.D. Williams, agrupa las



cefalosporinas en base a su espectro antibacteriano, su actividad sobre bacterias Gram
positivas, Gram negativas, Pseudomonas aeruginosa y anaerobias. El grupo | incluye las
cefalosporinas de mayor actividad sobre Gram positivos (cefradina, cefradoxilo,
cefalexina, cefalotina); el grupo Il, a cefalosporinas con mayor actividad sobre Gram
negativos (cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, ceftizoxima); el grupo Ill a las que
poseen actividad sobre P. geruginosa (ceftazidima, cefoperazona) y el grupo IV a las
que presentan actividad sobre bacterias anaerobias (cefoxitina, cefotetan,

moxalactam) (Mella, 2001).

La clasificacion mas utilizada, desde una perspectiva clinica, agrupa a las
cefalosporinas en generaciones, de acuerdo al desarrollo historico y algunas

caracteristicas microbioldgicas y estructurales en comun (Mella, 2001).
1. Primera generacion:

a. Oral: Cefadroxilo, Cefalexina, Cefradina. Cefacetril, cefaloglycin,

cefalonium y cefaloridina.

b. Parenteral: Cefalotina, Cefazolina, Cefapirina, Cefradina. Cefaloridina,

cefatrizina, cefazaflur, cefazedona, cefroxadine y ceftezol.
2. Segunda generacion:
a. Oral: Cefaclor, Cefuroxima axetilo, Cefprozil y Loracarbef.

b. Parenteral: Cefonicida, Cefoxitina, Cefuroxima, Cefamandol, Cefmetazol,
Cefotetan, Cefamicina, Cefoxitina, Cefmetazol, cefminox, cefotetan,

cefbuperazona y Cefuzonam.
3. Tercera generacion:

a. Oral: Cefixima, Cefpodoxima proxetilo, Ceftibuteno, Cefditoreno,

Cefetamet, Cefdinir y Latamoxef o Moxalactam.

b. Parenteral: Cefminox, Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona,

Cefoperazona, Ceftizoxima, Moxalactam, Cefpiroma, Cefodizima,



Cefmenoxima, Cefsulodina, Ceftiofur, cefpodoxima. Cefcapene,

cefdaloxima, cefovecin, cefpimizol, cefteram y ceftiolene.

4. Cuarta generacion:

a. Parenteral: Cefepima, Cefaclidina, Cefoselis, Cefelidina. Cefluprenam,

cefozopran, cefpirome, cefquinom y flomoxef.

5. Quinta generacion:

a. Parenteral: Ceftarolina, ceftobiprol.

Cada generacion presenta una serie de caracteristicas:

Las cefalosporinas de primera generacion presentan buena actividad sobre
cocos Gram positivos como Staphylococcus aureus sensible a meticilina, Streptococcus
pyogenes y Streptococcus pneumoniae, sin embargo, carecen de actividad contra
Enterococcus spp, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus
epidermidis y neumococos resistentes a penicilina. También presentan actividad sobre
algunos bacilos Gram negativos, como Escherichia coli, Klebsiella spp., Moraxella
catarrhalis y Proteus mirabilis (no productoras de B-lactamasas). No poseen actividad
sobre Haemophilus influenzae. No son utiles para el tratamiento de infecciones
producidas por Salmonella spp. y Shigella spp. Atendiendo a sus caracteristicas
farmacocinéticas, las cefalosporinas de primera generacién presentan via de
administracion oral y parenteral segin el compuesto, presentan un tiempo de vida
media o semivida corto (aunque cefazolina y cefadroxilo presentan tiempos de
eliminaciéon mds prolongados que el resto), atraviesan débilmente la barrera
hematoencefalica (BHE) con bajos niveles en liquido cefalorraquideo (LCR) y excrecion
por via urinaria. Son utiles en el tratamiento de infecciones urinarias por especies

sensibles (Florez, 1998; Mella, 2001; Rivas 2002).

Las cefalosporinas de segunda generacion presentan mayor cobertura frente a
bacterias Gram negativas que las de primera generacién. Su actividad se extiende
sobre Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis y Neisseria

gonorrhoeage. En esta generacion de cefalosporinas, también se incluyen otras



moléculas que técnicamente corresponden a cefamicina y carbacefems: (Florez, 1998;

Mella, 2001; Rivas 2002):

e Cefamicinas: Presentan un grupo metoxi en posicion 7 del 7-ACA (7-alfa-
metoxi-cefalosporinas). Poseen actividad sobre Bacteroides fragilis. Las
cefamicinas son una familia de antibidticos producidos por diversas especies de
Streptomyces. Se han aislado las cefamicinas A, B y C. La cefoxitina es la sal
sodica de un antibidtico semisintético derivado de la cefamicina C (R=NH2).
Dentro del subgrupo de las cefamicinas se encuentran cefoxitina, cefmetazol,
cefminox, cefotetan, cefbuperazona. La cefoxitina tiene un grupo tienil igual
que la cefalotina y la cefaloridina, a las que se parece por su espectro de
actividad. Estudios clinicos sugieren que la cefoxitina puede ser util en el
tratamiento de infecciones graves, en particular de vias biliares y renales y de

cavidad peritoneal. (Bowman y Rand, 1980).

e Carbacefems: El azufre del anillo dihidrotiazinico del nucleo fundamental (7-
ACA o grupo cefem) esta sustituido por un carbono (carba) de un grupo

metileno (CH2). Dentro de este subgrupo disponemos de Loracarbef.

Las cefalosporinas de segunda generacién carecen de actividad sobre
Pseudomonas aeruginosa. Son menos activas que las cefalosporinas de primera
generacion sobre cepas de S. aureus sensibles a oxacilina, con la excepcidon de
cefamandol. Las cefalosporinas de segunda generacién pueden administrarse por via
oral o parenteral segln el compuesto, tienen una semivida corta, atraviesan la barrera
hematoencefalica (BHE) mejor que las de primera generacién, sin embargo, no se
consideran agentes de eleccidn en el tratamiento de meningitis bacteriana aguda, y se

eliminan via renal (Flérez, 1998; Mella, 2001; Rivas 2002).

Las cefalosporinas de segunda generacidn pueden ser utiles en el tratamiento

de otitis, sinusitis y de infecciones del tracto respiratorio.

Las cefalosporinas de tercera generacion representan uno de los grupos de
antibidticos de mayor uso actualmente. En su estructura quimica presentan un anillo

2-aminotiazolil como cadena lateral en C-7 del nucleo 7-ACA. Moxalactam, cefotaxima,
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ceftizoxima, cefmenoxima y ceftriaxona son aminotiazolil-iminometoxi-cefalosporinas.
Poseen un amplio espectro de actividad, siendo mas eficaces in vitro contra bacilos
Gram negativos y coco Gram positivos, presentando una elevada actividad contra
Enterobacteriaceae (excepto sobre cepas hiperproductoras de cefalosporinasas y/o de
beta-lactamasas de espectro extendido (extended-spectrum beta-lactamase (BLEA),
Serratia marcescens, H. influenzae (incluyendo cepas productoras de beta-lactamasas),
M. catarrhalis, Neisseria spp., S. pyogenes y S. pneumoniae. Ceftazidima vy
cefoperazona poseen actividad frente a P. aeruginosa. Las cefalosporinas de tercera
generaciéon tienen poca actividad frente a la mayoria de cepas de Enterobacter,
Acinetobacter, Citrobacter, P. aeruginosa (a excepcion de ceftazidima y cefoperazona),
y las bacterias anaerobias. Existen cefalosporinas de tercera generacién de
administracion oral y parenteral segin la molécula. Algunos de los componentes de
esta generacion, como ceftriaxona, presentan una semivida prolongada; la cefotaxima
se metaboliza a una forma bioldgicamente activa, la desacetilcefotaxima. Alcanzan
concentraciones eficaces en una amplia variedad de tejidos y parénquimas, entre ellos
sangre, orina, bilis (particularmente cefoperazona y ceftriaxona), pulmones, liquido

peritoneal y meninges (Flérez, 1998; Mella, 2001; Rivas 2002).

Las cefalosporinas de tercera generacién son Utiles en el tratamiento de la otitis
media, de infecciones del tracto respiratorio superior e inferior , infecciones del tracto
urinario (cefixima, cefpodoxima y cefdinir) y de la meningitis bacteriana aguda
(ceftriaxona y cefotaxima), si bien, la aparicidon creciente de cepas de S. pneumoniae
resistentes a penicilina y cefalosporinas ha limitado su uso como monoterapia empirica
para el tratamiento de infecciones meningeas en algunos centros (Florez, 1998; Mella,

2001; Rivas 2002).

Las cefalosporinas de cuarta generacion presentan en su estructura quimica un
grupo metoxi-imino aminotiazolii en R1 del nucleo 7-ACA, excepto cefclidin
(previamente E 1040) que presenta un grupo aminotiadiazolil y un nitrégeno
cuaternario en R2. La asociacion de una carga neta positiva con una carga negativa en
el nucleo 7-ACA convierte a estas cefalosporinas en moléculas zwitteridnicas, es decir,
moléculas con un balance entre sus cargas positivas y negativas en los rangos de pH

encontrados in vivo. Esta caracteristica quimico-estructural proporciona a estas
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cefalosporinas una capacidad de penetracion a través de las porinas (de manera
selectiva a través de la porina Omp F), superior a las de tercera generacién, lo que le
permite alcanzar altas concentraciones en el espacio periplasmico de los bacilos Gram
negativos. Ademds presentan una gran estabilidad contra beta-lactamasas mediadas
por cromosomas, plasmidos bacterianos y afinidad por las proteinas de unién a

penicilinas (Flérez, 1998; Mella, 2001; Rivas 2002).

Poseen una actividad superior con respecto a las cefalosporinas de tercera generacion
frente a bacilos Gram negativos multirresistentes (Serratia, Citrobacter, Enterobacter,
Morganella, Providencia y cepas de Proteus indol negativo hiperproductoras de
cefalosporinasas, y cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de BLEA) y
equivalente frente cepas de bacterias Gram negativos susceptibles y S. pneumoniae.
Presentan una actividad antibacteriana sobre P. aeruginosa comparable, pero no
superior, a la de ceftazidima, y tienen mejor actividad contra algunos Gram-positivos
en comparacion con las cefalosporinas de tercera generacion (Florez, 1998; Mella,

2001; Rivas 2002).

Cefalosporinas de quinta generacion. La ceftarolina posee un metabolito activo
cuyo espectro de actividad in vitro es similar a ceftriaxona pero con una mejor
actividad frente a Gram-positivos. Ceftarolina tiene una mayor afinidad por las PBP2a
de los estafilococos oxacilin-resistentes y tiene actividad también contra S. aureus
meticilin-resistente  (MRSA) y contra S. aureus con resistencia intermedia y
heterogénea a vancomicina (VISA). También presenta actividad frente a Streptococcus
pneumoniae resistente a la penicilina o ceftriaxona. La ceftarolina no es activa contra
Enterobacteriaceae sobre productoras de AmpC o productoras de BLEA, Pseudomonas

aeruginosa, Acinetobacter baumannii o Bacteroides fragilis (Sader, 2015).

2.3.- RELACION ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD

Las cefalosporinas son agentes antibacterianos que poseen un anillo beta-
lactdmico unido a un anillo dihidrotiazinico formando asi el d4cido 7-

aminocefalosporanico (7-ACA), el nucleo fundamental de las cefalosporinas.
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Caracteristicas del nucleo 7-ACA (Flérez, 1998):

e Presenta resistencia a diversas penicilinasas, lo que proporciona un amplio

espectro de actividad a las cefalosporinas.

* Presencia constante de un grupo carboxilico en C4 y una cadena lateral B-
acilaminica en C7 (-R1); sin embargo, este nucleo también permite la adicién de

distintos sustituyentes en C3 (-R2).

Las cefalosporinas poseen una actividad bactericida que depende del inoculo
bacteriano, de la fase de crecimiento bacteriana y del tiempo, obteniendo su maximo
efecto bactericida cuando en una proporcién importante del intervalo interdosis la
concentracion plasmatica del antibacteriano se encuentra por encima de Ia

concentracion inhibitoria minima (CMI).

Al acido 7-aminocefalospordanico le han unido por semisintesis diversos grupos
guimicos especialmente en los carbonos 7 y 3 (radicales R1 y R2, respectivamente

Figura 1) que conforman sus cadenas laterales.

Sustitucion a nivel de R1. En general, las variaciones a nivel de R1 (C7)
modifican la actividad antibacteriana. Dichas variaciones producen habitualmente
moléculas con mayor afinidad por PBPs, particularmente de bacilos Gram negativos, y
mayor estabilidad frente a B-lactamasas, obteniendo compuestos con mayor espectro
de actividad y potencia; asi, el grupo 2-aminotiazolil en el carbono 7 (R1), presente en
cefotiam, permitid el desarrollo de moléculas con elevada afinidad sobre PBPs de
bacterias Gram negativas, particularmente por PBP 1Ay PBP 3, pero inestables frente a
B-lactamasas. Posteriormente se desarrollaron nuevas moléculas resistentes a la
degradacion por B-lactamasas manteniendo la capacidad de unién a PBPs. La
introduccion del radical metoxi-imino sobre el carbono a origind las metoxi-
iminocefalosporinas, que se caracterizan por su estabilidad frente a B-lactamasas. Las
cefalosporinas de tercera generacién, incorporaron simultaneamente el grupo
aminotiazolil y el radical metoxi-imino, consiguiendo una elevada actividad de estos

compuestos sobre Enterobacteriaceae (Flérez, 1998; Mella, 2001; Rivas 2002).
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Sustitucion a nivel de R2. Las variaciones a nivel de R2 originan modificaciones
en las propiedades farmacocinéticas de estas moléculas. Los compuestos con radical
acetiloximetil, (como cefalotina y cefotaxima) presentan una vida media muy corta,
siendo rapidamente metabolizados en el organismo por esterasas plasmaticas y
hepaticas, dando origen a compuestos desacetilados que, en general, son menos
activos como anti-infecciosos que la molécula original. Ademas, la presencia de
sustituyentes pequefios y exentos de carga en R2 es una caracteristica general de las
cefalosporinas de primera generacion de uso oral; asi cefalexina, cefradina y
cefadroxilo, disponen de un grupo metilo a este nivel, mientras que cefaclor presenta
un cloro en R2. Las cefalosporinas de uso parenteral tienden a presentar vidas medias
mas prolongadas en relacion a la presencia de radicales acidicos y de mayor tamano en
R2, como en ceftriaxona que presenta un anillo heterociclico de caracter acido
(1,2,5,6- tetrahidro- 2-metil- 5,6-dioxo- 1,2,4- triazin -3-il) que permite explicar niveles
plasmdticos mas elevados y tiempos de vida media mas prolongado que el resto de las
aminotiazolil metoxi-imino cefalosporinas. La cefazolina (cefalosporina con un anillo
heterociclico en R2) presenta concentraciones plasmaticas mas elevadas y vida media
mas prolongada que cefalotina (acetiloximetilo cefalosporina). El radical N-
metiltetrazol, presente en: moxalactam, cefamandol, cefoperazona, cefmenoxima,
cefpiramida, cefmetazol, cefotetan y cefbuperazona, explica la aparicion de efectos
adversos con el uso de estas moléculas, principalmente de tipo hematoldgico con
prolongacién del tiempo de protrombina, por alteracidn en la sintesis de vitamina K en
el intestino, y efecto "de tipo disulfiram", por inhibicidon del metabolismo del alcohol. El
radical 3'mercaptotiazida esta presente en cefodizima, otorgdndole parametros
farmacocinéticos mas favorables y una peculiar actividad inmunomoduladora. (Florez,

1998; Mella, 2001; Rivas 2002)
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2.4.- MECANISMO DE ACCION

La accidn de los beta-lactamicos se desarrolla mediante la inhibicion de las
etapas finales de la sintesis del peptidoglicano o mureina que es un polimero esencial
en la pared celular de casi todas las bacterias (las clamidias carecen de peptidoglicano
y son, por lo tanto, resistentes a los beta-lactamicos).

El peptidoglicano es un polimero de naturaleza glucopeptidica cuya estructura esta
bastante conservada en todas las bacterias, aunque haya cambios en la composicién
quimica y la naturaleza de los mondmeros constituyentes entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas. (Fl6rez, 1998).

El peptidoglicano esta formado por cadenas en las que se alternan N-acetilglucosamina
(NAG) y el acido N-acetilmuramico (NAM) unidos mediante enlaces B1-4 glucosidicos.

Estas cadenas de heteropolimeros son rectas y no ramificadas, constituyendo la
estructura basica (Schlegel, 1997). Generalmente el grupo acido del NAM estd
esterificado por el pentapéptido L-ala-D-glu-DAP-(acido diaminopimélico)-D-ala-D-ala
en el caso de las bacterias Gram negativas. En las bacterias Gram positivas el
pentapéptido es L-ala-D-glu-L-lys-D-ala-D-ala.

Los pentapéptidos son unidos mediante enlaces peptidicos con otros
pentapéptidos, donde el ultimo péptido de D-ala es liberado. En las bacterias Gram
negativas el enlace peptidico es directo entre el D-Ala en 42 posicion de una cadena
con el m-DAP de la cadena siguiente (liberandose el D-Ala en 52 posicion). En las
bacterias Gram positivas el enlace que se forma es mediante unién indirecta a través
de una pentapéptido de glicina entre la D-Ala en 42 posicién y L-Lys de la cadena

siguiente (Murray, 2006)
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Figura 2.- Estructura peptidoglicano

La sintesis de peptidoglicano ocurre en 4 fases con distintas localizaciones. La
12 fase tiene lugar en el citoplasma donde el UDP-NAM se obtiene a partir del UDP-
NAG (por la enzima fosfoenol piruvato) y los 5 aminoacidos se unen de forma
secuencial al UDP-NAM excepto los dos ultimos que son unidos en forma de dipéptido
(D-Ala-D-Ala). La 22 fase ocurre en el interior de la membrana citoplasmatica, el UDP-
NAM unido al pentapéptido se une a un lipido llamado bactoprenol que actiua como
transportador y se forma la union NAMgentapeptido-NAG y el bactoprenol difunde a la
cara externa de la membrana. La 32 fase es la fase de polimerizacién, donde la cadena
de peptidoglicano crece por accion de la enzima transglucolasa que formara los
enlaces glucosidicos B1-4. La 42, y ultima fase, es la formacidn de enlaces cruzados
entre la cadenas lineales del peptidoglicano Estos enlaces se establecen entre los
aminodacidos del pentapéptido, concretamente entre el aminoacido en posicién 3 (que
siempre es dibasico y tiene un grupo amino libre) y el residuo D-ala en posicién 4. Esto
hace que se desplace el resto de D-ala en posicion 5. Las enzimas que catalizan esta
etapa se llaman transpeptidasas. No todos los pentapéptidos participan en reacciones
de entrecruzamiento. Una segunda enzima, la D-ala-carboxipeptidasa, elimina los
restos D-ala terminales de cualquier pentapéptido que no se halle comprometido en el

entrecruzamiento (Florez, 1998; Murray, 2006).
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Figura 3.- Sintesis peptidoglicano

Existen diferencias notables entre la estructura de la pared bacteriana en
organismos Gram positivos y Gram negativos. La mds notable es la presencia en los
Gram negativos de una segunda membrana, la membrana externa, credndose un
espacio entre ambas, el espacio peripldsmico, en el que se encuentra el
peptidoglicano. El peptidoglicano en las bacterias Gram negativas se ve al microscopio
electrénico como una capa fina, posiblemente constituida por una Unica molécula
bidimensional, que conserva la forma de la bacteria, y a la que normalmente se
denomina «saculo de mureina». En las Gram positivas no existe la membrana externay

el peptidoglicano aparece como una capa mas gruesa (150 a 500 A), lo que

17



posiblemente indica mayor incidencia de malla tridimensional en ella. (Flérez, 1998;

Murray, 2006).
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Figura 4.- Estructura de pared bacteriana de Gram positivas y Gram negativas

Las cefalosporinas (asi como el resto de los betalactamicos) inhiben la sintesis
de la pared celular bacteriana al impedir la biosintesis del peptidoglicano, por
competicidon con las enzimas transpeptidasas y carboxipeptidasas encargadas de la
formaciéon de los puentes entre los pentapéptidos. Al contrario que ocurre con el
sustrato natural, los beta-lactdmicos se unen a la transglucolasa formando un enlace
covalente con una serina de su centro activo, lo que produce la inactivacidon
irreversible de la enzima. (Damaso, 1990; Florez, 1998).

Las transpeptidasas y carboxipeptidasas que reconocen como substratos a las
cefalosporinas se denominan “proteinas fijadores de penicilina” (PBP). Esta unidn es
debida a la similitud estructural de las cefalosporinas por los dos Ultimos aminoacidos
del pentapéptido (Dalanina-D-alanina) que une las moléculas de peptidoglicano de la
pared bacteriana. Se han descrito distintos tipos, entre los mds importantes cabe
destacar las PBP 1, PBP 2 y PBP 3, ya que se consideran necesarias para la formacién
de la pared celular. La PBP 1a y la 1b presentan actividad transglicosidasa y su
inhibicion trae consigo la detencion del crecimiento celular y la lisis de la bacteria. La

PBP 2, también llamado factor de conformacién, confiere forma alargada a la célula y
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su inhibicién origina formas esféricas u ovoides a la bacteria. La PBP 3 es llamada
factor de segmentacion y su papel consiste en la formacién de septos y su inhibicion
trae consigo el alargamiento incontrolado de la celula y su muerte. (Damaso 1990). En
lineas generales los beta-lactamicos son afines a las PBP-1, -2 o0 -3, y en especial para
cefalosporinas los grupos de PBP-2 y -3 (Riviere, 2009).

Dado que las PBP se encuentran en la parte externa de la membrana celular, la
actividad antibacteriana dependera de la accesibilidad de la cefalosporina a la PBP. En
las bacterias Gram positivas su acceso es mas facil, pero en las bacterias Gram
negativas, que poseen una membrana externa, para que la cefalosporina alcance su
diana debe hacerlo a través de las porinas (canales proteicos para la entrada de
nutrientes que permiten la difusidn a través de la membrana de moléculas hidroéfilas
de menos de 700 Da) de la membrana externa. (Murray, 2006).

Para que las cefalosporinas tengan actividad bactericida, es necesario que las
bacterias estén creciendo activamente. En estas condiciones, la falta de
transpeptidacion y la actividad normal de las murein-hidrolasas (autolisinas), hace que
la mureina se debilite y en consecuencia la bacteria se destruye por lisis osmotica. Si
las bacterias no estan en crecimiento, son insensibles a la accion de las penicilinas. En
una poblacidn bacteriana susceptible a los beta-lactdmicos siempre existen algunas
células que por diferentes razones no son lisadas. Este fendmeno se denomina
tolerancia y puede producir el fracaso del tratamiento. (FIérez, 1998)

En resumen, el mecanismo de accién de las cefalosporinas es la inhibicién de la
sintesis del peptidoglicano por inhibicion de la actividad de las transpeptidasas y
carboxipeptidasas por unién a las PBP. Por todo esto, la actividad antibacteriana
dependera de tres factores: accesibilidad a las PBP, afinidad por las PBP y resistencias
bacterianas.

Cefquinoma presenta dichos mecanismos de accidn, alterando la sintesis de la
pared bacteriana con una accion bactericida tiempo-dependiente. La unidn a la pared
bacteriana es debido a la similitud estructural de cefquinoma a los dos ultimos
aminodacidos del pentapéptido que une las moléculas del peptidoglicano. Ademas,
induce activacion de autolisinas bacterianas que destruyen el peptidoglicano (Mella,

2001)
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2.5.- INTEGRACION FARMACOCINETICA-FARMACODINAMICA

Existen multiples factores que pueden incidir directa o indirectamente en el
éxito terapéutico de los antibidticos, y que clasicamente se agrupan en una triada
conformada por la interaccién entre el agente infeccioso (microorganismo), el farmaco
y las caracteristicas del sujeto infectado y que es tratado (Davis y cols., 1968).

Por tanto, para poder evaluar la eficacia de los antibacterianos, actualmente, se
aceptan una serie de principios farmacocinéticos y farmacodinamicos que ayudan a
predecir su potencia y el régimen de administracion mas adecuado y que tienen en
consideracion el factor concentracion y el factor tiempo (Quintiliani, 2004). Asi, los
antibacterianos pueden dividirse principalmente en dos grupos (Craig, 1998; Andes y
Craig, 2002):

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

tiempo de exposicidn.

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

alcanzada en el lugar de accion.

Las cefalosporinas pertenecen al grupo de antibacterianos tiempo dependiente.
El objetivo farmacodindmico al utilizar estos antimicrobianos es por lo tanto lograr
tiempos sobre la CMI (T>CMI) prolongados, lo que también se asocia a mayores
valores de la ratio AUC/CMI. En general se recomienda el uso de dosis fraccionadas

ajustadas a la vida media de cada antibacteriano (Beltran, 2004).

Por ejemplo, para la mayoria de las infecciones se considera suficiente un
tiempo en el que las concentraciones son mayores que la CMI superior al 40 o al 50%
del intervalo entre dosis. Sin embargo, en sujetos neutropénicos, con meningitis o con
microorganismos intrinsecamente resistentes (como Pseudomonas aeruginosa) se
recomiendan valores superiores al 60% e incluso cercanos al 100%. Las cefalosporinas
tienen un efecto post-antibiético (EPA) frente a Gram positivos de tan sélo 2 h, y

mucho menor frente a Gram negativos (Odenholt, 2001; Suarez y Gudiol, 2009).
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Esta caracteristica, propia de los antibidticos con accién preferentemente
dependiente del tiempo, junto con la corta semivida de eliminacién de la mayoria de
las cefalosporinas, condicionan su posologia, lo que hace que se precise su
administracion varias veces al dia para conseguir un T>CMI éptimo (Sudrez y Gudiol,

2009)

Por tanto, la integracién PK/PD es una guia para obtener estimaciones iniciales
de dosis, que son a priori necesarias para alcanzar la respuesta clinica deseada,
modificar un régimen de dosificacion en pacientes que tienen alterado el
aclaramiento, o para calcular una dosis basandose en la informacion de la
susceptibilidad de los organismos patégenos. Sin embargo, no es correcto usar estos
indices para asegurar la efectividad de un producto o para comparar productos. Hay
numerosos factores farmacocinéticos y farmacodindmicos que no pueden predecirse.
Por ejemplo, la concentracién plasmatica de un farmaco no necesariamente refleja la
capacidad de este para penetrar en el sitio de infecciéon o en el interior de la célula
bacteriana (MacGowan y Bowker, 2002).

Dado que las cefalosporinas ejercen su accién mientras el microorganismo esta
en fase de crecimiento, su actividad bactericida es menor en el tratamiento de
abscesos, en los que gran parte de los microorganismos pueden estar en fase
quiescente (aunque también puede influir la penetracién del fdrmaco). En infecciones
con gran indculo bacteriano, especialmente las causadas por algunos Gram negativos
(el ejemplo clasico es la neumonia nosocomial por Gram negativos), el efecto de las
cefalosporinas también puede ser inferior (Wright, 1999).

En la integracion PK/PD hay que tener en cuenta varias limitaciones (Andes y
Craig, 2002; Toutain y cols., 2002; McKellar y cols., 2004):

1. Los parametros farmacodindamicos (CMI) se obtienen in vitro. Por tanto, el

pH, la presencia de oxigeno y el nimero 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

gue, ademas, se va a subestimar la duracién del efecto post-antibidtico, que

suele ser superior in vivo.
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2. Los parametros farmacocinéticos se deben obtener de la concentracién en la
biofase, lo cual resulta complicado. Si no existen barreras que impidan la
difusidon del farmaco, la concentracién del farmaco libre en plasma, se aproxima
a la concentraciéon 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. En aquellos
farmacos con mas de un 20% de union a proteinas plasmaticas, es conveniente

utilizar un factor de correccidn.

2.6.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO

Las cefalosporinas actian especificamente sobre la pared bacteriana y
presentan actividad bactericida en aquellas bacterias que estan creciendo

activamente. Durante los test de antimicrobianos in vitro, se comprobd que al

retirar el medicamento existe una demora para que el microorganismo reentre en el
periodo logaritmico de crecimiento, este fendmeno se denomina efecto post-

antibiotico (EPA). Las cefalosporinas, al contrario que los farmacos que inhiben la
sintesis proteica, no presentan efecto post-antibidtico en bacterias Gram negativas,
pero si presentan un ligero efecto post-antibidtico en bacterias Gram positivas (Noda y
Vidal, 2010). Actuan como antibidticos tiempo dependiente, por lo que su actividad
viene definida por el tiempo en el que la concentracién sobrepasa la CMI (T > CMI), lo
que también se asocia a mayores ratios de AUC/CMI (Beltran, 2004). Se considera que
la concentracion debe ser superior a la CMI al menos un 40-50% del tiempo, y se

considera ideal que alcance el 80% (Craig, 1998).

2.6.1.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO CEFALOSPORINAS PRIMERA
GENERACION

La cefalotina es la cefalosporina de primera generacion mas antigua y fue
utilizada como el prototipo de este grupo. Cefalotina es activa contra la mayoria cocos
Gram positivos (incluyendo los estafilococos productores de penicilinasa), pero no

tiene actividad clinica contra los enterococos, Listeria, estafilococos resistentes a
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oxacilina (Mulligan y cols., 1993), o resistente a la penicilina neumococos (Friedland y
Mccracken, 1994; Tomasz, 1997; Whitney y cols., 2000).

Cefalotina es activo contra la mayoria de cepas de Escherichia coli, Proteus
mirabilis y Klebsiella pneumoniae, pero presenta poca actividad frente a otras especies
de Proteus, Enterobacter, Serratia y los bacilos Gram negativos no entéricos como
Acinetobacter spp y Pseudomonas aeruginosa. Cocos Gram negativos (tales como el
gonococo y meningococo) y Haemophilus influenzae son generalmente resistentes.
Cefalotina también es activa contra la mayoria de los patégenos anaerobios comunes,
con algunas excepciones, como los Bacteroides, particularmente B. fragilis (Friedland y
Mccracken, 1994; Tomasz, 1997; Whitney y cols., 2000).

La cefazolina tiene un espectro de actividad similar a cefalotina. Alcanza niveles
plasmdticos mas altos que cefalotina, y tiene una vida media de eliminacién mas
prolongada. La cefazolina es menos estable que cefalotina in vitro frente algunas
penicilinasas de estafilococos; aunque su relevancia clinica no estd demostrada

(Sabath, 1989).

2.6.2.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO CEFALOSPORINAS SEGUNDA
GENERACION

Las cefalosporinas de segunda generacién son algo menos activas contra cocos
Gram positivos que las de primera generacién, pero son mas activas contra bacilos
Gram negativos. Esta generacion de compuestos se puede dividir en dos subgrupos.

En el primer subgrupo por su importancia clinica, cabe destacara la cefuroxima
es mas activa que la cefazolina in vitro frente a cepas de Haemophilus influenzae,
Enterobacter y algunas subespecies de Proteus. Sin embargo, algunos de estos
microorganismos desarrollan resistencia de tipo cromosdmica (Pitout y cols., 1997).

El segundo subgrupo de las cefalosporinas de segunda generacién con
estructura de cefamicina incluye a cefoxitina y cefotetan. Este subgrupo es activo
contra la mayoria de cepas de E. coli, P. mirabilis y Klebsiella, como las cefalosporinas
de primera generacion. Los cefamicinas son bastante estables frente a muchas beta-
lactamasas mediadas por plasmidos, pero la actividad de este grupo contra

Enterobacter y algunas subespecies de Proteus esta limitada por la induccién de la
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cefalosporinasas cromosémicas de estas especies y la seleccion de mutantes (Pitout y
cols., 1997).

A diferencia de las cefalosporinas de primera generacién, los cefamicinas son
activas contra muchas cepas de Bacteroides. La combinacién de actividad contra
bacilos aerobios facultativos y Gram negativos y Bacteroides ha llevado a la utilizacién
de las cefamicinas en la profilaxis y terapia de infecciones en las cavidades
abdominales y pélvicas (donde predominan estos organismos) aunque el Bacteroides
fragilis, presenta unas altas tasas de resistencia (Bohnen y cols., 1992; Snydman vy cols.,

1996).

2.6.3.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO CEFALOSPORINAS TERCERA
GENERACION

Las cefalosporinas de tercera generacién se caracterizan por ser estables frente
a las beta-lactamasas comunes de bacilos Gram negativos, y son muy activas frente a
enterobacterias (E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter), Neisseria, y Haemophilus influenzae (Klein y Cunha, 1995; Rivas y cols.,
2002). Son el tratamiento de eleccidn para meningitis producidas por bacterias Gram
negativas. Sin embargo, algunos mutantes de enterobacterias, Serratia, Citrobacter,
son resistentes a estos antibidticos (Pitout y cols., 1997).

Las cefalosporinas de tercera generacién son menos activas contra la mayoria
de los microorganismos Gram positivos que las cefalosporinas de primera generacién y
son inactivas contra los enterococos, Listeria, estafilococos resistentes a oxacilina, y
Acinetobacter. La cefotaxima y ceftriaxona suelen ser activas contra neumococo con
sensibilidad intermedia a la penicilina, pero las cepas totalmente resistentes a la
penicilina a menudo son resistentes a las cefalosporinas de tercera generacién
también (Whitney y cols., 2000).

Algunas cefalosporinas de tercera generacion, incluyendo cefotaxima vy
ceftriaxona, tienen poca actividad frente a P. aeruginosa. Sin embargo, otras como
cefoperazona y ceftazidima, tienen actividad contra P. aeruginosa. Cefoperazona fue el
primer farmaco disponible en este subgrupo, pero actualmente su uso es escaso

debido a la disminucién de la estabilidad a las beta-lactamasas mediadas por
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plasmidos de bacilos Gram negativos que la hacen menos activa contra
enterobacterias que otras cefalosporinas de tercera generacion. La ceftazidima, es
bastante estable a las beta-lactamasas mediadas por plasmidos y es altamente activa
contra enterobacterias, Neisseria, y Haemophilus influenzae. La ceftazidima también es
activa contra P. aeruginosa y es una terapia eficaz para las infecciones graves por P.
aeruginosa cuando el microorganismo es resistente a las penicilinas antipseudomonas
o el paciente es alérgico a la penicilina. Ademas, es eficaz en el tratamiento de las
meningitis causadas por P. aeruginosa, aunque tiene poca actividad frente a
microorganismos Gram positivos. La ceftazidima generalmente debe administrarse en
combinacion con un aminoglucdsido para el tratamiento de infecciones graves por P.

aeruginosa (Mella y cols., 2001).

2.6.4.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO CEFALOSPORINAS CUARTA
GENERACION

Las cefalosporinas de cuarta generacién se caracterizan por incorporar en su
estructura un amonio cuaternario cargado positivamente unido al anillo de dihidrotiazina, que
se traduce en una mejor penetracion a través de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas y una menor afinidad para algunas beta-lactamasas producidas por bacilos Gram
negativos respecto a las cefalosporinas de tercera generacion (Mella y cols., 2001).

De forma general y prdactica puede sefialarse que estos agentes despliegan una
actividad superior a la ceftriaxona y cefotaxima sobre bacilos Gram negativos multirresistentes
(Serratia, Citrobacter, Enterobacter, Morganella, Providencia y cepas de Proteus indol negativo
hiperproductoras de cefalosporinasas y/o sobre de cepas de K. pneumoniae y E. coli
productoras de BLEE ) y equivalente al de estos compuestos de tercera generacién sobre cepas
de bacterias Gram negativas susceptibles y S. pneumoniae (Mella y cols., 2001; Gémez y cols.,

2015).

2.6.5.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO CEFALOSPORINAS QUINTA
GENERACION

El Ceftobiprol es una cefalosporina activa tanto frente a Staphylococcus aureus
como estafilococos coagulasa negativos, sensibles y resistentes a meticillina, asi como

frente a las cepas resistentes a vancomicina (VRSA). Este compuesto se une e inhibe a
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la mutada enzima PBP2a y de esta forma inactiva MRSA. Su espectro es similar al de las
cefalosporinas de cuarta generacién (cefepima, cefpiroma), muy activo frente a E. coli
y K. pneumoniae no productores de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
Proteus mirabilis, Providencia spp., Haemophilus Influenzae, Morganella morganii, N.
meningitidis, N. gonorrhoeae y Moraxella catarrhalis. No es activo frente a los bacilos
no fermentadores: Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter spp., Burkholderia
cepacia y Pseudomonas aeruginosa, ni frente a gérmenes anaerobios como
Bacteroides fragilis (Morejon, 2011).

La Ceftarolina es también una cefalosporina activa tanto frente a
Staphylococcus aureus como estafilococos coagulasa negativos sensibles y resistentes
a meticilina (MRSA); asi como, frente a las recientes cepas resistentes a vancomicina
(VRSA) y daptomicin. También incluye en su espectro a Streptococcus pneumoniae
(incluyendo las cepas penicillin-resistentes), Haemophilus influenza (incluyendo las
cepas productoras de beta-lactamasas), Moraxella catarrhalis, Enterococcus faecalis,
incluyendo cepas resistentes a vancomicina e inactiva frente Enterococcus faecium

(File y cols., 2012).

2.7.- MECANISMOS DE RESISTENCIA

Los beta-lactamicos deben alcanzar sus puntos de fijacién (PBP) en la cara
externa de la membrana citoplasmica, lo que se consigue facilmente en las bacterias
Gram positivas y, por difusion a través de las porinas, en las Gram negativas. La
pérdida de las porinas constituye un mecanismo inespecifico de resistencia que muy a
menudo produce resistencia cruzada para todos los compuestos que usan las porinas
como via de entrada a las bacterias. Las mutantes son resistentes simultadneamente a
penicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol y tetraciclinas; sin embargo, el nivel de
resistencia alcanzado por esta via no es muy alto y sélo suele tener significado clinico
cuando se asocia con otros mecanismos de resistencia. Mutantes que carecen de la
porina OmpC son resistentes a los beta-lactdmicos. Esta forma de resistencia es
frecuente en enterobacterias como Salmonella, Enterobacter y en Pseudomonas y

puede ser reversible (Tafur y cols., 2008; Galdiero, 2012).
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2.7.1.- MODIFICACIONES DE LAS DIANAS DE ACCION

Un mecanismo habitual de resistencia a los beta-lactamicos, frecuente en
bacterias Gram positivas, es la produccién de PBP con una afinidad disminuida por los
beta-lactamicos. El caso mas caracteristico de resistencia por este mecanismo es la
resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus. La meticilina se une con gran
afinidad a la PBP2 de S. aureus produciendo la lisis de la bacteria. Son frecuentes los
aislamientos de cepas de S. aureus resistentes a meticilina que, ademas de su PBP2
normal, presentan una forma nueva de esta proteina llamada PBP2a o PBP2’ que tiene
afinidad muy baja por la meticilina, siendo, por lo tanto, resistentes a este antibidtico
(Brown y Reynolds, 1980; Hartman y Tomasz, 1984; Ubakata y cols., 1985). La union de
baja afinidad se puede atribuir, al menos en parte, a una reaccion de acilacién
energéticamente desfavorable de la serina del sitio activo (Lim y Strynadka, 2002). La
PBP2a presenta actividad transglucosidasa y transpeptidasa y realiza las funciones de
las PBP1, PBP2, y PBP3, bloqueadas por los beta-lactdmicos, manteniéndose de esta
forma la integridad de la pared (Ausina, 2006). La proteina PBP2a es producto de un
gen mecA presente sélo en el cromosoma de S. aureus resistentes a meticilina, que se
supone que lo ha adquirido de otra especie bacteriana (Trees e landolo, 1988).
Ademads de los mutantes resistentes a meticilina que llevan un gen mecA, se han
aislado otras variantes de S. aureus, resistentes a diversos beta-lactamicos, que
producen una PBP2a con afinidad alterada por la penicilina o una gran cantidad de
PBP4, una de las PBP de bajo peso molecular (Henze y Berger-Bachi, 1996; Memmi y
cols.; 2008).

Algunos derivados de la cefalosporina se unen a la PBP 2a con afinidades
superiores a otros beta-lactdmicos y son activos contra los estafilococos resistentes a
la meticilina (Entenza y cols., 2002; Fung-Tomc y cols., 2002; Jonshon y cols., 2002).
Estos compuestos tienen en comun una cadena lateral relativamente prolongada

unido al anillo a del ndcleo compuesto beta-lactamico (Chambers, 2003).

Los enterococos presentan una resistencia natural a muchos antibiéticos beta-
lactamicos, especialmente cefalosporinas, debido a la baja afinidad de una de sus PBP

(PBP5) que es capaz de sustituir la actividad de las otras PBP cuando son inhibidas por
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estos antibidticos (Canepari y cols., 1986; Sifaoui y cols.,, 2001). Se han aislado
mutantes de enterococos con resistencia ampliada, que incluye penicilina y ampicilina,
gue producen mayor cantidad de PBP5 con afinidad disminuida para estos antibidticos

(Fontana y cols., 1985 y 1994).

En el caso de neumococo puede adquirir fragmentos de los genes que codifican
PBP de microorganismos resistentes a beta-lactamicos (probablemente de
estreptococos viridans), e insertarlos por recombinacién entre los genes que codifican

PBP. Esto puede ocurrir hasta en 3 de sus PBP (la 1, 2b y 2x) (Chambers, 1999)

2.7.2.- PRODUCCION DE BETA-LACTAMASAS
2.7.2.1- CLASIFICACION DE BETA-LACTAMASAS

La produccion de beta-lactamasas por las bacterias es el mecanismo mas
importante de resistencia a los beta-lactamicos (Ambler, 1980). El anillo beta-
lactamico es hidrolizado por las beta-lactamasas y convertidos en compuestos
biolégicamente inactivos (Goodman, 1991). En organismos Gram positivos, la sintesis
de beta-lactamasas suele ser inducible por la presencia de antibidtico y las enzimas se
secretan al medio externo en gran cantidad, con lo que la resistencia tiene un efecto
poblacional (Medeiros, 1997). En bacterias Gram negativas, las beta-lactamasas se
sintetizan de forma constitutiva y en pequena cantidad, secretandose posteriormente
al periplasma.

La TEM-1 de E.coli fue la primera beta-lactamasa aislada en el afio de 1963 y
posteriormente se aislaron la SHV-1 y la PSE-1 (Bishop y Weiner, 1992; Medeiros,
1997; Spratt, 1975). Se han descrito mas de 190 enzimas de tipo beta-lactamasa, vy
constituyen la mayor causa de resistencia bacteriana hacia los antibiéticos con anillos
betalactamicos (Kobayashi y cols., 1982)

La clasificacion de beta-lactamasas en funcién de su estructura molecular en
cuatro clases (de la A a la D) fue propuesta por Ambler en 1980. En esta clasificacidon
las beta-lactamasas de las clases A, C y D tienen en su centro activo serina mientras la
clase B son metaloenzimas (Ambler, 1980). Bush en 1989, propone una modificacion

del esquema de Richmon y Sykes, intentando relacionar el sustrato y los perfiles de
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inhibicidon con la estructura molecular, lo que ha constituido la base de la clasificacidon
actual basada en caracteristicas bioquimicas, fisicas, espectro de hidrdlisis y espectro
de inhibicidn (Bush y cols, 1995)

2.7.2.1.1 Clasificacién molecular de Ambler (Ambler, 1980)

Las penicilinasas clase A (serin-penicilinasas) se pueden encontrar tanto en
bacterias Gram positivas como Gram negativas y pueden ser de origen cromosdmico o
plasmidico. El peso molecular de estas enzimas esta entorno a los 29.000 daltons.

Las de clase C (serin-cefalosporinasa) constituyen el principal mecanismo de
resistencia de las bacterias Gram negativas. A este grupo pertenece la enzima ampC.
Estas enzimas confieren resistencia a las oximinocefaloporinas, a metoxicefalosporinas
y no son afectadas por los inhibidores (Gupta, 2007) que ademas de la serina
contienen en el centro activo DD-transpeptidasas/carboxypeptidasas. Son proteinas
de gran peso molecular, cercano a los 36.000 daltons (Gundstorm y cols., 1980; Jaurin
y Gundstrom, 1981).

Las de clase D (serin-oxacilinasas) presentan una gran actividad hidrolitica
frente a oxacilinas y una sensibilidad frente al acido clavuldnico. Su peso molecular es
entorno a los 29.000 daltons (Giulani y cols., 2005)

Las de clase B (metaloenzimas), para unir el residuo histidina o cisteina con el
grupo carboxilo de la uniéon amida de la mayoria de las penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemas lo realizan mediante el i6n zinc a diferencia de las otras beta-
lactamasas (Gupta, 2007). Podemos distinguir 3 tipos de metalo-beta-lactamasas, B1,
B2 y B3. Los subtipos B1 y B3 englobarian enzimas con amplio espectro de accion que
actuarian frente a la mayoria de los betalactdmicos excepto monobactamas, y
presentan su maxima actividad cuando tienen dos dtomos de zinc mientras que B2
son carbapenemasas las cuales, presentan poca accién frente a penicilinas y

cefalosporinas y se inactivan cuando incorpora otro atomo de zinc (Frere y cols., 2005).
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Figura 5.- Clasificacion de Amber de beta-lactamasas

2.7.2.1.2 Clasificacidon funcional de Bush, Jacoby y Medeiros (Bush vy cols., 1995)

Esta clasificacion considera los inhibidores de beta-lactamasas y los sustratos
de los beta-lactamicos, y los clasifica en 4 grupos.

Las enzimas del grupo 1 se correlacionan con la clase molecular C. En este
grupo se engloban cefalosporinasas que no son inhibidas por el acido clavulanico o
sulbactam ni por el EDTA, pero son inhibidas por el aztreonam y cloxacilina. Su peso
molecular suele ser de 30.,000 daltons. La mayor parte de ellas son de origen
cromosomico e hidrolizan fundamentalmente a cefaloridina y cefalotina.

Las del grupo 2 se correlacionan con la clase molecular A o D y son
penicilinasas, cefalosporinasas y beta-lactamasas de amplio espectro que son sensibles
a la accion de los inhibidores de betalactamasa. Dado el enorme nimero de sustratos

podemos distinguir varios subgrupos. Los subgrupos se muestran en la figura 6.

30



Las beta-lactamasas del grupo 3 se correlacionan con la clase molecular B. Son
metalo-beta-lactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas.
Son pobremente inhibidas por los inhibidores clasicos excepto EDTA. Algunas de las
beta-lactamasas incluidas en este grupo son la beta-lactamasa L1 de P.maltophilia con
fuerte accidn hidrolitica frente a Imipenem y la beta-lactamasa Il de Bacillus cereus.

Las del grupo 4 son penicilinasas que no son inhibidas por el acido clavulanico.

Hasta el momento no se han podido englobar en ninguna clase molecular.
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Figura 6.- Beta-lactamasas: clasificacion funcional de Bush, Jacoby y Medeiros.




2.7.2.2- BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

Las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que hidrolizan a
las cefalosporinas de espectro extendido que contienen una cadena lateral oximino
entre las que estan incluidas la ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y también el
aztreonam. No actlan sobre cefamicinas ni carbapenemas. Son inhibidas por el
acido clavuldnico u otros inhibidores de beta-lactamasas como el sulbactam o
tazobactam (Patterson, 2003).

Con el uso excesivo de las cefalosporinas de amplio espectro, en los ultimos
afos, ha aparecido una nueva problematica en el tratamiento de las infecciones ya que
numerosas cepas se vuelven productoras de BLEE a causa de este uso excesivo
(Gobernado, 2005). Dada la alta prevalencia de microorganismos productores de beta-
lactamasas, durante los afios 80 se desarrollaron las cefalosporinas de tercera
generacion, estas cefalosporinas presentan menor nefrotoxicidad que los
aminoglucésidos y las polimixinas, lo que condujo a su uso excesivo y, como
consecuencia la aparicién de las BLEE (Paterson y Bonomo, 2005).

Se presentan principalmente en enterobacterias, en concreto E.coli y Klebsiella
pneumoniae, pero también pueden aparecer en bacilos no fermentadores y otras
enterobacterias. Son enzimas de configuracion plasmidica producidas por bacilos
Gram-negativos.

Derivan de las beta-lactamasas de amplio espectro (TEM-1, TEM-2, SHV-1),
pertenecientes al grupo 2b de la clasificacién de Bush, Jacoby y Medeiros; cuando
estas sufren mutaciones.

Cefquinoma resiste a la mayoria de las beta-lactamasas, puede resultar
susceptible a las denominadas beta-lactamasas de espectro extendido. Las BLEE (TEM,
SHV y CTX-M entre otras) son secretadas por bacterias Gram negativas como las
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, y los géneros Pseudomonas vy

Acinetobacter (Jacoby y Muioz, 2005)
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2.8.- PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

2.8.1.- ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD

Las cefalosporinas son, en general, moléculas con cardacter polar e hidrosoluble,
lo que condiciona su absorcidn a nivel del tracto gastrointestinal. La incorporacion de
grupos electronegativos en las moléculas mejora la estabilidad en el medio acido y
permite la absorcidn entérica (entre el 50 y 95 %) de cefalexina, cefadroxilo, cefradina
y cefaclor en pequefios animales (Waterman y Scharfenberger 1978; Lavy y cols., 1997;
Campbell y Rosin, 1998), aunque no lo hacen con tanta eficiencia en grandes animales,
siendo la biodisponibilidad oral entorno al 50-75% en perros y gatos (Lavy y cols., 1997;
Wackowiez y cols., 1997; Carli y cols., 1999) e inferior al 10% para cefalexina en
equinos (Davis y cols., 2005).

Las cefalosporinas formuladas en forma de éster mejoran la liposolubilidad,
aumentando asi su biodisponibilidad oral. Es lo que sucede en el caso de cefpodoxima
proxetilo (Campbell y Rosin, 1998) o de la cefuroxima, formulada como cefuroxima
axetilo, un profarmaco que se activa tras su hidrélisis en la mucosa intestinal e higado
(Giguere, 2006) y de gran uso en clinica humana.

También existen otros factores, que pueden condicionar la absorcion de las
cefalosporinas, como es la presencia de alimentos (Campbell y Rosin, 1998) o la edad,
como se observa con la administracién oral de cefadroxilo en equinos, con mejor
biodisponibilidad en potro que en adultos (Wilson y cols., 1985; Duffee y cols., 1989),
probablemente influenciado por las diferencias de pH en el tubo digestivo, ya que los
primeros son animales lactantes con predomino de un medio acido, a diferencia de los
segundos cuyo pH es mas alcalino.

El conjunto de cefalosporinas inyectables difiere escasamente en la absorcién
parenteral, aunque la estabilidad y unidon a las proteinas tisulares son variables
condicionando a la misma. Tras la administracidén intramuscular y/o subcutanea la
absorcién varia entre un 60 y 100%, con picos de concentracion plasmatica maximos
entre 30 y 60 minutos postadministracion. Asi, por ejemplo, tras la administracion
intramuscular de cefotaxima (Atef y cols., 1990), cefuroxima (El-Sooud y cols., 2000) y

ceftriaxona (Ismail, 2005) a cabras se observé una biodisponibilidad del 100, 90 y 85 %,
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respectivamente. En bovinos, la cefalexina se absorbié en un 68 % por la misma via
(Soback y cols., 1988), mientras que en equinos la cefapirina (Brown y cols., 1987) y la

cefoxitina (Brown y cols., 1986), lo hicieron en un 95y 77 %, respectivamente.

2.8.2.- DISTRIBUCION

Las cefalosporinas son moléculas acidas por lo que en el organismo se
comportan como moléculas polares. Son muy poco liposolubles y poseen una
capacidad deficiente para penetrar las células. El volumen de distribuciéon
generalmente se encuentra entorno 0,2 - 0,5 L/kg (Guerrini y cols., 1985; Limbert y
cols., 1991; Swati y cols., 2010; Patel y cols., 2010). Por otro lado, las cefalosporinas
tienen una muy buena distribucion en los liquidos extracelulares, debido a su baja
union a proteinas plasmaticas en animales. A diferencia de lo que sucede en animales,
existen evidencias que la union a las proteinas plasmaticas de muchas cefalosporinas
es elevada en seres humanos. La ceftriaxona, posee un 90 a 95 % de unidn a proteinas
plasmaticas en personas mientras que en perros posee sélo un 25 % de union a bajas
concentraciones y un 2 % a elevadas concentraciones (Popick y cols., 1987; Papich y
cols., 2010). La cefazolina posee un elevado porcentaje de unidn en personas (85 %),
pero es bajo en perros (19 %) favoreciendo una rapida distribucién desde el plasma al
liquido intersticial (Rosin y cols., 1993). El mayor porcentaje de unién a proteinas del
plasma en animales ocurre con cefovecina, el cual se une un 99 % en perros y gatos
(Stegemann y cols., 2006a y 2006b).

La distribucion de las cefalosporinas en el liquido cefalorraquideo (LCR) es
limitada y las concentraciones en este liquido corresponden entre un 0,5y 2 % de las
concentraciones maximas logradas en sangre. Esto es debido a las caracteristicas
fisico-quimicas de las cefalosporinas vy, si logran alcanzar el LCR, son transportadas
activamente fuera del sistema nervioso central. Sin embargo, este mecanismo se
interrumpe en el caso de inflamacién meningea. Ademas la meningitis, altera las
uniones celulares estrechas, el transporte de vesiculas, y por lo tanto el pasaje de
moléculas beta-lactdmicas a través de la barrera hematoencefalica (BHE) se ve
favorecida, logrando concentraciones del 55 % respecto al pico de concentracion

plasmatica (Guiguére, 2006). A pesar de ello, consiguen alcanzar concentraciones
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significativas en LCR: cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, ceftizoxima, cefmenoxima,
moxalactam y ceftazidima (Florez, 2003).

En los huesos, articulaciones y musculo, la distribucidon es aceptable para todo
el grupo, aunque es inferior con agentes de tercera generacion. La cefazolina penetra
en el hueso normal y osteomielitico, y las concentraciones son similares a las
plasmaticas (Daly y cols., 1982). Esto determina el uso efectivo de cefazolina para la
prevencion y tratamiento de osteomielitis y es el antibidtico de uso mas comun para
procedimientos ortopédicos (Rosin y cols., 1993).

La cefapirina y el ceftiofur, experimentan gran disposicién en los liquidos
intraperitoneal y sinovial (Schurman y cols., 1976; Meyer y cols., 2009). La ceftazidima,
ceftizoxima y cefuroxima generan niveles terapéuticos en el ojo (Barza y cols., 1993) y
la cefotaxima y cefradina en el oido medio (Aslam y cols., 2004). En la piel, la
disposicion es adecuada para la cefalexina y cefadroxilo (Frank y Kunkle, 1993).

En los aparatos digestivo y urinario todo el grupo genera concentraciones
terapéuticas, especialmente en orina, debido a que es la principal via de excrecién
(Fl6rez, 2003)

La distribucion de cefalosporinas hacia la glandula mamaria y el consecuente
acceso a la leche es limitada, esto se debe a que la cantidad de fdrmaco secretado a la
leche aumenta en la medida que lo hace su liposolubilidad y disminuye su peso
molecular, su afinidad por proteinas plasmaticas y su grado de ionizacién. En lo
referente a este Gltimo aspecto, la proporcion de farmaco ionizado/no ionizado es una
funcién de la interaccion entre el pKa que posea y el pH del medio donde se
encuentre. Como el pH normal de la leche (=6,5 - 6,7) es menor que el pH del plasma
(=7,4), las moléculas bases débiles, que en sangre se encuentran mayoritariamente
como no ionizadas, difundirdn con mayor facilidad hacia la leche que las moléculas
acidas, y una vez, en ese medio, el equilibrio virara hacia la fraccién ionizada (lto y Lee,

2003; Martinez y Modric, 2010; Rule y cols., 2011).
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2.8.3.- METABOLISMO Y EXCRECION

Las cefalosporinas son minimamente metabolizadas en el higado, dependiendo
del farmaco (Flérez, 2003). Agentes como la cefotaxima, cefacetrilo, cefalotina y
cefapirina se metabolizan por esterasas que escinden grupos 3-acetoximetil del anillo
dihidrotiazinico, convirtiéndolas en lactonas inactivas. Los compuestos desacetilados
se eliminan principalmente por orina, conservando cierta actividad antibacteriana
(Mellay cols., 2001).

En bovinos y porcinos, el ceftiofur primero es degradado por esterasas y luego
conjugado, generando los metabolitos: desfuroil-ceftiofur-glutation-disulfuro (higado),
3-3-desfuroilceftiofur-disulfuro (orina) y desfuroil-ceftiofur-cisteina-disulfuro (plasma,
tejidos y orina) (Jones, 1989; Hornish y Kotarski, 2002).

Las cefalosporinas son rapidamente eliminadas tras su administracién
sistémica. El 6rgano principal de excrecidn es el rifidn, y las concentraciones urinarias
de estas moléculas son elevadas. La filtracion glomerular y la secrecidon tubular
conforman los principales mecanismos de eliminacién de cefalosporinas (Riviere,
2009). En general, poseen semividas de 1 a 2 horas, pero algunas (particularmente de
tercera generacién), pueden tener una semivida mas prolongada posiblemente por la
limitada secreciéon tubular, elevada afinidad por las proteinas plasmaticas y minima
degradacion. Por ejemplo, el ceftiofur se metaboliza en un metabolito activo y tiene
una semivida de 3 a 4 h en bovinos, 4 h en perros y 2,5 h en caballos. Otras
cefalosporinas de tercera generacion con semividas mas prolongadas se comprueba
que incorporan en el C3 del anillo beta-lactamico estructuras de 3 6 4 atomos de
nitrégeno, como ceftriaxona, cefoperazona, ceftazidima y latamoxef (Hornish y
Kotarski, 2002; Riviere, 2009).

La reduccidn de la funcion renal impone un ajuste en el régimen de
dosificacién, debido a la importancia de la eliminacién urinaria, excepto para
compuestos que se metabolizan o eliminan principalmente por bilis. En general
aquellos compuestos de elevado peso molecular y gran afinidad proteica, como la
cefoperazona, son excretados por la bilis en gran medida (75%). Otros compuestos que
se eliminan por esta via en gran proporcion son la ceftriaxona y el latamoxef, motivo

por el cual estan contraindicados en el equino y otros herbivoros con intestino grueso
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expandido. La alteracion hepatica no requiere el ajuste de dosis, puesto que la menor
excrecion biliar se compensa con mayor eliminacidon urinaria; el ajuste sélo es
indispensable cuando coexisten ambas patologias (Guiguére, 2006; Errecalde y cols.,

2007).
2.9.- INTERACCIONES

Las cefalosporinas no presentan muchas interacciones en comparacion con
otros farmacos, en especial aquellos que son inhibidores o inductores del citocromo
P450.

A nivel estructural, la principal interaccion producida por las cefalosporinas, se
produce en aquellas que presentan en su estructura una cadena lateral en posicién 3
con un nucleo del metil-tiotetrazol. Este nucleo puede producir una intolerancia a la
ingesta de alcohol etilico, produciendo una reaccién llamada “reaccidon tipo
disulfiram”. En un metabolismo normal, el alcohol se metaboliza en el higado por la
enzima alcohol deshidrogenasa, la cual lo transforma en acetaldehido, el cual es
procesado por la acetaldehido deshidrogenasa para dar acido acético inocuo. El
disulfiram bloquea ésta Uultima reaccién, previniendo que se metabolice el
acetaldehido y provocando por tanto que sus concentraciones plasmaticas aumenten
de 5 a 10 veces. Ya que el acetaldehido es el responsable de la "resaca" alcohdlica, el
ingerir alcohol bajo los efectos del disulfiram produce una rapida e intensa resaca,
mucho mds grave e incluso peligrosa en pacientes con problemas cardiacos o
hepaticos si no estan asistidos, desde 5-10 minutos tras la ingestion del alcohol hasta
un periodo que varia entre 30 minutos y varias horas. Los sintomas tipicos de este
exceso de acetaldehido incluyen rash cutaneo, taquicardia, respiracion entrecortada,
nauseas y vomitos, y en algunos casos puede llegar a causar la muerte (Mcmahon,
1980; Damaso, 1990; Nakamura y cols., 1984; Kamei y cols., 1987; Dong y cols., 2013).

Aunque en general, las cefalosporinas de administracion oral que contienen
grupos ester suelen aumentar su absorcién con su administraciéon conjunta con
alimentos (Lode y cols., 1994), como en el caso de cefuroxima donde la
biodisponibilidad aumenta del 30 al 40%, existen otros casos en la que los alimentos
disminuyen la biodisponibilidad, como por ejemplo en el caso del ceftibuteno (Gomez

y cols., 2015).
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Las cefalosporinas, por ser farmacos de amplio espectro, pueden alterar la flora
bacteriana del intestino, y de ese modo, interferir en procesos de absorcion de otros
farmacos mediante ciclos enterohepdticos, como ocurre con el caso de algunos
anticonceptivos orales (Rivas y cols., 2002).

Como ocurre con otros antibacterianos con actividad bactericida, su uso
concomitante con antibidticos bacteriostaticos, pueden resultar en una disminucion de
la actividad de estos farmacos, debido a que, para que las cefalosporinas puedan
ejercer su efecto bactericida, es necesario que las bacterias se encuentren en
crecimiento, ejemplo que puede verse al usar tetraciclinas junto con cefalosporinas
(Cordies y cols., 1998). También puede sufrir sinergismo con otros antibidticos,
principalmente, aquellos bactericidas que actian a nivel de la estructura bacteriana,
como pueden ser los aminoglucésidos (Allan y Machado, 1998).

En cuanto a su eliminacién, el probencid un agente uricosurico que aumenta la
excrecion del acido Urico en orina por inhibicidon del transportador de aniones, que
también produce una disminucién del aclaramiento renal de las cefalosporinas,
aumentando las concentraciones maximas y el AUC. Aunque la mayoria de las
cefalosporinas se ven afectadas en menor o mayor medida, existen algunas en las que
el probencid no parece tener ningun efecto, y son ceforanida, ceftazidima y
ceftriaxona (Brown, 1993).

Merece la pena destacar, mas que una interaccidn, la incompatibilidad de
algunas cefalosporinas, principalmente estudiado con ceftriaxona, con el calcio, que
producen precipitados, y nunca dejen coadministrase por la misma via (Steadman y

cols., 2010).

2.10.- TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS

En conjunto, las cefalosporinas son farmacos seguros. Los efectos secundarios
son infrecuentes y habitualmente leves. Existen una serie de reacciones adversas
comunes a practicamente todas las cefalosporinas, mientras que otras afectan solo a
algunos grupos en funcion de la presencia de de determinadas estructuras quimicas en

su moléculas o de su actividad y espectro (Garcia-Sanchez y cols., 1999).
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2.10.1.- REACCIONES ADVERSAS GASTROINTESTINALES

Las alteraciones gastrointestinales son mdas comunes en las cefalosporinas
administradas por via oral. Algunas cefalosporinas administradas por via IV que se
eliminan en gran cantidad por bilis, como cefoperazona, producen mas
frecuentemente nauseas y diarrea (Carlberg y cols., 1982) llegando a presentarse en
un 5% en una serie de pacientes estadounidenses (Brogden y cols., 1981). Entre las
reacciones adversas gastrointestinales se han descrito: diarrea, nauseas, vomitos,
anorexia, dolor abdominal, aerofagia, meteorismo, gastralgia, epigastralgia,

estrefimiento etc...

Aunque de manera infrecuente, también se han notificado casos de colitis
pseudomembranosa (Ddmaso, 1990), producida habitualmente por toxinas de

Clostridium difficile.

2.10.2.- REACCIONES ADVERSAS HEMATOLOGICAS

El uso de cefalosporinas ha sido asociado a anormalidades hematolégicas como
leucopenia, neutropenia, trombocitopenia, linfopenia, trombocitosis, leucocitosis,
linfocitosis, eosinofilia, disminucion el hematocrito y de la hemoglobina. Estas
reacciones solo se producen en raras ocasiones (Damaso, 1990).

Otro fendmeno relacionado con grandes dosis de estos antibidticos es una
reaccion de Coombs positiva y aunque la hemdlisis no suele asociarse con este
fenédmeno, esta se ha publicado en algunas ocasiones, particularmente asociado a
ceftriaxona y en pacientes con déficit de 6-Fosfato deshidrogenasa (Leaf y cols., 2010).

También se ha relacionado a las cefalosporinas de segunda vy tercera
generacion, principalmente Cefotetan, con anemia hemolitica grave (Shariatmadar y
cols., 2004).

Asimismo, se han descrito alteraciones de la coagulacién por bloqueo de la
sintesis de protrombina y de otros factores dependientes de la vitamina K, ademas de
alteracion de la funcidn plaquetaria, tras el uso de cefalosporinas a altas dosis (Rivas y

cols., 2002).
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En un 4% de los pacientes tratados con cefalosporinas se observo eosinofilia
(Fass y cols., 1970; Mouallem, 1976) aunque no se ha identificado si esto es debido al
propio fdrmaco o es debido a una reaccidn fisioldgica al tratamiento de la infeccién.

La neutropenia es una reacciéon bastante rara en relacion con las cefalosporinas,
suele aparecer en menos del 0,5% de los pacientes, y rara vez los recuentos
descienden de 1000 neutrofilos/mm?, aunque se han descrito algunos casos de
neutropenias por debajo de 500 neutrofilos/mm3 (Homatouni y cols., 1979; Norrby,

1987), aunque su recuperacion suele ser rapida tras la suspensién del tratamiento.

2.10.3.- REACCIONES ADVERSAS HEPATICAS

Aunque no es habitual, también se ha relacionado a las cefalosporinas con
elevacion de transaminasas, fosfatasa alcalina, lactatodeshidrogenasa y bilirrubina
(Damaso, 1990). La incidencia varia en funcién de las caracteristicas de los pacientes
estudiados, en un estudio la incidencia alteraciones hepdticas en pacientes en
tratamiento con cefuroxima fue del 24% pero el porcentaje que se relaciond con el uso
del fdrmaco, y no por otros factores de riesgo, fue menor (Norrby y cols., 1977). Este
tipo de reacciones adversas se relacionan principalmente con moxolactam (Rivas y

cols., 2002).

Dado que las cefalosporinas son de los antibacterianos mas usados en todo el
mundo, el nimero reacciones adversas de tipo hepdatico notificadas es elevado, pero

su incidencia asociada al uso cefalosporinas es baja (Kwon y cols., 2012)

2.10.4.- REACCIONES ADVERSAS RENALES

En general, con todas las cefalosporinas se han descrito aumentos ligeros y
transitorios de las cifras de urea y creatinina séricas y disminucion del aclaramiento de

creatinina, en enfermos con alteracion previa de la funcion renal (Damaso, 1990)

Algunas cefalosporinas como la cefaloridina son potencialmente nefrotodxicas,
se acumulan en el tdbulo proximal (Silverblatt y cols., 1970) y pueden producir
proteinuria o incluso ocasionar una nefritis intersticial o una necrosis tubular aguda,

cuando se administran dosis diarias mayores de 4g (Simpson, 1971).
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Otra cefalosporina como la cefalotina, se ha relacionado con nefrotoxicidad
aguda en pacientes que recibian dosis usuales (8g — 12g/dia) en pacientes con
enfermedad renal preexistente o cuando se asocia a farmacos nefrotéxicos, como

aminoglucdsidos y en pacientes ancianos (Rivas y cols., 2002).

2.10.5.- REACCIONES ADVERSAS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Son infrecuentes y en general, cuando se presentan, de escasa relevancia. Entre
ellas encontramos cefaleas, alucinaciones, vértigo, confusién mental, ansiedad etc.

(Damaso, 1990).

Con cefemas, cuya cadena lateral en posicion 3 es un nucleo del metil-
tiotetrazol, se ha descrito un tipo de toxicidad que consiste en una intolerancia aguda
al alcohol etilico semejante a la que ocurre con el disulfiram (Nakamura y cols., 1984),
se piensa que puede ser debida a la inhibicidon, por parte del antibiético, de la enzima
deshidrogenasa (Kamei y cols., 1987), del acetaldehido, lo que origina un incremento
notable de la concentracién sanguinea del mismo. El cuadro se caracteriza, pocos
minutos después del a ingesta de alcohol, por enrojecimiento y sensacién de calor en
cara, conjuntivas, hombros, térax y espalda, acompanados de ndauseas, vomitos,
sudoracion, taquicardia y cefalea y mas raramente de hipertension o hipotension,
mareo, vértigo, sincope, dolor tordcico y exantema macular en cara y pecho
(Mcmahon, 1980). Su duracién suele ser corta, desapareciendo los sintomas en unos

minutos o pocas horas (Damaso, 1990)
2.10.6.- REACCIONES ALERGICAS

Los beta-lactamicos son uno de los grupos de farmacos que mds reacciones de
hipersensibilidad producen (Sanchez-Sancho y cols., 2003; Weiss y Adkinson, 1988). Las
cefalosporinas son los segundos beta-lactamicos, después de las penicilinas, que

producen mas reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE (Blanca y cols., 1994).

El riesgo relativo de sufrir una de estas reacciones se encuentra entre 1:1.000 y
1.100.000 (Gadde y cols., 1993; Kelkar y Li, 2001), aumentando en pacientes alérgicos

a penicilinas en un uno de cada cuatro pacientes (Campagna y cols., 2012).
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Las penicilinas son capaces de actuar como haptenos para combinarse con
proteinas humanas. Una vez sensibilizado con un complejo hapteno-portador, el
paciente puede manifestar una reaccién alérgica a la penicilina. Peniciloil y acido
penicilanico son productos que se forman cuando el anillo beta-lactdmico se abre y son
considerados como los principales factores determinantes de la alergia a la penicilina
(Lockey y Bukantz, 1999; Vervloet, 2003). Las cefalosporinas también son sospechosas
de formar haptenos, aunque se desconocen los productos quimicos especificos,
ademas las cefalosporinas son mas inestables y experimentan un metabolismo mas
intenso que las penicilinas, dando origen a nuevos antigenos (Silviu y cols., 1993;
Baldo, 1999). Las cadenas laterales también son inmunogénicas y al igual que en el
caso de las aminopenicilinas, pueden ser responsables de monosensibilizaciones o de

sensibilizaciones cruzadas entre farmacos que comparten la misma cadena lateral.

En los primeros estudios que comparaban la reactividad cruzada entre
penicilinas y cefalosporinas, las cifras se encuentran sobreestimadas debido a que en
las primeras cefalosporinas sintetizadas habia trazas de penicilinas (Kelkar y Li, 2001).
En un estudio 15.987 pacientes que fueron tratados con cefaloridina, cefalexina,
cefalotina, cefazolina, o cefamandol, 8.1% de aquellos con una historia de alergia a la
penicilina presentaron reaccion alérgica a estas cefalosporinas, en comparacién con
1,9% de los que no presentaban historial de alergia a penicilinas. Por lo tanto, el riesgo
de sufrir una reaccion alérgica fue cuatro veces superior en los pacientes alérgicos a la
penicilina (Lin, 1992). Dado que el hapteno de las cefalosporinas aun no esta
totalmente claro, no es posible saber exactamente el mecanismo de accidn de esta

reactividad cruzada.

Las reacciones de hipersensiblidad pueden manifestarse con urticarias,
exantemas, angioedemas, e incluso shock anafilactico. Se han descrito casos de
sindrome de Stevens-Johnson con algunas cefalosporinas como es el caso de la

cefoxitina (Mcarthur y Dymet 1975; Kannangara y cols., 1982).
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2.10.7.- REACCIONES ADVERSAS CARDIACAS

En general, las cefalosporinas son farmacos seguros desde el punto de vista
cardioldgico. A pesar de eso, se ha descrito, en rara ocasién, algun caso de miocarditis

gue fue diagnosticada post-mortem (Chikwava y cols., 2006)

2.11.- APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS CEFALOSPORINAS

Las cefalosporinas fueron originalmente introducidas en clinica para el
tratamiento de infecciones producidas por estafilococos resistentes (productores de
penicilinasas), con la ventaja que estos farmacos poseian también un espectro de
actividad similar contra Gram negativos, tal como las aminobenzilpenicicilinas de
espectro ampliado. Las alteraciones (variaciones) de las cadenas laterales del nucleo
del acido 7-aminocefalosporénico y el descubrimiento de las cefamicinas condujeron a
una creciente estabilidad frente a las beta-lactamasas de las bacterias Gram negativas,
incluyendo Bacteroides fragilis y Pseudomonas aeruginosa. Este incremento en la
estabilidad por lo usual es a expensas de reducir la actividad contra Gram positivas y
variaciones en la farmacocinética (Guiguére, 2006).

En veterinaria, las cefalosporinas de primera generacién son utilizadas
principalmente en perros, para el tratamiento de infecciones de piel, urinarias y
respiratorias, usandose algunas por via oral como cefalexina y cefradoxilo (Chatfield y
cols., 1984; Barsanti y cols., 1985; Mcdonald, 1989). Las de segunda y tercera
generacion son usadas para tratar microorganismos resistentes a las cefalosporinas de

primera generacion (Petersen y Rosin, 1993; Guiguére, 2006).

En humanos las cefalosporinas de primera generacién se emplean de forma
segura y efectiva en la profilaxis de intervenciones quirdrgicas. Una dosis Unica de
cefazolina justo antes de la cirugia es la profilaxis recomendada para procedimientos
en los cuales la flora de la piel sean los probables patégenos implicados. Dependiendo
de su vida media y la duracion de la operacion se empleara uno u otro farmaco. Los
gue poseen una vida media corta -cefapirina, cefalotina- se eliminan de los tejidos en
aproximadamente dos horas y aquellos que tienen una vida media mas larga -
cefazolina- se eliminan en unas seis horas. Se recomienda que la primera dosis sea

administrada mas o menos 30 minutos antes de la incision de la piel (excepto en las
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cesareas en que la primera dosis se debe administrar inmediatamente después de ligar
el corddn umbilical). Si la intervencion dura mas de dos horas, se debe administrar una
segunda dosis, si la cefalosporina que se usé es de accidn corta se administrard una

tercera dosis a las 4, 6 horas después de finalizar la intervencién (Rivas y cols., 2002).

Las cefalosporinas, con o sin la adicion de un aminoglicésido, son consideradas
como los agentes terapéuticos de eleccion en infecciones severas causadas por

Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Providencia, Serratia y especies de Haemophilus.

Las de primera generacion deben ser empleadas para el tratamiento o la
prevencidon de infecciones por microorganismos Gram-positivos y particularmente
como profilacticos en intervenciones quirurgicas de colocacion de prétesis dseas y
osteo-articulares. Asimismo, se ha publicado que el uso de cefazolina es de gran

utilidad en emergencias ginecoldgicas (cesarea) (Rouzziy cols., 2000).

Las cefalosporinas de segunda generacién se deben utilizar para el
tratamiento o prevencion de infecciones por gérmenes Gram negativos, especialmente
las producidas por Enterobacteriaceae, debido a que son activas en altos porcentajes y
a que estos gérmenes habitualmente son resistentes a las primeras cefalosporinas.
Existen diferencias entre cefalosporinas de esta generacién. Cefoxitina es muy activa
contra B. fragilis por lo que se usa en el tratamiento o profilaxis de sepsis
intraabdominales. Cefamandol tiene mayor actividad contra H. influenzae. Cefuroxima,
al igual que algunas cefalosporinas de tercera generacidén, es excelente para el
tratamiento de neumonias adquiridas en la comunidad, por ejemplo, aquellas
causadas por Streptococcus pneumoniae (incluyendo las cepas resistentes a
penicilinas), H. Influenzae. Cefoxitina y cefotetan tienen buena actividad para las

terapias combinadas bajo ciertas condiciones (Rivas y cols., 2002).

Las cefalosporinas de tercera generacion cubren enterobacterias poco
habituales (Citrobacter, Providencia) e inhiben a las mads comunes a concentraciones
mucho mas bajas. Son eficaces sobre un 50-75% de especies de Pseudomonas
aeruginosa pero no deben ser usadas solas en el tratamiento de infecciones

producidas por estos microorganismos, debido a la rapida presentacidn de resistencia.
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Las infecciones por Pseudomonas aeruginosa pueden ser tratadas eficazmente
con una terapia combinada entre una cefalosporina de tercera generacion (ejemplo:
ceftazidima) y una fluoroquinolona o un aminoglicésido (Harvey, 1992; Tessier y cols.,

1999).

2.12.- CEFQUINOMA

2.12.1.- ESTRUCTIRA QUIMICA Y RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Los grupos quimicos involucrados en la actividad de la cefquinoma son el
aminotiazol y el grupo ciclohexenopiridina. La presencia de un nitrégeno cuaternario
mantiene la carga positiva, independientemente del pH del medio. La asociacion de
esta carga neta con una carga negativa en el C4 del nucleo cefem permite que
cefquinoma presente una penetracion a través de las porinas bacterianas superior a las
cefalosporinas de tercera generacion, alcanzando altas concentraciones en el espacio
periplasmatico de las bacterias Gram negativas (Mella y cols., 2001; Al-Jundy y cols.,
2009).

Otro aspecto relevante, es la mayor resistencia de cefquinoma frente a beta-

lactamasas (Mella y cols., 2001).
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Figura 6.- Estructura quimica de Cefquinoma.
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2.12.2.- PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Cefquinoma es un acido organico con valores de pKa de 2,71 + 0,2 y su
solubilidad en disolventes orgdnicos es baja. Se trata de un polvo cristalino blanco o

amarillento e inodoro (Litterio, 2013)

2.12.3.- ESPECTRO ANTIBACTERIANO

El espectro de actividad antimicrobiana de cefquinoma es muy amplio,
incluyendo bacterias Gram positivas como Streptococcus spp, Staphylococcus aureus
(meticilin sensibles) y aun mayor actividad sobre bacilos Gram negativos como
Salmonella spp, Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus mirabilis, Enterobactericeae
spp, Pasteurella spp, Citrobacter spp, Serratia marcescens etc.). Por otro lado,
Pseudomonas aeruginosa y S. aureus (meticilin resistente) presentan una sensibilidad
intermedia frente a cefquinoma. (Limbert y cols., 1991; Sheldon y cols., 2004, Thomas
y cols., 2006; Melnikow y cols., 2008; Zonca vy cols., 2011) (Ficha técnica AEMPS de

Cobactan 2,5% suspension inyectable)

2.12.4.- INDICACIONES CLINICAS

Segun la ficha técnica, cefquinoma, esta autorizado por la Agencia Espafiola del
Medicamento y Productos Sanitario (AEMPS) para el tratamiento de infecciones
bacterianas en bovino y porcino causadas por microorganismos Gram positivos y Gram
negativos sensibles.

Bovino: Enfermedades respiratorias causadas por Pasteurella multocida y
Mannheimia haemolytica. Dermatitis interdigital, necrosis bulbar infecciosa,
necrobacilosis interdigital aguda (panadizo) y mamitis aguda por E.coli con
sintomatologia sistémica.

Porcino: Infecciones bacterianas pulmonares y del tracto respiratorio
producidas por Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis y otros microorganismos sensibles a
cefquinoma. Sindrome de Mamitis-Metritis-Agalaxia (MMA) en el que se encuentren
involucrados E.coli, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y otros microorganismos

sensibles.
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Lechones: Reduccién de la mortalidad en casos de meningitis producida por
Strepcoccus suis. Tratamiento de artritis producida por Strepcoccus spp., E.coli y otros
microorganismos sensibles a cefquinoma. Epidermitis (lesiones medias o moderadas)
producidas por Staphylococcus hyicus.

Ternero: Septicemia por E.coli

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

Segun la ficha técnica del medicamento de la AEMPS, la posologia, forma de
administracion y duracién del tratamiento de cefquinoma es:

Para Cobactan 2,5% p/v suspensién inyectable en bovino se administrara por
via intramuscular una dosis de 1mg/kg una vez al dia (1mL por cada 25kg) durante 3 o
5 dias consecutivos. En caso de mamitis aguda causada por E.coli con sintomatologia
sistémica se administrard la dosis de 1mg/kg una vez al dia, durante 2 dias
consecutivos. En ternero y porcino, la dosis es de 2mg/kg (2mL por cada 25kg) durante

3 o 5 dias consecutivos.

2.12.6.- TIEMPO DE ESPERA

Para Cobactan 2,5% p/v suspension inyectable para bovino y porcino®, la
AEMPS recomienda esperar 5 dias para carne de bovino, 3 dias para carne de porcinoy

24 horas para la leche.

2.12.7 TOXICIDAD Y EFECTOS ADVERSOS

Cefquinoma esta contraindicada en animales con peso inferior a 1,25 Kg y en
animales con hipersensibilidad a antibidticos beta-lactdmicos (Ficha técnica AEMPS de
Cobactan 2,5% suspensidon inyectable). No se conoce mucho sobre su perfil de
seguridad, pero en general se consideran farmacos seguros (Kumil Uney y cols., 2011;
El-Hewaity y cols., 2014). Su uso se ha relacionado con aumento de fosfatasa alcalina y
alanino aminotransferasa en un estudio donde la cefquinoma fue adminsitrada a

perros (22-28 Kg) tratados con una dosis de 1mg/kg. En este mismo estudio también se
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detecto un aumento de HCO3 y la tCO2 en los dias 7 y 10, respectivamente y un

aumento del exceso de bases en el dia 7 (Maden y cols., 2001).

2.12.8.- INTERACCIONES CON MEDICAMENTOS

No se han detectados interacciones de cefquinoma con otros farmacos, pero
debido a interacciones farmacodinamicas, no se debe administrar simultaneamente

con medicamentos bacteriostaticos.

2.12.9.- PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

2.12.9.1.- ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD
0 OVINO
En los estudios realizados con cefquinoma por via intramuscular en ganado
ovino a 2 mg/kg se alcanzaron concentraciones maximas de 2600 y 1800 pg/L a los
tiempos de 0,5 y 2,6 h (Kumil Uney y cols., 2011; El-Hewaity y cols., 2014). En otro
estudio por via intramuscular en el que la dosis fue de 1 mg/kg y 10 mg/kg se
alcanzaron concentraciones maximas de 1205y 4576 pg/L a los tiempos de 2,17y 3,1 h
(Tohamy, 2011). Soélo en el estudio de Kumil Uney y cols. (2011) se evalud la
biodisponibilidad, que fue del 89%.
0 CAPRINO
En los estudios realizados con cefquinoma por via intramuscular a dosis de 2
mg/kg en ganado caprino se alcanzaron concentraciones maximas de 2480 y 1880 pg/L
a los tiempos de 0,96 y 2,62 h (Litterio, 2013; El-Hewaity y cols., 2014). La

biodisponibilidad fue similar a la observada en ovino, siendo del 92% (Litterio, 2013).

0 PORCINO
En los estudios realizados con cefquinoma por via intramuscular en ganado
porcino a dosis de 2 mg/kg (a excepcion de Lim y cols, en el que la dosis usada fue de 1
mg/kg) se alcanzaron concentraciones maximas entre 3890 y 6230 pg/L a tiempos
entre 0,28-2.33 h (Li y cols., 2008; Lim y cols., 2011; Song y cols., 2012; Liu y cols.,

2012; Zhang y cols., 2013). La biodisponibilidad es muy alta y se encuentra entre
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valores del 80-116% (Li y cols., 2008; Song y cols., 2012; Liu y cols., 2012; Zhang y cols.,
2013).

En cuanto a la administracion por via subcutanea en el estudio de Limbert y
cols. (1991) a dosis de 10 mg/kg se alcanzaron concentraciones maximas de 26100

pg/L a un tiempo de 0,8 h, y con una biodisponibilidad del 93%.

0 BOVINO
Se ha encontrado un estudio, realizado con cefquinoma por via intramuscular,
en ganado bovino a dosis de 1 mg/kg en el que se alcanzé una concentracién maxima
de 3190 pg/L a un tiempo de 0,85 h (Errecalde y cols., 2002). En otro estudio se
administré cefquinoma por via intramuscular y subcutanea a dosis de 10 mg/kg en el
se alcanzaron concentraciones maximas de 4500 y 3600 pg/L a unos tiemposde 2y 1,8

h, respectivamente (Limbert y cols., 1991).

0 AVES
En los estudios realizados con cefquinoma por via intramuscular en pollos y
patos a dosis de 2 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente, se alcanzaron concentraciones
maximas de 3040 ug/L y 9380 ug/L a unos tiempos de 0,25 y 0,38 h. En cuanto a la
biodisponibilidad fue muy elevada en ambas especies de animales, con valores entre

93-95% (Yuan, 2011; Xie, 2013)

0 OTRAS ESPECIES

En ratones, la administracion de cefquinoma por via subcutdanea alcanzé
valores de concentracion maxima entre 7500-13600 pg/L a dosis de 10 mg/kg, entre y
26000-49500 pg/L a dosis de 40 mg/kg (Limbert y cols., 1991; Wang y cols., 2012; Shan
y cols., 2014), 152210-164000 pg/L 276670-598000 pg/L a dosis de 160 mg/kg, y 320
mg/kg, respectivamente (Wang vy cols., 2012; Shan vy cols.,, 2014). Estas
concentraciones maximas se alcanzaron en un tiempo entre 0,27-0,45 h tras la
administracion. En cuanto la biodisponibilidad no se realizé ningln estudio que
incluyera dicho dato.

En los estudios realizados en perros tras la administracion de 2 mg/kg de

cefquinoma por via intramuscular y subcutdnea se alcanzaron concentraciones
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maximas de 2530 y 4830 pg/L por via intramuscular a un tiempo de 0,71y 0,43 h, y
3880 pg/L para la via subcutanea, a un tiempo de 0,72. En cuanto a la biodisponibilidad
se encuentra entre 89% y el 97% para la via intramuscular y del 107% para la via
subcutdnea (Zhang y cols., 2014; Zhou y col., 2015).

En un estudio realizado en cebu tras la administracion de 1 mg/kg de
cefquinoma por via intramuscular se alcanzo una concentracién maxima de 2340 pg/L
a un tiempo de 0,78 h (Shan y cols., 2013). En otro estudio realizado en camellos la
administracion de 1 mg/kg de cefquinoma por via intramuscular produjo una
concentracién maxima de 1230 pg/L a un tiempo de 4,25 h (Al-Taher, 2010).

Hwang y cols. (2011) estudiaron la administracion de 2 mg/kg por via
intramuscular de cefquinoma en conejos, donde se alcanzé una concentracién maxima

de 8870 pg/L a un tiempo de 0,25 h y con una biodisponibilidad del 95%.

2.12.9.2 DISTRIBUCION Y ELIMINACION
Cefquinoma se une a proteinas en menos del 5% y se excreta inalterada en
orina (90% de la dosis administrada) (Ficha técnica AEMPS de Cobactan 2,5%
suspension inyectable).
0 OVINO
Unicamente se ha encontrado un estudio con cefquinoma que da resultados
del volumen de distribucién en ovejas, cuyo valor es 0,36 L/kg y con un aclaramiento

plasmatico total de 0,34 L/kg-h (Kumil Uney y cols., 2011).

0 CAPRINO
En un estudio realizado con cefquinoma en ganado caprino se encontré un
valor de volumen de distribucion de 0,37 L/kg con un aclaramiento plasmatico total de

0,25 L/kg-h (Litterio, 2013).

0 PORCINO
En los estudios realizados con cefquinoma en ganado porcino se alcanzaron
valores de volumen de distribucién entre 0,2 y 0,46 L/kg con aclaramientos
plasmaticos totales entre 0,1y 0,32 L/kg-h (Limberty cols., 1991; Li y cols., 2008; Lim y
cols., 2011; Song y cols., 2012; Liu y cols., 2012; Zhang y cols., 2013)
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0 BOVINO

En los estudios realizados con cefquinoma en ganado bovino se encontraron
valores de volumen de distribuciéon entre 0,19 y 0,23 L/kg con aclaramientos
plasmaticos totales entre 0,07 y 0,13 L/kg-h (Limbert y cols., 1991; Errecalde y cols.,
2002).

En los estudios realizados en bufalos se describieron volumenes de distribucion
entre 0,17 y 0,26 L/kg con aclaramientos plasmaticos totales entre 0,06 y 0,07 L/kg-h
(Dinakaran y cols., 2013 y 2015).

También se han publicado datos de la administracion intramamaria de
cefquinoma a dosis de 75 mg en vacas en la que cefquinoma apenas fue detectada en
plasma, alcanzando una concentracién plasmatica maxima de 100 pg/L a un tiempo de

30 h (Zoncay cols., 2011).

0 AVES
En los estudios realizados con cefquinoma en aves se han descrito valores de
voliumenes de distribucion entre 0,41 y 0,49 L/kg con aclaramientos plasmaticos

totales entre 0,22 y 0,35 L/kg-h (Yuany cols., 2011; Xie y cols., 2013).

0 OTRAS ESPECIES

En los estudios realizados en perros se alcanzaron valores de volumen de
distribucién entre 0,30 y 0,81 L/kg con aclaramientos plasmaticos totales entre 0,24 y
0,49 L/kg-h (Zhang y cols., 2014; Zhou y cols., 2015).

En un estudio realizado en cebu se encontr6 un valor de volumen de
distribucién de 0,34 L/kg con un aclaramiento plasmatico total de 0,11 L/kg-h (Shany
cols., 2013)

Hwang y cols. (2011) estudiaron la administracion de cefquinoma en conejos y
describen un volumen de distribucién de 0,21 L/kg con un aclaramiento plasmatico

total de 0,18 L/kg-h.
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3.- MATERIAL Y 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.
- Tubos de extraccion con heparina sodica.
- Sistema Vacutainer®
- 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 Erlenmeyer 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 tapdn para autoinyector 8 x 40, 1 mL, Wheaton, USA.
- Filtros Millipore® tipo HV 0.45 pum de diametro de poro.

- Tubos Eppendorf 1,5y 2 mL.

3.1.2.- PRODUCTOS Y REACTIVOS
- Agua bidestilada.
- Acido trifluoroacético (Lote: 0000457268, Panreac Quimica, Barcelona).
- Acetonitrilo HPLC (Lote: SZBE0O17SV, Sigma-Aldrich, Madrid).

- Agua para HPLC (Lote: BCBN4854V, Sigma-Aldrich, Madrid).
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Metanol para HPLC (Lote: SZBD0145SV, Sigma-Aldrich, Madrid).

Cefquinoma experimental: Vetranal® (Lote: 9147403, Sigma-Aldrich, Madrid).

3.1.3.- APARATAIE
Agitador magnético SBS A-06.
Agitador de tubos Heidolph Reax 2000.
Balanza de precisién Mettler Toledo AB135-5/FACT, pesada entre 0.0001 y 120 g.
Campana de flujo laminar vertical micro-V (Telstar).
Centrifuga MIKRO modelo 120.
Congelador Sanyo MDF (- 45 2C).
Replicador de indculos Steers (Craft Machine, Inc, Cherter, Pa).
Estufa Selecta.
Frigorifico Electrolux modelo ER 3818C.
Neveras portatiles isotérmicas.
Mechero Bunsen.
Ordenador personal Intel core i5.
pHmetro Crison Digit 501.
Termdmetro de mercurio.
HPLC modelo JASCO, compuesto de:
* Bomba cuaternaria modelo PV-1585.
* Detector de fluorescencia de modelo FP-920 .
= Autoinyector modelo AS-950.
= Desgasificador DG-1580-53.
* Moddulo mezclador LG-2080-04.
= Horno para columnas Peltier JetStream.
=  PC con el programa ChromPass Chromatography Data System.
= Columnas ULTRABASE 100 A 5um, 250 mm x 4,6 mm.
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= Precolumnas Tracer Excel ODS (C18) TECNOKROMA 10 x 3.2 mm.

3.1.4.- SOFTWARE INFORMATICO

- Programa de analisis farmacocinético Winnonlin Professional® versién 5.0.
- Paquete de analisis estadistico SPSS® version 19.0.
- Programa de gréficos SIGMAPLOT® versién 12.3.

- Procesador de textos Microsoft. Word 2007 y Hoja de calculo Microsoft™ Excel

2007.

3.2.- ANIMALES

El estudio se realizd en 5 ovejas, Todas ellas sanas, adultas y de raza Lacaume
cuyos pesos oscilaban entre los 61 y 93 Kg. Entre 2,5y 3,5 afos de edad y procedentes
de la explotacion ovina Cuarto Perea de Villarrobledo en Albacete. Durante el periodo
de estudio se controld el estado sanitario para asegurar la ausencia de enfermedades
infecciosas y/o parasitarias y no recibieron ningun farmaco durante, al menos, 15 dias
antes del inicio de la experiencia. Los animales seleccionados fueron separados del
resto del grupo en un corral contiguo, para facilitar su manejo y se identificaron
asignandoles su letra en el collar. Se alimentaron a base de pienso y heno de alfalfa 'y

tuvieron acceso al agua de bebida ad libitum.

3.3.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

El antibidtico utilizado fue cefquinoma. Se administré una dosis de 2 mg/kg en

solucidon acuosa por via intravenosa (IV), via subcutanea (SC) y via intramuscular (IM).

El estudio fue de tipo cruzado en 3 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 administracidon del antibiético a los animales fue:
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ANIMAL Iv* Sc* IM*

Ovejas AB C,D E
Ovejas E AB C,D
Ovejas C,D E AB

La dosis de antibidtico utilizada segun el peso de cada animal se detalla en la tabla

siguiente:

ANIMAL Iv* SC* IM*
Oveja A (85 kg) 170 mg 170 mg 170 mg
Oveja B (71 kg) 142 mg 142 mg 142 mg
OvejaC (61 kg) 122 mg 122 mg 122 mg
Oveja D (76 kg) 152 mg 152 mg 152 mg
Oveja E (92.5 kg) 185 mg 185 mg 185 mg

* Via intravenosa (IV), via subcutanea (SC), via intramuscular (IM)

TABLA 1.- Dosis de antibidtico utilizada segun el peso de cada animal.

¢ Administracion intravenosa:

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

como dosis Unica.

Las muestras de sangre se recogieron de la vena yugular izquierda a los

siguientes tiempos (desde la administracién IV del farmaco) expresados en horas:

0

0,083(0,167|0,25(0,5(0,75| 1 (15| 2 | 3 | 4 | 6 | 8 |10 |12 |24 |36 | 48
(blanco)

Se centrifugaron inmediatamente a 1500g durante 10 minutos para separar el

plasma. Una vez separado, éste se congeld por duplicado a - 452C, dentro de los
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treinta minutos siguientes a la extracciéon, hasta el momento de realizar las

determinaciones analiticas.

¢ Administracion subcutanea:

La administracion subcutanea de la solucidén acuosa de cefquinoma se realizo a

nivel escapular, a una dosis de 2 mg/kg todas como dosis Unica.

Las muestras de sangre se recogieron de la vena yugular a los siguientes

tiempos (tras la administracion subcutanea) expresados en horas:

0

0,083 |0,25|{ 05 |0,75| 1 |15 2 |3 |4|6 |8|10|12 |24 |36 |48
(blanco)

Las muestras recibieron el mismo tratamiento que con la administracién
intravenosa, es decir, fueron centrifugadas inmediatamente a 1500g 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 evalud el dafo de la administracién SC, en el punto de administracion
(previamente, convenientemente depilado), mediante la observacion de signos de
dolor por parte del animal, cojera, control de la temperatura dérmica en el punto de la

administracion, reacciones inflamatorias, formacién de induraciones, etc.

¢ Administracion intramuscular:

La administracion intramuscular de la solucién acuosa de cefquinoma se realizo

a nivel del gluteo, a una dosis de 2 mg/kg todas como dosis Unica.

Las muestras de sangre se recogieron de la vena yugular a los siguientes

tiempos (tras la administracién intramuscular) expresados en horas:

0

0,083(0,167|0,25(05(0,75| 1 (15| 2 | 3 | 4 | 6 | 8 |10 |12 |24 |36 | 48
(blanco)

Las muestras recibieron el mismo tratamiento que con las otras vias, es decir,
fueron centrifugadas inmediatamente a 1500g durante 10 minutos para separar el

plasma. Una vez separado, éste se congeld por duplicado a - 452C, dentro de los
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treinta minutos siguientes a la extracciéon, hasta el momento de realizar las

determinaciones analiticas.

¢ Recogida de muestras de leche:

Se estudio la eliminacion del cefquinoma y su paso a leche en el grupo de
ovejas estudiadas. La toma de muestras de leche fue realizada previa la administraciéon
del fdrmaco y a los siguientes tiempos (tras la administracién del fdrmaco tanto por via
intravenosa como subcutanea e intramuscular, mediante evacuacién completa de

ambas ubres) expresado en horas:

0

1 2 4 6 8 12 | 24 | 36 | 48 | 72
(blanco)

La produccidén total de leche recogida fue refrigerada a 4-6 2C antes de congelar

dos alicuotas a - 45 2C hasta su posterior procesamiento.

3.4.- TECNICAS ANALITICAS

La cromatografia liqguida de alta resolucién (HPLC) con deteccion por
fluorescencia es el método que se ha utilizado para determinar la concentracion de
cefquinoma en plasma y leche de oveja. Este método sigue el procedimiento descrito

por Uneyy cols. (2010) y Zaho y cols. (2012) para cefquinoma modificado.

El procesamiento de las muestras fue el que se detalla a continuacion: en un
tubo Eppendorf con 200 uL de plasma o leche se anaden 100 pL de metanol y 100 uL
de una disolucién de acido trifluoroacético/metanol (1:2), que hace que las proteinas
precipiten. Posteriormente, son sometidas a agitacidon y se sonica con ultrasonidos 5
minutos seguido de centrifugacién durante 10 min a 10000 rpm (14000 en caso de la
leche). Del sobrenadante se extraen 300 uL y se transfiere a los viales del autoinyector

del HPLC. De estos se inyectan 100 pL.

La separacion se llevd a cabo utilizando una columna de fase reversa
ULTRABASE 100 A 5um, 250 mm x 4,6 mmy precolumnas ODS (C18) TECNOKROMA 10

X 3.2 mm. Tanto las muestras dentro del autoinyector (sistema Peltier), como la
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columna fueron termostatizadas a 25°C. La fase movil estaba compuesta por
acetonitrilo (16%) y acido trifluoroacético en solucién 0,1% (86%). La velocidad de flujo
de la misma fue de 1 mL/min y el volumen de muestra inyectado al HPLC fue de 100

pL. La deteccidn se realizd a una longitud de onda de 268 nm.

3.5.-VALIDACION DE LA TECNICA

3.5.1-LINEALIDAD

Las curvas de calibrado se prepararon con 7 concentraciones diferentes de
cefquinoma entre 100 y 10000 pg/L (100, 250, 500, 1000, 2000, 5000, 10000) usando
blancos de plasma o leche de las oveja. Las curvas estandar o patrén se obtuvieron por
representacion de concentraciones conocidas de cefquinoma. Cada punto se
establecié a partir de un promedio de tres determinaciones. El coeficiente de
correlacion (r) fue siempre > 0,999% para todas las curvas de calibrado. Al igual que las
muestras experimentales, las alicuotas de plasma y leche se almacenaron a - 45 °C

hasta su procesamiento.

Las alicuotas de los controles fueron procesadas como se describid

anteriormente.
3.5.2- RECUPERACION

Los porcentajes de recuperacion se determinaron comparando las areas de los
picos de los controles con distintas concentraciones conocidas de farmaco
(concretamente a 250, 1000 y 5000 pg/L, tanto para le leche como para el plasma),
con las dareas de los picos de los estandares a las concentraciones correspondientes
preparados con agua. Cada punto se establecid a partir de un promedio de tres
determinaciones. Los porcentajes de recuperacion de cefquinoma tanto en plasma

como en leche, se muestran en la Tabla 2:
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RECUPERACION (%)

CONCENTRACION CEFQUINOMA
(ng/L)
PLASMA LECHE
250 100 93,33
1000 107,27 | 103,39
5000

95,24 104,10

TABLA 2.- Porcentajes de recuperacion de cefquinoma en plasmay en leche.

3.5.3- PRECISION

La precision del ensayo se evalud expresando la desviacion estandar relativa
(RDS) como un porcentaje del valor medio. La precisién intra-dia se estimé mediante el
analisis, en el mismo dia, de tres muestras (de plasma y leche) repetidas de tres
concentraciones estandar (250, 1000 y 5000 pg/L) usadas para las curvas de calibrado,
obteniéndose valores de RSD: en plasma, < 10%, y en leche, < 14%. La precision inter-
dia se estimd mediante el analisis de tres concentraciones estandar (250, 1000 y 5000
ug/L) durante tres dias consecutivos. Los resultados de precision expresados como RSD

fueron los siguientes: en plasma, < 12%, y en leche, < 14%.

PRECISION (%) CEFQUINOMA (DESVIACION

CONCENTRACION ESTANDAR RELATIVA)
(ng/L)
INTRA-DIA INTER-DIA
PLASMA | LECHE | PLASMA | LECHE
250 9,11 13,32 12,37 13,32
1000 2,79 5,59 5 3,15
5000 6,65 0 2,62 0,61

TABLA 3.- Porcentajes de desviacion estandar relativa de cefquinoma en

plasmay en leche intra-dia e inter-dia.

¢ Limite de cuantificaciéon y deteccion

El limite de deteccidon de cefquinoma en plasma y leche se ha establecido como

la concentracion mas baja que se ha podido detectar diferencidandola del ruido de
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fondo del aparato. El limite de deteccion tanto para plasma como para leche fue de 50

ug/L de cefquinoma.

El limite de cuantificacidn se ha establecido para el nivel de concentracion mas
bajo utilizado en las curvas de calibrado y para el que la desviacidn relativa estandar es
menor al 20%. El limite de cuantificacion fue de 50 pg/L tanto para plasma como la

leche.

3.6- ANALISIS FARMACOCINETICO

3.6.1.- ANALISIS COMPARTIMENTAL DE DATOS PLASMATICOS.

Una vez obtenidas las concentraciones de cefquinoma en plasma a los
diferentes tiempos de extraccidon, se han ajustado los datos a las ecuaciones mono y
bicompartimental mediante el programa WinNonlin Professional® (version 5.0). Los

ajustes se han realizado empleando varios tipos de ponderacion:

1- Inversa de las concentraciones experimentales.
2- Inversa de las concentraciones tedricas.
3- Inversa de las concentraciones experimentales al cuadrado.

4- Inversa de las concentraciones tedricas al cuadrado.

Una vez realizados los ajustes a los diferentes modelos farmacocinéticos, el
criterio utilizado para determinar cual era la ecuacidon que mejor se ajustaba a los
datos observados fue el Criterio de Informacién de Akaike 6 AIC (Yamaoka y cols.,

1978), cuya expresion es:

Ac=NInY" Wic -c F)+2p

Donde N es el nUmero de puntos experimentales y p el nUmero de parametros
del modelo en cuestidn. La expresidon contenida entre corchetes corresponde a la
suma de cuadrados residuales, donde C; es la concentracion obtenida

experimentalmente, C es la concentracion tedrica obtenida a partir de la ecuacién
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correspondiente a ese modelo, utilizando el método de los minimos cuadrados y W; es

el factor de ponderacion. El modelo con el valor minimo de AIC se considera el éptimo.
3.6.2.- ANALISIS NO COMPARTIMENTAL DE DATOS PLASMATICOS.

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® (version 5.0).

La biodisponibilidad se ha calculado relacionando las areas totales bajo las
curvas de concentracion plasmatica obtenidas por el método trapezoidal, tras la
administraciones extravasculares (subcutanea e intramuscular) e intravenosas. Este
parametro queda indicado como F.

AUC

F(%)= —ev. 100
AUC

iv

El tiempo medio de absorcion (MAT) se ha calculado mediante la diferencia
entre los tiempos medio de residencia (MRT) de la via extravascular y la via

intravenosa.

MAT = MRTe, - MRTjy

3.7.- METODOS ESTADISTICOS.

Con el fin de evaluar la homogeneidad de los datos utilizados se ha realizado

un analisis estadistico mediante el programa SPSS 19.0

Para el analisis general de las variables se han empleado los métodos
descriptivos basicos para las variables cuantitativas, obteniendo la media, desviacidn
estandar, el coeficiente de variacién y el error estandar.

Para comprobar la homogeneidad de los datos, se ha realizado la prueba de
Kruskal-Wallis. Esta prueba realiza un test de hipétesis para comprobar si existe o no

igualdad entre las varianzas. Para ello se han establecido como hipdtesis nulas, que las
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concentraciones de cefquinoma 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 variaciéon
es el tiempo, por lo que se manifiesta homogeneidad a un tiempo determinado en las

concentraciones.

Por otra parte, se han utilizado dos test estadisticos no paramétricos para
comprobar si existen o no diferencias significativas de los parametros farmacocinéticos
obtenidos entre las diferentes vias de administracién del farmaco, y los animales
utilizados. El primero de ellos es la prueba de Kruskal-Wallis para contrastar si los
valores para cada parametro farmacocinético son iguales o diferentes entre todas las

vias de administracion (IV, SC, IM).

Se realizd un segundo analisis no paramétrico, la prueba U de Mann-Whitney
para dos muestras independientes, con el fin de determinar entre qué vias se

presentan las diferencias.

Las diferencias consideradas estadisticamente significativas son aquellas cuya p

obtenida es menor de 0,05.

3.8.- ANALISIS BACTERIANOS Y CONCENTRACIONES MINIMAS
INHIBITORIAS (CMI).

Se estudiaron diez cepas de Staphylococcus aureus, aisladas de oveja con
infecciones en Espafia durante 2012. Se obtuvieron las concentraciones minimas

inhibitorias de cefquinoma para cada una de estas cepas.

Las concentraciones minimas inhibitorias se determinaron mediante el método
de microdilucién en placas de microtitulacién NCCLS (Nacional Committee for Clinical
Laboratory Standards; NCCLS, 2000). Tras incubar a +372C durante un mdaximo de 24h,
el inéculo fue suspendido en solucidn salina al 0,9% hasta obtener una suspension
estandar de 0,5 segun la escala de McFarland en el colorimetro, que corresponde a un

rango de entre cien y doscientos millones de Unidades formadoras de Colonias (CFU)
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por mililitro (1-2 x 10® CFU/mL). Se cogieron 200 ug de esta suspension y se diluyeron
con 3,8 mL de diluyente Mueller-Hinton, hasta una concentracion aproximada de 5 x
10° CFU/mL, unos 15 minutos antes de su analisis. Las pruebas de CMI fueron
realizadas en placas de poli-estireno que contienen 96 celdillas con fondo en U. Las
placas contenian diluciones de antimicrobiano (13 concentraciones de cefquinoma
comprendidas entre 0,03 y 128 ug/mL) con 100 pL/celda de agar Mueller-Hinton que
fueron inoculadas con 10 pL de las diferentes cepas. Las placas fueron incubadas a
+372C vy se observaron a las 24 horas. Se procedid a su lectura mediante una lampara
de fluorescencia y una lupa. Para evitar diferencias de temperatura en la incubacion de
blogues de placas de microtitulacién, se depositaron las placas individualmente, sin
apilar y tapadas para evitar la evaporacién. Se considerd positivo el crecimiento si
habia un botén de 2 mm de didmetro de crecimiento del microorganismo. La
interpretacion de los resultados se facilitdé tomando siempre como referencia el
crecimiento observado en el pocillo usado como control positivo (sin farmaco). Las
cepas utilizadas como control positivo y negativo fueron Staphylococcus aureus (ATCC

29213) y Escherichia coli (ATCC 25922), respectivamente.

Se calculd la concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada cepa como la
concentracion mas baja de cefquinoma que inhibia el crecimiento bacteriano. Se
obtuvieron las denominadas MICsy y MICe, que se definen como aquellas
concentraciones de antibacteriano que producen la inhibicién del crecimiento
bacteriano en el 50% de las cepas y en el 90% de las cepas estudiadas

respectivamente.
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4.- RESULTADOS






4.1.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE CEFQUINOMA

Los valores de concentracion plasmatica de cefquinoma, obtenidos a los
distintos tiempos de extraccidn tras la administracién intravenosa de 2 mg/kg de
cefquinoma a ovejas, se muestran en la Tabla 1 y 2. En todos los animales, se observa
un descenso rapido de las concentraciones durante la primera hora tras la
administracion. Posteriormente, el descenso es mas moderado, como puede
observarse, ademas, en los graficos 1 (representaciones semilogaritmicas
correspondientes a cada animal) y 2 (representacién semilogaritmica de las

concentraciones medias).

Tiempo (h) Oveja A Oveja B Oveja C OvejaD Oveja E
0,083 10153 10446 7379 9825 9301
0,167 8499 9389 6587 8880 7996
0,25 7310 7043 5778 7175 5617

0,5 5598 5148 4459 5557 4505
0,75 4406 4011 3150 3991 3733
1 3503 3253 2302 3642 3206
1,5 2303 2108 1241 2899 2511
2 1610 1507 981 2326 1956
3 1003 752 449 1490 1330
4 500 506 395 1099 978
6 167 251 200 397 311
8 56 199 51 148 150

TABLA 1.- Concentraciones plasmaticas experimentales de cefquinoma en funcion del
tiempo (h), expresadas en pg/L, en cada oveja tras la administracion intravenosa de

una dosis de 2 mg/kg junto con los parametros estadisticos asociados
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Tiempo (h) n Media SD SE CV(%)
0,083 5 9420,64 1217,93 544,68 12,93
0,167 5 8270,04 1070,70 478,83 12,95

0,25 5 6584,80 817,12 365,427 12,41
0,5 5 5053,34 550,59 246,23 10,90
0,75 5 3858,44 463,19 207,14 12,00
1 5 3181,46 523,23 234,00 16,45
1,5 5 2212,32 617,10 275,98 27,89
2 5 1675,90 504,16 225,47 30,08
3 5 1004,58 422,29 188,86 42,04
4 5 695,43 318,98 142,65 45,87
6 5 264,99 91,76 41,04 34,63
8 5 120,70 64,64 28,71 53,55

TABLA 2.- Concentraciones medias plasmaticas experimentales de cefquinoma en

funcidn del tiempo (h), expresadas en pg/L, tras la administracién intravenosa de una

dosis de 2 mg/kg junto a su desviacidon estandar, error de la media y coeficiente de

variacion.
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Grafico 1.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones
experimentales de cefquinoma obtenidas tras la administracidn intravenosa de una

dosis de 2 mg/kg a cada oveja (A, B, C, Dy E).
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Grafico 2.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones
medias experimentales (+ SD) de cefquinoma obtenidas en oveja tras la administracion

intravenosa de una dosis de 2 mg/kg.
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Para comprobar la homogeneidad de los datos experimentales, se ha realizado un
analisis de la varianza mediante el test de Kruskal-Wallis, en el que se han establecido
como hipdtesis nulas, que las concentraciones de cefquinoma no varian entre
animales, y que no varian entre tiempos. Se debe de aceptar la primera hipodtesis nula

(igualdad entre animales) y rechazar la segunda (no igualdad entre tiempos).

Pruebas de homogeneidad de Varianzas para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracién por Tiempo Valor-P <0,001

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracién por Animales Valor-P 0,905

TABLA 3.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas tras la

administracién intravenosa de cefquinoma a dosis de 2mg/kg.

Una vez estudiada la homogeneidad de los datos experimentales, se llevé a
cabo el ajuste de los mismos a modelos compartimentales utilizando el programa de
analisis farmacocinético WINNONLIN Professional® (versién 5.0), sin ponderacién y con
ponderacion de los datos.

Utilizando el Criterio de Informacion de Akaike AIC (Yamaoka y cols., 1978) se obtiene
gue los datos experimentales se ajustan mejor a un modelo bicompartimental en el
gue las concentraciones se ponderan respecto a su inverso al cuadrado. Los valores de

AIC se detallan a continuacion (Tabla 4).

Valores de AIC Oveja A. Via IV.
Modelo Monocompartimental

Valores de AIC Oveja B. Via IV.
Modelo Monocompartimental

AIC 1/Y 154 AIC 1/Y 180
AIC 1/Yat 86 AIC 1/Yat 112
AIC 1/Y? 116 AIC 1/Y? 160
AIC 1/Yat? -6 AIC 1/Yat? 13

Valores de AIC Oveja A. Via IV.
Modelo Bicompartimental

Valores de AIC Oveja B. Via IV.
Modelo Bicompartimental

AIC1/Y 127 AIC1/Y 161
AIC 1/Yat 54 AIC 1/Yat 79
AIC 1/Y? 83 AIC 1/Y? 125
AIC 1/Yat? -41 AIC 1/Yat? -23
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Valores de AIC Oveja C. Via IV.
Modelo Monocompartimental

AIC1/Y 152
AIC 1/Yat 92

AIC 1/Y? 131
AIC 1/Yat’ 6

Valores de AIC Oveja C. Via IV.
Modelo Bicompartimental

AIC 1/Y 131
AIC 1/Yat 59
AIC 1/Y? 111
AIC 1/Yat® -10
Valores de AIC Oveja D. Via IV. Valores de AIC Oveja E. Via IV.
Modelo Monocompartimental Modelo Monocompartimental
AIC1/Y 174 AIC 1/Y 175
AIC 1/Yat 93 AIC 1/Yat 95
AIC 1/Y? 138 AIC 1/Y? 139
AIC 1/Yat’ -7 AIC 1/Yat’ -3
Valores de AIC Oveja D. Via IV. Valores de AIC Oveja E. Via IV.
Modelo Bicompartimental Modelo Bicompartimental
AIC 1/Y 142 AIC 1/Y 147
AIC 1/Yat 60 AIC 1/Yat 66
AIC 1/Y? 116 AIC 1/Y? 119
AIC 1/Yat’ -30 AIC 1/Yat’ -27

TABLA 4.- Valores de AIC obtenidos tras ajustar las concentraciones plasmaticas
experimentales de cefquinoma a una dosis de 2 mg/kg por via intravenosa, a los
distintos modelos farmacocinéticos compartimentales y con diferentes métodos de
ponderacion.

Los parametros farmacocinéticos bicompartimentales junto con sus estadisticos
se muestran, respectivamente, en las Tablas 5 y 6, mientras que en las Tablas 7y 8

estan representados los resultados del estudio farmacocinético no compartimental.
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Parametros Oveja A Oveja B Oveja C OvejaD Oveja E
Co(ug/L) 11034 10440 8825 12435 12661
t¥% Al (h) * 0,29 0,51 0,34 0,15 0,11
t¥% Az (h) * 1,22 2,81 1,62 1,54 1,57
A (ug/L) 5961 9175 6807 6644 7666
AL(h?) 2,39 1,36 2,04 4,62 6,30
B (ug/L) 5072 1266 2018 5792 4995
Az (h?) 0,57 0,25 0,43 0,45 0,44
k10 (h?) 0,96 0,88 1,10 0,87 1,01
k12 (h) 0,59 0,35 0,58 1,78 2,87
k21 (h?) 1,40 0,38 0,80 2,36 2,68
Vss (L/Kg) 0,26 0,37 0,39 0,28 0,33
Cl (L/h/Kg) 0,18 0,18 0,25 0,14 0,16

TABLA 5.- Parametros farmacocinéticos bicompartimentales deducidos tras la
administracién intravenosa de cefquinoma, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las

ovejas a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

Parametros n Media SD SE CV (%)
Co(ug/L) 5 11079 | 1175,20 | 525,56 10,61
t% A1 (h) * 5 0,28 0,12 0,05 42,86
t% Az (h) * 5 1,75 0,42 0,19 24,16
A (ug/L) 5 7250,60 | 935,92 | 418,56 12,91
AL(h?) 5 3,34 1,69 0,76 50,73
B (ug/L) 5 3828,60 | 1749,28 | 782,30 45,69
Az (hY) 5 0,43 0,07 0,03 16,88
k10 (h?) 5 0,96 0,07 0,03 7,55
k12 (h?) 5 1,23 0,87 0,39 70,73
k21 (h?) 5 1,52 0,80 0,36 52,28
Vss (L/Kg) 5 0,33 0,04 0,02 13,74
Cl (L/h/Kg) 5 0,18 0,03 0,01 14,95

TABLA 6.- Media de los parametros farmacocinéticos bicompartimentales deducidos
tras la administracion intravenosa de cefquinoma, a dosis de 2 mg/kg, junto con la

desviacidn estdndar, error de la media y coeficiente de variacion.
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Parametros Oveja A Oveja B Oveja C Oveja D Oveja E
AUCo... (ugxh/L) 11973 11894 8195 14527 12719
MRT (h) 1,67 2,07 1,52 1,99 2,04
Cl (L/kg/h) 0,17 0,17 0,24 0,14 0,16
Vss (L/kg) 0,28 0,35 0,37 0,27 0,32
Vz (L/kg) 0,32 0,62 0,53 0,27 0,35

TABLA 7.- Pardmetros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada

oveja tras la administracidn intravenosa de cefquinoma a dosis de 2 mg/kg.

Parametros n Media SD SE CV (%)
AUC,... (ngxh/L) > | 11861,60 | 146664 | ©5530 | 1336
MRT (h) 5 1,86 0,21 0,09 11,32

cl (L/kg/h) 5 0,18 0,03 0,01 14,55
Vss (L/kg) 5 0,32 0,03 0,015 | 10,82

Vz (L/kg) 5 0,42 0,13 0,06 30,05

TABLA 8.- Media de parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos tras

la administracion intravenosa de cefquinoma a dosis de 2 mg/kg, junto con la

desviacidn estdndar, error de la media y coeficiente de variacion.

4.2.- ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR DE CEFQUINOMA

Los valores de concentracién plasmatica de cefquinoma, obtenidos tras la

administracién intramuscular de 2 mg/kg a ovejas, se muestran en las Tablas 9 y 10. En

todos los animales, se observa un aumento de los niveles plasmaticos hasta

aproximadamente 1,5 h, y transcurrido este tiempo descienden de manera constante

hasta las 8 h. En el Grafico 3 se muestra la representacién semilogaritmica individual

para cada una de las cinco ovejas, y en el Grafico 4 los valores promedio de estos.
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Tle(:n)po OvejaA | OvejaB | OvejaC | OvejaD | OvejaE
0,083 155 153 113 312 133
0,167 299 499 207 254 444
0,25 551 808 452 1605 1156

0,5 1611 1856 1457 2706 2267
0,75 2353 2309 2012 3351 2844
1 2349 3008 2604 3208 2756
1,5 2478 3053 2707 3710 2890
2 2354 2355 2202 2552 2411
3 1352 1457 1358 1604 1121
4 899 651 851 1250 578
6 198 225 249 203 356
8 175 113 - 156 178

TABLA 9.- Concentraciones plasmaticas experimentales de cefquinoma en funcién
del tiempo (h), expresadas en pg/L, en cada oveja tras la administracién intramuscular

de una dosis de 2 mg/kg.

Tiempo (h) n Media SD SE CV(%)
0,083 5 173,08 79,71 35,65 46,05
0,167 5 340,68 125,34 56,06 36,79

0,25 5 914,60 472,30 211,22 51,64
0,5 5 1979,46 | 508,63 227,46 25,70
0,75 5 2573,62 | 527,25 235,79 20,49
1 5 2784,76 | 336,45 150,47 12,08
1,5 5 2967,58 | 466,61 208,68 15,72
2 5 2374,80 | 125,88 56,39 5,30
3 5 1378,44 | 176,23 78,81 12,78
4 5 845,84 262,69 117,48 31,06
6 5 245,92 64,59 28,89 26,26
8 4 155,50 30,27 15,13 19,46

TABLA 10.- Media de Concentraciones plasmaticas experimentales de cefquinoma en
funcion del tiempo (h), expresadas en pg/L, tras la administracidén intramuscular de

una dosis de 2 mg/kg junto con la desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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Grafico 3.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones
experimentales de cefquinoma obtenidas tras la administracién intramuscular de una
dosis de 2 mg/kg a cada oveja (A, B, C, Dy E).
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Grafico 4.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias
experimentales (+ SD) de cefquinoma obtenidas en oveja tras la administracion

intramuscular de una dosis de 2 mg/kg.

Al igual que para la via intravenosa, se ha realizado un andlisis de Kruskal-Wallis para

comprobar la homogeneidad de los datos (Tabla 11).

Pruebas de homogeneidad de Varianzas para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracién por Tiempo Valor-P <0,001

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Animales Valor-P 0,845

TABLA 11.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas tras la

administracion intramuscular de cefquinoma a dosis de 2mg/kg

Las concentraciones experimentales de cada animal se han ajustado a modelos

compartimentales.

A continuacion, en la Tabla 12, se muestra los distintos valores de AIC obtenidos.
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OVEJA A

Valores de AIC Oveja A. Via IM. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja A. Via IM. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

Latencia
AIC 1/Y 163
AIC 1/Yat 85
AIC 1/Y? 150
AIC 1/Yat’ -

AIC 1/Y 167
AIC 1/Yat 89
AIC 1/Y’ 154
AIC 1/Yat’ 12

Valores de AIC Oveja A. Via IM. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja A. Via IM. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia
AIC 1/Y 150
AIC 1/Yat 64
AIC 1/Y? 151
AIC 1/Yat’ -5,6

Latencia
AIC1/Y -
AIC 1/Yat 63
AIC 1/Y? 153
AIC 1/Yat’ -3

OVEJA B

Valores de AIC Oveja B. Via IM. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja B. Via IM. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

Latencia
AIC 1/Y 162
AIC 1/Yat 85
AIC 1/Y? 146
AIC 1/Yat? 5,3

AIC1/Y -
AIC 1/Yat 89

AIC 1/Y’ -
AIC 1/Yat’ 9,4

Valores de AIC Oveja B. Via IM. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja B. Via IM. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia
AIC 1/Y 150
AIC 1/Yat 65
AIC 1/Y? 146
AIC 1/Yat’ -8,6

Latencia
AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 65
AIC 1/Y? 148
AIC 1/Yat? -14
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OVEJA C

Valores de AIC Oveja C. Via IM. Modelo

Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja C. Via IM. Modelo

Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

AIC1/Y

AIC 1/Yat

Latencia
AIC 1/Y 154
AIC 1/Yat 71
AIC 1/Y? 138
AIC 1/Yat’ 9

AIC1/Y?

AIC 1/Yat’

Valores de AIC Oveja C. Via IM. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja C. Via IM. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia

AIC 1/Y

AlC1/Yat

Latencia
AIC 1/Y 141
AIC 1/Yat 41
AIC 1/Y? 140
AIC 1/Yat? -27

AIC 1/Y?

AIC 1/Yat?

OVEJA D

Valores de AIC Oveja D. Via IM. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja D. Via IM. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

Latencia
AIC 1/Y 175
AIC 1/Yat 90
AIC 1/Y? 160
AIC 1/Yat’ 8,5

AIC1/Y -
AIC 1/Yat 93

AIC 1/Y’ 164
AIC 1/Yat’ 12

Valores de AIC Oveja D. Via IM. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja D. Via IM. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia
AIC1/Y 162
AIC 1/Yat 174
AIC1/Y? 154
AIC 1/Yat’ -1,5

Latencia
AIC1/Y 166
AIC 1/Yat 78
AIC 1/Y? 156
AIC 1/Yat’ 2,1
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OVEJA E

Valores de AIC Oveja E. Via IM. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja E. Via IM. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

Latencia
AIC1/Y 169
AIC 1/Yat 88
AIC 1/Y? 154
AIC 1/Yat? 8

AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 90
AIC 1/Y? 158

AIC 1/Yat’ 11

Valores de AIC Oveja E. Via IM. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja E. Via IM. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia
AIC 1/Y 153
AIC 1/Yat 67
AIC 1/Y? 150
AIC 1/Yat? -8

Latencia
AIC 1/Y -
AIC 1/Yat -
AIC 1/Y? 152
AIC 1/Yat? -15

TABLA 12.- Valores de AIC obtenidos tras ajustar las concentraciones plasmaticas

experimentales de cefquinoma a una dosis de 2 mg/kg por via intramuscular, a los

distintos modelos farmacocinéticos, con y sin tiempo de latencia, y con diferentes

métodos de ponderacion.

Las concentraciones ajustadas a un modelo monocompartimental con tiempo de

latencia y ponderadas a su inverso al cuadrado es la que presenta un AIC menor, y por

tanto la que mejor se ajusta.

Los parametros farmacocinéticos monocompartimentales junto con los estadisticos se

muestran en las Tablas 13 y 14, mientras que en las Tablas 15y 16

parametros farmacocinéticos tras el estudio no compartimental.

se presentan los
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Parametros OvejaA | OvejaB | OvejaC | OvejaD | OvejaE
Cmax (ug/L) 2359 2728 2551 3768 2818
Tmax (h) 1,21 1,11 1,29 0,89 0,88
t% Ky (h) * 1,48 1,27 1,05 1,39 1,64
t% Ka (h) * 0,44 0,43 0,59 0,24 0,23
K10(h™) 0,47 0,55 0,66 0,50 0,42
Ka (h) 1,58 1,61 1,17 2,89 3,01
Vz (L/Kg) 0,51 0,42 0,38 0,37 0,52
CI/F (L/h/Kg) 0,24 0,23 0,25 0,18 0,22

TABLA 13.- Pardmetros farmacocinéticos monocompartimentales deducidos tras la

administracion intramuscular de cefquinoma, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las

ovejas a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

Parametros n Media SD SE CV (%)
Cmax (ug/L) 5 | 2844,80 | 369,28 | 165,15 12,98
Tmax (h) 5 1,08 0,15 0,07 14,20
t% Ky (h) * 5 1,37 0,16 0,07 12,06
t¥% Ka (h) * 5 0,39 0,12 0,05 31,30
K10(h™) 5 0,52 0,07 0,03 12,92
Ka (h) 5 2,05 0,72 0,32 35,00
Vz (L/Kg) 5 0,44 0,06 0,03 13,64
CI/F (L/h/Kg) 5 0,22 0,02 0,01 8,57

TABLA 14.- Media de parametros farmacocinéticos monocompartimentales deducidos

tras la administracion intramuscular de cefquinoma, a dosis de 2 mg/kg, a partir de sus

correspondientes ecuaciones de ajuste, junto con la desviacién estandar, error de la

media y coeficiente de variacién.
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Parametros OvejaA | OvejaB | OvejaC | OvejaD | OvejaE
AUC;... (ugxh/L) 8657 8861 8289 11139 9289
MRT (h) 2,78 2,44 2,55 2,5 2,92
MAT (h) 1,11 0,33 1,03 0,51 0,88
CI/F (L/kg/h) 0,23 0,23 0,24 0,18 0,22
Vz/F (L/kg) 0,5 0,43 0,44 0,35 0,73
F (%) 72,3 74,5 101,14 76,68 73,07

TABLA 15.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada

oveja tras la administracion intramuscular de cefquinoma a dosis de 2 mg/kg.

Parametros n Media SD SE CV (%)
AUC;.o. (ugxh/L) 5 9247,00 773,60 345,96 8,37
MRT (h) 5 2,64 0,17 0,08 6,43
MAT (h) 5 0,77 0,28 0,13 36,48
CI/F (L/kg/h) 5 0,22 0,02 0,01 7,27
Vz/F (L/kg) 5 0,49 0,10 0,04 20,41

F (%) 5 79,54 8,64 3,86 10,86

TABLA 16.- Media de parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos

tras la administracion intramuscular de cefquinoma a dosis de 2 mg/kg, junto con la

desviacidn estdndar, error de la media y coeficiente de variacién.

4.3.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE CEFQUINOMA

Los valores de concentracién plasmatica de cefquinoma, obtenidos tras la

administracion subcutanea de 2 mg/kg a ovejas, se muestran en las Tablas 17 y 18. En

todos los animales, se observa un aumento de los niveles plasmaticos hasta

aproximadamente 3 h, y trascurrido este tiempo descienden de manera constante

hasta las 10 h. En el Grafico 5 se muestra la representacidén semilogaritmica individual

para las cinco ovejas, y en el Grafico 6 el promedio de estos.
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Tle(:n)po OvejaA | OvejaB | OvejaC | OvejaD | OvejaE
0,083 57 86 59 58 63
0,25 89 133 92 86 179

0,5 226 265 270 132 220
0,75 267 443 378 268 412
1 310 523 447 343 515
1,5 399 659 569 489 649
2 667 791 846 756 935
3 977 1036 937 888 1157
4 1018 1099 880 981 1077
6 722 934 656 790 932
8 351 481 447 404 624
10 173 265 133 66 262

TABLA 17.- Concentraciones plasmaticas experimentales de cefquinoma en funcién
del tiempo (h), expresadas en pg/L, en cada oveja tras la administracion subcutanea de

una dosis de 2 mg/kg.

Tiempo (h) n Media SD SE CV(%)
0,083 5 64,60 11,96 5,35 18,51
0,25 5 115,66 40,17 17,96 34,73
0,5 5 222,60 55,60 24,86 24,98
0,75 5 353,70 82,07 36,71 23,20
1 5 427,60 97,60 43,65 22,83
1,5 5 552,90 110,14 49,25 19,92
2 5 798,86 | 100,23 44,82 12,55

3 5 998,94 | 103,58 46,32 10,37

4 5 1010,98 | 87,08 38,95 8,61

6 5 806,60 | 124,41 55,64 15,42

8 5 461,48 | 103,10 46,11 22,34
10 5 179,80 85,43 38,21 47,51

TABLA 18.- Media de concentraciones plasmaticas experimentales de cefquinoma en
funcion del tiempo (h), expresadas en pg/L, tras la administracidon subcutanea de una
dosis de 2 mg/kg junto con la desviacidn estandar, error de la media y coeficiente de

variacion.
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Grafico 5.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones
experimentales de cefquinoma obtenidas tras la administracidn subcutanea de una

dosis de 2 mg/kg a cada oveja (A, B, C, Dy E).

82



10000,00

1000,00

100,00

10,00

1,00
G 2 4 G 3 10 12

Grafico 6.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias
experimentales (+ SD) de cefquinoma obtenidas en oveja tras la administracion

subcutanea de una dosis de 2 mg/kg.

Al igual que para la via intravenosa e intramuscular, se ha realizado un test de Kruskal-

Wallis para comprobar la homogeneidad de los datos (tabla 19).

Pruebas de homogeneidad de Varianzas para la Concentracion

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Tiempo Valor-P <0,001

Prueba de Kruskal-Wallis para Concentracion por Animales Valor-P 0,817

TABLA 19.- Test de Kruskal-Wallis para las concentraciones plasmaticas tras la

administracién subcutanea de cefquinome a dosis de 2mg/kg

Las concentraciones experimentales de cada animal se han ajustado a distintos

modelos compartimentales.

A continuacion, en la Tabla 20, se muestra los distintos valores de AIC obtenidos.
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OVEJA A

Valores de AIC Oveja A. Via SC. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja A. Via SC. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

Latencia
AIC 1/Y 130 AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 71 AIC 1/Yat -
AIC 1/Y? 113 AIC 1/Y? -
AIC 1/Yat? 5 AIC 1/Yat? -

Valores de AIC Oveja A. Via SC. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja A. Via SC. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia Latencia
AIC 1/Y 138 AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 28 AIC 1/Yat -
AIC 1/Y? 132 AIC 1/Y? -
AIC 1/Yat? -17 AIC 1/Yat? -

OVEJA B

Valores de AIC Oveja B. Via SC. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja B. Via SC. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

Latencia
AIC 1/Y 125 AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 62 AIC 1/Yat -
AIC 1/Y? 114 AIC 1/Y? -
AIC 1/Yat? 3 AIC 1/Yat® -

Valores de AIC Oveja B. Via SC. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja B. Via SC. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de

Latencia Latencia
AIC 1/Y 129 AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 51 AIC 1/Yat -
AIC 1/Y? 128 AIC 1/Y? -
AIC 1/Yat® -4 AIC 1/Yat® -
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OVEJA C

Valores de AIC Oveja C. Via SC. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja C. Via SC. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

AIC 1/Y -

AIC 1/Yat -

Latencia
AIC 1/Y 126
AIC 1/Yat 63
AIC 1/Y? 115
AIC 1/Yat? 1

AIC 1/Y? -

AIC 1/Yat? -

Valores de AIC Oveja C. Via SC. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja C. Via SC. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de
Latencia

AIC 1/Y -

AIC 1/Yat -

Latencia
AIC 1/Y 125
AIC 1/Yat 54
AIC 1/Y? 121
AIC 1/Yat? -4

AIC 1/Y? -

AIC 1/Yat? -

OVEJA D

Valores de AIC Oveja D. Via SC. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de

Valores de AIC Oveja D. Via SC. Modelo
Bicompartimental sin Tiempo de Latencia

AIC1/Y -

AIC1/Yat -

Latencia
AIC 1/Y 136
AIC 1/Yat 74
AIC 1/Y? 120
AIC 1/Yat? 12

AIC 1/Y? -

AIC 1/Yat? -

Valores de AIC Oveja D. Via SC. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de

Valores de AIC Oveja D. Via SC. Modelo
Bicompartimental con Tiempo de
Latencia

AIC1/Y -

AIC 1/Yat -

AIC 1/Y? -

Latencia
AIC 1/Y 134
AIC 1/Yat 58
AIC 1/Y? 126
AIC 1/Yat? -6

AIC 1/Yat? -
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OVEJA E

ja E. Vi . ,
Valores de AIC (?veja V.Ia S‘C Modelo Valores de AIC Oveja E. Via SC. Modelo
Monocompartimental sin Tiempo de . . R .
. Bicompartimental sin Tiempo de Latencia
Latencia
AIC 1/Y 128 AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 64 AIC 1/Yat -
AIC1/Y? 112 AIC 1/Y? -
AIC 1/Yat’ -4 AIC 1/Yat’ -
Valores de AIC Oveja E. Via SC. Modelo Valores de AIC Oveja E. Via SC. Modelo
Monocompartimental con Tiempo de Bicompartimental con Tiempo de
Latencia Latencia
AIC 1/Y 134 AIC 1/Y -
AIC 1/Yat 48 AIC 1/Yat -
AIC1/Y? 131 AIC 1/Y? -
AIC 1/Yat’ -9 AIC 1/Yat’ -

TABLA 20.- Valores de AIC obtenidos tras ajustar las concentraciones plasmaticas
experimentales de cefquinoma a una dosis de 2 mg/kg por via subcutanea, a los
distintos modelos farmacocinéticos, con y sin tiempo de latencia, y con distintos

métodos de ponderacion.

El ajuste de las concentraciones ajustadas a un modelo monocompartimental
con tiempo de latencia y ponderadas a su inverso al cuadrado es el que presenta un
AIC menor y, por tanto, resulta éste el modelo mas adecuado. Como puede verse,
existe mayor variabilidad en los AIC y no ajusta a diversos modelos, principalmente
bicompartimentales.

Los parametros farmacocinéticos del modelo monocompartimental con tiempo
de latencia junto con los pardmetros estadisticos se muestran en las Tablas 21 y 22,
mientras que en las Tablas 23 y 24 estan representados los resultados de los

parametros del andlisis no compartimental.
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Parametros Oveja A Oveja B Oveja C Oveja D Oveja E
Cmax (ug/L) 1016 983 845 858 1084
Tmax (h) 3,29 3,21 2,85 3,04 3,18
t% Ky (h) * 1,49 1,99 1,9 1,71 2,09
t% Ka (h) * 1,47 2,12 1,86 2,01 1,97
K10(h™) 0,47 0,35 0,36 0,41 0,33
Ka (h) 0,47 0,33 0,37 0,34 0,35
Vz (L/Kg) 0,73 1 0,88 0,79 0,7
CI/F (L/h/Kg) 0,34 0,25 0,32 0,32 0,23

TABLA 21.- Pardmetros farmacocinéticos monocompartimentales deducidos tras la
administracion subcutdnea de cefquinoma, a dosis de 2 mg/kg, a cada una de las

ovejas a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

Parametros n Media SD SE CV (%)
Cmax (ug/L) 5 957,20 84,56 37,82 8,83
Tmax (h) 5 3,11 0,14 0,06 4,34
t% Ky (h) * 5 1,84 0,19 0,08 10,28
t% Ka (h) * 5 1,89 0,18 0,08 9,37
K10(h™) 5 0,38 0,04 0,02 10,90
Ka (h) 5 0,37 0,04 0,02 10,49
Vz (L/Kg) 5 0,82 0,10 0,04 11,71
CI/F (L/h/Kg) 5 0,29 0,04 0,02 14,25

TABLA 22.- Media de parametros farmacocinéticos monocompartimentales deducidos
tras la administracién subcutanea de cefquinoma, a dosis de 2 mg/kg, a partir de sus
correspondientes ecuaciones de ajuste, junto con la desviacidn estandar, error de la

media y coeficiente de variacion.
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Parametros Oveja A Oveja B Oveja C Oveja D Oveja E
AUC;... (ugxh/L) 6273 7950 6201 5984 8386
MRT (h) 5,22 5,58 4,93 4,7 5,58
MAT (h) 3,55 3,51 3,41 2,71 3,54
CI/F (L/kg/h) 0,32 0,25 0,32 0,33 0,24
Vz/F (L/kg) 0,89 0,8 0,81 0,54 0,75
F (%) 52,39 66,84 75,67 41,19 65,93

TABLA 23.- Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada

oveja tras la administracion subcutanea de cefquinoma a dosis de 2 mg/kg.

Parametros n Media SD SE CV (%)
AUC, o0 (pgxh/L) 5 | 695880 | 967,36 432,62 13,90
MRT (h) 5 5,20 0,31 0,14 5,95
MAT (h) 5 3,34 0,25 0,11 7,58
CI/F (L/kg/h) 5 0,29 0,04 0,02 12,88
Vz/F (L/kg) 5 0,76 0,09 0,04 11,93

F (%) 5 60,40 10,89 4,87 18,03

TABLA 24.- Media de los parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos
tras la administracion subcutanea de cefquinoma a dosis de 2 mg/kg, junto con la

desviacidn estandar y coeficiente de variacion.

4.4.- COMPARACION DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DE  CEFQUINOMA TRAS SU
ADMINISTRACION  INTRAVENOSA, INTRAMUSCULAR Y
SUBCUTANEA.

Los valores medios de los principales parametros farmacocinéticos,
compartimentales y no compartimentales de cefquinoma para las tres vias, se

resumen en la Tabla 25.

En el Gréfico 7 se representan los valores experimentales medios (+SD) de
concentracion obtenidos a los distintos tiempos de extraccion tras la administracion de

cefquinoma por las vias IV, IM y SC. En el Grafico 8 podemos ver estos mismos valores
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también en escala semilogaritmica.

Parametros compartimentales
IV IM SC
Az (h?) 0,43 0,52 0,38
t% Az (h) * 1,75 1,37 1,84
Ka (h™) ; 2,05 0,37
t% Ka (h) * - 0,39 1,89
Cmax (ug/L) - 2844,80 | 958,20
Tmax (h) - 1,08 3,11
Vss (L/Kg) 0,33 - -
Vz (L/Kg) 0,44 0,82
Cl (L/h/Kg) 0,18 0,22 0,29
Parametros No compartimentales
IV IM SC
AUCo. (ugxh/L) | 11861,60 | 9247 | 6958,80
MRT (h) 1,86 2,64 5,20
MAT (h) - 0,77 3,34
CI/F (L/kg/h) 0,18 0,22 0,29
Vss (L/kg) 0,32 - -
Vz/F (L/kg) 0,42 0,49 0,76
F (%) - 79,54 60,40

en escala semilogaritmica y en el Grafico 9 unicamente las vias extravasales (IM y SC)

TABLA 25.- Valores medios de los principales parametros farmacocinéticos en
plasma tras la administracion de una dosis de 2mg/kg de cefquinoma por via

intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutanea (SC).
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Grafico 7.- Representacién grafica de las concentraciones medias experimentales (+ SD) de cefquinoma obtenidas en oveja tras la

administracion de una dosis de 2 mg/kg por via intravenosa (1V), intramuscular (IM) y subcutanea (SC).
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Grafico 8.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+ SD) de cefquinoma obtenidas en oveja tras

la administracion de una dosis de 2 mg/kg por via intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutanea (SC).
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Grafico 9.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+ SD) de cefquinoma obtenidas en oveja tras

la administracion de una dosis de 2 mg/kg por via intramuscular (IM) y subcutanea (SC)
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Para saber si existen o no diferencias significativas entre las diferentes vias de
administracion del farmaco, y los animales utilizados, se han realizado dos estudios
estadisticos no paramétricos. El primero de ellos es la prueba de Kruskal-Wallis, que
evalla la hipdtesis de que los valores de cada parametro farmacocinético, dentro de
cada una de las vias de administracion, en todos los animales, son iguales o diferentes.

Los resultados se muestran en la Tabla 26.

Parametros compartimentales
P todas las vias
Az (h?) 0,076
t% Az (h) * 0,09
Ka (h) .
t¥ Ka (h) * i,
Cmax (ug/L) -
Tmax (h) _
vd (L/Kg) 0,003
Cl (L/h/Kg) 0,22

Parametros no compartimentales

P todas las vias
AUC o (ngxh/L) 0,11
MRT (h) 0,002
MAT (h) -
CI/F (L/kg/h) 0,07
F (%) ]

TABLA 26.- Estudio comparativo no paramétrico (Kruskal-Wallis) entre los principales
parametros farmacocinéticos compartimentales y no compartimentales obtenidos tras
la administracion de una dosis de 2mg/kg de cefquinoma por via intravenosa (IV),

intramuscular (IM) y subcutanea (SC).

Dicha prueba revela la existencia de diferencias significativas, entre todas las vias, en el

volumen de distribuciéon y el tiempo medio de residencia (MRT).

El segundo estudio estadistico no paramétrico realizado es la prueba U de Mann-
Whitney para dos muestras independientes. La prueba U de Mann-Whitney evalla la

hipdtesis de que los valores de cada parametro, comparados entre dos vias de
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administracion, en todos los animales, son iguales o diferentes. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 27.

Parametros compartimentales

I:’IV/IM I:’IV/SC IDIM/SC

Az (h?) 0,251 0,347 0,16
t% Az (h) * 0,251 0,347 0,032
Ka (h) ; ; 0,008
t% Ka (h) * - - 0,032
Cmax (ug/L) - - 0,008
Tmax (h) - - 0,008
Vvd (L/Kg) 0,036 0,009 0,008
Vz (L/Kg) - - 0,16
Cl (L/h/Kg) 0,138 0,02 0,056

Parametros no compartimentales

I:’IV/IM I:’IV/SC IDIM/SC
AUCo..o (ugxh/L) 0,117 0,016 0,016
MRT (h) 0,009 0,009 0,008
MAT (h) - - 0,008
CI/F (L/kg/h) 0,092 0,011 0,011
F (%) - - 0,056

TABLA 27.- Estudio comparativo no paramétrico (U de

Man-Whitney) entre los

principales parametros farmacocinéticos compartimentales y no compartimentales

obtenidos tras la administracién de una dosis de 2mg/kg de cefquinoma por via

intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutanea (SC).
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4.5.- EXCRECION EN LECHE DE CEFQUINOMA TRAS SU ADMINISTRACION
INTRAVENOSA, INTRAMUSCULAR Y SUBCUTANEA

En la tabla 28, 29 y 31 se muestran las concentraciones de cefquinoma

detectadas en leche junto con el volumen de leche obtenido, para las vias intravenosa,

intramuscular y subcutanea respectivamente.

Tiempo (h) Oveja A OvejaB Oveja C OvejaD Oveja E
ug/L L ug/L L pug/L L pug/L L ug/L L
1 - 0,01 - 0,03 - 0,04 - 0,01 - 0,04
2 71 0,04 54 0,11 - 0,07 71 0,06 0,05
4 66 0,04 56 0,13 61 0,10 93 0,14 53 0,08
6 69 0,15 57 0,15 70 0,24 89 0,25 103 0,18
8 54 0,10 - 0,52 - 0,20 | 114 | 0,09 0,12
12 61 0,19 - 0,19 97 0,27 58 0,33 57 0,14
24 - 0,97 - 0,93 - 1,06 - 1,05 - 0,60
36 - 0,66 - 0,90 - 0,85 - 0,46 - 0,57
48 - 0,87 - 0,82 - 0,87 - 0,78 - 0,59

TABLA 28.- Concentraciones experimentales de cefquinoma en leche en funcion del

tiempo (h), expresadas en pg/L, en cada oveja tras la administracidn intravenosa de

una dosis de 2 mg/kg y volumen de leche obtenido, expresado en litros (L).
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Concentracion Volumen
Tie(r:)m n | Media | SD SE | CV(%) | Media SD SE | CV(%)
1 5 ] ] . . 0,02 0,02 | 0,01 | 63,08
2 5 6533 | 9,81 | 4,39 15,02 0,07 0,03 0,01 | 4213
4 5 | 6580 |1599| 7,15 | 24,30 0,10 0,04 | 0,02 | 40,18
6 5 77,60 | 1824 | 8,16 | 23,51 0,19 005 | 002 | 2502
8 5 84 42,43 | 18,97 | 50,51 0,21 0,18 0,08 | 87,76
12 5 68,25 | 1924 | 861 | 2819 0,22 0,08 | 0,03 | 34,06
24 5 ] ) . . 0,92 0,19 | 0,08 | 20,51
36 5 ] ) . . 0,69 0,18 | 0,08 | 26,87
48 5 ] ] i ] 078 0,12 0,05 14,81

TABLA 29.- Media de Concentraciones experimentales de cefquinoma en leche vy

Volumen obtenido,

en funcién del

tiempo

(h), expresadas

en ug/L y L

(respectivamente), tras la administracién intravenosa de una dosis de 2 mg/, junto con

la desviacion estandar, error de la media y coeficiente de variacion.

Tie(:]n)po Oveja A OvejaB Oveja C OvejaD Oveja E
pg/L L pg/L L pug/L L pg/L L pug/L L
1 - 0,04 - 0,05 - 0,08 . 0,01 . 0,03
2 ; 0,01 ; 0,04 ; 0,07 ; 0,02 ; 0,03
4 - 0,03 - 0,11 61 0,26 | 111 | 0,10 117 0,08
6 54 0,16 61 0,14 59 0,34 | 121 | 0,27 105 0,28
8 - 0,05 - 0,12 - 0,25 . 0,05 . 0,09
12 - 0,27 56 0,09 66 0,20 62 0,52 71 0,27
24 - 1,05 - 0,61 - 0,75 - 0,89 - 0,77
36 - 0,54 - 0,25 - 0,54 . 0,63 . 0,41
48 ; 0,87 ; 0,63 ; 0,87 ; 0,83 ; 0,56

TABLA 30.- Concentraciones experimentales de cefquinoma en leche en funcién del

tiempo (h), expresadas en pg/L, en cada oveja tras la administracion intramuscular de

una dosis de 2 mg/kg y volumen de leche obtenido, expresado en litros (L).
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Concentracion Volumen
Tie(r:)m n | Media | SD SE | cv(%) | Media SD SE | cv(%)
1 5 - ] ) ) 0,04 0,03 | 0,01 | 63,60
2 5 - ] ) ) 0,03 0,02 | 0,01 | 6515
A c | 9633 |30,75| 13,75 | 31,92 0,12 0,09 | 0,04 | 7543
6 c | 80,00 |30,76 | 13,75 | 3845 0,24 0,08 | 0,04 | 3570
3 5 - ] ) ) 0,11 0,08 | 0,04 | 78,40
12 | 5 | 6375 | 634 | 284 | 9,95 0,27 0,16 | 0,07 | 5895
2 | s - ] ) ) 0,81 0,17 | 0,07 | 20,42
36 | s - ] ] ] 0,47 0,15 | 0,07 | 31,14
a8 | s - ] ) ) 0,75 0,15 | 0,07 | 19,70

TABLA 31.- Media de Concentraciones experimentales de cefquinoma en leche vy

Volumen obtenido, e

n funcion del

tiempo

(h), expresadas

en ug/L y L

(respectivamente), tras la administracion intramuscular de una dosis de 2 mg/, junto

con la desviacion estandar, error de la media y coeficiente de variacion.

Tle(r:)po Oveja A OvejaB Oveja C OvejaD Oveja E
pug/L L pg/L L pug/L L pg/L L pug/L L
1 - 0,03 - 0,05 - 0,04 - 0,05 - 0,03
2 - 0,03 - 0,04 - 0,02 - 0,06 - 0,04
4 - 0,08 - 0,11 - 0,07 - 0,11 - 0,09
6 69 0,28 51 0,13 62 0,11 - 0,21 - 0,20
8 - 0,09 - 0,22 - 0,05 - 0,16 - 0,15
12 53 0,27 65 0,30 57 0,12 - 0,24 - 0,24
24 - 0,77 - 1,00 - 0,49 - 0,85 - 0,84
36 - 0,41 - 0,36 - 0,73 - 0,59 - 0,56
48 - 0,56 - 0,76 - 0,74 - 0,78 - 0,75

TABLA 32.- Concentraciones experimentales de cefquinoma en leche en funcion del

tiempo (h), expresadas en pg/L, en cada oveja tras la administracion subcutanea de

una dosis de 2 mg/kg y volumen de leche obtenido, expresado en litros (L).
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Concentracion Volumen

Tie(r:)m n | Media | sD SE | cV(%) | Media SD SE | Cv(%)
1 5 ] ; } ; 0,04 0,01 | 0,00 | 27,28
> 5 ) ) ; } 0,04 0,0l | 0,01 | 3595
a 5 ) ) ; } 0,09 0,02 | 0,01 | 2314
6 5 | 60,67 | 907 | 406 | 14,96 0,18 0,07 | 0,03 | 3663
8 5 _ ] ] ] 0,13 0,07 | 0,03 | 50,26
12 | 5 | 5833 | 611 | 2,73 | 1047 0,23 0,07 | 0,03 | 30,15
24 | s . - i - 0,79 0,19 | 0,08 | 23,78
36 | 5 ] ] } } 0,53 0,15 | 0,07 | 2822
8 | 5 ] ] } } 0,72 0,09 | 0,04 | 12,71

TABLA 33.- Media de Concentraciones experimentales de cefquinoma en leche vy
Volumen obtenido, en funcién del tiempo (h), expresadas en pg/L y L
(respectivamente), tras la administracion intramuscular de una dosis de 2 mg/, junto

con la desviacion estandar, error de la media y coeficiente de variacion.

El porcentaje de excrecién de cefquinoma se obtuvo mediante la multiplicacion
de las concentraciones obtenidas a cada tiempo con el volumen de leche obtenido y
dividido por la dosis total administrada a cada animal. En ningun caso la excrecién en

leche fue superior al 0,05% en ninguna de las 3 vias.
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4.6.- PARAMETROS FARMACODINAMICOS (CMI) OBTENIDOS FRENTE A

CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

En la Tabla 34 se detallan las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) en

ug/mL de cefquinoma obtenidas frente a 12 cepas de Staphylococcus aureus aisladas

de ovejas. Ademas se dispuso de dos cepas control: Staphylococcus aureus ATCC 29213

y Escherichia coli ATCC 25922. Podemos observar en la Tabla la regién geogréfica y la

fecha en que se aislo cada cepa.

Los resultados obtenidos son una CMlgg= 0,5 pg/mL (Rango 0,125 -0,5)

S. aureus 1 Valladolid 14/09/2012 0.25
S. aureus 2 Ledn 13/09/2012 0.25
S. aureus 3 Teruel 29/08/2012 0.125
S. aureus 4 Ledn 25/07/202 0.5
S. aureus 5 Zamora 20/07/2012 0.5
S. aureus 6 Valladolid 05/07/2012 0.5
S. aureus 7 Toledo 03/07/2012 0.5
S. aureus 8 Zamora 21/06/2012 0.5
S. aureus 9 Cadiz 20/06/2012 0.5
S. aureus 10 Valladolid 12/06/2012 0.25
S. aureus 11 Salamanca 07/06/2012 0.5
S. aureus 12 Toledo 07/06/2012 0.5
Staphylococcus ATCC 29213 0.25
aureus
Escherichia coli ATCC 25922 0.25
MIC50 (pg/mL) 0.5
MIC90 (ug/mL) 0.5
Rango (pg/mL) 0.125-0.5

TABLA 34.- Valores de CMI de Cefquinoma frente a distintas cepas de Staphylococcus

aureus

aisladas

de

oveja.
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5.-DISCUSION






5.1.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE CEFQUINOMA EN
OVEJAS

5.1.1.- MODELO FARMACOCINETICO

Tras ajustar las concentraciones plasmaticas de cefquinoma administrada por
via intravenosa, a una dosis de 2 mg/kg en ovejas, a los modelos farmacocinéticos
mono- y bicompartimentales con y sin ponderacion de los datos experimentales
obtenidos para cada animal y, atendiendo al criterio de informacion de Akaike o AIC
(Yamaoka y cols, y cols, 1978), se concluye que el modelo bicompartimental con
ponderacion al inverso al cuadrado de las concentraciones plasmaticas es el mas
adecuado (Tabla 4).

En 1937, el premio Nobel Theodor Teorell, introduce el concepto del modelo
bicompartimental abierto. Posteriormente es divulgado y desarrollado por J. Loo y S.
Riegelman (1968). Este modelo intenta reflejar el hecho de que la distribucién del
farmaco en el organismo no es un proceso instantaneo, sino que se considera al
organismo como dos compartimentos. Un compartimento central correspondiente a
los tejidos en los que se alcanza un rapido equilibrio en la distribuciéon del farmaco
(puede considerarse instantanea) y uno periférico que corresponde a los tejidos en los
gue el equilibrio en la distribucién precisa un tiempo méas o menos dilatado para
alcanzarse (Doménech y cols, 1997).

El modelo bicompartimental coincide con las caracteristicas farmacocinéticas
de otro trabajo publicado en ovejas para cefquinoma (Kumil Uney y cols, 2011). En
otros estudios realizados en diversas especies animales para cefquinoma, y tras su
administracion por via intravenosa, encontramos que todos se ajustan a modelos
bicompartimentales. Entre estas especies se incluyen: cerdos (Limbert y cols, 1991;
Zhang y cols, 2008, Liy cols, 2008, Liu y cols, 2012), vacuno (Limbert y cols, 1991), pollo
(Xie y cols, 2013), pato (Yuan y cols, 2011), bufalo (Dinakaran y cols, 2013 y 2015),
perro (Zhang y cols, 2014), cebu (Shan y cols, 2013), conejo (Quiang y cols, 2013),
equino (Smiet y cols, 2011; Winther y cols, 2011), cabra (Literio, 2013) y perro (Limbert
y cols, 1991).
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El modelo bicompartimental también es el descrito en ovejas para otras
cefalosporinas como ceftriaxona (Swati y cols, 2010), cefepima (Patel y cols, 2010),
cefoperazonay cefaronida (Guerrini y cols, 1985).

El modelo bicompartimental abierto tras una dosis intravenosa, viene definido

por la siguiente ecuacion:
At Azt
C=A-e™" +B-e (1)

Esta ecuacién adquiere diferentes valores para cada animal (Tabla 5). Para
hallar la ecuacién que mejor define la evolucion de las concentraciones plasmaticas de
cefquinoma en la oveja, se deben llevar a cabo estudios estadisticos que permitan
calcular los valores medios para cada uno de los pardmetros que intervienen en la
misma. Dichos valores promedio se muestran en la Tabla 6.

La ecuacién que define la evolucién de las concentraciones plasmaticas, en la
oveja tras la administracion intravenosa, de una dosis Unica de 2 mg/kg de

cefquinoma, es la siguiente:
C=7250,60-e>>*"+3828,60 - e”* 'uya 2

La representacion semilogaritmica de las concentraciones individuales
experimentales (Gréfico 1) y medias (Gréfico 2), pone de manifiesto que los niveles de
cefquinoma descienden rdapidamente en la fase inicial (primeros 30 minutos) y, a partir
de este momento, disminuyen de forma constante, dando lugar a una segunda fase
gue se mantiene hasta el final del proceso (8 horas tras la administracion).

En los modelos bicompartimentales, como es el caso de cefquinoma por via
intravenosa en oveja, la desaparicion del farmaco en plasma viene determinada por
dos constantes hibridas de disposicidon. La constante de disposicion rdpida (A,), rige
principalmente los procesos de distribucion, mientras que la constante de disposicidon
lenta (Az) rige principalmente los procesos de eliminacion. Una vez alcanzado el
equilibrio en la distribucion, se asume que la constante de disposicidn rapida no tiene
repercusion practica y por tanto la desaparicion del farmaco, su eliminacion, queda
determinada fundamentalmente por la constante de disposicidn lenta. Por definicion,

el valor de A; es siempre superior al de Az (Doménech y cols, 1997).
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El descenso rapido inicial de las concentraciones plasmaticas, implica una
rapida distribucién a los tejidos durante la primera fase, seguida de una velocidad algo
mas lenta en la segunda, detectdndose concentraciones de cefquinoma en plasma

hasta las 8 horas.

5.1.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS

En los siguientes apartados se comentaran los pardmetros farmacocinéticos
mas relevantes de cefquinoma tras su administracion intravenosa en ovejas. En la
Tabla 5 se observan los parametros farmacocinéticos compartimentales en cada
animal y en Tabla 6 la media y sus estadisticos. Por otro lado, en la Tabla 7 y 8 se
muestran respectivamente los pardmetros farmacocinéticos no compartimentales de

cada animal y su media junto con sus estadisticos.

5.1.2.1- CONSTANTES HIiBRIDAS DE DISPOSICION RAPIDA Y LENTA

Estas constantes se consideran farmacocinéticamente hibridas y se les
denomina de disposicion debido a que engloban dos procesos, el de distribucidén y
eliminacion. Por lo tanto, cuando hablemos de distribucién en realidad estaremos
hablando de la suma de estos dos procesos (Doménech y cols, 1997).

En el presente estudio, los valores medios de estas constantes para cefquinoma
adquieren valores de 3,34 y 0,43 h't para A; y Az, respectivamente. En otro estudio
realizado con cefquinoma en ovejas Kumil Uney vy cols. (2011) obtuvieron resultados
diferentes y mayores para A; (11,55 h™) y Az (0,89 h™).

En varios estudios realizados en otras especies con el mismo antibidtico, se
obtuvieron valores de A; superiores al del presente estudio en cerdos (4,72 h™: Li y
cols, 2008; 4,07 h™: Zhang y cols, 2013) y bufalos (5,42 h™': Dinakaran y Dumka, 2015),
aunque este mismo autor reporté anteriormente un valor mucho mas bajo (1,92 h™:
Dinakaran y cols, 2013). Valores inferiores de A; han sido reportados para la cefginoma
en equino (1,59 h™': Smiet y cols, 2011; 1,31 h™: Winther y cols, 2011), pollo (1,94 h™:
Xie y cols, 2013) y perro (2,61 h': Zhang y cols, 2014). Valores mas parecidos han sido
reportados por Luiy cols (2012) en cerdos (3,15 h™) y por Yuan y cols, (2011) en patos
(3,85 h™).

103



Respecto a Az, se obtuvieron valores parecidos, para la cefquinoma, en cerdo
(0,43 h™: Liuy cols, 2012; 0,48 h™: Li y cols, 2008), perro (0,49 h™': Zhang y cols, 2014) y
pato (0,44 h™: Yuan y cols, 2011). Valores mas elevados de Az han sido reportados en
bafalos (0,82 h™: Dinakaran y Dumka, 2015), aunque este mismo autor reportd
anteriormente un valor mucho mas bajo (0,19 h™: Dinakaran y cols, 2013), y pollo (0,54
h': Xie y cols, 2013). Valores inferiores al del presente estudio se han encontrado en
cerdos (0,29 h™: Zhang y cols, 2013) y caballos (0,28 h': Winther y cols, 2011; 0,35 ht:
Smiet y cols, 2011). Los valores de A; oscilan, segun las diferentes especies estudiadas,
entre 1,21y5,42 h™y los de Az entre 0,19y 0,54 h™".

Para otras cefalosporinas en ovejas se han publicado datos similares para A1 y
Az, y dentro de los rangos antes mencionados: para cefepima 3,46 y 0,27 h™ (Patel y
cols, 2010) y para ceftriaxona 5,3 y 0,57 ht (Swatiy cols, 2010)

Las constantes hibridas de disposicion pueden relacionarse mediante la razén
A1/Az, que informa cudl de ellas controla principalmente los procesos de distribucion y
eliminacion (Pla y Obach, 1982). Asi, cuanto mas elevado sea dicho cociente, tanto mas
bicompartimental puede considerarse la distribucion del farmaco. En nuestro estudio,
la relacion Ai/Az adquiere un valor de 7,77, el cual es indicativo de la diferencia
existente entre ambas fases. Este valor indica que la distribucidn del cefquinoma es,
preferentemente, bicompartimental y que es la constante Az la que controla
principalmente los procesos anteriormente citados, ya que los regula durante mas

tiempo.

5.1.2.2- MICROCONSTANTES

En el modelo bicompartimental, puesto que la eliminacion del farmaco se
produce desde el compartimento central, existen tres microconstantes que rigen la
distribucién y eliminacién del farmaco y quedan representadas en la Figura 1. Las tres
microconstantes son: la constante de transferencia del compartimento central al
compartimento periférico (kyy), la constante de retorno del compartimento periférico
al central (ky1) y la constante de eliminacidon desde el compartimiento central (kyo)

(Doménech y cols, 1997).
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Figura 1.- Representacion esquematica del modelo bicompartimental tras la administracion

intravenosa de un farmaco.

Los valores medios de dichas microconstantes, obtenidos para la cefquinoma
en ovejas, han sido: ki = 1,23 h™Y, ko1 = 1,52 h''y kig = 0,96 h™* (Tabla 6). Esto pone de
manifiesto que para cada animal la constante de retorno del compartimento periférico
al central (k1) es la que adquiere un mayor valor, indicando un rdpido retorno del
farmaco desde compartimento periférico, por lo que el farmaco no sufrira fendmenos
de acumulacién en el compartimento periférico y la distribucion no limitara el proceso
de eliminacién.

Si observamos estas constantes podemos establecer relaciones de interés,
como la relacion Az/kyo, que alcanza un valor de 0,45 y sefiala una eliminacion global
del antibacteriano desde todo el organismo, regida por una constante Az inferior a la
verdadera constante de eliminacion (kig), lo que confirma de nuevo la adecuacion de la
disposicion de cefquinoma a un modelo bicompartimental.

Del estudio de la relacién ki,/kio, se obtiene un valor de 1,28. Como se puede
observar, este valor es cercano a 1 y nos indica que existe una velocidad de
eliminacion del farmaco del plasma, por metabolismo y excrecidn, similar a la de
distribucién del mismo. Que la velocidad de eliminacidn del fdrmaco sea similar a la de
distribucién, puede indicar que el compartimento periférico ocupa una parte no
despreciable del organismo sin llegar a retener el farmaco.

Si estudiamos la relacién entre la constante de trasferencia y retorno, desde el
compartimento periférico K1,/K,1, esta adquiere un valor de 0,81, este resultado indica

gue el farmaco accede al compartimento periférico pero retorna con facilidad, ya que
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la relacion obtenida no es inferior a 1, por lo que no se produce una acumulacion en el
compartimento periférico. Este valor es similar al publicado en bufalos donde el ratio
fue de 0,92 (Dinakaran y Dumka, 2015).

Del analisis de la relacidon k,1/ky, se obtiene un valor de 1,58, por lo que la
eliminacion no estd condicionada por retorno del farmaco del compartimento
periférico al compartimento central. Esto concuerda con que no existe retencion del

farmaco en el compartimento periférico.

5.1.2.3- TIEMPOS DE VIDA MEDIA Y TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA

El tiempo de vida media de la fase de disposicion rapida (t¥sA;) para
cefquinoma, es de 0,28 horas, y el tiempo de vida media de la fase de disposicidn lenta
(t%4Az) 1,75 horas (Tabla 6), también considerado como tiempo de vida media o
semivida del farmaco (Atkinson y Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier, 1982).

En otro estudio realizado con cefquinoma en ovejas Kumil Uney y cols. (2011)
reportaron resultados muy inferiores tanto para t¥%A; (0,06 h) como para t/2Az (0,78 h).

En varios estudios realizados en otras especies con dosis entre 1-2 mg/kg, se
han publicado, respectivamente, los siguientes valores para t¥%A; y tV2Az: en cerdos
0,15y 1,85 h (Liy cols, 2008), 0,22 y 1,64 h (Liu y cols, 2012), 0,17 y 2,40 h (Zhang y
cols, 2013); en equino 0,39 y 1,73 h (Smiet y cols, 2011), 0,55y 2,77 h (Winther y cols,
2011); en perro 0,27 y 1,53 h (Zhang y cols, 2014); en bufalos 0,36 y 3,56 h (Dinakaran
y cols, 2013), 0,13 y 1,76 h (Dinakaran y Dumka, 2015); y en aves (pato y pollo) 0,19 y
1,57 h (Yuany cols, 2011), 0,43 y 1,29 h (Xie y cols, 2013).

Los valores de t¥%:A; y tV5Az son similares a los del presente estudio, t/:A; oscila
entre las cifras de 0,13 y 0,59 h y tl4Az entre 1,29 y 3,56 h. Los estudios que muestran
valores mas diferentes al del presente estudio son Winther y cols. (2011) en caballo y
Dinakaran y cols. (2013) en bufalo, aunque en otro estudio del mismo autor si muestra
valores similares.

En estudios farmacocinéticos no compartimentales realizados por Litterio
(2013) en cabras, Hwang y cols y cols. (2011) en conejos y Song y cols. (2012) en
cerdos, se observaron los siguientes valores de tl%Az: 1,5 h, 0,93 h y 1,73 h

respectivamente.
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En lo que refiere a otras cefalosporinas administradas por via intravenosa en
ovejas, se reportan los siguientes valores: en ceftriaxona t%2A\; y t%Az de 0,13y 1,21 h
(Patel y cols, 2010), en cefepima 0,2 y 2,54 h (Swati y cols, 2010) y una t¥:Az (obtenida
mediante métodos no compartimentales) para ceftriaxona, cefoperazona y cefaronida
de 1,7 h, 0,7 hy 1,5 h, respectivamente (Guerrini y cols, 1985).

El analisis farmacocinético no compartimental permite calcular el tiempo medio
de residencia (MRT). Este parametro es independiente del modelo farmacocinético
elegido y tiene un significado andlogo al tV4Az que se halla en los modelos
compartimentales. El MRT, se obtiene directamente de la curva experimental y puede
considerarse como una variable estadistica aleatoria. El t¥4Az por el contrario, es un
parametro obtenido a partir de la ecuacidn de ajuste.

En el presente estudio se ha obtenido un valor de MRT de 1,86 horas (Tabla 8)
No se dispone de datos de MRT en oveja para cefquinoma, pero el resultado es similar
al obtenido para cefquinoma en otras especies animales a dosis de 1-2 mg/kg: en
cabra 1,71 h (Litterio, 2013); en cerdos 1,24 h (Song y cols, 2012); en yeguas 1,65 h
(Smiet y cols, 2011) e inferior al obtenido en bufalos 2,34 h (Dinakaran y Dumka, 2015)
y 3,56 h (Dinakaran y cols, 2013).

Tras la administracién intravenosa en ovejas, ceftriaxona y cefepima
presentaron un MRT de 1.14 h y 2,84 h, respectivamente (Patel y cols, 2010; Swati y
cols, 2010)

5.1.2.5- VOLUMENES DE DISTRIBUCION APARENTE

El volumen de distribucion aparente de cefquinoma calculado en funcién del
area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (Vz) en oveja, alcanza un valor
de 0,42 L/kg, en tanto que el volumen de distribucidon en estado estacionario (Vss)
adquiere un valor de 0,32 L/kg (Tabla 8). Como se puede observar estos valores son
moderados, e indican que el fdrmaco tiene una aceptable distribucién en tejidos y
fluidos en esta especie. La diferencia obtenida entre ambos voliumenes de distribucion
es consecuencia del método empleado para su cdlculo. Estas diferencias condicionan la
validez de un determinado volumen de distribucion. En general, el volumen de
distribucién es util para transformar concentraciones en cantidades de farmaco en el

organismo y viceversa. Debido al método de calculo, el Vss es valido en aquellos
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momentos en que la curva de nivel plasmatico estd en zonas proximas a la inflexion y,
por supuesto, durante la misma (Vss = Vc + Vp), en tanto que el Vz es valido en una
zona mas amplia de la curva de nivel plasmatico, a partir de concentraciones
anteriores al inicio de la fase de disposicidn lenta hasta el final del proceso (Doménech
y cols, 1997).

En otro estudio la cifra obtenida en ovejas de Vss tras la administracién de 2
mg/kg fue de 0,36 L/kg, practicamente igual a la obtenida en el presente estudio
(Kumil Uney y cols, 2011).

Otros estudios de cefquinoma realizados en cerdos muestran valores de Vs de
0,24 L/kg con dosis 10 mg/kg (Limbert y cols, 1991), 0,46 L/kg con dosis 2 mg/kg (Li y
cols, 2008), 0,31 L/kg con dosis 2 mg/kg (Liu y cols, 2012) y 0,20 L/Kg con dosis 2 mg/kg
(Zzhang y cols, 2013). En equinos también se reportan datos de Vs entorno a 0,22 L/kg
para dosis de 2 mg/kg (Smiet y cols, 2011), y entorno a 0,21 L/kg para dosis de 1 mg/kg
(Winther y cols, 2011). En bufalos se describen valores de 0,17 L/kg y 0,26 L/kg para
dosis de 2 mg/kg (Dinakaran y cols, 2013 y 2015). En cabras se reportan datos de Vi
entorno a 0,37 L/kg y V, 0,42 L/kg para dosis de 2 mg/kg (Litterio, 2013), y para cebu
cifras de Vg entorno a 0,34 L/kg y V, 0,38 L/kg para dosis de 1 mg/kg (Shan y cols,
2013).

Estos valores de Vg se encuentran en el rango de 0,17 y 0,46 L/kg, datos
similares a los obtenidos en el presente estudio, siendo en general ligeramente
menores. Todos estos valores demuestran que cefquinoma no se distribuye
excesivamente en tejidos. Los valores de Vs mas elevados los encontramos en un
estudio realizado en perros con un valor de 0,81 L/kg para una dosis de 2 mg/kg (Zhang
y cols, 2014).

En otras cefalosporinas tras la administracion intravenosa en ovejas, se
observan resultados similares a los del presente estudio, dentro del rango antes
mencionado. Guerrini y cols y cols. (1985) presentan valores de V. para ceftriaxona,
cefoperazona y cefaronida de 0,3 L/kg, 0,16 L/kg y 0,39 L/kg respectivamente. Para
ceftriaxona se han reportado un V¢ de 0,27 L/kg y un Vz de 0,41 L/kg (Swati y cols,
2010), y para cefepima un Vs de 0,42 L/kg (Patel y cols, 2010).
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5.1.2.5- AREA BAJO LA CURVA

El valor del AUC obtenido para cefquinoma en ovejas a dosis de 2mg/kg es de
11.861 pg-h/L (Tabla 8). Este parametro permite calcular el aclaramiento plasmatico y
la biodisponibilidad del farmaco tras su administracién extravascular. Se calcula
integrando, entre tiempo cero e infinito, la curva de concentracion plasmatica-tiempo,
y puede hacerse tanto por analisis compartimental (a partir de la ecuacion general del
proceso) o por analisis no compartimental (métodos trapezoidal o logaritmico
trapezoidal, a partir de la curva experimental) como en este caso.

En el estudio de Kumil Uney y cols. (2011) tras la administracion intravenosa de
2 mg/kg de cefquinoma se muestra un valor AUC entorno a 5.830 pg-h/L, valor muy
inferior al del presente estudio.

En otras especies animales a las que se administré cefquinoma por la misma via
y a la misma dosis se obtienen los siguientes valores: en cerdos 10.190 pg-h/L (Songy
cols, 2012), 8.070 pg-h/L (Li y cols, 2008), 13.850 pg-h/L (Liu y cols, 2012), 21.900
ug-h/L (Zhang y cols, 2013); en conejo 11.080 pg-h/L (Hwang y cols, 2011); en perro
5.150 pg-h/L (Zhang y cols, 2014), en cabra 8.140 pg-h/L (Litterio, 2013) y en pollo
5.330 pg-h/L (Xie y cols, 2013). En general los valores de AUC son menores a los del

presente estudio, siendo en conejo y cerdos los que presentan valores mas préoximos.

5.1.2.6- ACLARAMIENTO PLASMATICO

El aclaramiento plasmatico (Cl) puede calcularse a partir de las curvas de
niveles plasmaticos, recurriendo a métodos modelo-dependientes, basados en los
modelos compartimentales y fisiolégicos, 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 andlisis no
compartimental y también por analisis compartimental. El valor obtenido, en ambos
casos, ha sido de 0,16 L/kg-h (Tablas 6 y 8).

En otro estudio realizado en ovejas con cefquinoma a 2mg/kg se han obtenido
valores de Cl de 0,34 L/kg-h, practicamente el doble que en el presente estudio (Kumil
Uney y cols, 2011).

Para otras especies animales, tras la administracion de cefquinoma a distintas

dosis (todas ellas entre 1-2 mg, salvo excepciones), se han obtenido diferentes valores:
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en cabras 0,25 L/kg-h (Litterio, 2013); en cerdos 0,10 L/kg-h (Zhang y cols, 2013) 0,15
L/kg-h (Liu y cols, 2012), 0,16 L/kg-h a dosis de 10 mg/kg (Limbert y cols, 1991), 0,26
L/kg-h (Li y cols, 2008), 0,20 L/kg-h (Song y cols, 2012), en cebd 0,11 L/kg-h (Shan y cols,
2013); en perro 0,17-0,21 L/kg-h a dosis de 5-20 mg/kg (Limbert y cols, 1991); en
equinos 0,12 L/kg-h y 0,13 L/kg-h (Winther y cols, 2011; Smiet y cols, 2011); en conejo
0,18 L/kg-h (Hwang y cols, 2011); en aves (pollo y pato) 0,35 L/kg-h y 0,25 L/kg-h (Xie y
cols, 2013; Yuan y cols, 2011). Estos valores oscilan entre 0,10 y 0,25 L/kg-h, siendo la
mayoria de ellos muy proximos al del presente estudio.

Los menores valores de Cl se han descrito para bufalo con valores de 0,072 y
0,06 L/kg-h (Dinakaran y cols, 2013 y 2015) y los mayores valores en perro 0,49 L/kg-h
(Zhangy cols, 2014).

En cuanto a otras cefalosporinas, se han descrito valores de Cl de 0,23 y 0,22
L/kg-h (Patel y cols, 2010; Guerrini y cols, 1985) para ceftriaxona, 0,15 L/kg-h para
cefepima (Swati y cols, 2010) y 0,16 L/kg-h para cefoperazina y cefaronida (Guerrini y

cols, 1985), tras la administracion intravenosa en oveja.

5.2.- ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR DE CEFQUINOMA EN
OVEJAS

5.2.1.- MODELO FARMACOCINETICO

Tras ajustar las concentraciones plasmaticas de cefquinoma administrada por
via intramuscular, a una dosis de 2 mg/kg en ovejas, a los modelos farmacocinéticos
mono- y bicompartimentales con y sin ponderacion de los datos experimentales
obtenidos para cada animal y, atendiendo al criterio de informacion de Akaike o AIC
(Yamaoka y cols, 1978), se concluye que el modelo monocompartimental con
ponderacion al inverso al cuadrado de las concentraciones plasmaticas con una
constante de absorcién de primer orden y tiempo de latencia, es el mas adecuado
(Tabla 12).

El modelo monocompartimental puede esquematizarse como se indica en la
figura 2, en el cual se considera una distribucién instantanea de en un Unico

compartimento.
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Figura 2.- Representacion esquematica del modelo monocompartimental tras la

administracién extravasal (intramuscular) de un farmaco.

El modelo monocompartimental no coincide con las caracteristicas
farmacocinéticas de otros trabajos realizados en ovejas para cefquinoma (Kumil Uney y
cols, 2011, El-Hewait y cols, 2014) que proponen un modelo bicompartimental. En el
trabajo de Tohamy (2011) la administracion de cefquinoma a 1 mg/kg y 10 mg/kg por
via intramuscular en ovejas, si se ajustd mejor a un modelo monocompartimental.

En otros estudios realizados en diversas especies animales para cefquinoma, y
tras su administracion por via intramuscular, encontramos que todos se ajustan a
modelos bicompartimentales. Entre estas especies se incluyen: cerdos (Li y cols, 2008;
Liu y cols, 2012), vacuno (Limbert y cols, 1991, Errecalde y cols, 2002), pollo (Xie y cols,
2013), pato (Yuan vy cols, 2011), perro (Zhang vy cols, 2014), cebu (Shan y cols, 2013),
ratén (Limbert y cols, 1991) y cabra (ElI-Hewait y cols, 2014).

Unicamente existen 2 estudios en los que el modelo monocompartimental es el
gue mejor se ajusta en la administracion intramuscular, siendo ambos estudios en
cerdos (Zhao y cols, 2013; Zhang y cols, 2013)

El modelo monocompartimental también es el descrito en ovejas para otras
cefalosporinas como ceftriaxona (Swati y cols, 2010) o ceftazidima (Rule y cols, 1991).

El modelo monocompartimental abierto tras una dosis intramuscular con

tiempo de latencia, viene definido por la siguiente ecuacion:
-Az (t-t -ka (t-t
C - CO . (e ( Iat) -e ( Iat)) (3)

Esta ecuacién adquiere diferentes valores para cada animal (Tabla 9).
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La ecuacién que define la evolucién de las concentraciones plasmaticas, en la
oveja tras la administracién intramuscular, de una dosis Unica de 2 mg/kg de

cefquinoma, es la siguiente:

C=6012 - o052 (t:0,15) _ 12,05 (t-0,15)) A @

La representacion semilogaritmica de las concentraciones individuales
experimentales (Grafico 3) y medias (Grafico 4), pone de manifiesto que los niveles de
cefquinoma ascienden rdpidamente fase inicial (primeros 60 minutos) donde
predomina la fase de absorcion y, a partir de este momento, disminuyen de forma
constante hasta el final del proceso (8 horas tras la administracion).

Dada la relativamente lenta absorcién del farmaco, es posible que la fase rapida

de distribucion del farmaco haya sido enmascarada por el proceso de absorcion.

5.2.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS

En los siguientes apartados se comentaran los parametros farmacocinéticos
mas relevantes de cefquinoma tras su administracién intramuscular en ovejas. En la
Tabla 13 se observan los parametros farmacocinéticos compartimentales en cada
animal y en Tabla 14 la media y sus estadisticos. Por otro lado, en la Tabla 15y 16 se
muestran respectivamente los parametros farmacocinéticos no compartimentales de

cada animal y su media junto con sus estadisticos.

5.2.2.1- TIEMPOS DE VIDA MEDIA, TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT) Y TIEMPO
MEDIO DE ABSORCION (MAT)

El tiempo de vida media o semivida del farmaco para cefquinoma por via
intramuscular ha sido 1,37 h, cifra muy similar a la constante de disposicion lenta de la
via intravenosa (1,75 h), indicando que la permanencia de cefquinoma en el organismo
es aproximadamente la misma.

Un estudio realizado en ovejas en el que se administré cefquinoma 2mg/kg por
via intramuscular mostré un t¥%Az de 1,88 h (Kumil Uney y cols, 2011). En otro estudio

realizado en las mismas condiciones la t¥%Az fue de 9,03 h (El-Hewait y cols, 2014) y en
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el estudio de Tohamy (2011) se muestra una t¥%Az de 3,91 y 2,41 h para las dosis de
cefquinoma de 1mg/kg y 10mg/kg respectivamente.

En otras especies animales donde cefquinoma se administré por via
intramuscular a dosis de 1-2 mg/kg encontramos los siguientes resultados para t}Az:
cabra 10,14 h (El-Hewaiti y cols, 2014); cerdos 4,36 h (Li y cols, 2008), 2,46 h (Lim y
cols, 2011), 1,41 h (Liu y cols, 2012), 3,79 h (Zhao y cols, 2013): vacuno 1,56 h
(Errecalde y cols, 2002), pollo 3,43 h (Al-Jundi y cols, 2009), 1,35 h (Xie y cols, 2013),
pato 1,79 h (Yuan y cols, 2011); perro 2,34 h (Zhang y cols, 2014); cebt 2,78 h (Shan y
cols, 2013) y camello 10,24 h (Al-Taher, 2010).

En estudios farmacocinéticos no compartimentales realizados por Litterio
(2013) en cabras, Hwang y cols. (2011) en conejos y Song y cols. (2012) en cerdos, se
observaron los siguientes valores de t¥Ae: 1,57 h, 1,04 hy 1,73 h respectivamente.

Los valores de t¥Az varian considerablemente en los diversos estudios, siendo
en la mayoria de casos superiores a los del presente estudio, t¥Az oscila entre las
cifras de 1,04 y 10,24 h. Los estudios que muestran valores mas alejados al del
presente estudio son El-Hewaiti y cols. (2014) en cabras y Al-Taher y cols. (2010) en
camello.

En lo que refiere a otras cefalosporinas administradas por via intramuscular en
ovejas, se reportan los siguientes valores: en ceftriaxona t¥Az de 2,24 h (Swati y cols,
2010) y en cefepima 5,17 h (Patel y cols, 2010).

En el presente estudio se ha obtenido un valor de MRT de 2,64 horas (Tabla
16). En dos estudios realizados en ovejas se muestran valores de MRT de 5,3y 5,13 h
para la dosis de 1 mg/kg y 10 mg/kg de cefquinoma respectivamente (Tohamy, 2011) y
de 14,23 h para la dosis de 2 mg/kg (El-Hewaiti y cols, 2014) en oveja.

El resultado del presente estudio se asemeja mas al obtenido para cefquinoma
en otras especies animales a dosis de 1-2mg/kg: en cabra 2,59 h (Litterio, 2013); en
cerdos 1,89 h (Lim y cols, 2011), 2,05 h (Song y cols, 2012); terneros 1,64 h (Errecalde y
cols, 2002); e inferior al obtenido en camello 16,74 h (Al-Taher, 2010).

Tras la administracion intramuscular en ovejas, ceftriaxona y cefepima
presentaron un MRT de 3.23 h y 6,89 h, respectivamente (Swati y cols, 2010, Patel y
cols, 2010).
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En la Tabla 16, se presentan los valores correspondientes al MRT y el tiempo
medio de absorcion (MAT) intramusculares; en tanto que el MRT intravenoso aparece
en la Tabla 8. A la vista de los resultados obtenidos para cada uno de estos parametros
en los distintos animales, se puede apreciar como en todas las ovejas, el valor de MAT
es inferior al del MRT intravenoso. Si se consideran los valores medios obtenidos, el
MRT intravenoso (1,86 h) resulta ser entorno a 2,4 veces superior al MAT
intramuscular (0,77 h). De ello se concluye que, en principio, la absorcidn, tras la
administracion intramuscular de cefquinoma, no condiciona su eliminacion.

En ovejas los datos son escasos pero bajo las mismas condiciones de estudio
con cefquinoma en cerdos y cabras, se han registrado valores de MAT de 0,72y 0,88 h,
respectivamente (Songy cols, 2012; Litterio, 2013). En ambos casos los valores de MAT

también han sido inferiores a los respectivos MRT intravenosos.

5.2.2.2- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA

Tras la administracion extravasal, se debe tener en cuenta otro parametro
como es el tiempo en que se alcanza la concentracidon plasmatica maxima o tiempo
maximo (Tmax). Dicho pardametro es independiente de la dosis, pero si se modifica en
funcién de la forma farmacéutica y la via de administracién, puesto que depende de la
constante de absorcion. En el presente estudio, el valor de Tmax ha sido de 1,08 h
(Tabla 14).

En el estudio realizado por Kumil Uney y cols. (2011) en ovejas, se observan
valores inferiores de Tmax (0,5 h) con respecto a los del presente estudio. En otros
estudios realizados por Tohamy (2011) y El-Hewaiti y cols. (2014) en ovejas, podemos
ver valores de Tmax superiores a los del presente estudio (2,17 hy 2,61 h).

En otras especies animales se han publicado valores de Tmax en la mayoria de
los casos algo inferiores a los del presente estudio: en cerdos 0,28 h (Li y cols, 2008),
2,33 h (Lim y cols, 2011), 0,66 h (Liu y cols, 2012), 0,34 h (Zhang y cols, 2013); en cabra
0,96 h (Litterio, 2013) 2,62 h (El-Hewaiti y cols, 2014); en cebu 0,78 h (Shan y cols,
2013), en terneros 2 h (Limbert y cols, 1991), 0,85 h (Errecalde y cols, 2002); en aves
(pato y pollo) 0,38 h (Yuan y cols, 2011), 0,25 (Xie y cols, 2013); en conejo 0,25 h
(Hwang y cols, 2011); en perro 0,71 h (Zhang y cols, 2014) y en camello 4,25 (Al-Taher,
2010). A excepcion de los estudios de Lim y cols. (2011), Al-Taher y cols. (2010) y
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Limbert y cols. (1991) los valores de Tmax son inferiores a 1 h, encontrandose en un
rango de 0,28 h a 0,96 h.

En cuanto a otras cefalosporinas, se han publicado los siguientes valores de
Tmax: en ceftriaxona 0,50 h (Swati y cols, 2010) y en cefepima 0,75 h (Patel y cols,
2010), algo menores al del presente estudio.

En lo que refiere a la concentracion plasmatica maxima (Cmax) el valor
obtenido en el presente estudio para cefquinoma en oveja a 2 mg/kg, ha sido de
2844,80 pg/L.

En el estudio realizado por Kumil Uney y cols. (2011) en ovejas a dosis de 2
mg/kg se observan Cmax muy similares a las del presente estudio (2600 pg/L) y en el
estudio El-Hewaiti y cols. (2014) bajo las mismas condiciones la Cmax fue de 1800 pg/L.
En cuanto al estudio realizado por Tohamy (2011) en ovejas a dosis de 1 mg/kg y 10
mg/kg se obtiene valores de 1205 y 4576 pg/L.

En cuanto a estudios realizados en otros animales a dosis de 2 mg/kg de
cefquinoma por via intramuscular se obtiene los siguientes valores: en cerdos 4000
ug/L (Li y cols, 2008), 4390 pg/L (Song y cols, 2012), 3890 ug/L (Liu y cols, 2012), 6230
ug/L (Zhang y cols, 2013); en pollo 3040 pg/L (Xie y cols, 2013); en conejo 8870 pg/L
(Hwang y cols, 2011); en perro 2530 pg/L (Zhang y cols, 2014) y en cabra 2480 pg/L
(Litterio, 2013) y 1880 pg/L (El-Hewaiti y cols, 2014). Podemos observar que en cerdos
la Cmax es mayor en todos los estudios, siendo los valores de Cmax mas similares en

perroy en cabra a los publicados en ovejas.

5.2.2.3- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA DE ABSORCION

La ecuacion 4 define la evolucion de las concentraciones plasmaticas, tras la
administracion intramuscular de cefquinoma en ovejas. Las constantes de absorcidn y
eliminacion, que se extraen de dicha ecuacién no son reales, sino aparentes.

En este caso, la constante de absorcidn aparente (ka) es 2,05 h! (Tabla 13) yla
vida media asociada a la misma (t%ka) 0,39 h.

Si comparamos el valor obtenido para tlka con el obtenido para tlAz
intravenoso, que es 1,75 h (Tabla 6), podemos observar como este ultimo es casi 5
veces superior, lo que indica que la fase de absorcién no condicionaria la eliminacion

del cefquinoma en la oveja.
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En el estudio de Kumil Uney vy cols. (2011) realizado en ovejas a la misma dosis y
por la misma via, se obtuvo una Ka y t¥ka de 2,23 h y 0,31 h respectivamente;
mientras que, en el estudio realizado por El-Hewaiti y cols. (2014) fueron de 0,91 h™* y
0,76 h. En otro estudio realizado en ovejas a dosis de 1 mg/kg muestra una Ka y tlka
de 1,05 h™y 0,66 h mientras que para una dosis de 10mg/kg fue de 0,43 hy 1,61 h
(Tohamy, 2011). Se observa que los valores de t¥ka son similares, aunque ligeramente
superiores a los del presente estudio.

En estudios realizados en otras especies animales a dosis de 1-2 mg/kg de
cefquinoma por via intramuscular, observamos valores de Ka y t¥%ka de 1,69 h™y 0,41
h (Li y cols, 2008), 11,56 h™y 0,06 h (Zhang y cols, 2013), 0,56 h™ y 1,23 h (Zhao vy cols,
2013) en cerdos; en cabras 2,26 h™ y 0,33 (Litterio, 2013), 0,93 h™ y 0,73 h (El-Hewaiti
y cols, 2014); en terneros 1,17 h-1y 0,57 h (Errecalde y cols., 2002); en cebu 2,39 ht y
0,29 h (Shan y cols, 2013); en aves (patos y pollos) 4,07 h™ y 0,17 h (Al-Jundi y cols,
2009), 5,78 h* y 0,11 h (YUAN 2011), 9,88 ht y 0,07 (Xie y cols, 2013) y en perros 4,56
h-'y 0,15 h (zhang y cols, 2014).

Los valores de t¥ka oscilan entre 0,06 y 1,24 h, siendo la mayoria proximos al
del presente estudio, o incuso ligeramente menores, mostrando una absorcién mas
rapida.

En lo que refiere a otras cefalosporinas administradas por via intramuscular en
ovejas, se han descrito para ceftriaxona valores de Ka y tl4ka de 3,01 ht y 0,23 h,

respectivamente (PATEL 2010).

5.2.2.4- AREA BAJO LA CURVA Y BIODISPONIBILIDAD

El AUC, obtenido tras la administracion intramuscular, alcanza un valor de 9247
ug-h/L (Tabla 16). Esta cifra es superior a la obtenida en el estudio de Kumil Uney y
cols. (2011), en el que, a igualdad de dosis, se obtiene un valor de 5190 pg-h/L y mas
baja que la obtenida en el estudio de Tohamy (2011) tras la administracion
intramuscular de 1mg/kg de cefquinoma, en el que se obtiene una valor de 12180
ug-h/L. En otro estudio realizado en las mismas condiciones (2 mg/kg) el valor de AUC
fue de 29960 pg-h/L (El-Hewait y cols,| 2014).

Otros estudios de cefquinoma en cabras, bajo las mismas condiciones,

reportaron valores de AUC de 7500 pg-h/L (Litterio, 2011) y 31119 pg-h/L (El-Hewaiti y
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cols,2014). En cerdos, a la misma dosis, 7580, 10850, 9290 y 23050 pg-h/L (Li 2008, Liu
2012, Song y cols, 2012, Zhang y cols, 2013). También a dosis de 2mg/kg, en perro
4590 pg-h/L (Zhang y cols, 2014); en conejo 10400 pg-h/L (Hwang y cols 2011); y en
pollo 5130 pg-h/L (Xie y cols, 2013). Los valores mas proximos a los del presente
estudio son en los estudios realizados en cerdos (a excepcidn del estudio de Zhang y
cols., 2013) y conejo.

El valor del AUC extravascular permite calcular la biodisponibilidad (F) del

farmaco, tras la administraciéon intramuscular, mediante la siguiente ecuacién:

AUC
F(%)= ——M. 100 (5)
AUC

I\

La biodisponibilidad obtenida ha sido del 79,54%, siendo menor que las
observadas en otros trabajos. En ovejas Unicamente encontramos el estudio realizado
por Kumil Uney y cols. (2011) en el que la biodisponibilidad hallada fue de 89,31%. En
otros trabajos realizados en otras especies animales a dosis de 1-2 mg/kg las
biodisponibilidades fueron: en cerdos 95,13%, 97,5%, 80,38% y 116% (Li 2008, Song y
cols, 2012, LUI 2012, Zhang y cols, 2013); en cabra 92,18% (Litterio, 2013); en perro
89,13% (Zhang y cols, 2014), en conejo 95,23% (Hwang y cols), en aves (pato y pollo) a
5 mg/kg 93,28% y a 2 mg/kg 95,81% (YUAN 2011, Xie y cols, 20013).

5.2.2.5- VOLUMENES DE DISTRIBUCION APARENTE

El volumen de distribucidon aparente de cefquinoma calculado en funcién del
area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (Vz) en oveja, alcanza un valor
de 0,49 L/kg (Tabla 16). Como se puede observar estos valores son moderados, e
indican que el farmaco tiene una aceptable distribucion en tejidos y fluidos en esta
especie.

No se han encontrado estudios de cefquinoma administrada por via

intramuscular en oveja que publiquen valores de Vz.
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Unicamente encontramos dos estudios de cefquinoma intramuscular donde se
reflejen datos de Vz, en cerdo de 0,31 L/kg (Zhangy cols, 2014) y en perro de 0,74 L/kg
(Li 2008) ambos a dosis de 2 mg/kg.

En cuanto a otras cefalosporinas, tras su administracion intramuscular en
ovejas, para ceftriaxona se han reportado datos de Vz de 0,43 L/kg (Swati y cols 2010)
y para cefepima un Vs de 1,11 L/kg (PATEL 2010).

5.2.2.6- ACLARAMIENTO PLASMATICO (CI/F)

En el presente estudio, se ha calculado el CI/F en funciéon del area bajo la curva
mediante andlisis no compartimental y también por analisis compartimental. El valor
obtenido ha sido, respectivamente, de 0,22 y 0,23 L/kg-h (Tablas 14 y 16).

No se han encontrado estudios realizados en ovejas con cefquinoma
administrada por via intramuscular en la que se reflejen valores de CI/F.

Para otras especies animales, tras la administracién intramuscular de
cefquinoma a diferentes dosis (todas ellas entre 1-2 mg), se han obtenido diferentes
valores: en cerdos 0,18 L/kg-h (Liu 2012), 0,09 L/kg-h (Zhang y cols, 2013) y en perro
0,36 L/kg-h Zhang y cols,2014).

En cuanto a otras cefalosporinas, se han descrito valores de 0,13 L/kg-h (Swatiy
cols 2010) para ceftriaxona y 0,01 L/kg-h para cefepima (PATEL 2010), tras la

administracion intramuscular en oveja.

5.3.- ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE CEFQUINOMA EN
OVEJAS
5.3.1.- MODELO FARMACOCINETICO

Tras ajustar las concentraciones plasmaticas de cefquinoma administrada por
via subcutanea, a una dosis de 2 mg/kg en ovejas, a los modelos farmacocinéticos
mono- y bicompartimentales con y sin ponderacion de los datos experimentales
obtenidos para cada animal y, atendiendo al criterio de informacion de Akaike o AIC
(Yamaoka y cols, 1978), se concluye que, al igual que en la via intramuscular, el modelo

monocompartimental con ponderacién al inverso al cuadrado de las concentraciones

118



plasmaticas con una constante de absorcidon de primer orden y tiempo de latencia, es
el mas adecuado (Tabla 20).

El modelo monocompartimental puede esquematizarse como se indica en la
figura 3, en el cual se considera una distribucién instantdanea de en un Unico

compartimento.

Figura 3.- Representacion esquematica del modelo monocompartimental tras la

administracion extravasal (subcutanea) de un farmaco.

No se encuentran estudios publicados de cefquinoma en oveja en la que se
administre por via subcutdanea. En otros estudios realizados en diversas especies
animales para cefquinoma y tras su administracion por via subcutdnea, encontramos
gue la mayoria se ajustan a modelos monocompartimentales. Entre estas especies se
incluyen: perros (Zhou y cols, 2015), raton (WANG 2012, Shan y cols, 2014), pollo (Xie y
cols, 2013) y cabra (EL HEWAIT 2014).

Unicamente existen un estudio en el que el modelo bicompartimental es el que
mejor se ajusta a la administracion subcutanea, siendo en cerdos, terneros y ratones
(Limbert y cols, 1991)

El modelo monocompartimental también es el descrito en ovejas para otras
cefalosporinas como ceftazidima (Rule y cols, 1991).

El modelo monocompartimental abierto tras una dosis subcutanea con tiempo

de latencia, viene definido por la siguiente ecuacion:
-Az (t-t -ka (t-t
C — CO . (e ( Iat) -e ( Iat)) (6)

Esta ecuacién adquiere diferentes valores para cada animal (Tabla 17).
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La ecuacién que define la evolucién de las concentraciones plasmaticas, en la
oveja tras la administracion subcutanea de una dosis Unica de 2 mg/kg de cefquinoma,

es la siguiente:

C - 89076 . (e'0,38 (t'O,S) _ e'0,37 (t-0,5)) Dy//\ (7)

La representacion semilogaritmica de las concentraciones individuales
experimentales (Grafico 5) y medias (Grafico 6), pone de manifiesto que los niveles de
cefquinoma ascienden lentamente fase inicial (primeras 3 horas) donde predomina la
fase de absorcion y, a partir de este momento, disminuyen de forma constante hasta
el final del proceso (10 horas tras la administracion).

Dada la relativamente lenta absorcién del farmaco, es posible que la fase rapida
de distribucidon del farmaco haya sido enmascarada por el proceso de absorcion

ajustandose asi mejor al modelo monocompartimental.

5.3.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS

En los siguientes apartados se comentaran los pardmetros farmacocinéticos
mas relevantes de cefquinoma tras su administracién subcutanea en ovejas. En la
Tabla 21 se observan los parametros farmacocinéticos compartimentales en cada
animal y en Tabla 22 la media y sus estadisticos. Por otro lado, en la Tabla 23 y 24 se
muestran respectivamente los pardmetros farmacocinéticos no compartimentales de

cada animal y su media junto con sus estadisticos.

5.3.2.1- TIEMPOS DE VIDA MEDIA, TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT) Y TIEMPO
MEDIO DE ABSORCION (MAT)

El tiempo de vida media o semivida del farmaco para cefquinoma por via
subcutdnea ha sido 1,84 h cifra muy similar a la constante de disposicién lenta de la via
intravenosa (1,75 h), indicando que la permanencia de cefquinoma en el organismo es
parecida.

No se han encontrado publicados estudios en ovejas donde se haya
administrado cefquinoma por via subcutanea, pero en otras especies animales donde

cefquinoma se administrd por esta via encontramos los siguientes resultados para t/2Az
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(0 thikel): en raton 0,58 h y 0,49 h a dosis de 10 mg/kg y 40 mg/kg (Limbert y cols,
1991), 0,35 h, 0,37 h, 0,36 h, 0,37 h a dosis de 10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg, y 320
mg/kg respectivamente (WANG 2012) y 0,29 h, 0,31 h, 0,32 h, 0,31 h a estas mismas
dosis (Shan y cols, 2014); cerdos 1,23h a dosis de 10 mg/kg (Limbert y cols, 1991), en
perro 0,99 h a dosis de 2 mg/kg (Zhou y cols, 2015) y en pollo 25,02 h a dosis 2 mg/kg
(Al-Jundi y cols, 2009).

Los valores de t¥Az para ratén fueron muy inferiores a los del presente estudio,
siendo también algo inferiores en perros, mientras que el observado en cerdos es
similar, y el observado en pollos fue muy superior.

En lo que refiere a otras cefalosporinas administradas por via subcutdnea en
ovejas, se han descrito valores de t¥%Az entorno a 1,80 h para ceftazidima (Rule y cols,
1991).

En el presente estudio se ha obtenido un valor de MRT de 5,20 horas. En la
Tabla 24, se presentan los valores correspondientes al MRT y el tiempo medio de
absorcién (MAT) subcutaneos; en tanto que el MRT intravenoso aparece en la Tabla 8.
A la vista de los resultados obtenidos para cada uno de estos pardmetros en los
distintos animales, se puede apreciar como en todas las ovejas, el valor de MAT es
superior al del MRT intravenoso. De ello se puede concluir que, en principio, la
permanencia del farmaco en el lugar de administracion es mayor que la persistencia
del mismo una vez absorbido, por lo que la absorcién puede ser un factor limitante en
todos los demds procesos farmacocinéticos tras la administracién subcutdnea del
farmaco.

No se han encontrado estudios en los que se analice el MRT y el MAT tras la

administracion subcutanea de cefquinoma.

5.3.2.2- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA

En el presente estudio, el valor de Tmax ha sido de 3,11 h (Tabla 22). Se han
realizado estudios en otras especies animales donde se han publicado valores de
Tmax, en todos los casos muy inferiores a los del presente estudio: en ratén 0,38 h,
0,45 h a dosis de 10 mg/kg y 40 mg/kg (Limbert y cols, 1991), 0,31 h, 0,30 h, 0,30 h,
0,30 h a dosis de 10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg, y 320 mg/kg respectivamente
(WANG 2012) y 0,27 h, 0,31 h, 0,33 h, 0,35 h a estas mismas dosis (Shan y cols, 2014);
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cerdos 0,80 h a dosis de 10 mg/kg (Limbert y cols, 1991), en perro 0,72 h a dosis de 2
mg/kg (Zhou y cols, 2015), en terneros 1,8 h a dosis de 10mg/kg (Limbert y cols, 1991)
y en pollo 0,26 h a dosis 2 mg/kg (Al-Jundi y cols, 2009).

En lo que refiere a la concentracion plasmatica maxima (Cmax) el valor
obtenido en el presente estudio para cefquinoma en oveja a 2 mg/kg, ha sido de 957
ug/L. Dicho valor es 2,9 veces inferior al obtenido tras la administracion por via IM lo
gue concuerda a la perfeccion con el hecho de que el Tmax, es 2,9 veces superior al
obtenido por via IM. Esta diferencia parece ser debida a la lenta absorcidon que se
produce por esta via en las ovejas estudiadas, ya que, como se dijo anteriormente, el
alto valor da MAT nos dice que la permanencia del farmaco en el lugar de
administracion es mayor que la persistencia del mismo una vez absorbido, por lo que
la absorcion sera un factor limitante en todos los demas procesos farmacocinéticos.
Esta menor velocidad de absorcién se puede deber a la menor vascularizacion e
irrigacién del tejido subcutaneo, en general, y al mayor contenido de tejido graso o
adiposo que presentan estas ovejas de alta produccion lactea, ya que son alimentadas
con raciones caldricas elevadas. Esto determina diferencias con otras razas de escasa
produccidn lechera y con otras especies. Asi, en un estudio realizado con cefquinoma
por via subcutanea a dosis de 2 mg/kg en perros, se muestra un valor de Cmax de 3880
ug/L (Zhou y cols, 1025), muy superior al reportado en este trabajo.

En cuanto a estudios realizados a otras dosis con cefquinoma por via
subcutanea se obtienen los siguientes valores: en ratén 7500 y 26000 pg/L a dosis de
10 mg/kg y 40 mg/kg (Limbert y cols, 1991), 9570, 28390, 152210 y 276670 pg/L a
dosis de 10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg, y 320 mg/kg respectivamente (WANG 2012)
y 13600, 49500, 164000 y 598000 pg/L a estas mismas dosis (Shan y cols, 2014); en
cerdos 26100 pg/L a dosis de 10 mg/kg (Limbert y cols, 1991) y en terneros 3600 pg/L a
dosis de 10mg/kg (Limbert y cols, 1991). Podemos observar que la Cmax es mayor en
todos los estudios, incluso corregido el valor atendiendo a la dosis, debido a las causas

anteriormente mencionadas.
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5.3.2.3- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA DE ABSORCION

La ecuacion 6 define la evolucion de las concentraciones plasmaticas, tras la
administracion subcutanea de cefquinoma en ovejas. Las constantes de absorcion y
eliminacion, que se extraen de dicha ecuacidén no son reales, sino aparentes.

En este caso, la constante de absorcion aparente (ka) es 0,37 h! (Tabla 22) yla
vida media asociada a la misma (t%ka) 1,89 h, lo que supone una absorcion mucho mas
lenta (casi 5 veces menor) que por via intramuscular.

Si comparamos el valor obtenido para tlka con el obtenido para tlAz
intravenoso, que es 1,75 h (Tabla 6), podemos observar como este ultimo es
ligeramente inferior, lo que indica que la fase de absorcion probablemente condicione
la eliminacion del cefquinoma en la oveja y determine un posible efecto flip-flop.

No hay publicados estudios en ovejas donde se haya administrado cefquinoma
por via subcutanea, pero en otras especies animales donde cefquinoma se administré
por esta via encontramos los siguientes resultados para Ka y t¥%ka: en perro 2,38 h''y
0,29 h a dosis de 2mg/kg (Zhou y cols, 2015) y en pollo 2,60 h-1y 0,26 h a dosis 2mg/kg
(Al-Jundi y cols, 2009). Se observa que los valores de tl2ka son muy inferiores a los del
presente estudio. Posiblemente, en todas estas especies existia una menor cantidad de
tejido adiposo que en los animales utilizados en nuestro estudio, lo que explicaria, al

menos en parte las diferencias encontradas.

5.3.2.4- AREA BAJO LA CURVA Y BIODISPONIBILIDAD

El AUC obtenido tras la administracion subcutanea, alcanza un valor de 6959
ug-h/L (Tabla 24). El Gnico estudio en el que se analizo el AUC tras la administracion de
cefquinoma 2mg/kg por via subcutanea se ha realizado en perros, donde el valor fue
de 9130 pg-h/L (Zhou y cols, 2015).

Tras las administracion de cefquinoma a diferentes dosis se observan los
siguientes valores de AUC: en raton 7800 y 26800 ug/L a dosis de 10 mg/kg y 40 mg/kg
(Limbert y cols, 1991), 8840, 26750, 141670 y 257100 ug/L a dosis de 10 mg/kg, 40
mg/kg, 160 mg/kg y 320 mg/kg respectivamente (WANG 2012) y 11900, 44100,
155000 y 591000 ug/L a estas mismas dosis (Shan y cols, 2014); cerdos 62300 ug/L a
dosis de 10 mg/kg (Limbert y cols, 1991) y en terneros 19400 ug/L a dosis de 10mg/kg
(Limbert y cols, 1991).
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El valor del AUC permite calcular la biodisponibilidad (F) del farmaco, tras la
administracion subcutanea, mediante la siguiente ecuacion:
AUC

F(%)= —s¢- 100 (8)
AUC

I\

La biodisponibilidad obtenida ha sido del 60,40%, siendo muy inferior a la
observada en perro del trabajo de Zhou y cols, y cols. (2015) (107,29%) y en otros
trabajos a diferentes dosis, como el de Limbert y cols. (1991) en cerdos donde la
biodisponibilidad fue de 93,40% aunque muy superior a la observada en terneros del
22,90% (Limbert y cols, 1991). En comparacién con otras cefalosporinas, también fue
inferior a la observada para ceftazidima del 80,80% (Rule y cols, 1991).

La posible existencia de un fendmeno flip-flop, explica que la biodisponibildad
obtenida sea muy inferior a las reportadas por otros autores en otras especies y/o para

otras cefalosporinas y también con la administracién IM de esta mismo estudio.

5.3.2.5- VOLUMEN DE DISTRIBUCION APARENTE

El volumen de distribucidn aparente de cefquinoma (Vz) tras la administracién
subcutanea de una dosis de 2 mg/kg en oveja, alcanza un valor de 0,82 L/kg (Tabla
24). Como se puede observar este valor es moderado, e indica que el farmaco tiene
una aceptable distribucién en tejidos y fluidos en esta especie.

No hay publicados estudios de cefquinoma administrada por via subcutdnea en

los que se muestren valores de Vz.

5.3.2.6- ACLARAMIENTO PLASMATICO (CI/F)

En el presente estudio, se ha calculado el CI/F en funcion del area bajo la curva
mediante analisis no compartimental y también por analisis compartimental. El valor
obtenido, en ambos casos, ha sido de 0,29 L/kg-h (Tablas 22 y 24).

No se encuentran estudios realizados en ovejas con cefquinoma por via

subcutanea en la que se aporten valores de CI/F.
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5.4.- COMPARACION ENTRE ViAS DE ADMINISTRACION

La disposicion plasmatica de cefquinoma para la via intravenosa se ajusta mejor
a un modelo bicompartimental abierto, mientras que las vias intramuscular y
subcutdneas se ajustan mejor a un modelo monocompartimental, con una constante
de absorcion de primer orden y tiempo de latencia.

Las representaciones graficas de las concentraciones experimentales (Graficos
8 y 9) sugieren diferencias en el comportamiento del antimicrobiano especialmente en
su fase de absorcidn. Esto se refleja en un retraso de la absorcidon cuando se administra
por via subcutanea con respecto a la via intramuscular, haciendo que la curva de la
administracion subcutanea se desplace hacia la derecha, respecto a la curva de la
administracion intramuscular. Pero para poder cuantificar esta afirmacion es necesario
comparar los parametros farmacocinéticos obtenidos en cada caso, entre ellos, t%Az,
t¥:ka, Az, ka, Cmax, Tmax, MRT, MAT, AUC y la biodisponibilidad. La existencia o no de
diferencias significativas se ha comprobado mediante un estudio estadistico no
paramétrico (H de Kruskall-Wallis y U de Man-Whitney), cuyos resultados se muestran

en las Tablas 26y 27.

5.4.1.- TIEMPO DE VIDA MEDIA

Puede observarse en los valores presentados en la Tabla 26 que no existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores de la semivida (p > 0,05) entre

las diferentes vias de administracion estudiadas.
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Tiempo de vida media
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Figura 4.- Tiempos de vida media (t}42Az) expresados en horas, obtenidos en la oveja tras la
administracién de cefquinoma por via intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutanea (SC) a
dosis de 2mg/kg.

Si comparamos Unicamente las vias extravasales, vemos que si existen
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) mediante la prueba U de Mann-
Whitney (Tabla 27). Parece ser que el tiempo de vida media subcutdneo es
ligeramente mayor, por lo que posiblemente podria resultar conveniente el uso de
esta via en cuanto a obtener un mayor tiempo de permanencia de las concentraciones
de cefquinoma en la oveja.

En otro estudio realizado en ovejas, a diferencia del presente estudio, la via
intramuscular mostré un tiempo de vida media mayor al de la via intravenosa,
mientras que en otros estudios realizados en diferentes especies, el tiempo de vida
media fue muy similar entre la via intravenosa y la intramuscular (Block y cols, 2005, Li
y cols, 2008, Hwang y cols, 2011, Liu y cols, 2012, Shan y cols, 2013, Xie y cols, 2013,
Zhang vy cols, 2013, Zhang y cols, 2014, Zhou y cols, 2015), y también con la via

subcutanea (Zhou y cols, 2015).
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5.4.2.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA

El MRT se comporta de forma diferente a las semividas descritas
anteriormente. Puede observarse en las Tablas 26 y 27 la existencia de diferencias
significativas entre sus valores (p < 0,05). En la tabla 25 se observa que el MRT es
mayor en las vias extravasculares respecto la via intravenosa. Esto indica que la
permanencia del farmaco es mayor tras la administracion intramuscular y ain mayor
en la via subcutanea. Es probable que la fase responsable del incremento en el MRT
sea la fase la absorcion, especialmente en la via subcutanea.

A continuacion (Figura 5), se presentan de forma grafica los valores de MRT de

la via intravenosa, intramuscular y subcutanea.

Tiempo medio de residencia

5,2

Y [ 5C

Figura 5.- Tiempos medio de residencia (MRT) expresados en horas, obtenidos en la oveja tras
la administracidon de cefquinoma por via intravenosa (IV), intramuscular y subcutdnea (SC) a

dosis de 2mg/kg.

En otro estudio de idénticas caracteristicas en cabras y cerdos, también se ha
registrado un mayor valor de MRT por la via intramuscular respecto de la via
intravenosa (Litterio, 2013, Song y cols, 2012). No se han encontrado estudios en los

gue se analice el MRT de la via subcutanea respecto a la via intravenosa.

5.4.3.- CONSTANTE DE ABSORCION

Los valores medios de la constante de absorcion entre la via intramuscular y
subcutdnea de cefquinoma en ovejas se describen en la Tabla 25. Cuando comparamos

estos valores de ka se encuentran diferencias significativas (p < 0,05) (Tabla 27) entre
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ambas vias. Se observa que la velocidad de absorcidn de la via intramuscular es mucho
mayor que la de la via subcutdnea.

En otro estudio realizado en perros también se observo una velocidad de
absorcién mas rapida por via intramuscular en comparacion con la via subcutanea

(Zzhao y cols, 2015).

Constante de absorcion
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Figura 6.- Constante de absorcidn (Ka) expresada en horas a la inversa (h™), obtenidos en la
oveja tras la administracidon de cefquinoma por via intramuscular (IM) y subcutdnea (SC) a

dosis de 2mg/kg.

5.4.4.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA

En la Tabla 25 se muestran los valores medios de Tmax y Cmax de las dos vias
de administracion extravasales. Se puede apreciar (Tablas 27) que existen diferencias
significativas (p < 0,05) entre los valores de los tiempos y concentraciones entre
ambas vias. En el caso de Tmax, se puede ver como el valor es mayor para la via
subcutdnea.

En la Figura 7, se observa de forma grafica las diferencias existentes en el Tmax

para cefquinoma en ovejas, entre las dos vias de administracion extravasales.
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Tiempo maximo (Tmax)
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Figura 7.- Tiempo maximo (Tmax) expresados en horas, obtenido en la oveja tras la

administracion de cefquinoma por via intramuscular (IM) y subcuténea (SC) a dosis de 2mg/kg.

En el estudio de los valores que alcanza Cmax entre las dos vias extravasales,
podemos observar como por via intramuscular se alcanzan cifras superiores de Cmax
respecto a la via subcutanea, lo que es de esperar puesto que la absorcién es mas
lenta, la Cmax disminuye y la curva de nivel plasmdatico se hace mas roma (Grafico 8 y
9). En la Figura 8, se observa de forma grafica las diferencias existentes en las dos vias

de administracion extravasales, con respecto a la Cmax de cefquinoma en plasma.

Concentracion maxima (Cmax)
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Figura 8.- Concentracién maxima (Cmax) expresada en ug/L, obtenido en la oveja tras la

administraciéon de cefquinoma por via intramuscular (IM) y subcutanea (SC) a dosis de 2mg/kg.

En el estudio de Zhao y cols. (20015) realizado en perros, presenta valores de

Tmax muy inferiores al del presente estudio, pero si presenta un valor de Tmax
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superior para la via subcutanea frente a la via intramuscular. En cuanto a la Cmax,
presentd valores superiores para ambas vias, pero al igual que el presente estudio, el
valor de Cmax fue mayor para la via intramuscular en comparacién con la via

subcutanea

5.4.5.- TIEMPO MEDIO DE ABSORCION (MAT)

En cuanto al MAT, los valores medios obtenidos tras las administraciones
extravasales (Tabla 25) son de 0,77 h para la via intramuscular y de 3,35 h cuando se
administra por via subcutanea. Las diferencias entre estos valores resultan
estadisticamente significativas (p < 0,05), resultando inferior, en concordancia con lo
expuesto anteriormente, el MAT obtenido en la via intramuscular, como se ve en la
figura 9. Asi pues, la absorcion parece ser mas lenta tras la administracion subcutanea
frente a la via intramuscular. Como resultado de esta diferencia en la absorcién del
farmaco, los valores de Tmax subcutdneos fueron superiores a los de la via
intramuscular y los valores de ka subcutdneos fueron inferiores a los obtenidos por via
intramuscular. Esta lenta absorcién de la via subcutanea es posible que pueda llegar a
condicionar la eliminacién.

Tiempo de absorcion medio (MAT)
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Figura 9.- Tiempo medio de absorciéon (MAT) expresada en horas, obtenido en la oveja tras la

administracion de cefquinoma por via intramuscular (IM) y subcutanea (SC) a dosis de 2mg/kg.

5.4.6.- AREA BAJO LA CURVA (AUC)

La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis pone de manifiesto que no existen

diferencias estadisticamente significativas entre los valores de AUC obtenidos para
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cefquinoma por las tres vias de administracion (Tabla 26). Si bien, existen diferencias
estadisticamente significativas al comparar el AUC, y el AUC) frente al AUC, al
realizar la prueba no paramétrica de Man-Whitney (Tabla 27).

Al comparar los valores de AUC (Figura 10) puede observarse que la via
intravenosa es la que posee un AUC mayor, seguido de la via intramuscular, siendo el

menor AUC el de la via subcutanea.

Area bajo la curva (AUC)
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Figura 10.- Area bajo la curva (AUC) expresados en pgeh/L, obtenidos en la oveja tras la
administracién de cefquinoma por via intravenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutanea (SC) a

dosis de 2mg/kg.

En el trabajo realizado por Kumil Uney y cols. (2011) en ovejas tras la
administracion de cefquinoma por via intravenosa y subcutanea a 2mg/kg, se
muestran valores de AUC inferiores al del presente estudio (aproximadamente la
mitad) en el que el AUC)y es ligeramente inferior al AUC;,,.

Otros estudios, en distintas especies animales, muestran valores de AUC tras la
administracién de cefquinoma por via intravenosa e intramuscular a dosis de 2mg/kg
similares a los del presente estudio, siendo ligeramente inferiores los AUC)y frente a
los AUCy (Li 2008, Hwang y cols 2011, Liu 2012, Song y cols, 2012, Litterio, 2013)
mientras que otros estudios muestran valores de AUC ligeramente inferiores a los del
presente estudio, manteniéndose en general que los valores de AUCy son inferiores a

los AUC,y (Xie y cols, 2013, Zhang y cols, 2014).
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En cuanto a la via subcutdnea Unicamente disponemos del estudio de Zhou y
cols, y cols. (2015), que muestra valores de AUC tras la administracion intravenosa,
intramuscular y subcutanea de cefquinoma a 2mg/kg en perros algo inferiores a los del
presente estudio, siendo los AUCy y AUC,y muy similares, y el AUCsc el de mayor valor

de las tres vias.

5.4.7.- BIODISPONIBILIDAD (F)

La biodisponibilidad de cefquinoma cuando se administra por via subcutanea es
inferior a la encontrada cuando se administra por via intramuscular (Tabla 25). Sin
embargo, la prueba de Man-Whitney (Tabla 27) pone de manifiesto que no existen
diferencias estadisticamente significativas (P> 0,05). En la Figura 11, se observa de
forma grafica las diferencias existentes entre las biodisponibilidades de las dos vias

extravasales.
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Figura 10.- Biodisponibilidad (F) expresada en porcentaje, obtenida en la oveja tras la

administracion de cefquinoma por via intramuscular (IM) y subcutanea (SC) a dosis de 2mg/kg.

5.5- INTEGRACION FARMACOCINETICA/FARMACODINAMIA
(PK/PD)

Cefquinoma pertenece al grupo de antibacterianos cuya actividad es tiempo

dependiente, es decir, producen muerte bacteriana en funcidon del tiempo que el

antibidtico se encuentra por encima de la CMI (Toutain y cols, 2002; McKellar y cols,
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2004). Segun Toutain y cols. (2002), el parametro se calcula por observacion directa en
una grafica farmacocinética de concentracion versus tiempo.

Dicho parametro PK/PD se puede expresar en horas o bien, como el porcentaje
del tiempo entre administraciones en que las concentraciones plasmaticas se
encuentran por encima de la CMI. En el caso de las cefalosporinas, se considera
adecuado un T > CMI al menos del 50% o superior para garantizar el éxito terapéutico,
y 6ptimo cuando es un 80% del intervalo entre las dosis (Toutain y cols, 2002).

No es conveniente que el T > CMI sea superior a este ultimo porcentaje, es
decir que las concentraciones se mantengan sobre la CMI en forma sostenida en todo
el tratamiento, debido que, para que cefquinoma pueda actuar, las bacterias deben
hallarse en fase de crecimiento. Esto significa que la actividad de cefquinoma se
manifiesta justamente en el momento en que sus concentraciones comienzan a
disminuir por debajo de la CMI, y justifica la necesidad de disponer, entre
administraciones, de un periodo de concentraciones sub-CMI que permitan a las
bacterias reiniciar su fase de crecimiento y de esa manera, ser susceptibles a la
siguiente dosis y asi sucesivamente hasta disminuir la carga bacteriana (Odenholt,
2001, Picco y cols, 2009).

Ademas, existen evidencias de efectos sub-CMI que dafian a las bacterias de
manera no letal. En general son alteraciones morfoldgicas (como consecuencia de
perturbaciones metabdlicas) responsables en la mayoria de los casos de la disminucién
de su capacidad de adherencia, patogenicidad y virulencia, e incluso se tornan mas
susceptibles a la accion de los leucocitos (Lorian y cols, 1975; Odenholt, 2001). Pese a
ello, tampoco se debe exagerar el tiempo sin exposicién a cefquinoma, debido al breve
o practicamente nulo efecto post-antibiodtico que experimentan, a excepcion de los
microorganismos anaerobios Gram-negativos donde el efecto post-antibidtico puede
incrementarse hasta casi 12 h (Aldridge, 2002).

En el presente estudio se ha determinado la sensibilidad a cefquinoma frente a
doce cepas de Staphylococcus aureus obtenidas de ovejas lactantes en granjas
comerciales. Como cepas de referencia se utilizaron Staphylococcus aureus ATCC
29213y Escherichia coli ATCC 25922.

De las doce cepas estudiadas frente a cefquinoma, todas presentaron una CMI

entre un rango de concentraciones de 0,50 mg/Ly 0,125 mg/L; una cepa presentd una
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CMI de 0,125 mg/L, tres CMI de 0,25 mg/L y ocho de 0,5 mg/L (Tabla 34). Se establece,
por tanto, como CMlgg, un valor de 0,5 mg/L para cefquinoma. Las cepas de referencia
han presentado un valor de CMI de 0, 25 mg/L para S. aureus ATCC 29213 y 0,25 mg/L
para E. coli ATCC 25922.

Tras la administracion de cefquinoma por via intravenosa e intramuscular se
encuentran concentraciones superiores a 0,5mg/L hasta las 4 horas (Tabla 2 y 10).
Mientras que, tras la administracién por via subcutdnea, fue hasta las 6 horas (Tabla
18). Esto expresado en porcentaje significa que con una administracion diaria por via
intravenosa e intramuscular Unicamente habria concentraciones por encima la CMI en
un 17% (IM) y un 25% (SC). Para que este porcentaje se encuentre por encima del 50%,
minimo porcentaje considerado éptimo, seria necesario administrar el farmaco cada 8
horas para la via intravenosa e intramuscular (66%) y cada 12 horas (50%) para la via
subcutanea.

Por ello, la administracion subcutdnea permite disminuir el numero de
administraciones diarias de cefquinoma.

En otros estudios en los que se analizé la CMlsg para S. aureus y E. Coli, se
encuentran valores de CMI iguales o inferiores a 0,25 mg/L en la mayoria de los casos
(Limbert y cols, 1991, Al-Taher, 2010, Smiet y cols, 2011, ZONCA 2011, WANG 2012,
Dinakaran y cols, 2013, Zhang y cols, 2013, Xie y cols, 2013, Shan y cols, 2014, Zhou y
cols, 2015).

Con estos valores de CMI inferiores a los del presente estudio, el porcentaje de
tiempo que cefquinoma estaria por encima de la CMI seria del 25% para la via
intravenosa e intramuscular y del 33% para la via subcutdnea, lo que permitiria
alcanzar valores del 50% tras la administracion cada 12 h por via intravenosa e

intramuscular y 67% tras la administracion cada 12 h por via subcutdnea.
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6.-CONCLUSIONES






1.- El comportamiento farmacocinético de cefquinoma tras su administracidon
intravenosa a una dosis de 2mg/kg en ovejas laconas se ajusta a un modelo
bicompartimental, mientras que tras la administracion intramuscular y subcutanea
también a una dosis de 2mg/kg se ajusta a un modelo monocompartimental. Las

ecuaciones que representan sus concentraciones plasmaticas son las siguientes:

1) IV:  C=7250,60-e***"+3828,60 %" ug/L
2) IM: C=6012 - (e—0,52 (t-0,15) _ e—2,05 (t—t0,15)) ug/L
3) SC:  C=89076--(e 3B 103 _o037(t103)) ug/L
2.- Las semividas en la fase terminal (t%2Az) obtenidas para cefquinoma para las

diferentes vias de administracion son: intravenosa (1,75 h), intramuscular (1,37 h) y
subcutanea (1,84 h), siendo muy similares para las tres vias. En cuanto al MRT,
presenta los siguientes valores: 1,86 h para la via intravenosa, 2,64 h para la via
intramuscular y 5,2 h para la via subcutanea. La permanencia de cefquinoma es

superior en las vias extravasculares, especialmente en la via subcutanea.

3.- La depuracidon plasmatica de cefquinoma en ovejas, medida por el aclaramiento
plasmatico total (Cl), adquiere un valor de 0,16 L/kg-h tras su administracion

intravenosa.

4.- El valor del volumen de distribucion en el estado estacionario (Vss) para
cefquinoma tras la administracion por via intravenosa es de 0,32 L/kg, indicando que la

distribucién del farmaco es limitada en esta especie.

5.- Las constantes de absorcién obtenidas para cefquinoma han sido de: 2,05 h™
para la via intramuscular y 0,37 h™ para la via subcutanea. En cuanto al tiempo medio
absorcion (MAT) se observa un valor de 0,77 h para la via intramuscular y 3,34 h para

la via subcutdnea. Los pardmetros de absorcion obtenidos tras la administracién por
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via subcutanea, justifican por esta via, que la eliminacién del farmaco esté

condicionada por la absorcion.

6.- Las concentraciones plasmaticas maximas (Cmax) obtenidas para cefquinoma
por via intramuscular y subcutanea fueron 2845 ug/Ly 957 ug/L, respectivamente. En
cuanto al tiempo para alcanzar dicha concentracién (Tmax) fue para la via

intramuscular de 1,08 h y para la via subcutanea de 3,11 h.

7.- El valor de la biodisponibilidad (F) de cefquinoma tras la administracién
intramuscular es del 79,54% mientras que tras la administracidén por via subcutanea es

del 60,40%, no existiendo diferencia estadisticamente significativa entre ambos datos.

8.- Con las cantidades de cefquinoma halladas en leche tras su administracion
intravenosa, intramuscular y subcutanea, podemos afirmar que cefquinoma pasa a

leche en una proporcion casi insignificante y menor al 0,05%.

9.- Con los datos de CMI de cefquinoma, determinados in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus y teniendo en cuenta los porcentajes de tiempo que las
concentraciones de cefquinoma permanecen por encima de las CMI, en ovino la
posologia para cepas con una CMI de 0,5 mg/L deberia ser de 2mg/kg cada 8 horas
para las vias intravenosa e intramuscular y de 2mg/kg cada 12 horas para la via

subcutanea.

137



7.-RESUMEN






Cefquinoma es una cefalosporina que fue desarollada exclusivamente para uso
veterinario. En su espectro antimicrobiano, ha mostrado ser efectivo frente a bacterias
Gram positivas como Streptococcus spp, Staphylococcus aureus (meticinil sensibles) y
aun mayor actividad sobre bacilos Gram negativos como Salmonella spp, Escherichia
coli, Klebsiella spp, Proteus mirabilis, Enterobactericeae spp, Pasteurella spp,
Citrobacter spp, Serratia marcescens, etc. Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa y S.
aureus (meticinil resistente) presentan una sensibilidad intermedia frente a
cefquinoma. (Limbert y cols, 1991; Sheldon y cols, 2004; Thomas vy cols, 2006;
Melnikow y cols, 2008; Zonca y cols, 2011) (Ficha técnica AEMPS Cobactan 2,5%
suspension inyectable®). Estos microorganismos son responsables de infecciones
respiratorias y cutaneas, meningitis e infecciones mamarias con afectacidn sistémicas.

Se trata de una cefalosporina de cuarta generacién que presenta un
aminotiazol y el grupo ciclohexenopiridina. La presencia de un nitrégeno cuaternario
mantiene la carga positiva, independientemente del PH del medio. La asociacién de
esta carga neta con una carga negativa en el C4 del nlcleo cefem permite que
cefquinoma presente una penetracidon a través de las porinas bacterianas superior a las
cefalosporinas de tercera generacion, alcanzando altas concentraciones en el espacio
periplasmatico de las bacterias Gram negativas (Mella y cols, 2001; Al-Jundy y cols,
2009).

Otro aspecto relevante, es la mayor resistencia de cefquinoma frente a beta-
lactamasas (Mella y cols, 2001).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la farmacocinética de cefquinoma
en ovejas, administrandola por distintas vias y, por otra parte, determinar las
concentraciones minimas inhibitorias de este antimicrobiano frente a Staphylococcus
aureus, por ser responsable de varias infecciones en la oveja. Esto nos permite
establecer los parametros de eficacia antimicrobiana, en porcentaje de tiempo por
encima de la concentracién minima inhibitoria, que permitan fundamentar pautas
posoldgicas para ganado ovino.

El estudio se ha realizado en 5 ovejas, todas ellas sanas y adultas, con pesos
gue oscilaban entre 61 y 93 Kg, una edad entre 2,5y 3,5 afios y de la raza de origen

francés Lacaune, caracterizada por su alta produccién lechera.

139



Las vias de administracidon y dosis han sido la via intravenosa (IV), intramuscular
(IM) y subcutanea (SC) a la dosis de 2 mg/kg.
La administracion intravenosa se realizd en un Unico bolo en la vena yugular y se

obtuvieron muestras de la vena yugular contralateral a los siguientes tiempos:

0

0,083(0,167|0,25({0,5(0,75| 1 (152 (3|4|6|8|10 |12 |24 |36 |48
(blanco)

La administracion intramuscular se realizé en gliteo y se obtuvieron muestras de la

vena yugular a los siguientes tiempos:

0

0,083(0,167|0,25({0,5/0,75| 1 (152 (3|4|6|8|10 |12 |24 |36 |48
(blanco)

La administracién subcutdnea se realizé en a nivel escapular y se obtuvieron muestras

de la vena yugular a los siguientes tiempos:

0

0,083 |0,25|{ 05 |0,75| 1 |15 2 |3 |4|6 |8|10|12 |24 |36 |48
(blanco)

Las muestras de leche fueron tomadas inmediatamente antes de la dosificacién
en el dia de la administracién del tratamientoy alas 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48 h
después de la dosis en todos los casos.

La determinacién de cefquinoma en plasma se realizé por cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) con deteccién por fluorescencia, siguiendo el método
descrito por Kumil Uney y cols. (2010) y Zaho y cols. (2012). El ajuste a modelos
farmacocinéticos compartimentales se realizé mediante el programa farmacocinético
WinNonlin Professional® (Versién 5.2.1). El criterio utilizado para determinar cudl era
la ecuacién que mejor describia la evolucion de los datos experimentales en cada caso,

fue el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) (Yamaoka y cols, 1978).

Para la determinacion de los parametros no compartimentales se utilizo el
programa WinNonlin Professional® (Versién 5.2.1) y el tratamiento estadistico de los
datos se ha realizado con el programa SPSS 19.0. Para comprobar la homogeneidad de
los datos se ha realizado la prueba de Kruskal-Wallis. Por otra parte, se han utilizado
dos test estadisticos no paramétricos para comprobar si existen o no diferencias
significativas de los parametros farmacocinéticos obtenidos entre las diferentes vias de

administracion del farmaco, y los animales utilizados. El primero de ellos es la prueba
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de Kruskal-Wallis para contrastar si los valores para cada parametro farmacocinético
son iguales o diferentes entre todas las vias de administracion (IV, SC, IM). Se realizd
también un segundo analisis no paramétrico, la prueba U de Mann-Whitney, para dos
muestras independientes, con el fin de determinar entre qué vias se presentan las
diferencias. Las diferencias consideradas estadisticamente significativas son aquellas

cuya P es menor de 0,05.

Los resultados obtenidos tras la administracion intravenosa muestran que
cefquinoma se distribuye seglin un modelo bicompartimental abierto, a diferencia de
lo que ocurre con la administracidon por via intramuscular y subcutanea, en las que
muestra que se distribuye segiin un modelo monocompartimental.

Cuando se administro el cefquinoma via intravenosa, intramuscular y
subcutdnea se registraron los siguientes tiempos de vida media: 1,75 + 0,42, 1,37 +
0.16 y 1,84 £ 0,19 h, respectivamente. Los resultados estadisticos muestran que los
valores de semivida son similares entre las vias.

Los valores de MRT obtenidos han sido 1,86 + 0,21, 2,64 £+ 0,17 Y 5,20 £ 0,31 h,
respectivamente. Se observa como la permanencia del farmaco es mayor tras la
administracion extravascular, especialmente en la via subcutanea.

Sin embargo, los valores de AUC obtenidos han sido 11861 + 1466, 9247 + 773 y
6959 + 967 ugxh/L. La biodisponibilidad de cefquinoma es menor cuando se administra
dicho antibidtico por via subcutanea (60%), respecto a la biodisponibilidad obtenida
para la via intramuscular (79,5%).

Cefquinoma administrado por via intravenosa, intramuscular y subcutanea no
superd una excrecion en leche superior al 0,05% en ninguna de las 3 vias.

Para el estudio farmacocinético-farmacodindmicos (PK-PD) de cefquinoma se
debe tener en cuenta que las cefalosporinas pertenecen al grupo de antibacterianos
con actividad tiempo dependiente, es decir, producen la muerte bacteriana segun el
tiempo que permanecen por encima de la concentracion minima inhibitoria (CMI). En
consecuencia, el parametro farmacocinético-farmacodinamico que se correlaciona con
mayor frecuencia con el éxito clinico es el porcentaje de tiempo por encima de la CMI
(Toutain y cols, 2002; Mckellar y cols, 2004).

Por esta razon, se determinaron las CMI de cefquinoma frente a cepas de

Staphylococcus aureus con el fin de determinar los indices farmacocinético-
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farmacodindmicos éptimos. Concretamente, se ha determinado la sensibilidad a
cefquinoma frente a doce cepas de Staphylococcus aureus obtenidas de ovejas en
granjas comerciales. Como cepas de referencia se utilizaron Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922.

De las doce cepas estudiadas frente a cefquinoma, todas presentaron una CMI
entre un rango de concentraciones de 0,50 mg/Ly 0,125 mg/L; una cepa presenté una
CMI de 0,125 mg/L, tres CMI de 0,25 mg/L y ocho de 0,5 mg/L. Se establece, por tanto,
como CMI90, un valor de 0,5 mg/L para cefquinoma. Las cepas de referencia han
presentado un valor de CMI de 0, 25 mg/L para Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
de 0,25 mg/L para Escherichia coli ATCC 25922.

Tras la administracion de cefquinoma por via intravenosa e intramuscular se
encuentran concentraciones superiores a 0,5mg/L hasta las 4 horas. Mientras que, tras
la administracidon por via subcutanea, se alcanzaron estas concentraciones hasta las 6
horas. Esto, expresado en porcentajes, significa que, con una administracion diaria por
via intravenosa e intramuscular, Unicamente habria concentraciones por encima de la
CMl en un 17% (IM) y un 25% (SC). Para que este porcentaje se encuentre por encima
del 50%, minimo porcentaje considerado 6ptimo, seria necesario administrar el
farmaco cada 8 horas para la via intravenosa e intramuscular (66%) y cada 12 horas
(50%) para la via subcutanea.

De dicho estudio se puede concluir que una dosis de 2mg/kg de cefquinoma
diaria no permite alcanzar valores de tiempo por encima de la CMI en ninguna de las
tres vias. Ademads, la Unica via que permite administraciones con porcentajes de

tiempo por encima del 50% administrandose cada 12 h es la via subcutanea.
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8.-SUMMARY






Cefquinome is a cephalosporin developed exclusively for veterinary use. In its
antimicrobial spectrum, it has shown to be effective against Gram-positive bacteria
such as Streptococcus spp, Staphylococcus aureus (methicinill-sensitive) and even
greater activity on Gram-negative bacilli such as Salmonella spp, Escherichia coli,
Klebsiella spp, Proteus mirabilis, Enterobactericeae spp, Pasteurella spp, Citrobacter
spp, Serratia marcescens, etc. On the other side, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus (methicinill-resistant) present an intermediate sensitivity to
Cefquinome. (Limbert et al, 1991; Sheldon et al, 2004; Thomas et al, 2006; Melnikow
et al, 2008; Zonca et al, 2011) (Technical details AEMPS Cobactan 2,5% injectable
suspension®). These microorganisms are responsible for respiratory and skin
infections, meningitis and mammary infections with systemic involvement.

It is a fourth generation cephalosporin which has an aminothiazole and
cyclohexenopyridine group. The presence of a quaternary nitrogen maintains the
positive charge, regardless of the pH of the environment. The association of this net
charge and a negative charge on the C4 cephem nucleus allows cefquinome to present
a penetration through bacterial porins above third-generation cephalosporins,
reaching high levels in the periplasmic space of Gram-negative bacteria (Mella et al,
2001; Al-Jundy et al, 2009). Another important aspect is the greater resistance of

cefquinome against beta-lactamase (Mella et al, 2001).

Our objective was to evaluate the pharmacokinetics of cefquinome in sheep, by
its administration on different routes and, on the other hand, to determine the
minimum inhibitory concentrations of this antibiotic against Staphylococcus aureus, as
it is responsible for several infections. This will allow us to set the parameters for
antimicrobial efficacy, in percentage of time above the minimum inhibitory
concentration, so that they can provide dosage regimens for sheep. Research has been
conducted on five sheep —French Lacaune breed, characterized by its high milk
production—, all of them healthy and adult, with weights ranging between 61 and 93
Kg, and with an age between 2,5 and 3,5 years.

Administration routes are intravenous (IV), intramuscular (IM) and subcutaneous (SC),

with a dose of 2 mg / kg.
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Intravenous administration was conducted in a single bolus into the jugular vein

and samples of jugular contralateral vein were obtained at the following times:

0
(blank)

0,083|0,167|0,25(0,5|0,75| 1 |15|2|3|4|6|8|10 |12 |24 |36 |48

The intramuscular administration was done in the gluteus and samples from

the jugular vein were obtained at the following times:

0

(blank) | #083| 0167|025 /05| 075 | 1 |15/ 2|3 |4/6 8|10 | 12|24 |36 48

Subcutaneous administration was performed in the shoulder area and samples

from the jugular vein were obtained at the following times:

0

0,083 |0,25|{ 05 (0,75 1 |15 2 |3 |4|6 |8|10|12 |24 |36 |48
(blank)

Milk samples were taken immediately before dosing on the day of treatment
administration and at 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48 hours after administration in all
cases.

Determination of cefquinome in plasma was performed by high performance
liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection, following the method of
Kumil Uney et al. (2010) and Zaho et al. (2012). The adjustment to compartmental
pharmacokinetic models was realized using the pharmacokinetic program WinNonlin
Professional® (Version 5.2.1). The criteria used to determine which was the equation
that best described the evolution of experimental data in each case was the Akaike

Information Criterion (AIC) (Yamaoka et al, 1978).

To obtain the determination of non-compartmental parameters WinNonlin
Professional program was used® (Version 5.2.1), and the statistical treatment of the
data was performed with the SPSS 19.0 program. To check the consistency of the data,
we applied the Kruskal-Wallis test. Moreover, we have used two non-parametric
statistical tests to check whether there are significant differences in the
pharmacokinetic parameters obtained between the different routes of drug
administration and animals used. The first one is the Kruskal-Wallis test, used to test
whether the values for each pharmacokinetic parameter are the same or different in

all routes of administration (IV, SC, IM). A second non-parametric analysis, test U of
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Mann-Whitney, was performed in two independent samples, with the aim of
determining in which routes the differences appear. Differences considered

statistically significant are those in which p is less than 0.05.

The results obtained after intravenous administration show that cefquinome is
distributed according to a two-compartment open model, as opposed to what happens
with intramuscular and subcutaneous administration, in which cefquinome is
distributed according to a one-compartment model.

When the Cefquinome was administered by intravenous, intramuscular and
subcutaneous injection the following half-lives were recorded: 1.75 + 0.42, 1.37 £ 0.16
and 1.84 + 0.19 h, respectively. Statistical results show that the half-life values are
similar between the routes.

MRT values obtained were 1.86 + 0.21, 2.64 + 0.17 and 5.20 + 0.31 h,
respectively. It is observed that the permanence of the drug is greater after the
extravascular administration, especially subcutaneous.

Nevertheless, AUC levels obtained were 11861 + 1466, 9247 + 773 and 6959 *
967 g x h / L. The bioavailability of cefquinome is lower when the antibiotic is
administered subcutaneously (60%) compared to the bioavailability obtained by
intramuscular route (79.5%).

Cefquinome administered by intravenous, intramuscular and subcutaneous
routes did not exceed in any case a milk excretion higher than 0.05%.

For the pharmacokinetic-pharmacodynamic cefquinome study (PK-PD) it should
be noted that cephalosporins belong to the group of antibacterials with time-
dependent activity, so this means that they produce bacterial death as long as they
remain above the minimum inhibitory concentration. As a consequence, the
pharmacokinetic-pharmacodynamic parameter that most frequently correlates with
clinical success is the percentage of time above MIC (Toutain et al, 2002, Mckellar et al,
2004).

Thus, the minimum inhibitory concentrations of cefquinome against
Staphylococcus aureus strains were determined in order to establish the optimal
pharmacokinetic-pharmacodynamic indices. Specifically, cefquinome sensitivity has

been investigated in twelve Staphylococcus aureus strains obtained from commercial
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sheep farms. As reference strains, Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia
coli ATCC 25922 were used.

Of the twelve strains tested against cefquinome, all had an MIC range of
concentrations between 0.50 mg / L and 0.125 mg / L. One strain showed a MIC of
0.125 mg / L, three showed a MIC of 0.25 mg / L and eight showed a MIC level of 0.5
mg / L. Therefore, it is established for MIC90 a value of 0.5 mg / L for Cefquinome.
Reference strains show a MIC level of 0, 25 mg / L for Staphylococcus aureus ATCC
29213 and 0.25 mg / L for Escherichia coli ATCC 25922.

After the cefquinome administration by intravenous and intramuscular routes,
concentrations above 0.5 mg / L are obtained until 4 hours, whereas, after
subcutaneous administration, this concentration remained until 6 hours. This,
expressed as a percentage, means that with a daily intravenous and intramuscular
administration, there would be only concentrations above the MIC for 17% (IM) and
25% (SC). With the aim of this percentage to be above 50%, the minimum percentage
considered optimal, it is necessary to administer the drug every 8 hours, for
intravenous and intramuscular routes (66%), and every 12 hours (50%) for the
subcutaneous route.

From this study it can be concluded that a dose of 2mg / kg daily Cefquinome
does not achieve values of time above the MIC in any of the three routes.
Furthermore, the only route that allows administrations with time percentages above

50%, and being administered every 12 hours, is the subcutaneous route.
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10.-ABREVIATURAS






« PARAMETROS ESTADISTICOS
- AIC: Criterio de informacion de AKAIKE.
- C.V.: Coeficiente de variacion.
- S.E.: Error estandar
- n: numero de datos analizados.
- P: Probabilidad.

- 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: Concentracién periférica maxima (administracion intravenosa), concentracién
plasmatica maxima (administracion intramuscular y subcutanea).
- 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 disposicién rapida.
- Az: Constante hibrida de disposicion lenta.
-MAT: Tiempo medio de absorcion.
-MRT: Tiempo medio de residencia.
-tmax: Tiempo en el que se alcanza la concentracion periférica maxima (administraciéon
intravenosa), tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima
(administracion intramuscular y subcutanea).
-t1/2: Tiempo de vida media o vida media del farmaco.
-t1/21at Tiempo de vida media aparente de absorcion.
-t1/211: Tiempo de vida media de la fase de disposicion rapida.
-t1/2),: Tiempo de vida media de la fase disposicién lenta.
-Vc: 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.
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-Vz: Volumen de distribucion aparente en funcién del area bajo la curva.

* OTROS
-CMI: Concentracion Minima Inhibitoria. Concentracion menor de antibacteriano
capaz de inhibir el crecimiento de 10° bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18-24
horas de incubacion.
-EPA: Efecto postantibidtico.
-HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.
-IM: Intramuscular.
-1IV: Intravenosa.
-LOQ: Limite de cuantificacidn.
-PK-PD: Farmacocinética-Farmacodinamia.
-p.o.: por via oral.
-SC: Subcutanea.
-SNC: Sistema Nervioso Central.

-Spp.: especies.
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