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RESUMEN

Las infecciones bacterianas constituyen una de las principales causas de pérdidas
econdmicas en los sistemas ganaderos, por lo que el uso de antibacterianos representa
una de las alternativas mas frecuentemente utilizadas para el tratamiento y control de
estas enfermedades. Florfenicol (FFC) es un antibacteriano de uso veterinario que se
utiliza principalmente en el control de infecciones respiratorias tanto en rumiantes como
monogastricos y es posible de ser utilizado en conejos. La farmacocinética de FFC ha
sido ampliamente estudiada principalmente en animales sanos, sin embargo, se
desconoce el efecto de la respuesta inflamatoria aguda (RIA) inducida por sepsis sobre
la disposicion plasmatica y distribucion tisular de este antimicrobiano. Asimismo, se
desconoce el efecto de la RIA sobre las concentraciones de su principal metabolito,
florfenicol amina (FFC-a). Considerando que comunmente este antibiético seré aplicado
a animales que cursan con alguna patologia infecciosa o estado inflamatorio, es de
importancia conocer como influye esta condicibn sobre su comportamiento

farmacocinético.

Antecedentes experimentales han demostrado que la RIA inducida por agentes
infecciosos puede alterar la farmacocinética y modificar la eficacia de los farmacos o
potenciar su toxicidad en los animales. Estas alteraciones son causadas por la liberacion
de citoquinas proinflamatorias que ademas de generar un estado febril, producen
modificaciones en los procesos de absorcion, distribucion y eliminacién de los farmacos.
La administracién de lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (E. coli) ha sido un
modelo ampliamente utilizado para inducir en forma experimental una RIA, con el

propésito de estudiar los cambios causados por la infeccidn sobre la farmacocinética de
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antimicrobianos y otros farmacos, ya que permite replicar en los animales la respuesta

inflamatoria a la infeccion.

Se realizo el presente estudio con el objetivo de determinar el efecto de la RIA inducida
por LPS de E. coli sobre la disposicion plasmatica y distribucion tisular de FFC y FFC-a
en dos modelos animales de inflamacion aguda sistémica: conejos y ovinos, como
representativos de especie monogastrica y rumiante, respectivamente. Ademas, se
estudio si existen diferencias de especie en la disposicion plasmatica y distribucién tisular
de FFC y FFC-a posterior a la administracion de FFC en animales sanos. También, se
evaluo, si existen diferencias de especie sobre los cambios en la disposicion plasmatica

de FFC y FFC-a inducidos por la RIA en respuesta a la administracién de LPS.

Se utilizaron conejos de raza Neozelandés y ovinos de raza Suffolk Down que fueron
distribuidos en grupos de cinco animales cada uno y asignados a grupo control y grupo
tratado con LPS de E. coli. Se administraron tres dosis de 1 uyg/lkg LPS alas 0,8 y 23 h
15 minutos (Grupo LPS) o solucién salina (SS) en igual volumen y frecuencia de
administracion (Grupo control). Se extrajeron muestras sanguineas para analisis de
hemograma, perfil bioquimico y los marcadores de inflamacién interleuquina 6 (IL-6) y
proteina C reactiva (PCR). En los animales tratados con LPS se observaron incrementos
significativos en las concentraciones de IL-6 y PCR, cambios en el hemograma y perfil
biogquimico sanguineo, modificaciones que estuvieron asociadas a un proceso febril.
Estos cambios demuestran la eficacia del modelo de administracion de LPS para inducir

una RIA en los animales del estudio.

Otros grupos de conejos y ovinos fueron tratados con 3 dosis de LPS o solucion salina

(control) previo a la administracion de 20 mg/kg de FFC y se realizaron muestreos
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sanguineos seriados para analisis farmacocinético. Se observaron cambios significativos
en la farmacocinética de FFC y FFC-a respecto de los valores observados en animales
control, los cuales estuvieron asociados a disminuciones significativas del clearance de
FFC, acompafiados de aumentos en la vida media de eliminacion (t12¢1), area bajo la
curva (AUC) y tiempo medio de residencia (TMR). Ademas, se observaron disminuciones
significativas en las concentraciones de FFC-a asociadas a disminuciones en los

promedios de AUC y en la proporcion de metabolito/farmaco activo (MR%).

Con el objetivo de estudiar y comparar la distribucién tisular de FFC y FFC-a, en otros
grupos de animales tratados con SS o LPS se administré FFC en dosis de 20 mg/kg via
intramuscular. En los animales del grupo control las mayores concentraciones tisulares
de FFC se observaron en rifiones, seguidos en orden decreciente por musculo, bazo,
pulmon, higado y cerebro. Las mayores concentraciones de FFC-a se observaron en
rindn e higado. En el grupo de conejos tratados con LPS se observaron incrementos
significativos de las concentraciones de FFC en mdusculo, mientras que las
concentraciones de FFC-a en higado, musculo y bazo fueron significativamente mayores

a las de los conejos control.

En los ovinos tratados con LPS las concentraciones plasmaticas de FFC fueron mayores
que las observadas en el grupo control, las que estuvieron asociadas a disminuciones
significativas del clearance y a incrementos significativo del AUC del antibiético. También
se observaron aumentos significativos en los promedios de Cmax. Tmax Y AUC del
metabolito FFC-a. Las concentraciones tisulares de FFC en rifidn, bazo y cerebro fueron

significativamente mayores que las observadas en los ovinos del grupo control.
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En los animales tratados con LPS del presente estudio, la disminucion del MR% de FFC-

a se explica por alteraciones en la funcionalidad hepatica que caracterizan a la RIA.

En la comparacién de los parametros farmacocinéticos entre animales sanos (grupos
control) de ambas especies, se observoé que los conejos presentaron promedios de
clearance de FFC significativamente mayores respecto de los ovinos, cambios que se
asociaron a incrementos en los promedios de AUC y MR% de FFC-a, los que pueden

atribuirse a diferencias de especie en el metabolismo, y en la excrecién renal de FFC.

La RIA inducida por la administracién de LPS de E. coli produjo cambios sobre la
disposicién plasmatica y tisular de FFC y su metabolito FFC-a, en las dos especies en
estudio, caracterizados principalmente por un incremento de las concentraciones
plasmaticas de FFC, alteraciones en los procesos de eliminacion del antibidtico e
incremento de las concentraciones tisulares de FFC y FFC-a en los animales tratados

con LPS.

Los resultados del presente estudio son relevantes ya que entregan antecedentes acerca
del comportamiento farmacocinético de FFC en presencia de una respuesta inflamatoria
aguda, la cual indujo cambios significativos en la disposicién plasmatica y distribucion
tisular del antimicrobiano y su metabolito FFC-a. Por lo tanto, cabria esperar que
variaciones similares en la farmacocinética de este antibidtico puedan observarse al ser
administrado a animales en condiciones de infeccién. Los resultados obtenidos también
entregan antecedentes que son de utilidad para el célculo de dosificaciones de FFC y
aplicacion terapéutica de este antibidtico en conejos y ovinos. Considerando las
relaciones observadas entre las concentraciones del antibiotico y los valores de

concentraciones minimas inhibitorias (MIC) para los principales patégenos que afectan
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al sistema respiratorio, y el nivel de incremento de concentraciones plasmaticas y
tisulares de FFC observados en los animales tratados con LPS, estos pueden ser

beneficiosos al evaluar la eficacia terapéutica del antibidtico.

También es relevante tener en consideracion las diferencias de especie observadas en
el presente estudio sobre la farmacocinética de FFC, al disefiar regimenes de
dosificacion de este antibiético en ovinos y conejos, ya que en conejos se pueden
presentar concentraciones del antibiético menos persistentes debido a su mayor
metabolismo y nivel de excrecion, frente a lo cual pueden ser necesarias modificaciones

en la frecuencia de dosificacion entre ambas especies.

Palabras Clave: Lipopolisacarido E. coli, respuesta inflamatoria aguda, florfenicol,

florfenicol amina, farmacocinética.
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ABSTRACT

Bacterial infections are one of the main causes of economic losses in livestock systems,
so the use of antibacterial drugs represents one of the most frequently used alternatives
for the treatment and control of these diseases. Florfenicol (FFC) is a veterinary
antimicrobial drug used mainly in the control of respiratory infections in both ruminants
and monogastric and can also be used in rabbits. The pharmacokinetics of FFC has been
extensively studied mainly in healthy animals, however, the effect of sepsis-induced acute
inflammatory response (AIR) on plasma disposition and tissue distribution of this
antimicrobial is unknown. The effect of AIR on the concentrations of its main metabolite,
florfenicol amine (FFC-a), is also unknown. Considering that this antibiotic will commonly
be applied to animals with an infectious pathology or inflammatory condition, it is

important to know how this condition influences its pharmacokinetic behaviour.

Experimental evidence has shown that AIR induced by infectious agents can alter the
pharmacokinetics and modify the efficacy of drugs or enhance their toxicity in animals.
These alterations are caused by the release of pro-inflammatory cytokines which, in
addition to generating a febrile state, produce modifications in the processes of
absorption, distribution and elimination of drugs. The administration of lipopolysaccharide
(LPS) from Escherichia coli (E. coli) has been a widely used model to experimentally
induce an AIR, with the purpose of studying the changes caused by infection on the
pharmacokinetics of antimicrobials and other drugs, as it allows the inflammatory

response to infection to be replicated in animals.
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The present study was conducted to determine the effect of E. coli LPS-induced AIR on
plasma disposition and tissue distribution of FFC and FFC-a in two animal models of
acute systemic inflammation: rabbits and sheep, representative of monogastric and
ruminant species, respectively. In addition, we studied whether there are species
differences in plasma disposition and tissue distribution of FFC and FFC-a following FFC
administration in healthy animals. We also assessed whether there are species
differences in AlR-induced changes in the plasma disposition of FFC and FFC-a in

response to LPS administration.

New Zealand rabbits and Suffolk Down sheep were divided into groups of five animals
each and assigned to control and E. coli LPS-treated groups. Three doses of 1 ug/kg LPS
were administered at 0, 8 and 23 h with 15 min (LPS group) or saline (SS) in equal volume
and frequency of administration (control group). Blood samples were collected for
hematological and clinical biochemistry analysis, and the inflammatory markers
interleukin-6 (IL-6) and C-reactive protein (CRP) were also determined. Significant
increases in IL-6 and CRP concentrations and changes in hematological and blood
biochemistry analysis were observed in LPS-treated animals and were associated with a
febrile process. These changes demonstrate the efficacy of the LPS administration model

in inducing AIR in the animals of the study.

Other groups of rabbits and sheep were treated with 3 doses of LPS or saline (control)
prior to administration of 20 mg/kg FFC and serial blood sampling was performed for
pharmacokinetic analysis. Significant changes in FFC and FFC-a pharmacokinetics were
observed in comparison to values observed in control animals, which were associated

with significant decreases in FFC clearance, accompanied by increases in elimination
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half-life (t12), area under the curve (AUC) and mean residence time (MRT). In addition,
significant decreases in FFC-a concentrations associated with decreases in average

AUC and metabolite/active drug ratio (MR%) were observed.

To study and compare the tissue distribution of FFC and FFC-a, in other groups of
animals treated with SS or LPS, FFC was administered at a dose of 20 mg/kg by
intramuscular route. In the control group animals, the highest tissue concentrations of
FFC were observed in the kidneys, followed in decreasing order by muscle, spleen, lung,
liver, and brain. The highest FFC-a concentrations were observed in kidney and liver. In
the LPS-treated group of rabbits, significant increases in FFC concentrations were
observed in muscle, while FFC-a concentrations in liver, muscle and spleen were

significantly higher than in control rabbits.

In LPS-treated sheep, plasma concentrations of FFC were higher than those observed in
the control group, which were associated with significant decreases in clearance and
significant increases in AUC of the antibiotic. Significant increases in the mean Ciax, Tmax
and AUC of the FFC-a metabolite were also observed. Tissue concentrations of FFC in
kidney, spleen and brain were significantly higher than those observed in control sheep.
In the LPS-treated animals of the present study, the decrease in the MR% of FFC-a is

explained by alterations in liver functionality that characterise the AIR.

Comparison of pharmacokinetic parameters between healthy animals (control groups) of
both species showed that rabbits had significantly higher average FFC clearance
compared to sheep, changes that were associated with increases in average AUC and
MR% of FFC-a, which may be attributed to species differences in metabolism and renal

excretion of FFC.
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AIR induced by E. coli LPS administration produced changes in plasma and tissue
disposition of FFC and its metabolite FFC-a, in both species under study, mainly
characterised by increased plasma FFC concentrations, alterations in antibiotic
elimination processes and increased tissue concentrations of FFC and FFC-a in LPS-

treated animals.

The results of the present study are relevant as they provide information about the
pharmacokinetic behaviour of FFC in the presence of an acute inflammatory response,
which induced significant changes in the plasma disposition and tissue distribution of the
antimicrobial and its metabolite FFC-a. Therefore, it would be expected that similar
variations in the pharmacokinetics of this antibiotic could be observed when administered
to animals under conditions of infection. The results obtained also provide useful
background information for the calculation of FFC dosages and therapeutic application
of this antibiotic in rabbits and sheep. Considering the associations observed between
antibiotic concentrations and minimum inhibitory concentration (MIC) values for the main
pathogens affecting the respiratory system, and the level of increase in plasma and tissue
concentrations of FFC observed in animals treated with LPS, these may be beneficial for

evaluating the therapeutic efficacy of the antibiotic.

It is also relevant to take into consideration the species differences observed in this study
on the pharmacokinetics of FFC when designing dosing regimens of this antibiotic in
sheep and rabbits, as rabbits may have less persistent concentrations of the antibiotic
due to their higher metabolism and level of excretion, which may require modifications in

dosing frequency between both species.
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INTRODUCCION

Las diferentes especies animales se encuentran expuestas a mdultiples agentes
infecciosos, que pueden resultar nocivos y causar la aparicion de enfermedades,
trayendo consigo el deterioro de la salud animal y reduccion de los niveles productivos,

asi como también conllevar un potencial riesgo a la salud humana.

Frente a la invasién de microorganismos patégenos, el organismo esta capacitado para
desarrollar una respuesta sistémica para su defensa mediante el establecimiento de
complejos mecanismos de tipo inmunolégicos y fisiopatoldgicos. Esta primera respuesta
es de tipo inflamatoria, lo cual se traduce en una serie de cambios y alteraciones
fisiol6gicas sistémicas, conocida en conjunto como respuesta inflamatoria aguda (RIA).
Esta respuesta incluye reacciones tales como fiebre, inapetencia, variaciones en la
irrigacién sanguinea a los tejidos y la liberacién de mdultiples moléculas indicadoras de

inflamacién (Van Miert, 1990; Roth, 2006).

Dentro de los cambios fisiolégicos causados por el estado inflamatorio, se encuentran
también modificaciones en la capacidad de procesamiento por parte del organismo, de
los farmacos, especificamente en los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo
y excrecion (Riddick et al., 2004; Renton, 2005; Morgan et al., 2008). Se sabe que esta
disminucién en la capacidad para regular procesos farmacocinéticos, como el
metabolismo y eliminacion de ciertos farmacos bajo la condicibn de un estado
inflamatorio, ocurre debido a una alteracion en la expresion de las enzimas que
participan del metabolismo de farmacos, principalmente el sistema citocromo P450

(CYP450) (Renton, 2001; Morgan, 2009).



En modelos animales donde se ha simulado una RIA mediante la administracion de
endotoxinas como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), se ha observado una regulacién
a la baja de la expresion hepatica de los RNA mensajeros (mMRNAS) y de las enzimas del
CYP450 (Richardson y Morgan, 2005), como consecuencia de la liberacion de moléculas
proinflamatorias como citoquinas, especificamente TNF-a, IL-18 e IL-6, entre otras

(Renton, 2005; Morgan, 2008).

Para el tratamiento efectivo de las enfermedades infecciosas es fundamental el uso de
agentes antimicrobianos; dentro de los cuales se encuentra florfenicol (FFC). Este
antibidtico posee un amplio espectro de accién, alta biodisponibilidad y eficacia (Zhang
et al.,, 2008), amplia distribucion a los diferentes tejidos inclusive hacia el sistema
nervioso central (De Craene et al., 1997). Ademas, presenta una rapida eliminacién del
organismo, todas estas caracteristicas lo hacen ser un antimicrobiano especialmente
apto para ser usado en medicina veterinaria (Varma et al., 1986; Park et al., 2007). FFC
es un farmaco altamente lipofilico (Anadén et al., 2008) y es metabolizado en el higado
mediante el sistema CYP450 (Liu et al., 2011). Luego de su administracién, FFC es
biotransformado a diversos metabolitos, siendo el principal de ellos la florfenicol amina

(FFC-a) (Li et al., 2006).

Diversas investigaciones demuestran que la farmacocinética de distintos farmacos
puede verse afectada bajo un estado inflamatorio inducido por una endotoxina como el
LPS de Escherichia coli (E. coli). En un estudio en cabras, se demostr6 que la condicion
febril inducida por el LPS de E. coli puede alterar la farmacocinética de enrofloxacino al

comparar con animales sanos (Rao et al., 2000).



La mayoria de los estudios farmacocinéticos en especies animales se han realizado en
individuos sanos, y considerando que comunmente los farmacos como antibiéticos seran
aplicados a animales que cursan con alguna patologia infecciosa o estado inflamatorio,
se considera de importancia conocer su comportamiento farmacocinético bajo esta
condicién (Martinez et al., 2020). Ademas, es sabido que los procesos farmacocinéticos
pueden variar entre distintas especies animales (Toutain et al., 2010) y mas aun los
efectos de la fiebre sobre la farmacocinética, también pueden experimentar variaciones
entre especies (Kumar y Malik, 2003). Considerando estos antecedentes, es de interés
utilizar FFC como herramienta farmacolégica para dilucidar si el estado inflamatorio
inducido por el LPS de E. coli serotipo 0128:B12, modifica o no la disposicion plasmatica
y tisular de este antibiético en comparacioén con animales sanos. Esto permite, ademas,
conocer acerca del nivel de metabolismo que experimenta FFC en esta condicién de
respuesta inflamatoria aguda, mediante la medicion de las concentraciones de su
metabolito FFC-a. También permite dilucidar de manera indirecta acerca de la
participacién del CYP450, en el metabolismo de FFC en dos especies animales de
interés y bajo el modelo de respuesta inflamatoria aguda, considerando que FFC es
sustrato del CYP450. Para ello, se realiz6 este estudio en conejos y ovinos, los primeros,
representativos de una especie monogastrica, de tamafo pequefio y de facil manejo. Es
una especie que posee interés productivo y clinico, ademas de experimental. Los ovinos,
a su vez, son una especie representativa de rumiantes, de manejo relativamente facil e

interés productivo.

La informacion generada en este estudio permite entregar antecedentes de utilidad para

eventuales requerimientos de ajustes de regimenes de dosificacion de FFC, cuando es



administrado en animales que cursan con algun proceso inflamatorio o estado infeccioso
en la especie ovina y también entrega antecedentes de su administraciébn en conejos,
considerando que FFC potencialmente puede ser utilizado en conejos (Gutiérrez et al.,

2022).



|. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

1.1 Impacto en la produccion, salud publicay salud animal.

Las distintas especies animales estan expuestas a diversas enfermedades infecciosas
que pueden afectar el estado de salud y ser causa de importantes pérdidas productivas
en los planteles ganaderos. Dentro de estas enfermedades las patologias infecciosas de
origen bacteriano se encuentran entre las mas frecuentes, causando importantes
pérdidas econdmicas (Funk et al., 2013; Cameron y McAllister, 2016; Cunningham et al.,
2017). Entre las enfermedades infecciosas, las de tipo respiratorias representan un grave
problema en la industria de produccion bovina, afectando negativamente la ganancia de
peso, la conversion alimenticia y el estado de salud general de los animales (Shin et al.,
2005). Por mencionar un ejemplo, dentro de las enfermedades respiratorias, la
pasteurellosis neumonica bovina o enfermedad respiratoria bovina causa considerables
pérdidas econdémicas a la industria bovina tanto de leche como de carne en
Norteamérica, significando para la industria de ganado estadounidense un costo de $ 3
billones anuales en materia de tratamientos, medidas preventivas, reduccion en la
eficiencia de conversion alimenticia y pérdidas por muerte de animales (Jeyaseelan et
al., 2002). Por lo tanto, representa una de las enfermedades de mayor frecuencia e

importancia econémica que afectan al ganado bovino (Cameron y McAllister, 2016).

Cabe considerar que después de la industria de produccién de carne porcina y aviar, la

industria productiva de carne bovina es la tercera mayor industria de carne en el mundo



(Cameron y McAllister, 2016), por lo cual las pérdidas econdmicas que puedan traer

estas enfermedades infecciosas son de gran relevancia.

En cuanto a la produccién de pequefios rumiantes, en el afio 2013 la poblacién mundial
se estimaba en 1073 millones de ovinos y 1006 millones de cabras (Salvesen et al.,
2016). La produccién intensiva y los grandes rebafios incrementan la ocurrencia de
enfermedades de tipo infeccioso o mediadas por endotoxinas (Salvesen et al., 2016).
Respecto a las pérdidas econdmicas en la industria de produccion ovina, la neumonia
ovina causada por Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica ha causado
considerables pérdidas alrededor del mundo (Confer, 1993; Odugbo et al., 2006; Garcia-
Alvarez et al., 2018), estimandose en Nueva Zelanda las pérdidas ovinas por neumonias
en 28,1 millones de dblares NZ anuales (Goodwin-Ray et al., 2008). En el Reino Unido
el foot rot ovino o pododermatitis infecciosa interdigital ha causado pérdidas por 24
millones de libras esterlinas por afio (Bennett y Hickford, 2011) y representa un problema

para los productores alrededor del mundo, incluido nuestro pais.

Los conejos son susceptibles a infecciones respiratorias causadas comidnmente por
Pasteurella multocida, lo que deriva en importantes pérdidas econdmicas, ya que los
conejos han incrementado su uso en produccion de carne, como mascotas y como

especie experimental en la investigacion farmacoldgica (Palocz et al., 2014).

Desde el punto de vista de la salud publica, es importante conocer las consecuencias
gue puede traer el uso frecuente de antibiéticos en medicina veterinaria como es la
creciente aparicion de resistencia a los antimicrobianos (Silbergeld et al., 2008; Ahmad

et al., 2016; Cameron y McAllister, 2016; Prajapati et al., 2017) y la eventual presencia



de residuos de antibi6ticos en los productos comestibles de origen animal que pueden

causar efectos nocivos para la salud humana (Toldra y Reig, 2006; He et al., 2017).

Dentro de las causas del incremento de la resistencia a antibioticos se encuentran un
uso inadecuado de estos farmacos, con seleccion errénea del antibiotico y aplicaciones
subdptimas, o uso abusivo de ellos (Asin-Prieto et al., 2015; Ahmad et al., 2016). Por lo
tanto, es de importancia una adecuada y cuidadosa utilizacion de los antimicrobianos,
aplicando dosificaciones Optimas, para disminuir dentro de lo posible el fenémeno de
resistencia a los antimicrobianos (Ahmad et al., 2016; Abushaheen et al., 2020). El
estudio de los procesos farmacocinéticos entrega una herramienta primordial para
establecer una terapia farmacolégica efectiva, evitando riesgos de toxicidad, ineficacia o

eventual presencia de residuos en tejidos comestibles para el ser humano.

El estudio de la relacion existente entre la exposicion sistémica al antibiético
(farmacocinética) y sus correspondientes efectos microbioldgicos y clinicos
(farmacodinamia) se denomina farmacocinética/farmacodinamia; del inglés:
Pharmacokinetics/Pharmacodynamics (PK/PD) (Martinez et al., 2013; Asin-Prieto et al.,

2015).

Este modelamiento PK/PD permite optimizar los regimenes de dosificacion de un
antibiético, asi como mejorar y evaluar su eficacia (Burgess, 1999; Mc Kellar et al., 2004;
Nielsen and Friberg, 2013; Andes y Lepak, 2017). El objetivo es alcanzar las
concentraciones terapéuticas necesarias en el sitio de accién, para incrementar las

probabilidades de éxito terapéutico para controlar una infeccion (Andes y Lepak, 2017),



y al mismo tiempo, permite disminuir la probabilidad de contribuir a la resistencia a

antibiéticos (Mc Kellar et al., 2004; Nielsen and Friberg, 2013; Lees et al., 2015).

Los indices PK/PD que han sido particularmente Gtiles en optimizar la eficacia antibiotica
y minimizar la resistencia a los antimicrobianos son los pardmetros de Cna/MIC, AUCo.
/MIC, y %T>MIC. Estos relacionan las concentraciones maximas del antibiético en
plasma, sobre las concentraciones inhibitorias minimas del antibiético (MIC), el &rea bajo
la curva concentracion-tiempo sobre MIC y el tiempo en el cual las concentraciones
maximas superan las MIC en % u horas del intervalo de dosificacion, respectivamente

(Mc Kellar et al., 2004; Asin-Prieto et al., 2015; Lees et al., 2015; Andes y Lepak, 2017).

1.2 Situacion enfermedades en Chile.

En nuestro pais la produccién pecuaria se ve afectada por la presencia de distintas
enfermedades infecciosas, siendo las principales: brucelosis, carbunco bacteridiano,
leptospirosis, paratuberculosis, campilobacteriosis, diarrea viral bovina, neumonia
infecciosa de los terneros, tuberculosis bovina, entre otras (SAG, 2014). Respecto a las
principales infecciones que afectan a la especie ovina se encuentran el aborto enzoético
ovino, epididimitis ovina, hepatitis necrosante de los ovinos y linfoadenitis caseosa (SAG,
2014). Dentro de las enfermedades infecciosas que afectan a los lagomorfos se
encuentra principalmente la mixomatosis (SAG, 2014). En el afio 2014 se registraron en
bovinos diagndésticos por bronconeumonia fibrinosa, brucelosis bovina, carbunco
bacteridiano, clostridiosis, diarrea viral bovina, gastroenteritis infecciosa, leptospirosis,
mastitis y neumonia. En el mismo afio en ovinos se registraron diagnésticos por

brucelosis ovina, carbunco sintomético, clostridiosis, neumonia y pasteurelosis, entre



otros. En lagomorfos se produjeron diagnodsticos por la presencia de mixomatosis en
conejos (SAG, 2014). En el afio 2021, en bovinos se reportaron diagndsticos por
rinotraqueitis infecciosa bovina (SAG, 2021). En 2018, en ovinos se registraron

diagnésticos por clostridiosis, neumonia y ectima contagiosa (SAG, 2018).

Estas enfermedades causan considerables pérdidas e impacto en la produccién animal
de nuestro pais disminuyendo las ganancias y amenazando ademas a las exportaciones
(Felmer et al., 2009). Si bien existen pocos antecedentes respecto a cifras de pérdida
econdmica (Zurita, 1995; Felmer et al., 2009), Zurita et al. (1990) describen promedios
de mortalidad de terneros a causa de diarrea infecciosa de alrededor de un 12% en
nuestro pais, siendo una de las patologias mas frecuentes en los planteles bovinos

(Zurita, 1995).

1.3 Control enfermedades infecciosas.

Para un efectivo control de las enfermedades infecciosas bacterianas es fundamental la
aplicacion de las herramientas farmacoldgicas disponibles en forma de agentes
quimioterapéuticos antimicrobianos o antibiéticos (Shin et al., 2005; Térneke et al., 2015;
Cameron y McAllister, 2016). En particular, el uso de antimicrobianos es determinante
para la produccion intensiva de distintos rubros de produccion animal como el de la carne
bovina (Cameron y McAllister, 2016). Dentro de estos antimicrobianos existe una amplia
variedad de formulaciones y principios activos disponibles para su uso en medicina
veterinaria. Entre ellos, florfenicol (FFC) representa un importante agente antibiético, de

uso exclusivo en medicina veterinaria (Kowalski et al., 2005; Xie et al., 2011), que es



ampliamente utilizado para el control de diversas patologias infecciosas (Li et al., 2006;

Zhang et al., 2008).

Florfenicol es un antibiético sintético miembro de la familia de los anfenicoles,
desarrollado en la década de 1970s por Schering- Plough Corp. (United States) (Li et al.,
2006). Su nombre quimico es ([R-(R*, S*)]-2,2-dicloro-N-[(-(fluorometil) - (-hidroxi-(-[4-
(sulfometilo) fenil] etil] — acetamida (Wrzesinski et al., 2006; Schering-Plough, 2007), su
férmula empirica corresponde a C12H14Cl,FNO4S y su peso molecular es de 358,21 g/mol

(Schering-Plough, 2007).

Respecto a sus caracteristicas fisicoguimicas, FFC es altamente soluble en solventes
organicos polares y poco soluble en solucién acuosa (Sams, 1994). En su estado sélido,
FFC es estable frente al calor, humedad y luz y no es higroscopico (Cook et al., 2004;
Schering-Plough, 2007). Debido a su alta lipofilicidad y por ser una molécula neutra, con
bajo grado de ionizaciéon en un amplio rango de pH, entre 3y 9, FFC posee una elevada

penetracion a los tejidos corporales (Schwarz et al., 2004; Anadon et al., 2008).

Se ha descrito amplia distribucién de FFC hacia los tejidos en cerdos (Jiang et al., 2006),
ovinos (Jianzhong et al., 2004) y bovinos (Adams et al., 1987). En un estudio en terneros
realizado por Adams et al. (1987) se observaron altas concentraciones de FFC en rifin,
orina, bilis e intestino delgado. Asimismo, las concentraciones de FFC en pulmones,
corazon, musculo esquelético, bazo e intestino grueso, fueron similares a las
concentraciones plasmaticas, lo cual indica que la penetracion de FFC en estos tejidos

es alta (Adams et al., 1987).
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FFC es un derivado del cloranfenicol, y se diferencia de este ultimo, porque posee un
grupo p-metil sulfonilo en vez del grupo p-nitro (EMA, 2002), lo cual se traduce en la
mayor seguridad de este antibiético, al no presentar el riesgo de causar anemia aplasica,
la cual esta asociada a la presencia del grupo p-nitro en cloranfenicol (Yunis, 1988; Xie
et al., 2011; Wang et al., 2015). Ademas, debido a la sustitucién del grupo hidroxilo por
un atomo de fldor en el carbono 3 (C-3), FFC es menos susceptible a la accion de las
enzimas acetilasas bacterianas, por lo cual posee menor probabilidad de generar
resistencia bacteriana que cloranfenicol y tianfenicol (Neu y Fu, 1980). Por esto, se
considera que FFC tiene varias ventajas frente a otros antibiéticos miembros de su
mismo grupo, siendo su eficacia antibacteriana comparable a la de cloranfenicol, pero
con menor toxicidad y menor desarrollo de resistencia (DeCraene et al., 1997).
Adicionalmente, se encuentra prohibido el uso de cloranfenicol en animales de
produccion (Varma et al., 1986; Adams et al., 1987), por lo cual, FFC representa una
alternativa terapéutica viable para la industria ganadera y que posee amplio uso en
medicina veterinaria, en el tratamiento de diversas enfermedades. En la Figura 1 se

presenta la estructura quimica de FFC y su metabolito FFC-a.
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Figura 1. Estructura quimica de FFC (A) y FFC-a (B). Fuente: Extraido y modificado de
Fedeniuk et al., 2015.

FFC posee un amplio espectro de accion, superior a su analogo estructural tianfenicol,
siendo activo frente a una gran variedad de microorganismos gram-positivos y gram-
negativos, (Kowalski et al., 2005; Li et al., 2006; Marciniec et al., 2009), incluida
Escherichia coli (Angelos et al., 2000). Su actividad antibacteriana se ejerce sobre
patdogenos como Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica e Histophilus somni
(Angelos et al., 2000; Lane et al.,, 2007), y también contra patégenos resistentes a
cloranfenicol tales como Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Neu y Fu, 1980), Shigella dysenteriae
y enterococos (Varma et al.,, 1986). Ademas, FFC posee eficacia contra Aeromonas

salmonicida (Nordmo et al., 1998).

FFC puede ser utilizado para el tratamiento de diversas patologias animales; en los
rumiantes su uso esta aprobado para el control de la enfermedad respiratoria bovina
(Hoar et al., 1998; Shin et al., 2005), el tratamiento de: la queratoconjuntivitis infecciosa
bovina (Angelos et al., 2000), la neumonia de los terneros (Catry et al., 2008) y el foot-
rot (Wrzesinki et al., 2003). También esta aprobado para tratar infecciones por bacterias

susceptibles en cerdos (Ueda y Suenaga, 1995; Shin et al., 2005), tales como la
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enfermedad respiratoria porcina (Wrzesinski et al., 2003). En peces, se utiliza en el
tratamiento de la vibriosis (Samuelsen y Bergh, 2004) y la furunculosis del salmén
(Nordmo et al., 1998). En aves domésticas se ha utilizado para el tratamiento de patos
infectados con Pasteurella (EI-Banna, 1998). Sumado a esto, FFC tiene potencial para
ser administrado en otras especies como ovinos (Lane et al., 2004), cabras (Ali et al.,
2003) y conejos (Liu et al., 2011), considerando, por ejemplo, que las enfermedades
respiratorias en ovinos son causadas a menudo por los mismos patégenos que causan

patologias en bovinos (Lane et al., 2007).

FFC es un antibiotico principalmente bacteriostatico (Lis et al., 2011; Maaland et al.,
2015), y su mecanismo de accion se ejerce mediante la inhibicién de la sintesis de
proteinas bacterianas (Schwarz et al., 2004; Anadén et al., 2008). Esta se realiza a través
de la unién reversible a la subunidad ribosomal 50 s de los ribosomas 70 s procariotas,
impidiendo de esta forma la actividad de la enzima bacteriana peptidil transferasa
(Cannon et al., 1990; Marciniec et al., 2009). FFC se une especificamente al sitio A del
centro peptidil-transferasa, donde interfiere con el desplazamiento del RNA de
transferencia (tRNA) y de esta forma evita la formacion del enlace peptidico (Khalil et al.,
2012). FFC no presenta acciéon sobre los ribosomas de eucariontes (Schwarz et al.,

2004).

Respecto a la eficacia terapéutica de FFC se han descrito valores de MICg de 1 pg/mL
para cultivos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida aislados de tracto
respiratorio de ovinos (Berge et al., 2006). Se ha observado que las concentraciones
plasmaticas de FFC se mantienen por sobre este nivel de MIC durante alrededor de 11

horas (h) en ovinos, de acuerdo con los resultados del estudio de Jianzhong et al. (2004).
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Se han reportado valores del pardmetro PK/PD de AUC,/MIC de FFC de 183,4 h en
bovinos para Pasteurella multocida (Sidhu et al., 2013), lo cual segun los antecedentes
descritos por Burgess (1999) es indicativo de una eficacia terapéutica adecuada ya que

supera un promedio de AUC./MIC de 125 h, el cual indica éxito terapéutico.

En conejos, se han descrito valores de MICg de 0,25, 0,5, 1y 2 ug/mL de FFC para los
patdgenos mas comunes causantes de infecciones respiratorias en conejos: Pasteurella
multocida y Bordetella bronchiseptica (Koc et al., 2015). Se han encontrado valores de
%T>MIC de FFC, correspondiente al porcentaje del tiempo del intervalo de dosis en el
cual las concentraciones plasmaticas superan a las MIC, superiores a un 40% en conejos
(Koc et al., 2015), lo cual es indicativo de una eficacia terapéutica éptima con alta tasa

de cura bacteriolégica (Burgess, 1999).

Sobre su farmacocinética, FFC ha demostrado tener una rapida absorcion luego de su
administracién oral e intramuscular (IM) en cerdos, con valores de tiempo maximo (Tmax)
de 1,35 h y 0,90 h, respectivamente (Liu et al., 2003). FFC reune las caracteristicas de
poseer una alta biodisponibilidad y una rapida eliminacién del organismo, que lo hacen
ser muy apto para ser usado en medicina veterinaria, especialmente en las especies
destinadas al consumo humano (Varma et al., 1986; Kowalski et al., 2005; Park et al.,
2007). FFC alcanza niveles de biodisponibilidad cercanos a un 100% en cerdos posterior
a su administracion via oral e IM (Liu et al., 2003; Jiang et al., 2006). En rumiantes se
han descrito valores de biodisponibilidad de alrededor de un 88% en terneros posterior
a su administracion oral (Adams et al., 1987), y de un 78,5% posterior a su administracion

via IM en bovinos (Lobell et al., 1994).
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Las altas concentraciones alcanzadas por FFC en bilis y la buena absorcién que posee
después de su administracion oral, indican que es probable que FFC experimente un
grado de recirculacion enterohepatica (Adams et al., 1987). También posee una buena
llegada al SNC. En terneros, posterior a la administracion de una dosis Unica de FFC de
20 mg/kg via intravenosa (IV), se obtuvo una disponibilidad en fluido cerebroespinal de

46% relativa al plasma (De Craene et al., 1997).

FFC posee también, un bajo porcentaje de unién a proteinas plasmaticas (Foster et al.,
2016), lo cual es consistente con su amplio volumen de distribucion y extensa
distribucion a los tejidos (Lobell et al., 1994). En terneros, FFC alcanza alrededor de un
12% de union a proteinas del plasma (Lobell et al., 1994), similar al valor descrito en
conejos con un 11,65% (El-Aty et al., 2004) mientras que en un bovino adulto se han

descrito porcentajes de union entre 22% y 26% (Adams et al., 1987).

En bovinos FFC es biotransformado a nivel hepatico hacia los metabolitos: florfenicol
amina (FFC-a), florfenicol acido oxamico, florfenicol alcohol y monocloroflorfenicol
(Sams, 1994). Por otra parte, se ha descrito que FFC es biotransformado por dos vias
metabdlicas que llevan rapidamente al metabolito comin la FFC-a; una via menor que
genera por reacciones de reduccion el metabolito monocloroflorfenicol y otra via mayor,
la del florfenicol alcohol con o sin la formacion del metabolito intermediario florfenicol
acido oxamico, mediada por reacciones de oxidacion (Figura 2) (Anadon et al., 2008;
Imran et al., 2017). Aunque la proporcion de metabolitos es distinta en las diferentes
especies animales de produccion, FFC-a es el principal metabolito y el de mayor

persistencia (Sams, 1994; Li et al., 2006).
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Es asi como, FFC-a es el metabolito de mayor permanencia en el higado, por lo cual se
usa como residuo marcador para los calculos de periodos de resguardo de FFC (EMA,
1999). Por esto, debe considerarse que el proceso de biotransformacion de FFC no solo
va a tener incidencia en la eficacia y seguridad de este antibi6tico, sino que tiene relacion
con la acumulacién y permanencia de los residuos del farmaco en los productos

animales comestibles destinados al consumo humano (Nebbia et al., 2003).
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Figura 2. Vias metabdlicas en la biotransformacion de FFC. Fuente: Extraido de Imran
et al., 2017.

Sobre su excrecion, en la mayoria de las especies animales FFC y sus metabolitos son
excretados por la orina, o que indica que el rifidn es la principal ruta de excrecion de
este farmaco (Imran et al., 2017). En bovinos, mas del 60% de FFC es excretado en la
orina como droga primaria sin metabolizar, posterior a la administracién oral y
endovenosa, indicando una eliminacién principalmente renal de FFC (Varma et al.,
1986). Por lo tanto, FFC es eliminado del organismo por una combinacion de
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metabolismo hepético y excrecién renal (Varma et al., 1986; Li et al., 2006; Park et al.,

2008; Imran et al., 2017).

1.4 Farmacocinética de Florfenicol en diferentes especies.

La farmacocinética de FFC ha sido estudiada en diferentes especies animales; en
rumiantes, como ganado bovino, especificamente en terneros (Varma et al.,, 1986;
Adams et al., 1987; Lobell et al.,, 1994; De Craene et al.,, 1997), vacas de lecheria
(Bretzlaff et al., 1987; Soback et al., 1995), ovinos (Ali et al., 2003; Jianzhong et al., 2004;
Lane etal., 2004; Palma et al., 2011), y cabras (Atef et al., 2001; Ali et al., 2003). También
en cerdos (Voorspoels et al., 1999; Liu et al., 2003; Jiang et al., 2006), caballos (McKellar
y Varma, 1996), pollos (Afifi y EI-Sooud, 1997; Anadon et al., 2008), patos (El-Banna,
1998), pez gato (Ictalurus punctatus) (Gaunt et al., 2011), perros (Park et al., 2008;
Birdane y Birdane, 2015) y conejos (El- Aty et al., 2004; Park et al., 2007; Koc et al.,
2009). Ademas, se han realizado estudios sobre la farmacocinética de FFC en camélidos
como alpacas (Holmes et al., 2012) y camellos (Ali et al., 2003). Por ultimo, también se

ha estudiado en primates (Macaco reshus) (Cook et al., 2004).

En cuanto al proceso de absorciébn de FFC, se describe una tasa de absorcion
prolongada posterior a su administracion oral en terneros (Adams et al., 1987), mientras
gue en especies monogastricas como el conejo se ha descrito una absorcién
gastrointestinal rapida evidenciada por valores de Tmax de 0,90 = 0,38 h (Park et al.,
2007). De igual forma en perros, la absorcién de FFC es rapida obteniéndose valores de

Tmaxde 0,94 h (Park et al., 2008).
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En especies de rumiantes como cabras se han descrito valores de biodisponibilidad de
un 86,2% posterior a la administracién IM de FFC (Atef et al., 2001). En equinos también
se describen valores altos de biodisponibilidad de FFC, luego de su administracion via
IM y oral de 81% y 83%, respectivamente (McKellar y Varma, 1996). Por otro lado, en
conejos se describen valores de biodisponibilidad levemente inferiores de un 76,23%
(Park et al., 2007) y 50,79% posterior a la administracion oral del FFC (El-Aty et al.,
2004), mientras que en perros los valores de biodisponibilidad son elevados, de 95,43%
(Park et al., 2008). En primates no humanos (Macaco Rhesus), se ha descrito una amplia
variabilidad en la absorcion de FFC posterior a su administracién IM (Cook et al., 2004),
con un rango de variacion de las concentraciones maximas que fluctué entre 6,8 y 44,2

Mg/mL.

Respecto a la distribucion de FFC, en conejos se ha descrito una extensa distribucion
de FFC en los tejidos corporales, lo que se evidencia mediante elevados valores de
volumen de distribucién en el equilibrio (Vdss) de 0,98 L/Kg posterior a su administracion
IV (Koc et al., 2009). Asimismo, en perros, FFC es rapida y ampliamente distribuido con
valores de volumen de distribucion de 1,45 L/kg (Park et al., 2008), similar a lo que ocurre
en cerdos, donde se describe un Vdss de 1,5 L/kg (Jiang et al., 2006). En rumiantes se
han descrito valores de Vdssde 0,87 L/kg (Adams et al., 1987), y de 0,76 L/kg en terneros
(Lobell et al., 1994), que también indican una amplia distribucién del farmaco. En ovinos
se han descrito valores de Vdss superiores con 1,86 L/kg (Jianzhong et al., 2004) y en

cabras de 1,68 L/kg (Atef et al., 2001).

El metabolismo de FFC difiere entre las distintas especies animales; en anterior estudio

del presente grupo de investigacion, en ovinos se observo una proporcién de metabolito
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FFC-a (%) determinada por la razén AUCo.. FFC-a/AUCo.. FFC (%) de 14,0 % posterior
a la administracién IV de FFC (Palma et al., 2011), mientras que en conejos se ha
evidenciado un mayor metabolismo de FFC determinado por una razén de metabolito

FFC-a de 63,03 % (Park et al., 2007).

En cuanto a su excrecion, también se reportan diferencias en los valores de clearance
de FFC, encontrandose en perros que estos valores alcanzan promedios de 1,03 L/kg/h
(Park et al., 2008), mientras en conejos se describen valores de 0,56 + 0,02 L/kg/h (Koc
et al., 2009). En ovinos se describen promedios menores de 0,26 + 0,03 L/kg/h
(Jianzhong et al., 2004), similares a los promedios observados en terneros (0,22 + 0,05
L/kg/h) (De Craene et al., 1997), dando cuenta de una mayor capacidad en el perro y
conejo para eliminar este antibiético, respecto a rumiantes como ovinos y terneros. En
cabras se describen valores de clearance mayores que en los demas rumiantes: 0,55
L/kg/h (Atef et al., 2001) mientras que en cerdos el clearance de FFC es similar a los

valores descritos en terneros; de 0,23 L/kg/h (Jiang et al., 2006).

En perros FFC es eliminado rapidamente del organismo, lo que se evidencia a través de
su vida media de eliminacion (ti2¢) de 1,11 h (Park et al., 2008). Al igual que en conejos
donde la ti2e1 €s de 0,90 h (Park et al., 2007). En otras especies como alpacas donde
también se ha estudiado la farmacocinética del FFC se describen valores de tie de
17,59 h posterior a su administracion IM (Holmes et al., 2012). Estos valores son
similares a los descritos en bovinos, posterior a la administracion IM de FFC, donde el

ti0er Obtenido es de 18,3 h (Lobell et al., 1994).
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En la Tabla 1 se resumen algunos pardmetros farmacocinéticos de FFC obtenidos en
diferentes especies animales posterior a su administracion via IV. Los valores de
volumen de distribucién se aprecian extensos en general en todas las especies,
destacandose promedios elevados en cerdos, conejos, camellos, equinos, cabras y
ovinos. La vida media de eliminacion de FFC es mayor en bovinos y cerdos, en
comparacion a otras especies como conejos y ovinos, donde la vida media de
eliminacion es menor. Se observan valores de clearance elevados en conejos, cabras y

equinos.

Se han realizado algunos estudios comparativos de la farmacocinética de FFC entre
distintas especies animales; en la investigacion de Ismail y El-Kattan (2009), se estudi6
la farmacocinética de FFC en aves, tales como palomas, pollos y codornices,
obteniéndose resultados similares respecto a la distribucion de FFC. Sin embargo, los
promedios de vida media de eliminacién y area bajo la curva (AUC) fueron diferentes
entre estas especies, por lo cual los autores recomiendan no extrapolar informacion de
dosis desde pollos a las otras dos especies sin considerar la informacién
farmacocinética. También se ha estudiado comparativamente la farmacocinética de FFC
entre camellos, ovejas y cabras (Ali et al., 2003), donde se observo que el clearance de
FFC es similar entre ovinos y cabras, en cambio la tasa de absorcion tiende a ser mas

alta en camellos.
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Tabla 1. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol en diferentes especies animales
posterior a su administracién intravenosa (1V).

Especie Dosis twg (h) | Cl (L/kg/h) | Vvd Referencia

(mglkg) (L/kg)
Ovinos 40 1,01 0,36 0,50 Lane et al., 2004

30 1,59 0,25 1,71 Jianzhong et al., 2004

20 1,31 0,30 0,69 Ali et al., 2003
Cabras 20 1,19 0,27 0,57 Ali et al., 2003

20 2,61 0,55 1,68 Atef et al., 2001
Bovinos 20 3,18 0,22 0,95 De Craene etal., 1997

11 3,7 0,17 0,87 Adams et al., 1987

20 2,65 0,22 0,77 Lobell et al., 1994

50 3,15 0,15 0,62 Bretzlaff et al., 1987
Camellos 20 1,49 0,33 0,89 Ali et al., 2003
Equinos 22 1,83 0,35 0,72 McKellar y Varma,

1996

Cerdos 20 2,63 0,31 0,95 Liu et al., 2003

20 6,7 0,23 1,5 Jiang et al., 2006
Conejos 30 1,54 0,34 0,57 El Aty et al., 2004

20 0,90 0,63 0,94 Park et al., 2007

25 1,21 0,56 0,98 Koc et al., 2009

tyg: Vida media de eliminacién, Cl: Clearance corporal total, Vd: Volumen de distribucion.
Fuente: Extraido y modificado de Lashev y Haritova, 2006.
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1.5 Farmacocinética de Florfenicol en ovinos y conejos.

En ovinos, distintos estudios han evaluado la farmacocinética de FFC a través de su
administracién por distintas vias (IM, SC, IV) (Ali et al., 2003; Jianzhong et al., 2004;
Lane et al., 2004; Palma et al., 2011), la cual presenta diferencias respecto a la
farmacocinética de FFC en conejos, donde esta se ha estudiado posteriormente a la
administraciéon IV de FFC (El-Aty et al., 2004; Park et al., 2007; Koc et al., 2009), via oral
(El-Aty et al., 2004; Park et al., 2007) y también via IM (El-Aty et al., 2004; Koc et al.,

2009).

En cuanto a la absorcién de FFC se ha descrito que es rapida en conejos posterior a su
administracién por via oral; Park et al. (2007) describen que la Cnax de FFC se alcanza
antes de la primera hora posterior a su administraciébn. En ovinos no existen
antecedentes de la administracién de FFC via oral; sin embargo, puede deducirse la
ocurrencia de variaciones en las tasas de absorcion de FFC, debido a interaccion con el
material particulado del rumen como ocurre en terneros (Adams et al., 1987). En cuanto
a la absorcion IM de FFC que se ha estudiado en ambas especies, en conejos se
alcanzan las Cmsax a las 1,56 h (Koc et al., 2009), mientras que en ovinos las Cmax S€

alcanzan a las 1,45 h (Jianzhong et al., 2004).

Las Cmax descritas para FFC en conejos posterior a su administracién via oral, son del
orden de 7,96 pyg/mL (Park et al., 2007), levemente inferiores a los valores promedio de
8,65 pug/mL descritos para la via IM (Koc et al., 2009). Por otro lado, en ovinos tratados

con dosis de 20 mg/kg y 30 mg/kg de FFC via IM se han descrito promedios de Cmax que
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fluctan entre 4,13 y 7,01 ug/mL respectivamente, los cuales son inferiores a los

descritos en conejos (Jianzhong et al., 2004).

La biodisponibilidad IM de FFC es alta en conejos, con rangos entre 88,25% (EI-Aty, et
al., 2004) y 88,75% (Koc et al.,, 2009); mientras que en ovinos los valores de
biodisponibilidad fluctian mas ampliamente entre 65,82% (Ali et al., 2003) y 89,04%
(Jianzhong et al., 2004). Sin embargo, la biodisponibilidad oral en conejos es bastante
menor que por via IM, con valores descrito del orden de 50,79% (El-Aty, et al., 2004),
resultados que sugieren que FFC se absorbe solo parcialmente desde el tracto
gastrointestinal, sufriendo un grado de metabolismo hepatico de primer paso (El-Aty, et

al., 2004).

Respecto al tiempo medio de residencia (TMR) de FFC, en conejos se han descrito
valores de 1,50 h (Park et al., 2007), los que son inferiores al TMR de 2,34 h descrito en

ovinos por Ali et al. (2003).

Sobre el metabolismo de FFC, como fue descrito anteriormente, existe evidencia que se
produce una mayor biotransformacién de FFC en conejos respecto a ovinos,
considerando los mayores promedios de proporcién de metabolito FFC-a observados en

los conejos.

Asimismo, se ha investigado que la glicoproteina P (P-gp) y la enzima CYP3A
perteneciente al complejo enzimético del CYP450 cumplen un rol en la disposicion de
FFC en conejos. Al respecto, existen antecedentes de la expresion en conejos de la
enzima del citocromo CYP3A (Guerre et al., 2000). Un estudio realizado por Liu et al.

(2011), evalud la participacion de esta enzima en el metabolismo de FFC en conejos.
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Para investigar el rol de estas enzimas en el metabolismo de FFC, se administré FFC en
conjunto con ketoconazol como inhibidor de la enzima CYP3A, o fluvoxamina inhibidor
de la CYP1A2, ademas de verapamilo como inhibidor de la glicoproteina P. Las Cmax
obtenidas en los grupos de FFC + verapamilo, FFC + ketoconazol y FFC + fluvoxamina
fueron superiores a las obtenidas en el grupo control que recibié solo FFC, asi como
también, los valores de AUC fueron significativamente mayores en los grupos que
recibieron verapamilo y ketoconazol. Ademas, los valores de clearance (CI/F), fueron
significativamente menores en los grupos donde se administraron los inhibidores de la
enzima CYP3A y P-gp, respecto al grupo control tratado con FFC, lo que indica que el
transporte y metabolismo de FFC se vio inhibido por la accion de estos farmacos (Liu et

al., 2011).

Respecto a la vida media de eliminacion de FFC, posterior a su administracion 1V, se
reportan diferencias en la tizel, Siendo esta mayor en ovinos (18,83 £ 6,76 h) (Jianzhong
et al., 2004), que, en conejos, describiéndose en estos ultimos valores de 1,21 + 0,09 h

(Koc et al., 2009) y 1,54 + 0,51 h (El-Aty et al., 2004).

1.6 Florfenicol amina.

La FFC-a es el principal metabolito resultante de la biotransformacion de FFC en la
mayoria de las especies domésticas (EMA, 1999; Li et al., 2006; Park et al., 2008), y el
de mayor persistencia en higado de bovino (Xie et al., 2011), por lo que se utiliza como
residuo marcador para el célculo de los periodos de resguardo de FFC (EMA, 1999).

Ademas, FFC-a se utiliza para fijar los limites maximos de residuos (LMR) de este
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antibiético en tejidos comestibles animales, donde se considera la suma de FFC y FFC-

a como residuo marcador para fijar los LMR (EMA, 2002).

Las concentraciones de este metabolito, asi como también de FFC, pueden cuantificarse
por medio de técnicas analiticas como la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), el cual es un método relativamente rapido, preciso y confiable, que posee
automatizacién y permite la deteccion de diversos farmacos que pueden constituir

residuos en productos de consumo humano (Toldra y Reig, 2006).

1.7 Farmacocinética de Florfenicol amina.

Respecto a la farmacocinética de FFC-a, los antecedentes existentes son escasos. Se
han realizado estudios que miden sus concentraciones en animales domésticos como
conejos (Park et al., 2007), pollos (Anadon et al., 2008), perros (Park et al., 2008) y
ovinos (Palma et al., 2011). También se ha investigado la farmacocinética de FFC-a en

peces (Park et al., 2006; Feng et al., 2016) y anguilas (Xie et al., 2013).

En conejos tratados con FFC via IV se describen valores de Cnax de FFC-a de 5,06 +
1,79 pg/mL alcanzados en un Tmsx de 0,88 £ 0,78 h (Park et al., 2007), estos valores son
similares a los obtenidos en perros donde se observaron valores de Cnax de 5,67 + 2,47
ug/mLy Tmaxde 1,19 + 0,55 h (Park et al., 2008). Respecto a la vida media de eliminacion
de FFC-a, en conejos después de la administracion IV de FFC, esta fue de 1,84 £ 0,17
h (Park et al., 2007), en cambio en perros se reportan valores de 2,26 + 0,90 h (Park et

al., 2008), lo que indica que en conejos la eliminacion de FFC-a es mas rapida.
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Un estudio previo de nuestro laboratorio describe antecedentes de farmacocinética de
FFC-a en ovinos, donde se observaron valores de Cnax de 2,9 + 2,8 ug/mL, posterior a
la administracion IV de FFC (Palma et al., 2011), los que son menores a los valores de
Cmax Observados en perros (Park et al., 2008) y conejos (Park et al., 2007). Los valores
de Tmax de FFC-a en ovinos fueron de 2,9 + 2,1 h (Palma et al., 2011), los cuales son
mayores a los observados para Tmax€n conejos y perros, descritos anteriormente. Esto
indica que existe un mayor metabolismo de FFC en especies monogastricas como
conejos y perros en comparacion a los ovinos, debido a las mayores concentraciones

plasmaticas de FFC-a encontradas en estas dos especies.

La vida media de eliminacion de FFC-a en ovinos fue de 17,3 + 10,7 h (Palma et al.,
2011), valores superiores a los mencionados anteriormente en conejos (Park et al., 2007)
y perros (Park et al., 2008). Esta eliminacion mas lenta del metabolito FFC-a desde los
ovinos, podria explicarse por las diferencias en el pH urinario entre las especies, donde
la orina mas alcalina de los rumiantes podria retrasar la excrecién urinaria de FFC-a

(Palma et al., 2011).

La FFC-a también ha sido detectada en animales posterior a la administracién oral de
FFC. En conejos (Park et al., 2007), se describen valores de Cmax de 3,38 pg/mL
alcanzados a las 2,10 h (Park et al., 2007). Por su parte en pollos, luego de la
administracion de una dosis Unica de 20 mg/kg de FFC via oral, la Cnax fue de 2,41 pg/mL
alas 1,16 h (Anadon et al., 2008). En perros, luego de la administracion oral de FFC, la
Cmax de FFC-a fue de 3,64 ug/mL a las 2,13 h, muy similar a lo que ocurre en conejos.
Los valores de AUC de FFC-a fueron 17,86 mg*h/L en contraste con 29,84 mg*h/L

obtenido luego de la administracion IV (Park et al., 2008). Es posible diferenciar que
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luego de la administracion oral de FFC los valores de Cmax y AUC de FFC-a son inferiores
a los obtenidos luego de la administracion IV de FFC, lo cual es esperado debido a las
mayores interferencias en el proceso de absorcion que se observan luego de la

administracién oral de un farmaco (Park et al., 2008).

Por otra parte, al estudiar la persistencia de residuos de FFC-a en tejidos de ovinos, se
describen vidas medias en los diferentes tejidos de 10,3 dias en higado; 14,8 dias en

masculo; 7,7 dias en rifdn y 15,6 dias en grasa (Lane et al., 2007).

2. RESPUESTA INFLAMATORIA AGUDA EN ENFERMEDAD.

2.1 Caracteristicas y componentes fisiolégicos de la RIA.

El organismo animal se ve enfrentado a la amenaza de distintos agentes patégenos que
pueden causar desde un pequefio dafo, hasta complejas enfermedades e incluso la
muerte. Para hacer frente a la enorme variedad de microorganismos infecciosos
presentes en el medio ambiente los animales deben valerse de su sistema inmunolégico,
el cual es de vital importancia para proteger al organismo y evitar la ocurrencia de

multiples y letales infecciones que ocurririan de no estar este presente.

Dentro del sistema inmune, como primera linea de defensa frente a infecciones se
encuentra la respuesta inmune innata (Aderem y Ulevitch, 2000; Akira et al., 2006). Esta
es de accién temprana y participan distintos elementos celulares que conforman
mecanismos moleculares capaces de reconocer y atacar los agentes extrafios (Akira et
al., 2006; Cray et al.,, 2009). La inmunidad innata permite montar una respuesta

defensiva rapida e inmediata, donde participan células sanguineas de la serie blanca
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como neutréfilos y macréfagos que fagocitan y destruyen los patégenos y pueden al
mismo tiempo sintetizar una amplia variedad de mediadores inflamatorios como
citoquinas (Aderem y Ulevitch, 2000). Otros componentes celulares que participan de la
inmunidad innata son las células dendriticas, mastocitos, eosindfilos y células natural
killer (NK) (Turvey et al., 2010), ademas de barreras fisicas del organismo, sistema del
complemento y receptores tipo-Toll, que contribuyen a prevenir las infecciones y eliminar

los potenciales patégenos (Cray et al., 2009).

Como componente del sistema inmune innato de defensa temprana se encuentra la
respuesta de fase aguda (RFA), que corresponde a una etapa del proceso inflamatorio,
(Peatman et al., 2007; Cray et al., 2009), que puede ser originada por diferentes
estimulos como trauma, estrés, neoplasia, infecciones o inflamacion (Carroll et al., 2009;

Cray et al., 2009), formando parte de una respuesta inflamatoria aguda (RIA).

En presencia de dafio tisular, inflamacion o invasién de microorganismos patégenos, en
los mamiferos ocurren un conjunto de cambios fisiol6gicos y metabdlicos (Van Miert,
1995; Peatman et al., 2007) con la finalidad de reestablecer la homeostasis y promover
la curacién del organismo, eliminando la causa de su alteracion (Ebersole y Cappelli,
2000; Cray et al.,, 2009). Estos cambios, se establecen de manera temprana e
inespecifica frente a una herida o infeccion, protegiendo contra elementos bacterianos
como endotoxinas (Ebersole y Cappelli, 2000). Entre las caracteristicas y cambios
fisiologicos y metabdlicos que ocurren en la RIA se encuentran: fiebre, leucocitosis con
neutrofilia, disminucion de los niveles sanguineos de fierro, zinc y cobre, incremento de
la gluconeogénesis, incremento del catabolismo proteico muscular e induccion de la

sintesis de proteinas de fase aguda (Ebersole y Cappelli, 2000; Cero6n et al., 2005;
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Carroll et al., 2009). También se produce letargia, disminucién del comportamiento
agresivo y social, inapetencia, inhibicién de la funcién gastrica, taquicardia (Van Miert,
1995; Carroll et al., 2009) y cambios en el flujo sanguineo a varios érganos (Van Miert,
1990). Ademas, la RIA se caracteriza por activacion del sistema del complemento y vias
de la coagulacién, disminuciéon del conteo de eritrocitos, aumento del niamero de
plaquetas circulantes y activacion de linfocitos (Van Miert, 1995; Ebersole y Cappelli,
2000). La intensidad de estos efectos puede variar dependiendo del tipo de
microorganismo invasor o de la toxina bacteriana que haya sido administrada de forma

experimental (Van Miert, 1995; Freire y Van Dike, 2013).

Los macrofagos tisulares son considerados las células que comdnmente inician la
respuesta inflamatoria aguda a través de la estimulacion directa y secrecion de variados
factores de comunicacion celular (Ebersole y Cappelli, 2000). Sin embargo, también
participan otros tipos celulares como leucocitos polimorfonucleares, plaguetas, linfocitos
T, células endoteliales y fibroblastos (Koj, 1996). Los leucocitos circulantes juegan un rol
crucial en el inicio de la RIA en todas las enfermedades relacionadas con la sepsis
(Salvesen et al.,, 2016). Los macréfagos activados liberan una amplia variedad de
mediadores, dentro de los que se encuentran radicales libres, especies reactivas del
oxigeno (peroéxido, éxido nitrico), derivados lipidicos (prostaglandina E2, tromboxano A2,
factor activador de plaquetas) y diversas proteinas reguladoras conocidas como
citoquinas (Koj, 1996). Las citoquinas incluyen moléculas de diversa naturaleza como
interleuquinas, interferones y factores de crecimiento y diferenciacion, ademas de las
quimioquinas, que cumplen la funcion quimiotéctica de controlar la migracién de distintas
células del sistema inmune (neutréfilos, monocitos, macrofagos y linfocitos) al sitio de
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infeccion, sin embargo, pueden agruparse bajo una definicion comin de proteinas
solubles, no inmunoglobulinas, liberadas por células del hospedador que actian de
manera no enzimatica en concentraciones de picomolar a hanomolar, para regular la
funcion celular del hospedador (Koj, 1996; Tisoncik et al., 2012). Estos compuestos, son
polipéptidos o glicoproteinas de bajo peso molecular secretadas por leucocitos y otras

células en respuesta a diversos estimulos (Gomes et al., 2016).

En este proceso puede ocurrir en primer lugar, una reaccion localizada que se manifiesta
en forma de inflamacién aguda, mientras que la reaccion sistémica incluye alteraciones
de tipo metabdlicas y endocrinas, las cuales se evidencian por medio de fiebre,
leucocitosis y una reorganizacion importante de la sintesis de proteinas de fase aguda
(Koj, 1996). Generalmente, la respuesta inflamatoria aguda tiene un caracter beneficioso
al contribuir a restablecer la homeostasis que fue alterada por el dafio, y asi tratar de
remover la causa de ésta (Ebersole y Cappelli, 2000). Sin embargo, puede llegar a ser
perjudicial, si la liberacion de mediadores inflamatorios es excesiva, pudiendo causar
dafio o incluso tener efectos letales a través del shock séptico (Koj, 1996) o sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) (Balk, 2014).

2.2 Rol de las citoquinas proinflamatorias en la RIA.

Un rol crucial dentro de la RIA lo cumplen las citoquinas, ya que estan involucradas en
la respuesta del organismo hospedador frente a la infeccion. La produccién y liberacion
de las citoquinas proinflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interferones (IFNs) e interleuquinas (ILs), desencadenan los efectos sistémicos que

conforman la RIA (Van Miert, 1995; Monshouwer et al., 1996). Especificamente, se han
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identificado como citoquinas pirégenas, dentro de las cuales se encuentran
interleuquinas, interferones y factor de necrosis tumoral. Estas citoquinas son derivadas
de las células reticuloendoteliales y fagocitos. Una vez liberadas a la circulacion estas
citoquinas pirégenas viajan desde sitios periféricos de infeccion, inflamaciéon o dafio,
hacia estructuras cerebrales, como el centro termorregulador del hipotdlamo para iniciar

la fiebre (Van Miert, 1990; Evans et al., 2015).

Las citoquinas pueden clasificarse de diferentes formas, una de ellas es la clasificacion
en tres grupos: A) citoquinas proinflamatorias: TNF-a, interleuquina 1 (IL-1), interferon-
Y, € IL-8, las que inician o amplifican la cascada de eventos; B) citoquinas del tipo
interleuquina-6: IL-6, IL-11, factor neurotréfico ciliar y cardiotrofina-1, responsables de
las principales caracteristicas sistémicas de la respuesta inflamatoria aguda en diversos
tejidos y C) citoquinas antiinflamatorias que regulan a la baja la respuesta inflamatoria
aguda (IL-10, IL-4, IL-13 y factor de crecimiento transformante ) (Ebersole y Cappelli,

2000).

Las citoquinas participan induciendo efectos locales y sistémicos, a nivel local las
citoquinas potencian el proceso inflamatorio mediante la induccién de enzimas como la
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la, 6xido nitrico sintetasa (NOS). La enzima COX-2 media la
transformacion del acido araquidonico en prostaglandinas como prostaglandina E2
(PGEy), prostaciclina 12 (PGI,) y en tromboxanos (TXA), mientras que NOS induce la
produccion de 6xido nitrico, el cual causa dafio celular generando un ambiente oxidativo
(Moses y Bertone, 2002). Por otro lado, la respuesta sistémica se manifiesta con fiebre,
leucocitosis, niveles incrementados en circulacion de distintas citoquinas, activacion de

las vias de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa, asi como la activacion del complemento y
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coagulacién (Koj, 1998; Cray et al.,, 2009; Cavaillon, 2018). La liberacion de las
citoquinas proinflamatorias, ademas de estimular la aparicibn de la RIA, altera
rapidamente la sintesis de proteinas de fase aguda en el higado, como sera descrito

mas adelante (Koj, 1998; Peatman et al., 2007).

Por otra parte, si se consideran otros mediadores moleculares, la RIA es desencadenada
por la aparicion de compuestos intermediarios reactivos del oxigeno y otros radicales
libres, cambios en la osmolaridad, pH y contenido iénico de las células que activan
proteinas kinasas sensibles a estos estimulos en macréfagos y otras células (Koj, 1998;
Closa y Folch-Puy, 2004). Radicales libres del oxigeno participan en la activacion de
factores nucleares como NF-kB, el que induce la sintesis de citoquinas, en fases iniciales
de una respuesta inflamatoria sistémica. En fases mas tardias pueden activarse células
endoteliales debido a la interaccion entre radicales libres y citoquinas, promoviendo la
sintesis de mediadores inflamatorios y moléculas de adhesion. Los radicales libres
también pueden causar dafio celular y eventual muerte de las células, como lo que

ocurre en un SRIS (Closa y Folch-Puy, 2004).

Por otro lado, en afios mas recientes se ha descrito un término que involucra a las
citoquinas llamado “tormenta de citoquinas” del inglés cytokine storm, el cual hace
referencia a un sistema inmune y una respuesta inflamatoria descontrolada, donde
ocurre la liberacion excesiva de distintas citoquinas como interferones (IFN-a, IFN- e
IFN-y), interleuquinas (IL-1a, IL-183, IL-8, IL-2, IL-6), quimioquinas (CCL2, CXCL10,
CXCL9y CCL4), factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),

y TNF-a (Tisoncik et al., 2012). Dentro de las citoquinas liberadas durante una tormenta
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de citoquinas se ha dado especial importancia a IL-6, ya que el exceso de liberacion de

ella se ha asociado con desarrollo de SRIS (Aliyu et al., 2022).

Estas tormentas de citoquinas se asocian con distintas enfermedades infecciosas y no
infecciosas, dentro de las cuales se encuentran infecciones virales como influenza y el
sindrome de disfuncién organica multiple. En la patogenia de esta tormenta de citoquinas
la inflamacién comienza a nivel local y se expande por el organismo a través de la
circulacion, pudiendo generar dafio severo a 6rganos como dafio agudo al pulmén
(Tisoncik et al., 2012), describiéndose incluso en el sindrome respiratorio agudo severo

causado por coronavirus tipo 2 (SARS-CoV-2) (Hu et al., 2021).

La tormenta de citoquinas también puede generarse a causa de infecciones severas, en
sitios como el tracto gastrointestinal, sistema urinario, sistema nervioso central o
articulaciones, y ocurre mediante mecanismos mediados por una desregulacion en las
respuestas transcripcionales e hiperreactividad de receptores tipo TLR, que recaen en

la sobreproduccién de citoquinas (Tisoncik et al., 2012, Cavaillon, 2018).

2.3 Funcion de proteinas de fase aguda en RIA.

En la RIA el organismo responde incrementando la produccién hepética de proteinas de
fase aguda (PFA), las que luego son liberadas a la circulacién. Esta sintesis se encuentra
regulada principalmente por citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1 y TNF-a
(Eckersall, 2004; Cer6n et al.,, 2005; Bagga et al.,, 2016). Las PFA son proteinas
sanguineas sintetizadas mayormente por los hepatocitos, como parte de la RIA, y varian
Sus concentraciones en respuesta al estado inflamatorio en los animales (Cray et al.,

2009; Bagga et al., 2016).
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El incremento en las concentraciones plasmaticas de las PFA en el sitio del dafio tiene
un rol fundamental en el proceso de recuperacion de una herida o lesién. Estas proteinas
cumplen importantes funciones en la inhibicién de proteasas extracelulares, coagulacion
sanguinea, fibrinolisis, modulacion de la funcion inmune celular, neutralizacion y
clearance de componentes dafinos de la circulacién (Ebersole y Cappelli, 2000; Cray,
2012). Las PFA participan del restablecimiento de la homeostasis posterior a una
infeccién o inflamacién, contribuyendo a limitar el crecimiento microbiano (Murata et al.,
2004), esto incluye funciones hemostaticas (como el fibrindbgeno), propiedades
antitromboticas (glicoproteina acida- a1) y antiproteoliticas (a2-macroglobulina,
antitripsina-a1) (Ebersole y Cappelli, 2000). La proteina C-reactiva posee funciones
fagociticas y microbicidas (Ebersole y Cappelli, 2000), y puede estimular la eliminacion
de patdégenos mediante opsonizacion y activacién del sistema del complemento

(Schroedl et al., 2003).

Las PFA tienen utilidad para el diagndstico y pronéstico de distintas enfermedades en
humanos y también en animales (Murata et al., 2004; Cray et al., 2009). Una de las
principales PFA es la proteina C- reactiva (PCR) y fue la primera identificada, a
comienzos de la década de 1930, en la sangre de humanos y primates no humanos
infectados con Streptococcus pneumoniae. Hasta el dia de hoy la PCR se mantiene
como un indicador de gran interés en humanos, donde actia como marcador de
infeccion, enfermedades autoinmunes, trauma, malignidad y necrosis (Cray et al., 2009).
También se utiliza como referencia en experimentacion animal y medicina veterinaria,
por su funcién activadora de la respuesta inmune innata y respuesta inflamatoria
(Eckersall y Bell, 2010). A nivel experimental puede utilizarse para evaluar los efectos de
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agentes antiinflamatorios o antibiéticos en modelos de inflamacién sistémica (Saco y
Bassols, 2023). Sus concentraciones séricas aumentan de manera pronunciada y rapida
en respuesta a una infeccién o dafio tisular (Ulutas y Ozpinar, 2006), por lo cual puede
considerarse como biomarcador de utilidad en diagndstico y pronéstico clinico (Eckersall

y Bell, 2010; Cray, 2012).

La RIA puede desencadenar variaciones en los niveles de mas de 200 proteinas, las que
pueden agruparse como PFA positivas o PFA negativas (Cray et al., 2009). En la mayoria
de las especies animales la albumina es la principal PFA negativa, la cual reduce sus
concentraciones sanguineas durante la RIA. Las PFA positivas son aquellas que
incrementan sus niveles sanguineos durante la RIA como la PCR y la a2-macroglobulina

(Cray et al., 2009).

Las PFA también pueden clasificarse de acuerdo con la magnitud de su incremento
durante la RIA, en mayores, moderadas y menores (Cray et al., 2009). Las PFA mayores
incluyen la PCR, a2-macroglobulina y amiloide sérico A, estas aumentan sus niveles
entre 10 y mas de 100 veces; las PFA moderadas incrementan entre 2 y 10 veces su
valor basal y entre ellas podemos encontrar la haptoglobina, fibrindgeno y a1-antitripsina;
por ultimo, las PFA menores incrementan solo levemente su valor y entre ellas se
encuentra la ceruloplasmina y el componente C3 del complemento (Ebersole y Cappelli,

2000; Cray et al., 2009).

En rumiantes, las principales PFA son la haptoglobina y amiloide sérico A, siendo
consideradas como proteinas mayores en bovinos y ovinos. Entre las proteinas

moderadas en bovinos se encuentran la glicoproteina acida—a1, PCR y fibrinégeno
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(Carroll et al., 2009; Cray et al., 2009), mientras que, en ovinos, dentro de las PFA
moderadas destacan la glicoproteina acida—a1 y PCR (Cray et al., 2009). En conejos,
las principales PFA mayores son haptoglobina y amiloide sérico A, y entre las PFA
moderadas destacan glicoproteina acida—a1, proteina C-reactiva y fibrinbgeno (Syin et

al., 1986; Cabana et al., 1989; Cray et al., 2009).

2.4 Cambios fisiologicos durante la RIA.

Los cambios fisiol6gicos que ocurren durante la patogenia de la RIA son gatillados por
la liberacion de IL-1, IL-6 y TNF-a desde células inflamatorias, como macréfagos, y en
menor grado por neutréfilos, constituyendo una reaccién inflamatoria a nivel local
inicialmente (Paltrinieri, 2008). Estas citoquinas inducen fiebre, leucocitosis y liberacion
de PFA a la circulacién sistémica (Paltrinieri, 2008; Cray, 2012). La inflamacién inicial
actia como un mecanismo de defensa siendo una de las principales reacciones
generadas frente a una injuria (Witkamp y Monshouwer, 2000). Esta respuesta
inflamatoria local se inicia con la liberacion de varios mediadores solubles como
sustancia P, histamina, serotonina, prostaglandinas, entre otros, a partir de varios tipos
celulares activados por los microorganismos patdégenos (Witkamp y Monshouwer, 2000;
Blatteis, 2006). Estos mediadores causan cambios en la permeabilidad vascular local,
produciéndose la entrada de factores circulantes solubles hacia el espacio extravascular
(Blatteis, 2006; Freire y Van Dyke, 2013). Entre estos factores se encuentran
inmunoglobulinas, componentes del complemento y de sistemas fibrinoliticos que se
activan al estar en contacto con los patdgenos y sus componentes como LPS en el sitio
inflamatorio. Sus derivados activos como bradiquinina o componente C del complemento

reclutan a fagocitos mononucleares como neutrofilos y macréfagos tisulares que ejercen
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fagocitosis y liberan citoquinas y otros mediadores como leucotrienos que incrementan
el proceso inflamatorio (Blatteis, 2006; Freire y Van Dyke, 2013). Estos efectos se ven
aumentados por otros compuestos como enzimas proteoliticas y especies reactivas del
oxigeno. Al mismo tiempo actuan factores reguladores como IL-4, IL-6 y IL-10, y TGF-8
que cumplen el rol de controlar la respuesta aguda. Si el estimulo infeccioso persiste, los
mediadores drenan desde el area inflamada mediante los vasos linfaticos y sanguineos,
y los efectos inflamatorios locales se extienden a todo el organismo originando la RIA

(Witkamp y Monshouwer, 2000; Blatteis, 2006).

Ocurre también una reaccion febril, que se considera como el signo mas caracteristico y
manifiesto de la RIA, que corresponde a una respuesta del hospedador frente a la
invasion de microorganismos patdgenos y no patdgenos, y le otorga el sello distintivo a
la infeccidn (Blatteis, 2006; Roth y Blatteis, 2014). La fiebre endotoxémica esta regulada
por factores enddgenos que entregan sefiales pro y antipiréticas, desde la periferia hacia

estructuras cerebrales (Blatteis, 2006).

En el modelo clasico de patogenia de la fiebre su induccién es mediada por la liberacion
de citoquinas pirdgenas como TNF, IL-1, IL-6 e interferones a la circulacién sanguinea
en respuesta a pirégenos exégenos (Netea et al., 2000). Estos mediadores actian a
nivel de la lamina terminal en el sistema nervioso central induciendo la sintesis de
prostaglandinas que son los mediadores centrales de la respuesta que conduce a la
fiebre y conducen a la elevacion de la temperatura corporal (Netea et al., 2000). Esta
alza de la temperatura corporal es de utilidad para inhibir el crecimiento bacteriano,
incrementar la actividad bactericida de macréfagos, estimular la sintesis de proteinas de

fase aguda, todo lo cual tiene un importante rol adaptativo en la sobrevivencia del
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hospedador frente a una infeccion (Saper y Breder, 1994; Netea et al., 2000). Sin
embargo, actualmente se conocen otros mecanismos mediante los cuales se genera el
proceso febril, los cuales pueden originarse por mdltiples vias que involucran a
citoquinas, como la produccion local de citoquinas que estimulan sefiales de fibras
vagales o la liberacién local de citoquinas en el hipotdlamo por monocitos circulantes

(Netea et al., 2000).

También se describen otras formas mediante las cuales se genera la fiebre en el
organismo en respuesta a la invasion de bacterias gram-negativas, en donde las
citoquinas actian de manera mas tardia en la generacion de la fiebre. De esta manera
nuevas evidencias indican que la respuesta febril se inicia con la llegada al higado de
los patégenos, especificamente a las células de Kupffer, donde activan la cascada del
complemento generando el componente 5a (Roth y Blatteis, 2014). Esto estimula a que
las células de Kupffer liberen rapidamente prostaglandinas (PGE2), las que pueden ser
transportadas por la circulacién hasta el area preoptica-anterior del hipotalamo (POA)
donde se ubica el locus del centro termorregulador (Blatteis, 2006). En otra via de
generacion de fiebre, las PGE2 generadas por las células de Kupffer también pueden
activar fibras aferentes vagales hepaticas que se proyectan al bulbo raquideo y de ahi
hasta el POA, via el haz noradrenérgico ventral. La norepinefrina generada estimula
adrenoreceptores alfa-1 en neuronas termoreguladoras lo que causa un aumento inicial
de la temperatura interna. Esta via neural en la generacion de fiebre es mas rapida que
la activada por las PGE2 en el hipotalamo, por lo que la elevacién de PGE2 en el POA
ocurre mas tarde generado un alza secundaria en la temperatura corporal interna
(Blatteis, 2006; Roth y Blatteis, 2014).
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Entre otros cambios fisiolégicos que ocurren en la RIA, se encuentran importantes
cambios hematoldgicos y en la bioquimica sanguinea. En bovinos cursando una RIA
inducida por el LPS de E. coli se observé leucopenia seguida por leucocitosis,
trombocitopenia, hipocalcemia, hipoferremia e hipozinquemia seguida de
hiperzinquemia. Estos parametros sufrieron importantes variaciones individuales entre

los bovinos en estudio (Jacobsen et al., 2005).

Los cambios en la serie blanca como leucocitosis ocurren debido a la liberacion de
células desde el pool marginal del endotelio vascular (Paltrinieri, 2008). Esto ocurre por
la estimulacién que ejercen las citoquinas sobre el eje hipotalamo-hipdfisis- glandula
adrenal, que deriva en la produccién de cortisol. El cortisol causa el aumento del nUmero
de leucocitos circulantes al producir una disminucién de la adherencia al endotelio de
leucocitos maduros pertenecientes al pool marginal, los que se liberan y entran a la
circulacion (Paltrinieri, 2008). También puede ocurrir incremento de los leucocitos en
circulacion debido a la activacion de la mielopoiesis a nivel de médula 6sea, inducida por
TNF-a e IL-1, lo que ocurre de manera mas tardia, pero generando niveles mas

duraderos en la circulacion sanguinea (Paltrinieri, 2008; Schultze et al., 2019).

En ovinos que cursan una RIA inducida por LPS se ha observado que ocurre un aumento
del volumen globular a las 2 y 4 h posterior a la administracion de LPS (Yates et al.,
2011), contrariamente a la disminucién de los niveles de eritrocitos que se describe
comunmente en la RIA (Ebersole y Cappelli, 2000). Este aumento se atribuye a la
contraccion esplénica que ocurre durante la RIA que libera eritrocitos a la circulacion

sanguinea (Yates et al., 2011). En conejos se describe aumento del recuento sanguineo
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de leucocitos al inducir RIA mediante la inyeccion IV de IL-6, ademas de una disminucién

de los niveles sanguineos de hierro y zinc (Sakata et al., 1991).
En la Figura 3 se resume la fisiologia de la RIA.

Trauma- Infeccion-Estrés- Neoplasia-Inflamacion- Necrosis
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Estimulo de macréfagos, fibroblastos y células endoteliales:

Reaccion local

Produccion y liberacion citoquinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-6,

TNF-a

Higado- Hepatocitos- Modulacién de la sintesis de proteinas
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Figura 3. Resumen de la fisiologia de la respuesta inflamatoria aguda. Fuente: Extraido
y modificado de Ebersole y Cappelli (2000) y Cray et al. (2009).
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2.5 Funcion del lipopolisacéarido en la Respuesta Inflamatoria Aguda.

El LPS es un componente bacteriano presente en microorganismos patégenos que
estimula la respuesta inmune innata (Aderem y Ulevitch, 2000). El LPS forma parte de
los denominados patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPSs) (Aderem y
Ulevitch, 2000; Janeway y Medzhitov, 2002), y es el principal componente de las
bacterias gram-negativas que activa el sistema inmune innato, ejerciendo un profundo
efecto sobre él, activandolo a concentraciones bajo 1nM (Aderem y Ulevitch, 2000). EL
LPS al diseminarse en la circulacién sanguinea causa fiebre, coagulacién intravascular
diseminada, estrés oxidativo, hipotension, falla organica mdultiple, y en casos mas

severos puede ocasionar shock séptico y la muerte (Elmas et al., 2008).

El LPS es un componente de la membrana externa de bacterias gram- negativas y ha
sido utilizado en modelos experimentales para inducir un modelo de inflamacién local o
generar un modelo de endotoxemia sistémica (Monshouwer et al., 1996; Lu et al., 2008).
Mas aun, el LPS es el agente inductor de fiebre que ha sido utilizado mas frecuentemente
en experimentacion para caracterizar los procesos fisiolégicos, inmunolégicos y
neuroendocrinos que subyacen tras la manifestacion de la respuesta febril (Roth y

Blatteis, 2014).

Mediante la administracion de LPS es posible generar un modelo reproducible y
controlado que permite estudiar los efectos de la RIA sobre la disposicion plasmatica y
metabolismo de distintos farmacos (Monshouwer et al., 1996; Rao et al., 2000), en
adicion a esto, el modelo de fiebre inducido por el LPS de E. coli ha sido reconocido por

la Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos (EMA) como un método

41



aceptable para el estudio del efecto antipirético de antiinflamatorios no esteroidales (De

Boever et al., 2010).

La estructura del LPS consiste tipicamente en un dominio hidrofébico conocido como
lipido A (o endotoxina), un nucleo o “core” de oligosacarido y un polisacarido distal o
antigeno O (Raetz y Withfield, 2002). El lipido A es la estructura que le otorga su funcién
biolégica al LPS y es capaz de inducir signos de inflamacion al ser administrado en

animales (Galanos et al., 1985; Raetz y Withfield, 2002; Roth y Blatteis, 2014).

En la Figura 4 se muestran los distintos componentes que conforman el LPS.

CADENA 0 ESPECIFICA 0 ANTIGEND O CORE CORE LIPIDO A MEMBRANA

| EXTERRNCY INTERRD | BACTERIANA

LOS

LPS

Figura 4. Estructura general del lipopolisacarido. Fuente: Extraido de Hurtado e Iregui,
2010.

2.6 Mecanismo de accion del LPS.

Al entrar el LPS al torrente sanguineo y liberarse de la bacteria como consecuencia de

la multiplicacion o lisis, este entra en contacto con varias proteinas del organismo
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hospedador, entre las que destacan la proteina de unién a LPS (LBP; LPS binding
protein) y los receptores CD14 (Cluster of differentiation 14), TLR4 (Toll-like receptor-4)
y proteina adaptadora de diferenciacién mieloide 2 (MD-2) (Lu et al., 2008). La proteina
soluble LBP cumple el rol de capturar al LPS y formar el complejo LPS-LBP, facilitando
la asociacion del LPS con el receptor CD14, el cual se ubica en la superficie de
macréfagos, monocitos, polimorfonucleares y células endoteliales o en forma soluble
(Witkamp y Monshouwer, 2000; Akira et al., 2007; Lu et al., 2008). CD14 no posee
dominio intracitoplasmatico y su funcién principal es transferir el LPS al complejo
encargado de su reconocimiento formado por TLR4 y MD-2 (TLR4/MD-2) (Hurtado e
Iregui, 2010). El TLR4 es una proteina transmembrana denominada como receptor de
reconocimiento de patrones (PRR) (Rosadini y Kagan, 2017). La MD-2 es una proteina
soluble que se asocia con el receptor TLR4 para llevar a cabo la transduccién de sefales
inducida por LPS (Hurtado e Iregui, 2010), una vez formado el complejo LPS-TLR4/MD2
el TLR4 experimenta una oligomerizacion y recluta a proteinas celulares que poseen
dominios TIR (receptor toll de interleuquina -1) (Lu et al., 2008). Estos dominios TIR son
criticos para la transduccion de sefales por parte de TLR4 y median las interacciones
proteina-proteina entre el TLR4 y las proteinas adaptadoras de transduccién de sefiales
del LPS. Entre estas proteinas adaptadoras que contienen dominios TIR se encuentran
MyD88 (proteina de diferenciacion mieloide) y TRIF (proteina adaptadora asociada al
dominio TIR inductora de interferdn) (Lu et al., 2008). Las vias de transduccién mediadas
por el complejo LPS/TLR4 se denominan como dependiente de MyD88, e independiente
de MyD88 o también conocida como dependiente de TRIF (Lu et al., 2008; Hurtado e

Iregui, 2010). Ambas coinciden en la activacion del factor de transcripcion nuclear NF-

43



KB, el cual cumple un rol clave en la activacion de genes proinflamatorios, como los que
codifican para las citoquinas TNF-a y IL-18 (Van Miert, 2002; Lu et al., 2008) si fue
activada la via de MyD88, y en la activacion de genes que codifican para interferones

tipo | si fue activada la via de TRIF (Lu et al., 2008) (Figura 5).

LPS

LEP

CcD14

MyD88 TRIF

N/

NF-kp

Citoquinas / \ Interferones

pro-

tipo |
inflamatorias P

Figura 5. Esquema general del mecanismo de accion del LPS. Fuente: Extraido y
modificado de Lu et al., 2008.

2.7 RIA 'y su efecto sobre la farmacocinética.

Por més de 40 afios diversos estudios han generado antecedentes que indican que la
farmacocinética de los farmacos se ve alterada en presencia de un estado patolégico
que involucre una infeccién o inflamacion, y que la capacidad del organismo para
procesar y metabolizar los farmacos bajo esta condicion se ve disminuida (Renton, 2004,

Renton, 2005; Aitken et al., 2006; Morgan et al., 2008).
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En presencia de una RIA inducida por LPS pueden ocurrir alteraciones a nivel de la
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de farmacos. En cuanto a la absorcién,
se puede ver afectada por la ocurrencia de diarrea e hipotension que pueden estar
presentes en una RIA. La distribucion de farmacos puede alterarse por incremento de
los niveles de proteinas plasmaticas como proteinas de fase aguda o disminucion de la
albdmina. También pueden ocurrir variaciones en la excrecion renal de farmacos, debido
a la disminucién del flujo sanguineo renal y disminucion de la tasa de filtracion

glomerular, que pueden presentarse en una RIA (Yang y Lee, 2008).

Respecto a las alteraciones en el metabolismo de farmacos, estas ocurren por una
alteracion en la expresion y actividad de las enzimas del CYP450 que tiene lugar bajo
un estado infeccioso o inflamatorio (Renton, 2005; Morgan et al., 2008). Esta regulacion
a la baja de enzimas metabolizadoras y proteinas transportadoras de farmacos ocurre a
nivel de la transcripcion génica, donde la actividad de factores de transcripcion como NF-
KB, causa una regulacién a la baja o downregulation de la mayoria de los genes P450
(Renton, 2004; Morgan et al., 2008). La regulacién de la expresién de genes CYP450
hepaticos en inflamacion e infeccién se ha atribuido a los efectos de las citoquinas

proinflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-a, e IFNa o y (Aitken et al., 2006).

En la Figura 6 se muestra como las citoquinas proinflamatorias modulan la funcién de
distintos factores de transcripcion nuclear a nivel hepatico, que regulan a la baja la
expresion de los genes del CYP450 y en consecuencia la actividad de las enzimas que
estos codifican. La produccion de citoquinas también activa la 6xido nitrico sintetasa 2
(NOS2) para que forme éxido nitrico (NO) el cual puede inhibir directamente la actividad

enzimatica del CYP450 (El-Kadi et al., 2000; Morgan et al., 2008).
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Figura 6. Vias en la reduccion del metabolismo de farmacos durante infeccion e
inflamacién. Fuente: Extraido y modificado de Morgan et al., 2008.

En consecuencia, a esta regulacion a la baja de los genes del CYP450 y la disminucion
en la actividad y expresion de las enzimas correspondientes, el metabolismo y clearance
de los farmacos puede verse disminuido lo que traer& como consecuencias una
elevacion de los niveles plasmaticos y posibles reacciones adversas y de toxicidad.
Ademas, durante el estado inflamatorio el proceso de distribucion de los farmacos
también puede verse alterado (Kume y Garg, 1986; Renton, 2004; Aitken et al., 2006;

Yang y Lee, 2008). Esto es valido para la farmacocinética de FFC, ya que por ser éste
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un sustrato de CYP450, en una condicion de RIA su metabolismo podria verse
disminuido y existir por lo tanto variaciones importantes en las concentraciones
plasmaticas de este antibiotico que es preciso considerar al administrar los tratamientos

antimicrobianos.

La administracién de LPS es el modelo de inflamacién que mas extensamente se ha
estudiado y la reduccién en la capacidad de biotransformacion de farmacos, en
respuesta a un estimulo inflamatorio inducido por LPS ha sido observada tanto en
cultivos celulares como en modelos animales (Morgan, 1997; Renton, 2004). En cerdos
tratados con cinco dosis repetidas de 17 pg/kg cada 1 h de LPS de E. coli, se observa
que a las 24 h posteriores se produce una disminucion significativa de la actividad de las
enzimas del CYP450 y de la cantidad total de CYP450 (Monshouwer et al., 1996). En
conejos, Saitoh et al. (1999), estudiaron un modelo de RIA inducida por la administracion
de LPS de E. coli en la misma dosis utilizada por Monshouwer et al. (1996), y observaron
una reduccion en el contenido total de CYP y en la actividad enziméatica CYP450,

disminuyendo asi el metabolismo hepatico mediado por CYP450.

Considerando lo anterior el LPS ha sido utilizado ampliamente para generar un modelo
de RIA en diferentes especies animales como bovinos (Kumar y Malik, 2003), ovinos
(Kabaroff et al., 2006), conejos (Ladefoged, 1977; Elmas et al., 2006; Elmas et al., 2008),
cabras (Kume y Garg, 1986; Rao et al., 2000), cerdos (Post et al., 2003), pollos (De
Boever et al., 2010), ratas (Goralski et al., 2003) y ratones (Hu et al., 2013) lo cual ha
permitido estudiar su efecto sobre la farmacocinética de diferentes farmacos (Tabla 2).
En estos modelos se han evidenciado cambios significativos en la farmacocinética de

distintos medicamentos al comparar con animales sanos, los que incluyen cambios en
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los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion. En conejos se ha
observado que existe un mayor volumen de distribucién de trimetoprim en los animales
endotoxémicos (Ladefoged, 1977), también ocurre una disminucion del clearance de
enrofloxacino asociado a un aumento del AUCo. en conejos tratados con LPS (Elmas et

al., 2006).

Los diferentes resultados indican que los efectos de la respuesta inflamatoria aguda
sobre la farmacocinética de los farmacos dependen de factores como las propiedades
fisicoguimicas que éstos posean y también de las distintas especies animales donde

ocurre la RIA (Kumar y Malik, 2003).

Tabla 2. Modelos de RIA en distintas especies animales para estudio de la
farmacocinética de diferentes farmacos.

Especie Farmaco Referencia

Bovinos (terneros) Oxitetraciclina Kumar y Malik, 2003

Cabras Cloranfenicol Kume y Garg, 1986

Enrofloxacino Rao et al., 2000

Cerdos Enrofloxacino Post et al., 2003

Conejos Trimetoprim Ladefoged, 1977

Enrofloxacino

Flunixin meglumine

Elmas et al., 2006

Elmas et al., 2008

Ratas

Digoxina

Goralski et al., 2003

Fuente: Elaboracion propia.
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3. ROL CITOCROMO P450 (CYP450) EN METABOLISMO DE FARMACOS

El complejo enzimético de monooxigenasas del CYP450 cumple un rol fundamental en
el metabolismo de farmacos y compuestos enddgenos, siendo probablemente el grupo
de enzimas mas importantes del metabolismo oxidativo en mamiferos y que tiene
capacidad para metabolizar maltiples sustratos (Fink-Gremmels, 2008; Liptrott et al.,
2009; Maté et al., 2015). Se localiza principalmente a nivel hepatico, pero también esta
presente en diversos tejidos como la mucosa del tracto gastrointestinal, en rifion y
pulmén (loannides, 2006; Liptrott et al., 2009; Lake y Price 2013). Las principales familias
del CYP450 que estan involucradas en el metabolismo de farmacos y xenobiéticos son
CYP1, 2, 3y 4 (Maté et al., 2015), sin embargo, la subfamilia CYP3A es de particular
relevancia para el metabolismo de la mayoria de los farmacos utilizados en humanos y

animales (loannides, 2006).
3.1 Variaciones del citocromo P450 entre especies

Los antecedentes indican que existen amplias variaciones en el sistema del CYP450
entre las distintas especies animales (Dalvi et al., 1987; Nebbia et al., 2003; Toutain et
al., 2010). Diversos estudios han investigado las diferencias entre especies animales
respecto a la actividad de las enzimas del CYP450, principalmente en cuanto al ser
humano y roedores de laboratorio (Boogards et al., 2000); sin embargo, la evidencia
respecto de la actividad del CYP450 en especies de interés en medicina veterinaria es
mucho mas escasa (Fink-Gremmels, 2008). Se considera que en general no es posible
establecer relaciones entre caracteristicas fisiologicas de los animales como ser una

especie herbivora o carnivora; o si se trata de un rumiante 0 monogastrico, con la
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actividad del CYP450 por lo que se requiere de andlisis individuales para cada especie

para tener mayores antecedentes (Fink-Gremmels, 2008).

Se han estudiado las diferencias de actividad del CYP450 en preparados de higado en
distintas especies de produccion (Dalvi et al., 1987; Short et al., 1988; Nebbia et al.,
2003; Szotakova et al., 2004). En el estudio de Dalvi et al. (1987) se observaron
diferencias significativas entre ovinos y conejos respecto a la cantidad de CYP450
microsomal y la actividad benzphetamina N-demetilasa, con valores mas altos en
conejos. Szotdkova et al. (2004) investigaron la actividad CYP450 en rumiantes como
bovinos, cabras y ovejas encontrando diferencias significativas en la mayoria de los
CYP450 analizados, con excepcion de la actividad hidroxilasa clorzoxazona que fue

similar en todas las especies.

Se ha demostrado que el contenido total de CYP450 en conejos es aproximadamente el
doble del observado en bovinos y ovejas (Watkins y Klaassen, 1986), siendo también
mayor al contenido de CYP450 en ratas, las que a su vez contaron con un 52% mas de
CYP450 que en cerdos (Watkins y Klaassen, 1986). En cuanto a la presencia de subtipos
de CYP, se ha documentado la actividad de la subfamilia CYP3A en conejos y en ovinos
(Liu et al., 2011). Nebbia et al. (2003) describen un alto contenido de CYP en conejos,
que es significativamente mayor en comparacién con otras especies como pollos broiler,
ratas y bovinos. La actividad desmetilasa sobre sustratos del CYP3A también se observo
mayor en conejos que en bovinos (Nebbia et al., 2003). Estos antecedentes explican las
diferencias en los promedios de MR% que han sido descritos para el metabolito FFC-a,

los que dan cuenta de diferencias en el metabolismo de FFC entre especies, como ha
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sido observado entre conejos y rumiantes, donde existen mayores MR% de FFC-a en

conejos respecto a ovinos (Park et al., 2007; Palma et al., 2011).

Una de las motivaciones para la medicina veterinaria y salud publica de conocer las
diferencias en el metabolismo de farmacos entre especies es poder caracterizar la
depleciéon de residuos farmacolégicos en tejidos comestibles (Fink-Gremmels, 2008;
Toutain et al., 2010). Estudiar estas diferencias también permite conocer la eficacia y
seguridad de los farmacos aplicados en distintas especies animales (Toutain et al.,

2010).

4. VARIACIONES FARMACOCINETICAS ENTRE ESPECIES

La farmacocinética en los animales puede presentar variaciones de acuerdo con
multiples factores, entre ellos segun las distintas especies (Toutain et al., 2010). Estas
variaciones se pueden observar en los distintos procesos farmacocinéticos como
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de los farmacos (Lin et al., 1995;

Toutain et al., 2010; Jerzsele, 2012).

El origen de las diferencias entre especies en la disposicidén de los farmacos es diverso
y refleja diferencias en los procesos fisioldgicos involucrados en el manejo de los
farmacos (Toutain et al., 2010). Por ejemplo, pueden existir diferencias entre especies
respecto a la fisiologia del tracto digestivo, donde lo més notable podria ser las
diferencias entre monogastricos y rumiantes, ya que en monogastricos el estbmago
juega un rol importante en la desintegracion y disolucion de formulaciones de
medicamentos, mientras que en rumiantes la presencia del reticulo-rumen tiene una

profunda influencia en el destino de los medicamentos debido a su enorme capacidad,
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lo que puede afectar la absorcién y tiempo medio de residencia de los farmacos
administrados via oral (Toutain et al., 2010; Jerzsele, 2012). También existen diferencias
entre las distintas especies respecto al tiempo de transito intestinal, superficie de
absorcion, solubilidad dependiente de pH, las que afectan al proceso de absorcion de

los farmacos (Lin et al., 1995).

Respecto a la distribucion, existen extensas diferencias entre especies respecto al
porcentaje de unién a proteinas plasmaéticas, lo que condicionara la distribucion de los
farmacos dentro del organismo, y también su eliminacién para los farmacos con bajo
clearance (Lin et al., 1995). Ademas, influiran en la distribucién las diferencias en

composicion corporal y contenido graso de las distintas especies (Jerzsele, 2012).

También se ha estudiado que existen diferencias en cuanto al metabolismo y excrecién
de farmacos entre conejos y rumiantes como bovinos y ovinos, los que se han estudiado
a través de la actividad y expresion del CYP450, que fueron mencionadas anteriormente
(Dalvi et al., 1987; Nebbia et al., 2003). En general se conoce que las diferencias en la
biotransformacion de medicamentos entre especies abarcan las reacciones de Fase | y
Fase Il donde algunas especies presentan dificultad para llevar a cabo ciertas reacciones

de conjugacion (Lin et al., 1995; Toutain et al., 2010).

Tomando en cuenta lo anterior, es de importancia realizar estudios donde se compare la
farmacocinética de los farmacos de interés en medicina veterinaria entre distintas
especies animales. Al respecto, se han realizado estudios comparativos sobre la
farmacocinética de FFC en camellos, ovejas y cabras, (Ali et al., 2003), y también en

pollos, codornices y palomas (Ismail y El-Kattan, 2009). Sin embargo, no existen
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antecedentes sobre las variaciones farmacocinéticas de FFC y su metabolito FFC-a

entre conejos y ovinos, bajo una condicién febril inducida por LPS de E. coli.

[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades infecciosas causan pérdidas econOmicas importantes en la
produccién animal, afectando la salud animal y causando riesgos para la salud publica.
Para controlar estas enfermedades es fundamental el uso de agentes antimicrobianos,
los que deben tener un uso adecuado para lograr tratamientos efectivos y no poner en
riesgo la salud animal ni la de los consumidores, minimizando la probabilidad de

contribuir a la resistencia a antibiéticos.

Se ha demostrado ampliamente que el comportamiento farmacocinético de los
antibiéticos y otros farmacos puede verse afectado en los organismos animales por la
respuesta inflamatoria aguda que ocurre en presencia de infecciones y otras injurias.
Esto puede afectar los distintos procesos farmacocinéticos como absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecion de farmacos, generando concentraciones inadecuadas del
farmaco a nivel plasmético y en el sitio de accién. La exposicion a niveles subdptimos
del medicamento puede llevar a fallas del tratamiento y desarrollo de resistencia a

antibioticos.

Por otra parte, en cuanto al metabolismo farmacolégico se sabe que la condicion de RIA
afecta el metabolismo disminuyendo la expresion del complejo enzimatico CYP450
encargado de metabolizar gran parte de los farmacos. Por lo cual los niveles sanguineos
y persistencia de los farmacos pueden aumentar trayendo consigo eventuales

complicaciones o reacciones de toxicidad para los animales. Ademas, es conocido que
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la farmacocinética de los farmacos puede sufrir variaciones entre las distintas especies
animales. Florfenicol (FFC) es un antibiético ampliamente utilizado en medicina
veterinaria para el tratamiento de infecciones sistémicas en rumiantes y otras especies,
y es de interés por lo tanto conocer como la RIA puede afectar la farmacocinética de este
agente antimicrobiano, ya que en la realidad practica su administracion se realiza bajo

una condicién infecciosa y febril.

Para responder a esta interrogante en este estudio se investigd cual es el efecto del
estado inflamatorio inducido por el LPS de E. coli 0128:B12 sobre la farmacocinética de
FFC y su principal metabolito (FFC-a) en dos especies animales de interés; ovinos y
conejos. El andlisis de la farmacocinética de FFC-a permitid conocer acerca de las
variaciones en el metabolismo de FFC en presencia de la RIA inducida por el LPS de E.
coli. Por otro lado, es de interés conocer las variaciones en la farmacocinética de FFC
en ambas especies, ya que los ovinos son una especie de interés productivo, donde
puede utilizarse FFC para el tratamiento de infecciones, y los conejos son una especie
de laboratorio y de interés productivo, que permite comparar los resultados obtenidos en
ambas especies, en consideracion a las diferencias anatomicas y fisioldgicas de cada

una de ellas.

Los resultados de este estudio son de utilidad para entregar antecedentes acerca de la
necesidad de modificaciones en las dosificaciones de FFC al ser administrado en la
especie ovina y conejos en presencia de un estado inflamatorio y febril. Sus resultados

pueden tener impacto sobre la salud animal, produccion animal y salud publica.
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. HIPOTESIS

La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracion del lipopolisacarido de
Escherichia coli en dos especies, conejos y ovinos, aumenta la disposiciéon plasmética
y distribucion tisular de florfenicol y su metabolito florfenicol amina en comparacion

con los efectos observados en animales sanos.

IV.OBJETIVOS

1. Objetivo General.

Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el
lipopolisacarido de E. coli sobre la disposicion plasmética y distribucién tisular de

florfenicol y florfenicol amina en conejos y ovinos.

. Objetivos Especificos.

1. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el lipopolisacéarido

de E. coli sobre la disposicion plasmética de florfenicol y florfenicol amina, en conejos

y ovinos.

2. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el lipopolisacarido

de E. coli sobre la distribucidn tisular de florfenicol y florfenicol amina, en conejos y

ovinos.

Comparar la disposicion plasmatica y distribucion tisular de florfenicol y florfenicol
amina, entre conejos y ovinos, posterior a la administracion de florfenicol en animales

sanos.
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4. Determinar si existen diferencias de especie en los cambios de disposicion plasmatica
de florfenicol y florfenicol amina inducidos por la administracion del lipopolisacarido

de E. coli en conejos y ovinos.

V. MATERIALES Y METODO

1. Lugar de trabajo.

La fase experimental relacionada con los conejos de este estudio se llevé a cabo en el
Bioterio del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria, y la fase experimental con ovinos
se desarrollé en las dependencias del Hospital Clinico Veterinario de animales mayores,
ambos pertenecientes al Departamento de Ciencias Clinicas, de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad de Concepcién, Campus Chillan.

El procesamiento y andlisis de muestras para la determinacion de las concentraciones
plasmaticas y tisulares de FFC y FFC-a se desarroll6 en el Laboratorio de Farmacologia
Veterinaria. La realizaciébn de los examenes de hemograma, perfil bioquimico y
determinacion de concentraciones de marcadores de fase aguda se llevé a cabo en el
Laboratorio de Patologia Clinica Animal del Departamento de Ciencias Clinicas de la

Facultad de Ciencias Veterinarias.

2. Animales de experimentacion.

En el presente estudio se utilizaron dos especies animales: conejos (Oryctolagus

cuniculus) y ovinos (Ovis aries). Se utilizaron conejos adultos de ambos sexos, de laraza
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Neozelandés Blanco con peso corporal promedio de 4,3 + 0,1 kg. Los ovinos utilizados

fueron ovejas adultas de raza Suffolk-Down con un peso promedio de 60,5 + 4,7 kg.

Previo al inicio de los experimentos, se realizé un examen clinico completo a los animales
para establecer su condicion de clinicamente sanos y aptos para participar de los
estudios. ElI examen clinico incluyé un examen fisico con evaluacion de constantes
fisiologicas y realizacion de exdmenes complementarios que incluyeron hemograma y
perfil bioquimico. Los conejos fueron tratados de manera preventiva con fenbendazol
(Lombrimic® 10%, Drag Pharma, Chile) para la eliminacion de nematodos en dosis de

20 mg/kg y con toltrazurilo 5% en dosis de 20 mg/kg para la eliminacién de coccidias.

Se realizaron examenes coproparasitarios a los ovinos para determinar su condicién
parasitolégica, por medio del recuento de huevos en materia fecal tanto de hematodos
gastrointestinales, como también coccidias y trematodos. Los animales que resultaron
con recuentos positivos a la presencia de huevos de nematodos gastrointestinales fueron
tratados con fenbendazol (Panacur® 10%, Intervet, Santiago, Chile), mientras que
aguellos que resultaron positivos a la presencia de coccidias fueron tratados con sulfa-
trimetoprim (Azovetril®, Veterquimica, Santiago, Chile). Los animales que resultaron
positivos a la presencia de Fasciola hepatica fueron tratados con triclabenzadole

(Soforen® 10%, Novartis, Santiago, Chile).

Aquellos animales que no respondieron a los tratamientos administrados y presentaron
recuentos positivos a nematodos gastrointestinales, ademas de aquellos que

presentaron sus parametros fisiol6gicos, hematologicos y bioquimicos fuera de los
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rangos de normalidad para cada especie se consideraron como no aptos y fueron

descartados del estudio.

Los animales que participaron de los experimentos no tuvieron exposicion a ningun
farmaco por al menos un mes previo al desarrollo de los estudios. Los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo con la autorizacion del Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcién, segun certificado

CBE-08-18.

Los conejos se mantuvieron en jaulas individuales de dimensiones 60 x 80 x 40 cm?, con
acceso a salidas diarias a corral de esparcimiento. Se mantuvieron en un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h. El bioterio cuenta con extractor de aire ambiental con
temporizador programado y ventanas al exterior para mantener las condiciones de
ventilacién. Se dispone de dos ventiladores de pie y calefactor eléctrico para mantener
control de la temperatura ambiental, en los meses de verano e invierno, respectivamente.
Los conejos recibieron una dieta a base de concentrado peletizado de alfalfa, con un
contenido de proteina cruda (PC) de un 17%, fibra cruda (FC) del 16% y extracto etéreo
(EE) del 3%. Se les suministr6 agua fresca ad-libitum mediante bebedero automatico.

Su dieta fue complementada con heno de alfalfa.

Los ovinos se mantuvieron estabulados para reducir el riesgo de infestacion parasitaria.
Su alimentacion fue en base de heno de alfalfa de tercer corte (Medicago sativa) y avena
en grano (Avena sativa), que completan los requerimientos nutricionales de ovinos
adultos, junto con acceso a agua ad-libitum. Los corrales se encontraron situados bajo

techo, protegidos de efectos climéticos adversos y en condiciones de ventilacion

58



apropiadas. La cama se reemplazé en base a las necesidades de mantencion de aseo

y salud de los animales.

Los modelos animales utilizados en este estudio fueron el conejo y el ovino. El conejo
fue elegido por ser especie monogastrica, ademas de ser animales de facil manejo y de
bajo costo de mantencion debido a su pequefio tamafio. Sumado a esto, el conejo como
lagomorfo es una especie en la cual se facilita el proceso de extraccion de muestras
sanguineas para estudios de farmacocinética donde deben extraerse muestras en
tiempos repetidos, en comparacion con especies de roedores como ratones donde los
procesos de extraccion de sangre son mas complejos y los volumenes sanguineos que

pueden extraerse son mas pequefos.

El ovino se utilizé debido a que es una especie rumiante de mediano tamafio, lo que
hace que su manejo no sea de gran complejidad, y que posee un valor comercial y de
mantencion inferior a otras especies de rumiantes como el bovino. Ademas, en ambas
especies el antibiético FFC tiene un claro potencial de ser utilizado y representan
especies de interés clinico-productivo, que permiten el estudio farmacocinético y de

metabolismo de farmacos.

3. Farmacos y reactivos.

Los estandares puros de FFC (pureza de 99,4%) y FFC-a (pureza de 99,8 %) fueron
adquiridos desde Sigma (Saint Louis, MO, USA) y Toronto Research Chemicals (North
York, ON, Canada), respectivamente. Se utilizé una solucion inyectable de FFC al 30%
para la administracion en ovinos (Nuflor®, fabricado por Schering Plough, Santé Animale

ZA, La Grindoliere -Segré, France, y distribuido por Intervet Chile). Se utilizé también
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una solucién de FFC inyectable que se elaboré mediante dilucion de Nuflor® 30% en una
solucidn constituida por N- metil pirrolidona, polietilenglicol y propilenglicol (36:21:43 v/v),

obteniendo una concentracion final de 60 mg/mL, para facilitar la inyeccién en conejos.

Se utilizo LPS de E. coli 0128:B12 purificado (Sigma -Aldrich, St Louis, MO, USA). Para
los experimentos en conejos se prepar6 una solucién madre con 10 mg de LPS en 10
mL de solucién salina estéril (NaCl 0,9%). Luego se prepar6 una solucién intermedia de
20 pg/mL, para lo cual se diluy6 0,2 mL de la solucion madre, y finalmente se prepar6
solucion de concentracion final de 5 pg/mL diluyendo 5 mL a partir de la solucion de 20
pug/mL. En ovinos se prepar6 una soluciéon madre de LPS de manera similar para obtener
una solucién de concentracion final de 20 pg/mL, necesaria para administrar una dosis

de 1 mL/20 kg.

Para los procedimientos de eutanasia, en conejos se utilizé xilacina (Xilazina® 2%,
Centrovet, Santiago de Chile) y ketamina (Ketamil® 100 mg/mL, Agrovet, Santiago de
Chile). Para realizar la eutanasia en ovinos se utilizé xilacina (Xylavet® 2%, Agroland,
Santiago de Chile) y solucién de eutanasia (T-61%, Intervet Chile, Santiago de Chile).
También se administré solucién sobresaturada de sulfato de magnesio al 50% (Coexport

Chile Ltda ®, San Bernardo, Chile).

Todos los solventes utilizados para la extraccién y andlisis cromatograficos fueron grado

HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).
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4. Disefio experimental.

Experimento 1. Efecto de la administracion del LPS de E. coli sobre los parametros
de hemograma, perfil bioquimico y marcadores inflamatorios IL-6 y PCR en

conejos.

Experimento 1. Previo a la realizacion de experimento para determinar el efecto del LPS
de E. coli sobre la disposicion plasmatica de FFC y FFC-a, que da respuesta al Objetivo
1 del estudio, se realizaron experimentos para evaluar y confirmar el establecimiento de
la RIA inducida por la administracion de LPS de E. coli en conejos. Previo y posterior a
la administracién de LPS en los animales experimentales se registré la temperatura
corporal mediante termdmetro clinico digital. Ademdas, se extrajeron muestras
sanguineas desde la vena auricular para realizacién de hemograma y perfil bioquimico,
y para medicién de concentraciones de IL-6 y PCR, con el fin de evaluar las variaciones

de estos parametros como indicadores de RIA inducida por LPS.

Se trabaj6 con diez conejos los que se distribuyeron en pares de animales similares en
edad, sexo y peso corporal mediante un disefio de bloques al azar en dos grupos de
cinco animales. Al grupo | (tratado) se le administraron tres dosis IV de 2 ug/kg de LPS
de E. coli 0128:B12 en la vena marginal de la oreja a las 0, 6 y 23 h 15 minutos (23,25
h) desde el inicio del experimento, con la finalidad de reproducir en los animales una RIA
similar a la que ocurriria en condiciones naturales de una infeccién. Por otra parte, el
grupo Il (control) fue tratado con un volumen equivalente de solucion de cloruro de sodio

al 0,9% (SS) via IV a igual volumen, frecuencia y tiempo de inyeccion que el grupo
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tratado. La aplicacion de LPS y la obtencion de muestras sanguineas se realizaron segun

los tiempos indicados en la Figura 7.

LPS/SS LPS/SS LPS/SS
(V) (V) : (V)
Monitoreo

Temperatura cada
l l 15 minutos l
<4 —
| | | | | | I I
1 [ I I [
Oh 1h 4 h 6h 8h 12 h 23,25 24h
h
(¥ 1} i} 0 0
IL-6 PCR IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
PCR HG PCR PCR PCR
HG BQ HG HG HG
BQ BQ BQ BQ

Figura 7. Esquema de extraccion de muestras sanguineas en conejos, correspondiente
a experimento 1. HG: Hemograma; PB: Perfil bioquimico; IL-6: Interleuquina-6; PCR:
Proteina C reactiva. Fuente: Elaboracién propia.

Objetivo 1A. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por
el lipopolisacarido de E. coli sobre la disposicién plasmatica de florfenicol y

florfenicol amina en conejos.

Experimento 2. Efecto de la administracién del LPS de E. coli sobre ladisposicion

plasmatica de FFC y FFC-a en conejos, posterior a la administracion IV de FFC.

Experimento 2. Para este experimento se utilizaron doce conejos que se asigharon a
dos grupos de seis animales cada uno, distribuidos en pares de animales segun sexo y
peso corporal, ya sea al grupo tratado con LPS o al grupo control que recibié SS. El
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grupo tratado con LPS recibio tres dosis IV de la endotoxina de 1 pg/kg a las 24, 16 y
0,75 h previo a la administracion de FFC. El grupo control recibié SS en los mismos
volumenes y frecuencia de administracién que el grupo tratado con LPS. A las 24 h
posterior a la primera inyeccion de LPS o SS ambos grupos fueron tratados con FFC via
IV en una dosis de 20 mg/kg. Se extrajeron muestras de sangre (2 mL) por puncion
directa de la vena marginal de la oreja, previo (muestra basal o TO) y posterior a la
administracién de FFC en los siguientes tiempos: 0,03 (T1), 0,5 (T2), 1 (T3), 2 (T4), 4

(T5), 8 (T6), 12 (T7) y 24 h (T8) (Figura 8).

Farmacocinética:
0-0,03-0,5-1-2-4-8-12-24 h

[LPS/SS ] [LPS/SS ]
(%) (v) (v)
U | |

-24 h -16 h -0,75 h Oh 24 h

Oh 8h 23,25 h 24h 48 h

Monitoreo constantes fisioldgicas cada 15 minutos

Figura 8. Esquema de extraccion de muestras sanguineas en conejos previo y posterior
a la administracién de florfenicol via intravenoso, correspondiente a Experimento 2.
Fuente: Elaboracion propia.

63



Experimento 3. Efecto de la administracion del LPS de E. coli sobre la disposicién

plasmatica de FFC y FFC-a en conejos, posterior a la administracién IM de FFC.

Experimento 3. Pares de diez conejos similares en edad, sexo y peso corporal fueron
distribuidos mediante un disefio de bloques al azar en dos grupos de cinco animales. Al
grupo | (tratado) se le administraron tres dosis via IV de 2 ug/kg de LPS de E. coli
0128:B12 en la vena marginal de la oreja a las 0, 6 y 23 h 15 minutos (23,25 h) desde
el inicio del experimento. Por otra parte, al grupo Il (control) se le administré un volumen
equivalente de solucién de cloruro de sodio al 0,9% (SS) via IV a igual frecuencia y
tiempo de inyeccién que el grupo tratado. A las 24 h posterior a la primera inyeccion de
LPS o SS ambos grupos fueron tratados con FFC via IM en una dosis de 20 mg/kg,
administrada en el miembro posterior izquierdo. Se extrajeron muestras de sangre (2
mL) por puncién directa de la vena marginal de la oreja, previo (muestra basal o TO) y
posterior a la administracion de FFC en los siguientes tiempos: 0,5 (T1), 0,75 (T2), 1

(T3), 1,5(T4), 2 (T5), 4 (T6), 6 (T7), 8 (T8) y 12 (T9) h (Figura 9).
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Farmacocinética:
0-0,5-0,75-1-1,5-2-4-6-8-12 h

[LPS/SS ] [LPS/SS ]
(v) (V) (V)
| o |

-24 h -18 h -0,75 h Oh 12h

Oh 6h 23,25 h 24h 36 h

Monitoreo constantes fisioldgicas cada 15 minutos

Figura 9. Esquema de extraccion de muestras sanguineas en conejos previo y posterior
a la administracién de florfenicol via intramuscular, correspondiente a Experimento 3.
Fuente: Elaboracion propia.

Objetivo 2A. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por
el lipopolisacéarido de E. coli sobre la distribucién tisular de florfenicol y florfenicol

amina en conejos.

Experimento 4. Efecto de la administracion del LPS de E. coli sobre la distribucion

tisular de FFC y FFC-a en conejos, posterior a la administracién IM de FFC.

Experimento 4. Doce conejos se distribuyeron en pares de animales similares en edad,
sexo y peso corporal y fueron distribuidos en 2 grupos de 6 animales: Grupo 1 tratado
con LPS y Grupo 2 (control) tratado con solucion salina. Veinticuatro horas después de
la primera inyeccién de LPS o SS, a ambos grupos de animales se les administré una

dosis de 20 mg/kg de FFC via IM en el miembro posterior izquierdo. Luego de un periodo
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de 4 h después de la administracion de FFC se realiz6 eutanasia a los animales, y
posteriormente se colectaron muestras de tejidos desde los 6rganos: rifidn, higado,
pulmon, bazo, musculo y cerebro para analizar las concentraciones tisulares de FFC y
FFC-a (Figura 10). Los 6rganos fueron mantenidos en refrigeracion a 4°C y luego fueron
homogenizados y almacenados en congelacién a -18 °C hasta el momento de su

analisis.

il
o o l

-24 h -18 h -0,75 h Oh 4h

Eutanasia y recoleccion
de tejidos

Oh 6h 23,25 h 24h 28 h

Monitoreo constantes fisiolégicas cada 15 minutos

Figura 10. Esquema de extraccion de muestras tisulares en conejos control o tratados
con LPS previo y posterior a la administracion de florfenicol via IM, correspondiente a
experimento 4. Fuente: Elaboracion propia.

Experimento 5. Efecto de la administracion del LPS de E. coli sobre los parametros

de hemograma, perfil bioquimico y marcadores inflamatorios IL-6 y PCR en ovinos.

Experimento 5. Se trabaj6é con diez ovinos, que fueron distribuidos en dos grupos de
cinco animales mediante un disefio de bloques al azar considerando las variables edad
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y peso corporal. El grupo | (LPS) fue tratado con tres dosis via IV de LPS de E. coli
0128:B12 de 1 pg/kg, disuelto en solucién salina (NaCl 0,9%), a las 0, 8, y 23 h 15
minutos (23,25 h), con la finalidad de reproducir en los animales la RIA. Al grupo I
(control) se le administraron tres inyecciones via IV de suero salino (SS); NaCl al 0,9%
en los mismos volumenes y frecuencia que el grupo tratado. Se realiz6 monitoreo de
temperatura cada 15 minutos durante el transcurso del experimento. Se extrajeron
muestras sanguineas para realizacion de hemograma y perfil bioguimico, y para
medicion de concentraciones de IL-6 y PCR. En la Figura 11 se muestra el esquema
experimental utilizado para evaluar los efectos de la RIA sobre los parametros
hematoldgicos, bioquimicos y concentraciones de IL-6 y PCR de los ovinos control y

tratados con LPS de E. coli.

LPS/SS LPS/SS LPS/SS
(V) (v) (V)

Monitoreo
Oh 1h 4 h 8h 12 h Temperatura  cada ﬁ3,25 24 h
T T T T T 15 minutos T
_ -
HG HG HG HG HG HG
PB PB PB PB PB PB
IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
PCR PCR PCR PCR PCR

Figura 11. Esquema de extraccion de muestras sanguineas en ovinos control o tratados
con LPS, correspondiente a experimento 5. HG: Hemograma; PB: Perfil bioquimico; IL-
6: Interleuquina-6; PCR: Proteina C reactiva; LPS: Lipopolisacéarido de E. coli; SS: Suero
salino. Fuente: Elaboracién propia.
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Objetivo 1B. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por
el lipopolisacarido de E. coli sobre la disposicién plasmatica de florfenicol y

florfenicol amina, en ovinos.

Experimento 6. Efecto de laadministracion del LPS de E. coli sobre la disposicién

plasmatica de FFC y FFC-a en ovinos, posterior a la administracion IV de FFC.

Experimento 6. Para este experimento se utilizaron doce ovinos que se asignaron a dos
grupos de seis animales cada uno; se distribuyeron en pares de animales similares en
peso corporal, en el grupo tratado con LPS o grupo control que recibié SS. El grupo |
(LPS) fue tratado con tres dosis IV de LPS de E. coli de 1 ug/kg, administradas en la
vena yugular, a las 24, 16 y 0,75 h previo a la administracion de FFC. Por su parte el
grupo control recibié SS en los mismos voliumenes y frecuencia que el grupo tratado con
LPS. En ambos grupos se administré FFC (Nuflor® 30%) en dosis Unica IV de 20 mg/kg,
24 h posterior a la primera inyeccion de LPS 0 SS. Las muestras de sangre (5 mL) fueron
obtenidas por puncién directa de la vena yugular, previo (muestra basal o TO) y en los
siguientes tiempos: 0,05 (T1), 0,25 (T2), 0,5 (T3), 1 (T4), 2 (T5), 4 (T6), 6 (T7), 8 (T8), 10

(T9), 12 (T10) y 24 (T11) h, posterior a la administracion de FFC (Figura 12).
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FFC 20 ST
[LPS/SS ] LPS/SS LPSISS | | mgkg || oo oo a o e
(IV) (V) (%] (V) 10-12-24h
| L )

24 h -16 h -0,75h || on 24 h

0h 8h 23,25 h 24h 48 h

Monitoreo constantes fisiolégicas cada 15 minutos

Figura 12. Esquema de extraccion de muestras sanguineas en ovinos control o tratados
con LPS posterior a la administracion de florfenicol via intravenoso, correspondiente a
Experimento 6. Fuente: Elaboracién propia.

Experimento 7. Efecto de la administracion del LPS de E. coli sobre la disposicién

plasmatica de FFC y FFC-a en ovinos, posterior a la administracion IM de FFC.

Experimento 7. Se utilizaron diez ovinos de raza Suffolk Down los que se distribuyeron
en pares de animales similares en edad y peso corporal mediante un disefio de blogues
al azar en dos grupos experimentales: el grupo | fue tratado con tres dosis via IV de LPS
de E. coli de 1 pg/kg, a las 0, 8 y 23 h 15 minutos (23,25 h) de iniciado el experimento.
Al grupo Il o control se le administré igual volumen de solucion salina (NaCl al 0,9%: SS).
Veinticuatro horas después de la primera inyeccion de LPS o SS en ambos grupos de
ovinos se administré una dosis de 20 mg/kg de FFC via IM en en el miembro posterior

izquierdo. Se colectaron muestras de sangre (5 mL) desde la vena yugular previo
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(muestra basal o T0) a la administracion de FFC y a las 0,05 (T1), 0,25 (T2), 0,5 (T3) 1

(T4), 2 (T5), 3(T6) y 4 (T7) h posteriores al tratamiento con FFC (Figura 13).
LPS/SS LPS/SS LPS/SS
(V) (Iv) (V)

24 h -16 h -0,75 h Oh 4h

!

Oh 8h 23,25 h 24 h 28 h

Farmacocinética:
0-0,05-0,25-0,5-1-2-3-4 h

Monitoreo constantes fisioldgicas cada 15 minutos

Figura 13. Esquema de extracciébn de muestras sanguineas en ovinos posterior a la
administraciéon de florfenicol via intramuscular, correspondiente a experimento 7.
Fuente: Elaboracién propia.

Objetivo 2B. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por
el lipopolisacarido de E. coli sobre la distribucion tisular de florfenicol y florfenicol

amina en ovinos.

Experimento 8. Efecto de la administracion del LPS de E. coli sobre la distribucién

tisular de FFC y FFC-a en ovinos, posterior a la administracion IM de FFC.

Experimento 8. Se trabajoé con diez ovinos de raza Suffolk Down que fueron distribuidos

en dos grupos de cinco animales cada uno, mediante un disefio de bloques al azar
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considerando edad y peso corporal: el grupo | fue tratado con tres dosis de 1 ug/kg LPS
de E. colivialV (alas 0, 8y 23, 25 h de iniciado el experimento). El grupo Il o control fue
tratado con solucion salina (NaCl al 0,9%: SS) a igual volumen y frecuencia de
administracién. Veinticuatro horas después de la primera inyeccién de LPS o SS, en
ambos grupos de ovinos se administré6 una dosis de 20 mg/kg de FFC via IM en el
miembro posterior izquierdo. A las 4 h posteriores a la administracion de FFC, los ovinos
fueron sometidos a eutanasia mediante protocolo que se describe mas adelante. Luego
se realiz6 la recoleccion de muestras de tejidos: higado, rifién, masculo, cerebro, bazo y
pulmén. Las muestras se mantuvieron almacenadas en frio a 4°C hasta el momento de
ser homogenizadas para luego ser almacenadas en congelacion a -18 °C hasta el

analisis de las concentraciones tisulares de FFC y FFC-a (Figura 14).

LPS/SS LPS/SS LPS/SS Feujé‘ |neacscli%z
(IV) (IV) (V) de tejidos

l l l ! !

24 h .16 h 0,75 h Oh 4h

Oh 8h 23,25 h 24 h 28 h

Figura 14. Esquema de extraccidbn de muestras tisulares en ovinos posterior a la
administracién de FFC via IM, correspondiente a experimento 8. Fuente: Elaboracion
propia.
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Objetivo 3. Comparar la disposicion plasmaticay distribucion tisular de florfenicol
y florfenicol amina, entre conejos y ovinos, posterior a la administracion de

florfenicol en animales sanos.

Para llevar a cabo el objetivo 3 y determinar diferencias de especie, se compararon las
concentraciones plasmaticas y pardmetros farmacocinéticos obtenidos para FFC y su
metabolito FFC-a en animales control, considerando resultados obtenidos posterior a la
administracién IV de FFC, entre ambas especies. También se compararon las
concentraciones tisulares de FFC y FFC-a de animales control, obtenidos posterior a la

administracién IM de FFC, entre conejos y ovinos.

La comparacion se realiz6 mediante prueba estadistica Andlisis de Varianza (ANOVA)
con test de Tukey para comparaciones mdultiples, para el andlisis de concentraciones
plasmaticas y mediante prueba T de Student para las comparaciones entre dos grupos
de parametros farmacocinéticos y concentraciones tisulares. En el caso que los datos
no siguieran una distribucion normal se compararon mediante prueba de Kruskall Wallis
o Mann Whitney, segun correspondiera, considerando valor de significancia estadistica

de p< 0,05.

Objetivo 4. Determinar si existen diferencias de especie en los cambios de
disposicion plasmética de florfenicol y florfenicol amina inducidos por la

administracion del lipopolisacéarido de E. coli, en conejos y ovinos.

Para evaluar diferencias entre ambas especies en estudio respecto a los cambios

inducidos por la RIA sobre la farmacocinética de FFC y FFC-a, se calculé para cada
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animal el porcentaje de cambio de los parametros farmacocinéticos entre el valor del

grupo tratado con LPS respecto del valor del grupo control, segun la siguiente formula:
Porcentaje de cambio (A%) = ((Valor LPS — Valor Control) /VValor Control) x100

Este valor de delta se obtuvo para ovinos y conejos, y posteriormente se compararon
estos resultados mediante prueba estadistica de T student o Mann Whitney segln
correspondiera de acuerdo con el tipo de distribucién de los datos, para determinar

diferencias entre ambas especies.
5. Condiciones Experimentales.
Tamafo de muestra y andlisis estadistico.

El nimero de animales a utilizar en el estudio se determiné segun la siguiente férmula

de acuerdo con Eng (2003):

4 g2 (z crit + z pwr)?

D2

N =

Dénde:

N= Es el tamafio total de la muestra (la suma de todos los grupos experimentales).

o= Es la desviacion estandar (D.E.) asumida de cada grupo. Se utilizé la D.E. de AUC.
descrita anteriormente para FFC obtenida para ovinos segun Palma et al. (2011), y en
conejos se utilizo la D.E. de AUCy.:descrita anteriormente para FFC obtenida en conejos

segun Koc et al. (2009).
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Zcrit= Es el valor critico de tabla para el criterio de significancia deseada.
Zpwr= Es el valor de tabla para la potencia estadistica deseada.
D= Es la minima diferencia esperada entre dos medias.

Para el calculo del tamafio muestral se utilizé una significancia de 0,05 y un poder de

prueba de 0,8.
Registro de las constantes fisiologicas.

Se registré la temperatura rectal (°C) de los animales mediante termémetro digital,
realizando mediciones cada 15 minutos durante el transcurso de la etapa experimental.
En los ovinos, se registrd la temperatura de 2 animales; animal control y animal tratado
con LPS, los que fueron mantenidos en bretes individuales que se monitorearon en
paralelo. Se consideré como indicador de fiebre un aumento de 0,7 °C por sobre la
temperatura rectal basal. Ademas, se midi6 la temperatura ambiental de los lugares de

mantencién de conejos y ovinos mediante un termémetro de minima y maxima.

Recoleccion de muestras para hematologia y bioquimica sanguinea.

Para la recoleccién de muestras sanguineas en los conejos se extrajo 1 mL de sangre
mediante puncién en la vena marginal de la oreja bajo anestesia topica con benzocaina
(Doldent® gel), utilizando una jeringa de 1 mL y aguja 25G. La sangre colectada se
distribuyé en un tubo MiniCollect® con EDTA (0,3 mL) para el andlisis de hemograma y

en un tubo MiniCollect® sin anticoagulante (0,6 mL) para perfil bioguimico.
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En los ovinos para la recoleccion de muestras para andlisis de hemograma y perfil
bioguimico se extrajeron 4 mL de sangre desde la vena yugular utilizando una jeringa de
5 mL con aguja de 21G. La sangre se colect6 en tubo vacutainer® con EDTA (1 mL), y
en un tubo vacutainer® sin anticoagulante (3 mL) para la realizacion de hemograma el

primero y perfil bioquimico el segundo.

Para analisis de concentraciones de IL-6 y PCR se colectaron, ademas, volimenes de
sangre de 2 mL en ovinos y de 1 mL en conejos en tubo sin anticoagulante.
Posteriormente las muestras para analisis de IL-6 y PCR fueron centrifugadas a 1370 g
por 10 minutos (centrifuga Labofuge 200 Heraeus Sepatech) y se almacenaron a -80°C

hasta el momento de su procesamiento.

Recoleccion de muestras para andlisis concentraciones plasméaticas de FFC vy

FFC-a.

Para los experimentos en conejos la sangre colectada se distribuyé en dos tubos
MiniCollect® con anticoagulante EDTA (2 mL), y las muestras fueron centrifugadas a

1370 g por 10 minutos en centrifuga Labofuge 200 Heraeus sepatech.

En los experimentos con ovinos las muestras de sangre fueron colectadas en tubos al
vacio con EDTA (BD Vacutainer®, Santiago, Chile) (4 mL) y centrifugadas (centrifuga
refrigerada Centra CL3R Thermo IEC) a 2000 g por 10 minutos a 4°C. En los
experimentos en conejos y en ovinos el plasma obtenido se almacen6 a -20 °C hasta el

momento de su analisis.
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Procedimientos de eutanasia y recoleccion de muestras de tejidos para analisis

concentraciones FFC y FFC-a.

La eutanasia de los conejos se realizé aplicando el siguiente protocolo: se administré
asociacion de xilacina y ketamina via IV en la vena marginal de la oreja, utilizando dosis
de xilacina de 5 mg/kg (Xilazina® 2%, Centrovet, Santiago de Chile) y ketamina en dosis
de 35 mg/kg (Ketamil® 100 mg/mL, Agrovet, Santiago de Chile). La eutanasia en los
ovinos se realiz6 mediante la aplicacion del siguiente protocolo: se indujo sedacién
mediante la inyeccion IV de 0,5 mg/kg de xilacina (Xylavet® 2%, Agroland, Santiago de
Chile) en la vena yugular. Una vez comprobado el efecto sedante se procedio a la
inyeccion de solucién para eutanasia T61® (Intervet Chile, Santiago de Chile) en
volumen de 5 a 6 mL por animal. Luego se aplicé una solucién sobresaturada de sulfato
de magnesio al 50% (Coexport Chile Ltda ®, San Bernardo, Chile) via IV en la vena
yugular en dosis de 6 g/kg. Los protocolos de eutanasia se aplicaron en conformidad a
las recomendaciones de la American Veterinary Medical Association (AVMA) Guidelines
for the Euthanasia of Animals (Leary, 2013). Inmediatamente después de finalizar el
proceso de eutanasia, cada animal fue desangrado mediante la seccidon de ambas venas
yugulares y arterias carétidas y suspendido por sus miembros posteriores por un periodo
de 5 minutos. Luego, se procedid a la recoleccién de muestras de tejidos tales como:
higado, rifiébn, musculo (semitendinoso- semimembranoso, Longissimus dorsi y
diafragma), pulmon, bazo y cerebro. Estos procedimientos se realizaron en el pabellén
de necropsia del Departamento de Patologia y Medicina Preventiva de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan.
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Los tejidos colectados fueron homogenizados y almacenados en congelacion (-20°C) en

el laboratorio de Farmacologia hasta su analisis.

6. Procedimientos Analiticos.

Determinacion de los parametros hematoldgicos y bioquimicos.

Andlisis del hemograma.

Para la determinacion del volumen globular (%) se utilizaron tubos de microhematocrito
que fueron centrifugados a 14500 g por 4 minutos (centrifuga Hematocrit centrifuge,
KHT-410 E). El volumen globular, hemoglobina, recuento de leucocitos (leucocitos/uL) y
plaquetas se determinaron mediante uso de contador hematolégico (HumaCount 30™ ®,

Human GmbH, Wiesbaden, Alemania).

Andlisis del perfil bioquimico.

Las muestras se centrifugaron a 2000 g (centrifuga Megafuge 1. OR Heraeus). Para
realizar los andlisis de bioquimica sanguinea se utilizé el equipo analizador bioquimico
automatico DiruiCs600 (Changchun, Jilin, P.R. China) y los reactivos Dyasis (Diasys
Diagnostic Systems GmBH, Holzheim, Deutshland). Para determinar la actividad
enzimatica (Unidades por litro: U/L) de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST),
gamma glutamil transpeptidasa (GGT), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa
alcalina (FA) se utilizaron reactivos comerciales del laboratorio Diasys®, de acuerdo con
el método cinético-fotométrico estandarizado por la International Federation of Clinical

Chemistry (IFCC).
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Las concentraciones de proteinas totales (g/L) y albumina (g/L) se determinaron
mediante la aplicacion de reactivos comerciales (Laboratorio Diasys®, Alemania), a
través de métodos fotométricos de punto final. Las proteinas totales se determinaron
mediante método fotométrico de Biuret y la albumina mediante uso del verde
bromocresol. La concentracion de globulinas (g/L) se determiné por medio de la

diferencia entre el valor de proteina total y el valor de albumina sérica.

La creatinina se determin6é mediante test cinético fotométrico segin método de Jaffé. La
urea se evalu6é mediante método UV enzimatico de la ureasa, y la bilirrubina mediante

método cinético fotométrico.

El calcio se analiz6 mediante método fosfonazo, mientras que el fésforo se determin6 a

través de método Molibdato UV. La glucosa se midié6 mediante método GOD-PAP.

Determinacién de concentraciones de interleuquina-6 (IL-6) y proteina C reactiva

(PCR) mediante ELISA.

Las concentraciones de IL-6 se determinaron en conejos y ovinos mediante la técnica
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), tipo sandwich. En conejos se utilizé kit
comercial Rabbit Interleukin 6 CUSABIO®. En ovinos se utilizé kit comercial Sheep
Interleukin 6 CUSABIO®. Las muestras se procesaron de acuerdo con las instrucciones
de cada Kit especifico. Las muestras de plasma se descongelaron a temperatura
ambiente y se diluyeron en proporcién 1:400 en diluyente de ensayo. Se elabor6 curva
estandar y se agregé volumen de 100 pL de cada muestra experimental a los pocillos de
la placa recubiertos previamente con anticuerpo anti-conejo, o anti-oveja, segun fuera el

caso. Se incubd la placa por 2 h a 37°C, posteriormente se eliminé el liquido de los
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pocillos y se agreg6 anticuerpo de deteccion biotinilado. Se realizd nueva incubacién por
1 h a 37°C. Luego se lavé la placa con solucion Buffer y se agregaron 100 pL del
conjugado de avidina con peroxidasa de rabano (Horseradish peroxidase: HRP). Se
incubo por 1 h a 37°C y se lavé la placa nuevamente. Se agreg6 el sustrato cromégeno
tetrametilbenzidina (TMB), el cual posterior a incubacidén genera reaccion colorimétrica
al producirse union de IL-6 con avidina conjugada a la enzima y al anticuerpo biotinilado.
Finalmente se afiadi6 la solucion de detencién de la reaccién que contiene acido sulfarico
y se ley6 la placa a una longitud de onda de 540 nm, en lector Multiskan Go

ThermoScientific®.

Las concentraciones de la PCR se determinaron en conejos y ovinos mediante la técnica
de ELISA tipo sandwich. Las muestras de suero se procesaron de acuerdo con las
instrucciones de Kit comercial para deteccion de PCR en conejos (Oryctolagus cuniculus
Cloud -Clone®, Corp.), y kit especifico para ovinos (Ovis aries, Cloud -Clone®, Corp.), La
lectura se realizd en espectrofotébmetro y las muestras se procesaron de acuerdo con
instrucciones de cada kit especifico. Se descongelaron las muestras a temperatura
ambiente y se diluyeron con un diluyente de ensayo proporcionado con el kit en
proporcion 1:500. Se prepar6 una curva estandar proporcionada por el kit y se agreg6
un volumen de 100 pyL de cada punto estandar y de cada muestra experimental a los
pocillos de la placa previamente recubierta con anticuerpo especifico de PCR de conejo
o de ovino segun corresponda. Luego se incubd por 1 h a 37°C, posteriormente se
removié el liquido de los pocillos y se agregd anticuerpo de deteccién biotinilado para
incubar por 1 h a 37°C. Se realiz6 lavado de la placa con Buffer de lavado por tres veces
y luego se agreg0 reactivo que contiene avidina conjugada con peroxidasa de rabano
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(HRP). Se incub6 por 30 minutos a 37°C, luego se repitio el proceso de lavado por cinco
veces y se agrego el sustrato cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB). A continuacion, se
incubo por 20 minutos a 37°C. Las muestras donde se produjo la unién de la PCR con
avidina conjugada a la enzima y el anticuerpo biotinilado mostraron un cambio

colorimétrico.

Finalmente se afiadi6 la solucion de detencién de la reaccién que contiene acido sulfarico
y se ley0 la placa a una longitud de onda de 450 nm. La concentracién de PCR de las
muestras se determind comparando los valores de densidad 6ptica (DO) con los de la

curva estandar.

Analisis de concentraciones de FFC y FFC-a mediante cromatografia liquida.

Las concentraciones tisulares y séricas de FFC y FFC-a provenientes de conejos y
ovinos se determinaron mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), utilizando el método de extraccion descrito por Hormazabal et al. (1993) con
modificaciones. En los conejos se utilizaron 0,5 g de tejidos previamente homogenizados
(higado, rifién, masculo, cerebro, bazo y pulmén) y 0,5 mL de plasma para el analisis.
Muestras de plasma blanco y tejidos libres de farmacos fueron sobrecargadas con
soluciones estandar de FFC disueltos en metanol, para obtener concentraciones finales
de: 0,1-0,25-0,5-1-5-10 pug/mL para las muestras de plasma, y de 0,1-0,5-1-5-10 ug/g
para las muestras de tejidos. Para determinar las concentraciones de FFC-a en las
muestras de plasma y tejidos, éstas se sobrecargaron con soluciones patrén para
obtener concentraciones finales de 0,1-0,25-0,5-1-5 pg/mL en plasma y de 0,1-0,5-1-5-

10 pg/g para las muestras de tejidos.
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En ovinos, las muestras de tejidos homogenizados (2 g en los andlisis para higado, rifién,
musculo, cerebro, bazo y pulmén) y 1 mL para plasma fueron descongeladas para su
procesamiento. Muestras blanco de tejidos y plasma se sobrecargaron con soluciones
patron estandar de FFC disuelto en metanol, para obtener concentraciones finales de
0,1-0,5-1-5-10 yg/mL para plasma y 0,1-0,5-1-5-10-20 ug/g para los tejidos. Para FFC-
a, las muestras blanco de plasma ovino se sobrecargaron con soluciones patron del
estandar puro disuelto en metanol para obtener concentraciones finales de 0,1-0,25-0,5-
1-2,5-5 pg/mL, mientras que los tejidos se sobrecargaron con concentraciones de 0,1-

0,25-0,5-1-2,5-5 pg/g.

Tanto a las muestras sobrecargadas con FFC o FFC-a, como a las muestras
experimentales se les adiciondé 1 mL de agua grado HPLC y 4 mL de acetona, luego se
agitaron en vortex vertical (IKA-VIBRAX®-VXR) por 15 minutos y se centrifugaron a 3200
rom por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Centra CL3R, Thermo IEC, USA). Los
sobrenadantes fueron transferidos a nuevos tubos y se repitié el paso de extracciéon
agregando a la muestra 1 mL de agua HPLC y 2 mL de acetona. Las muestras se
agitaron en vortex por 15 minutos y se centrifugaron a 3200 rpm por 10 minutos a 4°C.
Se colectaron y juntaron los sobrenadantes y se les adicionaron 3 mL de diclorometano.
Luego se repitieron los pasos de agitacion y centrifugacion de la forma descrita
anteriormente. Se descartd la fase superior acuosa y la fase inferior se evapor6 a
sequedad bajo flujo continuo de nitrégeno en bafio termoregulado a 45°C (Memmert,
Alemania). Las muestras fueron reconstituidas en 1 mL 6 500 pL de fase movil en el caso
de las muestras de ovinos y conejos, respectivamente, luego se adicioné 1 mL de hexano
para limpiar la muestra. Posteriormente, la muestra se agité por 15 minutos y se
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centrifugd de la forma descrita anteriormente. La capa superior de hexano fue
descartada y las muestras se filtraron con filtros Millipore® de 0,22 um. Se utilizaron 200

ML de muestra para el analisis cromatografico.

Condiciones cromatograficas

La fase movil para el andlisis de FFC estuvo compuesta por fosfato de potasio
dihidrégeno (KH2PO.) (0,01 M), acetonitrilo (ACN) en proporcién 90:10 v/v, adicionando
100 uL de trietilamina (TEA) y 2 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS). El pH de la
solucion se ajusto a 4,0. Para el andlisis de FFC-a, la fase movil consistié en una mezcla
de dos soluciones: Ay B (68:32, v/v). La solucion A compuesta por heptanosulfonato
0,02 M- trisodio fosfato 0,025 M (pH 3,85), se elabord disolviendo 4,45 g/L de sal
heptanosulfonato de sodio (Supelco) y 9,5 g/L de trisodio fosfato (Merck) en 750 mL de
agua grado HPLC para aforar hasta 1 L de solucion. La solucion B estuvo compuesta de
metanol conteniendo 0,1 % de trietilamina. La fase movil de FFC fue bombeada a una
velocidad de flujo de 0,8 mL/min y 0,6 mL/min para FFC-a, utilizando una columna
analitica Supelcosil LC18 (4.6 x 150 mm; 5 um; Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA)
mantenida en horno a temperatura controlada de 30°C (CTO-10AS vp; Shimadzu, Kyoto,
Japon) para la separacion cromatografica. Se utilizé un sistema de deteccion UV visible
mediante detector UV (SPD-10Avp-Detector, Shimadzu, Japan) a una longitud de onda

de 225 nm.

Validaciéon de la metodologia analitica

Los métodos analiticos para la determinacion de las concentraciones de FFC y FFC-a

fueron validados de acuerdo con las recomendaciones de organismos internacionales
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como la Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos (EMA, 1998). Para las
muestras de plasma y tejidos de conejos y ovinos se utilizaron los pardmetros de
validacién tales como: especificidad, linealidad, recuperacion, exactitud, precision, limite

de cuantificacion y limite de deteccion.

En plasma de conejos los valores promedio + error estandar de los parametros de
validacién del método analitico utilizado para determinar las concentraciones de FFC
fueron 87,8 + 4,1 % para el pardmetro de recuperacion, en cuanto a la linealidad el
coeficiente de determinacion (r?) del método fue superior a 0,999. El coeficiente de
variacion (CV%) que da cuenta de la precision fue inferior a un 5 %. El limite de

cuantificacion (LOQ) fue de 0,11 pg/mL y el limite de deteccion (LOD) fue de 0,05 pg/mL.

Para FFC-a, los promedios de recuperacién fueron 70,6 + 5,1 %, el coeficiente de
determinacion (r?) fue superior a 0,999. El coeficiente de variacién (CV%) fue inferior a
un 5 %. El limite de cuantificacién (LOQ) fue de 0,10 pg/mL y el limite de deteccion (LOD)

fue de 0,05 pg/mL.

Los parametros de validacion del método analitico usado para determinar las
concentraciones de FFC y su metabolito en tejidos de conejos se muestran en la Tabla

3.

83



Tabla 3. Pardmetros de validacién del método analitico utilizado para determinar
concentraciones de florfenicol y florfenicol amina en diferentes tejidos de conejos.

Parametro

82,0+ 805+ 842+ 830+ 8l1l%x 862%

Recuperacion (%) 1,8 2,4 2,5 2,8 2,7 2,1

Linealidad (r?) 0,9997 0,9988 0,9987 0,9996 0,9985 0,9997
42+ 46+ 3,7+ 3,8+ 28+

Precision (CV %) 3,1 3.4 3.2 0,7 19 45+35
99,8+ 101,2+ 100,1+ 97,0+ 96,0+ 1003+

Exactitud (%) 6,4 3,8 6,5 11,3 12,1 1,7

LOD (ug/9) 0,07 0,15 0,04 0,06 0,03 0,01

LOQ (ug/g) 0,15 0,22

Parametro

766+ 743+ 759+ 762+ 789% 848+%

Recuperacion (%) 5,2 2,2 3,6 2,6 3,7 4,3

Linealidad (r?) 0,9992 0,9992 10,9993 0,9994 0,9996 0,9995
48+ 6,2 + 55+ 2,7+ 4.6+

Precision (CV %) 4.3 4,0 4.6 1,4 3,2 32+23
99,3+ 100,8+ 958+ 100,2+ 1004+ 97,7%

Exactitud (%) 6,1 2,1 7,5 6,2 4.8 2,5

LOD (pg/g) 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 0,01

LOQ (ug/q) 0,05 0,06 0,04 0,05 0,03 0,03

Resultados se expresan como promedio * error estandar de la media. LOD: Limite de
deteccion, LOQ: Limite de cuantificacion. Fuente: Elaboracion propia.
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Los valores promedio de los pardmetros de validacion del método analitico utilizado para
determinar concentraciones de FFC en plasma de ovinos fueron 89,1 + 4,5 % para la
recuperacion de FFC, en cuanto a la linealidad el coeficiente de determinacion (r?) fue
superior a 0,999, la precisién determinada por el coeficiente de variaciéon (CV%) fue

inferior a un 5 %. El limite de cuantificacion (LOQ) fue de 0,13 pg/mL.

Para FFC-a, los promedios de recuperacion fueron de 72,8 + 4,6 %. El coeficiente de
determinacién (r?) que determina la linealidad fue superior a 0,999. La precision
determinada por el coeficiente de variacion (CV%) fue inferior a un 5 %, y el limite de

cuantificaciéon (LOQ) fue de 0,14 pg/mL.

Los promedios de pardmetros de validacion obtenidos para la determinacién de FFC y

FFC-a en tejidos de ovinos se describen en la Tabla 4 y Tabla 5, respectivamente.
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Tabla 4. Parametros de validacion del método analitico utilizado

concentraciones de florfenicol en tejidos de ovinos.

para determinar

Parametro RiAibn Higado Musculo Pulmén Bazo Cerebro

Recuperacion (%) 70,0+ 66,3+ 75,2 + 71,0+ 79,1+ 844+18
1,6 2,7 2,6 2,5 1,7

Linealidad (r?) 0,996 0,9983 0,9967 0,9994 0,998 0,9996

7 8

Precision (CV%) 4,1+ 44+ 31+40 3606 20+ 45%55
3,5 3,3 15

Exactitud (%) 99,7+ 102,7+ 106,11+ 940+ 950+ 102,3+
6,5 8,4 8,5 12,3 11,9 1,2

LOD (ug/g) 0,03 0,06 0,03 0,009 0,01 0,006

LOQ (na/g) 0,08 0,10 0,07 0,02 0,03 0,01

Resultados se expresan como promedio * error estandar de la media. LOD: Limite de
deteccion, LOQ: Limite de cuantificacion. Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 5. Parametros de validacion del método analitico utilizado para determinar
concentraciones de florfenicol amina en tejidos de ovinos.

Parametro Rifiéon Higado  Mduasculo  Pulmén Bazo Cerebro
Recuperacion 69,6 * 657 <+ 659+32 66,2+2,7 787+ 842 =
(%) 5,5 2,2 3,9 5,3
Linealidad (r>) 0,9992 0,9992 0,9993 0,9994 0,999 0,9995
6

Precision 43+48 6,750 53x48 1,7+1,3 44 + 3,0+£20
(CV%) 4,2
Exactitud (%) 99,7 + 102,9 + 95,0 + 102,2 + 100,6 98,7 +

6,5 7,3 13,3 6,6 +3,8 29
LOD (ug/g) 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 0,01
LOQ (na/g) 0,05 0,06 0,04 0,05 0,03 0,03

Resultados se expresan como promedio * error estandar de la media. LOD: Limite de
deteccion, LOQ: Limite de cuantificacion. Fuente: Elaboracién propia.
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7. Analisis Farmacocinético.

Para el analisis de los parametros farmacocinéticos de FFC y FFC-a se utiliz6 un modelo
no compartimental y se realizaron los célculos mediante el uso del programa PK

Solutions 2.0 (Summit Research Services, Ashland, OH, USA).

Las concentraciones maximas (Cmax) y €l tiempo en que se alcanzan las maximas
concentraciones (Tma) fueron calculados desde la curva concentracion/tiempo
correspondiente a cada animal. Las vidas medias de absorcién (ty.ap) Yy distribucion (ti.q)
fueron calculadas como In 2/ka y In 2/, respectivamente, donde la tasa de absorcion
(kab) es la constante de absorcién de primer orden y 4 es la constante de distribuciéon de
primer orden. La vida media de eliminacién (ti2).) se calculd como 0,693/A;, donde
lambda , corresponde a la constante de eliminacion de primer orden asociada con el

segmento terminal de la curva de concentraciones en el tiempo.

El area bajo la curva de la concentracion plasmatica en el tiempo se calculé desde To
hasta el ultimo tiempo de muestreo (AUC,.) utilizando el método de los trapecios. Se
determiné también el area bajo la curva concentracién vs tiempo desde cero al infinito
(AUCo.-), mediante la division de la Gltima concentracién experimental por la pendiente

de la fase terminal A,.

El tiempo medio de residencia (TMR) se calculé mediante la formula:

AUMC, ...

TMR=
AUC,...
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Donde: AUMC,.- es el area bajo la curva del primer momento estadistico y se calcul6

como el producto del tiempo por la concentracion del farmaco en el tiempo.

El Clearance total se calcul6 mediante la siguiente férmula:

Dosis

Cl=
AUC, ...

El volumen de distribucién en estado estacionario (Vdss) se calculé mediante:

Dosis * AUMC,,...

Vd, =
(AUC,... ?

La razon o relacién de metabolito para FFC-a se calcul6 segun la formula:

AUCO_t FFC-a X 100

MR %=
AUC,, FFC

8. Integracion Parametros PK/PD.

En los conejos del estudio se obtuvieron los indices PK/PD
(Pharmacokinetics/pharmacodynamics), que relacionan la farmacocinética con la
farmacodinamia para evaluar la eficacia de un antibidtico. La farmacodinamia
corresponde a valores de MIC (del inglés; Minimum inhibitory concentrations) de FFC

descritos para los patégenos mas comunes de conejos. De esta manera se calcularon
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los siguientes parametros PK/PD de FFC: Cna/MIC, AUC/MIC, y %T>MIC, los que
indican las concentraciones maximas de FFC sobre MIC, el area bajo la curva sobre
MIC, desde tiempo cero hasta el Ultimo muestreo y el porcentaje de tiempo durante el
cual las concentraciones plasmaticas de FFC se mantienen por sobre los valores de

MIC, respectivamente.

El %T>MIC se obtuvo mediante la siguiente formula (Kog et al., 2015):

%T >MIC= In (D/ (Vdarea X MIC)) X (t 12.x2 /IN(2)) X (100/ID)

Donde D corresponde a la dosis utilizada de FFC, Vdaea €s el volumen de distribucion

(L), t12xz €s la vida media de eliminacion (h) e ID corresponde al intervalo de dosis (h).

9. Andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos para las variables farmacocinéticas fueron expresados como
promedio (x) + error estandar de la media (EEM), y comparados mediante la prueba de
Mann-Whitney o t de student, segun correspondiera, de acuerdo con el tipo de
distribucion de los datos. Para comparaciones entre varios grupos se aplico la prueba de
Kruskall Wallis o ANOVA segun criterio anterior, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey. Se considerd un valor de p menor o igual a 0,05 para establecer
diferencias estadisticamente significativas. Valores de p mayores a 0,05y menores a 0,1
se consideraron como tendencia a ser significativos. Los calculos estadisticos se

realizaron mediante programa Infostat, (Cérdoba, Argentina 2020).
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RESULTADOS
ESTUDIOS EN CONEJOS
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1. RESULTADOS DE ESTUDIOS EN CONEJOS

1.1. Objetivo 1A. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida
por el lipopolisacarido de E. coli sobre la disposicién plasmética de florfenicol y

florfenicol amina, en conejos.

1.1.1. Evaluacion de los efectos del lipopolisacarido de E. coli como inductor de

respuesta inflamatoria aguda en conejos.

Posterior a la administracion de LPS de E. coli en los conejos (a las 0, 6 y 23,25 h), se
observaron aumentos significativos (p < 0,05) de la temperatura corporal (TC) respecto
de los conejos del grupo control. En la Figura 15 se observan los resultados expresados
como porcentaje de cambio en la TC (AT%), respecto del valor basal de cada grupo
experimental. Los porcentajes de cambio de TC fueron significativamente mas elevados
en el grupo tratado con LPS, respecto al grupo control, y respecto al valor basal del grupo
LPS, siendo las diferencias mas pronunciadas 1,25 h posterior a la primera
administracién de LPS, con un porcentaje de cambio de 4,1%. En el grupo de conejos
tratados con LPS, la temperatura aumenté desde un valor basal de 38,8 £ 0,17 °C a un

valor maximo de 40,4 + 0,19 °C, reportandose un alza de 1,6 °C.
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Figura 15. Variaciones de la temperatura corporal expresada como diferencia porcentual
respecto al valor basal, en conejos control y conejos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli. *: Diferencias significativas respecto a valor basal (p < 0,05). Letras
minUsculas diferentes en sentido vertical (a, b) indican diferencias significativas entre
grupos (p < 0,05). Valores representan promedios + error estandar de la media para n=>5.
Flechas indican tiempo de administracion de cada inyeccion de LPS. Fuente:
Elaboracion propia.

Tras la segunda inyeccién de LPS, el incremento de la TC de los conejos fue menos
pronunciado. Luego de la tercera inyeccion de LPS aplicada a las 24 h posteriores a la
primera inyeccion de LPS se observé un incremento significativo de temperatura y
posteriormente se produce un descenso de la TC que es seguido por una nueva alza de
temperatura con diferencias significativas entre ambos grupos entre las 31,5y 35 h
posteriores a la primera administracion de LPS. En la Figura 16 se presentan los

promedios de concentraciones de IL-6 obtenidos en los conejos del estudio. En los
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animales tratados con LPS, las concentraciones de IL-6 fueron significativamente
mayores que las concentraciones observadas en el grupo control (p < 0,05),alas 4,8y
12 h posteriores al tratamiento con el estimulo inflamatorio. En el grupo tratado con LPS
se produjo un incremento significativo de la IL-6 respecto de los niveles basales a las 8
h de tratamiento. Estas concentraciones de IL-6 alcanzaron un maximo de 18,8 pg/mL a

las 8 h posteriores a la administracion de la endotoxina.
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Figura 16: Concentraciones de interleuquina-6 en conejos control y conejos tratados con
LPS de E. coli. *; diferencias significativas (p < 0,05), respecto a valor basal (T0). Letras

diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas entre grupos (p < 0,05).
Valores indican promedios * error estandar medio para n=5. Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 17 se muestran los promedios de concentraciones de PCR en conejos del
grupo control y del grupo tratado con LPS. En los conejos del grupo tratado con LPS, las

concentraciones séricas de PCR aumentaron significativamente respecto del valor basal
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entre las 12 y 24 h posteriores a la administracion de la endotoxina. La comparacion de
los promedios de PCR entre ambos grupos determiné diferencias significativas para los

valores obtenidos a las 24 h (p < 0,05).
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Figura 17: Concentraciones de proteina C reactiva en conejos control y conejos tratados
con LPS de E. coli. *: diferencias significativas (p < 0,05), respecto a valor basal (T0).
Letras diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas entre grupos (p <
0,05). Valores indican promedios + error estandar medio para n=5. Fuente: Elaboracion
propia.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de los parametros hematoldgicos expresados
como promedio * error estandar de la media (EEM) en los conejos del grupo control y
del grupo tratado con LPS. Los promedios de VGA y concentracion de hemoglobina no
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos. En el grupo tratado con LPS se

observo una disminucién significativa en el recuento de leucocitos totales, respecto de
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los promedios observados en el grupo control. Esta disminucién se relaciona con un
marcado descenso en los promedios de recuento de linfocitos, monocitos y neutréfilos
entre 1 y 4 h posteriores a la primera inyeccién de LPS. A las 24 h posteriores a la
primera administracion de LPS los promedios de recuento de eosindfilos experimentaron
un incremento significativo respecto del valor basal en los animales tratados con la

endotoxina.

En la Tabla 6 también se observa que en el grupo tratado con LPS el recuento de
plaguetas present6 disminuciones significativas a las 12 h posteriores a la administracion

de la endotoxina.

En las Tablas 7 y 8 se presentan los promedios + EEM de las variables del perfil

bioquimico obtenidos en los conejos control y conejos tratados con LPS de E. coli (n=5).
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Tabla 6. Parametros hematoldgicos obtenidos en conejos control y conejos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli.

GRUPO CONTROL

GRUPO TRATADO CON LPS

Tiempo (h) Tiempo (h)
Parédmetro 0 1 4 12 24 0 1 4 12 24
VGA (%) 323+16 324+08 332+0,7 31,4+ 32,2+ 35,4+ 1,6 274+69 32417 325+14 31,7+1,0
1,1 11
Hemoglobina 112+07 112404 114402 10,704 1%’? 121405 94+23 113+05 11,0:04 108%0,2
(9/dL) ’
Leucocitos 6097,5 £ 5724+ 5484+ 4860 + 4704 + 5400 * 1788 £ 1206 £ 3980 5652 +
Totales 624,1 a 190 a 503,7 a 365,6 a 4943 a 126,5 a 1356 b * 99,6 b * 424.6 a 756,7 a
(N°/pL)
Linfocitos 2420,2 £ 2574,8 £ 2649,6 £ 1536 + 2058 1752,4 £ 559,2 £ 176 £ 176 883,6 £ 1297,4 +
(N°/uL) 641,8 a 316,7 a 552,3 a 407,2 a 486 a 488,6 a 247,4 b b * 261,1a 410,6 a
Monocitos 255,6 £ 2144 2434 165,6 £ 150,8 £ 1744 328+174 22+272 149,6 + 182 £ 46,4
(N°/uL) 89,3a 734 a 58 a 234 a 279a 56,5a b* b* 36,6 a a
Neutréfilos 1743,8 + 2194,8 £ 20914 + 2509,4 + 1886,6 1603,3 £ 4246 + 41,8 + 2290,4 = 2791,8 +
(N°/pL) 468,2 a 408,4 a 484,1 a 330,1a *+260,6 307,6 a 195,3 b 418b 248,7 a 601,2 a
a
Eosinéfilos 300 = 149 448,4 499,6 = 379 = 3772+ 421 +189 534+294 99,5+ 656,4 £ 1380,8 +
(N°/pL) a 165,3a 218,3 a 152,2 a 159,6 a a a 99,5 a 163,7 a 299,8b *
Plaquetas 199,8 £ 265,8 £ 2416 £ 2342 216,8 £ 230,3 ¢ 167,2 £ 48 157,2 £ 122,8 + 128,4 £ 9,6
(N°/pL) 26,7 a 33,4 a 335a 178 a 12,3 a 8,3a a 22,2 a 245b a

VGA: Volumen globular aglomerado. Valores representan promedios + EEM para n=5 por grupo. Letras diferentes en sentido
horizontal indican diferencias significativas entre grupos. * Diferencias significativas respecto a TO valor basal (p < 0,05). Fuente:
Elaboracion propia.
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Tabla 7. Parametros bioquimicos sanguineos obtenidos en conejos control y conejos tratados con lipopolisacéarido de

Escherichia coli.

GRUPO CONTROL

GRUPO TRATADO CON LPS

Tiempo (h) Tiempo (h)

Parametro 0 1 4 12 24 0 1 4 12 24
ALT (U/L) 14,6 £ 11,2 + 10,6 £ 12 + 136+ 184+ 10,8+ 94+ 24,2 + 16,2 + 10,6
54 3,5 2,9 2,9 4 7,4 4.5 4.1 16,2
AST (U/L) 20,6 £ 6 17,8 £ 20,8 = 20,2 + 186+ 192+ 136+ 288+ 53,2 + 42,8+ 19,9

a 2,8a 2,5a 2,7a 2,6a 35a 3,7a 52a 7,7 b* a
Fosfatasa 17,4 16,8 £ 18+2,3 13,6+ 142+ 204+ 172+ 20,8+ 20z%5,2 14,6 £ 6,9
alcalina 3,4 2,2 4.8 2,9 3,4 4.4 2,7
(U/L)
GGT (U/L) 5+03 54+10 52+0,6 3,8+ 4.4 + 56+ 4.8 + 6,8 13,6 £ 6,0x25a
a a a 0,9 a 0,7 a 0,9 a l4a 16a 3.8b
Bilirrubina 58+ 6,5+ 7,1+ 34+ 8,2+
total 23 42+1 56+0,9 18 59+1 17 0.9 25 89+1,6 52+23
(umol/L)
Glucosa 7,6+ 7306 6,2+0,5 56+ 59+ 6,2 7,0+ 114+ 3,703 3,1+x13a
(mmol/L) 0,8a a a 0,6a 0,8a 05a 18a 0,60b* a

Valores representan promedios + EEM para n=>5. Letras diferentes en sentido horizontal indican diferencias significativas entre

grupos. * Diferencias significativas respecto a valor basal (p < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 8. Promedios de variables del perfil de bioquimica sanguinea obtenidos en conejos control y conejos tratados con
lipopolisacarido de Escherichia coli.

GRUPO CONTROL

GRUPO TRATADO CON LPS

Tiempo (h) Tiempo (h)

Parametro 0 1 4 12 24 0 1 4 12 24
Proteinas 58,6 +2,0a 542+12 584+30 528+29 520+40a 596+24 48,4 + 474+22 49,0+2.3 39,4 +
totales a a a a 12,1 a b* a* 10,2 a*
(g/L)
Globulinas 21,2+1,5 190+0,3 208+15 17,8+0,8 18,2+1,7 21,8+0,7 178+45 158+08 180+1,1 22,8+8,8
(g/L)
Albumina 37,8+09a 353+12 376+16 35+26a 338+27a 38+18a 30677 314+16 31,1+14 16,8+6,9
(g/L) a a a b* a* b*
Relacion 1,8+0,1 1,9+0,1 1,8+0,1 2,0+0,2 1,9+0,1 1,8+0,1 1,5+0,4 1,8+0,2 1,8+0,1 1,0+0,4
AlIG
frrf;tl;f)'”a 418585 1‘2’2; 1442+ 1290+ 1346+ 1280+ 1086+ 1320+ 1242+ 888+
H I ! 11,2 4.8 12,8 9,9 27,9 12,6 14,4 36,7
Ul 9,9+0,9 9,0+0,7 8,6+0,5 9,1+0,4 87+1,0 80+1,1 6,0+1,6 8,3+0,5 8,0+0,5 6,1+2,6
(mmol/L)
Calcio

3,2+0,1 3,0+£0,1 29+0,1 2,3+0,3 2,7+0,2 3,1+0,1 2,2+0,6 2,4+0,1* 2,2+0,2* 1,2+0,5*
(mmol/L)
Fosforo 1,3+0,1a 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1+0,0 10+£0,1a 12+0,1a 08+02 06%+0,0b* 1,1+0,1 0,7+0,3
(mmol/L) a a a a* a a

Valores representan promedios = EEM para n=>5. Letras diferentes en sentido horizontal indican diferencias significativas entre
grupos. * Diferencias significativas respecto a valor basal (p < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

98



En la Tabla 7 se observa que la actividad de las enzimas hepéticas ALT y FA en los
conejos tratados con LPS no mostraron diferencias significativas respecto de los
promedios observados en el grupo control (p > 0,05). En cambio, en los conejos tratados
con LPS la actividad de las enzimas AST y GGT presentaron incrementos significativos
respecto del grupo control (p < 0,05) a las 12 h, el cual también fue significativo respecto

de sus niveles basales en el caso de AST.

Como se muestra en la Tabla 8, a las 4 y 24 h, posteriores a la primera inyeccién de
LPS, en los conejos del grupo tratado con la endotoxina se observd un descenso
significativo en los niveles de albumina, respecto del grupo control. Los promedios de
proteinas totales fueron significativamente menores en los conejos del grupo tratados
con LPS, a las 4 h posteriores a la primera inyeccion de LPS. La relacion
albumina/globulina no present6 cambios significativos entre ambos grupos
experimentales (p > 0,05). Los marcadores de funcionalidad renal como las
concentraciones de urea y creatinina tampoco mostraron diferencias significativas entre

ambos grupos experimentales (p > 0,05).

En los conejos del grupo tratado con LPS se observaron incrementos significativos en
los promedios de concentracion de glucosa, a las 4 h posterior a la primera
administracién de LPS (Tabla 7). Por su parte, las concentraciones de calcio y fésforo
disminuyeron significativamente (p < 0,05), respecto de su valor basal, en los animales

del grupo tratado con la endotoxina (Tabla 8).
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1.1.2. Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicion plasmética

de florfenicol y florfenicol amina en conejos.

1.1.2.1 Efectos de larespuesta inflamatoria aguda sobre la disposicién plasmética
de florfenicol y florfenicol amina en conejos posterior a la administracion de

florfenicol via intravenosa.

En la Figura 18 se presentan las curvas semilogaritmicas de concentraciones
plasmaticas en el tiempo de FFC en conejos control y conejos tratados con LPS de E.
coli, posterior a la administracién via IV de una dosis de 20 mg/kg. En el grupo control
se observaron concentraciones plasmaticas de 22,6 + 2,35 pg/mL a las 0,03 h
posteriores a la administracion de FFC, las que declinaron de manera bifasica, y FFC
fue detectado hasta las 8 h. En el grupo tratado con LPS las concentraciones plasmaticas
de FFC fueron mas elevadas que en el grupo control entre las 2 y 12 h de muestreo, y
estas diferencias fueron significativas a las 2 y 8 h posterior a la administracién de FFC
(p <0,05). Las concentraciones declinaron de manera mas paulatina en el grupo tratado

con LPS, siendo detectadas hasta las 12 h de muestreo.
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Figura 18. Curvas semilogaritimicas de concentraciones plasmaticas de florfenicol
posterior a la administracién de una dosis de 20 mg/kg via intravenosa en conejos sanos
y conejos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli. Cada punto representa el
promedio + EEM (n=6), *p < 0,05. Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 9 se presentan los promedios de los parametros farmacocinéticos de FFC
en conejos control y conejos tratados con LPS de E. coli, obtenidos posterior a la
administracién de una dosis de 20 mg/kg via IV. En los conejos cursando una RIA se
observo un incremento significativo de los promedios de vida media de eliminacion, area
bajo la curva y tiempo medio de residencia de FFC, en comparacion con los conejos
sanos (p < 0,05). Estos cambios se asociaron a una disminucion significativa del
clearance de FFC, el cual disminuy6 de 1228,2 + 107,5 mL*h/kg a 806,4 + 91,4 mL*h/kg

en los conejos tratados con la endotoxina.

101



Tabla 9. Parametros farmacocinéticos de florfenicol posterior a la administracién
intravenosa de 20 mg/kg en conejos control y conejos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli.

Pardmetro Farmacocinético Control LPS Valor de p
Ke (1/h) 0,37+0,12 0,17 + 0,05 0,024*
tizel (D) 3,44 £ 0,57 559+1,14 0,046*
AUCo.t (ug”" h/mL) 16,84+ 1,24 25,67 £ 2,7 0,024*
AUCo.~ (g™ h/mL) 17,18 £ 0,97 26,28 + 2,7 0,024*
TMR (h) 1,10+ 0,19 3,22 + 0,95 0,024*
Vdss (ML) 1412 + 234,5 2661 + 939 0,546
CL (mL*h/kg) 1228,2 + 107,5 806,4 + 91,4 0,046*

Resultados se expresan como promedio = EEM. *p < 0,05 vs Control. Ke: constante de
eliminacion; tyzei: vida media de eliminacion; AUC,.: Area bajo la curva concentracion vs
tiempo desde cero al Ultimo tiempo de muestreo; AUCo.. Area bajo la curva
concentracion vs tiempo desde cero al infinito. TMR: tiempo medio de residencia; Vdss:
volumen de distribucion en estado estacionario; CL: Clearance (n=6). Fuente:
Elaboracion propia.

En la Figura 19 se presentan las curvas de concentracién plasmatica en el tiempo de
FFC-a posterior a la administracion via IV de una dosis de FFC de 20 mg/kg en conejos

control y conejos tratados con LPS de E. coli.

Las concentraciones de FFC-a en los conejos del grupo tratado con LPS fueron menores
gue las concentraciones del grupo control, hasta las 2 h posteriores a la administracion
de FFC (p < 0,05), pero presentaron una mayor persistencia en el tiempo, lo que se
evidencié por un mayor TMR en los conejos tratados con LPS, en comparacion con el

grupo control.
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Las concentraciones de FFC-a alcanzaron promedios de 0,97 + 0,31 uyg/mL en el grupo
tratado con LPS, mientras que en el grupo control los mayores promedios de
concentraciones fueron de 2,76 £+ 0,53 pg/mL. Estas concentraciones se alcanzaron 1 h

posterior a la administracién de FFC.
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Figura 19. Curvas de concentraciones plasmaticas de florfenicol amina en conejos sanos
y tratados con lipopolisacéarido de Escherichia coli. Cada punto representa el promedio
+ EEM posterior a la administracion de una dosis de 20 mg/kg via intravenosa de
florfenicol. *p < 0,05 (n=6). Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 10 se presentan los promedios + EEM para los parametros farmacocinéticos
de FFC-a en conejos, posterior a la administracion via IV de una dosis de FFC de 20
mg/kg. Los valores de Cmax, AUCo:, AUCo.-, fueron significativamente menores en los

conejos tratados con LPS que en los conejos sanos (p < 0,05). En cambio, los promedios
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de vida media de eliminacion y TMR presentaron un incremento significativo en los
conejos tratados con LPS, en comparacion con los conejos control (p < 0,05). La
proporcion de metabolito (MR%), del grupo LPS (22,0 + 5,3 %) fue significativamente
menor que el MR del grupo control que fue de 57,8 £ 9,2 %.

Tabla 10. Parametros farmacocinéticos de florfenicol amina posterior a la administracion

intravenosa de 20 mg/kg de florfenicol en conejos tratados con solucidn salina (control)
y tratados con lipopolisacéarido de Escherichia coli.

Parametro Farmacocinético Control LPS Valor de p
Crmax (ug/mL) 2,85+ 0,34 1,10 + 0,26 0,0017*
Tmax () 0,80 + 0,10 1,42 £ 0,27 0,029*
Kel (1/h) 0,44 + 0,03 0,28 + 0,06 0,0176*
trizel () 1,61+0,11 3,32+0,93 0,0491*
AUCo. (ug* h/mL) 9,68 + 1,14 5,17 + 1,27 0,0158*
AUCo.. (ug* h/mL) 9,68+ 1,14 5,3+1,33 0,0158*
TMR (h) 2,56 + 0,23 4,42 + 1,00 0,050*
MR % 57,6+7,5 22,0+53 0,0048*

Resultados se expresan como promedio £ EEM. *p < 0,05 vs Control. Cmax: cOncentracion
maxima; Tmax: Tiempo en alcanzar Cmax; Kei: constante de eliminacion; t 1e: vida media
de eliminacion; AUCq.: Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al tltimo
tiempo de muestreo; AUCo... Area bajo la curva concentracién vs tiempo desde cero al
infinito. TMR: tiempo medio de residencia; MR%: Relacion metabolito/FFC en porcentaje
(n=6). Fuente: Elaboracién propia.
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1.1.2.2 Efectos de larespuesta inflamatoria aguda sobre la disposiciéon plasmatica
de florfenicol en conejos posterior a la administracion de florfenicol via

intramuscular.

En la Figura 20 se observan las curvas semilogaritmicas de concentraciones plasmaticas
en el tiempo de FFC en conejos control y conejos tratados con LPS de E. coli, posterior
a la administracion de 20 mg/kg via IM. En el grupo control el mayor promedio de
concentracién plasmatica fue de 6,3 + 0,5 pyg/mL a las 1,5 h posteriores a la
administraciéon de FFC, luego se produce un descenso gradual a partir de las 4 h
posterior al tratamiento con FFC. Mientras que en el grupo tratado con LPS la mayor
concentracion plasmatica promedio fue de 7,3 £ 0,9 ug/mL a las 1,5 h de muestreo, y se
mantuvo en ese valor hasta las 2 h de muestreo. Las concentraciones declinan
paulatinamente hasta alcanzar valores de 0,34 + 0,06 ug/mL a las 12 h de muestreo. Se
puede observar que las concentraciones plasmaticas de FFC en el grupo de conejos
tratado con LPS son significativamente superiores a las del grupo control a las 4 h

posterior a la administracion de LPS (p < 0,05).
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Figura 20. Curvas semilogaritimicas de concentraciones plasmaticas de florfenicol
posterior a la administracién de una dosis de 20 mg/kg via intramuscular en conejos
sanos y conejos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli. Cada punto representa
el promedio = EEM, *p < 0,05 (n=5). Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 11 se presentan los promedios de los parametros farmacocinéticos de FFC
en conejos control y conejos tratados con LPS de E. coli, tratados con una dosis de 20
mg/kg via IM. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos al comparar los promedios de concentracion maxima (Cmax) Y tiempo en que se
alcanzan las concentraciones maximas (Tmax). En cambio, se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos para el tiempo de vida media de absorcién. No se
observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los grupos control y tratado con
LPS, al comparar las variables de constante de distribucién, vida media de distribucion,
constante de eliminacion y vida media de eliminacién. Los valores de area bajo la curva

fueron significativamente mayores en el grupo tratado con LPS al comparar con los
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conejos controles, lo cual se relaciona con un incremento significativo en el tiempo medio
de residencia de FFC en los conejos tratados con LPS.
Tabla 11. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol posterior a la administracion

intramuscular de 20 mg/kg en conejos control y conejos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli.

Parametro Farmacocinético Control LPS Valor de p
Cmax (Hg/mL) 6,65 + 0,30 7,85 + 0,65 0,101
Tmax (D) 1,60 + 0,19 1,80+ 0,12 0,683
Kab (1/h) 2,01 + 0,56 1,11 +0,19 0,222
t12.a0 () 0,44 + 0,09 0,72 + 0,13 0,024*
Ka (1/h) 0,67 +0,21 0,78 + 0,14 0,759
tyza () 2,26 +1,22 0,99 + 0,15 0,587
Ker (1/h) 0,37 £ 0,01 0,34 + 0,03 0,392
tizel () 1,88 + 0,06 2,05+0,15 0,361
AUCo. (Mg* h/mL) 25,57 + 1,28 38,85 + 3,77 0,016*
AUCo. (ug* h/mL) 25,94+ 1,34 39,87 + 3,80 0,016*
TMR (h) 3,28 + 0,23 4,18 + 0,22 0,005*

Resultados se expresan como promedio £+ EEM. *p < 0,05 vs Control. Cpax
concentracion maxima; Tmax: Tiempo en alcanzar Cmax; Kab: constante de absorcion; tijan:
vida media de absorcién; K. constante de distribucion; tizq: vida media de distribucion;
Ke: constante de eliminacion; tizer: vida media de eliminacion; AUCo.: Area bajo la curva
concentracion vs tiempo desde cero al Gltimo tiempo de muestreo; AUC,.: Area bajo la
curva concentracion vs tiempo desde cero al infinito. TMR: tiempo medio de residencia
(n=5). Fuente: Elaboracion propia.
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Integracién paradmetros PK/PD de FFC en conejos.

Para calcular los parametros PK/PD en los conejos del estudio, se tomaron en
consideracién valores de concentracion minima inhibitoria 90 (MICg) en un rango entre
0,25 pg/mL y 2 pg/mL, descritos para FFC frente a patdgenos relevantes que causan
infecciones respiratorias en conejos: Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica
(Koc et al. 2015). Se calcularon los siguientes parametros: Cna/MIC, AUC/MIC, vy
%T>MIC, segun se presenta en la Tabla 12 y Tabla 13. Estos pardmetros indican las
concentraciones maximas de FFC sobre MIC (Cma/MIC), el area bajo la curva sobre
MIC, desde tiempo cero hasta el Ultimo muestreo (AUCo./MIC) y el porcentaje de tiempo
durante el cual las concentraciones plasméaticas de FFC se mantienen por sobre los
valores de MIC (%T>MIC). Para la relacion Cma/MIC, las concentraciones plasmaticas
méaximas de FFC fueron mas de 20 veces superiores que las MICs de 0,25 pg/mL en los
conejos control y tratados con LPS. En el caso de las MICs de 0,5 pg/mL superaron mas
de 10 veces este valor, y para las MICs de 1y 2 ug/mL mas de 3 veces. Los promedios
de AUC,./MIC fueron significativamente mayores en el grupo de conejos tratados con

LPS respecto del grupo control (p < 0,05) (Tabla 12).
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Tabla 12. Integracion PK/PD para los parametros Cnax/MIC y AUC/MIC de florfenicol en
plasma de conejos para Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica, posterior a
la administracion de una dosis de 20 mg/kg via intramuscular en conejos control y
tratados con LPS.

Parametro Control LPS Valor de p

MICqo (0,25 pg/mL).

Cumax/MIC 266 +1,1 31,4+ 2,6 0,099
AUC/MIC (h) 102,3+5,1 155,4 + 15,1 0,016*
MICgo (0,5 pg/mL).

Cumax/MIC 13,3+0,6 15,7+1,3 0,099
AUCy./MIC (h) 51,1+ 2,6 77,7+75 0,016*
MICgo (1 pg/mL).

Cmax/MIC 6,7+ 0,3 79+0,7 0,100
AUC./MIC (h) 256+1,3 38,8+ 3,8 0,016*
MICgo (2 pg/mL).

Cua/MIC 3,3%+0,2 3,9+0,3 0,100
AUCo./MIC (h) 12,8+0,6 194+1,9 0,016*

Resultados se expresan como promedio + error estandar de la media. *p < 0,05 vs
Control. MICg: Concentracion donde el 90 % de microorganismos son inhibidos en su
crecimiento. Se consideraron MICs en el rango entre 0,5 y 2 pg/mL descritos para
Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica en conejos (n=5). Fuente: Elaboracion
propia.

En la Tabla 13 se muestran los valores de % T>MIC, donde se puede observar que en el
caso de un intervalo de administracién de FFC de 8 h, las concentraciones plasmaticas
del antibiotico superan los valores de MIC de 0,25 y 0,5 pg/mL alrededor de un 100 %

del tiempo. En cambio, cuando se considera un intervalo de 12 h, solo el grupo tratado
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con LPS alcanza valores cercanos al 100% en el % de tiempo que las concentraciones

de FFC superan los valores de MIC de 0,25 pg/mL.

Tabla 13. Integraciéon PK/PD para el parametro %T>MIC de florfenicol en plasma de
conejos para Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica, posterior a la
administracién de una dosis de 20 mg/kg via intramuscular en conejos control y tratados
con LPS.

Parametro PK/PD Intervalo de dosis

%T>MIC 8h 12 h

MICgo (0,25 pg/mL).

Control 1235+ 0,8 a 82,3+0,6 a*
LPS 147,0+£4,7b 98,0 + 3,2 b*
MICg (0,5 pg/mL).

Control 100,0+0,9 a 66,7 + 0,6 a*
LPS 121,4+52b 80,9 + 3,5 b*
MICgo (1 pg/mL).

Control 76,5+09a 51,0+ 0,6 a*
LPS 958+52Db 63,9 + 3,5 b*
MICgo (2 pg/mL).

Control 53+0,9a 35,3+0,6 a*
LPS 70,2+52Db 45,8 + 3,5 b*

Resultados se expresan como porcentaje £ EEM, %T>MIC se calcul6 para MICs de 0,25,
0,5, 1y 2 pg/mL, considerando los antecedentes de valores de MICs reportados para
Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica. MICq: Concentracién donde el 90 %
de microorganismos ve inhibido su crecimiento (n=5). Letras diferentes en sentido
vertical indican diferencias significativas entre los tratamientos, *: diferencias
significativas para el factor tiempo (intervalo de dosis), *p < 0,05 (n=5). Fuente:
Elaboracion propia.
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1.1.2.3 Efectos de larespuesta inflamatoria aguda sobre la disposicién plasmatica
de florfenicol amina en conejos posterior a la administracién de florfenicol via

intramuscular.

En la Figura 21 se presentan las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de
FFC-a posterior a la administracion de una dosis de FFC de 20 mg/kg via IM en conejos
control y conejos tratados con LPS de E. coli. En la fase inicial de la curva se observa
gue la formacion del metabolito FFC-a en plasma se evidencia a contar de las 0,5 h
posteriores a la administracion de FFC, presentando ambas curvas un patron similar de
incrementos en sus niveles plasmaticos. Las concentraciones de FFC-a alcanzaron
promedios de 1,6 £ 0,2 uyg/mL en el grupo tratado con LPS, a las 2 h de muestreo. En el
grupo control las mayores concentraciones fueron de 1,7 £ 0,2 yg/mL a las 4 h de
muestreo. Desde las 6 h de muestreo, las concentraciones de FFC-a decaen
paulatinamente hasta alcanzar un promedio de 0,25 + 0,04 pg/mL en el grupo control y
de 0,44 £+ 0,05 pg/mL, en el grupo tratado con LPS, a las 12 h de muestreo. Se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos con mayores concentraciones
del metabolito en los conejos tratados con LPS a las 1,5 y 8 h posteriores a la

administracién de FFC (p < 0,05).
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Figura 21. Curvas de concentraciones plasmaticas de florfenicol amina en conejos sanos
y tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli. Cada punto representa el promedio
+ EEM posterior a la administracion de una dosis de 20 mg/kg via intramuscular de
florfenicol, *p < 0,05 (n=5). Fuente: Elaboracién propia.

Los promedios + EEM para los parametros farmacocinéticos de FFC-a en conejos,
posterior a la administracion de una dosis de FFC de 20 mg/kg via IM se muestran en la
Tabla 14. Los valores correspondientes a la tasa de eliminacion en el grupo tratado con
LPS (0,21 + 0,02 h1) fueron significativamente (p = 0,0203) menores respecto de los
observados en el grupo control, los que fueron de 0,28 + 0,01 ht. En relacién con lo
anterior, el promedio de vida media de eliminacion mostr6 una tendencia a ser
significativamente mayor en el grupo tratado con LPS (3,49 + 0,38 h; p = 0,0625)
respecto al grupo control (2,46 + 0,13 h). El area bajo la curva desde tiempo cero al
infinito para FFC-a fue significativamente mayor en los conejos tratados con la
endotoxina (15,09 + 0,51 pg* h/mL), al igual que el tiempo medio de residencia del

metabolito el cual presento valores de 7,29 + 0,48 h, el que fue significativamente mayor
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al observado en los conejos del grupo control. Por otra parte, la proporcion de metabolito
(MR; del inglés metabolite ratio), presentdé una tendencia (p= 0,064) a ser
significativamente menor en los animales tratados con LPS respecto del grupo control.

Tabla 14. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol amina posterior a la administracién

intramuscular de 20 mg/kg de florfenicol en conejos tratados con solucién salina (control)
y tratados con lipopolisacérido de Escherichia coli.

Parametro Control LPS Valor de p
Farmacocinético

Cuax (ug/mL) 1,90 + 0,14 1,79 £ 0,16 0,6905
Timax () 3,20 + 0,49 3,6 +0,75 0,9999
Kfm (1/) 0,62 + 0,08 0,55 + 0,09 0,6802
tu/2 m (D) 1,20 +0,15 1,36 0,19 0,5432
Ka (1/h) 0,49 + 0,16 0,38 +0,19 0,7397
tiz a (h) 2,05 + 0,60 0,83 + 1,42 0,4816
Ke (1/h) 0,28 + 0,01 0,21 + 0,02 0,0203*
tuzer () 2,46 + 0,13 3,49 + 0,38 0,0625
AUCo. (ug* h/mL) 11,75 + 0,99 12,79 £ 0,43 0,1436
AUCq. (ug* h/mL) 12,68 + 1,13 15,09 + 0,51 0,0529*
TMR (h) 5,63 + 0,34 7,29 + 0,48 0,0242*
MR % 45,49 + 3,92 33,98 + 3,03 0,0641

Resultados se expresan como promedio = EEM. *p < 0,05 vs Control. Cnax: concentracion
méxima; Tmax: Tiempo en alcanzar Cmax; Kim: constante de formacion del metabolito; ti»
fm: vida media de formacién del metabolito; K. constante de tasa de distribucion; tis q
vida media de distribucion; Kei: constante de eliminacion; ti2.. vida media de eliminacion;
AUCo.: Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al Ultimo tiempo de
muestreo; AUC,... Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al infinito.
TMR: tiempo medio de residencia; MR%: Relacion metabolito/FFC en porcentaje (n=5).
Fuente: Elaboracion propia.
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1.2. Objetivo 2A. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida
por el lipopolisacarido de E. coli sobre la distribucion tisular de florfenicol vy

florfenicol amina, en conejos.

1.2.1. Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la distribucién tisular de

florfenicol y florfenicol amina en conejos.

Las concentraciones tisulares de FFC observadas en ambos grupos de conejos se
presentan en la Figura 22. En el grupo control las concentraciones mas altas se
observaron enrifién (7,85 + 1,46 ug/g), seguidas en orden decreciente por musculo (4,59
+ 0,94 ug/g), bazo (4,12 = 0,66 ug/g), pulmén (3,79 + 0,75 pg/g), higado (2,66 + 0,56
Ma/g) y cerebro (1,01 £ 0,07 ug/g). En los conejos tratados con LPS las concentraciones
tisulares de FFC siguieron el mismo orden decreciente y fueron mayores a las
observadas en el grupo control, con valores promedio de 11,14 £ 2,92 ug/g en rifidn;
9,05 £ 1,59 ug/g en musculo; 7,66 + 1,85 ug/g en bazo; 7,16 £ 1,82 ug/g en pulmon; 5,56
+ 2,04 pg/g en higado y 1,45 £ 0,33 ug/g en cerebro. Se determinaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para los promedios de concentracion de
FFC observados en musculo (p =0,037) y se observé una tendencia en pulmén (p =
0,093) a presentar mayores concentraciones en el grupo tratado con LPS. En los demas

tejidos no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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Figura 22. Promedios (+ EEM) de concentraciones tisulares de florfenicol administrado
via intramuscular en dosis de 20 mg/kg en conejos control y conejos tratados con
lipopolisacarido de Escherichia coli (n=6) * p < 0,05. Fuente: Elaboracién propia.

La relacion Tejido/Plasma de FFC calculada para cada uno de los tejidos tanto para los
conejos del grupo control como los del grupo tratado con LPS se muestran en la Figura

23.
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Figura 23. Promedios (+ EEM) de relaciones tejido/plasma de florfenicol administrado
via intramuscular en dosis de 20 mg/kg en conejos control y conejos tratados con
lipopolisacarido de Escherichia coli (h=6). Fuente: Elaboracion propia.

La relacion tejido/plasma permite estimar la proporcién de FFC que se distribuye a los
tejidos. Los valores para la relacion tejido/plasma son mayores en todos los tejidos del
grupo tratado con LPS, sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre

ambos grupos experimentales (p > 0,05).

En la Figura 24 se muestran las concentraciones tisulares de FFC-a. En los conejos del
grupo control las mayores concentraciones se obtuvieron en muestras de rifion (9,69 +
1,57 ug/g), seguido en forma decreciente por higado (5,92 + 1,06 pg/g), bazo (4,77 +
1,44 ug/g), pulmoén (2,21 + 0,58 ug/g), musculo (1,42 + 0,27 ug/g), y cerebro (0,70 £ 0,14
Ma/g). En el grupo tratado con LPS las concentraciones tisulares de FFC-a fueron
significativamente superiores en higado (11,45 + 1,63 pg/g; p = 0,0077), masculo (2,95

+ 0,63 ug/g; p = 0,0260), y bazo (10,07 + 2,36 pg/g; p = 0,0411), respecto de las
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concentraciones de FFC-a observadas en el grupo control. En pulmén se observé una
tendencia (p = 0,0886) a mayores concentraciones en los conejos tratados con LPS. En
rifidn las concentraciones de FFC-a en el grupo tratado con LPS fueron de 14,22 + 2,92
Kg/g. En pulmoén las concentraciones fueron de 5,02 + 1,61 ug/g, mientras que en cerebro

las concentraciones de FFC-a fueron de 1,29 + 0,33 pg/g para el grupo tratado con LPS.
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Figura 24. Promedios + EEM de concentraciones tisulares de florfenicol amina posterior
a la administracion de florfenicol via intramuscular en dosis de 20 mg/kg en conejos
control y conejos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli (n=6) * p < 0,05.
Fuente: Elaboracién propia.

Las relaciones tejido/plasma, calculadas para el metabolito FFC-a en los conejos del
grupo control y del grupo tratado con LPS, se muestran en la Figura 25. Al comparar los
promedios de la relacion tejido/plasma de FFC-a para los diferentes tejidos no se

observaron diferencias significativas entre ambos grupos experimentales.
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Figura 25. Promedios (+ EEM) de la relacion tejido/plasma de florfenicol amina en
conejos control y conejos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli (n=6) posterior
a la administracién via intramuscular de florfenicol en dosis de 20 mg/kg. Fuente:
Elaboracion propia.
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2. RESULTADOS DE ESTUDIOS EN OVINOS

2.1. Objetivo 1B. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida
por el lipopolisacarido de E. coli sobre la disposicién plasmética de florfenicol y

florfenicol amina, en ovinos.

2.1.1. Evaluacion de los efectos del lipopolisacérido de E. coli como inductor de

respuesta inflamatoria aguda en ovinos.

Posterior a la administracion de LPS de E. coli en los ovinos (a las 0, 8 y 23,25 h), se
observé un incremento de la TC en los animales tratados con la endotoxina, el cual
alcanz6 su maximo aumento promedio 8 h después de la primera inyeccion de LPS, con
un alza desde un valor basal de 39,4 £ 0,12 °C hasta 40,6 + 0,06 °C en el grupo tratado
con LPS. Enla Figura 26 se presentan los resultados de TC expresados como porcentaje
de cambio respecto del valor basal (AT%), para cada tiempo de medicion. En los ovinos
tratados con LPS se observaron aumentos significativos de la TC (p < 0,05) respecto de
los promedios del grupo control desde las 0,75 hasta las 2 h posterior a la primera
inyeccion de LPS. Posteriormente se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos experimentales entre las 2,5 hasta las 9,5 h posteriores a la primera
administracién de LPS. El mayor aumento de temperatura fue de 4,5% (1,1°C) luego de
la segunda inyeccion de LPS con un alza desde 39,5 + 0,14 °C en el grupo control hasta
40,6 + 0,06 °C en los animales tratados con LPS. Tras la segunda inyeccién de LPS, la
TC de los ovinos se mantuvo elevada por al menos 12 horas. El incremento de 1,2 °C

de la TC en el grupo tratado con la endotoxina, respecto a su valor basal de temperatura
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permitio confirmar el establecimiento de una RIA inducida por la administracion de LPS

de E. coli en los ovinos del estudio.
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Figura 26. Cambios en la temperatura rectal expresados como porcentaje de diferencia
del valor basal (T0), en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli. *: Diferencias significativas respecto a valor basal (p < 0,05). Letras
minUsculas diferentes en sentido vertical (a, b) indican diferencias significativas entre
grupos (p < 0,05). Valores representan promedios + error estandar medio, para n=5.
Flechas indican tiempo de administracion de cada inyeccion de LPS. Fuente:
Elaboracion propia.

En la Figura 27 se observan las concentraciones de interleuquina- 6 (IL-6) evaluadas en
los ovinos del estudio. Las mayores concentraciones de esta citoquina se observaron en
los animales tratados con LPS en comparacion a los valores observados en el grupo

control. Se determind una tendencia a presentarse diferencias estadisticamente
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significativas para el factor tratamiento (p=0,078), sin embargo, para el factor tiempo las

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05).
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Figura 27: Concentraciones de Interleuquina-6 en ovinos control y ovinos tratados con

LPS de E. coli. Valores indican promedios * error estandar medio para n=5. Fuente:
Elaboracion propia.

En la Figura 28 se presentan los promedios de concentraciones de PCR, obtenidas en
los ovinos del grupo control y del grupo tratado con LPS. Se observé un incremento de
las concentraciones séricas de PCR en los ovinos tratados con LPS respecto de los
promedios observados en los ovinos del grupo control. De acuerdo con el andlisis de
varianza, se observé una tendencia a presentar diferencias significativas para el factor
tratamiento entre ambos grupos experimentales (p= 0,0845). No se determinaron
diferencias significativas respecto a los niveles basales (TO) para el grupo control y

tratado con LPS (p > 0,05).
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Figura 28: Concentraciones de proteina C reactiva en ovinos control y ovinos tratados
con LPS de E. coli. Valores indican promedios + error estandar medio para n=5. Fuente:
Elaboracion propia.

En la Tabla 15 se presentan los resultados de medicién de las variables hematoldgicas
obtenidas en ovinos del grupo control y en ovinos del grupo tratado con LPS de E. coli.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ovinos del grupo control
y ovinos tratados con LPS en el recuento de leucocitos totales, asociadas con una

disminucidn significativa de los recuentos de linfocitos y monocitos en los animales del

grupo tratado con LPS (p < 0,05). También se observo una disminucién significativa del
recuento de neutrdfilos entre las 4 y 12 h posteriores a la administracion de LPS en los
ovinos del grupo experimental respecto a los promedios del grupo control. A las 24 h de

muestreo el recuento de neutrofilos alcanza valores superiores al valor basal (p < 0,05).
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El recuento de eosindfilos no presento diferencias significativas entre ambos grupos (p
> 0,05).

Segun lo descrito en la Tabla 16 no se observaron diferencias significativas para las
variables de volumen globular aglomerado (VGA %) y concentracién de hemoglobina
entre ambos grupos experimentales (p > 0,05). Asimismo, el recuento de plaquetas no
mostrd diferencias significativas entre ambos grupos (p > 0,05). Por otra parte, se
observé que en los ovinos tratados con LPS, los promedios de proteinas totales

disminuyeron significativamente respecto del grupo control a las 24 h (p < 0,05).

Como se presenta en la Tabla 17, la actividad de las enzimas hepéticas AST y GGT, no
presentd diferencias significativas entre ambos grupos experimentales (p > 0,05), sin
embargo, a las 24 h se observé un aumento significativo de la actividad enzimatica de

AST en los ovinos tratados con LPS respecto de los valores basales (p < 0,05).

Las concentraciones de creatinina aumentaron significativamente desde las 8 a 24 h en
el grupo tratado con LPS respecto del grupo control, y se observé un incremento
significativo respecto a los valores basales en el grupo tratado con LPS entre las 4y 24
h. Los valores de concentraciones de urea aumentaron significativamente (p < 0,05) en
los animales endotoxémicos a las 24 h, respecto de los promedios del grupo control,

como se muestra en la Tabla 17.
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Tabla 15. Promedios de recuento total y diferencial de leucocitos obtenidos en ovinos control y ovinos tratados con
lipopolisacarido de Escherichia coli.

GRUPO CONTROL GRUPO TRATADO CON LPS
Tiempo (h) Tiempo (h)
Parametro 0 1 4 8 12 24 0 1 4 8 12 24
Leucocitos 8342+ 8071+ 10671 11228 11271 9142+ 6871+ 4042 + 2371 % 4942 + 3700 + 9414 +
Totales 874 1988 +1641 +£993 £887 1145a 1049a 590 a 343 b* 698 b 611 b 1536 a
(N°/uL) a a a a a
Linfocitos 4558 + 5535+ 4994+ 5382+ 6118+ 5390+ 4070z 2873 = 1666 + 2308 = 1861 + 3788 =
(N°/pL) 349a 1271a 889a 620a 360a 729a 762 a 540 b 233 b* 253 b 125 b* 878 a
Monocitos 386,9 329,3 288,7 3773 3674 3020 2501+ 1244+ 789+ 122,7+ 132,7+ 3479+
(N°/pL) +828 +98,1 +759 £710 +970 +426 62,0 a 27,6 a 17,4 b* 236 b 36,1b 1255a
a a a a a a

Neutrofilos 3232+ 1995+ 5282+ 5436+ 4708+ 3408+ 2470+ 730 622 + 2450 + 1705 + 5241 +

(N°/uL) 800a 593a 1331a 485a 866a 669a 824a  279a  178b  637b  523b  928a*
Eosinofilos 1657 210,6 1057 893+ 759+ 423+ 800+ 00z 37+ 616+ 00+  369%
(N°/ul) +542 +164 +754 74,4 38 42,3 30,9 0,0 3,7 49,9 0,0 36,9

Valores representan promedios + EEM para n=5 por grupo. Letras diferentes en sentido horizontal indican diferencias
significativas entre grupos. * Diferencias significativas respecto a TO valor basal (p < 0,05). Fuente: Elaboracién propia.

125



Tabla 16. Promedios de VGA, concentracién de hemoglobina, recuento de plaquetas y concentracion de proteinas totales

obtenidos en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli.

GRUPO CONTROL GRUPO TRATADO CON LPS
Tiempo (h) Tiempo (h)
Parametro 0 1 4 8 12 24 0 1 4 8 12 24
VGA (%) 36,6+ 31,7+ 31,7+ 316+ 306+ 360+ 36,1+ 35,3+ 359+ 33,1+ 35,3+ 35,4 +
1,2 1,2 0,8 1,2 1,8 1,5 2,0 2,2 2,0 2,0 2,2 1,3
Hemoglobina 12,2+ 10,6+ 106+ 105+ 102+ 120+ 120+ 11,8 + 11,9+ 11,0 + 11,8 + 11,8 +
(g/dL) 0,4 0,4 0,3 0,4 0,6 0,5 0,6 0,7 0,7 0,7 0,7 0,4
Plaquetas 2479 3550 377,7 2874 2740 327,4 3093+ 3117+ 274+ 2826+ 2451+ 3227+
(N°/pL) +309 +57,7 +675 +433 +276 +30,0 39,6 44,8 44.8 37,0 50 41,4
Proteinas 71,9+ 709+ 701+ 743+ 746+ 739+ 709z 69,6 + 69,9 + 66,9 + 66,4 + 63,3 +
(g/L) 3,3a 25a 23a 22a 22a 23a 23a 24a 26a 11a 1,3a 36b

VGA: Volumen globular aglomerado. Valores representan promedios + EEM para n=5 por grupo. Letras diferentes en sentido

horizontal indican diferencias significativas entre grupos (p < 0,05). Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 17. Parametros bioquimicos sanguineos obtenidos en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli.

GRUPO CONTROL GRUPO TRATADO CON LPS
Tiempo (h) Tiempo (h)
Parametro 0 1 4 8 12 24 0 1 4 8 12 24
AST (U/L) 163,9 1344 128,0 1394 143,3 1499 1239+ 132,7+ 146,7+ 1659+ 201,7+ 2319+
+40,0 +150 +16,8 +136 138 +197 11,9 10,6 9,6 17,9 32,0 40,9*
GGT (U/L) 86,1+ 747+ 774+ 820+ 816+ 804z 72,4 £ 68,6 + 75,4 £ 74,7 £ 80,4 + 81,7
14,8 8,1 9,4 8,5 8,6 91 4,8 53 4,3 29 50 2,7
Creatinina 738+ 93,7+ 950+ 896+ 954+ 864+ 83,3+ 98,1+ 117,3+ 1250+ 130,7+ 1225+
(umol/L) 11,1a 86a 9la 111a 196a 100a 6,5a 6,9a 6,3 a* 6,8 b* 10,1 b* 8,4 b*
Urea (mmol/L) 53+ 39+ 4.6 £ 53+ 51+ 4,2 £ 56+ 41+ 48 £ 6,0+0,6 6,5+ 7,8
0,6 a 0,5a 0,5a 0,6 a 0,5a 0,5a 0,5a 0,5a 0,5a a 0,6 a 13b

AST: Aspartato aminotransferasa; GGT: y-glutamiltransferasa. Valores representan promedios + EEM para n=5 por grupo.
Letras diferentes en sentido horizontal indican diferencias significativas entre grupos. * Diferencias significativas respecto a
TO valor basal * p < 0,05. Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.2. Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicion plasmética

de florfenicol y florfenicol amina en ovinos.

2.1.2.1 Efectos de larespuesta inflamatoria aguda sobre la disposicion plasmatica
de florfenicol y florfenicol amina en ovinos posterior a la administracion de

florfenicol via intravenosa.

En la Figura 29 se muestran las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de
FFC en ovinos control y ovinos tratados con LPS de E. coli., posterior a la administracion
via IV de una dosis de 20 mg/kg de FFC. Se observa que en ambos grupos
experimentales las concentraciones plasmaticas de FFC presentan un patron similar en
la fase inicial de distribucién, sin embargo, en la fase de eliminacion el curso de las
concentraciones sigue patrones diferentes, presentando los ovinos tratados con LPS un
declive menos pronunciado de las concentraciones en el tiempo. En el grupo control se
observaron concentraciones plasmaticas promedio de FFC de 48,56 + 3,18 ug/mL a las
0,05 h posteriores a la administracion del antibi6tico. En el grupo tratado con LPS las
concentraciones plasmaticas de FFC fueron mas elevadas que en el grupo control,

siendo estas diferencias significativas a las 8 y 10 h (p < 0,05).
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Figura 29. Curvas semilogaritimicas de concentraciones plasmaticas de florfenicol
administrado via intravenosa en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacéarido de
Escherichia coli (LPS) *p < 0,05. Cada punto representa el promedio + EEM (n=6).
Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 18 se describen los parametros farmacocinéticos de FFC obtenidos luego
de la administracion IV de una dosis de 20 mg/kg de FFC en ovinos. Se observo que los
valores de AUC,.;, y AUC. presentaron un incremento significativo en los ovinos tratados
con LPS, en comparacion con los valores observados en los ovinos sanos. Se observé
una tendencia en el TMR a presentar valores mayores en los ovinos tratados con LPS
(p = 0,077). Por otra parte, el clearance presentd una disminucion significativa en los
ovinos tratados con la endotoxina desde valores de 264,3 + 12,3 mL*h/kg hasta 208,1 +

13,7 mL*h/kg.
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Tabla 18. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol posterior a la administracion
intravenosa de 20 mg/kg en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli.

Pardmetro Farmacocinético Control LPS Valor de p
Kel (1/h) 0,143 + 0,06 0,090 + 0,01 0,352
tuzel () 8,0+1,8 9,0+1,9 0,666
AUCo. (ug* h/mL) 76,5+ 3,6 91,9 + 6,2 0,059*
AUCo.- (ug* h/mL) 76,5 + 3,6 98,4+7,1 0,020*
TMR (h) 2,6+0,3 58+21 0,077
Vdss (ML) 690 + 82 1131 + 365 0,265
CL (mL*h/kg) 264,3+ 12,3 208,1 + 13,7 0,012*

Resultados se expresan como promedio = EEM. *p < 0,05 vs Control. Ke: constante de
eliminacion; tyze: vida media de eliminacion; AUC,.: Area bajo la curva concentracion vs
tiempo desde cero al Ultimo tiempo de muestreo; AUCo.. Area bajo la curva
concentracion vs tiempo desde cero al infinito. TMR: tiempo medio de residencia; Vdss:
volumen de distribucion en estado estacionario; CL: Clearance (n=6). Fuente:
Elaboracion propia.

En la Figura 30 se presentan los promedios correspondientes a las concentraciones
plasmaticas en el tiempo del metabolito FFC-a, obtenidos para ovinos control y tratados
con LPS de E. coli, posterior a la inyeccién via IV de una dosis de 20 mg/kg de FFC. Se
puede observar que ambos grupos experimentales presentaron un patrén de
concentraciones similar, sin diferencias significativas entre ambos grupos (p > 0,05). Las
concentraciones de FFC-a fueron detectables hasta las 24 h de muestreo. En los ovinos
tratados con LPS los valores promedio maximos del metabolito fueron de 0,65 + 0,07
pug/mL, a diferencia de lo observado en el grupo control donde alcanzaron un méximo de

0,60 + 0,06 yg/mL, 1 h posterior a la administracién de FFC.
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Figura 30. Curvas de concentraciones plasmaticas de florfenicol amina posterior a la
administracién de FFC via IV en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli (LPS). Cada punto representa el promedio + EEM (n=6). Fuente:
Elaboracion propia.

En la Tabla 19 se presentan los parametros farmacocinéticos del metabolito FFC-a
obtenidos luego de la administracion via IV de FFC en dosis de 20 mg/kg en ovinos. No
se observaron diferencias significativas para los parametros de FFC-a entre ambos

grupos experimentales (p > 0,05).
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Tabla 19. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol amina posterior a la administracion
intravenosa de 20 mg/kg de florfenicol en ovinos tratados con solucién salina (control) y
ovinos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli.

Pardmetro Farmacocinético Control LPS Valor de p
Cmax (Mg/mL) 0,67 + 0,08 0,67 + 0,06 1,000
Tmax (h) 1,5+ 0,22 1,3+0,21 0,599
Kel (1/h) 0,13 +0,02 0,12 + 0,02 0,830
t1rzel (M) 6,05+ 0,78 6,26 + 0,86 0,864
AUCo. (ug* h/mL) 4,0+ 0,4 4,9+0,4 0,183
AUCo.« (ug* h/mL) 42+0,5 51+0,4 0,186
TMR (h) 6,7+0,7 7,6+0,8 0,405
MR % 5,63+ 0,79 5,36 £ 0,57 0,781

Resultados se expresan como promedio + EEM. Cma: concentracion maxima; Tmax:
Tiempo en alcanzar Cnax; Kei: constante de eliminacion; tize: vida media de eliminacion;
AUC,.: Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al Gltimo tiempo de
muestreo; AUC,... Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al infinito.
TMR: tiempo medio de residencia; MR%: Relacion metabolito/FFC en porcentaje (n=6).
Fuente: Elaboracion propia.

2.1.2.2 Efectos de larespuesta inflamatoria aguda sobre la disposicion plasmatica
de florfenicol y florfenicol amina en ovinos posterior a la administracion de

florfenicol via intramuscular.

En la Figura 31 se muestran las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de
FFC en ovinos control y ovinos tratados con LPS de E. coli., posterior a la administracion
de una dosis de 20 mg/kg de FFC via IM. Se observa que en ambos grupos las
concentraciones plasmaticas de FFC presentan un patron de absorcion similar, sin
embargo, en la fase de distribucion las concentraciones en el grupo LPS muestran una
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tendencia a ser mayores que en el grupo control, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas a las 3 h posterior a la administracién de FFC (p < 0,05).
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Figura 31. Concentraciones plasmaticas de florfenicol administrado via intramuscular en
ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS). Valores
indican promedios + error estdndar medio para n=5. *p < 0,05. Fuente: Elaboracion
propia.

En la Tabla 20 se describen los parametros farmacocinéticos de FFC obtenidos
posteriormente a la administracion IM de una dosis de 20 mg/kg de FFC en ovinos. Se
observo que la RIA inducida por la administracion de tres dosis de 1 pg/kg de LPS
modificé los pardmetros farmacocinéticos de FFC. Los valores de Cmax mostraron una
tendencia a ser mayores en los ovinos tratados con LPS (p = 0,075), al igual que los

promedios de vida media de distribucion (p = 0,094). También el AUCo:de FFC fue
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significativamente mayor en los ovinos del grupo tratado con LPS respecto a los

animales del grupo control (p = 0,031).

Tabla 20. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol posterior a la administracion
intramuscular de 20 mg/kg en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli.

Parametro Farmacocinético Control LPS Valor de p
Cmax. (Mg/mL) 4,98 + 1,25 7,63+0,74 0,075
Tmax. () 1,6 +0,37 21+04 0,219

Kab (1/h) 1,17 +£0,16 1,16 £ 0,29 0,983

ti2 an () 0,58 £ 0,16 0,71+£0,11 0,406

Kq (1/h) 1,08 £ 0,28 1,16 £ 0,41 0,875
tiz2q(h) 0,63+0,1 1,38 + 0,47 0,094
AUCo. (ug* h/mL) 12,8+2,3 21,8+2,0 0,031~

Resultados se expresan como promedio + EEM. *p < 0,05. Cumax: concentracion maxima;
Tmax: Tiempo en alcanzar Cwmax; Kan: constante de absorcion; tiz a: vida media de
absorcion; Kq: constante de distribucion; ti» «: vida media de distribuciéon; AUCo.: Area
bajo la curva concentracién vs tiempo desde cero a 4 h, n=5. Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 32 se presentan los promedios correspondientes a las concentraciones
plasmaticas en el tiempo del metabolito FFC-a, obtenidos para ovinos control y tratados
con LPS de E. coli, posterior a la inyeccion via IM de una dosis de 20 mg/kg de FFC. En
el grupo tratado con LPS las concentraciones de FFC-a tuvieron un incremento continuo
en el tiempo, alcanzando valores maximos de 0,22 + 0,03 pg/mL, a diferencia de lo

observado en el grupo control donde alcanzaron un maximo de 0,14 yg/mL alas 2 hy
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luego experimentan un descenso leve hasta las 4 h. Las concentraciones del metabolito
en los ovinos tratados con LPS presentaron valores significativamente mayores respecto

de los ovinos control a las 3 y 4 h posterior a la administracién de FFC (p < 0,05).
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Figura 32. Concentraciones plasmaticas de florfenicol amina posterior a la administracion
intramuscular de FFC en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli (LPS). Valores indican promedios * error estandar medio para n=5. *p <
0,05. Fuente: Elaboracién propia.

Los pardmetros farmacocinéticos del metabolito FFC-a obtenidos luego de la
administracion IM de FFC en dosis de 20 mg/kg en ovinos se presentan en la Tabla 21.
Se observa que los valores de Cmax, Tmax Y AUCo. fueron significativamente mayores en
los ovinos tratados con LPS respecto a los promedios del grupo control. Respecto al
tiempo medio de formacion del metabolito en plasma no existieron diferencias

significativas entre ambos grupos experimentales (p > 0,05). Cabe mencionar que la

135



proporcion porcentual FFC-a/FFC (relacion metabolito/farmaco original o MR%) fue
menor en los ovinos tratados con LPS, sin embargo, esta diferencia no fue significativa

(p =0,215).

Tabla 21. Pardmetros farmacocinéticos de florfenicol amina posterior a la administracién
intramuscular de 20 mg/kg de florfenicol en ovinos tratados con solucién salina (control)
y tratados con lipopolisacérido de Escherichia coli (LPS).

Parametro Control LPS Valor de p
Farmacocinético

Crax (ug/mL) 0,17 + 0,01 0,25 + 0,03 0,015+
Timax (h) 2,20 + 0,56 3,40 + 0,25 0,043+
Kim (1/h) 3,28 + 0,89 3,31+0,53 0,973
tu2 m (D) 0,26 + 0,05 0,23+ 0,03 0,324
Ka (1/h) 1,86 + 0,57 3,04 + 0,69 0,212
tiza (h) 0,59 + 0,38 0,29 + 0,07 0,417
AUCo. (ug* h/mL) 0,44 + 0,02 0,60 + 0,05 0,017 *
MR (%) 4,0 £ 0,87 2,8 +0,17 0,215

Resultados se expresan como promedio + error estandar de la media. *p < 0,05. Cwuax:
concentracion maxima; Twax: Tiempo en alcanzar Cuax; Kim: constante de formacion de
metabolito; ti2 m: vida media de formacién del metabolito; Kq: constante de distribucion;
ti2 o; Vida media de distribucién; AUCq.: Area bajo la curva concentracion vs tiempo
desde cero al tltimo tiempo de muestreo; MR%: Proporcion de metabolito en porcentaje
(n=5). Fuente: Elaboracion propia.

2.2 Objetivo 2B. Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida
por el lipopolisacérido de E. coli sobre la distribucién tisular de florfenicol y

florfenicol amina, en ovinos.

2.2.1. Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la distribucidn tisular de

florfenicol y florfenicol amina en ovinos.
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Figura 33. Promedios (+ EEM) de concentraciones tisulares de florfenicol administrado
via intramuscular en dosis de 20 mg/kg en ovinos control y ovinos tratados con
lipopolisacarido de E. coli. * p < 0,05 (n=5). Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 33 se muestran las concentraciones tisulares obtenidas para FFC en ovinos.
En el grupo control las concentraciones mas altas se observaron en rifién (5,96 + 0,89
Mg/g), seguidas en orden decreciente por musculo (3,10 £ 0,81 ug/g), bazo (1,86 + 0,5
Ma/g), pulmén (0,85 £ 0,38 pg/g), cerebro (0,35 £ 0,1 pg/g) e higado (0,30 + 0,09 ug/g).
En los ovinos tratados con LPS, las concentraciones de FFC fueron significativamente
mayores (p < 0,05) respecto a los ovinos controles en rifidn (9,72 + 1,41 pg/g), bazo

(3,09 + 0,29 ug/g) y cerebro (0,73 + 0,12 ug/g).

En la Figura 34 se muestran los promedios para la relacién tejido/plasma de FFC en

ovinos. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos experimentales.
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Los resultados indican que las concentraciones tisulares de FFC en el caso de rifién son

aproximadamente 2 veces mayores que las concentraciones plasméticas.
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Figura 34. Promedios (+ EEM) de relacion tejido/plasma de florfenicol administrado via
intramuscular en ovinos control y ovinos tratados con lipopolisacarido de E. coli. (n=5).
Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 35. Promedios (x EEM) de concentraciones tisulares de florfenicol amina posterior
a la administracién via intramuscular de una dosis de 20 mg/kg de florfenicol en ovinos
control y ovinos tratados con lipopolisacarido de E. coli. * p < 0,05 (n=5). Fuente:
Elaboracion propia.

Las concentraciones tisulares de FFC-a se presentan en la Figura 35. En los ovinos del
grupo control las mayores concentraciones se obtuvieron en rifiones (2,83 + 0,23 ug/g),
seguido en forma decreciente por higado (1,48 + 0,46 ug/g), bazo (0,52 + 0,50 ug/qg),
musculo (0,50 £ 0,1 ug/g), pulmdn (0,41 £ 0,10 pg/g), y cerebro (0,22 + 0,10 ug/g). En el
grupo tratado con LPS las concentraciones tisulares de FFC-a mostraron una tendencia
a ser significativamente mas altas en rifiones (4,79 £ 1,47 ug/g; p = 0,089), seguido por
higado (2,99 £ 0,71 ug/g; p = 0,0652) y musculo (0,76 £ 0,11 pg/g; p = 0,067); mientras
que en pulmén fueron significativamente mayores que en el grupo control (1,13 £+ 0,18

ug/g; p = 0,0087).
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La relacion Tejido/Plasma para FFC-a en los ovinos control y ovinos tratados con LPS
de E. coli se presenta en la Figura 36; se observa gue las concentraciones tisulares de
FFC-a en rifidn del grupo control fueron mas de 30 veces superiores que las
concentraciones plasmaticas del metabolito. Mientras que en higado las
concentraciones tisulares de FFC-a en el grupo control fueron alrededor de 20 veces
superiores a las concentraciones plasmaticas. Al comparar los promedios de relacién
tejido/plasma entre ambos grupos experimentales no se observaron diferencias

significativas (p > 0,05).
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Figura 36. Promedios (+ EEM) de relacion tejido/plasma de florfenicol amina en ovinos
control y ovinos tratados con lipopolisacarido de E. coli, posterior a la administraciéon de
una dosis de 20 mg/kg de florfenicol via intramuscular, (n=5). Fuente: Elaboracion propia.
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3. Objetivo 3. Comparar la disposicion plasmética y distribucion tisular de
florfenicol y florfenicol amina, entre conejos y ovinos, posterior a la

administracion de florfenicol en animales sanos.

Para determinar diferencias de especie se analizaron las curvas de concentraciones
plasméticas y pardmetros farmacocinéticos de FFC y FFC-a obtenidos posterior a la

administracion IV de FFC en ovinos y conejos control.

En la Figura 37 se muestran las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de
FFC obtenidas en ovinos y conejos. En conejos se observd un rapido descenso de los
niveles plasmaticos de FFC con una persistencia de los niveles sanguineos detectables
hasta 8 h. En cambio, en ovinos las concentraciones de FFC se mantuvieron por mayor
tiempo. Las concentraciones plasmaticas de FFC en conejos fueron significativamente
inferiores a las observadas en ovinos (p < 0,05) entre las 0,05 y 1 h posterior a la

administracion de FFC via IV.
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Figura 37. Curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de florfenicol
administrado por via intravenosa en dosis de 20 mg/kg en ovinos (n=6) y conejos (n=6)
control. Cada punto representa el promedio + EEM. *: Significancia p < 0,05. Fuente:
Elaboracion propia.

En la Tabla 22 se muestran los promedios de parametros farmacocinéticos de FFC
posterior a la administracion IV de una dosis de 20 mg/kg, en ovinos y conejos control.
En los ovinos, los promedios de area bajo la curva (AUCo-t y AUCy.-), la vida media de
eliminacion y el tiempo medio de residencia de FFC fueron significativamente mayores
a los promedios obtenidos en conejos (p < 0,05). En cambio, los promedios de clearance
y volumen de distribucién del antibiotico en conejos fueron significativamente mayores a

los observados en ovinos (p < 0,05).
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Tabla 22. Parametros farmacocinéticos de florfenicol administrado via intravenosa en
dosis de 20 mg/kg en ovinos y conejos control.

Parametro Ovinos Conejos Valor de p

Farmacocinético

AUCo. (ug* h/mL) 76,5 + 3,6 16,8 + 1,2 0,0001*
AUCo.- (ug* h/mL) 76,5+ 3,6 17,2+0,9 0,0001*
Tuzei () 8,0+ 1,8 3,4+0,5 0,0321*
TMR (h) 2,6+0,3 1,1+0,2 0,001*
Vdss (ML) 690 + 82 1412 + 234,5 0,019*
Cl (mL/h) 264,3+12,3 1228,2 + 107,5 0,0001*

Resultados se expresan como promedio de porcentajes + EEM. * p < 0,05. AUCo.: Area
bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al Gltimo tiempo de muestreo; AUCo.«:
Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero al infinito. Tize: vida media de
eliminacion; TMR: tiempo medio de residencia; Vdss: volumen de distribucion en estado
estacionario; Cl: Clearance total; (n=6). Fuente: Elaboracion propia.

Las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo para el metabolito FFC-a en
ovinos y conejos sanos se presentan en la Figura 38. Las concentraciones plasmaticas
del metabolito FFC-a fueron significativamente superiores en los conejos respecto de los

ovinos entre las 0,05 y 2 h posterior a la administracion de FFC via IV (p < 0,05).
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Figura 38. Curvas de concentracién plasméatica en el tiempo de florfenicol amina
posterior a la administracion de 20 mg/kg de florfenicol via intravenosa en ovinos y
conejos control. Cada punto representa el promedio + EEM para n=6. *: Significancia p
< 0,05. Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 23 se muestran los promedios de pardmetros farmacocinéticos de FFC-a
posterior a la administracion endovenosa de FFC en ovinos y conejos control. Se
determinaron diferencias significativas para la comparaciéon de todos los parametros
farmacocinéticos de FFC-a entre ambas especies en estudio (p < 0,05). Los promedios
de Cmax y area bajo la curva fueron significativamente mas altos en conejos que en
ovinos. En cambio, la vida media de eliminacién y tiempo medio de residencia de FFC-
a fueron significativamente mas elevados en ovinos. La proporcién de metabolito

(relacion AUC-FFC-a/AUC-FFC) fue significativamente mayor en conejos.
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Tabla 23. Parametros farmacocinéticos de florfenicol amina en ovinos y conejos control
tratados con 20 mg/kg de FFC via intravenosa.

Parametro Ovinos Conejos Valor de p
Farmacocinético

Cmax (ug/mL) 0,67 + 0,08 2,85+ 0,34 0,0022*
AUCo.t(ug* h/mL) 40+04 9,68 +1,14 0,0009*
AUCo. (Mg* h/mL) 4,2 +0,5 9,68+ 1,14 0,0014*
tyizel () 6,05 + 0,78 1,61+0,11 0,0022*
TMR (h) 6,7+0,7 2,56 £ 0,23 0,0050*
MR (%) 5,63 0,79 576+75 0,0001*

Resultados se expresan como promedio de porcentajes + EEM. * p < 0,05. Cnax
concentracion méaxima; AUCo.: Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero
al altimo tiempo de muestreo; AUCo... Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde
cero al infinito; ti2ei: Vida media de eliminacion; TMR: tiempo medio de residencia; MR%:
Relaciéon metabolito/FFC en porcentaje, (n=6). Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 39 se comparan las concentraciones tisulares de FFC en ovinos y conejos
control obtenidas a las 4 h posterior a la administracién de FFC. En ambas especies las
concentraciones mas altas del antibidtico se observaron en rifibn. En conejos las
concentraciones del antibidtico fueron significativamente mayores respecto a los ovinos

en las muestras de higado, pulmén, bazo y cerebro (p < 0,05).
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Figura 39. Promedios (+x EEM) de concentraciones tisulares de florfenicol posterior a la
administracién de 20 mg/kg via intramuscular en ovinos (n=5) y conejos (n=6) control. *:
Significancia p < 0,05. Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 40 se comparan las concentraciones tisulares de FFC-a en ovinos y conejos
control. En ambas especies las mayores concentraciones de FFC-a se localizaron en el
rifidn. En todos los tejidos analizados se observaron concentraciones significativamente

mayores del metabolito (p < 0,05) en los conejos.
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Figura 40. Comparacion de los promedios (+ EEM) de concentraciones tisulares de
florfenicol amina posterior a la administracion de 20 mg/kg de florfenicol via intramuscular
en ovinos (n=5) y conejos (n=6) control. *: Significancia p < 0,05. Fuente: Elaboracién
propia

Comparacion Relaciéon Tejido/plasma entre ovinos y conejos

Respecto a la comparacién de los valores de relacion tejido/plasma para FFC, se
encontraron valores significativamente superiores en las muestras de higado, pulmon,

bazo y cerebro de conejos en comparacion con los valores de ovinos (Tabla 24).
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Tabla 24. Valores de cuociente para la relacion de concentraciones tejido/plasma de
florfenicol posterior a la administracion de 20 mg/kg de florfenicol via intramuscular en
conejos y ovinos sanos.

Tejido Ovinos Conejos Valor de p
Rifién 2,71+0,38 2,52 +0,29 0,691
Higado 0,12 + 0,01 0,86 + 0,15 0,002*
Mdusculo 1,28 £ 0,10 1,64 £ 0,30 0,082
Pulmoén 0,31 + 0,05 1,22+ 0,17 0,002*
Bazo 0,77 £ 0,05 1,32+ 0,09 0,0006*
Cerebro 0,14 £ 0,00 0,35+ 0,04 0,0019*

Resultados se expresan como promedios + EEM. Valores corresponde a cuocientes de
relacion tejido/plasma. *p < 0,05, n=5 para ovinos, n=6 para conejos. Fuente: Elaboracion
propia.

En la Tabla 25 se muestra la comparacion de valores de relacion tejido/plasma para
FFC-a calculadas para ambas especies. A la comparacion estadistica, no se encontraron

diferencias significativas en los promedios de esta variable entre ambas especies.
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Tabla 25. Valores de cuociente para la relaciébn de concentraciones tejido/plasma de
florfenicol amina posterior a la administracion de 20 mg/kg de florfenicol via intramuscular
en conejos y ovinos sanos.

Relacion tejido/plasma FFC-a

Tejido Ovinos Conejos Valor de p
Rifién 36,09 + 15,68 12,66 + 1,74 0,099
Higado 24,92 + 16,65 7,88 £1,37 0,235
Musculo 7,15+ 4,01 1,82 +0,24 0,135
Pulmoén 6,07 £ 3,57 2,65 + 0,36 0,266
Bazo 7,70 + 4,54 5,25+ 0,52 0,523
Cerebro 3,11 +1,70 0,87 + 0,09 0,131

Resultados se expresan como promedios + EEM, n=5 para ovinos, n=6 para conejos.
Fuente: Elaboracion propia.

4. Objetivo 4. Determinar si existen diferencias de especie en los cambios de
disposicion plasméatica de florfenicol y florfenicol amina inducidos por la

administracién del lipopolisacérido de E. coli, en conejos y ovinos.

En la Figura 41 se presentan las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de
FFC obtenidas en conejos y ovinos tratados con LPS. Se observé que las
concentraciones plasméticas de FFC en los ovinos fueron mayores que las de los

conejos, y en la fase de eliminacion se observa mayor persistencia de las
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concentraciones en el tiempo, en el caso de los ovinos. Mientras que en los conejos las
concentraciones de FFC decaen de manera mas pronunciada en el tiempo. Las
concentraciones de FFC en ovinos fueron significativamente mas elevadas que en

conejos a las 0,05 y 0,5 h posteriores a la administracién de FFC (p <0,05).
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Figura 41. Concentraciones plasméticas de florfenicol posterior a la administracion de
una dosis de 20 mg/kg via IV en ovinos y conejos tratados con lipopolisacarido de
Escherichia coli (LPS). Cada punto representa el promedio + EEM. *: Significancia p <
0,05 (n=6). Fuente: Elaboracion propia.

Para evaluar si existen diferencias entre ambas especies animales en estudio, respecto
a los cambios sobre la farmacocinética de FFC y FFC-a inducidos por la RIA, en cada
especie se calcul6 para cada pardmetro farmacocinético el porcentaje que representa la

diferencia entre el valor del grupo tratado con LPS respecto del valor del grupo control,

segun la siguiente férmula:
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Porcentaje de cambio (A%) = ((Valor LPS — Valor Control) /Valor Control) x100

Respecto a los resultados obtenidos al comparar los deltas de los pardmetros
farmacocinéticos de FFC entre ambas especies no se obtuvieron diferencias
significativas para los parametros estudiados (p > 0,05), como se observa en la Tabla

26.
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Tabla 26. Promedios de porcentaje de cambio respecto del valor del grupo control (A%)
de pardmetros farmacocinéticos de florfenicol posterior a la administracion intravenosa
de 20 mg/kg en conejos y ovinos tratados con solucién salina (control) y tratados con
lipopolisacarido de Escherichia coli.

Porcentaje de cambio (A%)

Parametro Ovinos Conejos Valor de p

Farmacocinético

AAUCo. (%) 23,0+ 13,9 52,0+ 12,8 0,1443
AAUC. (%) 31,0+ 138 52,3+113 0,3095
Atyze (%) 47,9 + 38,9 71,2+ 28,3 0,6390
ATMR (%) 117,4+71,8 211,9 + 99,1 0,4848
AVdss (%) 72,0 + 59 114,6 £ 78,6 1,000
ACI (%) -20,1+6,9 -342+6,1 0,2403

Resultados se expresan como promedio de porcentajes + EEM. Delta corresponde a
porcentaje de cambio del valor LPS respecto del valor control. AUC,.: Area bajo la curva
concentracion vs tiempo desde cero al Gltimo tiempo de muestreo; AUC,.: Area bajo la
curva concentracion vs tiempo desde cero al infinito; tize: vida media de eliminacion;
TMR: tiempo medio de residencia; Vdss: volumen de distribucién en estado estacionario;
Cl: Clearance total; (n=6). Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 42 se presentan las curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de
FFC-a obtenidas posterior a la administracion via IV de una dosis de FFC de 20 mg/kg

en conejos y ovinos tratados con LPS. Se observo que las concentraciones plasméticas
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de FFC-a siguieron un patrén similar en ambas especies sin existir diferencias

significativas entre ambas curvas de concentraciones plasmaticas.
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Figura 42. Concentraciones plasméticas de florfenicol amina posterior a la administracion
de florfenicol via IV en conejos y ovinos tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli
(LPS) (n=6). Cada punto representa el promedio + EEM. Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 27 se muestran los resultados de porcentaje de cambio para los parametros
farmacocinéticos de FFC-a y la comparacién entre ambas especies experimentales. Se
obtuvieron diferencias significativas para los pardmetros Cmax, AUCoty AUCo.-, €n l0os
cuales se observo que los porcentajes de cambio observados en los conejos eran

significativamente menores respecto a los observados en ovinos (p < 0,05).
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Para el parametro de ACwuax (%), en los conejos, esta variable disminuy6 desde 2,85 en
el grupo control a 1,10 pug/mL en el grupo LPS, lo que representa una disminucién de
59,5 % en los conejos. Para AAUC,. (%), los valores disminuyeron desde 9,68 ug* h/mL
en los conejos control, a 5,17 yg* h/mL en los conejos tratados con LPS. En los ovinos,
a diferencia de los conejos no se observaron cambios en estos parametros entre los

animales control y tratados con LPS.

En el caso del delta de la relacién de metabolito/FFC (MR%), esta experimentd una
disminucién significativa en los conejos respecto de los ovinos (p = 0,0104), y se observé
un valor menor de MR% de FFC-a en los conejos tratados con LPS en comparacién con

los conejos controles.
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Tabla 27. Promedios de porcentaje de cambio respecto del valor control (A%) de
pardmetros farmacocinéticos de florfenicol amina posterior a la administracion
intravenosa de florfenicol en dosis de 20 mg/kg en conejos y ovinos tratados con solucion
salina (control) y tratados con lipopolisacarido de Escherichia coli.

Porcentaje de cambio (A%)

Parametro Ovinos Conejos Valor de p

Farmacocinético

ACumax (%) 33+11,1 -59,5 + 8,6 0,001*
AAUCo. (%) 30,0+ 21,6 -46,7 £ 10,6 0,0097*
AAUC. (%) 30,7 + 21,2 -45,6 10,9 0,0043*
Atyzer (%) 15,3 + 22,2 116,2 + 65,6 0,1755
ATMR (%) 19,6 + 16,7 76,2 + 40,3 0,2235
AMR (%) 4,24 + 17,97 -62,42 5,81 0,0104*

Resultados se expresan como promedio de porcentajes + EEM. Delta corresponde a
porcentaje de cambio del valor LPS respecto del valor control. * p < 0,05. Cpax:
concentracion méaxima; AUCo.: Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde cero
al tltimo tiempo de muestreo; AUC,..: Area bajo la curva concentracion vs tiempo desde
cero al infinito; ti2e: vida media de eliminacién; TMR: tiempo medio de residencia; MR%:
Relacion metabolito/FFC en porcentaje, (n=6). Fuente: Elaboracién propia.
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DISCUSION
ESTUDIOS EN CONEJOS
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VII. DISCUSION.

1. Discusion resultados obtenidos en conejos.

Evaluacion de los efectos del lipopolisacarido de E. coli como inductor de

respuesta inflamatoria aguda en conejos.

El modelo experimental que reproduce una RIA en animales mediante la administracion
de LPS de E. coli ha sido aplicado en diversas investigaciones, y es frecuentemente
utilizado para el estudio de procesos fisioldgicos y neuroendocrinos que caracterizan el
proceso febril (Saitoh et al., 1999; Elmas et al., 2006; Roth y Blatteis, 2014). Es un
modelo reproducible que permite replicar lo gue ocurre naturalmente en condiciones de
un proceso infeccioso e inflamatorio (Post et al., 2003; Firmino et al.,, 2018), y en
consecuencia evaluar su influencia sobre la farmacocinética y disposicion de farmacos

(Plessers et al., 2015, Wyns et al., 2015).

El LPS corresponde a una endotoxina presente en la membrana externa de las bacterias
gran negativas, que actia como potente inductor del sistema inmune, activando el
proceso inflamatorio y con ello la sintesis de diversas citoquinas proinflamatorias
(Aderem y Ulevitch, 2000; Cavaillon, 2018). El LPS, de uso experimental, es un
compuesto puro y estable, que puede ser almacenado en forma liofilizada (Poli-de-
Figueiredo et al., 2008) y ser administrado en forma de soluciones, y en dosis variables.
Por mencionar algunos estudios, se han reportado administracion de dosis bajas que
fluctban desde 0,01 pg/kg hasta 1 pug/kg en bovinos (Jacobsen et al., 2005). También se
han utilizado dosis un poco mas elevadas de 2 pg/kg en cerdos (Post et al., 2003), o de

2,5 pg/kg en bovinos (Carroll et al., 2009), hasta dosis de mas de 10 pg/kg, como en el
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estudio de Elmas et al. (2006), quienes administraron una dosis de LPS de 100 pg/kg en
conejos para generar una endotoxemia generalizada con choque séptico en los

animales.

El modelo de inflamacién aguda inducida por LPS ha sido replicado extensamente en
distintas especies animales como ratones (Gridley et al., 2007, Huh et al., 2013), ratas
(Nicholson y Renton, 2001; Goralski et al., 2003), conejos (Saitoh et al., 1999; Elmas et
al., 2006; Elmas et al., 2008; Huang et al., 2008; Koc et al., 2015) y cerdos (Monshouwer
et al., 1996; Post et al., 2003; Wyns et al., 2015). También se ha aplicado en rumiantes
como cabras (Van Miert et al., 1988, Van Miert et al., 1997; Rao et al., 2000; Salvesen
et al., 2016), ovinos (Kabaroff et al., 2006; Yates et al., 2011; Hadfield et al., 2018) y
bovinos (Kumar y Malik, 2003; Jacobsen et al., 2005; Carroll et al., 2009; Plessers et al.,
2016). Ademés, este modelo se ha estudiado en primates no humanos, como
Cercopiteco verde (Cercopitecus aethiops) (De Blois y Horlick, 2001) y Mono Rhesus
(Macaca Mulatta) (Willete et al., 2007), y también en seres humanos (Shedlofsky et al.,

1994; Poloyac et al., 1999; Starkie et al., 2003; Kiers et al., 2017).

La administracion de LPS induce una respuesta inflamatoria aguda en el organismo
caracterizada por la activacion inmediata del sistema inmune innato, donde ejercen un
rol determinante el sistema del complemento, y los receptores tipo Toll (TLR; de toll like
receptors). En la via de activacion del complemento se ha evidenciado que la
administracién de LPS genera rapidamente la sintesis del componente C5a en ratones,
siendo este componente fundamental para la generacion de la respuesta febril inducida
por LPS (Blatteis et al., 2004; Boackle et al., 2005; Roth y Blatteis, 2014). El componente

Cba actua como quimiotactico para neutrofilos, monocitos y otros leucocitos. Activa
158



monocitos induciendo la liberacion de IL-6 (Gross y Andus, 1992) e incrementa la
liberacion de TNF e IL-1 desde monocitos y macréfagos (Cavaillon et al., 1990). El
componente C5a también induce liberacion de prostaglandina E, (PGE.) desde células

de Kupffer (Pestel et al., 2002; Blatteis, 2006).

Otra accion fundamental del LPS es producir activacion de células mononucleares
fagociticas, como monocitos y macréfagos, a través de la unién del LPS a los receptores
TLR-4, que desencadena la sintesis y liberacidon de citoquinas proinflamatorias tales
como: TNF-qa, IL-1B e IL-6, ademas de interferones (Dinarello et al., 1999; Kabaroff et
al., 2006; Mc Carthy et al., 2017; Prajitha et al., 2018). En la Figura 43 se observan las
vias de transduccién de sefales inducidas por LPS que generan la respuesta
inflamatoria aguda. El LPS es reconocido por los receptores TLR4 y por los co-
receptores MD2 y CD14, una vez formado el complejo, las vias de sefializacién pueden
ser dependientes de MyD88, o dependientes de TRIF. La via dependiente de la proteina
adaptadora MyD88 recluta a IRAK4 (kinasa 4 asociada a receptor de interleuquina 1),
IRAK1 (kinasa 1 asociada a receptor de interleuquina 1), y TRAF6 (factor 6 asociado a
receptor de TNF). La fosforilacion de IRAK 1 y ubiquitinacién de TRAF6 lleva a la
activacion de NF-kB. El NF-kB activado se transloca al nicleo donde promueve la
transcripciéon de citoquinas proinflamatorias. En la via dependiente de TRIF, esta
molécula recluta a TRAF6 y TRAF3 (factor 3 asociado a receptor de TNF). La
sefializacion mediante TRAF6 lleva a la activacion de NF-kB, mientras que la via de
transduccién a través de TRAF3 activa a IRF3 (factor 3 regulador de interferén). IRF3
activado transloca al nucleo donde induce la transcripcion de interferones tipo | (Mc
Carthy et al., 2017). Las citoquinas proinflamatorias liberadas como TNF-a e IL-13
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estimulan a su vez una cascada inflamatoria con liberacion de otras citoquinas como IL-
6, quimioquinas y eicosanoides. Este proceso también puede desencadenar la liberacién
de especies reactivas del oxigeno y oxido nitrico causando estrés oxidativo (Morgan,

2008).

Pro-inflammatory Cytokines Typel Interferons
(Tnf, 116, 111b) (Ifnb, Ccl5, Cxcl10)

Nucleus

Figura 43. Vias de sefalizacion inducidas por la accion del Lipopolisacarido (LPS),
desencadenantes del proceso inflamatorio. Fuente: Extraido de Mc Carthy et al. (2017).
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El proceso febril es considerado un componente de la respuesta inflamatoria aguda
generada en el organismo frente a la infeccién o inflamacién (Roth, 2006). En la Figura
44 se ilustra la via clasica de los mecanismos participantes en el desarrollo del proceso
febril. Se puede observar que en respuesta al ingreso al organismo de un agente
pirdgeno exdégeno como el LPS bacteriano, en el torrente sanguineo el LPS activa
monocitos y macrofagos y estos producen y liberan citoquinas pirdgenas, llamadas
también pirégenos endégenos tales como IL-1, IL-6 y TNF. A su vez, las citoquinas
estimulan el reclutamiento de macréfagos, linfocitos y neutréfilos, los que inducen la
liberacion adicional de citoquinas pirégenas (Saper et al., 2013; Roth y Blatteis, 2014).
El LPS es transportado hacia el higado donde activa las células de Kupffer, estas células
producen citoquinas, como TNF-q, IL-1, IL-6, ademas de PGE; en respuesta al sistema
del complemento, y ambas moléculas son transportadas hacia el area predptica anterior
del hipotdlamo (POA) donde las citoquinas inducen la expresién de COX-2, vy, por lo
tanto, se incrementa la sintesis de PGE,. La PGE:; inhibe la actividad de neuronas
sensibles al calor, resultando en la conservacion del calor (Blatteis, 2006; Roth y Blatteis,
2014). Las citoquinas liberadas en circulacion también inducen la liberacion de PGE: en
el érgano vasculoso de la lamina terminal (OVLT), que media la elevacion de la
temperatura en el centro termorregulador del hipotdlamo (Netea et al., 2000; Blatteis,
2006). Desde el OVLT se transmiten sefiales neuronales que causan aumento de la
temperatura corporal (TC), desde la sangre hacia el cerebro. Las citoquinas pirdgenas
liberadas por accién de LPS causan la sintesis de PG dentro del OVLT, el que activa a

su vez a neuronas adyacentes. De esta manera, las sefiales neuronales son conducidas
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al centro termorregulador en el area predptica del hipotalamo anterior, que se encuentra

préximo al OVLT, generando incremento de la TC (Lin y Lin, 1996).

Brain

Hyp:gmalamus(POA)

Liver %
Kupffer calls .-‘

Blood
capillary
vessel

Figura 44. Esquema descriptivo del mecanismo clasico de induccién del proceso febril.
Fuente: Extraido de Roth y Blatteis, 2014.
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En el presente estudio, la administracién IV de tres dosis bajas de LPS de E. coli
0128:B12 permiti6é reproducir un estado inflamatorio agudo en los animales, asemejando
las condiciones a una infeccion de baja intensidad que permitié estudiar su efecto sobre
la farmacocinética y distribucion tisular del antimicrobiano FFC y su metabolito FFC-a en

dos modelos animales.

La administracion de la endotoxina bacteriana en conejos generd un estado febril en los
animales que se evidencié por un incremento significativo de la TC posterior al
tratamiento con LPS, al comparar con la TC de los animales del grupo control. El
aumento mas pronunciado de temperatura se produjo 1,25 h posterior a la primera
inyeccion de LPS, con un alza de 1,6 °C respecto de la temperatura basal de 38,8 °C,
mientras que respecto a la TC del grupo control de 39,2°C, para este mismo tiempo, el
aumento fue de 1,2°C. Resultados similares fueron obtenidos por Marca et al. (2009) en
conejos, donde se observé un incremento significativo de la TC a los 90 minutos posterior
a la administracion de 2 pg/kg de LPS de E. coli. Otros estudios en conejos han reportado
alza de la TC posterior a la administracion de LPS; Elmas y colaboradores en el afio
2006 generaron un modelo de endotoxemia en conejos mediante la inyeccién IV de una
dosis de 100 pg/kg de LPS de E. coli O111:B4, reportando un alza en la TC de 1,5-2°C
en comparaciéon con los conejos control. Se ha descrito que la administracion de LPS en
dosis relativamente altas genera comunmente un patron febril de tipo bifasico
(Romanovsky y Blatteis, 1995; Roth, 2006; Roth y Blatteis, 2014), donde el primer
incremento de temperatura es causado por la liberacién de prostaglandinas (PGE?) y el
segundo incremento de temperatura se atribuye a la liberacion de citoquinas
proinflamatorias (Romanovsky and Blatteis, 1995; Roth, 2006; Roth and Blatteis, 2014).
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En el estudio de Tsai et al. (2006) se observé una respuesta febril bifasica con la
administracién de LPS en dosis de 2 y 10 pg/kg en conejos, observandose TC maximas
a los 80 y 200 minutos posterior a la inyeccioén via IV de LPS. Por otro lado, Dinarello et
al. (1999) reportaron en conejos que la administracion de una dosis baja de LPS de 3

ng/kg via IV genera una fiebre de tipo monofésica.

En el presente estudio, el patrén de temperatura observado en los conejos posterior a la
primera inyecciéon de LPS no coincide con un patrén bifasico propiamente tal, sin
embargo, esta descrito que en dosis de 1 pg/kg, similares a la utilizada en el presente
experimento puede generarse un patrén que puede ser de tipo monofasico (Romanovsky
y Blatteis, 1995; Romanovsky et al.,1998), y que en dosis mayores o iguales a 2 ug/kg
puede observarse un patrén de tipo bifasico (Romanovsky et al.,1998). Por lo cual la
dosis de 2 pg/kg que fue administrada a los conejos del presente estudio puede generar
un patrén tanto monofasico como bifasico de TC. Luego de la segunda inyeccién de LPS
en los conejos de este estudio, no se observo un incremento significativo de la TC, lo
cual pudiera ocurrir debido a tolerancia al LPS, que se ha observado luego de la
administracién repetida de inyecciones de 1 pg/kg de la endotoxina, como fue
demostrado por Kumar y Malik (2003) en terneros. También se ha descrito tolerancia a
LPS en conejos por Yamashiro et al. (1993), quienes describen la reduccién en el
incremento de la TC, posterior a la segunda administracion IV de 5 pg/kg de LPS.
Posterior a la tercera inyeccion de LPS en los conejos del presente estudio, se observo
un patrén de temperatura de tipo bifasico el cual pudiera estar causado por la liberacion

posterior masiva de citoquinas pirégenas (Roth y Blatteis, 2014).
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En el presente estudio se observé un incremento significativo de las concentraciones
plasméticas de IL-6 en los conejos del grupo tratado con LPS respecto de los conejos
control. Este aumento se mantuvo entre 4 y 12 h posterior a la administracion de LPS.
Como ha sido expuesto anteriormente, IL-6 es un importante mediador inductor de la
fiebre (Dinarello et al., 1999; Walter et al.,, 2016) y también cumple funcién en la
mantencion del proceso febril en conejos (Huang et al., 2008). Sumado a esto, estudios
en ratones knockout para IL-6 han demostrado que estos animales no desarrollan cuadro

febril al ser inyectados sistémicamente con LPS o IL-1 (Chai et al., 1996).

Los niveles maximos de IL-6 de 18,8 pg/mL observados en los conejos tratados con LPS
son inferiores a los descritos en el estudio de Saitoh et al. (1999) y Saitoh et al. (2000)
quienes evaluaron las concentraciones de IL-6 en conejos tratados con 17 pg/kg de LPS
a intervalos repetidos por 5 dosis, y en conejos tratados con 50 pg/kg, respectivamente.
En dichos estudios se obtuvieron valores maximos de IL-6 de alrededor de 350 pg/mL
(Saitoh et al. 1999) y de 170 pg/mL (Saitoh et al. 2000) en los conejos tratados con LPS.
No obstante, las dosis de LPS utilizadas fueron mas elevadas a la dosis de LPS utilizada
en el presente estudio, lo que se condice con los mayores valores de concentraciones
de IL-6 observados por dichos autores. Asimismo, en otro estudio de nuestro grupo de
investigacion se reportaron concentraciones de IL-6 en conejos de 78,09 pg/mL tras la
administracién de una dosis de LPS de 5 pg/kg (Cazanga et al., 2023), lo cual entrega
antecedente de relacion directamente proporcional entre las concentraciones de IL-6 con

la dosis de LPS administrada.

En este estudio se midieron también las concentraciones de PCR en los animales para

determinar los cambios producidos por la administracion de LPS de E. coli. Durante la
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inflamacién y la infeccién la PCR se caracteriza por poseer funciones microbicidas y
fagociticas, y sus concentraciones se incrementan en respuesta a la liberacion de
citoquinas proinflamatorias (Ebersole y Cappelli, 2000). Los valores de PCR en los
conejos del grupo control fluctuaron entre 67,8 y 80,9 pug/mL, resultados que son
similares a los descritos por Yu et al. (2014) en conejos, que se encontraron en el rango
entre 60 y 80 pg/mL. En los conejos del presente estudio, se observé que la RIA inducida
por LPS causé un incremento significativo de las concentraciones de PCR a las 24 h de
administrada la endotoxina. Este incremento de la PCR mas tardio que el aumento de
IL-6 coincide con lo descrito para una respuesta inflamatoria inducida por LPS, donde
inicialmente se produce la liberacion de citoquinas proinflamatorias y en consecuencia a
la liberacion de estas, se induce la sintesis de proteinas de fase aguda de la inflamacion
como la PCR (Ebersolle y Capelli, 2000; Cray et al., 2009). Resultados similares han
sido descritos por Saitoh et al. (1999) quienes determinaron aumentos significativos de
los niveles de PCR en conejos tratados con cinco inyecciones repetidas de LPS de 17
ug/kg cada una hora por lo cual los niveles de PCR se mantuvieron elevados por un

periodo de 3 dias.

Respecto a los cambios hematolégicos y de la bioguimica sanguinea observados
durante la RIA en los conejos del presente estudio, se observé disminucién significativa
en el recuento de leucocitos totales que estuvo determinada por la reduccién marcada
en el recuento diferencial de linfocitos, monocitos y neutréfilos, entre 1y 4 h luego de la
primera administracién de LPS. Estos resultados se pueden explicar por la implicancia
de mecanismos de agregacion y adherencia de granulocitos y monocitos hacia células
endoteliales, que son mediados por la liberacion de citoquinas (Chandler et al., 2022).
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También se describe que puede producirse el secuestro de neutrofilos desde la
circulacion general hacia la microcirculacion pulmonar (Haslett et al., 1987). En otros
estudios realizados en conejos, se han observado descensos en los recuentos de
leucocitos posterior a la administracion de LPS de E. coli. Tal es el caso del estudio de
Yamashiro et al. (1993), en el cual se observd una disminucién significativa en los
recuentos de leucocitos entre las 2 y 4 h posterior a la inyeccién de LPS de Salmonella

typhosa.

El recuento de plaguetas experimentd disminucion significativa a las 12 h en los conejos
tratados con LPS, en comparacién con los conejos del grupo control. Estos resultados
coinciden con la ocurrencia de trombocitopenia en ratones posterior a la inyeccién de
LPS y pueden explicarse por los procesos propios de la respuesta inflamatoria aguda,
donde las plaquetas pueden agregarse en respuesta al efecto de la endotoxina; también
puede activarse el sistema de coagulacién, causando secuestro de plaquetas en el lecho

capilar de 6rganos como higado y bazo (Zhang et al., 2009; Rossaint et al., 2018).

Respecto a la actividad de las enzimas indicadoras de dafio hepatico; AST y GGT, en
los conejos tratados con LPS se observaron incrementos significativos de ambas
enzimas a las 12 h posteriores a la administracién de la endotoxina. Estos cambios se
explican por el efecto de los mediadores inflamatorios que se liberan durante la RIA, los
cuales pueden producir alteraciones de la funcionalidad hepética. Estos resultados son
concordantes con los obtenidos por Cazanga et al. (2023) en estudio del presente grupo
de investigacion donde se observé un alza significativa de actividad de AST en conejos
alas 6 y 12 h posterior a la inyeccion de 5 ug/kg de LPS, junto con un leve incremento

de GGT. En conejos, esta descrito que, si bien AST no es especifica Unicamente de
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higado, su actividad se correlaciona directamente con dafio hepético (Melillo, 2007,
Jenkins, 2008). Respecto a GGT el incremento de esta enzima en conejos es indicadora
de lesiones obstructivas en ductos biliares (Melillo, 2007). Elmas et al. (2006),
observaron en conejos endotoxémicos aumento pronunciado en la actividad de la
enzima AST y ALT, posterior a la administracion de una dosis de 100 ug/kg de LPS de
E. coli 0111:B4, mientras que GGT no presentdé cambios significativos en comparacion

a los conejos control.

En los conejos tratados con LPS se observaron incrementos significativos en los niveles
de glucosa a las 4 h en comparacion a los conejos control, resultados que concuerdan
con los reportados por Giri et al. (1990), quienes describen la presencia de hiperglicemia
en vacas gestantes posterior a la administracion de LPS de E coli, junto con aumento en
los niveles plasmaticos de cortisol. La hiperglicemia puede deberse a la estimulacion de
la gluconeogénesis en respuesta a niveles elevados de glucocorticoides (Giri et al.,
1990). Dicho proceso figura entre los cambios fisiol6gicos y metabdlicos que ocurren en
la RIA (Ebersole y Cappelli, 2000; Sugita et al., 2002). Los niveles plasmaticos de
glucocorticoides como cortisol pueden elevarse debido a la activacion del eje hipotalamo
hipdfisis adrenal que ocurre en la RIA, los que actdan como hormonas antiinflamatorias
para regular la respuesta inflamatoria sistémica inducida por LPS (Kabaroff et al., 2006).
Dichos autores reportaron incremento de niveles de cortisol en ovejas tratadas con LPS,
con un maximo de concentraciones a las 3 h posterior a la administraciéon de la
endotoxina. Asimismo, Marca et al. (2009), en conejos tratados con 2 ug/kg de LPS
observaron incrementos significativos en los niveles de cortisol. Ademas, en los animales
tratados con LPS se puede producir disminucion de la respuesta a la insulina (Sugita et
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al., 2002; Aleman y Guerrero, 2018), lo cual contribuye al incremento de los niveles de

glucosa en sangre.

En los conejos del presente estudio se observd un descenso significativo de las proteinas
totales a las 4 h posterior a la administracion de LPS, respecto al grupo control. Esta
disminuciéon puede atribuirse a la disminucién en los niveles de albumina que fue
observada en los conejos tratados con la endotoxina. Resultados similares han sido
descritos por Elmas et al. (2008) en conejos endotoxémicos, quienes observaron un leve
descenso en las proteinas totales, en comparacion a los conejos control, sin embargo,

estas diferencias no fueron significativas.

La disminucién de los niveles de albumina en los conejos del presente estudio fue
observada alas 4 y 24 h posteriores a la administracién de LPS. La albimina representa
a la principal proteina de fase aguda de tipo negativa, y sus niveles pueden disminuir por
pérdidas especificas debidas a alteraciones renales o gastrointestinales, o por una

reduccion en su sintesis hepatica (Cray et al., 2009).

Respecto a los marcadores de funcionalidad renal como las concentraciones de urea y
creatinina, no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales del presente estudio. Distintos son los resultados descritos por Réka et
al. (2019), quienes estudiaron los niveles de urea en ratones con falla renal aguda
posterior a la induccién de sepsis mediante inyeccion de LPS bacteriano. La
administracion de una dosis de 40 mg/kg de LPS via intraperitoneal en los roedores
causO6 un incremento significativo de los niveles de urea a las 6 h, y con una dosis de

LPS de 10 mg/kg se observd aumento significativo de los niveles plasméticos de urea a
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las 24 h para luego disminuir a las 48 h posterior a la inyeccion. Otros autores observaron
aumento significativo de los niveles de urea y creatinina en conejos endotoxémicos
posterior a la administracion de una dosis IV de 100 pg/kg de LPS de E. coli (Elmas et
al., 2006). Estas dosis de LPS son 5 a 50 veces superiores a las administradas en los
conejos del presente estudio, lo que da cuenta de diferencias en la intensidad de la

respuesta frente a la endotoxina a nivel renal dependiendo de la dosis.

Finalmente, la RIA inducida por la administracion de LPS en los conejos del presente
estudio se caracterizé por la presencia de signos y sintomas como letargia, mucosas
enrojecidas e inapetencia, los que se encuentran descritos en un cuadro infeccioso o

febril (Van Miert, 1990).

Por lo tanto, considerando el incremento de la TC y cambios en los parametros
hematolégicos y bioquimicos, ademas del aumento de niveles de marcadores
inflamatorios como IL-6 y PCR que fueron observados en los conejos del presente
modelo experimental, estos resultados demuestran el establecimiento de una respuesta

inflamatoria aguda posterior a la administracién de LPS de E. coli.

Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicién plasméatica de
florfenicol y florfenicol amina en conejos posterior a la administracion de

florfenicol via intravenosa.

Diversas evidencias experimentales han demostrado que el estado febril o la respuesta
inflamatoria inducida por agentes patégenos puede alterar la farmacocinética de distintos
farmacos en comparacion con la de individuos sanos (Van Miert, 1990, Morgan, 2009),

afectando los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién de los
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farmacos (Renton, 2001). Esto puede traer consecuencias en el incremento de los
niveles sanguineos, aumento de la permanencia del farmaco en el organismo y la
aparicion de eventuales reacciones de toxicidad y efectos adversos (Renton, 2005;
Gandhi et al., 2012). Por otra parte, también pueden ocurrir alteraciones como
disminucion en la eficacia de un medicamento por dificultades en su llegada al sitio de
accion, como consecuencia de cambios en su farmacocinética, todos los cuales pueden
ser dificiles de predecir. Estos efectos revisten especial importancia en el caso de los
antibiéticos ya que estos farmacos son administrados a animales que cursan estados

infecciosos y febriles.

En los conejos del presente estudio, la RIA inducida por el LPS de E. coli, generé
modificaciones significativas en la disposicién plasmatica de FFC y su metabolito FFC-
a. Estos cambios se observaron posterior a la administracion de FFC via IV y luego de

la administracion via IM.

El patrén de concentraciones plasmaticas de FFC observado en los conejos control del
presente estudio, luego de la administracion via IV del antibiético es similar al descrito
en el estudio de Park et al. (2007), en conejos sanos tratados con igual dosis de 20 mg/kg
de FFC por via IV. Se observé en ambos estudios un descenso pronunciado de las
concentraciones del antimicrobiano, siendo detectadas por un periodo de 8 horas. En
los conejos tratados con LPS del presente estudio, las concentraciones de FFC tuvieron
mayor persistencia en el tiempo siendo detectadas hasta las 12 h y presentaron valores
significativamente mayores a las del grupo control a las 2 y 8 h posterior a la

administracion de FFC (p < 0,05).
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Los valores de AUCqy AUCq.. de FFC en los conejos control del presente estudio fueron
de 16,8 y 17,2 ug* h/mL, respectivamente. Estos valores de AUC son inferiores a los
reportados en el estudio de Park et al. (2007), quienes describen valores de AUC de 31,9
pMg* h/mL. Estas diferencias en el AUC de FFC pueden atribuirse a diferencias en el
clearance de los conejos utilizados en ambos estudios ya que el clearance reportado en
el estudio de Park y colaboradores es menor (0,63 L/kg/h) al clearance determinado en
el presente estudio de 1,2 L/kg/h, lo que explica el menor nivel de concentraciones
plasmaticas y del promedio de AUC. Asimismo, los valores de AUC observados en el
presente estudio son inferiores a los reportados por Koc et al. (2009) en conejos, donde
los valores de AUC de FFC posterior a su administracion IV fueron de 44,6 ug* h/mL.
Estos valores mas elevados de AUC se pueden atribuir a la dosis de FFC administrada
en aquel estudio, la cual fue de 25 mg/kg. Los menores promedios de AUC observados
en los conejos del presente estudio en comparacion con los valores descritos por Park
et al. (2007) y Koc et al. (2009), también pueden explicarse debido a los mayores
promedios de Vdss respecto a los valores observados en los estudios de Park et al.

(2007) y Koc et al. (2009).

La RIA inducida por LPS en los conejos del presente estudio determiné un incremento
significativo en los valores de AUC,.. de FFC, desde 17,2 pg* h/mL en conejos control
hasta 26,3 pg* h/mL en los conejos tratados con LPS. Estos cambios en el AUC de FFC
concuerdan con las mayores concentraciones plasmaticas de FFC observadas en este
grupo de conejos. Estos resultados son coincidentes con lo descrito por Elmas et al.
(2006) en conejos, quienes observaron un incremento significativo de los valores de
AUC,.. de enrofloxacino en conejos cursando una RIA inducida por LPS de E. coli, con
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un incremento desde 2,2 hasta 3,5 pg* h/mL. Post et al. (2003) describen también
incremento significativo de los valores de AUC de enrofloxacino en cerdos cursando una
RIA, en comparacion con los valores de los animales control. Los resultados de AUC del
presente estudio en los conejos tratados con LPS también fueron inferiores a los valores
de AUC de FFC descritos por Koc et al. (2015) quienes estudiaron la influencia de flunixin
y tenoxicam sobre la farmacocinética de FFC en conejos cursando una endotoxemia
inducida por LPS. Dichos autores reportaron promedios de AUCq: de FFC de 34,4 ug*
h/mL, luego de la administracion de una dosis de 20 mg/kg de FFC en conejos
endotoxémicos. Estos mayores valores de AUC pueden relacionarse con menores
valores de clearance de FFC de 0,5 L/kg/h, descritos en el estudio de Koc et al. (2015),

los que son menores a los promedios de clearance determinados en el presente estudio.

En los conejos del grupo control, FFC se distribuyé ampliamente hacia los tejidos
corporales alcanzando valores de volumen de distribucién en estado estacionario (Vdss)
de 1,4 L, lo que se explica por la alta lipofilicidad de este antibidtico, y también por el
bajo porcentaje de union a proteinas plasmaticas que presenta FFC, que se ha descrito

de 11,65 % en conejos (El-Aty et al., 2004) y de 18,3 % en terneros (Lobell et al.,1994).

Los promedios de Vdss observados en los conejos del presente estudio son similares a
los promedios de Vdss de 1,45 L/kg, determinados por Park et al. (2008) en perros
tratados con 20 mg/kg de FFC via IV. En cambio, los promedios de Vdss de FFC son
superiores a los reportados por Park et al. (2007) y Koc et al. (2009) en conejos, quienes

describen valores de Vdssde 0,94 L/kg y 0,98 L/kg, respectivamente.
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En los conejos tratados con LPS se observo incremento del promedio de Vdss de FFC
respecto del promedio de los conejos control, sin embargo, este aumento no fue
estadisticamente significativo. Esta ausencia de diferencias significativas entre ambos

grupos puede explicarse por la alta variabilidad de los datos individuales.

El clearance representa la capacidad de un érgano o del organismo de eliminar un
farmaco (Toutain y Oukessou, 1990; Toutain y Bousquet-Mélou, 2004). Este parametro
considera la suma de los clearance de los 6rganos que contribuyen a la eliminacion del
farmaco; principalmente, higado y rifibn (Baggot, 2001; Toutain y Bousquet-Mélou,
2004). En los conejos del grupo control se observé un clearance promedio de FFC de
1,2 L x h/kg, que es similar a los valores descritos por Park et al. (2008), en perros
tratados con 20 mg/kg de FFC via IV, quienes reportan promedios de clearance de 1,03
L*h/kg. En cambio, el clearance del presente estudio es mayor a los reportados por Park
et al. (2007), de 0,63 L*h/kg, y también por Koc et al. (2009), de 0,56 L*h/kg, para el
mismo antibiético. Estas diferencias en los valores de clearance pueden atribuirse a
diferencias entre los animales utilizados en cada estudio, como caracteristicas de peso,

tamafio, funcionalidad renal o funcionalidad hepética.

En los conejos tratados con LPS, la RIA caus6 disminucion significativa del clearance de
FFC, obteniéndose valores de 0,8 L*h/kg, en comparacion a los 1,2 L*h/kg del grupo
control. Resultados similares fueron obtenidos en el estudio de Elmas et al. (2006) en
conejos endotoxémicos en el cual se obtuvieron valores de clearance de enrofloxacino
de 1,5 L/h/kg, promedios que son menores a los obtenidos en conejos control de 2,1
L/h/kg. Asimismo, Hu et al. (2013), evidenciaron disminucion significativa del clearance

de cefadroxilo en ratones tratados con LPS, respecto a los valores del grupo control.
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El TMR indica la duracién de la persistencia de un farmaco en el organismo (Riviere,
1999). El promedio de TMR de FFC de 1,1 h observado en los conejos del grupo control
es concordante con el valor de 1,5 h descrito por Park et al. (2007). En los conejos
tratados con LPS el TMR de FFC presentd incremento significativo respecto de los
conejos control, lo que coincide con lo descrito por Rao et al. (2000) quienes observaron
aumento significativo del TMR de enrofloxacino, de 1,5 a 2,1 h, en cabras cursando un
proceso febril inducido por LPS. El incremento en el TMR de FFC observado en los
conejos del presente estudio también es coincidente con los resultados determinados
por Hu et al. (2013), quienes observaron aumento significativo del TMR de cefadroxilo

en ratones endotoxémicos, luego de su administracion IV, desde 26 hasta 85,7 minutos.

Los promedios de vida media de eliminacién de FFC (ti2¢) observados en los animales
control de 3,4 h son superiores a los observados en otros estudios como el de Park et
al. (2007) y Koc et al. (2009) donde se reportaron promedios de tie de FFC de 0,90 y
1,2 h, respectivamente. Estas diferencias pueden atribuirse al mayor Vdss observado en
el presente estudio respecto de los promedios de Vdss descritos por estos autores. Los
promedios de ti0e presentaron incrementos significativos en los conejos tratados con
LPS, en comparacién con los conejos control. Lo cual es coincidente con los resultados
obtenidos por Rao et al. (2000) quienes observaron incremento significativo de la vida
media de eliminacion de enrofloxacino en cabras tratadas con LPS (1,8 h), en
comparacion con el grupo control (1,1 h). También son concordantes con los resultados
obtenidos por Post et al. (2003) en cerdos, donde los promedios de ti2e1 de enrofloxacino
presentaron incrementos significativos en los animales tratados con LPS, respecto del
grupo control.
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En la Tabla 28 se describen los principales efectos de la RIA inducida por LPS de E. coli
sobre la farmacocinética de diferentes antibi6ticos posterior a su administracion IV en
especies monogastricas. Los efectos de la RIA inducida por la administracion de LPS
sobre la farmacocinética de FFC en los conejos del presente estudio son similares a los
observados para enrofloxacino en cerdos inoculados con E. coli (Zeng y Fung,1997) o
en cerdos tratados con LPS (Post et al., 2003). Los valores de volumen de distribucién
de estos estudios no presentaron cambios significativos entre los animales control y
animales tratados con LPS. La ausencia de diferencias en los volimenes de distribucion
puede atribuirse a que ambos farmacos son altamente liposolubles por lo que tienen
amplio Vd, y en consecuencia es menos probable que se produzcan variaciones
significativas de este pardmetro en animales cursando una RIA de corta duracion (Kume
y Garg 1986; Rao et al., 2000). Ademas, la ausencia de diferencias en los promedios de
volumen de distribucion entre animales control y tratados con LPS del presente estudio
puede deberse a la variabilidad de los datos individuales, ya que 4 de los 6 animales del
grupo LPS presentaron incremento de los valores de Vdss en comparacion con el grupo
control. En cambio, otro estudio realizado por Pijpers et al. (1990) en cerdos cursando
neumonia aguda inducida por la inoculacion de Actinobacillus pleuropneumoniae
determinaron disminucion del volumen de distribucion de oxitetraciclina. Diferencias en
las caracteristicas fisicoquimicas de oxitetraciclina y el modelo experimental utilizado

podrian explicar las diferencias con los resultados del presente estudio.

En la Tabla 28 también se muestra que similar a lo observado en los animales del
presente estudio se determiné que en los cerdos sometidos a respuesta inflamatoria
sistémica los promedios de clearance para los antibiéticos oxitetraciclina y enrofloxacino

176



disminuyeron significativamente. Cambio que se puede atribuir a los efectos de los
mediadores inflamatorios liberados, sobre la funcionalidad renal y hepatica y en
consecuencia sobre la capacidad de eliminacion de los farmacos (Post et al., 2003;

Gandhi et al., 2012).

Tabla 28. Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre parametros farmacocinéticos
de diferentes antibidticos administrados via IV en monogastricos.

Especie | Farmaco Cambios en pardmetros | Referencia
farmacocinéticos observados en
animales cursando respuesta
inflamatoria aguda
Conejos | Florfenicol Disminucién clearance, aumento tipe, | Resultados
AUC, TMR. Vdss sin cambios significativos. | del presente
estudio.
Cerdos?® | Oxitetraciclina | Disminucion clearance, disminucion tizey | Pijpers et al.
VdB. Incremento AUC. (1990)
Cerdos® | Enrofloxacino | Disminucion clearance, incremento tie, | Zeng y Fung
AUC. Vdrea) Sin cambios significativos. (2997)
Cerdos Enrofloxacino | Disminucién clearance, aumento tie Yy | Post et al.
AUC. Vdp sin cambios significativos. (2003)

tizerr Vida media de eliminacién; AUC: area bajo la curva; TMR: Tiempo medio de
residencia, Vdss: Volumen de distribucion en estado de equilibrio; VdB: Volumen de
distribucion en la fase terminal. # cerdos fueron inoculados con Actinobacillus
pleuropneumoniae, replicando infeccion respiratoria aguda. ® Cerdos fueron inoculados
con Escherichia coli. Fuente: Elaboracion propia.

En resumen, se observo que la RIA producida por la administracion de LPS en los
conejos tratados con FFC via IV disminuyé significativamente el clearance de FFC,
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cambio que se asocidé a incrementos en los parametros de tize, TMR y AUC del
antibidtico. La RIA inducida por la administracion de LPS puede causar diversas
alteraciones fisiopatolégicas a nivel de los 6rganos encargados de la eliminacion de
farmacos: como son rifion e higado, pudiendo producirse diferentes alteraciones como
cambios hemodindmicos con disminucion de flujo sanguineo hacia estos érganos,
cambios en el metabolismo mediado por enzimas metabolizadoras de farmacos como
CYP450, y diversas alteraciones renales que determinan la disminucién del clearance
de los farmacos (Dutta et al., 2001; Gupta et al., 2007; Morgan, 2009). Considerando
que FFC es eliminado por metabolismo hepatico y excrecién renal (Adams et al., 1987),
alteraciones que afecten los procesos de metabolismo y excrecién pueden estar
involucradas en la disminucion del clearance de este antimicrobiano en los conejos

endotoxémicos.

La RIA inducida por la administracién de LPS puede causar alteraciones de diferentes
factores hemodinamicos, produciendo variaciones en el gasto cardiaco, presion
sanguineay frecuencia cardiaca (Codina y Zeitlinger, 2022). En particular, puede ocurrir
disminucién del gasto cardiaco por disminucion del tono venomotor y retorno venoso
(Dutta et al., 2001), modificandose el flujo sanguineo hacia los érganos. Estos cambios
fisiopatol6gicos pueden causar alteraciones en las concentraciones de farmacos en el
sitio de accién y en la difusion del antibidtico hacia los tejidos llevando a modificaciones

en el volumen de distribucion (Codina y Zeitlinger, 2022).

El metabolismo de los farmacos puede verse alterado mediante la accion de mediadores
inflamatorios como citoquinas y oxido nitrico que tienen la capacidad de regular a la baja

la expresion de mRNA y la actividad de distintas enzimas metabolizadoras del CYP450,
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y de diversos transportadores de farmacos como P-gp (Morgan, 2009; Gandhi et al.,
2012). Estudios in vitro han demostrado que citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-
18 y TNF-q, inducidas por la via de transduccion de sefales de LPS sobre los receptores
tipo-Toll 4 en la superficie de hepatocitos y células de Kupffer, regulan la expresion de

genes de enzimas CYP450 (Aitken y Morgan, 2007; Gandhi et al., 2012).

Entre las alteraciones renales presentes en la RIA se ha descrito que luego de la
administracion sistémica de LPS se produce vasoconstriccion intrarenal, reduccion de la
tasa de filtracion glomerular, reclutamiento de leucocitos y activacion de la cascada de
la coagulacion y fibrinolisis (Singbartl y Ley, 2004; Gupta et al., 2007). También se ha
descrito apoptosis de células glomerulares endoteliales e infiltracion de neutréfilos, los
que se atribuyen a la accién de citoquinas como TNF sobre el rifion (Cunningham et al.
2002), ademas de dafio en microcirculacion peritubular y en células tubulares (Chvojka

et al., 2010).

Hu et al. (2013) determinaron disminucion de la tasa de filtracion glomerular de
cefadroxilo en ratones cursando una RIA inducida por LPS de E. coli, donde se observo
que la tasa de filtracion glomerular disminuy6 aproximadamente 3 veces en comparacion
con los animales control, desde 0,254 mL/min a 0,079 mL/min. Estas alteraciones
pueden llevar a disminucién en la excrecion renal de farmacos y en consecuencia

disminucion del clearance.

Los cambios sobre el clearance son relevantes ya que modifican la disposion de los

farmacos en el organismo, lo que puede tener importantes consecuencias sobre la
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farmacoterapia, produciendo variaciones en la seguridad y eficacia de los medicamentos

(Gandhi et al., 2012).

La forma en la cual la RIA inducida por LPS afecta la farmacocinética depende de las
caracteristicas de los procesos que participan normalmente en la disposicién del
farmaco. Factores como especies y diferencias en dosis y sensibilidad a LPS también
pueden influir en el efecto de la RIA inducida por LPS sobre la farmacocinética (Post et

al., 2003).

Se ha reportado que FFC y sus metabolitos son excretados mayormente en la orina, lo
que indica que la principal ruta de excrecién de este antibiético es a través del riiidn
(Varma et al., 1986; EMA, 1999). En un estudio en bovinos tratados con FFC via IV,
Varmay colaboradores (1986) reportaron que, mas del 50% a 60 % de FFC es excretado
en la orina como droga primaria sin metabolizar. En orina de bovinos se ha determinado
la presencia de los metabolitos FFC-a, FFC alcohol, FFC &cido oxamico y monocloro-
FFC. En las heces se ha detectado monocloroflorfenicol, florfenicol y 4cido oxamico de

FFC (Sams, 1994).

De acuerdo con lo reportado por Adams et al. (1987) en terneros de engorda tratados
con 7 dosis de 11 mg/kg de FFC via oral cada 12 h se determinaron altas
concentraciones de FFC en orina, rifién y bilis. En dicho estudio las concentraciones de
FFC en bilis fueron de 14 pg/mL, a las 4 h posterior a la administracion de FFC, las que
fueron superiores a las concentraciones plasmaticas. Segun estos autores, debido a las

altas concentraciones de FFC en bilis sumado a su elevada biodisponibilidad posterior a
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la administracion oral (88,8%), hacen suponer que FFC experimenta recirculacion

enterohepética (Adams et al., 1987).

Respecto al metabolismo de FFC este se realiza a nivel hepatico, donde es
biotransformado a los diferentes metabolitos sefalados anteriormente. Existe evidencia
de la participacibn de enzimas del sistema CYP450 en su biotransformacion,
principalmente la subfamilia CYP3A (Liu et al. 2011; Wang et al., 2021). La proporcién
de los metabolitos puede variar entre las diferentes especies animales pero el principal
de ellos es FFC-a, y se le considera como parte del residuo marcador para establecer
los limites maximos de residuos de FFC en tejidos animales comestibles (EMA, 1999;

EMA, 2002).

En el presente estudio, una importante proporcion de FFC fue metabolizada a FFC-a,
representada por el valor de MR% de FFC-a. En los conejos del grupo control, el MR%
fue de 57,6% valor que es similar al MR% determinado por Park et al. (2007) de 63,03%

en conejos tratados con 20 mg/kg de FFC via IV.

Las concentraciones plasmaticas maximas del metabolito FFC-a determinadas en los
conejos del grupo control, alcanzaron promedios de 2,85 pg/mL posterior a la
administracion IV de FFC. Estos valores son inferiores a los promedios de Cmax de FFC-
a de 5,06 pg/mL determinados en conejos luego de la administracion IV de FFC en dosis
de 20 mg/kg descritos por Park et al. (2007). Asimismo, los valores de AUC,.; para FFC-
a en los conejos control de 9,68 ug* h/mL, y los promedios de TMR de 2,56 h, son

menores que los promedios observados por Park et al. (2007); de 20,6 pg* h/mL, y 3,15
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h, respectivamente. En cambio, la vida media de eliminacion de FFC-a de 1,61 h es

concordante con el valor de ty2 reportado por Park et al. (2007) que fue de 1,84 h.

Los promedios de Cmaxde FFC-a obtenidos en los conejos del presente estudio también
son inferiores a los promedios de Cnaxde FFC-a descritos por Park et al. (2008) de 5,67
pug/mL luego de la administracion via IV de FFC en perros. Asimismo, los promedios de
AUC,: de FFC-a obtenidos en los conejos del presente estudio son menores a los
promedios de AUC de 29,8 mg*h/L descritos para dicha especie. Los promedios de TMR
y tiz de FFC-a del presente estudio fueron también inferiores a los promedios de 3,9 y

2,3 h, respectivamente descritos por Park et al. (2008).

Estas diferencias en las concentraciones maximas, AUCo.. Yy TMR de FFC-a del presente
estudio respecto a los resultados obtenidos por Park et al. (2007) en conejos y por Park
et al. (2008) en perros pueden deberse a variaciones en la biotransformacion de FFC
entre distintos individuos y entre diferentes especies animales, a causa de diferencias
en la actividad metabolizadora del sistema CYP450 (Nebbia et al., 2003; Toutain et al.,
2010). También pueden originarse por diferencias en procesos de excrecion y clearance
del metabolito entre distintas especies (Toutain et al., 2010). En los conejos tratados con
LPS, las concentraciones plasmaticas maximas del metabolito FFC-a fueron
significativamente menores a las concentraciones observadas en los animales del grupo
control, cambios que se reflejan en una disminucién de los valores de AUCq de FFC-a
en los conejos endotoxémicos. Los promedios de tizer Yy TMR de FFC-a fueron
significativamente mayores en los conejos cursando una RIA, en comparacion a los
promedios del grupo control. Resultados similares han sido obtenidos por Rao et al.

(2000) en cabras tratadas con LPS donde se evaluaron los efectos de la RIA sobre la
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farmacocinética de enrofloxacino administrado via IV, determinandose una disminucion
significativa de los promedios de Cnaxy AUCo.. del metabolito ciprofloxacino, cambios
que estuvieron asociados a incrementos en los promedios de ti» ¥y TMR de

ciprofloxacino.

En el grupo de conejos tratados con LPS, el MR% disminuy6 desde un 57,6% en el grupo
control a valores promedios de 22% en los conejos tratados con LPS. Estos resultados
sugieren que la RIA inducida por LPS en los conejos del estudio inhibi6 la
biotransformacién de FFC. El incremento del AUC y la reduccion en el clearance de FFC
determinado en los conejos tratados con LPS es también indicativo de la disminucion del
metabolismo de FFC hacia su metabolito FFC-a medido a través del MR% en los conejos
cursando una RIA inducida por LPS. Estos resultados son coincidentes con los
encontrados por Rao et al. (2000), quienes reportan disminuciones significativas de los
promedios de MR % de ciprofloxacino desde 28% en animales sanos hasta 8,5% en el

grupo de animales tratados con LPS.

Antecedentes experimentales demuestran que el sistema CYP450, en especifico la
subfamilia CYP3A, cataliza la biotransformacion de FFC (Liu et al., 2011; Wang et al.,
2021). Por lo tanto, es posible atribuir la disminucién de la conversién metabdlica de FFC
a FFC-a en los conejos tratados con LPS, a los efectos inhibitorios inducidos por la RIA

sobre la expresion y funcion de la enzima CYP3A.

Diferentes estudios (Monshouwer et al., 1996; Saitoh et al., 1999 y Lee et al. 2008) han
reportado que durante la RIA inducida por LPS se observa un decrecimiento de la

actividad de las enzimas del CYP450 que estéan involucradas en el metabolismo de
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farmacos. Monshouwer et al. (1996) en cerdos tratados con cinco inyecciones repetidas
de LPS a intervalos de 1 h, observaron una disminucién significativa en el clearance de
antipirina, el cual se utiliza como farmaco de referencia para la evaluacién de la
capacidad oxidativa metabolizadora hepética. Ademdas, se observd disminucion
significativa en la actividad enzimatica mediada por CYP450 microsomal y en el
contenido total de CYP1A y CYP3A, a las 24 h posterior a la primera administracion de

LPS.

Saitoh et al. (1999) demostraron que la RIA inducida por la administracién de dosis
repetidas de LPS de E. coli (17 pg/kg) en conejos, disminuyé significativamente el
contenido total de CYP450 en microsomas hepéticos y la actividad enzimatica
dependiente de CYP450 desde las 24 h posterior a la primera administracion de LPS
hasta los tres dias posteriores, en comparacion con los conejos control. También se
observé una tendencia a la diminucion del clearance de antipirina y disminucién en la
cantidad de las enzimas CYP1Al y CYP1A2. Adicionalmente, en otro estudio, en ratas
tratadas con LPS de E. coli se demostré disminucion significativa del contenido de
CYP3A a nivel hepatico e intestinal, efecto que estuvo asociado a un aumento del AUC,.

- del antibidtico telitromicina (Lee et al., 2008).

Los mecanismos fisiolégicos involucrados en la disminucién de la expresiéon del CYP450
se relacionan con componentes de sefializacion intracelular como NF-kB, y receptores
PXR y CAR, que regulan la expresion génica de CYP450 y diversos transportadores. El
factor de transcripcion NF-kB puede regular la expresion de genes del CYP450 mediante
unién a la regién promotora de los genes, o de manera indirecta a través de represion

de receptores nucleares involucrados en la regulacion de CYP como PXR y CAR.
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También se ha descrito mecanismo post transcripcional mediante el cual NF-kB puede

afectar la estabilidad de las proteinas CYP (Zordoky y El-Kadi, 2009).

Teniendo en consideracion los antecedentes expuestos y los resultados obtenidos
acerca de la disminucién de las concentraciones plasmaticas de FFC-a y del MR%, que
da cuenta de una reduccion de la conversion metabolica de FFC hacia el metabolito
FFC-a en los conejos tratados con LPS, es posible postular que la RIA produce

disminucién del metabolismo hepético de FFC mediado por CYP450 en los conejos.

Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicién plasmética de
florfenicol en conejos posterior a la administracion de florfenicol via

intramuscular.

Las concentraciones plasméticas de FFC observadas posterior a su administracién via
IM en los conejos control del presente estudio, siguieron un patron similar al descrito por
Koc et al. (2009), en conejos sanos tratados con 25 mg/kg de FFC via IM, donde las

concentraciones de FFC se detectaron por un periodo de 12 horas.

La RIA inducida por la administracion de tres dosis de 2 pg/kg de LPS de E. coli causé
cambios en la disposicion plasmatica de FFC y su metabolito FFC-a, tras la
administracién de FFC via IM. Las curvas de concentracion plasmatica en el tiempo de
FFC de ambos grupos experimentales siguieron un patrén de absorcion similar, y se
diferenciaron desde aproximadamente las 6 h en la fase donde predomina la eliminacion,
observandose una pendiente de la curva concentracion vs tiempo menos pronunciada

en el grupo tratado con LPS. Se presentaron mayores concentraciones plasmaticas de
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FFC en el grupo que recibié LPS, siendo estas diferencias significativas a las 4 h (p <

0,05).

Los promedios de Cmsax de FFC obtenidos en los conejos control luego de la
administracién de FFC via IM, fueron de 6,65 pg/mL, valores que son similares a los
reportados por Gutiérrez et al. (2022) de 6,08 pg/mL en conejos tratados con 20 mg/kg
de FFC administrado en alimento en forma de perlas de alginato cargadas con el
antibiético. Los promedios de Cnax del presente estudio son levemente inferiores a
promedios de Cna de 7,96 ug/mL, determinados por Park et al. (2007) en conejos
tratados con 20 mg/kg de FFC via oral. También son inferiores a los promedios de Cmax
descritos por Koc et al. (2009), de 8,65 ug/mL en conejos tratados con 25 mg/kg de FFC
via IM. Estas diferencias pueden atribuirse a la mayor dosis de FFC administrada en el
estudio de Koc et al. (2009), que origina una mayor Cmax y a diferencias en proceso de
absorcion debido a diferente via de administracion utilizada en el caso del estudio de
Park et al. (2007). También pueden causar variaciones en los valores de Cmax 0btenidos,
las diferencias en las formulaciones de FFC utilizadas en los distintos estudios. Al
respecto, de manera similar a la formulacion usada en los conejos del presente estudio,
en los que se administré una solucion diluida de FFC de 60 mg/mL, Park et al. (2007)
utilizaron una solucién de FFC de 40 mg/mL para facilitar la inyeccion IV del farmaco en
conejos, y una solucion al 10% para la administracion oral del farmaco. Por otra parte,
los valores de Cmax determinados en el presente estudio son superiores a los valores
reportados por Birdane y Birdane (2015), cuyos promedios de Cmaxfueron de 3,05 pug/mL
luego de la administracion de dosis de FFC de 30 mg/kg via IM en perros. Estas
diferencias pueden atribuirse a la formulacién de FFC al 30% utilizada en dicho estudio,

186



correspondiente a la formulacién original de FFC, la cual debido a su mayor
concentracion y a los vehiculos en su composicion puede originar diferencias en el
proceso de absorcion, y, por consiguiente, en las concentraciones plasmaticas maximas
alcanzadas, causando una absorcion mas lenta y de menor Cmax como fue observado en
dicho estudio. En los conejos tratados con LPS, la RIA origind mayores promedios de
Cmax de FFC, los que a pesar de no presentar diferencias significativas concuerdan con
los valores de AUC observados en los conejos de este grupo, que fueron
significativamente mayores a los promedios de AUC del grupo control. En otros estudios
se ha reportado el efecto de la RIA sobre la farmacocinética de otros antibiéticos
administrados via IM; de manera similar Kume y Garg (1986) reportaron que el estado
febril inducido por LPS de E. coli en cabras no caus6é cambios significativos en los
promedios de Cnsx tras el tratamiento con 25 mg/kg de cloranfenicol via IM, en el estudio
de Lee et al. (2008), tampoco se observaron variaciones en los promedios de Cmax de

telitromicina posterior a su administracion via oral en ratas tratadas con LPS.

La vida media de absorcién (ti12a0) de FFC en los conejos control presentd valores de
0,44 h, los que son similares a los valores reportados por Atef et al. (2001) de 0,63 h en
cabras tratadas con 20 mg/kg de FFC via IM. En cambio, los promedios de ti.an de FFC
observados en el presente estudio son inferiores a las 2,09 h descritas por Birdane y
Birdane (2015), luego de una inyeccién IM de 30 mg/kg de FFC al 30% en perros. Estas
diferencias pueden atribuirse a la mayor concentracion de la formulaciéon de FFC
utilizada en el estudio de Birdane y Birdane (2015). También son menores a los valores
de ti2an reportados por Koc et al. (2009) en conejos tratados con 25 mg/kg via IM de
FFC, los que fueron de 0,83 h. Estas diferencias de tizan son indicativas de distintas
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velocidades de absorcion del antibidtico, la cual puede depender entre otros factores de
la formulacién de la solucidon de FFC administrada o de factores propios del animal como

irrigacién sanguinea cercana al sitio de inyeccion (Lees et al., 2012).

En los conejos tratados con LPS la vida media de absorcion (tia) de FFC fue
significativamente mayor a la observada en los conejos control, o que sugiere que en
los animales que cursan una RIA, se retarda el proceso de absorcion del antibiético.
Segun Elmas et al. (2006), el proceso inflamatorio y febril desencadena una
vasoconstriccion periférica con disminucién del flujo sanguineo regional periférico para
evitar la pérdida de calor. Esta vasoconstriccion puede retardar la absorcion
intramuscular de farmacos, como se observa en los animales tratados con LPS del

presente estudio.

El AUC de FFC, posterior a la administracion IM del antibiotico, presenté en los conejos
control promedios de 25,57 ug* h/mL para AUCo.12, ¥ de 25,94 ug* h/mL para AUCo.«,
valores que fueron inferiores a los promedios de AUC descritos por Koc et al. (2009)
luego de la administracion de 25 mg/kg de FFC via IM en conejos, que se reportaron en
39,10 pg* h/mL. Los valores de AUC de FFC del presente experimento fueron similares
a los observados por Park et al. (2007) de 23,78 ug* h/mL luego de la administracion de
FFC via oral en conejos. También fueron similares a los valores de AUC de FFC
determinados por Birdane y Birdane (2015), luego de la administracion IM en perros
(26,43 ug* h/mL), sin embargo, en aquel estudio el tiempo de muestreo se extendié por
24 h. Las diferencias en los valores de AUC de FFC entre los estudios mencionados

pueden relacionarse con las diferencias en los valores de Cmax Obtenidos.
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Posterior a la administracion IM de FFC, en los conejos tratados con LPS se observo
que los promedios de AUCy: de FFC fueron significativamente superiores a los
observados en los conejos del grupo control. Estos resultados difieren de los descritos
por Kume y Garg (1986), quienes reportan un incremento leve, no significativo, del AUC
de cloranfenicol, posterior a su administracion IM en cabras tratadas con LPS, respecto
de las cabras control. En cambio, el incremento en el AUC de FFC en los conejos
tratados con LPS coincide con los resultados obtenidos por Lee et al. (2008) en ratas
tratadas con LPS donde se observé un incremento significativo del AUC de telitromicina

respecto de las ratas control, posterior a la administracion oral del antibidtico.

El incremento de AUC de FFC en los conejos tratados con LPS del presente estudio
puede atribuirse al incremento de la vida media de eliminacion del antibiético, observado
en los conejos que cursaron con una RIA, a pesar de que este aumento no fue
significativo. Esta descrito que, en estado de enfermedad con componente inflamatorio,
la vida media de eliminacion de un farmaco puede prolongarse debido a una reduccion
en la capacidad de metabolismo hepéatico o en la excrecion renal del farmaco (Riviere,

1999).

Integracion pardmetros PK/PD de FFC en conejos, posterior a la administracion

intramuscular de FFC.

Con el transcurso de los afios ha adquirido cada vez mas relevancia la problematica de
la resistencia bacteriana hacia los agentes antiinfecciosos. En consecuencia, se ha
intentado optimizar el uso de los antimicrobianos, considerando que dentro de las

diversas causas que contribuyen al desarrollo y propagacion de este fenémeno, un factor
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de riesgo importante es la exposicién repetida a concentraciones suboOptimas de
antibidticos, debido al uso incorrecto de estos farmacos (Asin-Prieto et al., 2015;

Abushaheen et al., 2020).

Datos farmacodindmicos los cuales describen la relacion entre las concentraciones de
farmaco en plasma, y los efectos farmacoldgicos del farmaco pueden ser Utiles para
disefiar regimenes de dosificacibn que minimicen la posibilidad de exponer a los
patdégenos a niveles subletales de antimicrobiano (Burgess, 1999). Por lo tanto, el uso
racional de farmacos antimicrobianos debe basarse en el conocimiento de las
estructuras y las vias bioquimicas dentro de la bacteria y las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de los farmacos antimicrobianos. Esto incluye las
consideraciones de la manera en la cual el farmaco actla para inhibir el crecimiento o
matar el microorganismo y de la extensién con la cual los farmacos son capaces de

penetrar hacia el sitio de infeccion (AliAbadi and Lees, 2000).

El mecanismo de accion de FFC consiste en la inhibicion de la sintesis de las proteinas
bacterianas, y el mecanismo es el mismo para todos los antibiéticos integrantes del
grupo de los fenicoles: cloranfenicol, tianfenicol y florfenicol. FFC actla a nivel del centro
peptidil-transferasa, donde se une de manera reversible y potente a un sitio receptor
sobre la subunidad 50S del ribosoma microbiano, interfiriendo con la formacién de la
cadena polipeptidica (Ferndndez-Mufioz et al., 1971; Marciniec et al., 2009). FFC actta
impidiendo la unién aminoacetil del tRNA al lugar de union de la subunidad 50S del

ribosoma bacteriano (Sande y Mandell, 1980).
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En la Figura 45 se presenta el sitio de accion de los fenicoles, donde se observa su union

al sitio A del centro peptidil- transferasa (Rios, 2004).

Cadena polipeptidica en formacidn

lugar P lugar A

fenicoles

lugar de
transferencia

ARNm

Figura 45: Sitio de accién de los fenicoles. Fuente: Extraido de Rios, 2004.

La eficacia de la terapia antimicrobiana depende de la susceptibilidad del
microorganismo patdgeno frente al antibiético administrado, de las caracteristicas de
exposicion al antibidtico necesarias para causar la respuesta esperada, y de la habilidad
para alcanzar las concentraciones activas necesarias del antibiético en el sitio de
infeccion (Martinez et al., 2013). Por lo cual son de importancia los indices PK/PD que
relacionan la farmacocinética con la farmacodinamia, esta ultima representada por los
valores de MIC, y que permiten predecir la eficacia de los antibi6ticos y optimizar los

regimenes de dosificacion (Andes y Lepak, 2017).

Sobre la base de sus propiedades farmacodinamicas, los antibiéticos pueden clasificarse

como farmacos concentracién-dependientes y farmacos tiempo-dependientes (Craig,
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1995; Burgess, 1999; Ahmad et al., 2016). Los primeros son aquellos antibidticos que
ocasionan la muerte de patdgenos de manera dependiente de su concentracién y
muestran directa relacion entre las concentraciones plasmaticas altas y la rapidez de
erradicacion de la bacteria (Craig, 1995; Burgess, 1999). Por lo cual, para este tipo de
antibioticos, los indices Cnax/MIC y AUCo./MIC son mas representativos de la eficacia

del farmaco (Toutain et al., 2002; Ambrose et al., 2007).

Para los antibidticos tiempo-dependientes las concentraciones plasméaticas maximas no
presentan gran importancia, pero la extension de tiempo en la cual las concentraciones
superan las MIC especificas del patégeno son determinantes, siendo el indice PK/PD

que representa mejor la eficacia el %T>MIC (Burgess, 1999; Park et al., 2007).

FFC ha sido caracterizado como un antibiético de tipo bacteriostatico y tiempo
dependiente (Martinez et al., 2013; Toutain et al., 2019). Se ha reportado, sin embargo,
gue en dosis elevadas también puede comportarse como un antibiético concentracién
dependiente. Existen estudios que han reportado la accién bactericida y concentracion
dependiente de FFC contra patdgenos del tracto respiratorio de bovinos (lllambas et al.,
2013; Sidhu et al., 2013). lllambas et al. (2013) describieron la accién concentracién
dependiente de FFC para Mannheimia haemolytica en suero de terneros. Para este
patdgeno, las curvas de letalidad obtenidas indicaron una respuesta bactericida rapida
dentro de 4 a 8 h de incubacion, con reduccion mayor a 6 logio en el conteo bacteriano
a las 24 h. Sidhu et al. (2013) reportaron una accién concentracién dependiente y
bactericida de FFC contra los patdégenos Pasteurella multocida y Mannhemia
haemolytica, aislados de casos clinicos de neumonia en terneros. En dicho estudio

obtuvieron curvas de inhibicién de crecimiento ex vivo caracteristicas de una accién
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concentracion dependiente, alcanzando un alto nivel de muerte bacteriana dentro de 4
a 8 h de exposicién al antibidtico. Se reporté una accion bactericida de FFC con
reduccion de 3 logio en el recuento bacteriano luego de la incubacién en muestras de

suero, exudado y trasudado de terneros.

En la Tabla 29 se resumen promedios de indices PK/PD de FFC descritos en literatura
para algunos microorganismos patégenos causantes de infecciones respiratorias en
diferentes especies animales. Se incluyen también los promedios PK/PD obtenidos en

el presente estudio en conejos.

193



Tabla 29. Promedios de indices PK/PD de florfenicol para distintos microorganismos
patdgenos que afectan al sistema respiratorio en diferentes especies animales.

Patogeno Valorde AUCo,. %T>MIC* Especie Autor
M|C90 1/M|C de
(ng/mL) (h) referencia
Pasteurella multocida/ 0,25 155,4 98 Conejos Resultados
Bordetella
bronchiseptica 0,5 7 80,9 del presente
1 38,8 63,9 estudio.
2 19,4 45,8
Pasteurella multocida 0,48 1834 78,4h Bovinos Sidhu et al.
_ (Terneros)
Mannhemia 0,58 151,8 76,3 h (2013)
haemolytica
Pasteurella multocida/ 0,25 N/A 116 Conejos Koc et al.
Bordetella
bronchiseptica 0,5 94 (2015)
1 71
2 49
Actinobacillus 0,25 58,6 41,3 h Cerdos Dorey et al.

Pleuropneumoniae
(2017)

N/A: Parametro no especificado en el estudio correspondiente. Fuente: Elaboracion
propia.

En el presente estudio se consideraron valores de MICgq en el rango de 0,25-2 pg/mL,

gue han sido descritos para FFC frente a los patdgenos mas comunmente encontrados
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en infecciones respiratorias de conejos: Pasteurella multocida y Bordetella
bronchiseptica (Koc et al. 2015). Se calcularon los indices PK/PD: Cnax/MIC, AUCo/MIC

y %T>MIC.

De acuerdo con los resultados obtenidos para Cna/MIC, se observd que las
concentraciones plasméaticas maximas de FFC fueron mas de 20 veces superiores que
las MIC de 0,25 pg/mL. En el caso de las MIC de 0,5 pg/mL superaron mas de 10 veces
este valor, y para las MIC de 1y 2 ug/mL, superaron mas de 3 veces el valor de MIC, en
los conejos control y tratados con LPS. Se observ6 una tendencia (p = 0,09) en el grupo
tratado con LPS a presentar mayores valores de Cna/MIC de FFC para las MIC de 0,25
pg/mL y 0,5 pg/mL, en comparacion con el grupo control. Segun los antecedentes
expuestos por Burgess (1999), resultados de relacion Cmax/MIC entre 8 a 12 se asocian
a 90 % de éxito de la terapia clinica, evaluada como tasa de respuesta clinica. Por lo
tanto, los resultados de Cma/MIC obtenidos para las MIC de 0,25 pg/mL y 0,5 pg/mL, de
mas de 25 y 10, respectivamente, demuestran una eficacia terapéutica adecuada de

FFC en los conejos control y tratados con LPS del presente estudio.

Respecto a los resultados obtenidos para el indice AUC./MIC, es decir la relacion de
area bajo la curva de FFC sobre MIC, estos valores fueron mayores a 100 h para la MIC
de 0,25 pug/mL, y mayor a 50 h para la MIC de 0,5 pg/mL, en los conejos control. En los
conejos tratados con LPS los promedios de AUCy/MIC fueron significativamente
mayores en comparacion con los promedios de los conejos control, y se obtuvieron
promedios mayores a 150 y 70 h, considerando las MIC de 0,25 y 0,5 pg/mL,
respectivamente. Segun lo descrito por Burgess (1999) y Toutain et al. (2002), valores

de AUC,./MIC de 125 h indican éxito terapéutico, con una tasa de cura microbiologica
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de 80%. Por lo cual, segun los resultados del presente estudio, FFC demostré una
eficacia terapéutica 6ptima para la MIC de 0,25 pg/mL, tomando en consideracién el
pardmetro de AUCo./MIC. Para las demas MIC las tasas de cura microbioldgica

alcanzadas serian menor al 30% (Burgess, 1999).

Por ultimo, para el parametro % T>MIC, para un intervalo de administracion de FFC de 8
h, las concentraciones plasmaticas del antibiético superan los valores de MIC de 0,25 y
0,5 pg/mL alrededor de un 100 % del tiempo, para ambos grupos experimentales.
Mientras que para las MIC de 1y 2 ug/mL, los valores de %T>MIC, fluctuaron entre un
76 a un 95%, y entre 53 a 70 %, respectivamente, donde los porcentajes mas altos

corresponden a los valores observados en los conejos LPS.

Al considerar un intervalo de 12 h, el grupo tratado con LPS alcanza valores cercanos al
100% de tiempo en el cual las concentraciones de FFC superan los valores de MIC de
0,25 pg/mL. Al considerar valores de MIC de 0,5 pg/mL y 1 pg/mL los porcentajes
superan al 50%, mientras que para las MIC de 2 pg/mL los valores de porcentaje de
tiempo son inferiores al 50%, para ambos grupos experimentales. Se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos para el indice %T>MIC, donde los conejos
tratados con LPS tuvieron mayor porcentaje de tiempo sobre los valores de MIC para
ambos intervalos de administracién del antibiético y en el caso de los diferentes valores
de MIC para los principales microorganismos que causan infecciones respiratorias en

conejos.

De acuerdo con lo descrito por Burgess (1999), indices %T>MIC superiores a 40% se

relacionan con altas tasas de cura bacteriol6gica, mientras que Toutain et al. (2002)
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considera valores de 50-80% del intervalo de dosis para alcanzar un efecto bactericida
optimo. En el presente estudio se obtuvieron promedios de % T>MIC mayor al 50% para
las MIC de 0,25, 0,5y 1 pg/mL en los conejos control y tratados con LPS, lo que indica
una eficacia terapéutica 6ptima de FFC en los conejos del presente estudio, sobre estos

valores de MIC.

Los parametros PK/PD de Cma/MIC y AUCo/MIC estan bien establecidos para los
antibiéticos del grupo de las fluoroquinolonas y aminoglicésidos, y %T>MIC para los
beta-lactamicos y macrélidos, sin embargo, para otros antibiéticos como FFC no estan
aun bien definidos y el calculo de dosificaciones de FFC dependera de la sensibilidad
del microorganismo individual, MIC en particular, sitio de infeccién y respuesta clinica

especifica (Burgess, 1999; Toutain et al., 2002; El-Aty et al., 2004).

En el estudio de Sidhu et al. (2013), se propuso al indice AUC,./MIC como predictivo de
eficacia clinica de FFC sobre P. multocida y M. Haemolytica como patégenos causantes
de neumonia en terneros. Toutain et al. (2019), propone que los indices PK/PD que se
aplican a FFC de mejor manera son AUC/MIC y T>MIC. Burgess (1999) considera a
AUC/MIC como un parametro que se ajusta adecuadamente a antibidticos concentracion
y tiempo-dependientes, y se considera de mayor capacidad predictiva que Cma/MIC
debido a los potenciales efectos adversos que se han descrito para algunos antibiéticos
concentracion-dependientes como las fluoroquinolonas, considerando a este indice de

referencia.

Martinez et al. (2013) considera a FFC como antibiético tiempo dependiente con

%T>MIC como referencia. De manera similar en el estudio de Koc et al. (2015) se
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considero en conejos el indice %T>MIC como referencia para la eficacia de FFC sobre

los patégenos P. multocida y B. bronchiseptica.

Segun los antecedentes expuestos anteriormente y los resultados de los parametros
PK/PD obtenidos en el presente estudio, en conejos que recibieron tratamiento con 20
mg/kg de FFC via IM, el parametro %T>MIC seria mas representativo de la eficacia
terapéutica de FFC. Los resultados de los indices PK/PD evaluados permiten respaldar

la eficacia de FFC como antibi6tico en conejos.

Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicién plasmética de
florfenicol amina en conejos posterior a la administracion de florfenicol via

intramuscular.

De acuerdo con los antecedentes analizados en literatura, no existen reportes previos
acerca de la farmacocinética de FFC-a en animales tratados con FFC via IM, cursando
una respuesta inflamatoria aguda, por lo cual los resultados del presente estudio

representan un aporte en esta area del conocimiento.

En esta investigacion, en los conejos control los promedios de Cnaxde FFC-a, posterior
a la administracion IM de FFC, fueron de 1,90 pg/mL, valores que son inferiores a los
promedios de Cmax de FFC-a obtenidos posterior a la administracion via IV de FFC (2,85
pg/mL). Esto puede explicarse debido a la influencia del proceso de absorcién sobre las
concentraciones de FFC alcanzadas en plasma, luego de la administracion via IM de
FFC vy, por lo tanto, por esta via de administracion se encuentra disponible menor
concentracion de FFC para ser metabolizado a FFC-a, lo cual origina menores

concentraciones del metabolito en este caso.
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Los promedios de Cnaxde FFC-a, obtenidos en el presente estudio, de 1,90 pg/mL, son
menores a los descritos por Park et al. (2007) en conejos tratados con 20 mg/kg de FFC
via oral, en los cuales se obtuvieron promedios de 3,38 pug/mL de FFC-a. También son
inferiores a los promedios de Cna de FFC-a, de 3,64 pg/mL descritos por Park et al.
(2008) en perros tratados con 20 mg/kg de FFC via oral. Estas diferencias pueden
explicarse por diferencias en el proceso de absorcion de FFC entre los diferentes
estudios, donde las distintas formulaciones utilizadas que fueron de FFC al 10% en el
estudio de Park et al. (2007), de 200 mg/mL en el estudio de Park et al. (2008), y de FFC
en solucién de 60 mg/mL, en el presente estudio, pueden determinar diferencias en la
velocidad de absorcion del farmaco en cuanto a concentraciones plasméticas

alcanzadas y cantidad de antibiético disponible para ser metabolizado a FFC-a.

Las diferencias en las Cnax de FFC-a pueden explicarse también por diferencias en los
métodos de extraccién y sistemas de deteccidn del analito mediante HPLC. Tanto en el
estudio de Park et al. (2007) como en el estudio de Park et al. (2008), el sistema de
deteccidn utilizado fue a través de HPLC acoplado a espectrometria de masa (LC-MSD)
el cual posee una mayor sensibilidad de deteccion del analito, lo cual pudiera originar la

determinacion de mayores concentraciones de FFC-a.

Los promedios de AUCy.. de FFC-a en los conejos control, de 12,7 ug* h/mL, obtenidos
luego de la administracion via IM de FFC, son levemente inferiores a los reportados por
Park et al. (2007) de 17,82 ug* h/mL, luego de la administracién oral de FFC en conejos.
Asimismo, los valores difieren de los reportados por Park et al. (2008), que fueron de

17,86 pg* h/mL, en perros tratados con 20 mg/kg de FFC via oral.
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La relacion metabolito/FFC obtenida en los conejos del grupo control tratados con FFC
via IM fue de 45,5%, mientras que en los conejos tratados por via IV fue de 57,6%.
Considerando que el AUC de FFC-a fue menor en los conejos tratados por via IV,
respecto de la administracion via IM, se esperaria que el MR% sea menor. Sin embargo,
el menor valor de AUC de FFC observado en los conejos control tratados por via IV
determina que proporcionalmente el MR determinado para la via IV sea mayor al

estimado para la via IM.

Los promedios de MR% de FFC-a en los conejos control tratados con FFC via IM son
menores a los reportados por Park et al. (2007) de 75,65 %, obtenidos luego de la
administracién oral de FFC en conejos. Estas diferencias pueden deberse a la mayor
absorcion de FFC evidenciada por el mayor promedio de Cmax de FFC alcanzado en el

estudio de Park et al. (2007).

La RIA inducida por la administracién de LPS en los conejos del presente estudio tuvo
efectos significativos sobre distintos paradmetros farmacocinéticos de FFC-a, posterior a
la inyeccion IM de FFC. Los promedios de Cmaxde FFC-a en los conejos tratados con
LPS fueron levemente menores que los observados en los conejos control. Diferencias
gue no fueron estadisticamente significativas. En cambio, en los conejos tratados con
FFC via IV, los promedios de Cnaxde FFC-a fueron menores en los conejos tratados con
LPS que en los conejos control. Esto puede atribuirse a diferencias en los efectos de la
RIA sobre la biotransformacion de FFC entre ambas vias de administracién, o sobre los

procesos de excrecion renal del metabolito, los que afectan al clearance del metabolito.
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El MR% de FFC-a disminuyd en los conejos tratados con LPS luego de la administracion
IM de FFC (p = 0,064), resultado que coincide con la disminucién significativa de MR%
en los conejos tratados con LPS en los que se administro FFC via IV. Estos resultados
concuerdan con los descritos por Rao et al. (2000) en cabras tratadas con enrofloxacino
cursando un estado febril donde se observé una reduccion significativa del MR%
(ciprofloxacino/enrofloxacino) en los animales tratados con LPS. Considerando que los
promedios de AUC,.. de FFC-a presentaron un aumento significativo en los conejos
tratados con LPS posterior a la administracion IM de FFC, esta disminucion del MR% se

podria atribuir al mayor AUC de FFC observado en los conejos tratados con LPS.

La constante de eliminacion (Kel) del metabolito fue significativamente menor en el grupo
tratado con LPS, cambio que estuvo asociado a una mayor vida media de eliminacién (p
< 0,06). Resultados que son similares a los observados en conejos endotoxémicos

tratados con FFC via V.

Los cambios observados sobre los parametros farmacocinéticos de FFC-ay FFC en los
conejos tratados con LPS, posterior a la administracion IM, pueden atribuirse a
modificaciones hemodinamicas inducidas por la RIA que disminuyen la capacidad de
excrecion renal de los farmacos o metabolitos. La accién del LPS causa disminucién del
flujo sanguineo renal, lo que disminuye la filtracion glomerular y produce disfuncién de
la microcirculacion peritubular, con lo cual se reduce la excrecion renal del farmaco
(Chvojka et al., 2010). Los mediadores inflamatorios liberados en la RIA también pueden
causar inhibicion del metabolismo farmacolégico hepatico, segun lo descrito
anteriormente en conejos tratados con FFC via IV, lo que en conjunto con alteraciones

de excrecién renal pueden ser determinantes en la reduccién del clearance de FFC-a.
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Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la distribucién tisular de

florfenicol y florfenicol amina en conejos.

En los conejos del grupo control, las concentraciones tisulares de FFC presentaron
valores méas elevados en rifidbn, con promedios de 7,85 pg/g, seguidos en orden
decreciente por musculo (4,59 pg/g), bazo (4,12 ug/g), pulmén (3,79 ug/g), higado (2,66
Mg/g) y cerebro (1,01 pg/g). Las concentraciones mas altas de FFC en rifion se explican
por ser este el principal 6rgano excretor del antibiético (Varma et al., 1986). Las bajas
concentraciones de FFC a nivel de higado se deben a que este es el lugar de conversién
metabdlica hacia su metabolito FFC-a. En los conejos control, las concentraciones de
FFC-a observadas en higado fueron superiores a las concentraciones de FFC en este

organo, lo que es indicativo de un rapido metabolismo de FFC.

Adams et al. (1987) determinaron concentraciones tisulares de FFC en terneros tratados
con 7 dosis de FFC de 11 mg/kg cada 12 h, via oral. A las 4 h de muestreo se observaron
las mayores concentraciones de FFC, determinandose altas concentraciones de FFC en
orina, donde se obtuvieron promedios de 444,5 pg/mL, también en rifién, con alrededor
de 11 ug/g y en bilis se observaron concentraciones de casi 14 ug/mL. En los conejos
del presente estudio, las concentraciones de FFC fueron menores a las concentraciones
descritas por Adams et al. (1987), en rifién, pulmén, higado y bazo. En cambio, fueron
similares a las concentraciones obtenidas en musculo y cerebro. En ambos estudios las

concentraciones de FFC presentaron altos promedios a nivel de rifion.

En estudio realizado por Li et al. (2006) en cerdos tratados con dos dosis de 20 mg/kg

de FFC via IM cada 24 h, se observo que a las 24 h posterior a la segunda dosis las
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concentraciones fueron de 1,7 pg/g en riiién, 0,4 ug/g en higado y de 0,8 ug/g en
musculo. Las diferencias observadas en las concentraciones tisulares de FFC entre
ambos estudios, se deben a diferencias en el tiempo de muestreo, donde la medicién se
realizé a las 4 h posterior al tratamiento con FFC, respecto de los residuos medidos en
cerdos a las 24 h posteriores a Ultimo tratamiento con antibiético, lo que demuestra una

corta persistencia de concentraciones residuales del farmaco.

Las diferencias observadas en las concentraciones tisulares de FFC del presente estudio
y el de Adams et al. (1987) pueden deberse a diferencias en las dosificaciones de FFC
administradas, y también a diferencias de especie en cuanto a los procesos de absorcién
y distribucion del farmaco hacia los tejidos, factores que son determinantes de las
concentraciones alcanzadas en los diferentes 6rganos. La concentracion tisular de un
farmaco depende tanto de las propiedades fisicoquimicas del farmaco como de
caracteristicas fisioldgicas del animal. Entre las caracteristicas fisicoquimicas del
farmaco se encuentran la liposolubilidad, la polaridad y el tamafio molecular que
determinan la difusion del farmaco a través de las membranas celulares (Bergeron 1986;
Lees y Toutain, 2012). También es relevante el flujo sanguineo y el porcentaje de unién
a proteinas plasmaticas, todos estos factores pueden ser determinantes en la captacion
de farmaco por los tejidos (Bergeron, 1986; Bellmann et al., 2004; Lees y Toutain, 2012).
Tal es el caso de FFC, que, al ser un farmaco altamente liposoluble, de baja afinidad por
las proteinas del plasma y con amplio Vdss tiene la capacidad de difundir hacia los
compartimentos intra y extracelulares de los tejidos (Park et al., 2008; Lees y Toutain,
2012). Segun lo descrito por Lobell et al. (1994) las altas concentraciones de FFC
alcanzadas en tejidos y su bajo porcentaje de unién a proteinas plasmaticas se
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relacionan con un incremento en el alcance de concentraciones clinicamente efectivas
del antibidtico en el sitio de infeccién. Adams et al. (1987) reportaron porcentajes de
unién de FFC a proteinas plasméticas de 22% en bovinos, mientras que en conejos se

han descrito porcentajes de unidbn mas bajos, de 11,6 % (El-Aty et al., 2004).

En los conejos tratados con LPS la respuesta inflamatoria modifico la distribucién tisular
de FFC. Esto se evidencidé por el incremento en las concentraciones de FFC en los
tejidos en comparacion con el grupo control. Sin embargo, este incremento fue
significativo para las concentraciones de FFC en musculo, alcanzando concentraciones
de 9,05 £ 1,59 ug/g en los conejos tratados con LPS, mientras que en el grupo control
las concentraciones fueron de 4,59 + 0,94 ug/g. Se observé una tendencia (p = 0,093)
en pulmén a presentar mayores concentraciones en el grupo tratado con LPS (7,16 +

1,82 ug/g) respecto del grupo control (3,79 = 0,75 ug/qg).

El incremento de concentraciones tisulares en los animales tratados con LPS del
presente estudio es coincidente con los resultados descritos por Hu et al. (2013), quienes
estudiaron el efecto del estado inflamatorio inducido por LPS en ratones, sobre la
disposicién plasmatica y concentraciones tisulares de cefadroxilo. Los resultados
demostraron un marcado incremento en las concentraciones plasmaticas y tisulares del
antibidtico en el grupo tratado con LPS. Se observd incremento significativo de las
concentraciones de cefadroxilo en fluido cerebroespinal, corteza cerebral, corazoén,

pulmones, higado y bazo.

Asimismo, los resultados del presente estudio son coincidentes con los descritos por

Jorda et al. (2022), quienes evaluaron el efecto de la administracion via IV de LPS de E.
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coli en dosis de 2 ng/kg, en voluntarios humanos sanos, sobre la difusion de tedizolid a
tejido muscular. Se determin6 que la administracion de la endotoxina estuvo asociada a
un incremento de concentraciones de tedizolid en liquido intersticial muscular, sin afectar

sus concentraciones plasmaticas.

En el presente estudio se observd una distribucion diferencial de FFC hacia los tejidos
excretores, reportandose las mayores concentraciones a nivel renal. Esto coincide con
lo observado en el estudio de Varma et al. (1986) en terneros de engorda, donde FFC
mantuvo altas concentraciones en la orina por mas de 30 horas. Las mayores
concentraciones de FFC observadas en rifién en el presente estudio indican que este
podria ser una buena alternativa de antibiético para tratar infecciones en el tracto urinario
(Adams et al., 1987). Asimismo, las concentraciones observadas en pulmén que fueron
de 3,79 + 0,75 pg/g en el grupo control, y de 7,16 + 1,82 ug/g en el grupo LPS, son
superiores a los valores de MICg descritos para Pasteurella multocida y Bordetella
bronchiseptica que se encuentran en el rango de 0,25 a 2 pg/mL, y representan los
principales patégenos respiratorios de conejos (Koc et al. 2015). Por consiguiente, al
administrar una dosis de FFC de 20 mg/kg via IM en conejos que cursen con infecciones
respiratorias producidas por estos patdgenos, es posible alcanzar concentraciones
terapéuticas a nivel de pulmén, que son eficaces frente a los principales

microorganismos encontrados en infecciones respiratorias.

El célculo respecto a la relacion tejido/plasma (T/P), permite estimar la proporcién de
FFC que se distribuye a los tejidos. Este cuociente fue mayor en los animales tratados
con LPS, sin embargo, debido a la alta variabilidad de los datos no se presentaron

diferencias significativas respecto a los conejos control. El incremento de la relacién T/P
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demuestra una mayor difusién del farmaco hacia los tejidos, en congruencia con la
elevada liposolubilidad de FFC, el cual tiene la capacidad de penetrar en los
compartimentos intra y extracelulares de los tejidos (Lees y Toutain, 2012). En el estudio
de Hu et al. (2013), se estudio la relacion tejido/sangre de cefadroxilo. A diferencia del
presente estudio, dichos autores reportaron una disminucion significativa de este

parametro en rifién, en los ratones tratados con LPS, respecto de los ratones control.

En los conejos control las mayores concentraciones tisulares del metabolito FFC-a se
observaron en rifién (9,69 pg/g), seguido por higado (5,92 ug/g), bazo (4,77 + 1,44 ug/q),
pulmon (2,21 £ 0,58 ug/g), musculo (1,42 £ 0,27 pg/g), y cerebro (0,70 + 0,14 ug/g), estos
resultados demuestran que el metabolito se concentra en los tejidos encargados de la

excrecion y eliminaciéon de farmacos.

En un estudio realizado por Lane et al. (2007) en ovinos tratados con 40 mg/kg de FFC
cada 24 h por 3 dias, se determinaron residuos de FFC en tejidos, midiendo las
concentraciones de FFC-a como residuo marcador de FFC. A los 5 dias posteriores a
la tercera dosis de antibiético se detectaron concentraciones de 18,27 ug/g en higado,
0,59 pg/g en masculo y 4,1 ug/g en rifidn. Las concentraciones de FFC-a del presente
estudio en higado son menores a las concentraciones determinadas por Lane et al.
(2007), esto se explica debido a las diferencias en la dosis y frecuencia de administracién
de FFC entre ambos estudios. En los conejos tratado con LPS la RIA modificé la
distribucion tisular de FFC-a, observandose incrementos significativos de las
concentraciones del metabolito en higado, mlsculo y bazo. También se observé una

tendencia hacia valores significativamente mayores en pulmén (p = 0,0886).
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El aumento de concentraciones de FFC y FFC-a en tejidos de los conejos tratados con
LPS, junto con las altas concentraciones de FFC-a observadas en rifiébn se explican por
disminucion del clearance observado en conejos endotoxémicos tratados con FFC via
IV, asociado a alteraciones de la funcionalidad renal. Se ha descrito que, en presencia
de infeccién o inflamacion, los cambios fisiopatoldgicos pueden causar alteraciones en
las concentraciones de farmacos en el sitio de accion y en la difusion de antibiéticos
hacia los tejidos (Codina y Zeitlinger, 2022), modificAndose los factores de unién a
proteinas plasmaticas del farmaco, flujo sanguineo y permeabilidad capilar (Codina y

Zeitlinger, 2022).

También se han descrito incrementos de la permeabilidad vascular con salida de fluido
hacia el intersticio de tejidos, ademas de hipotensién y acimulo de sangre en el circuito
venoso (Riviere, 1999; Chvojka et al., 2010). Se describe que en presencia de RIA
inducida por LPS el flujo sanguineo se redistribuye desde la piel hacia los tejidos
productores de calor como el musculo, favoreciendo la distribucién y llegada de farmacos

hacia los tejidos y 6rganos fuertemente irrigados (Van Miert, 1990).

Al relacionar las concentraciones tisulares de FFC-a del presente estudio con la
disminucion del MR% obtenido en los conejos tratados con LPS, se observd que las
concentraciones tisulares de FFC-a en higado aumentaron respecto de las
concentraciones de los conejos control, lo que se contrapone con la disminucion del
porcentaje de la relacion AUC FFC-a/AUC FFC a nivel plasmatico. Resultados que
demuestran que la disminucién del clearance observada en los conejos tratados con LPS

seria originada principalmente por alteraciones en la excrecion renal de FFC y su
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metabolito, asociado a modificaciones en el flujo sanguineo hepatico y acumulo del

metabolito en higado.
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DISCUSION

ESTUDIOS OVINOS
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2. Discusion resultados obtenidos en ovinos.

Efectos de la RIA inducida por el lipopolisacarido de E. coli como inductor de

respuesta inflamatoria aguda en ovinos.

En el modelo animal ovino del presente estudio se confirmé el establecimiento de una
respuesta inflamatoria aguda en los animales, posterior a la inyeccion de tres dosis de 1
ng/kg de LPS de E. coli via IV. La RIA se determiné mediante el incremento de la TC,
ademas de la observacion de cambios en los parametros hematoldgicos y bioquimicos,

y de variaciones en los marcadores inflamatorios IL-6 y PCR.

La administracion de LPS indujo una respuesta febril caracterizada por dos alzas
significativas de la TC posterior a la primera administracion de LPS, coincidentes con un
patron febril bifasico. El primero de estos peak se produjo 1 h tras la administracion de
LPS y el segundo peak a las 3,5 h. Luego de la segunda y tercera administracién de LPS
el incremento de temperatura fue de tipo monofasico. El incremento maximo de TC se
produjo a las 8 h posteriores a la segunda inyeccién de LPS, alcanzando promedio
maximo de 40,6°C con un alza de 1,1 °C en comparacién con 39,5°C de los ovinos

control.

Como se ha descrito anteriormente el proceso febril es indicativo del establecimiento de
una respuesta inflamatoria sistémica inducida por LPS y en su desarrollo es fundamental
el rol de las prostaglandinas (PGE_) junto con citoquinas pirégenas como IL-6, IL-18 y
TNF-a (Romanovsky et al., 2005; Steiner et al., 2006; Mota y Madden, 2022). Los
resultados observados en los ovinos del presente estudio son similares a los descritos

por otros autores en rumiantes tratados con LPS para inducir una respuesta inflamatoria.
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Kumar y Malik (2003) estudiaron el efecto de la endotoxemia en terneros tratados con
cinco dosis de 1 ug/kg de LPS de E. coli similar a la utilizada en el presente estudio,
observandose incrementos significativos de la TC, con un alza de 1 °C por sobre el nivel
basal de temperatura. Asimismo, en el estudio realizado por Jones et al. (2000) se indujo
inflamacién sistémica en ovejas mediante infusion de 50 pug LPS de E. coli/oveja, a
velocidad de 0,35 mL/min por 30 minutos. Se observé un alza significativa de
temperatura cercana a 2 °C, que ocurrié 1 h posterior a la inyeccién de LPS y se mantuvo

por un periodo de 7 h.

En diferentes modelos animales se ha demostrado que la RIA inducida por LPS
incrementa las concentraciones sanguineas de IL-6. Jones et al. (2000) observaron
incremento significativo de las concentraciones de IL-6 en plasma de ovejas tratadas con
LPS, efecto que se observo a las 2 h posteriores a la administracion de LPS y se mantuvo
por 12 h. Asimismo, Naylor et al. (2020) determinaron en ovinos diferentes marcadores
de endotoxemia inducida por LPS, entre ellos IL-6, luego de la administracion IV de 0,4
ng/kg de LPS. Se observd un incremento significativo de las concentraciones de IL-6

desde las 2 hasta las 6 h posteriores a la administracion de LPS (Figura 46).
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Figura 46. Concentraciones plasmaticas de IL-6 en ovejas adultas. Fuente: Extraido de
Naylor et al. 2020.

Carroll et al. (2009) caracterizaron la RIA inducida por la administracion de 2,5 pg/kg de
LPS de E. coliO111:B4 via IV en bovinos y midieron los niveles de diferentes marcadores
inflamatorios entre ellos IL-6, TNF-a e IL-1B. Se observé un pronunciado incremento en
las concentraciones de IL-6 en los animales que recibieron LPS, a las 2 h posterior a la
inyeccion. Respecto a los niveles de IL-6 en los ovinos del presente estudio, las
concentraciones observadas fueron bajas, y menores a las reportadas en otros estudios
como el de Carroll et al. (2009) y Naylor et al. (2020). No obstante, se observé tendencia
a presentarse incrementos significativos en las concentraciones de IL-6 en los ovinos

tratados con LPS, respecto al grupo control.

Por lo cual, considerando los resultados obtenidos y los antecedentes descritos en
literatura donde una dosis similar o inferior a la utilizada en el presente estudio induce
en ovinos un incremento significativo de IL-6, es posible confirmar el establecimiento de

una RIA en los ovinos del presente estudio.
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Referente a las variaciones en las concentraciones de proteina C reactiva determinadas
en este estudio, se observo un incremento leve de las concentraciones de PCR en los
ovinos tratados con LPS de E. coli, respecto a los valores del grupo control, alcanzando
concentraciones promedio de 21,4 pg/mL en los ovinos tratados con LPS de E. coli. Este
aumento se inicié a las 4 h y se mantuvo hasta las 24 h de medicion. Si bien este
incremento no fue significativo respecto al factor tiempo presentd una tendencia a ser
estadisticamente significativo para el factor tratamiento en los ovinos. La PCR esta
considerada una proteina de fase aguda, la cual puede presentar incrementos de sus
concentraciones en presencia de infecciones, inflamacion o trauma (Cerén et al., 2005;
Cray et al., 2009) y se clasifica como PFA media o de incremento moderado en ovinos

(Cray et al., 2009).

Ulutas y Ozpinar (2006) determinaron incrementos significativos de concentraciones de
PCR en ovinos luego de inoculacion bacteriana con Mannheimia haemolytica,
alcanzando valores de 9 pg/mL. Estos valores son levemente inferiores a las
concentraciones de PCR determinadas en el presente estudio. También se han
detectado en bovinos incrementos de concentraciones de PCR en vacas cursando con
mastitis (Schroedl et al., 2003). En un estudio en terneros de lecheria se determinaron
concentraciones de PCR de 4,47 ug/mL en plasma de terneros antes de la toma de
calostro y valores de alrededor de 10 pug/mL 1 dia después de la ingesta de calostro
(Schroedl et al., 2003). Estos valores observados en animales sanos son similares a los
valores determinados en los ovinos control del presente estudio, que fueron de 13,0

pHg/mL en su nivel basal y de 15,3 pg/mL a las 24 h de muestreo.
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Respecto a los efectos de la RIA sobre los parametros hematologicos y bioquimicos en
ovinos, se observé una marcada leucopenia en los animales tratados con LPS. Esta
leucopenia estuvo asociada a linfopenia, monocitopenia y neutropenia. Posteriormente,
a las 24 h se observé una neutrofilia respecto a los valores basales en los ovinos tratados
con LPS. Esto coincide con lo esperado en una RIA donde se describe que puede ocurrir
un descenso de los niveles de leucocitos circulantes y una posterior leucocitosis en
respuesta a la administracion de LPS bacteriano (Gridley et al., 2007). En un estudio
donde se administr6 LPS de E. coli en ovejas (Hadfield et al., 2018) en dosis de 2,5
ng/kg, se observé un descenso en los recuentos de leucocitos en los animales tratados
con endotoxina, 1 h posterior a la administracion de LPS, mientras que en el presente
estudio este descenso ocurre entre las 4 y 8 h, por lo cual es posible relacionar
directamente la dosis de LPS con la magnitud de la leucopenia generada. En otro estudio
realizado en bovinos de lecheria donde se administraron 3 dosis consecutivas de LPS
de 10, 100 y 1000 ng/kg via endovenosa, se obtuvo una respuesta de leucopenia
seguida de leucocitosis con las dosis mas altas de 100 y 1000 ng/kg, mientras que con
la administracion de la dosis mas baja de 10 ng/kg no se observo la leucocitosis posterior

a la leucopenia (Jacobsen et al., 2005).

En cuanto a los niveles de proteinas totales (PT), se observé un descenso significativo
a las 24 h en los ovinos tratados con LPS. Las proteinas totales estan constituidas por
la albumina y globulinas. Un aumento en las proteinas totales pudiera esperarse en
presencia de infeccién debido al aumento de las gamma globulinas. Por otra parte, un
descenso de las PT como el observado en los ovinos del presente estudio se puede
atribuir a un probable descenso en la albumina; proteina conocida por disminuir sus
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niveles en presencia de inflamacién o infecciones (Murata et al., 2004; Ceciliani et al.,
2012). Esta proteina actiia como reserva de aminoacidos y en presencia de una RIA, al
disminuir la sintesis de albamina a nivel hepético, aumenta el pool de amino&cidos libres
y pudiera ocurrir que estos aminoacidos se destinen a la sintesis de otras proteinas que
sean necesarias para la funcionalidad inmunolégica del organismo (Ceré6n et al., 2005),

como por ejemplo la sintesis de anticuerpos y citoquinas (Ceciliani et al., 2012).

Las concentraciones de creatinina y urea aumentaron significativamente en los ovinos
tratados con LPS del presente estudio. Para creatinina el incremento se observé entre
las 8 y 24 h posteriores a la administracion de LPS, mientras que el incremento en las
concentraciones de urea se observo a las 24 h post LPS. Estos resultados indican
alteracion de la funcionalidad renal. Se describe que la RIA inducida por LPS bacteriano
puede generar alteracion de la funcién de los érganos excretores provocando disfuncién
renal (De Vriese et al., 2003; Singbartl y Ley, 2004). Resultados similares han sido
descritos por Van Miert y Van Duin (1982), en cabras enanas tratadas con 0,1 pg/kg de
LPS en las que se observé un incremento de las concentraciones de urea que alcanzé

un aumento significativo a las 24 h.

Con relaciéon a las enzimas hepaticas aspartato aminotransferasa (AST) y gamma
glutamil transferasa (GGT) no se encontraron diferencias significativas entre ovinos
control y tratados con LPS. Estos resultados difieren de otros estudios en los cuales se
ha inducido una RIA mediante la inyeccién de LPS y se ha observado aumento de las
enzimas hepaticas, tal como el estudio de Elmas et al. (2006), en el cual se administré
una dosis alta de LPS en conejos (100 pg/kg) y se observé un incremento significativo

de las enzimas hepéticas AST y ALT en los conejos endotoxémicos. Esto puede
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atribuirse a que la respuesta inducida por la dosis de LPS de 1 pg/kg en el presente
estudio fue leve y no alcanz6 a generar un dafio hepatico de magnitud tan severa como
para verse reflejado en un incremento de las enzimas hepéticas a nivel sanguineo. Por
lo tanto, la RIA inducida por LPS en los ovinos fue moderada y bien tolerada por el
organismo, sin indicios de dafio hepatico. Estos resultados concuerdan con lo obtenido
por otro estudio del presente grupo de investigacion, donde Riquelme et al. (2018)
reportaron que en ovinos la RIA inducida por 1 ug/kg de LPS no indujo un incremento

significativo de las enzimas hepaticas AST y GGT.

En los ovinos del presente estudio la RIA se caracterizd6 también por la presencia de
fecas blandas, temblores musculares y secreciones nasales, e inapetencia, que se

fueron haciendo menos pronunciados con las siguientes administraciones de LPS.

Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicién plasméatica de
florfenicol y florfenicol amina en ovinos posterior alaadministracion de florfenicol

via intravenosa.

La RIA inducida por la administracion de LPS de E. coli en los ovinos del presente estudio
caus6 modificaciones significativas en la disposicion plasmatica de FFC y su metabolito

FFC-a luego de la administracion de una dosis de 20 mg/kg de FFC via IV.

El patrébn de concentraciones plasmaticas de FFC observado en los ovinos control
presenté una pendiente de disminucién de concentraciones menos pronunciada y de
decaimiento mas paulatino en la fase de eliminacion, respecto a las determinadas por
Lobell et al. (1994), en bovinos sanos tratados con 20 mg/kg de FFC via IV. Sin embargo,

las concentraciones iniciales de 48,56 pg/mL de FFC a los 5 minutos, son similares a las
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determinadas por dicho autor de 44,6 pg/mL. Jianzhong et al. (2004), evaluaron la
farmacocinética de FFC en ovinos sanos posterior a la administracién via IV de 20 mg/kg,
y se observo que los promedios de concentraciones iniciales de FFC del presente
estudio son mayores a las concentraciones de 38,04 pg/mL, reportadas por estos

autores.

En los ovinos tratados con LPS las concentraciones de FFC fueron mayores que las
observadas en los ovinos control. Aunque ambos grupos presentan una fase inicial de
distribucion muy similar. Sin embargo, a contar de las 4 h aproximadamente, las
concentraciones de antibiético del grupo tratado con LPS comienzan a diferenciarse
presentando una pendiente de disminucibn menos pronunciada respecto de las
concentraciones del grupo control estableciendo un periodo de eliminacibn mas

prolongado.

Los promedios de AUCq.-. de FFC en los ovinos del grupo control del presente estudio
fueron de 76,5 ug* h/mL, valores que son similares a los promedios de AUC de 76,3 ug*
h/mL reportados por Jianzhong et al. (2004) en ovinos. Por el contrario, son superiores
a los descritos por Atef et al. (2001) en cabras tratadas con 20 mg/kg de FFC via IV,
cuyo AUC fue de 39,09 ug* h/mL. Estas diferencias pueden explicarse por el menor
clearance obtenido en los ovinos del presente estudio, de 264,3 mL*h/kg, mientras que

Atef et al. (2001) reportaron promedios de 550 mL*h/kg.

La respuesta inflamatoria inducida por LPS en los ovinos del presente estudio produjo
incrementos significativos en los promedios de AUC,.. de FFC desde 76,5 ug* h/mL en

los ovinos del grupo control hasta 98,4 ug* h/mL en los ovinos tratados con LPS. Estos
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resultados se relacionan con las mayores concentraciones plasmaticas de FFC
observadas en los ovinos tratados con LPS, respecto de las concentraciones observadas
en los ovinos del grupo control. El incremento del AUC observado en los ovinos tratados
con LPS, concuerda con los resultados descritos por Rao et al. (2000) en caprinos, en
los que se observo un incremento significativo del AUC,.. de enrofloxacino desde 6,7 ug*
h/mL en cabras control hasta 11,7 ug* h/mL en cabras tratadas con LPS. De manera
similar, Waxman et al. (2003) reportaron la influencia del estado febril inducido por LPS
de E. coli sobre la farmacocinética de marbofloxacino posterior a su administraciéon IV en
cabras en las que determinaron incrementos en el AUC,.. de marbofloxacino, desde 9,69

hasta 18,4 ug* h/mL en las cabras tratadas con LPS.

Los promedios de Vdss de FFC observados en los ovinos control del presente estudio,
de 0,6 L, fueron similares a los obtenidos en ovinos por Lobell et al. (1994) de 0,4 L,y
por Lane et al. (2004) de 0,5 L, también en ovinos. En cambio, estos valores de Vdss
fueron inferiores a los reportados por Jianzhong et al. (2004) en ovinos donde se obtuvo
Vdss de 1,86 L/kg. Estas diferencias en los promedios de Vdss pueden ser atribuidos a
diferencias en el peso y contextura de los animales, también a diferencias en las
dosificaciones y formulaciones de FFC utilizadas en cada estudio, ademas pueden influir
diferencias en la duracion de la persistencia del farmaco en el plasma, y en la tasa de

metabolismo (Riviere, 1999; Trepanier, 2013).

En los ovinos tratados con LPS del presente estudio, a pesar de observarse incrementos
en los promedios de Vdss de FFC respecto al grupo control, estos no fueron
estadisticamente significativos. Los presentes resultados difieren de otros estudios que

han obtenido diferencias en los promedios de Vdss como el de Kumar y Malik (2003) que
218



observaron disminucion significativa del Vdss de oxitetraciclina en terneros cursando una
RIA, con valores de 0,91 L/kg en el grupo control y 0,66 L/kg en el grupo tratado con
LPS. Asimismo, Pijpers et al. (1990) describieron una disminucion significativa del
volumen de distribucién de oxitetraciclina en cerdos cursando una infeccién experimental
inducida por la inoculacion endobronquial de Actinobacillus pleuropneumoniae. Las
variaciones en el Vdss de farmacos en animales cursando una RIA pueden explicarse por
la ocurrencia de alteraciones en la hidratacién del organismo causadas por la respuesta
inflamatoria, los que pueden causar cambios en el volumen de distribucion de farmacos
(Van Miert, 1990), y también pueden estar presentes factores hemodindmicos como
depresioén circulatoria como causa de disminucion del Vdss de farmacos en animales en

un estado febril (Abdullah y Baggot, 1986).

En los ovinos del grupo control se determiné un clearance de FFC de 0,264 L*h/kg, que
es igual al promedio descrito por Jianzhong et al. (2004) para este parametro, de 0,26
L*h/kg. En cambio, los promedios de clearance del presente estudio fueron mayores a
los 0,17 L/kg/h reportados por Varma et al. (1986) en terneros tratados con 22 mg/kg de

FFC via IV.

En los ovinos cursando una RIA se observé disminucion significativa de los promedios
de clearance de FFC posterior a la administracion IV de LPS observandose valores de
208,1 mL*h/kg en comparacion a los 264,3 mL*h/kg del grupo control. De manera similar
Waxman et al. (2003) y Rao et al. (2000), reportaron disminucion del clearance de
marbofloxacino, y de enrofloxacino, respectivamente, en cabras cursando una RIA

inducida por LPS.
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El TMR de FFC en los ovinos del grupo control presentdé promedios de 1,10 h, los que
son similares al TMR de 1,4 h obtenido por Lane et al. (2004), en ovinos sanos tratados
con 40 mg/kg de FFC via IV. Por el contrario, estos valores son inferiores a las 3,18 h
descritos por Atef et al. (2001), en cabras tratadas con 20 mg/kg de FFC via IV. En los
ovinos tratados con LPS se observo una tendencia al incremento del TMR de FFC. De
manera similar, Waxman et al. (2003) determinaron incrementos significativos en el TMR
de marbofloxacino en cabras tratadas con LPS (6,09 h) en comparaciéon con 5,28 h

observado en el grupo control.

En la Tabla 30 se resumen los principales efectos de la RIA inducida por LPS sobre la

farmacocinética de diferentes antibidticos administrados via IV en rumiantes.

Los cambios inducidos por la RIA sobre los pardmetros farmacocinéticos de FFC en el
presente estudio en ovinos son similares a los descritos en estudios previos en los que
se evaluo el efecto de la RIA sobre la farmacocinética de antimicrobianos en rumiantes.
No se determinaron cambios significativos sobre el Vdss, resultados que son similares a
los descritos en caprinos por Rao et al. (2000) que se puede atribuir al hecho de que
farmacos muy liposolubles como son FFC y enrofloxacino, poseen un amplio Vd, por lo
que es menos probable que la RIA inducida por bajas dosis de LPS produzca cambios
significativos sobre este parametro. En terneros endotoxémicos tratados con
oxitetraciclina (Kumar y Malik (2003) y en cabras endotoxémicas tratadas con
marbofloxacino (Waxman et al., 2003) se observé disminucion del Vdss lo cual puede
deberse a caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y a alteraciones hemodindmicas
gue pueden presentarse en una respuesta inflamatoria aguda como son disminucién del

gasto cardiaco y de la presion vascular sistémica, asociado a depresion circulatoria que
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puede modificar la distribucién del flujo sanguineo a los diferentes 6rganos (Abdullah y

Baggot, 1986).

En los estudios analizados se observé disminucion del clearance de los distintos
antibiéticos a excepcién del estudio de Kumar y Malik (2003) en terneros en el cual no
se determinaron cambios significativos en los valores de clearance de oxitetraciclina,
diferencias que pueden atribuirse al modelo experimental y frecuencia de LPS utilizada,

y a las caracteristicas fisicoquimicas del antibi6tico.
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Tabla 30. Efectos de la respuesta inflamatoria aguda inducida por LPS sobre pardmetros
farmacocinéticos de diferentes antibiéticos administrados via IV en rumiantes.

Especie | Farmaco Cambios en parametros | Referencia

farmacocinéticos

Ovinos Florfenicol Disminucién clearance, aumento | Resultados del
AUC y TMR. Vdss ¥ tize Sin | presente

cambios significativos. estudio.

Cabras Norfloxacino Disminucién clearance, | Jha et al. (1996)
incremento AUC. tiza Yy TMR sin

cambios significativos.

Cabras Enrofloxacino Disminuciéon clearance, aumento | Rao et al. (2000)
AUC, TMR y tl/Zel. Vdss Sln

cambios significativos.

Cabras Marbofloxacino Disminucion clearance y Vdss, | Waxman et al.
aumento AUC y TMR. tipe Sin | (2003)

cambios significativos.

Terneros | Oxitetraciclina Disminucion Vdss y tize. AUC y | Kumar y Malik
clearance sin cambios | (2003)

significativos.

tioe: vida media de eliminacion; AUC: area bajo la curva; TMR: Tiempo medio de
residencia, Vdss: Volumen de distribucion en estado de equilibrio. Fuente: Elaboracion
propia.

En resumen, se evidenci6é que la RIA inducida por LPS de E. coli en los ovinos tratados
con FFC via IV del presente estudio origin6 cambios significativos en los parametros

farmacocinéticos de FFC, como disminucion significativa del clearance, que se asocio a
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incrementos en las concentraciones plasmaticas y a aumento en el area bajo la curva'y

en el tiempo medio de residencia de FFC.

Como causa de la disminucion del clearance de FFC en los ovinos tratados con LPS se
atribuyen alteraciones en los procesos de biotransformacion hepatica y excrecion renal
inducidos por la RIA (Monshouwer et al., 1996; Walter et al., 2016). Considerando los
incrementos significativos de urea y creatinina observados en los ovinos tratados con
LPS, es mas probable la ocurrencia de alteraciones renales, junto con posibles
alteraciones hemodindmicas en los ovinos que cursaron con una RIA (Chvojka et al.,

2010).

El grado en el cual la alteracién de la funcion renal afecta la eliminacion del farmaco
dependera de la fraccién que es excretada normalmente como farmaco activo (Baggot,
2001). En rumiantes se ha reportado que FFC es eliminado en gran proporcién via renal,
reportandose en bovinos que mas del 60% es excretado como farmaco primario sin

metabolizar en la orina (Varma et al., 1986).

Los promedios de Cmaxy AUCo.c de FFC-a observados posterior a la administracion IV de
FFC en los ovinos del grupo control fueron de 0,67 pg/mL y 4 ug* h/mL, respectivamente,
los que son inferiores a los promedios de Cmaxde 2,9 pg/mL y AUCo. de 18,4 ug* h/mL
descritos en anterior estudio de nuestro laboratorio en ovinos tratados con 20 mg/kg via
IV (Palma et al., 2011). Estas diferencias se pueden atribuir al mayor AUC,. de FFC

observado en dicho estudio, que fue de 145,6 pg* h/mL.

En los ovinos control, los promedios de TMR de FFC-a de 6,7 h fueron menores a los

TMR de 18,1 h reportados por Palma et al. (2011).
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Respecto a los efectos de la RIA sobre la disposicion plasméatica de FFC-a, se observo
un leve incremento de las concentraciones plasmaticas de FFC-a en los ovinos tratados
con LPS, en comparacién con las concentraciones observadas en los ovinos del grupo
control. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas entre
ambos grupos experimentales. El porcentaje de la relacion de metabolito/FFC tanto en
los ovinos control como en los tratados con LPS, fue muy similar, alcanzando valores de
5,6 % en los ovinos control y de 5,4 % en los ovinos tratados con LPS. Estos resultados
demuestran que en la especie ovina FFC experimenta un bajo grado de
biotransformacién. Considerando las bajas concentraciones de FFC-a observadas en los
ovinos tratados con LPS, es posible pensar que la disminucién del clearance de este
antibiético estd mas relacionada con la disminucion en la excrecién renal del farmaco, y

que la RIA inducida por LPS no maodifica en forma significativa el metabolismo de FFC.

Estos resultados concuerdan con el bajo nivel de metabolismo hepatico que ha sido
descrito en rumiantes en comparacion con monogastricos, donde se ha observado

menor contenido de CYP450 en bovinos respecto a conejos (Nebbia et al., 2003).

Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la disposicion plasmatica de
florfenicol y florfenicol amina en ovinos posterior alaadministracion de florfenicol

via intramuscular.

Los resultados del presente estudio demuestran que la RIA inducida por la
administracion de tres dosis de LPS de 1 pg/kg en ovinos caus6 cambios en la

disposicion plasmatica de FFC y FFC-a, luego de la administracion del antibiético via IM.

224



Las concentraciones plasméticas de FFC en los ovinos control, posterior a su
administracién via IM, presentaron valores de 4,3 pg/mL a las 1,5 hy de 2,5 ug/mL, a
las 4 h posterior al tratamiento con FFC. Estos valores son inferiores a los promedios
obtenidos por Adams et al. (1987) en terneros tratados con 11 mg/kg de FFC via oral, a
las 4 h post administracion, que fueron de 5 pg/mL. Estas diferencias de concentraciones
se explican debido a la diferente dosificacion de FFC que fue administrada en los

terneros cada 12 h por 7 dosis en el estudio de Adams et al. (1987).

Los promedios de Cmax de FFC en los ovinos control del presente estudio fueron de 4,98
pg/mL, y concuerdan con los valores de Cnax de FFC de 3,76 pug/mL, descritos por
Balcomb et al. (2018) en ovinos tratados con 20 mg/kg de FFC via IM en una formulacién
de 300 mg/mL con el excipiente N-metil- 2- pirrolidona. También son similares a los
valores de Cmaxde 4,13 pg/mL de FFC observados por Jianzhong et al. (2004) en ovinos,
posterior a la administracion de 20 mg/kg de FFC via IM. Promedios de Cmax menores a
los obtenidos en el presente estudio se han descrito en llamas tratadas con 20 mg/kg del
antibidtico obteniéndose valores de Cnax de 3,2 ug/mL (Pentecost et al., 2013). Estas
diferencias en los valores de Cnax observados entre los distintos estudios pueden
atribuirse a diferencias en las formulaciones y dosificaciones de FFC utilizadas. También
a diferencias en el proceso de absorciéon del antibiético, como irrigacion sanguinea en el
sitio de inyeccion que pueden determinar la magnitud de las concentraciones

plasmaticas alcanzadas.

Los promedios de &rea bajo la curva (AUCo.) de FFC fueron de 12,8 yg* h/mL, y son
menores a los descritos por Balcomb et al. (2018), de 24,8 ug* h/mL. De manera similar

son menores al AUC de 51, 83 ug* h/mL, obtenidos por Holmes et al. (2011) en alpacas
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tratadas con 20 mg/kg de FFC via IM. Estas diferencias se explican por el mayor tiempo

de muestreo considerado en ambos estudios.

Los promedios de AUC,.: de FFC fueron significativamente mayores en los ovinos
tratados con LPS respecto de los ovinos control. Beovic et al. (1999) determinaron la
influencia de la enfermedad febril aguda sobre la farmacocinética de cefazolina en
pacientes humanos. Se determiné que en el periodo febril los valores de AUCq.- ¥ Cmax
fueron més elevados que en el periodo de defervescencia. Resultados similares han sido
descritos por Jha et al. (1996), en cabras tratadas con dosis repetidas de LPS de E. coli
en las que se administrd norfloxacino via IV. Se determiné un aumento significativo del
AUC de norfloxacino en los animales tratados con LPS en comparacién a los animales

control, lo que es coincidente con lo observado en el presente estudio.

En los ovinos control los valores de Cmaxy AUCo.: de FFC-a de 0,17 pg/mL y 0,44 ug*
h/mL, respectivamente fueron menores a los promedios de Cmaxde 2,9 pug/mLy 18,4 ug*
h/mL, reportados por Palma et al. (2011), en estudio anterior de nuestro laboratorio
realizado en ovinos sanos, tratados con 20 mg/kg de FFC via IV. El promedio de la
relacion AUC FFC-a/AUC FFC (MR%) del presente estudio fue de 4,0 %, valor que es
menor al 14% descrito por Palma et al. (2011) en ovinos sanos. Diferencias en la via de

administracién de FFC y en los tiempos de muestreo explican estas diferencias.

En los ovinos tratados con LPS los promedios de Cmax ¥ AUCo: de FFC-a fueron
significativamente mayores a los observados en los animales control. Las
concentraciones de FFC-a y el tiempo en que se alcanzan las concentraciones maximas

de FFC-a es mayor, por lo tanto, la RIA inducida por LPS retarda el metabolismo de FFC.
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En los ovinos tratados con LPS, la RIA caus6 cambios en los valores de Cmax y €n la vida
media de distribucién de FFC, pardmetros que mostraron una tendencia (p < 0,1) a ser
mayores a los observados en los ovinos control. Asimismo, el AUCq.:de FFC y AUC,. de
FFC-a fueron significativamente mayores en los ovinos tratados con LPS respecto a los
animales del grupo control. Estas variaciones de los parametros farmacocinéticos de
FFC y FFC-a pueden deberse a alteraciones hemodinamicas causadas por la RIA,
donde se ha descrito que pueden ocurrir modificaciones a nivel renal, como cambios en

el flujo sanguineo (Gupta et al., 2007) y disminucién de la excrecién del antibiético.

Efectos de la respuesta inflamatoria aguda sobre la distribucién tisular de

florfenicol y florfenicol amina en ovinos.

En los ovinos control las mayores concentraciones de FFC se observaron en rifidn (5,96
Hg/g), seguidas en orden decreciente por musculo (3,10 ug/g), bazo (1,86 ug/g), pulmén

(0,85 ug/g), cerebro (0,35 ug/g) e higado (0,30 pg/g).

Se observ6 una distribucion diferencial del antibiético en los tejidos, en la cual las
concentraciones notoriamente mas altas de FFC se observaron en rifién, lo que se
explica por ser este el principal sitio de excrecion del antibidtico (Varma et al., 1986). En
cambio, las mas bajas concentraciones de FFC a nivel de higado indican que se produjo
un rapido metabolismo de FFC hacia FFC-a cuyas concentraciones en higado fueron

mayores a las de FFC.

Adams et al. (1987) determinaron concentraciones tisulares de FFC en terneros tratados
con 7 administraciones de 11 mg/kg de FFC cada 12 h, via oral. A las 4 h se observaron

las mayores concentraciones de FFC en tejidos, determinandose altas concentraciones
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de FFC en orina, rifidn, y en bilis. En los ovinos del presente estudio las concentraciones
de FFC determinadas en higado, riidn, muasculo, pulmén, bazo y cerebro fueron
menores a las concentraciones determinadas en aquel estudio. Estas diferencias
pueden deberse a las distintas dosificaciones y formulaciones administradas del
antibiético, diferencias en los volimenes de distribucion, en la contextura de los
animales, o en irrigacion sanguinea, los que determinan la distribucion tisular de un

farmaco.

En los ovinos tratados con LPS las concentraciones tisulares de FFC fueron
significativamente mas altas en tejidos como rifién (9,72 ug/g), bazo (3,09 ug/g) y cerebro

(0,73 pg/g), respecto de las concentraciones observadas en el grupo control.

Se ha descrito que en presencia de una condicion febril pueden producirse variaciones
en la distribucion de los farmacos. Estos cambios pueden deberse a factores propios del
farmaco como caracteristicas fisicoquimicas y grado de liposolubilidad, o a factores
propios del animal como pH de los tejidos, permeabilidad de membranas y distribucion
del flujo sanguineo a los tejidos (Van Miert, 1990). Al respecto se ha reportado que en
presencia de inflamacién o infeccién pueden ocurrir variaciones de pH tisular lo cual
puede ocasionar el atrapamiento idnico del farmaco en ciertos tejidos con incremento de

concentraciones tisulares (Martinez et al., 2020).

También estan presentes modificaciones como incremento de la permeabilidad vascular
con salida de fluido hacia el intersticio tisular, incremento de la capacitancia venosa y
acumulo de sangre venosa (Van Miert 1990, Martinez et al., 2020), modificandose la

permeabilidad capilar y microcirculacion de los tejidos (Codina y Zeitlinger, 2022).
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El bajo porcentaje de unién a proteinas plasmaticas que posee FFC explica la amplia
distribucion de este antibidtico hacia los diferentes tejidos del organismo (Bretzlaff et
al.,1987) y los factores mencionados que modifican la distribucién tisular en la RIA
explican el incremento observado de las concentraciones tisulares de FFC en los ovinos

tratados con LPS.

En los ovinos tratados con LPS se produjo un incremento de las concentraciones de FFC
a nivel de cerebro respecto a las concentraciones observadas en los ovinos control, lo
que sugiere gue la RIA pudo modificar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
facilitando el traspaso del antibiético hacia el encéfalo. Es posible considerar esta
posibilidad tomando en cuenta las caracteristicas de FFC de ser un antibiético altamente
lipofilico, con bajo peso molecular y estable en un amplio rango de pH (Gutiérrez et al.,
2022). Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en ratones donde la
administraciéon sistémica de LPS incrementdé la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica al antibiético colistina (Jin et al., 2011). Sumado a esto, De Craene et
al. (1997) reportaron concentraciones terapéuticas de FFC en cerebro de terneros
tratados con dosis de 20 mg/kg de FFC, similar a la administrada en los ovinos del

presente estudio.

Las concentraciones de FFC alcanzadas en pulmén fueron de 0,85 ug/g en los ovinos
control, y de 1,1 pg/g en los ovinos tratados con LPS. Estas concentraciones son
superiores a los valores de MICg de 0,5 pg/mL que han sido descritas en ovinos para
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida, que son los microorganismos
patégenos mas comunes reportados en infecciones del tracto respiratorio en esta

especie (Berge et al. 2006). En consecuencia, la administracion de una dosis de FFC de
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20 mg/kg via IM permite alcanzar concentraciones terapéuticas a nivel pulmonar en

ovinos.

Respecto a las concentraciones tisulares de FFC-a, en los ovinos control las mayores
concentraciones se observaron en rifién (2,83 ug/g), seguido en forma decreciente por
higado (1,48 ug/g), bazo (0,52 ug/g), musculo (0,50 ug/g), pulmén (0,41 ug/g), y cerebro
(0,22 ug/g). En el grupo tratado con LPS las concentraciones tisulares de FFC-a
mostraron una tendencia a ser significativamente mas altas en rifién (4,79 ug/g; p =
0,089), higado (2,99 ug/g; p = 0,0652) y masculo (0,76 ug/g; p = 0,067); mientras que en
pulmén fueron significativamente mayores (p < 0,05) que en el grupo control (1,13 pg/g).
Por lo tanto, la RIA modificé significativamente las concentraciones tisulares de FFC-a

en ovinos.

Las concentraciones de FFC-a a nivel de higado fueron superiores a las concentraciones
de FFC en este mismo 6rgano, resultados que indican que a nivel hepatico FFC es
rapidamente metabolizado a FFC-a. El incremento de las concentraciones hepaticas de
FFC-a en los ovinos tratados con LPS en comparacion con los ovinos control se
contrapone con el efecto inhibidor del metabolismo hepatico descrito para la RIA. Sin
embargo, el aumento de estas concentraciones de FFC-a a nivel hepético asociado al
mayor valor de AUC de metabolito que fue observado en los ovinos tratados con LPS,
puede atribuirse a los cambios hemodindmicos inducidos por la RIA donde puede existir
modificacion en el flujo sanguineo hepatico y renal y disminuir la eliminacion del
antimicrobiano y su metabolito (Van Miert, 1990). Considerando, ademas, que en los
ovinos tratados con LPS se observaron incrementos significativos de las

concentraciones de urea y creatinina que demuestran que la respuesta inflamatoria
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aguda produjo modificaciones en la funcionalidad renal, lo cual podria disminuir la
excrecion renal de FFC y FFC-a, y explicaria el aumento en las concentraciones en

sangre y tejidos de estos compuestos.

3. Comparacion de la disposicion plasmaticay distribucién tisular de florfenicol y
florfenicol amina, entre conejos y ovinos, posterior a la administracion de

florfenicol en animales sanos.

La comparacion de los resultados obtenidos sobre la disposicion plasmética y
distribucion tisular de FFC y FFC-a en los animales del grupo control de ambas especies
demuestran que existen diferencias significativas entre conejos y ovinos en términos de
la distribucién y eliminacion tanto del f&rmaco como de su principal metabolito.
Resultados que indican que existen diferencias de especie que influyen en el desarrollo

de los procesos farmacocinéticos (Baggot, 2001).

Posterior a la inyeccion IV de una dosis de 20 mg/kg de FFC en ambas especies, se
observé que, al comparar las curvas de concentraciones plasmaticas de FFC en el
tiempo, en ovinos existe una mayor persistencia de las concentraciones del antibiético
en comparacion a las concentraciones observadas en conejos. La menor persistencia
de las concentraciones de FFC en conejos se deben a un mayor clearance del farmaco
respecto de los ovinos. El mayor clearance obtenido en los conejos se relaciona con el
menor promedio de las variables AUC, ti0e Y TMR observados respecto de los ovinos.
El menor clearance determinado en ovinos respecto a los conejos, indica que FFC es

excretado mas lentamente en esta especie.
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El Vdss también fue mayor en los conejos en comparacion con los ovinos, y con un alto
valor de 1,4 L lo que representa la mayor difusion del farmaco hacia los diferentes tejidos

en conejos.

Al comparar las concentraciones plasmaticas de FFC-a entre ambas especies, posterior
a la administracibn de FFC via IV, en los conejos se observaron mayores
concentraciones del metabolito, en comparacién con los ovinos, con notorias diferencias
en la fase inicial de formacién del metabolito. Las mayores concentraciones plasmaticas
de FFC-a observadas en los conejos determinan que los promedios de Cuaxy AUCo. de
FFC-a obtenido en esta especie sean mayores a los observados en ovinos. Estos
resultados indican que en conejos hay una mayor biotransformacion de FFC hacia su
metabolito FFC-a y es concordante con el 57,6 % de MR% de FFC-a observado mientras
que en ovinos el MR% fue de 5,6%, es decir, 10 veces inferior. Estos resultados
demuestran la mayor actividad metabdlica biotransformadora de FFC presente en los
lagomorfos en comparacion con los rumiantes. Esto es indicativo de diferencias de
especie en los sistemas enzimaticos que metabolizan farmacos en particular el CYP450.
Se han reportado diferencias en el sistema CYP450 de metabolizacion hepatica entre
diferentes especies animales (Nebbia et al., 2003; Toutain et al., 2010). Dalvi et al. (1987)
observaron diferencias significativas entre ovinos y conejos en cuanto a cantidad de
CYP450 a nivel de microsomas hepaticos y en la actividad de tipo benzfetamina N-
desmetilasa, propia de CYP2B, con valores de actividad mas altos en conejos. Nebbia
et al. (2003) reportaron diferencias en cantidad de CYP450 y en actividad enzimatica
microsomal entre especies productoras de carne como bovinos, cerdos y conejos. Se
determinaron diferencias significativas en la actividad benzfetamina N-desmetilasa, con
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valores significativamente méas elevados en conejos que en bovinos. También
diferencias en la actividad metoxiresorufin-desmetilasa propia de la subfamilia CYP1A,
los que fueron mas elevados en conejos que en rumiantes. Asimismo, la actividad
eritromicin-N-demetilasa propia de CYP3A, fue mas elevada en conejos, en comparacion
con la actividad hepética en equinos, bovinos o cerdos. En cambio, fue similar a la
actividad reportada en ratas para esta subfamilia. Se observé también mayor contenido

de CYP450 en conejos respecto a bovinos (Nebbia et al., 2003).

Considerando los antecedentes reportados de evidencia de la participacion de la
subfamilia CYP3A en el metabolismo de FFC en conejos (Liu et al., 2011), es posible
que las altas concentraciones de FFC-a observadas en esta especie sean debido a un

mayor nivel de actividad en el sistema enzimético microsomal hepético.

Respecto a la distribucion tisular de FFC, en todos los tejidos analizados se observaron
concentraciones mas elevadas de FFC en los tejidos de conejos, en comparacion con
los observados en ovinos, siendo estas diferencias estadisticamente significativas para
las concentraciones observadas en higado, pulmén, bazo y cerebro. Estos resultados
concuerdan con la relacién T/P mas elevada en los conejos respecto a los ovinos, para

los mismos tejidos y concuerdan con el mayor Vdss observado en los conejos.

Respecto a las concentraciones tisulares de FFC-a, estas fueron significativamente mas
altas en conejos respecto de los ovinos. Las concentraciones de FFC-a en el higado de
conejos fueron mayores a las concentraciones observadas en ovinos, lo que indica que
en conejos se produce una rapida biotransformacién de FFC hacia su metabolito FFC-

a, a nivel hepético y es concordante con el mayor valor de clearance obtenido para esta
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especie. Segun lo esperado, en ambas especies las mayores concentraciones de FFC
y FFC-a se localizaron a nivel renal, por ser este el sitio principal de excrecién del

antibidtico y su metabolito (Varma et al., 1986).

Por lo tanto, los resultados demuestran que existen diferencias respecto a la actividad
enzimatica de los sistemas metabolizantes hepaticos entre ambas especies, factor que
debe tenerse presente cuando se establezcan las dosis y frecuencia de administracién
de este antibiético en animales monogastricos (conejos) y rumiantes (ovinos). Los
resultados obtenidos sugieren que debido a las caracteristicas farmacocinéticas
observadas en conejo puede ser necesaria una tasa de administracion de FFC mas

frecuente.

4. Determinacion de diferencias de especie en los cambios de disposicidn
plasmatica de florfenicol y florfenicol amina inducidos por la administracién del

lipopolisacarido de E. coli en conejos y ovinos.

En este objetivo se estudiaron las posibles diferencias de especie que pueden estar
presentes en los animales bajo los efectos de la respuesta inflamatoria aguda inducida
por el LPS de E. coli sobre la farmacocinética de FFC y FFC-a en ovinos y conejos. Para
evaluarlo se calcularon diferencias entre grupo tratado y grupo control, expresadas como
porcentaje de cambio (A%), para los parametros farmacocinéticos de FFC y FFC-a. Para
calcular este delta se consideraron los parametros farmacocinéticos de FFC y FFC-a

obtenidos posterior a la administracion via IV de una dosis de 20 mg/kg de FFC.

El porcentaje de cambio fue calculado mediante la siguiente férmula:
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Porcentaje de cambio (A%) = ((Valor LPS — Valor Control) /Valor Control) x100.

Se utilizé la via IV para comparar los deltas de pardmetros farmacocinéticos obtenidos
en ambas especies con el fin de excluir la influencia del proceso de absorcidén sobre los
parametros farmacocinéticos durante los procesos de distribucién y eliminacion del

farmaco.

No se determinaron diferencias significativas para los promedios de porcentaje de
cambio de los parametros farmacocinéticos de FFC entre conejos y ovinos, lo que
implica que el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el LPS de E. coli
afecta de manera similar a ambas especies. En conejos y ovinos se observd que la
administracién de LPS produjo incrementos significativos de los parametros de AUC, ti»,
TMR, Vdss, mientras que la RIA inducida por LPS produjo disminucion del clearance de

FFC.

Por otra parte, respecto a los parametros farmacocinéticos del metabolito FFC-a se
observaron diferencias significativas para los parametros de ACwax (%), AAUCo.: (%),
AAUC,.. (%), y AMR (%) entre los deltas de porcentaje de cambio entre conejos y ovinos.
Estos presentaron una disminucion significativa en los conejos en comparacion con los

ovinos.

Respecto al AMR (%), se observaron diferencias significativas entre ambas especies
causadas por la RIA. En los conejos, el MR% disminuy6 de 57,6 % en el grupo control a
22,0 % en el grupo LPS, lo cual representa una disminucién de un 62,4 % del MR% en

los conejos. En cambio, en los ovinos, no hubo cambios respecto al MR% obtenido en
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los ovinos control y LPS, siendo muy similares los promedios de MR% entre ambos

grupos.

Se describe que los efectos de un estado inflamatorio o febril sobre la farmacocinética
de farmacos pueden ser variados y estas diferencias pueden depender tanto de la
especie animal como también de las caracteristicas fisicoquimicas de cada farmaco
(Kumar y Malik, 2003; Post et al., 2003; Martinez et al., 2020). Lo anterior se evidencié
en diferencias de especie sobre la farmacocinética del metabolito FFC-a. Estas
variaciones estarian dadas principalmente por diferencias en el metabolismo hepético y
también posiblemente por diferencias en la excrecion renal del metabolito entre ambas

especies.

Frente a los antecedentes expuestos es importante considerar la importancia del estudio
de la farmacocinética de antibiéticos en animales que cursan con enfermedad infecciosa
o febril o, como en el presente estudio, en un modelo experimental que replica las
condiciones de una infeccion o inflamacion, lo cual entrega antecedentes clinicos de
utilidad para la estimacion de dosificaciones Optimas en presencia de infeccién para
mantener la eficacia de un antibiético (Kumar y Malik, 2003; Toutain et al., 2010, Martinez

et al., 2020).
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VIIl. COMENTARIOS FINALES.

La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracion de LPS permite
reproducir las condiciones fisiopatoldgicas de un cuadro infeccioso bacteriano de baja
intensidad y corta duracion (Post et al., 2003), el cual permite estudiar los efectos de la
inflamacién aguda sistémica sobre los procesos farmacocinéticos de distintos farmacos,

incluyendo nuevas opciones terapéuticas (Monshouwer et al., 1996; Buras et al., 2005).

El LPS estimula la liberacion de mediadores inflamatorios de diferentes tipos celulares,
que son responsables de iniciar el proceso de sepsis (Poli-de-Figueiredo et al., 2008).
Por lo tanto, la administracion de LPS en animales se utiliza comlinmente como modelo
de sepsis 0 septicemia, tratando de replican las condiciones iniciales de una infeccién
bacteriana (Post et al., 2003). Este modelo presenta ventajas como ser facilmente
reproducible a nivel experimental estableciéndose en condiciones controladas, y permite
replicar las condiciones fisiopatolégicas presentes de forma natural que ocurren en un
proceso infeccioso (Monshouwer et al., 1996; Post et al., 2003; Poli-de-Figueiredo et al.,
2008). Ademas, se ha observado diferente grado de sensibilidad a LPS entre distintas
especies animales, siendo los roedores mas resistentes, mientras que los conejos,
rumiantes y seres humanos presentan mayor sensibilidad a la endotoxina (Poli-de-

Figueiredo et al., 2008; Brinkworth y Valizadegan, 2021).

En el presente estudio, se establecieron dos modelos animales de inflamacion aguda
sistémica, mediante la administracion de tres dosis bajas de LPS de E. coli en conejos y
ovinos. La respuesta inflamatoria aguda generada por el LPS de E. coli en ambas

especies se caracterizdé por la reversibilidad de los cambios sobre los diferentes
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parametros fisiolégicos evaluados. En general los parametros retornaron a los valores
basales dentro de 24 h, de manera similar a lo descrito en otros estudios como el de
Post et al. (2003). Otro estudio de nuestro laboratorio realizado en conejos tratados con
LPS, determin6 que tanto la temperatura corporal y el recuento de leucocitos totales
retornaron a valores basales dentro de las 12 h posterior a la administracion de LPS
(Cazanga et al., 2023). Ademas, los diferentes signos y sintomas observados en los
animales como decaimiento, fecas blandas e inapetencia fueron revertidos dentro de 24

h posterior a la primera administracion de LPS.

Se demostré que la respuesta inflamatoria aguda inducida por el LPS modifico de
manera significativa la farmacocinética de FFC y de su metabolito FFC-a, asi como
también, la distribucion tisular de los dos compuestos en ambas especies. Estos
resultados son relevantes de tener en consideracion para los calculos de regimenes de
dosificacién de este antibidtico, ya que al administrar FFC en un animal cursando una
infeccion con componente inflamatorio los niveles plasméticos del antibidtico

probablemente se vean incrementados modificando sus parametros farmacocinéticos.

Considerando los incrementos observados de concentraciones plasmaticas y tisulares
del antibiético en los animales cursando una RIA, este incremento puede ser beneficioso
para la eficacia terapéutica del antibiotico, segin lo que fue observado en las
concentraciones de FFC en pulmoén de ovinos tratados con LPS, las cuales fueron
mayores a las MIC para principales microorganismos patégenos causantes de
infecciones respiratorias en esta especie. En conejos esto fue determinado por la
obtencién de los indices PK/PD, considerando el mayor tiempo de muestreo realizado

en esta especie.
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En conejos, en base a los calculos PK/PD realizados, se observo una eficacia de FFC
Optima y de acuerdo a lo esperado considerando los valores de MIC en el rango inferior
(0,25 -0,5 pg/mL) para los microorganismos patégenos que afectan comUnmente a
conejos; Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida, sin embargo, los indices
PK/PD obtenidos para los valores superiores de MIC (1-2 pug/mL) no alcanzaron una
eficacia ideal, y considerando la menor persistencia de concentraciones de FFC
observada en conejos, respecto de ovinos, para alcanzar resultados 6ptimos de eficacia,
pudiera ser necesaria una frecuencia de administracion mayor de FFC al ser

administrado en conejos.

Respecto a los efectos fisiopatoldgicos de la RIA que fueron observados en los animales
del estudio, y que explican las modificaciones en la farmacocinética y distribucion tisular
de FFC y su metabolito, es probable que en conejos la disminucion del clearance de FFC
se deba en parte a inhibicion del metabolismo de FFC mediado por el sistema CYP450,
debido a disminucién del AUC de FFC-a y del MR% observados en los conejos tratados
con LPS. A pesar de que en los analisis gPCR realizados en tejido hepatico de conejos
tratados con FFC via IM del presente estudio no se observaron diferencias en la
expresion génica relativa de mMRNA de CYP3AG6 entre conejos control y conejos tratados
con LPS (Resultados presentados en Anexo), esto puede deberse a otros factores como
el tiempo de muestreo de 12 h, siendo posible que aquellos cambios en la expresién del
CYP450 se evidencien de manera mas tardia. Autores como Saitoh et al. (1999) y Lee
et al. (2008), han reportado inhibicion de CYP450 24 h posterior a la administracion de

LPS. Ademas, existe la posibilidad que otras isoformas del CYP450 estén involucradas
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en el metabolismo de FFC, por lo cual se requeririan estudios adicionales para dilucidar

estas hipotesis.

En los ovinos, debido al bajo metabolismo hepético de FFC reflejado por las bajas
concentraciones y MR% de FFC-a obtenidos, es probable que los cambios inducidos por
la RIA sobre la disminucion del clearance de FFC se reflejen mayormente en la
disminucién de la excrecion renal de FFC, lo que fue demostrado por incremento del
AUC de FFC, y alteraciones de parametros bioquimicos como el aumento de

concentraciones de urea y creatinina.

En ovinos las perspectivas terapéuticas de FFC a partir de los resultados generados en
el presente estudio permiten aseverar que este antibidtico posee eficacia terapéutica
adecuada para el tratamiento de infecciones bacterianas pulmonares, ya que las
concentraciones del antibidtico a nivel pulmonar fueron superiores a las MIC para los

principales microorganismos patégenos que afectan a ovinos.

De esta manera, es posible afirmar que FFC es un antibiético con numerosas ventajas,
como poseer bajo nivel de toxicidad, con posibilidades de ser aplicado en diversas
enfermedades, sumado a que el nivel de resistencia generada para €l ain no es tan
elevado, siendo menor comparado a otros antibiéticos (Lei et al., 2018; Lu et al., 2018).
Esto lo hace conveniente de continuar siendo utilizado en medicina veterinaria, y
considerar su aplicacion en conejos, ademas de rumiantes, resguardando el uso de

dosificaciones 6ptimas para evitar el incremento de resistencia bacteriana.

Asimismo, los resultados obtenidos demuestran que existen importantes diferencias de

especie en la farmacocinética de FFC y FFC-a, que evidencian distinta actividad
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metabolizadora hepética de farmacos entre ambas especies animales estudiadas, lo
cual debe tenerse presente para establecer dosis y frecuencia de administracién de FFC

en animales monogastricos, como conejos y rumiantes, como ovinos.

Finalmente, los resultados obtenidos permiten comprobar la hipotesis planteada en este
estudio, ya que la RIA inducida por la administracion de LPS produjo modificaciones
significativas en la disposicion plasmatica y distribucion tisular de FFC y su metabolito
FFC-a en conejos y ovinos, evidenciandose a través del incremento de las
concentraciones plasmaticas y tisulares de FFC en los animales tratados con LPS en
comparacion con los efectos observados en animales sanos. Asimismo, se determinaron
diferencias de especie originadas por la RIA inducida mediante la administracion de LPS

de E. coli, sobre las modificaciones de la disposicion plasméatica de FFC-a.
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados, y segun los resultados obtenidos en esta

investigacion, se plantean las siguientes conclusiones:

Resultados en conejos:

1A. La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracion de tres dosis de
LPS de E. coli modifico significativamente la disposicion plasmatica de FFC y su
metabolito FFC-a, en los conejos del presente estudio. Estos cambios se
caracterizaron por incrementos de las concentraciones plasmaticas de FFC,
asociadas con una disminucion significativa del clearance de FFC, el cual generé
en consecuencia, incrementos en el AUC y ti; del antibiético. Ademas, se
observo inhibicién del metabolismo de FFC en los conejos tratados con LPS lo
que fue evidenciado por una disminucion significativa del MR% y del AUC de

FFC-a.

2A. La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracion de LPS de E. coli,
modificé la distribucién tisular de FFC y FFC-a en los conejos del estudio,
observandose incrementos significativos de las concentraciones de FFC en
musculo y en las concentraciones del metabolito FFC-a en higado, musculo y

bazo.

Resultados en ovinos:

1B. La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracion de tres dosis de
LPS de E. coli modifico significativamente la disposicion plasmatica de FFC y su
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metabolito FFC-a en ovinos. Se observaron incrementos de las concentraciones
plasméticas de FFC, junto con disminucion significativa del clearance, el que se
asocia a incrementos significativos en el AUC y TMR de FFC. También se
observaron incrementos significativos del AUCo: de FFC-a, los que son

originados por alteraciones en la funcionalidad renal causadas por la RIA.

2B. La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracién de LPS de E. coli,
modificé la distribucion tisular de FFC y FFC-a en los ovinos del estudio. En los
ovinos tratados con LPS se determinaron incrementos significativos de las
concentraciones de FFC en rifién, bazo y cerebro, mientras que se observaron

incrementos significativos de las concentraciones de FFC-a en pulmon.

Comparacioén entre especies

3. Se determinaron diferencias de especie entre ovinos y conejos sanos, tanto en la
disposicion plasmatica y distribucion tisular de FFC y FFC-a. Las diferencias en la
disposicién plasmatica se observaron en las fases de distribucion y eliminacion del
antibidtico y su metabolito, donde se determinaron mayores promedios de Vdss ¥
clearance de FFC en conejos respecto de los ovinos. También el MR% de FFC-a
fue significativamente mayor en conejos respecto a los ovinos, lo que demuestra
una mayor biotransformacion de FFC en esta especie. Se observaron mayores

concentraciones tisulares de FFC y su metabolito en conejos respecto de los ovinos.

4. Se determinaron diferencias de especie en los cambios de disposicién plasmatica
del metabolito FFC-a causados por la RIA inducida por la administracion del

lipopolisacéarido de E. coli, entre conejos y ovinos.
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XI.ANEXO.

Evaluacién de los efectos del lipopolisacarido de E. coli sobre la expresion relativa

de CYP3AG6 en higado de conejos.

En la Figura 47 se presentan resultados de andlisis de expresion relativa de CYP3A6
analizados mediante gPCR en tiempo real a partir de muestras de higado de conejos
control y tratados con LPS de E. coli 0128:B12. Estas muestras fueron obtenidas de
conejos que recibieron tratamiento con 20 mg/kg de FFC via IM y tres dosis de LPS de
2 pg/kg segun disefio experimental correspondiente a analisis farmacocinéticos de
efecto del LPS de E. coli sobre la disposicion plasmética de FFC. No se observaron
diferencias entre ambos grupos experimentales (p > 0,05) a partir de los andlisis

realizados.
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Figura 47. Expresion relativa de CYP3A6 en higado de conejos posterior a la
administracion de FFC via IM en conejos control y conejos tratados con lipopolisacarido
de Escherichia coli (LPS) (n=5). Fuente: Elaboracion propia.
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