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RESUMEN:

Objetivo. Comparar las concentraciones plasmdticas y tisulares de florfenicol (FFC) y su metabolito florfenicol amina (FFC-
a) entre ovinos y concjos, posterior a la administracién intramuscular de 20 mg/kg de FFC. Materiales y métodos. Cinco
ovinos Suffolk Down vy seis conejos Neozelandés fueron utilizados en el estudio. Se colectaron muestras de sangre, previo a la
administracién de FFC, y alas 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3 y 4 horas posteriores al tratamiento. A las 4 horas posteriores al tratamiento, a
los animales se les aplicé la eutanasia. Las concentraciones plasmaticas y tisulares de FFC y FFC-a fueron determinadas mediante
HPLC. Resultados. Las concentraciones plasméticas maximas, tasa de absorcién, vida media de absorcidn, tasa de distribucién
y édrea bajo la curva de FFC, fueron significativamente mayores en conejos respecto a los ovinos. Asimismo, para FFC-a, las
concentraciones plasméticas mdximas y 4rea bajo la curva de concentraciones plasmdticas en el tiempo fueron significativamente
mayores en conejos respecto a los ovinos. La proporcién de metabolito fue mayor en conejos (12.743.07%) en comparacién con
ovinos (3.99+0.87%) (p<0.05), al igual que las concentraciones tisulares de FFC y FFC-a. Conclusiones. S observaron diferencias
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significativas en la farmacocinética y concentraciones tisulares de FFC y FFC-a entre estas dos especies. La mayor concentracién
de FFC-a en conejos indica un mayor nivel de metabolismo de FFC, respecto a los ovinos. Esto es importante de considerar al
momento de establecer dosificaciones y frecuencia de administracién de FFC en congjos.

PALABRAS CLAVE: Antibidticos, cromatografia, farmacocinética, metabolismo.

ABSTRACT:

Objective. The aim of this study was to compare tissue and plasma concentrations of florfenicol (FFC) and its metabolite
florfenicol amine (FFC-a) between sheep and rabbits, after intramuscular administration of 20 mg FFC/kg. Materials and
methods. Five Suffolk Down sheep and six New Zealand rabbits were used in this study. Blood samples were collected before
FFC administration and at 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3 and 4 hours after treatment. At 4 hours after treatment, cuthanasia was applied
to animals. Plasma and tissue concentrations of FFC and FFC-a were determined by HPLC. Results. For FFC, maximum
plasma concentrations, absorption rate, absorption half-life, distribution rate, and areca under the plasma concentration-time curve
were all found to be significantly higher in rabbits than in sheep. Similarly, for FFC-a, significantly higher maximum plasma
concentrations and area under the concentration-time curve were observed in rabbits as compared to sheep. The metabolite ratio
was higher in rabbits (12.743.07%) compared to sheep (3.99+0.87%) (p<0.05), as were the tissue concentrations of FFC and
FFC-a. Conclusions. Significant differences in the pharmacokinetics and tissue concentrations of FFC, and its metabolite FFC-
a, were observed between these two animal species. The higher concentrations of FFC-a in rabbits indicate a greater level of FFC
metabolism as compared to sheep. This should be considered when establishing dosage and frequency of FFC administration for

rabbits.
KEYWORDS: Antibiotics, chromatography, metabolism, pharmacokinetics.

INTRODUCCION

Florfenicol (FFC) es un antibiético de amplio espectro, altamente efectivo para el control de infecciones del
tracto respiratorio en bovinos y cerdos (1). FFC posee alta biodisponibilidad, buena penetracién tisular, y
rdpida eliminacidn, atributos que lo hacen especialmente adecuado para ser usado en animales (1). FFC posee
cficacia contra diversos patdgenos Gram-positivos y Gram-negativos como Pasteurella spp. (2), Staphylococcus
aureus (1), Klebsiella pneumoniae (1), y Escherichia coli (2). Su uso ha sido aprobado en rumiantes y cerdos
(3) y tiene el potencial de ser usado en especies menores como el conejo (1,2).

FFC esaltamente lipofilico (4) y se metaboliza en el higado mediante el sistema citocromo P450 (CYP450)
(2,3,4,5). Diversos estudios han demostrado que posterior a su administracién, FFC es transformado
parcialmente a varios metabolitos, siendo florfenicol amina (FFC-a) el principal de los metabolitos derivados
de FFC (6).

La farmacocinética de FFC ha sido descrita en pollos (4), cerdos (7), perros (8), conejos (9), ovinos (10), y
ganado bovino (11, 12). Es sabido que la farmacocinética de firmacos en animales puede variar dependiendo
de distintos factores, incluyendo variaciones entre especies (13).

Las enzimas del CYP450 juegan un rol crucial en el metabolismo de xenobiéticos en las especies de
mamiferos (14), convirtiendo varios firmacos en productos que pueden ser excretados del organismo.
Este sistema se encuentra localizado principalmente en el higado y estd compuesto por varios subtipos
enzimaticos, de los cuales CYP3A es una de las principales enzimas que participan del metabolismo de
farmacos (2,14). Se sabe que existen diferencias en el metabolismo y excrecién de formacos entre conejos
(monogéstricos) y rumiantes como bovinos y ovinos (15,16).

La farmacocinética comparativa de FFC ha sido descrita en camellos, ovejas y cabras (17), y también en
aves como pollos, palomas y codornices (18). Sin embargo, de acuerdo a nuestro conocimiento no existen
reportes disponibles que comparen concentraciones plasmaticas y tisulares de FFC y FFC-a entre ovinos y
conejos. Ambas son especies de interés veterinario, y también representativas de rumiantes y monogastricos,
respectivamente. Por ello son especies informativas que pueden ser usadas en estudios comparativos de las
diferencias farmacocinéticas y de metabolismo de antibidticos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
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investigar si existen diferencias en las concentraciones plasmaticas y tisulares de FFC y FFC-a entre ovinos
y conejos tratados con FFC via intramuscular (IM).

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion y ubicacidn geogréfica. Se utilizaron cinco ovinos adultos de la raza Suffolk
Down, clinicamente sanos; machos castrados de 12 meses de edad, con un peso corporal (PC) entre 65 + 5
kg. Los ovinos se mantuvieron estabulados en corrales colectivos, con cama de paja, alimentados con heno de
alfalfay un suplemento de concentrado (300 g/ovino). Seis conejos Neozelandés clinicamente sanos, machos
de 6 meses de edad entre 3.5 + 0.5 kg PC, fueron usados en este estudio. Los conejos se mantuvieron en jaulas
separadas con acceso a bebedero automatico. Se alimentaron con concentrado peletizado de alfalfa, y el agua
se administr$ ad libitum en ambas especies.

Todos los animales fueron considerados clinicamente sanos y aptos para participar en el estudio después de
realizar exdmenes clinicos, parasitoldgicos y de bioquimica sanguinea. Los animales no tuvieron exposicion
previa a antibiéticos, y no fueron administrados firmacos por un mes previo a los experimentos.

Este estudio se llev a cabo en la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcién, Chillan,
Chile, en las dependencias del Hospital de grandes animales. Los procedimientos analiticos se realizaron en
el Laboratorio de Farmacologia, de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcién.

Farmacos y reactivos. Los estdndares analiticos de FFC (99.4% pureza) y FFC-a (99.8% pureza) fueron
obtenidos de Sigma (Saint Louis, MO, USA), y Toronto Research Chemicals (North York, ON, Canad4),
respectivamente. Una solucién inyectable de FFC al 30% (Nuflor®) fue obtenida de Intervet Chile (bajo
licencia de Schering Plough, Santé Animale ZA la Grindoliere-Segré France). Adicionalmente, la solucion
inyectable de FFC fue diluida en una solucién constituida por N-metil pirrolidona, polietilenglicol y
propilenglicol (36:21:43,v/v) para obtener una concentracién final de 60 mg/mL. Esta dilucién fue necesaria
para poder obtener un volumen de inyeccién apropiado y para facilitar la inyecciéon IM de 1 mL cada 3 kg
PC en los conejos. También se observé que las caracteristicas de densidad de la solucién original impedian
una administracién adecuada y precisa de FFC en los conejos debido al pequefio volumen de inyeccién y a
la alta densidad de la solucién.

Todos los reactivos usados para extraccién y procedimientos cromatogréficos fueron grado cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Merck, Darmstadt, Germany).

Disefio experimental. Los animales recibieron una inyeccién IM de FFC en una dosis de 20 mg/kg PC, en
el miembro posterior izquierdo. FFC fue inyectado a todos los animales a las 8.00 am para evitar variaciones
en el ciclo dia/noche. En los ovinos se administré FFC al 30% solucién inyectable; los conejos recibieron una
inyeccién de una solucién de FFC al 6%. El momento de la inyeccién fue considerado como tiempo cero
(T0). Para el estudio farmacocinético se colectaron muestras de sangre previo al tratamiento con FFC y a
las 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, y 4 horas posteriores a su administracion. A las 4 horas después del tratamiento, se
aplicé la eutanasia a los animales con una sobredosis de anestésico, de acuerdo a las recomendaciones de las
Guias de la AVMA para la Eutanasia de Animales (19). En los ovinos, la eutanasia se realizé a través de una
inyecci6n intravenosa (IV) de 0.5 mg/kg de xilacina (XILAGESIC®, Drag Pharma Chile Invetec S.A., Chile)
y la inyeccién de solucién de eutanasia (T-61°, MSD Animal Health, bajo licencia de Intervet International
B.V.,Holland). Los conejos fueron eutanasiados con 4 mg/kg de xilacina mediante inyeccién IV, seguido por
inyeccién de tiopental (OPET?", fabricado y distribuido por Pro-Vet S.A.).

Procedimientos de muestreo. Las muestras sanguineas fueron obtenidas desde la vena yugular en ovinos
y desde la vena marginal de la oreja en conejos (5 mL en ovinos y 1.5 mL en conejos). Las muestras fueron
colectadas en tubos heparinizados y centrifugadas a 1372 x g para obtener el plasma, el cual fue almacenado a
-18°C. Cuatro horas posteriores al tratamiento, a ovinos y conejos se les aplicé el protocolo de eutanasia segtin
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procedimiento descrito anteriormente y se colectaron muestras de musculo, higado, rinén, pulmén, bazo y
cerebro, y fueron homogenizadas y almacenadas a -18°C hasta su analisis en el Laboratorio de Farmacologfa.

Procedimientos analiticos. Las muestras de sangre y tejidos fueron procesadas para su analisis mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Las concentraciones de firmaco fueron determinadas a
partir del drea de los picos cromatograficos y mediante curvas de calibracién. Las curvas de calibraciéon fueron
obtenidas del andlisis de muestras de tejidos no tratados con antibiéticos (blancos), a las cuales se adicionaron
concentraciones conocidas de FFC y FFC-a en un rango entre 0.1y 10 pug/g. Las concentraciones plasmaticas
y tisulares de FFC y FFC-a fueron determinadas de acuerdo a la técnica descrita por Hormazébal et al
(20), con leves modificaciones — principalmente respecto a la cantidad de tejido utilizado. En este estudio,
se utilizaron 2 g de tejido en el andlisis de las muestras de ovinos. Para analizar las muestras de plasma el
procedimiento fue similar pero se utilizé 1 mL de plasma. El mismo método de extraccion fue utilizado en
el analisis de las muestras de conejos, donde se utilizaron 0.5 g de tejido y 0.5 mL de plasma para determinar
las concentraciones de FFC y FFC-a.

Ladroga patrény su metabolito fueron analizados utilizando una columna analitica Supelcosil LC18 (4.6 x
150 mm; 5 um; Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA), mantenida en un horno de columnaa 30°C (CTO-10AS
vp; Shimadzu, Kyoto, Japan). Para FFC, la fase mévil fue fosfato de potasio (0.01 M) y acetonitrilo 90:10 v/
v, adicionando 100 pL de trietilamina y 2 mL de dodecilo sulfato de sodio. El pH fue ajustado 2 4.0. FFC y
FFC-a fueron detectados a 225 nm mediante detector UV (SPD-10Avp-Detector, Shimadzu, Japan). Para
FFC-a, la fase movil fue una mezcla de dos soluciones: A y B (68:32). La soluciéon A fue heptanosulfonato
0.02 M y trisodio fosfato 0.025 M (pH 3.85). La solucién B fue metanol conteniendo 0.1% trietilamina. La
fase movil fue bombeada a 0.8 mL/min para FFC y a 0.6 mL/min para FFC-a.

Parametros de validacion de FFC y FFC-a. Los métodos analiticos parala determinacién de FFC y FFC-a
en ovinosy conejos fueron validados de acuerdo a los procedimientos descritos por la Unién Europea (21). El
método analitico usado parala determinacién de FFCy FFC-a en plasma de ovinos fue previamente validado
y descrito por Palma et al (6). La validacion de la metodologia analitica en tejidos de ovinos fue previamente
descrita en nuestro laboratorio por Pérez et al (22), y pardmetros como linealidad (r2), recuperacién (%),
precisiéon (CV%), limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ) fueron determinados. La
validacion del método analitico en plasma de conejos fue previamente descrito por Pérez et al (3). La
metodologfa analitica en tejidos de conejos fue validada y entregé valores de recuperacién promedio total de
FFCyFFC-ade 82.22 +5.7% y 81.72 + 3.8%, respectivamente.

Anilisis farmacocinético. Los parametros farmacocinéticos de FFC y FFC-a fueron analizados utilizando
un modelo no compartimental mediante el programa PK Solutions 2.0 (Summit Research Services, Ashland,
OH, USA). La vida media de absorcién (ty,p,) y vida media de distribucién (ty,) fueron calculados como
In 2/kap y In 2/0, respectivamente, donde la tasa de absorcidn (k) es la constante de absorcién de primer
orden y a es la constante de distribucién de primer orden. La concentracion maxima (Cpax) y el tiempo en
el cual se obtuvo Cax (Tmax) fueron calculados a partir de la curva concentracién/tiempo correspondiente a
cada animal. El 4rea bajo la curva de concentraciones plasmaticas en el tiempo fue calculada desde t0 hasta el
tltimo tiempo de muestreo (AUC.) usando el método de los trapecios.

La proporcién de metabolito fue calculada utilizando la férmula:
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AUC, ,FFC-a

MR = AUC, | FFC x 100

FORMULA

Anilisis estadistico. Los parametros farmacocinéticos se expresan como promedio + EEM, y se
compararon mediante la prueba t de Student. Los promedios de concentraciones plasméticas en el tiempo se
analizaron mediante un anélisis de varianza de dos vias. Se utilizé el Test de Bonferroni para la comparacion
de medias. Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad Prism (v. 5.0;
Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). El nivel de significancia se establecié en p<0.05, y se
considerd como tendencia valores de p>0.05 hasta p<0.1.

Aspectos éticos. Todos los experimentos fueron realizados con la autorizacién del Comité de Etica para
la Experimentacién Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcién, Chile. El
ntimero de autorizacién del Comité de Etica fue CBE-12-2012. Los procedimientos experimentales fueron
realizados de acuerdo con las recomendaciones del Reporte Final de la Comisién Europea, 2009 (Revision
de Directiva 86/609/EEC sobre la proteccién de animales utilizados para propdsitos cientificos) (23).

RESULTADOS

Anlisis farmacocinético de FFC. Los promedios + EEM de las curvas de concentracién en el tiempo de
FFC se muestran en la figura 1. Las concentraciones plasmaticas de FFC fueron significativamente mas altas
en conejos que en ovinos (p<0.01) alas 0.5, 1, 1.5 y 2 horas posterior a la administracién IM. Ambas especies
alcanzaron las concentraciones maximas de FFC cerca de 1 hora posterior al tratamiento.

Los valores promedio de las variables farmacocinéticas calculadas para FFC se presentan en la tabla 1. En
conejos, el promedio de C,,x y AUC. de FFC fue mayor que en ovinos (p<0.05). También se obtuvieron
diferencias significativas al comparar ty,, entre las dos especies, donde se observaron valores mas altos en
ovinos que en conejos. Por su parte, los valores promedio de ty, mostraron una tendencia a ser mas elevados

€n ovinos que en conejos.
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12.0 1

10.0 +

Concentraciones FFC (pg/mL)

0.0 T T T
0 1 2 3 4

Tiempo (horas)

FIGURA 1.
Curvas de concentraciones plasmiticas en el tiempo de florfenicol (FFC) administrado

via IM en dosis de 20 mg/kg en ovinos (circulos negros) (n=>5) y conejos (circulos
blancos) (n=6). Cada punto representa el promedio + EEM. *: Significancia
p<0.05, diferencias significativas entre ambas especies a la misma hora de muestreo.

TABLA 1
Valores promedio (+ EEM) de los pardmetros farmacocinéticos de
FFC en conejos y ovinos tratados con 20 mg/kg de FFC via IM.

Parametro Ovinos | Coneias Valor de
PK ' 9% |p
Cmﬂx (ug 404+ |D65+
1 0.008*
1.25 0.73
ml )
1.60+ |1.08+
T .0 0.187
e 0.37 0.13

1 1.17+ |1.95+

Koy Jous  Joio |20
s L5 087
o 5 o e
B 02 o
AUC,,

1280+ |2442
(ugh-ml |5 ~g 117 0.001*

Y

Cada valor representa el promedio + EEM para ovinos (n=5) y conejos (n=6). Cn,: Concentracion
plasmadtica méxima; T tiempo en obtener Cpa Kab: constante de tasa de absorcidn; ty/2 . vida media
de absorcién; K : constante de tasa de distribucion; t_ : vida media de distribucién; AUC.: 4rea bajo la
curva concentragién—tiempo desde ceroalatiltima concezﬁltracién medida. *: Significancia p<0.05, diferencias
significativas entre ambas especies.

Concentraciones tisulares de FFC. Respecto a las concentraciones tisulares de FFC (pg/g), 4 horas
posterior a su administracién, estas fueron significativamente mayores (p<0.05) en conejos en comparacién
con los ovinos en todos los tejidos estudiados, a excepcién de rindn. Sin embargo, hubo una tendencia en

las concentraciones tisulares de FFC en rifién a ser mayores en conejos (7.85+1.45 ug g') en comparacién
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a las concentraciones observadas en ovinos (4.7440.55 pg g') (p=0.097) (Figura 2). En ambas especies, las
mayores concentraciones de FFC fueron encontradas en rindn

10.0 1
9.0 A
8.0 4
7.0 A
6.0 -
5.0 A

*
* *
4.0 - N
3.0 A
2.0 A
*
0.0 - T T T T T "

Rifion Higado Mdsculo Pulmén Bazo Cerebro
FIGURA 2

Promedios + EEM de concentraciones tisulares de florfenicol (FFC) a las 4 horas posterior
ala administraciéon IM en dosis de 20 mg/kg en ovinos (barras negras) (n=5) y conejos

Concentraciones FFC (pg/g)

(barras blancas) (n=6). *: Significancia p<0.05, diferencias significativas entre ambas especies

Anilisis farmacocinético de FFC-a. Se observaron concentraciones plasméticas de FFC-a
significativamente mayores en conejos respecto a los ovinos a las 1.5, 2, 3 y 4 horas posterior a la
administraciéon de FFC (p<0.01). Las curvas de concentraciones plasmdticas en el tiempo de FFC-a en ovinos
y conejos se observan en la figura 3. FFC-a alcanzé valores de Cy,ox y AUC., significativamente més altos en
conejos que en ovinos, (p<0.01) y (p<0.01), respectivamente, como se observa en la tabla 2. En conejos, los
valores calculados de proporcién de metabolito fueron significativamente més altos (12.70 + 3.07%) que los
observados en ovinos (3.99 + 0.87%) (p<0.05).

1.25 1

1.00 A

0.75

0.50

0.25

Concentraciones FFC-a (ng/mL)

0.00

Tiempo (horas)

FIGURA 3
Curvas de concentraciones plasmaticas en el tiempo de florfenicol-amina (FFC-a) en ovinos
(circulos negros) (n=5) y conejos (circulos blancos) (n=6) tratados con una dosis IM de
20 mg/kg florfenicol (FFC). Cada punto representa el promedio + EEM. *: Significancia
p<0.05, diferencias significativas entre ambas especies a la misma hora de muestreo.
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TABLA 2
Valores promedio (+ EEM) de los pardmetros farmacocinéticos de

FFC-a en conejos y ovinos tratados con 20 mg/kg de FFC por via IM.

Parametro Ovings
PE '
Cmax (ug 0.17+

mL'I) 0.01
220+

Tl’l’l.ﬂJ( (h:] USﬁ
1. 210+

Kma (h ) 0.83
0.69 +

tlﬂ Ina (h) 0.30

1 .12+

w055

349+
fina ™ 1.85
AUC,

D44+
(ughml g
1
)

Conejos Valor de
P
2 s
T on
525* 0.278
-
o
.
B
.
i
é:?;* 0.221
5

Cada valor representa el promedio + EEM para ovinos (n=5) y conejos (n=6). Cy,: Concentracién
plasmatica maxima; Ty, tiempo en obtener Ciax; Kma: Constante de aparicién de metabolito; ti/s am:

vida media de aparicién de metabolito; K : Constante de tasa de distribucién; ti, : vida media de

. . . . G . . . O . .
distribucién; AUC..: drea bajo la curva concentracidon-tiempo desde cero a la tltima concentracién medida.

*: Significancia p<0.05, diferencias significativas entre ambas especies.
Concentraciones tisulares de FFC-a. Las concentraciones tisulares de FFC-a fueron significativamente

mayores (p<0.05) en conejos en comparacién con los ovinos en todos los tejidos analizados. En ambas

especies, la mayor concentracién del metabolito fue observada en el rindn (Figura 4).
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FIGURA 4
Promedios + EEM de concentraciones tisulares de florfenicol amina (FFC-a) en ovinos (barras negras)

(n=5) y congjos (barras blancas) (n=6), a las 4 horas posterior a la administracién IM de florfenicol
(FFC) en dosis de 20 mg/kg. *: Significancia p<0.05, diferencias significativas entre ambas especies.
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DISCUSION

Este estudio compard las concentraciones plasmaticas y tisulares de FFC y su metabolito FFC-a entre ovinos
y conejos posterior a la administracién IM de FFC. Los resultados demuestran que existen diferencias
significativas entre estas especies en términos de la distribucién del firmaco y su metabolito en plasma y
tejidos, lo que indica diferencias de especie en los procesos farmacocinéticos. Se ha estudiado previamente
la farmacocinética de FFC y FFC-a posterior a la administracién IV de FFC en ovinos (10) y congjos (3).
Posterior ala inyeccién IV de una dosis de FFC de 20 mg/kg, las principales diferencias en la farmacocinética
observadas entre estas dos especies se relacionaron con la vida media de eliminacién y AUC,., — las que
fueron mas elevadas en ovinos que en conejos. Mds atn, el periodo de persistencia de las concentraciones
plasmaticas sobre el LOQ en ovinos fue de 48 horas, mientras que en conejos fue de 8 horas. Por otro lado,
el clearance plasmitico total (CL 7) fue mayor en conejos que en ovinos, indicando que FFC es eliminado
més ripidamente en los conejos que en los ovinos.

La farmacocinética de FFC posterior a la administraciéon IM de 20 mg/kg también ha sido estudiada por
Jianzhong et al (24) en ovinos. Estos autores reportaron valores mayores de AUC que los que observamos
en el presente estudio — los que pueden ser explicados por su periodo de muestreo mds largo (24 horas). Sin
embargo, Jianzhong et al (24) observaron una vida media de absorcién menor (0.27+0.03 horas) que los
valores reportados en este estudio.

En conejos, Koc et al (9) obtuvieron un AUC posterior a la administracién IM mayor que nuestros

resultados de AUC (39.10£10.12 ugh-mL™) — sin embargo, esto es esperado ya que utilizaron una dosis
mas alta de FFC (25 mg/kg PC). El-Aty et al (25) describieron valores de AUC para FFC (86.56+11.99
E,Lg-h.mL'l) que también son mayores que los que observamos en este estudio, posterior ala administracién IM
de una dosis de 30 mg/kg de FFC. Nuestros valores de Cy,.x de FFC fueron menores que los valores descritos
por El-Aty et al (21.65+2.57 ug/mL) (25), pero mayores que el C,,x descrito por Koc et al (8.65+2.19 pg/
mL) (9).

Como se muestra en la tabla 1, los valores significativamente mayores del promedio de C,, de FFC
observados en conejos son consistentes con los valores mayores de AUC,., para FFC en conejos en
comparacion con los ovinos, y son por lo tanto indicativos de una mayor biodisponibilidad del fArmaco en
congjos. En tanto el promedio de ty,, fue significativamente menor en conejos que en ovinos, indicando una
absorcién mas rapida en conejos.

Estas diferencias de absorcién pueden ser causadas por diferencias en el flujo sanguineo regional muscular
entre estas especies (9), o pueden deberse a diferencias en la solubilidad dependiente de pH que afecta la
absorcién del farmaco (26). Ademds, la diferencia en las concentraciones de las soluciones de FFC que
fueron administradas a los animales (solucién de FFC al 30% en ovinos y solucién de FFC al 6% en conejos)
podrian explicar el alto nivel de absorcién observado en conejos. La dilucién de FFC usada en conejos puede
haber influido en el proceso de absorcién del firmaco, y haber facilitado una mayor absorcién después de
la inyeccion IM. No obstante, la dilucién de FFC desde la formulacién original fue necesaria con el fin de
obtener un volumen de inyeccién apropiado y preciso en conejos (1 mL cada 3 kg PC).

Cabe destacar que la dilucién de FFC que fue administrada en conejos estuvo compuesta por los
tres mismos vehiculos que la formulacion original: (N-metil pirrolidona, propilenglicol y polietilenglicol).
Debido a que estos vehiculos estuvieron en la misma proporcion en la dilucién y en la formulacién original,
es probable que el proceso de liberacién del firmaco haya sido similar.

Las concentraciones tisulares de FFC (ug/g) fueron mas altas en conejos que en ovinos en todos los tejidos,
aunque en rifién esta tendencia no fue estadisticamente significativa. Esto puede deberse a un mayor nivel de
absorcién de FFC en conejos, y también debido a diferencias en la distribucién de FFC entre las dos especies.
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Concentraciones plasmaticas significativamente mas altas de FFC-a fueron observadas en conejos respecto
aovinos. Se encontraron marcadas diferencias en las curvas de concentracion plasmatica-tiempo entre ambas
especies, indicando un incremento més rapido de la aparicién de FFC-a en conejos. Ademis, los valores
promedio de C,,x y AUC. para FFC-a fueron significativamente mds elevados en conejos que en ovinos.
Estos resultados indican que FFC experimenta un mayor nivel de metabolismo en conejos en comparacién
con los ovinos, y esto puede explicar las concentraciones plasmaticas mas elevadas de FFC-a en esta especie.
Esto se demuestra también mediante el célculo de la proporcién de metabolito, que fue mayor en conejos
respecto a los ovinos.

Las concentraciones tisulares de FFC-a (ug/g) fueron significativamente mds altas en conejos que en
ovinos en todos los tejidos analizados. Esto puede estar relacionado con el mayor nivel de biotransformacion
observado de FFC, hacia su metabolito en conejos en comparacién con los ovinos. También cabe mencionar
que en el higado de ambas especies, las concentraciones de FFC-a fueron mayores que aquellas de FFC,
indicando que FFC es rapidamente metabolizado en el higado. De acuerdo a lo esperado, en ambas especies,
las mayores concentraciones de FFC y FFC-a se encontraron en tejido renal, ya que el rindn es el principal
6rgano de excrecién para la droga madre y el metabolito (4).

El mayor nivel de metabolismo de FFC en conejos en comparacién con los ovinos (medido a través de
las concentraciones plasmdticas y tisulares de FFC-a) es probablemente indicativo de diferencias de especie
en los sistemas enzimdticos que metabolizan firmacos, en particular el CYP450. Especificamente, podrian
existir diferencias en la cantidad de enzimas, o diferencias en sus actividades, y/o subtipos especie-especificos
de CYP450. Es sabido que existen diferencias en el sistema CYP450 entre distintas especies animales (13,16).
Respecto a subtipos especificos de CYP450, actividades del subtipo CYP3A han sido documentadas en
congjos y ovinos (2).

Investigaciones previas han estudiado las diferencias en actividades de enzimas metabolizadoras de
firmacos en preparaciones de higado en varias especies de produccién agricola (15,16). En el estudio
de Dalvi et al (15), se encontraron diferencias significativas entre ovinos y conejos en la cantidad de
CYP450 microsomal y en la actividad de benzfetamina N-desmetilasa — con valores mas altos en conejos.
Considerando lo reportado por Liu et al (2), que mostré que CYP3A estuvo involucrado en el metabolismo
de FFC en conejos, proponemos que las altas concentraciones de FFC-a observadas en esta especie son debido
aun mayor nivel de actividad en su sistema enzimatico microsomal hepatico.

Desde un punto de vista terapéutico, el mayor nivel de metabolismo de FFC en conejos se relaciona con
una menor persistencia de concentraciones plasmaticas antibacterianas utiles del firmaco. A pesar que se
observaron concentraciones plasmdticas mas elevadas de FFC en conejos respecto a los ovinos, el mayor
nivel de metabolismo en conejos podria resultar en concentraciones plasmaticas terapéuticas de FFC menos
persistentes, o que disminuyan mas répidamente.

Si tomamos en consideracién un valor de concentracién minima inhibitoria (CMI) para FFC de 1 pg/
mL, como ha sido descrito para patdgenos de ovinos (27), es posible observar que las concentraciones
antibacterianas ttiles de FFC persisten sobre este valor por un mayor tiempo en ovinos (aproximadamente
11 horas) que en conejos (aproximadamente 4 horas) — de acuerdo a los valores descritos por Jianzhong et
al (24) y Park et al (1), respectivamente. Asimismo, después de la administracién IV de FFC, Park et al (1)
reportaron una menor duracién de niveles plasmaticos de FFC en conejos, lo que se evidencié por una menor
vida media de eliminacién (0.90 + 0.20 horas), que la descrita en ovinos (18.83 + 6.76 horas) (24).

Se han descrito valores de CMI de FFC para los principales patégenos en ovinos. Berge et al (27)
describieron valores de CMI para M. haemolytica y para P. multocida que oscilaron entre 0.25 y 1 pug/mL
(valores minimos y méximos de CMI), desde aislados bacterianos obtenidos desde ovinos con enfermedad del
tracto respiratorio. En el presente estudio, las concentraciones plasmaticas de FFC en ovinos estuvieron por
encima de estos valores de CMI durante las 4 horas en que fueron medidas las concentraciones plasmaticas
(las concentraciones de FFC oscilaron entre 1.5 y 4.5 pg/mL). Por lo tanto, las concentraciones de FFC
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fueron 4 veces mds altas que los valores maximos de CMI descritos para patdgenos de ovinos. En conejos,
Koc et al (9) han sugerido utilizar una CMI de 2 pg/mL como valor de referencia.

Aun no han sido reportados los valores de CMI desde aislados de los principales patdgenos en conejos,
pero en estudios de otras especies, una concentracién de 2 ug/mL de FFC ha demostrado alta eficacia contra
la mayoria de los patégenos (24). En nuestro estudio, las concentraciones plasméticas de FFC estuvieron 4
veces por sobre este nivel durante las 4 horas de monitoreo de muestras.

Respecto a las concentraciones de FFC observadas en tejido pulmonar; en ovinos estas concentraciones
(0.66+0.27 pg/mL) fueron mayores que los valores de CMIsg para M. haemolytica'y P. multocida de 0.5 y
0.25 pg/mL, respectivamente. En conejos, las concentraciones tisulares de pulmén (3.79+0.75 ug/g) fueron
mayores que el valor de CMI de FFC de 2 ug/mL. Estos resultados representan una importante contribucion
ainformacion existente acerca de la eficacia terapéutica de FFC parael tratamiento de enfermedades causadas
por patégenos respiratorios en ovinos y conejos, especialmente ya que los principales pat(')genos en ovinos
como P. multocida también estdn presentes en conejos (28). Sin embargo, son necesarios futuros estudios para
establecer la eficacia terapéutica de FFC en conejos, particularmente considerando el fenémeno de ingestion
de cecotrofo que puede causar la recirculacién de fArmacos en esta especie (13,29).

Los resultados del presente estudio muestran que el metabolismo de FFC en conejos es més alto que en
ovinos, lo que se evidencia por mayores valores de Cpux, Tinax Yy AUCq.4 de FFC-a que fueron obtenidos en
congjos. La eliminacién de este firmaco puede que también sea més rdpida en conejos (1, 3, 10), de manera
que se esperaria que las concentraciones plasmaticas de FFC decrecieran bajo los valores de CMI en més corto
tiempo que en ovinos. Estos resultados demuestran que es importante considerar las diferencias de especie
en la farmacocinética de fairmacos al establecer esquemas terapéuticos de administraciéon de firmacos para
una especie animal determinada.

En conclusién, en este estudio se observaron diferencias significativas en la farmacocinética y
concentraciones tisulares de FFC y su metabolito FFC-a entre conejos y ovinos. Esta informacién deberia
ser considerada cuando se establezcan las dosis y frecuencia de administracion de este antibidtico en animales
monogastricos (conejos) y rumiantes (ovinos). Estos resultados sugieren que puede ser necesaria una tasa de
administracién de FFC mas frecuente en conejos debido a sus caracteristicas farmacocinéticas.
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