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Disposicion plasmatica de danofloxacina al 2.5% en cabras
PLASMA DISPOSITION OF DANOFLOXACIN 2.5% IN GOATS

Carlos A. Errecalde'?, Guillermo F. Prieto!, Carlos F. Liiders?

RESUMEN

Se determinaron parametros farmacocinéticos de danofloxacina al 2.5% tras su apli-
cacion endovenosa e intramuscular en hembras caprinas adultas. Los niveles plasmaticos
se cuantificaron por HPLC con detector de fluororescencia establecido a 295 nm de
excitacion y 490 nm de emision utilizando fase moévil compuesta por agua, acetonitrilo y
trietilamina (79:19:1 v/v/v) ajustada a pH 3.0. En cada via de aplicacion, utilizando los
datos de concentraciones plasmaticas versus tiempo en cada animal se determinaron
pardmetros farmacocinéticos con el software PK Solution 2.0. El limite de cuantificacion
del ensayo fue de 0.0048 pg/ml. El perfil cinético exhibido por danofloxacina en caprinos
es similar al conjunto de fluoroquinolonas en animales domésticos. La aplicacion
intramuscular provee rapida absorcion, genera una Cmax de 0.36+0.13 ug/mlalos 55.1
13.8 minutos y exhibe amplia distribucion en el organismo y biodisponibilidad (F) del
109.7 + 19.8%. Danofloxacina mostr¢ discreta permanencia en el organismo, segiin expre-
san los valores conseguidos en el t2B=4.35 horas (EV), 4.32 horas (IM) y en el TMR=5.9
horas (EV), 6.7 horas (IM). La aplicacién intramuscular es equiparable para la via
endovenosa, pero el uso racional requiere el ajuste posoldgico para asegurar el éxito
clinico-terapéutico debido que las relaciones plasmaticas de Cmax y ABC respecto la
CIM,, de M. haemolytica de 9 y 41, respectivamente, son insuficientes para asegurar
eficacia clinica-microbioldgica.
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Pharmacokinetic parameters of danofloxacin at 2.5% were determined after intravenous
and intramuscular application in adult goat females. Plasma levels were quantified by
HPLC with fluorescence detector set at 295 nm excitation and 490 nm emission using
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mobile phase composed of water, acetonitrile and triethylamine (79:19:1 v/v/v) adjusted
to pH 3.0. In each route of application, using plasma concentrations versus time data in
each animal, pharmacokinetic parameters were determined with PK Solution 2.0 software.
Quantification limit of the assay was 0.0048 pg/ml. The kinetic profile exhibited by
danofloxacin in goats was similar to that of fluoroquinolones in domestic animals. The
intramuscular application provides rapid absorption, produces a Cmax 0f 0.36+0.13 pg/ml
at 55.1 + 13.8 minutes, and exhibits wide distribution in the organism and bioavailability
(F) 0f 109.7 £ 19.8%. Danofloxacin showed a slight permanence in the organism, according
to the values obtained in t'2f3 = 4.35 hours (EV), 4.32 hours (IM) and in the TMR =5.9
hours (EV), 6.7 hours (IM). Intramuscular and intravenous application are comparable,
but rational use requires dosage adjustment to ensure clinical and therapeutic success,
because plasma Cmax/ MIC, and ABC/ MIC, ratios of 9 and 41, respectively in relation
to MIC, of M. haemolytica, are insufficient to ensure clinical-microbiological efficacy.
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INTRODUCCION

Las fluoroquinolonas son antimicro-
bianos sintéticos provistos de notables pro-
piedades farmacocinéticas relacionadas con
su uso terapéutico, entre las cuales se desta-
can la moderada permanencia en el organis-
mo y la amplia difusion tisular, consecuencia
del caracter liposoluble y la escasa union a
las proteinas plasmaticas (Conkova et al.,
2009; Papich y Riviere, 2009). Estas sustan-
cias desarrollan acciones bactericidas rapi-
das mediante el bloqueo de la enzima
ADNgirasa, cuya cinética de muerte celular
es concentracion dependiente.

Diversos ensayos clinicos realizados con
fluoroquinolonas demuestran la importancia
terapéutica de las relaciones establecidas
entre parametros dosis dependiente tales
como la concentracion maxima (Cmax) y el
area bajo la curva (ABC), frente la concen-
tracion inhibitoria minima (CIM,)) de
microorganismos susceptibles, como indices
predictores de eficacia antimicrobiana y cli-
nica (Conkova et al., 2009; Baggot y Giguére,
2013; Giguere y Dowling, 2013). El cociente
Cméx/CIM,, >8 redujo la expresion de re-
sistencia bacteriana mientras la relacion
ABC/CIM,, >125 fue requisito para lograr
la erradicacion bacteriana y prevenir el cre-
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cimiento de microorganismos (Lees et al.,
2008; Baggot y Giguere, 2013; Giguére y
Dowling, 2013).

Danofloxacina es una fluoroquinolona de
tercera generacion que solo se aplica en ani-
males domésticos sobre gérmenes Gram ne-
gativos, algunos Gram positivos y ciertos
micoplasmas (Ayling et al., 2000; Conkové
et al.,2009; Papich y Riviere, 2009). En pre-
sencia de Mannheimia haemolytica se es-
tableci6 la CIM,, en >0.04 pg/ml (Shojaee
Aliabadiy Lees, 2003; Grobbel et al.,2007).

Los antecedentes cinéticos disponibles
de danofloxacina revelan pronta absorcion por
administracion intramuscular (Shojaee
Aliabadiy Lees, 2003; Conkova et al., 2009;
Karademir et al., 2015). En rumiantes, la
Cmax fue de 0.3 pg/ml (McKellar et al., 1998;
Atef et al., 2001) antes de una hora de la
aplicacion (Karademir et al., 2015).

Se encontr6 en diversas especies ani-
males que la biodisponibilidad (F) por aplica-
cion parenteral fue superior al 65% (McKellar
et al., 1998; Shem-Tov et al., 1998) y pronta
distribucion desde el compartimento central
(Shem-Tov et al., 1998; Atef et al., 2001,
Sappal et al., 2009). Esto es como conse-
cuencia de la incorporacion de un anillo
piperazinico que promueve el ingreso a los
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tejidos y, simultaneamente, reduce los efec-
tos indeseables (Brown, 1996) y el extenso
volumen de distribucion (Vd), cuyos valores
sonde 1.4 1/kg en caprinos (Atefet al.,2001)
y entre 3.4 y 4.3 I/kg en bovinos (Apley y
Upson, 1993). Estos resultados insintan no-
table disposicion tisular, primordialmente en
el arbol respiratorio (Apley y Upson, 1993;
McKellar et al., 1998), donde se encontra-
ron niveles superiores a la CIM,, de
patogenos respiratorios que subsisten entre
4y 12 horas (Apley y Upson, 1993).

Danofloxacina experimenta moderada
permanencia en el organismo (McKellar et
al., 1998; Sappal et al., 2009), segin expre-
sa la vida media de eliminacion (t'4f) halla-
da de 1.3 horas en caprinos (Atef et al.,
2001), entre 2.9 a 7.4 horas en bovinos (Apley
y Upson, 1993; Friis, 1993; Shojace Aliabadi
y Lees, 2003), de 2.08 horas (Shem-Tov et
al., 1998) a 3.3 horas en ovinos (McKellar
etal., 1998; Karademir et al., 2015) y de 5.4
y 6.9 horas en porcinos, para la aplicaciones
endovenosa e intramuscular, respectivamente
(Richez et al., 1996).

Las propiedades farmacocinéticas, el
amplio espectro de accion y la potencia de-
mostrada, sugieren el empleo de
danofloxacina en enfermedades respiratorias
producidas por gérmenes susceptibles en ru-
miantes, porcinos y aves (Brown, 1996;
Conkova et al., 2009), sin embargo, son limi-
tados los informes farmacocinéticos en
caprinos, circunstancia que motivo el presente
estudio con el proposito de establecer
parametros farmacocinéticos plasmaticos,
luego de la aplicacion de una dosis unica por
las vias intravenosa e intramuscular.

MATERIALES Y METODOS

En un disefio cruzado de tratamiento se
utilizaron seis cabras criollas adultas no
gestantes, clinicamente sanas y de 30.5+ 8.3
kg de peso, seleccionadas al azar de una po-
blacion de 80 animales. Las cabras se en-
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contraban en pastoreo libre durante el dia y
suplementacion con grano de maiz molido
durante el encierre nocturno. Tres animales
recibieron una dosis unica de 1.25 mg/kg de
mesilato de danofloxacina al 2.5% (Advocin®,
Pfizer) en forma de bolus en la vena yugular
derecha y tres animales idéntica dosis, pero
aplicada en el musculo semitendinoso izquier-
do. Luego de dos semanas se intercambiaron
los tratamientos.

Posterior a la administracion se obtu-
vieron muestras de sangre de la vena yugu-
lar izquierda (3-4 ml) en tubos heparinizados
alos 5,10,15,20,30miny 1,2,3,4,6,8, 10,
12 y 24 h. Las muestras fueron centrifugadas
de inmediato durante 15 min a 1000 gy con-
servadas a -20 °C hasta su analisis.

El ensayo preparativo consistio en la
extraccion liquido-liquido del analito utilizan-
do 200 pl de muestra, 200 pl de agua
deionizada, 800 ul de metanol y 20 pl de
balofloxacina como estandar interno.

El conjunto se sometio a agitacion por
vortex durante 30 s y luego de 30 min se
centrifugd a 1220 g durante 25 minutos a
4 °C. La separacion y cuantificacion se rea-
liz6 por HPLC utilizando un equipo Hewlett-
Packard serie 1050, provisto de bomba
isocratica, inyector manual Rheodyne 7125,
loop de 100 pl, columna Luna C-18 y
guardacolumnas Phenomenex C-18, asocia-
do a un fluorémetro Hewlett -Packard, serie
1046-A de longitud de onda regulable e
integrador de la misma marca, serie 3395,
mediante una elusion isocratica en fase
reversa con flujo de 0.8 ml/min, 50 pul de vo-
lumen de inyeccion de muestra y lectura en
detector de fluorescencia establecido a 295
nm de excitacion y 490 nm de emision, utili-
zando fase movil compuesta por agua,
acetonitrilo y trietilamina (79:19:1 v/v) ajus-
tada a pH 3 con acido ortofosforico, segun
Bottcher et al. (2001).

De los cromatogramas correspondien-

tes a las corridas de las muestras del ensayo
cinético y los patrones de concentracion co-
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nocidos, se tomaron los valores del area de
pico provistos por danofloxacina y el estandar
interno, balofloxacina. De ambos se obtuvo
un cociente utilizado para la confeccion de la
curva de calibracion y establecer las concen-
traciones plasmaticas de danofloxacina por
regresion lineal simple (r>= 0.99), segin
Nouws y Ziv (1976). Los datos individuales
de concentracion de danofloxacina en fun-
cion del tiempo para cada via de administra-
cion se analizaron mediante el modelo
farmacocinético no compartimental utilizan-
do el software PK Solution v. 2.0 (Farrier,
1999) con el proposito de calcular parametros
farmacocinéticos robustos como el ABC y la
constante de velocidad de eliminacion (B).

Juntamente con el dato de dosis admi-
nistrada, se calcularon otros parametros como
el volumen de distribucion (Vd), clearance
total (Cl) y la vida media de eliminacion (t, ).
Para evaluar la normalidad de estas varia-
bles se realizo la prueba de Shapiro-Wilk.
Posteriormente y de acuerdo con dichos re-
sultados, las diferencias entre las variables
se analizaron mediante la Prueba de T y el
Test de Wilcoxon para muestras relaciona-
das. La biodisponibilidad (F) intramuscular se
determin6 mediante la ecuacion: F= ABC |,
/ ABC,,, El limite de cuantificacion del ensa-
yo fue de 0.0048 pg/ml.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método empleado permitid estable-
cer el antimicrobiano a los 10 min pos-aplica-
cion, similar a otras experiencias (Mann y
Frame, 1992) y hasta 12 h después de la apli-
cacion, excediendo al método microbiologico
(Ateff et al., 2001). La Figura 1 representa
las curvas de disposicion plasmaticas gene-
radas por aplicacion la aplicacion endovenosa
e intramuscular de 1.25 mg/kg de
danofloxacina en cabras. El Cuadro 1 indica
el valor promedio (+ DE) de los parametros
cinéticos por ambas vias de administracion.
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Figura 1. Curvas de disposicion plasmatica
de danofloxacina al 2.5% por aplicacion
endovenosa e intramuscular de 1.25 mg/kg
en caprinos

Las variables farmacocinéticas analiza-
das no arrojaron diferencias significativas. La
aplicacion intramuscular provee rapida absor-
cion, similar a lo informado en bovinos (Apley
y Upson, 1993; Shojaee Aliabadi y Lees,
2003), porcinos (Mann y Frame, 1992),
caprinos (Atef et al.,2001), ovinos (McKellar
etal., 1998), generando una Cmax ligeramen-
te menor al informado en ovinos (McKellar
et al., 1998) con idéntica dosis. Asi mismo, el
Tmax es proximo al observado en bovinos y
porcinos (Mann y Frame, 2001) y ovinos
(McKellar et al., 1998).

Danofloxacina exhibe pronta distribu-
cion en concordancia con experiencias en
otras especies domésticas (Atef et al., 2001;
Giles et al., 1991; Mann y Frame, 1992). Los
extensos valores de Vd obtenidos insintian
excelente capacidad para difundirse hacia
territorios extravasculares conforme lo co-
municado en ovinos (McKellar et al., 1998)
y bovinos (Apley y Upson, 1993).

La permanencia de danofloxacina en el
organismo resultd discreta, segiin expresan
los parametros TMR y la vida media de eli-
minacion. Este valor fue similar al informado
en bovinos (Mann y Frame, 2001), ligeramen-
te menor al logrado en ovinos (McKellar et
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Cuadro 1. Parametros

Danofloxacina en cabras

farmacocinéticos

obtenidos por la aplicacion endovenosa e

intramuscular de 1.25 mg/kg de danofloxacina al 2.5% en caprinos

Parametro Endovenosa Intramuscular
A 0.672 £ 0.202 -0.422 £-0.358
o 0.035+0.014 0.052 +0.023
B 0.294 + 0.029 0.485+0.167
B 0.004 + .0034 0.005 £+ 0.001
ABCaérea (pug.ml/h) 1.49+£0.14 1.64 +0.34
Cmax (pg/ml) - 0.36+0.13
Tmax (minutos) - 55.1+13.8
TYo (minut()s) 22.52 +£8.27 15.04 £5.16
TYB (hs) 2.67+0.22 2.58+£0.25
vd (L/kg) 3.23+0.22 3.12+0.46
Clt (ml/min/kg) 14.02 +1.31 13.98 +1.31
TMR (horas) 3.08+0.41 3.92+0.43
F (%) 109.7 £ 19.8

A: intercepto de la curva de distribucidn, a:: pendiente de la curva de distribucién, B: intercepto de la
curva de eliminacion, B: pendiente de la curva de eliminacidn, t’ abs: vida media de absorcidn, tlsa.:
tiempo medio de distribucién, t% B: vida media de eliminacién, Cméx: concentracién maxima, Tmax:
tiempo en que se alcanza la Cmax, Vd : volumen de distribucidn, Cl:: eliminacidn total, ABC: drea bajo
la curva, TMR: tiempo medio de residencia, F: biodisponibilidad

al., 1998; Karademir ef al., 2015) y muy in-
ferior al obtenido en cerdos (Mann y Frame,
2001).

La fraccion plasmatica disponible (F)
luego de la aplicacion intramuscular fue opti-
ma (109.7 = 19.8%), semejante a la reporta-
da en bufalos (Sappal et al., 2009), ovinos
(McKellar et al., 1998) y porcinos (Richez
et al., 1996). Pese a estas diferencias, los
resultados obtenidos son similares a los in-
formados en experiencias similares desarro-
lladas en porcinos (Mann y Frame, 1992;
Richez et al., 1996), ovinos (McKellar et al.,
1998; Karademir et al., 2015) y bovinos
(Mann y Frame, 1992) y se corresponden con
el perfil farmacocinético exhibido por el con-
junto de fluoroquinolonas en animales domés-
ticos (Conkova et al., 2009; Papich y Riviere,
2009; Giguere y Dowling, 2013).
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Segin la maxima sensibilidad de M.
haemolytica  reportada frente a
danofloxacina (Shojace Aliabadi y Lees, 2003;
Grobbel et al., 2007), en este estudio se lo-
graron relaciones plasmaticas por aplicacion
intramuscular de Cmax/CIM,, y de ABC/
CIM,, de 9 y 41, respectivamente; valores
proximos a los informados en terneros con
idéntica dosis (Shojace Aliabadi y Lees, 2003),
pero distantes de los cocientes requeridos
para avalar la eficacia clinica-microbioldgica
(Conkova et al., 2009; Baggot y Giguére,
2013; Giguere y Dowling, 2013), aunque es-
tos refieren solo a niveles plasmaticos.

En consecuencia, similar a lo informa-
do en terneros (Errecalde et al., 2005), en
los caprinos resulta indispensable adecuar la
posologia y el ritmo de administracion segin
la sensibilidad del microorganismo patogeno
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involucrado. No obstante, el éxito terapéuti-
co reportado en presencia de patologias res-
piratorias aplicando dosis similares a la em-
pleada en este estudio (Brown, 1996;
Conkova et al., 2009), se corresponderia con
los elevados niveles de danofloxacina obteni-

dos

en esos tejidos (Apley y Upson, 1993;

McKellar et al., 1998).

CONCLUSIONES

El método de determinacion utilizado es
util para cuantificar danofloxacina en
plasma caprino.

El analisis de las curvas de disposicion
plasmatica del antimicrobiano y la inexis-
tencia de diferencias significativas en los
parametros cinéticos mas relevantes
entre ambas vias estudiadas permite afir-
mar que la aplicacion intramuscular de
danofloxacina es equiparable a la
intravenosa.

El perfil cinético exhibido por
danofloxacina en caprinos es similar al
obtenido por el conjunto de fluoroqui-
nolonas, pero el uso racional requiere el
ajuste posologico para asegurar el éxito
clinico-microbiodlogico en esta especie.
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