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Introduccion

Los antibacterianos son, entre las sustancias descubiertas por el hombre,
probablemente las que mas han aportado al bienestar de la salud de la humanidad y de
los animales. A pesar de ello, la utilizaciéon de los antibioticos no estd exenta de
problemas (toxicidad, hipersensibilidad, etc.). Asi, los antibidticos se encuentran entre
las posibles causas que pueden originar la presencia de residuos en los productos
alimenticios, ademés de la gran problematica destacada en los ultimos afios y
relacionada con su pérdida de eficacia, debido a la emergencia de bacterias patdogenas

resistentes a los antibacterianos de uso clinico.

El uso de antibidticos en produccion animal ha tenido histéricamente un enfoque
doble; por un lado su empleo terapéutico y por otro su empleo como promotor del
crecimiento. Los antibacterianos promotores del crecimiento son un grupo reducido y
muy concreto de moléculas que se han empleado desde hace més de 30 afos en
produccion animal con el objetivo fundamental de mejorar el crecimiento. Inicialmente
no se plantearon restricciones para el uso de antibacterianos promotores de crecimiento
y por tanto cualquier antibacteriano que pudiera suministrarse con el pienso podia
emplearse como promotor de crecimiento. Sin embargo, el progresivo aumento en el
uso de antibioticos, tanto en medicina humana como en veterinaria y agricultura, fue
dando lugar a la seleccion de bacterias resistentes y por lo tanto la utilidad clinica de
algunos de ellos comenzé a disminuir. Aunque este problema se detecté en el ambito
humano, los antimicrobianos no so6lo se utilizan en personas, y por ello se empezo6 a
cuestionar si su uso en animales y en la agricultura podia ser responsable de esta
situacion, discutiéndose especialmente el papel de los antimicrobianos empleados como

promotores del crecimiento.

En 1969 en el Reino Unido, el informe Swann recomendd que para paliar en parte
estos problemas, se diferenciaran claramente los antibacterianos en funcién de su uso en
medicina humana, medicina animal y promocion del crecimiento y que para este tltimo
fin no se utilizaran los antibacterianos empleados en personas. Por tanto, en este
informe se recomendd por ejemplo, que se prohibiera el uso de penicilinas y
tetraciclinas como promotores de crecimiento. Como consecuencia de toda esta
problemadtica el Reglamento CE 1831/2003 del 22 Septiembre sobre los aditivos en la
alimentacion animal prohibe el uso de medicamentos veterinarios como aditivos en el

pienso (excepto coccidiostaticos e histomonostatos).
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Diversos organismos nacionales e internacionales han elaborado informes al respecto
(OMS, OIE, EMEA, etc.). Todos ellos coinciden en sus conclusiones en tres

recomendaciones principales:

e Es imprescindible instaurar sistemas de vigilancia de resistencias en bacterias de

origen humano y animal.

e Es indispensable disponer también de datos del consumo de antibacterianos en

produccién animal.

e Hay que potenciar la difusion y la aplicacién de los principios de uso prudente

de antibioéticos.

Por otro lado, se ha de considerar que para la seleccion de un tratamiento
antibacteriano Optimo es preciso considerar simultineamente una serie de principios
relacionados tanto con las caracteristicas microbioldgicas como con las propiedades
farmacocinéticas de los agentes antibacterianos disponibles. Los criterios
microbioldgicos informan sobre la mayor o menor sensibilidad del germen responsable
de la infeccion a tratar, mientras que los parametros farmacocinéticos proporcionan
informacion sobre la potencial capacidad de acceso y permanencia del fairmaco en los

espacios corporales infectados.

La consideracién de estos factores llevan, en la practica clinica, al tratamiento
individualizado mediante el uso de unos parametros que se llaman indices de eficacia
(Schentag y cols., 1992). Estos indices, basados en los pardmetros microbioldgicos y
farmacocinéticos, proporcionan informacion sobre la eficacia potencial de un

determinado tratamiento.

El objetivo de la individualizacidén posolégica, es disefiar el régimen de dosificacion
que proporcione las concentraciones plasmaticas efectivas. Estas concentraciones
dependen tanto de las caracteristicas del paciente como del tipo de patdogeno causante de
la infeccion. Hay que destacar que en una patologia infecciosa la respuesta al
tratamiento es el resultado de la interaccidn bacteria-paciente-farmaco por lo que
ademas de la wvariabilidad farmacocinética hay que considerar la variabilidad

farmacodindmica.
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Como consecuencia, de la combinacion de estos diferentes conceptos, surgio el
analisis farmacocinético-farmacodindmico (pK-pD), con el objetivo de determinar la
dosis Optima que permite la maxima eficacia y al mismo tiempo minimiza el desarrollo

de las resistencias.

Para evaluar estas relaciones, es imprescindible conocer la actividad antibacteriana
frente a los diferentes patdgenos, es decir, la sensibilidad de la bacteria respecto al

antibacteriano.

Entre los parametros microbioldgicos a considerar cabe citar los siguientes:

- Concentracién minima inhibitoria (CMI): es la concentracion minima del
antibacteriano necesario para impedir el crecimiento de los microorganismos
después de 18-24 horas de incubacion con la inoculacién de microorganismos de 10*
a 10° UFC (Reese y Douglas, 1987). Es una medida bacteriostatica que se refiere a
la inhibicion del desarrollo de la bacteria y se expresa como una concentracion (pg,
UL, pmol/ml). Dependiendo del grado de inhibicion del crecimiento de
microorganismos se obtendrd la CMlIsy, CMlI7s, CMlgy o CMlI g0, segin si la

inhibicion es del 50, 75, 90 0100% (Damaso, 1990).

- Concentracion minima bactericida (CMB): es la concentracion minima del
antibacteriano que causa la destruccion completa del microorganismo o que permite
la supervivencia de < 0.1% de la inoculacion inicial en condiciones experimentales

estandares (Reese y Douglas, 1987).

Los antibioticos bactericidas tienen valores similares de CMI y de CMB como en el

caso de B-lactamicos y fluoroquinolonas (Chow y cols., 1985).

Cada antibiotico tiene un valor critico de CMI o CMB que permite clasificar las cepas
como sensibles o resistentes a partir de la base de si el valor obtenido es mayor o menor
que el valor critico. Este valor es dificil de determinar y se calcula a partir de la eficacia
del antibidtico en infecciones causadas por el patogeno en cuestion. Ademads, la
respuesta del paciente depende de diferentes factores y eso dificulta la determinacion de

este valor critico.
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Otro factor inherente que limita el uso de estos parametros como indicadores del
potencial de un determinado tratamiento antibacteriano, es que estas determinaciones se
realizan bajo condiciones experimentales de inoculacién menores a las implicados en
una infeccion real y con microorganismos en fase de rapido crecimiento, mientras que

in vivo las condiciones son diferentes.

- Relacion bactericida: esta relacion se calcula a partir de la curva que relaciona el n°
de bacterias supervivientes respecto al tiempo. Hay dos tipos de cinéticas
bactericidas, la cinética concentracion-dependiente, en la que el aumento de la
concentracion antibacterial aumenta la relacion bactericida y la cinética
concentracion-independiente, en que la relacion bactericida se mantiene constante
por debajo de un valor determinado, independientemente de la concentracion del

antibiotico.

- Efecto postantibidtico (EPA): es la persistencia de la inhibicion del crecimiento
bacteriano después de la exposicion de la bacteria al antibidtico cuando éste ya no es
detectable (Spivey, 1992). Este efecto se observa en todos los antibidticos, aunque
no todos provocan este efecto en todos los microorganismos. Los antibidticos que
inhiben la sintesis de proteinas, DNA y RNA (aminoglucosidas, tetraciclinas,
quinolonas, metronidazole, chloranfenicol, trimetoprim) presentan un efecto
postantibiotico frente a la mayoria de bacterias. Los antibidticos que inhiben la
sintesis de la membrana celular (B-lactdmicos, glicopeptides) provocan un moderado
efecto postantibiotico en estafilococos, un bajo efecto postantibidtico en

estreptococos y un minimo efecto postantibidtico en bacterias gram-negativas.

La duracion de este efecto varia de un farmaco a otro y es dependiente de la cepa de
microorganismos. El efecto postantibidtico no se puede predecir con la CMI y CMB y

se tiene que determinar en cada caso por modelos in vivo e in vitro.

El éxito de la terapia antimicrobiana no depende solamente de la actividad
antibacteriana del farmaco. El perfil cinético tiene una gran importancia, decisiva en la
respuesta final de un tratamiento, de ello depende la concentracion en el lugar de la
infeccion. Por esta razon, se considera que algunos pardmetros farmacocinéticos dan
informacion para conocer la intensidad del contacto antibidtico-bacteria. Para valorar

cuantitativamente la eficacia de los tratamientos de diferentes farmacos se tienen que
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calcular diferentes indices de la relacion entre algunos pardmetros microbioldgicos y
algunos parametros farmacocinéticos. Estos indices permiten fijar la pauta posoldgica

mas adecuada. De estos pardmetros los méas importantes son:

» AUC).24n/CMI: Relacion del area bajo la curva concentracion-tiempo y la
concentracion minima inhibitoria.

» Chax/CMI: Relacion de la concentracion plasmatica maxima y la concentracion
minima inhibitoria.

» T>CMI: Intervalo posoldgico durante el cual los niveles plasmaticos estan

superiores al valor de la CMI.

De acuerdo con el tipo de antibiotico, hay parametros que indican mejor la eficacia de
un farmaco que otros. Asi, para los antibidticos concentracion-dependientes, el
parametro mas adecuado es Cpa/CMI, en cambio para los antibidticos tiempo-
dependiente es T>CMI y AUC;.24//CMI en el caso de los antibidticos de tiempo

dependiente con efecto prolongado.

En el caso de las tetraciclinas, se consideran antibacterianos del grupo tiempo
dependiente con un largo EPA (Craig, 2003), asi que el pardmetro que mejor determina

su eficacia es AUCq.o4n /CMI.

Por otro lado, a lo largo de los afios se ha asistido a la evolucion de la problematica
relacionada con la aparicion de reacciones adversas en humanos, ocasionadas por la
presencia de contaminantes en los alimentos. Los medicamentos utilizados en los
animales productores de alimentos pueden llegar a los consumidores a través de la

cadena alimentaria y tener consecuencias negativas para la salud publica.

Con el objetivo de evaluar este riesgo y preservar la salud humana, se activaron
programas para el control del riesgo de los diferentes contaminentes ambientales y
progresivamente se fueron analizando sustancias utilizadas en el tratamiento de
patologias animales que mediante la cadena alimentaria podian acceder al intestino

humano.

A finales de 1981, la CEE present6 las primeras Directivas en relacion a los
medicamentos de uso veterinario y en 1990, aparecié en Europa la primera Directiva

que fija los criterios para establecer los limites maximos de residuos aceptables para
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cada molécula y sus metabolitos, susceptibles de ser utilizada en terapéutica animal, sin
riesgo para la salud del consumidor. La evaluacion de la seguridad de los aditivos y
contaminantes de los alimentos se ha basado en la determinacion de un nivel sin efecto
para cada sustancia y el establecimiento de factores de seguridad que permiten fijar una
cantidad de sustancia activa que al ser ingerida diariamente por el hombre no significa

ningln riesgo para su salud.
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I. 1. TETRACICLINAS
1.1.1. Origen

El origen de este grupo de antibidticos se remonta a las investigaciones llevadas a
cabo por el profesor Duggar de la Universidad de Wisconsin, en colaboracion con los
Laboratorios Lederle de Pearl River. Con el fin de hallar un compuesto mas seguro que
la estreptomicina para el tratamiento de la tuberculosis, el profesor Duggar analiz6 una
gran variedad de muestras de suelos procedentes de distintas partes del mundo. Asi, en
el verano de 1945, Duggar aisl6 un actinomiceto dorado con actividad antibacteriana, al
que nombré Streptomyces aureofaciens. El antibiotico aislado de este microorganismo
recibio el nombre de aureomicina y pudo observarse que se trataba de un compuesto con
un amplio espectro de actividad. En 1948 empezd la produccion a gran escala de este
compuesto. Sin embargo, hasta 1952 no pudo establecerse su estructura quimica y la

aureomicina recibi6 el nombre de clortetraciclina (CTC).

En 1950, tras el andlisis de gran cantidad de muestras de suelos, se aisl6 a partir de
Streptomices rimosus la oxitetraciclina (OTC) con caracteristicas y propiedades
similares a la clortetraciclina. En 1953, mediante la eliminacion del atomo de cloro de la
clortetraciclina se obtuvo la tetraciclina (TC) (Sneader, 1996). La demeclociclina

(DMC) fue aislada en 1957 de una cepa mutante de Streptomices aureofaciens.

Entre los afios 1960-1966 se realizaron modificaciones quimicas de las moléculas
naturales, obteniendo generalmente antibidticos semisintéticos con una mayor
liposolubilidad relativa (Metaciclina en 1961; Doxiciclina en 1963 y Minocilina en
1964). Estas modificaciones mejoraron las caracteristicas farmacocinéticas y la eficacia
de este grupo de antibidticos y cambiaron el perfil y algunos aspectos toxicoldgicos de

este grupo de antibioticos.

1.1.2. Estructura y caracteristicas fisicoquimicas.

Las tetraciclinas son sustancias cristalinas ligeramente amarillas, sin olor y levemente
amargas; son anfoteras ya que en solucion acuosa forman sales tanto con acidos como
con bases. Son estables en forma de polvo pero no en solucidon acuosa, siendo
particularmente inestables a pH superiores a 7.0. Se destruyen con soluciones acidas de

pH inferiores a 2.
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En pH acido se disuelven poco, pero pueden combinarse con sodio o clorhidrato, lo
que las hace mas solubles. En solucion acuosa neutra, la CTC pierde la mayor parte de
su actividad en un dia; la OTC en tres o cuatro dias y la TC en unas tres semanas.

Tal como su nombre genérico indica, se trata de un grupo de antibioticos de estructura
tetraciclica (Fig. 1). Los requerimientos minimos que una tetraciclina necesita para
llevar a cabo su actividad bioldgica coinciden con su estructura basica, es decir, el

nucleo policiclico de naftacenocarboxamida.

Existen dos regiones diferenciadas en la molécula que contienen distintos grupos

funcionales.

Figura 1. Formulas estructurales de las tetraciclinas (Prescott y Baggot, 2000).

CONH;
Tetraciclinas R R, R, R; R4
Clortetraciclina  N(CHa)» H CHs H Cl
Oxitetraciclina  N(CHs3); OH CHgs OH H
Tetraciclina N(CHs3)2 H CHs H H
Demeclociclina  N(CHs), H H OH Cl
Minociclina N(CH3); H H H N(CHs3)2
Doxiciclina N(CHs). OH CHjs H H
Metacicilina N(CHs)2 OH =CHs; - H

Las tetraciclinas poseen en la parte inferior de la molécula una serie de grupos
funcionales de oxigeno (Nelson, 1998). La mayoria de las modificaciones sintéticas a lo

largo de esta region implican una pérdida de la actividad bioldgica. Sin embargo, las

10
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modificaciones sintéticas realizadas en la region superior de la molécula dan lugar a
nuevos compuestos con una mayor actividad bioldgica y en algunos casos con
capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias resistentes a otras tetraciclinas.
Ademas, la alteracion de los grupos funcionales de esta region puede inducir cambios en
el tamafio, forma, carga, densidad electronica y polaridad. Dichas modificaciones
estructurales conducen a cambios en la solubilidad, lipofilia e incluso en la afinidad con
sus moléculas diana. Sin embargo, las tetraciclinas con actividad antibacteriana, en

general, s6lo difieren entre ellas por sus caracteristicas farmacocinéticas.

La oxitetraciclina es la (4S, 4aR, 5S, 5aR, 6S, 12aS)-4-dimetilamino-3,5,6,10,12,
12a-hexahidroxi -6 —metil - 1, 11 - dioxo- 1, 4, 4a,5,5a,6,11,12,12a-octahidronaftaceno-
2-carboxamida, sustancia producida por el crecimiento de ciertas cepas de Streptomyces

rimosus u obtenida por cualesquiera otros medios (Fig. 2).

Figura 2. Estructura quimica de la oxitetraciclina (Farmacopea Espafiola 1997).

o A A l A _C—NH;

C22H24N209

La OTC es un polvo cristalino amarillo, muy poco soluble en agua, se disuelve en

disoluciones diluidas de acidos o bases.

1.1.3. Mecanismo de accion

Las tetraciclinas son antibidticos de accion bacteriostatica. Esta accion se halla
asociada a una inhibicion de la sintesis proteica bacteriana en el proceso de
reproduccion y crecimiento celular, al ligarse al ribosoma bacteriano 30S (Connamacher
y Mandel, 1965) y evitar la llegada del complejo aminoacil RNAt al sitio aceptor (A) en

el complejo RNAm-ribosoma (Fig. 3). Esta union irreversible impide de forma eficaz la

11
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incorporacién de los aminoacidos que constituyen la cadena peptidica, inhibiendo de

esta forma la sintesis de proteinas (Schnappinger y Hillen, 1996).

sitio
transferasas

Figura 3. Inhibicion de la sintesis proteinica

bacteriana por parte de las tetraciclinas

Gram -

L
/ = = = = e o o Tetraciclinas

porinas

Para que los antibidticos lleguen a los ribosomas se necesitan como minimo dos
procesos. El primero es la difusion pasiva a través de los canales hidréfilos formados
por las proteinas porinas de la membrana externa del germen patégeno. La minociclina
y tal vez la doxiciclina son mas lipofilas que los otros congéneres y atraviesan la bicapa
lipidica directamente. El segundo proceso implica un sistema de transporte activo con
gasto de energia, que bombea todas las tetraciclinas a través de la membrana
citoplasmatica interna, este transporte puede requerir un portador periplasmatico

proteico.

La sintesis de proteinas se inhibe de forma inmediata y total tras el tratamiento de los
organismos sensibles con tetraciclinas (Gale y Folkers, 1953; Hash y cols., 1964). La
cantidad unida a la subunidad ribosémica 30S es mayor que la cantidad unida a la
subunidad 50S (Day, 1966; Maxwell, 1968). Se han hecho estudios usando técnicas de
fluorescencia para identificar cudl de estas interacciones es la mas significativa para la
accion de las tetraciclinas, estimando el nimero de lugares de union disponibles en los
ribosomas de E.coli (Fey y cols., 1973). Los resultados indican que una molécula se une
en una interaccion fuerte con cada subunidad 50S y tres moléculas se unen a la
subunidad 30S. Se ha sugerido que la union fuerte no es la interaccion inhibitoria, sino
que la union débil a la subunidad 30S es la union que conduce al efecto antibacteriano.

Las tetraciclinas no inhiben la union del cloranfenicol (Vazquez, 1964) o de la

lincomicina (Weisblum y Davies, 1968) a los ribosomas, firmacos que es conocido que

12
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se unen a la subunidad 50S del ribosoma, elemento que sugiere que las tetraciclinas se
unen a la subunidad 30S.

La union estd limitada por la presencia de iones magnesio, viéndose reducida a
concentraciones bajas de éste (Bodley y Zieve, 1969), lo cual indica que en esta union

se utiliza magnesio.

1.1.4. Actividad antibacteriana.

Las tetraciclinas tienen un espectro antimicrobiano muy amplio, que incluye gran parte
de bacterias Gram positivas y Gram negativas. También son efectivas contra algunos
microorganismos resistentes a agentes que ejercen sus efectos sobre la pared de la célula
bacteriana, como Rickettsia, Mycoplasma, Chlamydia y algunos protozoos (Baxter y
McKellar, 1995). In vitro, la principal accion de estos farmacos es bacteriostatica,

actuando sobre microorganismos en multiplicacion.

En general, las bacterias Gram positivas responden a menores concentraciones de
tetraciclinas que las bacterias Gram negativas (Kapusnik-uner y cols., 1996), sin
embargo, este grupo de fAirmacos rara vez esta indicado en infecciones causadas por
bacterias Gram positivas debido a las resistencias que se han desarrollado y a que

actualmente se dispone de opciones mas selectivas para estos microorganismos.

Las tetraciclinas inhiben a Neisseria gonorrhoeae y a muchas cepas de Neisseria
meningitidis (CMIg= 1 a 2 ug/ml), pero se ha observado que se desarrollan rapidamente
resistencias si se usa una tetraciclina como Unico tratamiento frente a infecciones como
la gonorrea (Knapp y cols., 1987). Casi todas las cepas de enterococos son resistentes a
la tetraciclina; los estreptococos del grupo B muestran sensibilidad en el 50% de los
casos y solo el 65% de Staphylococus aureus siguen sensibles (Standiford, 1995). Como
el cloranfenicol, todas las tetraciclinas son muy efectivas contra Rickettsia, responsable

de la fiebre de las “Montaiias Rocosas” o el tifus murino.

En relacion con el grupo Bacteroides fragilis, las tetraciclinas son mucho menos
activas que el cloranfenicol, la clindamicina, o ciertos antibioticos betalactamicos, por
lo que estos agentes han remplazado a las tetraciclinas en el tratamiento de la mayoria

de las infecciones anaerobias (Sanford y cols., 1989).

13
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Las normas del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),
seflalan que los microoganismos son considerados sensibles si la CMI de las
tetraciclinas es igual o inferior a 1 pg/ml, medianamente sensibles si la CMI esta
comprendida entre 2 y 8 pg/ml, y resistentes si la CMI es superior a 8 ug/ml (tabla 1).
Teniendo en cuenta este criterio, muchas especies de Micoplasma son sensibles, si bien
algunas cepas de M. hyopneumoniae y de M. bovis han desarrollado resistencias
(Prescott y Baggot, 2000). Las infecciones causadas por bacilos (Brucelosis, Tularemia,

Actinomicosis) son particularmente sensibles a estos farmacos.

Globalmente, puede considerarse que el espectro de actividad de las tetraciclinas
incluye gran cantidad de bacterias como Neisseria, Listeria, Shigella spp, aunque se
trata de microorganismos poco frecuentes. Ademas, las tetraciclinas en concentraciones
elevadas presentan actividad antibidtica frente a los protozoos Balantidium coli,

Entamoeba histolytica, Dientamoeba fragilis y Plasmidium falciparum.

14
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Tabla 1. Actividad antibacteriana in vitro de las tetraciclinas (Prescott y Baggot, 2000)

Microorganismo ClIMsg ClMg,
Aerobias arampositivas
A. pyogenes 25 64
B.anthracis 0.12 4
C. pseudotuberculosis <0.25 <0.25
C. renal 3.1 4
E. rhusiopathiae 0.2 0.25
L. monocytogenes 0.25 1.0
R. equi 2.0 4
S. aureus 03 >64
S. agalactiae 0.25
S. dysgalactiae 4.0 >32
S. uberis 0.5 0.5
Estreptococos de grupo 1.0 2.0
Anaerobias gram positivas
Actinomyces spp 0.5 1.0
C. perfringens 0.1 32
Clostridium spp 0.1 8
Anaerobias gramnegativas
Actinobacillus spp <0.25 <0.25
A. pleuropneumoniae 0.8 >16
B. Bronchiseptica 1.6 >16
B. canis 0.09 0.25
C. jejuni 0.12 >64
E.coli 4.0 >64
H. equigenitalis <0.2 0.4
H. somnus 1.6 2
K. pneumoniae 2.0 >16
T. hyodysenteriae 04 50
Leptospira spp 1.0 4.0
| M. bovis 0.64
P. multocida
Bovino 0.5 >128
Porcino 0.4 0.4
P. haemolyticica 1.0 >128
Proteus sp >16 >16
Pseudomonas >16 >16
S. typhimurium >16 >16
Anaerobia gramnegativas
B. fragilis 12.5 25
D. nodosus 0.12
B. asaccharolyticus 1.0 2.0
Micoplasmas
M. bovis 0.4
M. bovirhinis 6.2 12.5
M. canis 12.5
M. hyopneumoniae 0.16 0.8
M. hyorhinis 04 0.8
M. hyosynoviae 33
M. ovipneumoniae 0.45
Ureaplasma spp 0.06
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1.1.5. Resistencia bacteriana

Como consecuencia del amplio uso que se ha hecho de estos antibidticos, se presentan
con cierta frecuencia bacterias resistentes a las tetraciclinas. Tal como se ha descrito, la
penetracion de las tetraciclinas en el citoplasma bacteriano se realiza mediante difusion
pasiva a través de los poros de la pared bacteriana y posteriormente por mecanismos de
transporte activo. Precisamente, la alteracion del sistema de transporte activo provoca
una disminucidon en la captacidon de las tetraciclinas por los microorganismos. Esta

resistencia parece estar mediada por plasmidos y es inducible.

Se han descrito resistencias cruzadas entre los diferentes antibidticos de la familia, si
bien es menor para la doxiciclina y la minociclina, gracias a que su mayor lipofilia les

permite penetrar en el interior de la bacteria sin necesidad de transporte activo.

Asimismo, se han descrito otros mecanismos de resistencia como el acceso menor de
las tetraciclinas al ribosoma debido a la presencia de proteinas que los protegen y por
ultimo la sintesis de enzimas inactivadoras de las tetraciclinas (Speer y cols., 1992;

Schnappinger y Hillen, 1996). En general, estas resistencias son de aparicion lenta.

Muchas cepas de estafilococos y estreptococos e incluso neumococos, son resistentes.
Las pseudomonas y enterobacterias son resistentes. Los gonococos y neumococos que
son resistentes a la penicilina suelen serlo también a las tetraciclinas (Doern y cols.,

1998).

Muchas especies de micoplasmas son sensibles, aunque se ha observado que algunas
cepas de M. hyopneumoniae y de M. bovis han desarrollado resistencia (Prescott y
Baggot, 2000).

1.1.6. Farmacocinética

Como norma general, cuanto mayor es la liposolubilidad relativa de una tetraciclina,
mayor es su tasa y velocidad de absorcion, su union a proteinas plasmaticas y mas lenta

su biotransformacién, y como consecuencia mas prolongada su semivida bioldgica.

Las tetraciclinas se pueden clasificar en tres subgrupos segun su liposolubilidad:
- Hidrosolubles: clortetraciclina (CTC), oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC) y

limeciclina presentan una absorcion oral incompleta.
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- Intermedias: demeclociclina y metaciclina presentan absorcion no total.

- Liposolubles: doxiciclina y minociclina presentan absorcion completa.

1.1.6.1. Absorcion

Las tetraciclinas se absorben en el estomago y en la primera parte del intestino
delgado, siendo ésta mayor y mds completa en estado de ayuno. Las tetraciclinas mas
hidrosolubles presentan una absorcion relativamente lenta (T 2 @ 4h) e incompleta
(biodisponibilidad del 40 al 85%). La doxiciclina y la minociclina tienen una absorcion
mas rapida (Tmax 0.5 a 1h) y completa (mayor del 95%), afectandose apenas su

biodisponibilidad en presencia de alimentos (Steigbiegel y cols., 1968).

La absorcion de las tetraciclinas disminuye por la ingestion simultanea de productos
lacteos; geles de hidroxidos de aluminio, sales de calcio, magnesio, hierro o zinc
(Ericsson y cols., 1982) y por la formaciéon de complejos de cationes divalentes y

trivalentes presentes en el medio (Aronson, 1980).

La quelacion del cation por parte del antibidtico provoca la alteracion de la estructura
quimica, reduciéndose la absorcion hasta niveles minimos. Esta interaccion parece

afectar con menor intensidad las tetraciclinas de accioén prolongada.

Es adecuada la inyeccion intramuscular para la oxitetraciclina y la tetraciclina, pero no
para la clortetraciclina, ya que es ligeramente irritante y se absorbe poco e

irregularmente desde el lugar de inyeccion.

Por via intramuscular (i.m.), la oxitetraciclina y la tetraciclina se absorben bastante
bien y se detectan en plasma a los 15 min, alcanzando su valor méximo en una hora. Se
mantiene en margenes terapéuticos durante 12 horas, declinando posteriormente hasta
ser indetectables 24 horas después de la inyeccion. No obstante, esta via de
administracion estd muy influida por el vehiculo y la formulacién utilizada. Las
distintas formulaciones dan lugar a velocidades de absorcion distintas y por tanto a
comportamientos farmacocinéticos muy variables (Davey y cols., 1985; Fourtillan y

cols., 1989; Escudero y cols., 1994).

Tras la administracion por via intravenosa (i.v.), las tetraciclinas permanecen en

sangre bastante mas tiempo que otros antibioticos. Su dosis terapéutica permite valores
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adecuados en plasma durante las 24 horas posteriores a su administracion (Sumano

Lopez y Ocampo Camberos, 1999).

Cuando las tetraciclinas son administradas por via vaginal a vacas, se observa una
absorcion desde el utero significativamente alta que depende de diversos factores. Asi,
en el periodo posparto, la absorcion es considerablemente mas baja que después de la
involucidon completa del utero. También disminuye significativamente en el caso de la
existencia de endometritis. Esta baja absorcion facilita la presencia de altas

concentraciones en la cavidad uterina y en el endometrio (Roncada y cols., 2000).

La oxitetraciclina, como casi todas las tetraciclinas, se absorbe en el estdmago y la
porcion inicial del intestino delgado, alcanzando una biodisponibilidad superior al 70%.
La absorcion de la oxitetraciclina disminuye cuando en el estdbmago existen alimentos

(sobre todo cuando se trata de leche y sus derivados).

Normalmente la concentraciéon plasmatica maxima (Cpax), tras una administracion

oral, se alcanza entre 1 y 3 horas.

En un estudio realizado en cerdos, a los que se administré 20 mg/kg de oxitetraciclina
por via i.m. se pudo observar que las concentraciones plasmaticas alcanzaron valores de
6.7+ 3.4 pg/ml a los 90 min de la inyeccion. En el mismo estudio, otro grupo de cerdos
fue tratado con pienso dosificado con oxitetraciclina pura (0.55 mg/kg). En este grupo la
concentracion plasmatica observada fue de 0.5 pg/ml a las 48 h y disminuy¢ hasta 0.25

ng/ml al final del estudio (96 h) (Hall y cols., 1989).

Estudios realizados en cabras y ovejas (Escudero y cols., 1996), compararon los
parametros farmacocinéticos tras la administracion i.m. de oxitetraciclina a una dosis
de 20 mg/kg, y se encontrd que las concentraciones plasmaticas en cabras y ovejas eran
similares, del orden de 3.4 pg/ml. Sin embargo, los tiempos en que se alcanzaban estas

concentraciones variaban de una especie a otra.

En un estudio realizado en perros sanos y otros afectados con Ehrlichia canis, a los
que se administré una dosis de 20 mg/kg por via i.m. de OTC de larga accion, se
observo que la Cn, fue significativamente més baja en animales enfermos que en

animales sanos y el Tp,x era mas corto en los animales enfermos, observandose asi que
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la velocidad de absorcién era mas lenta en los animales sanos que en los animales

enfermos (Kikuvi y cols., 2001).

1.1.6.2. Distribucidén

Debido a las caracteristicas ya descritas, las tetraciclinas se distribuyen de forma
rapida y difunden bien por todos los tejidos y liquidos corporales. Se unen a las
proteinas plasmaticas en un grado variable, asi la doxiciclina se une a proteinas entre un
80 y un 95%, la demeclociclina entre el 65 y 90%, la metaciclina alrededor de un 80%,
la minociclina alrededor de un 75%; la tetraciclina en un 65% y la oxitetraciclina entre

el 20y el 40% (Merle y cols., 1991).

Las tetraciclinas se concentran en el higado y se excretan por la bilis, alcanzandose en
ésta concentraciones de 5 a 10 veces mayores que las plasmaticas para la
clortetraciclina, la oxitetraciclina y la tetraciclina, mientras que para la demeclociclina,
la doxiciclina y la minociclina las concentraciones biliares son entre 10 y 30 veces
superiores a las observadas en plasma. Tras la excrecion biliar, las tetraciclinas sufren
procesos de reabsorcion mds o menos intensos, sufriendo recirculacion enterohepatica

(Barrigon y cols., 1993).

Debido a su capacidad de formar quelatos, las tetraciclinas tienen tendencia a
depositarse en huesos y dientes, siendo tanto mas evidente este efecto cuanto mayor sea
la duracién del tratamiento (Grossman y cols., 1971) y mayor la capacidad individual

de cada tetraciclina para formar complejos méas o menos estables.

La inflamaciéon de las meninges no es un requisito indispensable para que las
tetraciclinas puedan alcanzar el liquido cefalorraquideo (LCR). La penetracion de estos

antibacterianos en otros liquidos corporales y tejidos es excelente.

Tras la administracion sistémica de estos farmacos, se alcanzan concentraciones
similares a las plasmaticas en el tutero, tejidos uterinos y en el lumen, tanto en uteros
normales como enfermos. Asimismo, ha podido observarse que existe una buena
distribucion en el tracto genital tubular asi como en ovarios. Tras la administracion i.m.
de una dosis de 10 mg/kg, dos veces al dia, se alcanzan en los tejidos genitales

concentraciones superiores a la CMI de la mayor parte de los microorganismos

19



Introduccion

sensibles a estos farmacos y con frecuencia presentes en las infecciones genitales de los

mamiferos (Bretzlaff y cols., 1982; Bretzlaff y cols., 1983).

En perros a los que se administré 10 mg/kg de tetraciclina por via intravenosa (i.v.),
pudo observarse que la distribucion del antibidtico en los tejidos era muy extensa,
alcanzando concentraciones altas en higado, rifién, tejido adiposo y orina. EI mismo
estudio se realizé con clortetraciclina y los resultados obtenidos fueron similares a los

de la tetraciclina (Barza y cols., 1975).

Se han detectado concentraciones de tetraciclina en la leche de las vacas tratadas tras
la administracion del farmaco por via i.v., i.m. e intrauterina (Miller y Bergt, 1974;

Anderson y cols., 1995).

La oxitetraciclina circula en el plasma fijada a proteinas en una proporcion entorno
del 20-60%. En perros se ha alcanzado hasta el 80% de union a proteinas. El fd&rmaco
libre se distribuye muy bien por todo el organismo. La liposolubilidad de la
oxitetraciclina determina en gran medida tanto su distribucion en el organismo como la
rapidez con que se elimina. Penetra en la mayor parte de los tejidos y liquidos del
organismo y en menor grado accede al LCR (20-25 %). La rapidez con que atraviesa las
membranas tisulares y las barreras hematoencefatica y sangre-LCR, depende también de

su union a las proteinas plasmaticas (Reja y cols., 1996).

Como consecuecia de su quelacion con el calcio, ésta se fija en los sitios de osificacion

activa y en los dientes que se hallan en fase de crecimiento.

En un estudio realizado en cabras, a las que se administro 10 mg/kg de oxitetraciclina
por via i.v., se observé un volumen de distribucion (Vgss) de 1.2 1/kg, y una semivida
biologica (t3) de 6.5 h. Tras la administracion de una dosis de 20 mg/kg, el t;5

aumentaba ligeramente hasta 8.5 h (Escudero y cols., 1994).

En un estudio realizado en ovejas sanas y ovejas infectadas, se observo que la OTC se
distribuye rapidamente en el pulmén de los animales enfermos, alcanzando
concentraciones superiores a las de pulmon de los animales sanos después de 1 hora de

administracion de una dosis de 10 mg/kg por via i.v. (Baxter y McKellar, 1990).
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Cuando se administro a cabras y ovejas una dosis de 5 mg/kg de oxitetraciclina por via
1.v., se observd que el Vg era similar en las dos especies (2.5 1/kg) en cambio, la
semivida biolodgica (t;25) obtenida en cabras (3.9 h) era mas corta que la observada en

ovejas (6.3 h) (Elsheikh y cols., 1997).

Kikuvi y cols (2001), observaron en un estudio realizado en perros a los que se
administr6 una dosis de 20 mg/kg de OTC de larga accidn por via i.m., que el Vg era

mas alto en los animales enfermos que en los animales sanos.
1.1.6.3. Metabolismo

Las tetraciclinas se metabolizan en el higado en diferentes proporciones y de acuerdo
con el tipo de tetraciclina de que se trate. Sin embargo, en la mayor parte de los casos el
compuesto detectado con mas frecuencia en heces, orina y tejidos es la tetraciclina

original, y el grado de biotransformacion es minimo.

1.1.6.3. Eliminacion

La eliminacion de las tetraciclinas se realiza fundamentalmente por excrecion renal y a
través de las heces. El estado de la funcién renal afecta de forma significativa su
excrecion, ya que la depuracion renal de estos farmacos se realiza por filtracion

glomerular (Kunin, 1967).

La minociclina se recupera en orina y heces considerablemente metabolizada y en
cantidades significativamente menores a otras tetraciclinas. El farmaco persiste en el
organismo después de la suspension del tratamiento, hecho que puede deberse a su

retencion en el tejido adiposo.

Las tetraciclinas se excretan también en la leche. El nivel alcanzado en la leche

materna es la mitad del nivel que se encuentra en el plasma.

Kirkwood y cols (1990) observaron una diferencia en la semivida de eliminacién entre
79 min en conejos y 942 min en caballos, diferencias que atribuyeron a las diferencias

alométricas entre especies.

En un estudio realizado en perros sanos y perros afectados por Ehrlichia canis, a los

que se administro una dosis de 20 mg/kg por via i.m., se observd que la semivida de
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eliminacion aumentaba en los animales infectados (Kikuvi y cols., 2001). Este aumento
podria deberse a la disminucion de la velocidad de metabolismo y excrecion de los
farmacos en presencia de fiebre (Anika y cols., 1986; Nouws, 1986; Monshouwer y

Witkamp, 2000).

La oxitetraciclina se excreta con la orina por filtracion glomerular y, en menor

medida, por la bilis. También se excreta por la saliva y la leche.

En general, los estudios realizados muestran diferencias significativas entre especies
en el tiempo de vida media de la fase terminal de excrecion de la oxitetraciclina. Tras la
administracion de OTC por via i.v., algunos autores observaron una semivida de
eliminacion entre 6.4 y 11.8 h en terneros de 1 a 3 meses de edad (Schifferli y cols.,
1982; Ames y cols., 1983; Nouws y Vree, 1983; Burrows y cols., 1987), de 9 h en vacas
(Yoder y Packer, 1954; Pilloud, 1973), de 10 h en caballos (Pilloud, 1973), entre 2.8 y
3.8 h en cerdos jovenes (Mercer y cols., 1978; Xia y cols., 1983; Mevius y cols., 1986),
de 3.8 h en cabras (Elsheikh y cols., 1997) y de 6.3 h en ovejas (Elsheikh y cols., 1997).
Tras su administracion por via i.m. la semivida de eliminacion fue de 15 h en terneros
(Ames y cols., 1983; Nouws y Vree, 1983; Banting y cols., 1985), de 11 h en vacas
lecheras (Banting y cols., 1985) y de 10 h en cerdos (Banting y Baggot, 1996). Estas
diferencias en la semivida de eliminacidon, se deben a factores como la via de
administracion utilizada, al tipo de formulaciones y a la edad de los animales tratados.

En un estudio realizado en vacas, (Meijer y cols., 1993), observaron una semivida de
eliminacion muy prolongada, de alrededor de 96 h, tras la administracion de la OTC por
via i.m. y i.v.. Estos autores concluyeron que la lenta eliminacion de la OTC podia
atribuirse probablemente a la liberacion de OTC desde los huesos, donde se habia

acumulado.

La administraciéon por via intrauterina (i.u.) de oxitetraciclina en ganado bovino
mostrd valores de vida media de eliminacion significativamente mayores (tjos = 14 h) a
los observados tras la administracion por via oral o i.v. (t;23 = 8.5 h) (Girardi y cols.,

1990).
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I.1.7. Interacciones farmacoldgicas

Se ha sefialado que existe sinergismo entre las tetraciclinas y la tilosina frente a
Pasteurella y es posible que este fenomeno se dé también entre las tetraciclinas y los
demas macroélidos. Del mismo modo, su asociacion con las polimixinas produce efectos
sinérgicos, apreciandose un aumento de la captacion de los antibioticos por parte de las

bacterias (Bentley, 1983).

Las tetraciclinas no deben administrarse junto con penicilinas, ni cefalosporinas ya
que, debido a su mecanismo de accion, las tetraciclinas pueden antagonizar el efecto de
los antibiodticos bactericidas especialmente de los B-lactamicos, puesto que la penicilina
actia inhibiendo la sintesis de la pared de la célula y las tetraciclinas, que inhiben la

sintesis de las proteinas, pueden enmascarar el efecto bactericida de la penicilina.

Ademas, las tetraciclinas forman complejos con cationes di o trivalentes, por lo que su
absorcion puede verse reducida si se administran conjuntamente con sales de aluminio,
calcio o magnesio. Del mismo modo, la presencia de antihistaminicos H, puede afectar

su absorcion, disminuyéndola.

El uso de metoxifluorano (anestésico general) con tetraciclinas aumenta la posibilidad

de nefrotoxicidad (Azanza y cols., 1997).

1.1.8. Utilizacion clinica

Las tetraciclinas son ampliamente utilizadas para la prevencion y el tratamiento de un
gran numero de enfermedades infecciosas (respiratorias, renales, oculares, genitales,
mamitis, etc.) producidas por gérmenes Gram positivos, Gram negativos, Micoplasma,
Rickettsias, Clamideas, etc. Se utilizan en porcino, bovino, ovino, aves, perros, équidos
etc. y pueden administrarse con facilidad por diferentes vias (i.m., i.v. u oral, mezcladas

con el pienso o con el agua de bebida).

Se han observado buenos resultados con la utilizacion de tetraciclinas en el
tratamiento de infecciones intracelulares por Brucella, en infecciones urinarias causadas
por Pseudomonas, y en infecciones urinarias y respiratorias en perros, gatos, cerdos y
aves causadas por Borrelia, Clamydia, Mycoplasma y Listeria (Lewis y cols., 1973;

Ling y cols., 1981; Ball y Campbell, 1989; Baxter y McKellar, 1990).
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En pequefios animales, las tetraciclinas han sido utilizadas, con buenos resultados en
el tratamiento de infecciones provocadas por Rickettisia y Ehrlichia. El tratamiento con
6-10 mg/kg permite la remision de los signos clinicos asociados con la enfermedad

(Davidson y cols., 1978).

Las tetraciclinas son eficaces en casos de psitacosis y en infecciones gonocdcicas

simples.

Asimismo, es de gran interés su utilizacion para el tratamiento de las infecciones
bacterianas uterinas en el &mbito veterinario. Se ha podido observar como el tratamiento

puede prevenir la aparicién de metritis y consigue mejorar la fertilidad.

Las tetraciclinas son comunmente usadas en la prevencion y el tratamiento de la rinitis
atrofica y enfermedades del tracto respiratorio inferior (Mycoplasma hyopneumoniae,
Pasteurella multocida, Haemophillus pleuropneumoniae) y en la prevencion de la
adenomatosis proliferativa. Brotes de neumonia han sido controlados mediante la
administracion de pienso medicado. Asimismo, piensos medicados con clortetraciclina
han sido usados para el control de la adenomatosis y para erradicar la leptospira del

higado de los cerdos (Stahlheim, 1967; Love, 1977).

Pijpers y cols (1990) y Hunneman y cols (1994) estudiaron la prevencion de
pleuroncumonia en cerdos después de ser contagiados con Actinobacillus
pleuropneumoniae. Previamente al contagio, se les habia suministrado pienso con dosis
crecientes de oxitetraciclina (400, 800, 1200 y 1600 mg/Kg). La medicacion del pienso
con 400 o 800 mg de oxitetraciclina/’kg de pienso previno los signos clinicos de las
alteraciones producidas después de la inoculacion del agente patdogeno, mientras que
piensos con dosis mayores del farmaco (1600 mg/kg) protegian al cien por cien de los

animales tratados (Pijpers y cols., 1990; Hunneman y cols., 1994).

Cooper y cols (1993) determinaron la actividad de algunos farmacos (danofloxacina,
tilosina, y OTC) in vitro frente a cadenas aisladas de 7 cepas de micoplasma de interés
veterinario en ganado vacuno, porcino y aves de corral. En general, la OTC mostré baja
actividad en la mayor parte en estas cepas de micoplasma (entre 0.008 y 16 pg/ml), y
ésta superior a la que presenta la tilosina frente Mycoplasma bovigenitalium (Cooper y
cols., 1993).
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La oxitetraciclina es de las tetraciclinas mas antiguas que se han utilizado durante
muchos afios incorporada en el pienso de los animales para el control de las
enfermedades infecciosas, por su bajo precio, por su amplia actividad antimicrobiana,
por su facilidad de administracion y por su eficacia. Su amplio, generalizado y muchas
veces indiscriminado uso ha contribuido a que hayan aparecido resistencias en bacterias
patogenas de importancia clinica, siendo este el motivo de que en la actualidad su valor
como antibidticos bacteriostaticos sea mucho menor. No obstante, su capacidad para
alcanzar concentraciones eficaces en la mayoria de los tejidos, junto con su amplio
espectro de actividad hace que la oxitetraciclina sea 1util en el tratamiento de las

infecciones mixtas.

Bovino. Muchos microorganismos que producen neumonia en boévidos son sensibles a
las concentraciones que la oxitetraciclina es capaz de alcanzar en el tejido pulmonar.
Este fairmaco suele ser util para el tratamiento de las neumonias en los bovidos y

también de su profilaxis.

La administracion i.m. de formulaciones de accion retardada a una dosis de 20 mg/kg
cada 48 h de 2 a 4 veces puede ser apropiada en el tratamiento de las enfermedades
respiratorias.

Se recomienda la utilizacion de OTC en el tratamiento de anaplasmosis causada por un

parasito de los globulos rojos, Anaplasma marginalis.

También se utiliza en el tratamiento de queratoconjuntivitis causada por Moraxella
bovis (George y cols., 1988; George, 1990b), asi como para tratar mastitis en bovinos,
causada por Mycoplasma californicum, donde se recomienda la utilizacion de OTC con
tilosina (Ball y Campbell, 1989).

Ovino. Se utiliza OTC en el tratamiento de queratoconjuntivitis en ovino, causada por

Micoplasma conjunctivae (Hosie, 1988; Hosie y Greig, 1995).

La administracion de la OTC de larga accién fue beneficiosa para la prevencion de la
neumonia provocada por Pasteurella haemolytica en ovejas (Appleyard y Gilmour,
1990) y se ha usado con éxito en el tratamiento de infecciones en la pata de ovino
(pedero de ovejas) (Grogono-Thomas, 1994) y en dermatofilosis (Jordan y Venning,
1995).
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Porcino. La OTC suele emplearse tanto para prevenir como para tratar la rinitis
atrofica y las enfermedades de las vias respiratorias bajas (Micoplasma hyopneumoniae,

Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae).

La utilizaciéon de formulaciones de larga accion para prevenir infecciones causadas por
Actinomices pleuropneumoniae es mas eficaz que la utilizacion de las formulaciones

convencionales.

Perro. Es el farmaco de eleccion para tratar las infecciones causadas por Ehrlichia

canis y otras infecciones causadas por Rickettsias (Adawa y cols., 1992).

1.1.9. Reacciones adversas

Las reacciones adversas de las tetraciclinas se pueden atribuir a su caracter
extremadamente irritante, provocando vomitos tras su administracion por via oral y
lesiones tisulares en el lugar donde se inyectan. Se ha observado que la OTC es irritante
para los tejidos. A este respecto, se han observado notables diferencias entre distintas
especialidades farmacéuticas con OTC. En general, se puede afirmar que cuanto mas
irritante es el preparado, menor es la biodisponibilidad del farmaco y mayor es el

tiempo que permanece en el punto de inyeccion (Nouws y Vree, 1983).

También, las tetraciclinas modifican la flora intestinal dando lugar a diarreas y
trastornos gastrointestinales. Asimismo, son capaces de quelarse al calcio provocando
efectos cardiovasculares, formacion de depositos en los dientes y en los huesos y

presentan una ligera accion toxica sobre las células hepaticas y renales.

Después de utilizar cualquiera de las tetraciclinas surgen reacciones cutaneas que
incluyen erupciones morbiliformes, urticaria, erupciones medicamentosas fijas y
dermatitis exfoliativa generalizada. Entre las respuestas alérgicas mds intensas estan
angioedema y anafilaxia. Otros efectos que se han atribuido a la hipersensibilidad son

irritacion de ojos, glositis atrdfica o hipertrofica.

La dimeclociclina, doxiciclina y en menor grado otros derivados, pueden producir
reaccion de fotosensibilidad leves o graves de la piel en personas tratadas y expuestas a

la luz solar.

26



Introduccion

En bovidos, se ha observado que la administracién de dosis elevadas de tetraciclinas
(33 mg/kg por via i.v.) causa esteatosis hepdtica (infiltraciéon de grasa en el higado) y
necrosis grave de los tubulos renales proximales (Griffin, 1979; Lairmore y cols., 1984).
Se han reportado, en ovinos, efectos cardiovasculares cuando la administracion de

tetraciclina se efectia por via i.v. de forma réapida.

El 20% de los preparados de accion prolongada provocan un incremento de la accion

irritante del principio activo (Prescott y Baggot, 2000).

En équidos, la principal reaccion adversa observada tras la administracion oral de
tetraciclinas es la supresion de la microflora intestinal propia del animal, favoreciéndose
el crecimiento de algunas cepas de Salmonella resistentes a tetraciclinas o de otros

patdgenos, provocando la aparicion de diarreas graves (Prescott y Baggot, 2000).

1.1.10. Toxicidad

En general, los efectos toxicos observados han tenido una relacion directa con dosis

elevadas y con una alta frecuencia de administracion

Cuando se elige la via i.v. con administracion rapida, puede aparecer el sindrome del
colapso agudo, asi como arritmias cardiacas graves, trastornos de la conduccion e

hipotension.

El tratamiento oral prolongado con altas dosis de OTC en terneras (33 mg/kg), puede

provocar una sobreinfeccion en el abomaso.

Se han registrado lesiones hepaticas (infiltracion de grasa) y necrosis renal a nivel de
los tubos proximales cuando se usan en el tratamiento de enfermedades respiratorias en

bovinos de engorde (Riviere y Spoo, 1995).

Las tetraciclinas pueden agravar la uremia en animales con nefropatias mediante el
bloqueo de la sintesis de proteinas. También inducen el metabolismo de los

aminoacidos, provocando hiperazotemia (Shils, 1963).

La oxitetraciclina y la tetraciclina son los antibidticos menos hepatotoxicos de este

grupo. La mayoria de casos de toxicidad hepatica se han observado en humanos que
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recibian 2 g/dia del farmaco por via parenteral, aunque también se ha observado tras la

administracion oral de dosis elevadas.

1.1.11. Epimerizacion de las tetraciclinas

En 1952 Hochtein y cols, observaron que estas moléculas sufren, durante el manejo
con disolventes a pH &cido, diferentes modificaciones en su estructura que provocan la
formacion de nuevas moléculas o productos de degradacion que pueden tener efectos
secundarios sobre la salud humana. La formacion de los metabolitos de las tetraciclinas
puede deberse a una reaccion de dihidratacion en el carbon Ce-OH formando
anhidridotetraciclinas. Esta molécula es inestable en solucion acuosa y puede provocar
la formacion de o y P apo tetraciclinas. También la oxitetraciclina puede sufrir
epimerizacion en el carbon C4 dimetilamino para formar 4-epioxitetraciclina (4-

epiOTC) (ver Fig. 4).
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Figura 4. Epimerizacion de las tetraciclinas (Khan y cols., 1987).
En la literatura, hay pocos trabajos sobre métodos que permitan la separacion de OTC

y sus metabolitos. En 1980, Mourot y cols. desarrollaron un método para separar la

OTC y su 4- epimero utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE) en
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fase reversa con iones divalentes y la fase moévil utilizada contenia tampén TBA y
acetonitrilo. En cambio, Khan y cols. (1987) utilizazon una columna polistirene-divenil

benzeno (PSDVB) y como fase movil tampon fosfato, TBA y EDTA.

En 1988, en un estudio realizado por (Martinez y Shimoda, 1988) para separar 3
tetraciclinas diferentes (OTC, TC y CTC) observaron la presencia de un pico
desconocido entre TC y CTC cuya recuperacion de CTC era muy baja. Los autores
relacionaron la presencia del pico con la baja recuperacion y también sospecharon que
el tampon Mcllavaine era el causante de ella. Por ello, en 1989 Martinez y cols.
realizaron otro estudio para confirmar las sospechas del estudio anterior y concluyeron
que la utilizacion del tampdn Mcllavaine como extractante provocaba la epimerizacion
de la CTC justificandose asi la recuperacion observada, en cambio OTC y TC no

sufrian este proceso.

Oka y cols. (1984), desarrollaron diferentes métodos para determinar las tetraciclinas
usando CLAE, Cromatografia en Capa Fina en Fase Reversa (CCP- FR) vy
Cromatografia en Capa Fina de Alta Eficacia (CCPAE). Llegaron a la conclusion que la
combinacion de las diferentes metodologias mejoraba la recuperacion y la separacion de

estas moléculas.

1.1.12. Estudios de residuos
1.1.12.1. Introduccioén

Como ya se ha comentado anteriormente, la utilizacion de antibidticos con fines
terapéuticos o profilacticos, tanto en medicina humana como en veterinaria, ha
contribuido a mantener la salud publica. Su uso en animales destinados al consumo
proporciona, de igual modo, innegables ventajas, al mejorar el bienestar animal y

facilitar el control de las enfermedades.

Las especialidades farmacéuticas utilizadas para el tratamiento de las diferentes
enfermedades en los animales productoras de alimentos, tienen fijado un periodo de
espera antes de que los animales tratados con ellas puedan ser sacrificados y sus tejidos
sean utilizados como alimentos para el consumo humano. De esta forma, se garantiza
que el farmaco se haya eliminado y no se encuentren niveles superiores a los fijados

COmo maximos.
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Estos limites maximos de residuos (LMR) tolerables son establicidos para todos
aquellos tejidos que forman parte de la dieta habitual, siempre teniendo en cuenta un
consumo diario de alimentos de origen animal fijado para una persona de un peso de
60 kg. A partir de la fijacion de este limite para cada tejido serd posible establecer para
cualquier medicamento, segiin su cinética de eliminacion, el tiempo necesario para que
cada una de las substancias activas y sus metabolitos, presentes en el organismo del
animal tratado, alcancen en los diferentes tejidos niveles sin riesgo para la salud del

consumidor (tiempo de espera).

Ademéds, la evaluacion de la seguridad de los aditivos y contaminantes de los
alimentos se ha basado en la determinacion de un nivel sin efecto (NOEL) para cada
sustancia y el establecimiento de factores de seguridad que permiten fijar una cantidad
de sustancia activa que al ser ingerida diariamente por el hombre no signifique ningiin

riesgo para su salud.

Los LMRs son fijados por Comités de Expertos tras una evaluacion rigurosa de los
datos procedentes de los estudios de toxicidad realizados con cada molécula, sus

metabolitos y sus productos de degradacion.
1.1.12.2. Nivel sin efecto toxico observable (NOEL)

Para conocer cual es el nivel de farmaco que no tiene efecto toxico observable es
necesario realizar toda una serie de estudios que permitan definir el perfil toxicologico

de cada residuo marcador.

El NOEL corresponderd a aquella dosis mas baja, que en todos los estudios realizados,
no haya dado lugar a ningin reaccién adversa. Se escoge el valor inferior obtenido en la

especie y test mas sensible.

1.1.12.3. Ingesta diaria aceptable (IDA)

A partir del NOEL, se calcula la IDA, que es una estimacion de una cantidad de
sustancia, expresada en base al peso corporal, que podria ser ingerida por una persona
diariamente, durante toda la vida, sin apreciable riesgo para su salud. Estrictamente

hablando, esto indica un rango desde cero a un limite que seria la IDA.
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1.1.12.4. Limites maximos de residuos (LMR)

Se define como la concentracion maxima de residuo que puede ser aceptable en un
alimento, resultado del uso de un medicamento veterinario en animales destinados al

consumo humano y expresado en pg/kg de peso fresco (Reglamento CE. 2377/90).

Para calcular este limite se partira de la IDA y de los alimentos que una persona puede
consumir diariamente, con el objetivo de estimar la cantidad de sustancias/residuo

marcador que puede estar presente en cada tejido objeto de consumo por una persona.

Concentracion segura = IDA (x 60 kg)/ Factor consumo alimentos

El factor consumo esta basado en la media de la ingesta que realiza un individuo de
los diferentes tipos de alimentos. Este valor se ha fijado de acuerdo a los habitos
alimenticios de los diferentes paises. Para poder establecer la distribucion del consumo
de alimentos, es necesario conocer el perfil cinético, en particular, el patron de
distribucion del fArmaco y/o metabolitos en el organismo de la especie destino. Para ello
es necesario realizar estudios en los que se evalué la presencia del fArmaco en los tejidos

que se destinan al consumo.

Para conocer cual/cuales son los tejidos diana o sea los tejidos en los que la presencia
del firmaco y/o metabolitos es susceptible de provocar reacciones adversas en el
consumidor, se realizan generalmente estudios con el farmaco marcado
radioactivamente (C'*) de forma que su trazabilidad sea completa y permita identificar
la presencia de la totalidad de los productos en cada uno de los tejidos procedentes de la

especie destinados al consumo.

Hay que destacar que en la distribucion de las cantidades de farmaco tolerables en
cada tejido diana, hay que tener en cuenta la posibilidad de que el farmaco puede llegar
hasta el hombre por otras vias distintas a la de la carne. Es posible que esta misma
sustancia sea administrada a vacas productoras de leche o a gallinas ponedoras y por
tanto podria estar presente en la leche o en huevos. Por eso, para distribuir la IDA hay

que tener en cuenta los distintos componentes del factor consumo antes de fijar el LMR.
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Segin el Reglamento (EEC) 2377/90 del 26 de junio de 1990, se establece un
procedimiento comunitario para la fijacion de los LMR para las diferentes sustancias

farmacoldgicamente activas, publicandose con posterioridad modificaciones del mismo.

Este reglamento clasifica las diferentes sustancias con accidon farmacologica en cuatro

categorias o anexos generales:

Anexo |: Lista de sustancias farmacologicamente activas para las que se ha establecido
un limite méximo de residuos.

Anexo 1l: Lista de sustancias no sujetas a un limite méximo de residuos. Se trata de
sustancias utilizadas en medicina veterinaria y que no suponen un riesgo para la salud
del consumidor.

Anexo 1ll: Lista de sustancias farmacologicamente activas utilizadas en medicina
veterinaria y para las que se ha establecido un LMR provisional que no superara los 5
anos.

Anexo 1V: Lista de sustancias farmacoldgicamente activas para las que no puede
establecerse ningin limite maximo de residuos por tratarse de sustancias que
constituyen un riesgo para la salud del consumidor. Por esta razén queda prohibido
administrar sustancias que se encuentren en este anexo a animales productores de

alimentos.

1.1.12.5. LMR de la Oxitetraciclina

El Comité Veterinario Europeo para productos medicinales (CVMP) ha evaluado el
nivel maximo de residuos de OTC aceptable en un alimento de origen animal (EMEA,
1995). Para ello, se ha partido de la IDA, estableciendo el valor de la ingesta diaria
aceptable, con un factor de seguridad de 10, en 0.003 mg/kg. Por lo tanto, para una
persona de 60 kg, esta IDA implicaria una dosis de 180 pg diarios. De acuerdo con esta
IDA y con la distribucion del farmaco en los tejidos, se han establecido para esta

molécula los LMR en las distintas especies y tejidos destinados al consumo alimenticio.

Asi, la OTC es uno de los farmacos que se encuentran en el anexo I de la legislacion
de la CE con un LMR fijado para todas las especies productoras de alimentos, en

diferentes tejidos (higado, rifiéon, musculo, leche, huevos y leche) y esta recogido en el
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reglamento CE n° 2377/90 de la Comision de 26 del junio de 1990, modificado por el
reglamento CE n°® 1570/98 de la Comision del 22 de julio de 1998 (ver cuadro 1).

Cuadro 1.
Sustancia . . .

farmacologicamente Residuo Espeme LMR Te.J idos

: marcador animal diana

activa

100 pg/Kg Musculo
Suma de Todas las especies 300 pug/Kg Higado

Oxitetraciclina medicamento base productoras de 600 pg/Ke Rifion

4- epi i 100 pg/Kg Leche
y su 4- epimero alimentos 200 pg/Kg Huevos

25 ng/Kg Miel

1.1.12.6. Tiempo de espera

A partir de los LMR para cada fairmaco o sustancia activa se procede a fijar el tiempo
de espera para cada especialidad farmacéutica, que es el periodo necesario que
transcurra entre la Ultima administracion de la especialidad a un animal, en las
condiciones normales de empleo, y el sacrificio de éste, para que los tejidos destinados
al consumo humano no presenten ningin riesgo para la salud del consumidor o sea que
dichos productos alimenticios no contengan residuos en cantidades que superen los

limites maximos fijados por las autoridades sanitarias.

El tiempo de espera es caracteristico de cada especialidad farmacéutica, de cada via de

administracion, de cada posologia y de cada especie animal.
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En los ultimos afios, el uso veterinario de antibioticos, ha sido objeto de duras criticas
y presiones legales. Esto se debe a que estos agentes podrian ser los causantes directos
de la aparicion de reacciones adversas en humanos y del incremento de casos de

resistencia a los antibacterianos administrados en personas.

Ademas, la posible presencia de substancias tdxicas en los alimentos preocupa cada
vez mas al consumidor, influenciado por la tendencia general hacia una dieta sana y
natural. Esta garantia sanitaria exigida en los ultimos afios es una respuesta justificada a
la utilizacion descontrolada de diferentes substancias en la agricultura y en la

produccion animal.

Actualmente en el mercado de productos veterinarios existe una gran variedad de
preparaciones de larga accion o de liberacion retardada (L.A). Una de ellas contiene
oxitetraciclina con diferentes tipos de excipientes. Estas formulaciones permiten reducir
el numero de intervenciones en los animales tratados facilitando, ademas, el manejo y
manteniendo de las concentraciones plasmaticas por encima de la concentracion minima
inhibitoria, durante un tiempo mas prolongado. Como consecuencia de esta practica,
existe el riesgo de que los residuos de estos farmacos o sus metabolitos persistan
durante mas tiempo en el animal y en los alimentos obtenidos a partir de ¢€l, llegando a
la cadena humana. También en la préctica, el uso de estas formulaciones puede
comportar la presencia continuada del fArmaco en el organismo pero a concentraciones
subterapéuticas, lo que puede facilitar la aparicion de resistencias. Por estos motivos se
hace imprescindible el control estricto de las formulaciones y de su posologia (dosis e
intervalo entre dosis) para garantizar una terapéutica eficaz y disminuir el riesgo de la

aparicion de resistencias.

Ademas, ultimamente se ha incrementado la comercializaciéon de formulaciones
prolongadas. Este aumento en el nimero de especialidades que pretenden ser idénticas,

plantea el problema de la equivalencia entre ellas (Archimbault y cols., 1989).

Por las razones expuestas se han planteado los siguientes objetivos de este estudio:

1- La puesta a punto de una metodologia de analisis que permita la cuantificacion

de la oxitetraciclina en plasma de ternera de forma precisa, exacta y con la

37



Obijetivos

adecuada sensibilidad para determinar los niveles del analito en las muestras

procedentes de animales tratados con el farmaco.

Analizar la cinética de disposicion de la oxitetraciclina en terneros tratados por
via im. con una dosis de 30 mg/kg del farmaco, formulado con dos

composiciones retardadas esencialmente similares.

Evaluar la bioequivalencia entre dos formulaciones esencialmente similares, a
partir del analisis estadistico de los parametros farmacocinéticos obtenidos de
las concentraciones plasmaticas encontradas de las respectivas formas

farmacéuticas.

Analizar la relacion del perfil cinético de oxitetraciclina con su capacidad de
inhibir el crecimiento bacteriano de distintos microorganismos patogenos
causantes de infecciones en bovinos, evaluando asimismo su eficacia como

antibacteriano.

Desarrollar un método selectivo, sensitivo y eficaz que permita la deteccion
conjunta de la oxitetraciclina y su 4-epimero en las muestras de los diferentes
tejidos diana fijados por la legislacion en esta molécula para la especie bovina en

el rango de concentraciones de la mitad del LMR y dos veces este valor.

Determinar los residuos de oxitetraciclina y su 4-epimero presentes en los
diferentes tejidos diana para la especie objeto de este estudio y posteriormente
determinar el periodo de supresion necesario para asegurar que la presencia del

farmaco esta por debajo del LMR fijado en los tejidos destinados al consumo.
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I11.1. ESTUDIO DEL PERFIL CINETICO DE OXITETRACICLINA EN BOVINO

111.1.1. Estudio previo
I11. 1.1.1. Formulaciones de OTC empleadas

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado dos formulaciones oleosas comerciales
definidas como retardadas:
Formulacion A y B: OTC 300, vial inyectable de 100 ml.
Composicion por vial: 300 mg de OTC /ml
Otros componentes: 2-Pirrolidona, Polivinilpirrolidona, oxido de magnesio ligero,

formaldehido sulfoxilato s6dico, monoetanolamina, EDTA, agua p.i.c.s.
I11.1.1.2. Animales

Para la realizacion del estudio previo se utilizaron 6 terneras de raza frisona, sanas,

con pesos comprendidos al inicio del estudio entre 120 y 130 kg.

Previamente al inicio del ensayo, los animales se sometieron a un periodo de blanqueo
y de aclimatacion de 15 dias en la propia granja donde estaban alojados y se realiz6 un
analisis hematoldgico a todos ellos para comprobar su estado de salud. Todos los

animales procedian de una granja acreditada.

I11.1.1.3. Dieta

Las terneras recibieron una dieta de pienso libre de farmacos, basada de granos de

cereal, oleaginosas, aceite, grasas, vitaminas, cobre, paja y agua ad libitum.

I11. 1.1.4. Protocolo experimental

El estudio farmacocinético se realiz6 siguiendo un modelo cruzado (ver fig. 5).

Antes de empezar el tratamiento de los animales, se les colocd una canula en la
yugular, la cual se mantuvo durante las primeras 4 horas de toma de muestras tras el
tratamiento, con el fin de obtener las sucesivas muestras de sangre necesarias para
realizar el estudio farmacocinético. Posteriormente, las muestras de sangre fueron

tomadas directamente por puncion en la vena yugular.

41



Material y Métodos

Tras tomar una muestra de sangre, que se utiliz6 como blanco de referencia, se
administr6 a 3 animales la formulaciéon A de OTC, a una dosis de 30 mg/kg p.v. por via
1.m. en la zona de las tablas del cuello. A los animales restantes se les administro, de la

misma forma y dosis, la formulacion B.

Posteriormente, se recogieron muestras de sangre a los siguientes tiempos
postadministracion: 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240 min, 5, 6, 7, 8, 10, 24, 48,
72 hy alos 4,5, 6 y 9 dias. De las muestras de sangre se obtuvo el plasma, por

centrifugacion, para su posterior analisis.

Pasados 21 dias de la administracién del farmaco, a los animales que fueron tratados
con la formulacion A se les administro la formulacion B y viceversa, a los tratados con
la formulacion B se les inyectd la formulacion A, a la misma dosis y via que en el
primer tratamiento. Las muestras de sangre tomadas de los animales se obtuvieron de la

misma forma descrita anteriormente.

Figura 5. Esquema del tratamiento segun un modelo cruzado

@ 1° tratamiento @

3 Terneras 21 dias 3 Terneras
(A,ByCO) (D,EyF)

y

2° tratamiento

3 Terneras 3 Terneras
(D,EyF) (A,B,yO)
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I11. 1.1.5. Analisis de las concentraciones de OTC en muestras de plasma bovino

El analisis de las muestras de plasma obtenidas de los animales tratados se llevd a

cabo segun un método previamente validado (ver anexo I).

I11. 1.1.6. Cuantificacién de las concentraciones de OTC en el plasma de animales

tratados

Las muestras analizadas fueron procesadas paralelamente con muestras blancas que
contenian concentraciones conocidas de OTC a partir de las cuales se calcul6 la recta de
regresion. Las muestras problemas fueron interpoladas a la recta de calibrado obtenida
para el plasma y analizada en el mismo dia de andlisis que las muestras problema. De
esta forma se calculé exactamente la concentracion de OTC presente en cada una de las
muestras procedentes de los animales tratados (como se ha descrito en el apartado

VIIL.3.1.8, anexo I).

I11. 1.1.7. Tratamiento cinético no compartimental

El estudio de los parametros farmacocinéticos se realizd mediante un analisis no
compartimental basado en momentos estadisticos. Para ello se utilizd el programa

informatico PK Solutions (Farrier, 1997). Se calcularon los siguientes parametros:

Crnax: Concentracion maxima

Tmax: Tiempo en que se alcanza la concentracion maxima
AUC: Area bajo la curva de niveles plasmaticos

MRT: Tiempo medio de residencia

t1op: Semivida biologica en la fase terminal

Para este andlisis, se han representado las curvas de niveles plasmaticos respecto al
tiempo para cada uno de los animales objeto de este estudio y para cada una de las

formulaciones administradas.

El andlisis no compartimental permite a partir de los datos experimentales de
concentracion/tiempo estimar los pardmetros farmacocinéticos sin necesidad de

ajustarlo a un modelo determinado.
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Para ello se define el momento de orden cero que corresponde al area bajo la curva
(AUC). Esto se puede calcular por el método de los trapezoides a partir de la curva de

las concentraciones plasmaticas respecto al tiempo.

AUC(; = z;%(tn _tn—l)

El momento de 1% orden, es el tiempo medio de residencia del farmaco en el
organismo (MRT), que se define como el tiempo en que este permanece en su forma

inalterada en el organismo.

RT J,tcdt  aumc
[[cda AUC

Donde el AUMC es el area bajo la curva del producto de las concentraciones

plasmaticas por el tiempo, respecto al tiempo postadministracion.

El calculo de la semivida biologica de la fase terminal de la curva de niveles
plasmaticos (ti2p) se calculé mediante un analisis de regresion lineal de la fase terminal

de la curva, obteniéndose asi la constante 3 de disposicion de la fase terminal.

Ln2 0.693
by=——=—+—
BB

Los valores Cpnax Y Tmax correspondientes a los valores experimentales equivalen a los
datos observados, correspondientes al tiempo de toma de muestra en que el farmaco se

encuentra a niveles mas elevados.

I11.1.2. Estudio del perfil cinético de oxitetraciclina administrada por via

intramuscular en terneras

Como mostré el estudio previo, la oxitetraciclina usada en este estudio es una
formulacion retardada cuya pauta de tratamiento es unidosis y de absorcion retardada,

razén por la cual el periodo de blanqueo entre las diferentes adiministraciones para
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realizar un estudio cruzado deberia ser tan largo que afectaria considerablemente al peso
de los animales. Ademads, éstos podrian tener también un comportamiento metabdlico
diferente dada la edad a la que se realiza el ensayo con los animales, pudiendo ello
influir en los resultados del estudio planteado como cruzado. Para evitar una
disminucion en la fiabilidad de los resultados debido al aumento de la variabilidad en

algunos parametros se planted un estudio en paralelo.

I11. 1.2.1. Formulaciones de OTC empleadas

Las formulaciones utilizadas en este estudio son las mismas que se utilizaron en el

estudio previo.

I11. 1.2.2. Animales

Para realizar este estudio se utilizaron 28 terneras de raza frisona, hembras, sanas, de
una edad entre 4 y 5 meses y con pesos comprendidos al inicio del estudio entre 130 y

135 kg.

Previamente al inicio del estudio, los animales se sometieron a un periodo de blanqueo
y de aclimatacion de 15 dias en la propia granja donde estaban alojados y se realiz6 un
analisis hematologico a todos ellos para comprobar su adecuado estado de salud. Todos

los animales procedian de una granja acreditada.

111.1.2.3. Dieta

Las terneras recibieron una dieta de pienso libre de farmacos, basada de granos de

cereal, oleaginosas, aceite, grasas, vitaminas, cobre, paja y agua ad libitum.
I11. 1.2.4. Protocolo experimental
El estudio farmacocinético se realiz6 siguiendo un modelo en paralelo.

Antes de empezar el tratamiento de los animales, se les colocd una cdnula en la vena
yugular con el fin de obtener las sucesivas muestras de sangre durante las primeras 4
horas de toma de muestras y posteriormente éstas fueron tomadas directamente por

puncion en la vena yugular.
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Los animales se asignaron a 2 grupos de tratamiento. Se administré a 14 animales
(grupo 1) la formulacion A de OTC, a una dosis unica de 30 mg/kg por via i.m. en la
zona de las tablas del cuello. En paralelo, a los 14 animales restantes se les administrd,

de la misma forma y dosis, la formulacion B.

Posteriormente, se recogieron muestras de sangre a los siguientes tiempos

postadministracion: 1, 2, 3,4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 60, 72hyalos 5, 6, 8,9 y 10 dias.

Previamente a la administracion del farmaco, se tomaron muestras de sangre de los

diferentes animales, las cuales se utilizaron como blancos de referencia.

I11. 1.2.5. Analisis cromatografico de las concentraciones de OTC en el plasma

El anélisis de las muestras se llevo a cabo segun un método previamente validado (ver

anexo ).

I11. 1.2.6. Cuantificacion de las concentraciones de OTC en plasma de ternera

Las muestras analizadas fueron procesadas paralelamente con muestras blancas que
contenian concentraciones conocidas de OTC a partir de las cuales se calculd la recta de
regresion. Las muestras problemas fueron interpoladas a la recta de calibrado obtenida
para el plasma y analizada en el mismo dia de anélisis que las muestras problemas. De
esta forma se calculd exactamente la concentracion de OTC presente en cada una de las
muestras procedentes de los animales tratados (como se ha descrito en el apartado

VIIL.3.1.8, anexo I)

I11. 1.2.7. Tratamiento cinético no compartimental

Ver apartado (II1.1.1.7).

I11. 1.2.8. Ensayo de bioequivalencia
I11.1.2.8.1. Definicion

De acuerdo con la Directivas Europea, dos medicamentos son bioequivalentes si su
biodisponibilidad (en velocidad y magnitud) tras su administracion a la misma dosis
molar del principio activo, es analoga, hasta tal punto que pueda suponerse que su

eficacia y seguridad seran esencialmente idénticas (Obach y Peraire, 1998).
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Cabe distinguir dos tipos de disefios para hacer un estudio de bioequivalencia:

- Disefos en paralelo: es un estudio randomizado completo, en el que cada individuo
recibe exclusivamente una Unica formulacion y la asignacion del tratamiento se ha
realizado de forma aleatoria. Este disefio en ocasiones no es el mas apropiado para
los estudios de bioequivalencia, puesto que la variabilidad en las observaciones

comporta la variabilidad intraindividual como interindividual.

- Diseflos cruzados: es una modificacion de un disefio randomizado en bloques, de
forma que cada bloque recibe mas de una formulacién a distintos periodos de
tiempo. Un bloque puede ser un individuo o un grupo de individuos. Los individuos
de cada bloque reciben una secuencia de administraciones determinadas. El disefio
cruzado se denomina completo si cada secuencia contiene cada una de las
formulaciones a comparar. En los estudios de bioequivalencia, siempre que sea

posible, el disefio cruzado es el recomendado.

I11. 1.2.8.2. Parametros farmacocinéticos a comparar

Las directrices, tanto de la FDA como de la Union Europea (UE), consideran los
parametros AUC y Cax como los mas representativos. La directriz de la UE anade el

Tmax @ €stos dos parametros.

La UE propone que se sometan también a comparacién otros parametros de
disposicion como es el tiempo medio de residencia (MRT) y la semivida
correspondiente a la fase terminal de eliminacion (tipg) de cada una de las

administraciones objeto de este estudio.

I11. 1.2.8.3. Tratamiento estadistico en los ensayos de bioequivalencia

Para realizar el andlisis de bioequivalencia entre las formulaciones estudiadas se
aplica un ANOVA (andlisis de la varianza) como analisis estadistico previo a un ensayo
de toma de decision para los parametros AUC y Cpay. Si estos pardmetros no cumplen
una distribucidon normal, previo al andlisis de la varianza se logotransforman los valores

de AUC y Cpnax.
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Para el Tyx se realiza un andlisis no paramétrico (Test de Steinijans y Diletti’s). El
valor de la varianza residual se usa para calcular el intervalo de confianza del 90 % de la
relacion existente entre los valores promedio de la variable considerada de la

formulacion problema y la de referencia.

El célculo de los intervalos de confianza se realiza mediante la expresion:

Ln (ur)- Ln(ur)= Y1 - YR+ t 1.0y SV2/N

Donde, las medias (Y) se calculan a partir de los correspondientes valores
logaritmicamente transformados, N es el nimero total de sujetos, S es la estimacion de
la varianza dada por el ANOVA, v son los grados de libertad asociados, a es el nivel de

significacion del test y t es el valor correspondiente de las tablas de la t de Student.

I11. 1.2.8.4. Criterios oficiales para la toma de decision de bioequivalencia.

Segun la guia EMEA/CVMP/016/00, los intervalos de confianza que se deben usar

para la interpretacion de los resultados son:

Para la AUC: la determinacion del intervalo de confianza del 90% debe estar dentro

del rango del 80% y120%.

Para la Cpax: los limites generalmente aceptables para el intervalo de confianza del
90% estan entre el 80% y el 125%. Sin embargo, este parametro puede exhibir una
variacion importante, y pueden ser fuertemente dependientes del esquema de muestreo

por lo que los limites entre el 70% y el 143% podrian ser aceptables.

Para el Tmax: como el Tyax €s una variable discontinua que depende de los puntos de
extraccion prefijados, no es adecuado realizar un andlisis paramétrico para su
evaluacion, sino que se suele calcular el intervalo de confianza por métodos no

paramétricos (Hauschke y cols., 1990).

Segun la guia, una variacion de + 20 % para un Tpax de 10 min no tiene el mismo
significado que una variacién de + 20 % para un Tp,x de 120 min. Por eso, el intervalo
de bioequivalencia para este pardmetro debe definirse cuidadosamente y debe

justificarse.
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Para que dos productos sean bioequivalentes se requiere que el intervalo de confianza
del 90% para la diferencia entre las medias de las dos formulaciones (AUC y Cpax) N0

exceda de + 20%.

Para el Tpay, ti2p y €l MRT no se recomienda la transformacion logaritmica.

111.1.3. Evaluacion de la eficacia terapéutica

Para el estudio de la eficacia terapéutica de la OTC frente a los diferentes
microorganismos causantes de las enfermedades mas importantes en las especies bovino
y porcino y para las cuales se recomienda su uso, se llevd a cabo una revision
bibliografica de las CMI (90 ¢ 50, segin los casos) existentes de aquellos
microorganismos implicados en las principales patologias donde la OTC esta
recomendada. Estos datos se recogeron para su analisis matematico, de forma que se
pudiera calcular el indice de eficacia utilizado en medicina humana y veterinaria y asi

valorar la eficacia de los farmacos utilizados frentes a unas determinadas infecciones.

Segiin Gunderson y cols (2001) y Sanchez y cols (2000), el indice de eficacia mas
utilizado y los valores que se deben tener en cuenta para considerar un farmaco como

efectivo son:

Cnax/CMI >10

AUC.24n/CMI > 125

T.>CMI (%) =50

Craig y cols (2003) consideran que el valor AUC4/CMI puede estar entre 25-30

segun el estado inmunitario de los animales tratados.

AU Co_24h/C MI =25-30
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111.2. ESTUDIO DE RESIDUQOS DE OTC EN BOVINO

111.2.1. Formulaciones de OTC empleadas

El estudio de residuos de OTC en bovino se llevo a cabo utilizando la formulacion A.

111.2.2. Animales

Los animales fueron sometidos a un periodo de blanqueo y aclimatacion de 15 dias
antes de iniciar el tratamiento para asegurar que los animales estaban libres de cualquier

otra medicacion que pudiese interferir con el farmaco objeto de este estudio.

Para la realizacion del estudio se utilizaron 12 terneras, sanas, de raza frisona y de
pesos entre 125-130 kg al inicio de la prueba, procedentes de una granja acreditada. Las
terneras permanecieron en la granja en la que se encontraban durante el tiempo que durd

el estudio.

111.2.3. Dieta

Las terneras recibieron una dieta de pienso, libre de farmacos y substancias
promotoras del crecimiento basada, de granos de cereal, oleaginosas, aceite, grasas,

vitaminas, cobre, paja y agua ad libitum.

Antes de iniciar el estudio se realizd una exploracion clinica y hemogramas de los

animales para comprobar que éstos se encontraban en perfecto estado de salud.

111.2.4. Tratamiento y sacrificio

Se administr6 a todos los animales la formulacion A por via i.m. a nivel de las tablas
de cuello, a una dosis de 30 mg de OTC/kg p.v. en dosis unica. La administracion se

realizé de forma lenta y continuada.

Después del tratamiento, se realizd un control del estado general de los animales, asi
como de la zona de inyeccion para comprobar si aparecia algin sintoma derivado de la

administracion de la especialidad.

Las terneras fueron sacrificadas en tres lotes de 4 animales cada uno a los 28, 35 y 42

dias de la administracién del producto.
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De los animales sacrificados se tomaron muestras de los siguientes tejidos:
- Misculo (zona del lomo, aproximadamente 500 g).
- Punto de inyeccion (a partir del punto donde se realiz6 la inyeccidon se tomd una
circunferencia de un radio de aproximadamente 10 cm) y una profundidad de unos 5
cm equivalente a 500 — 700 g.
- Higado (250-500 g en funcion del tamafio del 6rgano).

- Rifion (Ia mitad de cada uno de ellos).

Las muestras recogidas fueron homogeneizadas y se colocaron en recipientes de
polipropilenio de 50 ml para proceder a su almacenamiento a —20 °C hasta el momento

de su analisis.

I11.2.5. Andlisis cromatografico de las concentraciéon de OTC + 4-epiOTC en

tejidos diana de bovino

Las muestras se analizaron segun un método previamente validado (ver anexo I).

111.2.6. Preparacion del tejido y extraccion de la OTC + 4-epiOTC

(Ver anexo 1, VIII.3.3.8).

111.2.7. Cuantificacion de las concentraciones tisulares de OTC + 4-epiOTC en los

animales tratados

Todas las muestras problemas fueron procesadas paralelamente con muestras blancas
que contenian una concentracion conocida de OTC + 4-epiOTC a partir de las cuales se
calcul6 la recta de regresion. Las muestras problema fueron interpoladas a partir de la
recta de calibrado obtenida para cada matriz bioldgica, analizada en el mismo dia de
analisis que las muestras problema. De esta forma se calculdé exactamente la
concentracion de OTC + 4-epiOTC presente en cada una de las muestras procedentes de

los animales tratados (ver anexo I, VIIL.3.3.8).
111.2.8. Calculo del tiempo de espera

El célculo del tiempo de espera se realiza aplicando un céculo estadistico basado en
los principios farmacocinéticos, los cuales consideran que en el momento de la toma de

las muestras, el farmaco se encuentra en una fase de eliminacién lineal en qué la curva
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de niveles tisulares respecto al tiempo, expresada de forma logaritmica, sigue una recta
con una pendiente mas o menos elevada segun la velocidad de eliminacion del fA&rmaco
desde cada uno de los tejidos diana. En ocasiones, los datos obtenidos no permiten el
uso de este modelo cuando la mayoria de valores se encuentran por debajo del limite de
cuantificacion. En ese caso, el Comitee for Veterinary Medicinal Products, CVMP de la
Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos, EMEA recomienda una
aproximacion para estimar el tiempo de espera (EMEA/CVMP/036/95 FINAL, 1996)
que consiste en tomar el tiempo en qué todos los tejidos tienen concentraciones por

debajo del LMR y aplicarle un margen de seguridad entre el 10 % y el 30 %.
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IV.1. ESTUDIO DEL PERFIL CINETICO DE OXITETRACICLINA TRAS SU
ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR EN TERNERAS

IV.1.1. Estudio previo del perfil cinético de oxitetraciclina administrada por via

i.m. en terneras
IV.1.1.1. Concentraciones plasmaticas

Tras el estudio previo realizado sobre 6 terneras, a las que se administrd por via i.m.
una dosis de 30 mg/kg p.v. de OTC en las formulaciones A y B, las concentraciones
plasmaticas de OTC obtenidas en cada tiempo de muestreo y para cada una de las

formulaciones administradas durante el estudio, se presentan en las tablas 1 y 2.

Tabla 1. Concentraciones de OTC en terneras tratadas con una dosis de 30 mg/kg p.v. de la
formulacion A.

Concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina (zg/ml)

TI(lz(rIT]])pO Animal

A B C D F F

0.16 1.5 3.5 3.1 2.7 4.7 1.6
0.33 2.0 5.0 5.0 54 5.8 4.9
0.50 2.7 6.3 6.7 4.9 4.8 2.3
0.75 2.6 11.2 5.9 11.2 6.3 5.9
1 2.9 11.3 9.3 8.2 59 7.8
15 4.0 6.2 6.7 6.5 59 8.6
2 6.5 8.5 59 7.2 7.1 7.6
25 8.0 10.7 5.7 55 6.6 5.1
3 7.2 8.1 10.8 4.2 6.3 7.6
4 6.0 10.5 11.6 3.2 4.9 4.0
5 73 12.1 9.4 2.2 5.5 5.1
6 6.3 11.1 10.0 9.0 6.7 6.4
8 4.5 11.4 8.3 59 5.8 5.6
10 - 10.6 5.8 4.9 5.5 4.8
24 23 4.6 2.6 2.6 1.9 0.9
48 1.0 1.0 1.2 0.9 0.8 0.8
72 0.2 0.9 0.9 1.0 0.5 0.5

- Muestras no recogidas
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Tabla 2. Concentraciones de OTC en terneras tratadas con una dosis de 30 mg/kg p.v. de la

formulacion B.

Concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina (zg/ml)

Tle(rr?)po Animal

A B C D E F

0.16 1.5 3.5 1.7 9.7 3.2 1.9
0.33 1.3 6.1 2.2 18.0 4.4 2.4
0.50 2.5 7.9 3.1 9.3 5.6 1.9
0.75 3.2 7.7 4.8 5.5 6.3 3.1
1 2.8 7.9 5.9 6.5 6.3 3.9
15 2.0 7.2 5.5 8.2 7.0 4.7
2 2.0 6.6 59 5.6 7.2 4.6
25 1.8 8.7 6.4 7.6 5.8 3.8
3 34 9.7 4.4 8.6 5.8 2.9
4 33 10.2 39 4.6 8.5 5.4
5 4.6 8.2 6.1 5.8 6.5 5.8
6 6.3 8.6 10.5 5.7 6.1 6.0
8 5.2 7.6 7.6 6.2 6.0 5.6
10 2.4 6.6 5.0 4.1 5.1 5.5
24 2.4 3.6 1.7 1.5 2.3 2.3
48 1.5 1.6 1.4 0.7 1.0 1.1
72 0.9 0.9 0.3 0.5 0.7 0.6

En la tabla 3, se muestran las medias de las concentraciones plasmaticas obtenidas en

diferentes tiempos de muestreo, de las dos especialidades administradas a las terneras.
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Tabla 3. Concentraciones medias de OTC tras administrar las formulaciones A y B a terneras a
una dosis de 30 mg/kg p.v.

Tiempo Media # DE
(h) Formulacién A Formulacién B
0.16 28+12 3.6+3.1
0.33 47+13 57+6.2
0.5 46+1.8 50+3.1
0.75 72+34 51+1.8
1 7.6+23 56+1.9
15 63+1.5 58+22
2 7.1+0.9 53+1.8
25 69+2.0 57+25
3 74122 58+2.8
4 6.7+3.5 60127
5 69135 62+12
6 82+2.0 72+19
8 69125 63+1.0
10 63124 48+14
24 25412 23+0.7
48 09+0.1 1.2+£0.3
72 0.7+£0.3 06102

En la figura 1, se han representado las curvas correspondientes a la media de las
concentraciones plasmaticas de los animales y para las dos formulaciones objeto de este
estudio. Se pueden observar en la grafica (a) las curvas correspondientes a la media de
las concentraciones plasmaticas de los 6 animales durante las primeras 12 horas

postadministracion.

Figura 1. Curvas medias de concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina respecto al tiempo
obtenidas tras la administracion de 30 mg/kg del farmaco a terneras por via i.m..
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En los resultados expuestos en las tablas 1, 2 y 3 se observa que a las 0.16 h de
administrar ambas formulaciones, ya se alcanzan concentraciones de OTC en el plasma,
siendo éstas de 2.8 = 1.2 pg/ml y 3.6 £ 3.1 pg/ml para las formulaciones A y B,
respectivamente. A partir de este momento, las concentraciones del firmaco siguen
aumentando de forma progresiva hasta alcanzar la Cp,x alrededor de las 6 horas

postadministracion, en ambas formulaciones.

Al evaluar las concentraciones plasmaticas encontradas a lo largo del tiempo de
muestreo, se puede ver que éstas se mantienen similares entre 0.75 y 10 horas

postadministracion.

Transcurridas 24 horas de la administracion de las dos formulaciones, las
concentraciones plasmaticas disminuyeron muy lentamente, detectandose niveles
plasmaticos cuantificables a los 3 dias de haber administrado ambas especialidades y

siendo éstos del orden de 0.6 - 0.7 pug/ml.

En la figura 1 se puede observar de forma mas clara este comportamiento,
presentando ambas formulaciones un perfil similar, aunque los niveles plasmaéticos
encontrados de la formulacion B son ligeramente inferiores a los de la formulaciéon A
durante las primeras 24 horas postadministracion. A partir de este momento, los perfiles

observados para ambas formulaciones practicamente se superponen.

1VV.1.1.2. Estudio farmacocinético

En las tablas 4 y 5, se muestran los parametros farmacocinéticos, resultado del analisis
de las curvas de niveles plasmaticos, para cada una de las terneras, asi como los valores

medios, para cada una de las dos formulaciones administradas.
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Tabla 4. Parametros farmacocinéticos de OTC obtenidos tras el tratamiento de las terneras con
la formulacion A a una dosis de 30 mg/kg p.v. por via i.m.

Parametros Ternera A Ternera B Ternera C Ternera D Ternera E Ternera F
Farmacocinéticos

Crnax (ng/ml) 8 12.1 11.6 11.2 7.1 8.6

Tax (h) 2.5 5 4 0.8 2 1.5

AUC* (11 h/ml) 153.2 297.6 213 174 157.2 133

AUC,” (ng.h/ml) 157,1 319.3 253,7 224 169.6 158,5

MRT® (h) 20,8 23.1 353 44 24 35

tiop (h) 13.6 16.7 314 35 21.3 354
Chax: concentracion maxima; Tp,,: tiempo correspondiente a la concentracion maxima; AUCO3 dias, Area bajo la curva

hasta 3 dias; MRT: tiempo medio de residencia; t;: semivida bioldgica correspondiente a la fase terminal de
eliminacion.

Tabla 5. Pardmetros farmacocinéticos de OTC obtenidos tras el tratamiento de las terneras con
la formulacién B a una dosis de 30 mg/kg p.v. por via i.m.

Parametros Ternera A Ternera B Ternera C Ternera D Ternera E Ternera F
Farmacocinéticos

Cmax (ug/ml) 6.3 10.2 10.5 18 8.5 6

Tonax (h) 6 4 6 0.3 4 6

AUC* ™ (g h/ml) 147.6 243.6 167.4 143 174 164.8

AUC,” (pgh/ml) 189.0 281.1 172 165 202 182.2

MRT*" (h) 475 334 21.8 30.5 32.9 28.8

tyyop (h) 32.5 29 10.8 30.3 28 20.1
Chax: concentracion maxima; T, tiempo correspondiente a la concentracién maxima; AUC,> ¥ drea bajo la curva

hasta 3 dias; MRT: tiempo medio de residencia; t;3: semivida bioldgica correspondiente a la fase terminal de
eliminacion.

En la tabla 6, se muestra la media de los diferentes parametros farmacocinéticos para

las dos formulaciones administradas a terneras a una dosis de 30 mg/kg por via i.m.

Tabla 6. Media de los parametros farmacocinéticos de OTC obtenida tras el tratamiento de las
terneras con la formulaciones A y B, a una dosis de 30 mg/kg p.v. por via i.m.

Parametros Media = DE
Farmacocinéticos Formulacion A Formulacion B

Crnax (ng/ml) 9.8+2.1 99+44

Tax (h) 26+ 1.6 4422

AUC® % (11 h/ml) 188 + 60 173.4 +36.4

AUC,” (pg.h/ml) 213.7+64.8 198.5+42.5

MRT,**® (h) 304+9.1 324£85

tyzp (h) 255+9.6 25.1+£8.2

Chax: concentracion maxima; Tp,,: tiempo correspondiente a la concentracion méaxima; AUC,’ 4™ 4rea bajo la curva

hasta 3 dias; MRT: tiempo medio de residencia; t;;p: semivida biologica correspondiente a la fase terminal de
eliminacion.
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Como se puede observar en los resultados expuestos en las tablas 4, 5 y 6, de los
parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de las concentraciones plasmaticas de
OTC en terneras, la media de la Cp.x de los diferentes animales es similar en ambas
formulaciones, siendo el valor de 9.8 £ 2.1 pg/ml para la formulacion A y 9.9 + 4.4
ng/ml para la formulacion B, observandose un Tyax para la formulacion B superior al de

la formulacién A.

Tanto el AUC*® como el AUC,” obtenidos son muy similares para ambas

especialidades. El MRT y el t;2g son también muy similares.

IVV.1.2. Estudio del perfil cinético de oxitetraciclina administrada por via i.m. en

terneras
IV.1.2.1. Concentraciones plasmaticas

En las tablas 7 y 8 pueden observarse las concentraciones plasmaticas de OTC
obtenidas en cada tiempo de muestreo hasta 10 dias postadministracion, tras la
administracion i.m. de 30 mg/kg p.v. del antibiotico en las formulaciones A y B,

respectivamente.
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Tabla 7. Concentraciones de oxitetraciclina (ug/ml) en terneras después de la administracion i.m. de una dosis de 30 mg/kg p.v. en la
formulacion A

Tiempo Animal  Animal  Animal Animal Animal = Animal Animal Animal Animal Animal = Animal Animal Animal  Animal
(h) 1 2 3 4 5 6 7 10 17 18 19 20 21 22
1 5.1 6.2 5.8 12.4 5.1 3.6 - 2.1 5.7 3.7 9.6 13.0 6.9 6.5
2 6.7 12.0 7.2 9.3 8.0 18.0 11.5 4.6 7.2 5.2 16..9 13.9 6.1 5.6
3 59 7.7 7.0 8.2 53 5.0 9.5 4.0 7.4 5.6 7.8 8.4 6.6 6.3
4 59 9.8 8.6 6.4 7.6 15.4 10.4 4.7 8.1 6.0 9.5 12.1 6.7 6.4
6 52 59 7.2 8.1 5.0 53 9.2 4.4 7.3 5.8 6.4 10.1 3.9 54
8 5.0 8.8 73 5.5 4.6 8.5 9.2 4.3 7.4 4.8 11.6 8.6 53 8.0
10 43 4.8 6.6 54 53 52 8.9 4.4 5.5 4.6 5.0 8.6 5.7 5.8
12 5.0 4.4 6.3 2.8 4.8 5.0 8.7 1.5 54 35 5.0 7.9 3.8 5.1
24 2.0 1.5 2.6 1.3 2.3 1.6 33 1.1 2.7 24 32 - 33 3.7
36 1.2 1.3 1.3 0.9 1.3 1.3 24 1.0 1.5 1.3 1.5 1.0 1.8 1.3
48 1.1 1.9 1.1 0.8 1.7 1.1 1.5 0.9 1.0 1.0 1.2 1.3 1.0 -
60 0.9 0.9 0.9 0.3 1.3 1.0 1.1 0.8 0.8 1.3 1.0 0.1 0.8 0.9
72 0.5 0.7 0.7 0.2 1.0 0.6 0.9 0.7 0.8 1.0 0.8 0.2 0.6 0.7
120 0.3 0.5 0.5 0.1 0.5 0.5 0.6 0.6 0.3 0.6 0.6 0.6 0.2 0.5
144 0.2 0.6 0.5 0.2 0.5 0.5 0.6 0.5 0.4 0.5 0.5 0.3 0.5 0.5
168 0.2 0.6 0.2 0.0 0.5 0.5 0.6 0.6 0.3 0.6 0.4 0.3 0.3 0.6
192 0.1 0.4 0.4 0.1 0.6 0.4 0.9 0.6 0.1 0.5 0.4 0.2 0.2 0.3
216 0.2 0.5 0.4 NQ 0.1 0.4 0.6 0.5 0.2 0.6 0.4 0.3 0.3 0.4
240 0.2 0.6 0.4 NQ 0.1 0.4 0.4 0.5 NQ 0.5 0.3 0.2 0.2 0.4

NQ: niveles por debajo del limite de cuantificacion
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Tabla 8. Concentraciones de oxitetraciclina (ug/ml) en terneras después de la administracion i.m. de una dosis de 30 mg/kg p.v. en la
formulacién B

Tiempo Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal  Animal

(h) 8 9 11 12 13 14 15 16 23 24 25 26 27 28
1 3.2 5.7 6.0 4.9 32 4.9 6.5 52 6.9 6.5 5.0 5.1 - 8.2
2 5.5 7.4 20.6 7.4 10.1 6.2 6.4 52 7.5 11.4 6.8 4.9 11.7 13.1
3 4.9 7.7 35 4.5 43 52 5.6 4.9 53 6.4 5.8 5.7 6.7 7.3
4 5.4 7.0 7.8 6.4 6.0 5.9 5.6 5.8 5.6 10.6 6.9 5.7 16.5 9.6
6 6.1 59 6.3 6.0 4.6 6.8 5.4 5.5 5.4 7.2 6.4 5.7 11.4 59
8 7.1 6.9 53 4.9 52 5.8 4.2 4.0 5.1 10.5 5.7 5.4 9.6 5.8
10 4.6 59 6.0 6.7 4.5 5.9 4.8 1.9 2.5 6.4 6.0 44 5.6 4.0
12 3.8 7.2 6.7 7.2 4.9 5.7 3.6 3.8 24 52 5.0 4.0 5.9 4.5
24 1.4 1.7 24 24 1.7 1.2 1.6 2.7 1.8 35 34 2.1 2.9 3.4
36 1.1 1.7 1.6 1.5 1.1 0.3 1.3 1.7 1.0 1.5 1.7 1.0 1.2 1.5
48 0.7 1.1 1.2 0.7 0.9 0.4 0.7 0.8 0.7 0.6 1.1 1.1 1.3 0.6
60 0.6 1.0 0.9 0.8 0.8 0.4 0.4 0.7 0.6 0.5 0.9 1.9 1.3 0.7
72 0.7 0.6 0.7 0.7 0.7 0.5 0.5 0.6 0.5 0.4 0.7 0.5 0.8 0.5
120 0.4 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.2 0.3 0.2 0.6 0.4 0.4 1.3 0.3
144 0.4 0.5 0.3 0.6 0.4 0.5 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 1.7 0.2
168 0.3 0.5 0.3 0.2 0.4 0.4 0.2 0.3 0.2 - 0.3 0.2 - 0.3
192 0.3 0.4 0.5 0.2 0.3 0.6 0.2 0.6 0.1 0.2 0.3 0.4 0.7 0.3
216 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2 0.4 0.1 - 0.1 0.2 0.3 0.5 0.4 0.2
240 0.0 0.3 0.3 0.1 0.2 0.8 0.1 0.4 0.1 0.4 0.4 NQ NQ 0.2

NQ: niveles por debajo del limite de cuantificacion
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Resultados

En la tabla 9, se muestra la media de las concentraciones plasmaticas de ambas especialidades

obtenidas en diferentes tiempos de muestreo.

Tabla 9. Media de las concentraciones plasmaticas (ug/ml) en terneras tras la administracion i.m.
de una dosis de 30 mg/kg p.v. de las dos formulaciones de OTC ensayadas.

Tiempo (h) = e« DIE =
Formulacion A Formulacion B

1 6.6+33 55+14
2 94+44 89+43
3 6.8+1.5 5.6+1.2
4 84+29 7.5+3.0
6 64+1.8 63+1.6
8 7.1+22 6.1+1.9
10 57+14 49+14
12 49+19 50+14
24 24+0.8 23+0.8
36 14+04 1.3+04
48 1.2+0.3 0.8+0.3
60 0.9+0.3 0.8+0.4
72 0.7+0.3 0.6 +0.1
120 0.5+0.2 0.5+0.3
144 04+0.1 04+04
168 04+0.2 0.3+0.1
192 04+0.2 04+0.2
216 04+0.2 0.3+0.1
240 04+0.2 0.3+0.2

Al igual que se observd en el estudio previo, trascurrida 1 h de la administracion de ambas
especialidades las concentraciones plasmaticas medias del farmaco ya se encuentran en niveles de
6.6 £ 33 pug/ml y 5.5 = 1.4 pg/ml. Las concentraciones van aumentando hasta las 4 h
postadministracion para ambas formulaciones. A partir de este momento, el farmaco empieza a
disminuir de forma progresiva, encontrandose OTC en el plasma hasta 10 dias después de la

administracion de ambas formulaciones.

En la tabla 10 se presentan, para su comparacion, las concentraciones plasmaticas medias de
oxitetraciclina obtenidas en los diferentes tiempos de muestreo del estudio previo y del estudio

cinético completo, tras la administracion i.m. de la dosis y pauta terapéutica ensayadas.

63



Resultados

Tabla 10. Media de la concentracion plasmatica (ug/ml) de OTC obtenidas para las dos formulaciones
ensayadas en los dos estudios realizados en terneras.

Estudio previo (modelo cruzado) (n = 6) Estudio cinético ( modelo paralelo) (n = 14)
; Media # DE ; Media + DE
ST ) Formulacién A Formulacién B UEIZ0 () Formulacion A Formulacion B

0.16 28+1.2 3.6+3.1 1 6.6 33 55+14
0.33 47%1.3 57+6.2 2 94+44 89+43
0.5 46x1.8 5.0+3.1 3 6.8+1.5 56+1.2
0.75 72+34 5118 4 84129 7.5+3.0
1 7.6+23 56+19 6 64+1.8 6.3+1.6
15 63+1.5 58+22 8 7.1+£22 6.1+1.9
2 7.1+£0.9 53+18 10 5714 49+14
25 6.9+2.0 57+25 12 49+19 5014
3 74122 5.8+28 24 24+0.8 23+£0.8
4 6.7+3.5 6.0+2.7 36 14+04 1.3+04
5 6.9+35 62112 48 1.2+03 0.8+0.3
6 82+2.0 72+19 60 0.9+0.3 0.8+0.4
8 6.9+2.5 6.3+1.0 72 0.7+0.3 0.6+0.1
10 63+24 48+14 120 0.5+0.2 0.5+03
24 25+1.2 23+0.7 144 0.4+0.1 04104
48 0.9+0.1 1.2+0.3 168 04+0.2 0.3+0.1
72 0.7+£0.3 0.6+£0.2 192 04+0.2 04+0.2
- - - 216 04+0.2 0.3+0.1

- - - 240 0.4+0.2 0.3+0.2

En el estudio previo, a los 10 min postadministracion se alcanzaron niveles plasmaticos del orden
de 3 pg/ml. Estas concentraciones siguieron aumentado de forma progresiva, detectdndose niveles
plasmaticos alrededor de 6.5 = 1 pg/ml trascurrida 1 h postadministracion. En el estudio cinético
completo, transcurrida 1 h postadministracion, los niveles plasmaticos obtenidos son muy similares a
los del estudio previo a este mismo tiempo, confirmandose asi el comportamiento del farmaco. A
partir de este momento, las concentraciones aumentaron de forma progresiva hasta alcanzar la
concentracion maxima a las dos horas postadministracion, cuando se llevo a cabo el estudio cinético
completo y a los 6 h postadministracion en el estudio previo de ambas formulaciones, aunque cabe
remarcar que en ambos estudios, en el intervalo de 2 a 10 h, las concentraciones se mantuvieron

muy similares.

A partir de 24 h postadministracion, los niveles plasmaticos de ambas especialidades y en ambos
estudios, disminuyeron lentamente, detectandose niveles plasmaticos a los 3 dias de haber
administrado los productos, siendo del orden de 0.7 pg/ml. No obstante, al realizar el estudio
completo, a partir de los 3 dias se comprobo que los niveles seguian disminuyendo de forma muy
lenta, encontrandose niveles de 0.4 = 0.2 pug/ml OTC hasta 10 dias después de la administracion de

ambas especialidades.

64



Resultados

En las figuras 2 a 31 se han representado las curvas de concentraciones plasmaticas de
oxitetraciclina de cada uno de los animales, asi como la media obtenida a partir de los 14 animales

tratados, tanto después de la administracion de la formulacion A como de la formulacion B.

En la figura 32 se han representado conjuntamente las curvas medias de ambas formulaciones para

poder comparar el perfil conjunto de las dos especialidades administradas.
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Concentracion plasmatica (ng/ml)

Concentracion plasmatica (pg/ml)
S
1

Figura 2. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 1 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion A
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Figura 4. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 3 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

Figura 3: Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 2 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion A.
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Figura 5. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 4 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

Concentracion plasmatica (pug/ml)

20

Figura 6. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 5 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.

Figura 8: Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 7 tratada por via
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intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiodtico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica (ng/ml)

Concentracion plasmatica (pg/ml)

Figura 7. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 6 tratada por via

intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacién A.
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Figura 9. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 10 tratada por via
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intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

Concentracion plasmatica (pg/ml)

Figura 10. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 17 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion A.
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Figura 12. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de te.rnera 19 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

Figura 11. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 18 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiodtico, preparado en la formulacion A.
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Figura 13. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 20 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica (pug/ml)

Figura 14. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 21 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion A.

Concentracion plasmética (ng/ml)
s
L
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Figura 15. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 22 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion A.
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Figura 16. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente la media de los valores obtenidos de las terneras
tratadas por via intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion A.
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Concentracion plasmatica(pg/ml)

Concentracion plasmatica (pug/ml)
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Figura 17. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 8 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B.
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Figura 19. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 11 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B.
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Figura 18. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 9 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B.
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Figura 20. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 12 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion B.
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

Concentracion plasmatica (pug/ml)

Figura 21. Curva de concentracidon/tiempo en plasma procedente de ternera 13 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B.
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Figura 23. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 15 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B.
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Figura 22. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 14 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B.
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Figura 24. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 16 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

Concentracion plasmatica (ng/ml)

Figura 25. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 23 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B
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Figura 27. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 25 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B
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Figura 26. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 24 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B
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Figura 28. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 26 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacion B
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Concentracion plasmatica (pg/ml)

20

Figura 29. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 27 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulaciéon B
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Figura 31. Curva de concentracidon/tiempo en plasma procedente la media de los valores obtenidos de las terneras

Figura 30. Curva de concentracion/tiempo en plasma procedente de ternera 28 tratada por via
intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibiotico, preparado en la formulacién B
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tratadas por via intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en la formulacion B
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Figura 32. Curvas de concentracion/tiempo en plasma procedente la media de los valores obtenidos de las terneras
tratadas por via intramuscular con una dosis de 30 mg/kg del antibidtico, preparado en las formulaciones A y B
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Como puede observarse a partir de la curva media de niveles plasmaticos respecto al
tiempo, tras la administracion i.m. de una dosis Unica de OTC de 30 mg/kg p.v., en sus
formulaciones A y B, se obtienen concentraciones en el plasma después de una hora de
la inyeccion de ambas especialidades a terneras del orden de 6.6 £ 3.3 ng/mly 5.5 £ 1.4
ug/ml, respectivamente. Se observa como alcanza la Cp, media en ambas
formulaciones aproximadamente a las 3 h, llegando a niveles proximos a 10 + 4 pg/ml.
Como ya se ha comentado, graficamente se observa la disminucion progresiva de los
niveles plasmaticos a partir del tiempo de concentracion maxima y hasta las 24 h
postadministraciéon, descendiendo muy lentamente hasta los 10 dias de haber

administrado ambas especialidades.

Puede observarse como, al representar las dos curvas de concentraciones plasmaticas
medias, ambas tienen un perfil muy similar, siendo superponibles durante practicamente

todo el periodo de muestreo.

1VV.1.2.2. Estudio farmacocinético

En las tablas 11 y 12 se muestran los pardmetros farmacocinéticos obtenidos del
analisis de las curvas de niveles plasmaticos de cada uno de los animales estudiados, asi
como la media obtenida de los parametros de los 14 animales tratados con cada una de
las dos formulaciones a la dosis sefialada. Los parametros analizados fueron el AUC, la

Cmax, el MRT, la tl/zﬁ y el Tmax.
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Tabla 11: Parametros farmacocinéticos de oxitetraciclina en terneras después de la administracion de la formulacion A a una dosis unica de 30
mg de oxitetraciclina/kg p.v.

Pardmetros T T T T T T T AnimTaIes T T T T T T

s rye ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera
B 1 2 3 4 5 6 7 10 17 18 19 20 21 22
AUCy” (ug.h/ml) 2169 386.2 342.7 152.2 266.0 342 4332 386.1 239.5 374.9 354.5 369.3 251.3 332.6

AUC, " (jug.h/ml) 197.3 2745  271.0 1522 2614  270.7 3649 2033 2395 2622 302.0 3045 2283 270.4

AUC*"™ (g h/ml) 156.0 181.8 194.2 137.9 178.4 186.3  257.1 104.3 187.5 1564 2172 2174 172.5 189.1

Tmax (1) 2 2 4 1 2 2 2 4 4 4 2 2 1 8
Cnax (ug/ml) 6.7 12 8.6 12.4 8 18 115 47 8.1 6 169 139 69 8
MRT (h) 742 1722 130 275 63 1329 1144 3214 441 1898 1062 1246 784 1254
tyop (h) 72 1349 1169 371 502 125 1143 2376 579 1514 111.6 1967 768 1203

10 dias,

Ciax: concentracion maxima; Ty tiempo correspondiente a la concentracion maxima; AUC, : area bajo la curva hasta 10 dias; MRT: tiempo medio de residencia; tg: semivida biologica

correspondiente a la fase terminal de eliminacion
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Tabla 12: Pardmetros farmacocinéticos de oxitetraciclina en terneras después de la administracion de la formulacion B a una dosis tinica de 30
mg de oxitetraciclina/kg p.v.

Pardmetros T T T. T T T T. AnimaTIes T T T. T T T

s rye ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera ernera
B 8 9 11 12 13 14 15 16 23 24 25 26 27 28
AUC,® (ng.h/ml) 1957 2985 3104 2572 2410 2063 1779 2608 1689 2964 3017 2271 4961 2522

AUC @ (ugh/ml)  194.4 264.8 270.6 246.2 209.8 215.9 169.3 210.4 157.5 257.0 249.9 227.1 385.5 230.1

AUC*® (ngh/ml)  133.7 188.7 201.3 181.0 147.7 132.7 131.9 147.8 123.1 200.4 188.6 159.5 222.9 183.3

Tmax (h) 8 3 2 2 2 2 1 4 2 2 4 3 4 2

Crax (ng/ml) 7.1 7.7 20.6 7.4 10.1 6.2 6.5 5.8 7.5 114 6.9 5.7 16.5 13.1
MRT (h) 59.9 92.9 93.2 62.2 97.6 - 59.1 124,2 63.2 86.1 107.2 61 156.4 74.3
typ (h) 56.5 91.2 91.9 65.5 914 - 66.5 97.9 55.5 78 92 100.4 172.2 102.3

10 dias,

Ciax: concentracion maxima; Ty tiempo correspondiente a la concentracion maxima; AUC, : area bajo la curva hasta 10 dias; MRT: tiempo medio de residencia; tg: semivida biologica

correspondiente a la fase terminal de eliminacion
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En la tabla 13, se presenta la media de los diferentes pardmetros farmacocinéticos,
resultado del andlisis de las curvas plasmaticas de los 28 animales y para ambas
especialidades administradas, obtenidos a partir de los resultados descritos en las tablas

11y 12.

Tabla 13: Media de los parametros farmacocinéticos de oxitetraciclina obtenida tras el
tratamiento de las terneras con la formulaciones A y B a una dosis de 30 mg/kg por via i.m.

Parametros Media # DE
Farmacocinéticos Formulacion A Formulacién B

Crnax (ug/ml) 10.1+ 4.1 9.5+4.5

Trmax (h) 29+1.8 29+1.7

AUC* ™ (g h/ml) 181.2+36.9 167.3 +31.7

AUC"™ (g h/ml) 2573 +52.1 234.9£54.9

AUC,” (ug.h/ml) 317.7+79.5 263.6 +81.4

MRT,™ 4@ (h) 121.7+73.4 87.5+29.3

tizp (h) 114.5455.7 89.3+29.8

Cunax: CONCentracion maxima; Tpg: tiempo correspondiente a la concentracion maxima; AUC,® “*: 4rea bajo la curva

hasta 3 dias; MRT: tiempo medio de residencia; t;3: semivida bioldgica correspondiente a la fase terminal de
eliminacion.

Seglin los resultados de los parametros farmacocinéticos obtenidos a partir de las
concentraciones plasmaticas de OTC en terneras, se puede observar que tanto el AUC,”
como el AUC,"° dias, son similares en ambas formulaciones, asi como lo son también la
Cmax Y €l Tmax. En cambio, el MRT y el tip de la formulacion A son ligeramente

superiores que los de la formulacion B.

3di . . .
" en el estudio previo y en el estudio completo se

De nuevo al comparar el AUC,
confirmd el comportamiento similar de la molécula a nivel plasmatico en ambos
ensayos (intervalo del AUC se encuentra entre 173 y 188 pg.h/ml en el estudio previo y

entre 167 y 181 pg.h/ml en el estudio completo).
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1V.1.2.3. Andlisis estadistico de la bioequivalencia

El resultado obtenido del céalculo de los intervalos de confianza del 90% permitio
evaluar la bioequivalencia entre las dos especialidades administradas. Los resultados se

muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Intervalo de confianza del 90% calculado a partir de los parametros farmacocinéticos
obtenidos tras administrar las formulaciones A y B de OTC a terneras.

Parametro Intervalo (%) segun especialidad
AUC,"" 95.6 —101.2
AUC,” 100.0 — 106.9
Crnax 90.4-121.3
Tl 66.7—141.4

Como se puede observar en los resultados obtenidos del célculo de los intervalos de
confianza del 90 %, todos los parametros estudiados, excepto el Tmax, se encuentran
dentro del rango fijado por la Guideline para la evaluacion de estudios de
bioequivalencia entre especialidades veterinarias (entre 80 y 125 % para el AUC y la
Cmax aunque en este ultimo parametro podria aceptarse limites de 70 a 143 %). Aunque
el Tmax presenta un intervalo de confianza mayor, para este parametro el intervalo no
esta fijado por la Guideline (EMEA/CVMP/016/00) ya que depende del valor que

presente.

IVV.1.2.4. Célculo de la eficacia frente los diferentes microorganismos causantes de
enfermedades en bovino

En la tabla 15 se puede observar la CMI (50 y 90), recogida de la bibliografia, de

diferentes microorganismos causantes de enfermedades importantes en bovino.
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Tabla 15. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de algunos microorganismos obtenida de
la bibliografia

Microorganismos CMls CMlg Autores
rl:/lycoplasma_ 0.25 1 (Hannan y cols., 1997)
yopneumoniae
Pasteurella multocida 0.78 3.13 (Yoshimura y cols.,
2001)
Mycoplasma agalactiae 0.296 0.533 (Loria y cols., 2003)
0.78 1.56 (Yoshimura y cols.,
Staphylococus aureus 2002a)

Actinobacillus 0.78 - (Yoshimura y cols.,
pleuropnuemoni 2002b)
Arcanobacterium pyogene 0.25 8 (Trinh y cols., 2002)
(Prescott y Baggot,
Leptospira Spp 1 4 2000)
(Prescott y Baggot,
Moraxella bovis 0.64 - 2000)

En las tablas 16 y 17, se pueden observar los indices de eficacia correspondientes a la
administracion de oxitetraciclina a un dosis de 30 mg/kg por via i.m. para cada uno de
los microorganismos causantes de las enfermedades mas importantes para esta especie y

para cada formulacién.

Tabla 16. Indices de eficacia de oxitetraciclina (formulacion A) administrada a un dosis de 30
mg/kg a terneras para los diferentes microorganismos.

Parametros
Microorganismos
Cra/CMIsy  AUCo.00n/CMIs, T>(C0 /';;”50 Cora/CMIgo AUCo.201/CM gy T>(Co /'3’)"90
Mycoplasma, 40.40 102.92 100 10.10 25.73 2321
hyopneumoniae
Pasteurella multocida 12.95 32.98 27.37 3.23 8.22 83
Mycoplasma 34.12 86.92 100 18.94 48.27 41.66
agalactiae
Staphylococus aureus 12.95 32.98 27.1 6.47 16.49 14.58
Actinobacillus 12.95 32.98 26.6 ; ; ;
pleuropnuemoniae
Arcanobacterium 40.40 102.92 100 1.26 321 ;
pyogene
Leptospira Spp 10.10 25.73 23.21 2.52 6.43 7.14
Moraxella Bovis 15.78 40.20 34.52 - - -

Se considera eficaz si los pardmetros: Cmax/ CMI>10; AUC,**/CMI>125 6 AUCy**/CMI= 25-30; T>CMI =50%,
segun Sanchez, 2000 y Gunderson y cols 2001 / Craig 2003).
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Tabla 17. indices de eficacia de oxitetraciclina (formulacion B) administrada a un dosis de 30
mg/kg a terneras para los diferentes microorganismos.

_ _ Parametros
e PV T>g " | Cra/CMIso AUC24/CMla T>(C; N
oomeumeniae 38 93.96 100 9.50 23.50 19.04
Pasteurella multocida 9.50 23.50 25.30 3.03 7.50 8.33
Micoplasama agalactiae 32.09 79.35 100 17.82 44.07 34.82
Staphylococus aureus 12.18 30.13 25.30 6.08 15.06 13.98
ropmaemeniac 12.18 30.13 2530 - - -
Arcanobacterium pyogene 38 93.96 100 1.18 2.93 -
Leptospira Spp 9.5 23.50 19.04 2.37 5.87 6.54
Moraxella Bovis 14.84 36.72 30.35 - - -

Se considera eficaz si los parametros: Cmax/ CMI>10; AUC**M/CMI>125 6 AUC,**/CMI= 25-30; T>CMI =50%,
segun Sanchez, 2000 y Gunderson y cols 2001/ Craig 2003).

Segiin Craig (2003), y como se puede observar en las tablas 16 y 17, el indice
AUC**/CMI indica que la OTC seria eficaz para la formulacién A en la mayoria de los
microorganismos en el caso de la CMlIsy. En la formulacion B, este indice no se cumple

para Pasteurella multocida y Leptospira spp.

Cuando se evalua la eficacia teniendo en cuenta la CMly,, este indice se cumple s6lo
para Micoplasma hyopneumoniae y Micoplasma agalactiae, en el caso de la

formulacion A y para Micoplasma agalactiae en la formulacion B.

Segiin Gunderson y cols (2001) y Sanchez (2000) el indice AUC*"/CMI no se

cumple para ningin microorganismo estudiado cuando se tiene en cuenta la CMIsy.

Si se considera el indice T>CMI, éste se cumple para Micoplasma hyopneumoniae,
Micoplasma agalactia y Ureaplasma spp, en el caso de de la CMlsy, y solo para

Ureaplasma spp, en el caso de CMlIy, para ambas formulaciones.

En la tabla 18, se pueden observar los intervalos en los que las concentraciones
pulmonares estan por encima de las CMIs de los microorganismos estudiados para las
formulaciones A y B, obtenidas a partir de la relacion concentracion plasmatica:
concentracion pulmonar (2:1) que describen los autores (Ames y Patterson, 1985;

Terhune y Upson, 1989).
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Tabla 18. Intervalo en horas en el que las concentraciones pulmonares estan por encima de
CML

. . Formulacion A Formulacion B
Microrganismos
MICs, MICgy MICs, MICy

Micoplasma 1h-120h l1h-24h 1h—-120h lh—-24h
hyopneumoniae
Pasteurella multocida 1h-24h 1h-8h 1h-24h l1h-6h
Mycoplasma 1h-72h 1h—-48h 1h-72h 1h-36h
agalactiae
Staphylococus aureus 1h-24h l1h-12h 1h-24h 1 h-12h
Actinobacillus 1h-24h - 1h-24h -
pleuropnuemoni
Arcanobacterium 1 h—120h 1h-120h
pyogene
Leptospira Spp 1h-24h lh-4h 1h—-24h -
Moraxella bovis 1h-36h - 1h-36h

Tabla 19. Datos preliminares y no publicados de resistencia a tetraciclinas en patdgenos
respiratorios porcinos cedidos por el Laboratorio de Vigilancia Sanitaria Veterinaria'

Especie Bacteriana PR 2R R
Doxiciclina Tetraciclina oxitetraciclina

Mannheimia haemolytica - - 96.8
Actinibacillus pleuropneumoniae - 66.6 -
Arcanobacterium pyogenes 12 69.9 -
Pasteurella multocida 5.8 - -
Haemophilus parasuis 16.5 - -
Streptococcus suis 19.6 - -

' Laboratorio de Vigilancia Sanitaria Veterinaria de la Facultad Veterinaria de la U.C.M
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IV.2. ESTUDIO DE RESIDUOS DE OTC + 4-epiOTC EN TERNERAS
1VV.2.1. Estudio de residuos en ternera

1VV.2.1.1. Concentraciones tisulares

En las tablas 20 a 23 se pueden observar las concentraciones tisulares de OTC +4-
epiOTC obtenidas tras analizar los diferentes tejidos diana, procedentes de animales
tratados por via i.m. a una dosis unica de 30 mg/kg de la formulacién A. Los animales

fueron sacrificados en 3 lotes de 4 animales a 28, 35 y 42 dias post-tratamiento.

Tabla 20. Concentraciones de OTC+4-epiOTC en el musculo de terneras tratadas por
via i.m. con la formulacion A de OTC a una dosis unica de 30 mg/kg p.v.

Concentracion de OTC+ 4-epi-OTC (ug/g)

Dia de sacrificio

(N° de lote) Fluiaiil
Ternera l Ternera 2 Ternera 3 Ternera 4
28 dias (Lote 1) 0.072 NQ 0.016 0.075
35 dias (Lote 2) 0.064 NQ 0.210 0.062
42 dias (Lote 3) 0.180 NQ 0.080 0.030

Se puede observar que los niveles detectados en el musculo de los animales tratados y

sacrificados a los 28 dias del tratamiento estan por debajo de LMR de este tejido.

A los 35 y 42 dias post-tratamiento uno de los animales sacrificados en cada uno de

los tiempos presenta una concentracion del farmaco por encima del LMR.

Tabla 21. Concentraciones de OTC+4-epiOTC en el rifién de terneras tratadas por via
1.m. con la formulacion A de OTC a una dosis unica de 30 mg/kg p.v.

Concentracion de OTC+ 4-epi-OTC (ug/g)

Dia de sacrificio

(N° de lote) Flutiaii]
Ternera l Ternera 2 Ternera 3 Ternera 4
28 dias (Lote 1) 2.46 0.28 0.21 0.86
35 dias (Lote 2) 0.14 0.21 0.28 0.26
42 dias (Lote 3) 0.11 0.42 0.20 0.36

En el rifdon, las concentraciones del farmaco estuvieron en 2 de los animales
sacrificados a los 28 dias por encima del LMR, aunque a los 35 y 42 dias estos niveles

disminuyeron por debajo de este valor en todos los animales tratados.
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Tabla 22. Concentraciones de OTC+4-epiOTC en el higado de terneras tratadas por via
i.m.con la formulacion A de OTC a una dosis unica de 30 mg/kg p.v.

Concentracion de OTC+ 4-epi-OTC (ug/g)

Dias de sacrificio

(No de IOtC) Animal
Ternera l Ternera 2 Ternera 3 Ternera 4
28 dias (Lote 1) 3.16 0.42 NQ 0.35
35 dias (Lote 2) NQ 0.30 0.28 0.37
42 dias (Lote 3) 0.02 0.20 0.24 0.20

Como se muestra en la tabla 22, los animales sacrificados a los 28 dias presentaron en
el higado unos niveles superiores al LMR y a los 35 dias, 2 de los 4 animales tratados
estuvieron en una situacion similar. A los 42 dias del tratamiento, estos niveles

disminuyeron por debajo del valor maximo establecido en todos los animales tratados.

Tabla 23. Concentraciones de OTC+4-epiOTC en el punto de inyeccion de terneras
tratadas por via i.m. con la formulacién A a una dosis tnica de 30 mg/kg p.v.

Concentracion de OTC+ 4-epi-OTC (ug/g)

Dia de sacrificio

(N° de lote) e
Ternera 1 Ternera 2 Ternera 3 Ternera 4
28 dias (Lote 1) NQ 3.02 146 1.24
35 dias (Lote 2) 2.70 1.98 1.46 0.94
42 dias (Lote 4) 0.61 0.21 0.62 0.85

En el punto de inyeccidn, las concentraciones del farmaco encontradas en todos los

animales y en los diferentes dias de sacrificio estan muy por encima del LMR.

En las figuras 33 a 36 se ha representado en abscisas los dias de sacrificio y en
ordenadas el logaritmo neperiano (Ln) de las concentraciones observadas en cada uno
de los animales sacrificados en cada periodo. Asimismo, se ha representado el valor

correspondiente al logaritmo del LMR fijado para cada uno de los tejidos diana.
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Figura 33: Residuos de oxitetraciclina + 4-epioxitetraciclina en el musculo de terneras tras
la administracion de una dosis Gnica de 30 mg/kg p.v. en su formulacion A
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Figura 34: Residuos de oxitetraciclina + 4-epioxitetraciclina en el higado de terneras tras
la administracion de una dosis Unica de 30 mg/kg p.v. en su formulacion A
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Figura 35: Residuos de oxitetraciclina + 4-epioxitetraciclina en rifién de terneras tras
la administracion de una dosis tnica de 30 mg/kg p.v. en su formulacion A
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Figura 36: Residuos de oxitetraciclina + 4-epioxitetraciclina en punto de inyeccion de terneras
tras la administracion de una dosis tnica de 30 mg/kg p.v. en su formulacion A
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Como se puede observar en las figuras, las concentraciones tisulares encontradas en
los diferentes tejidos procedentes de terneras, segun los dias de sacrificio y después de
la administracion de la formulaciéon A muestran, que el farmaco se elimina de forma
lenta de los diferentes tejidos, sobretodo del musculo. A los 42 dias postadministracion
del farmaco aun se encuentran niveles por encima de LMR en el musculo y sobretodo

en el punto de inyeccion procedente de los animales tratados.

1VV.2.1.2. Célculo del tiempo de espera

El célculo del tiempo de espera, en terneras tratadas con oxitetraciclina a la dosis
ensayada, dio como resultado un tiempo de espera de 45.5 dias en el caso de rifion y de
54.6 dias para el higado, al aplicar un 30 % de margen de seguridad sobre el periodo de
sacrificio en el que todos los animales tienen concentraciones por debajo del LMR

(EMEA recomienda la aplicacion de un margen de seguridad entre un 10 y un 30%).

En el caso del musculo y el punto de inyeccion, no se pudo determinar el tiempo de
espera de esta especialidad puesto que el ultimo sacrificio realizado presenta

concentraciones superiores al LMR en este tejido.
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V.1. ESTUDIO DEL PERFIL CINETICO DE OXITETRACICLINA TRAS SU
ADMINISTRACION I.M. EN TERNERAS

V.1.1. Estudio de la cinética de OTC en plasma de terneras

La evaluacion del comportamiento cinético de OTC a través del estudio de las
concentraciones plasmaticas del farmaco en terneras, tras administrar dos formulaciones
oleosas que se encontraban comercializadas en el mercado espafiol indicod, que
trascurrida una 1 h de la administracion i.m. de las dos especialidades, a una dosis de 30
mg/kg p.v., las concentraciones de oxitetraciclina en el plasma eran del orden de 6.6 +
3.3 pg/ml para la formulacion A y 5.5 £ 1.4 pg/ml para la formulacion B, valores
similares a los observados en el estudio previo llevado a cabo, en el cual se tomaron
muestras cada 15 min, durante la primera hora postadministracion y observandose que
ya a este tiempo se alcanzaban concentraciones de 2.8 £ 1.2 pg/mly de 3.6 £ 3.1 pg/ml

tras la administracion de las formulaciones A y B, respectivamente.

La Cmax obtenida tras el analisis estadistico (10.1 £ 4.1 pg/ml) fue similar a la
encontrada por otros autores tras la administracion i.m. de 20 y 40 mg/kg de OTC, en
forma retardada, a terneros de 240 kg (Archimbault y cols., 1989; Terhune y Upson,
1989). Pero cuando se administrd una formulacion acuosa a una dosis de 20 mg/kg, se
pudo observar que el antibidtico alcanzaba valores de la Cpax de 2.6 pg/ml a las 2 h

postadministracion (Maritim y cols., 1986).

En el estudio llevado a cabo, la Cy,.x media se presentod alrededor de las 3 h, y las
concentraciones plasmaticas se mantuvieron similares durante un intervalo de mas de
12h postadministracion, observandose niveles detectables hasta los 10 dias posteriores a

la inyeccion del farmaco.

Es conocido que la OTC es un antibidtico liposoluble, que se absorbe y distribuye con
gran facilidad, por lo que cabria esperar una rapida absorcion. En el presente estudio, las
formulaciones utilizadas fueron oleosas y fueron administradas por via i.m., razon por la
cual ven retrasada de forma significativa su velocidad de absorcion. Los resultados
obtenidos se ajustan a esta premisa, demostrandose el efecto retardador de los aceites

sobre la absorcion a nivel intramuscular.
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Si se observan las curvas de concentraciones plasmaticas respecto al tiempo (fig. 2 a
fig. 32), se puede apreciar un largo intervalo de tiempo (mas de 10 horas) en el que los
niveles plasmaticos de OTC se mantienen similares, entorno a 6 pg/ml. Un perfil similar
fue obtenido por Archimbault y cols. (1989), Davey y cols. (1985) y Fourtillan y cols.
(1989). Estos autores observaron, utilizando formulaciones retardadas, unos niveles
algo mas bajos que los obtenidos en los animales del presente estudio ya que

administraron una dosis de 20 mg/kg, inferior a la utilizada aqui (30 mg/kg).

Por tanto queda reflejado que el perfil cinético de estos productos responde a un
proceso de absorcion lenta y continuada desde el punto de inyeccion en el musculo y se
ajusta al de las formulaciones retardadas también encontrado por otros autores (Toutain
y Raynaud, 1983; Davey y cols., 1985; El korchi y cols., 2001). Ademas, estos
resultados encontrados sugieren que, una parte del farmaco administrado se queda
retenido en el punto de inyeccidon durante un largo periodo de tiempo, hipdtesis que
queda confirmada por los resultados obtenidos en el estudio de residuos también
realizado, en el que a los 42 dias postadministracion de la especialidad, atin se detectan
niveles elevados en el musculo procedente del punto de inyeccion. Esta retencion del
farmaco en el punto de inyeccion puede ser debida al vehiculo utilizado (solucion
oleosa) y/o a las caracteristicas irritantes de éste vehiculo, asi como al propio farmaco

(Sun y cols., 2002).

Cuando se administr6 la misma dosis que la ensayada a cerdos, de entre 20-30 kg de
peso, los resultados mostraron una Cpax de 6.7 pg/ml a los 90 min (Hall y cols., 1989),
siendo estos valores de un orden similar, aunque con ligeras diferencias que pueden
estar correlacionadas con la variabilidad esperable entre especies respecto a los

parametros Cpax Y Tiax-

Respecto a la eliminacion del farmaco, la administracion i.v. de la OTC a terneros
en formulaciones acuosas muestra, que ésta se elimina del organismo con un tj;g
entorno a 7 horas (Kumar y Malik, 1998). Asimismo, cuando se administra a vacas y
ovejas por via 1.v. se observa un tig entre 3 y 7 horas (Ziv y Sulman, 1974; Meijer y
cols., 1993; Moreno y cols., 1998; Rule y cols., 2001; Sun y cols., 2002), detectandose

también ligeras diferencias en funcion de la edad y de la especie animal.
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Otros estudios en los que se evaluaron formulaciones de oxitetraciclina retardadas o de
liberacion lenta, mostraron que los ti,g del farmaco eran significativamente largos y que
la administracion del antibidtico via i.m. presentaba un t;g tres o cuatro veces superior
al observado cuando el farmaco se administraba en formulacidon acuosa (Davey y cols.,
1985; Fourtillan y cols., 1989; Kumar y Malik, 1998). Esta elevada semivida de
eliminacion se justificaba por la acumulaciéon del farmaco en el lugar de la
administracion, y algunos de estos autores observaron una significativa irritacion en el

punto de inyeccion (Nouws y Vree, 1983; Xia y cols., 1983; Terhune y Upson, 1989).

Si se analizan los valores obtenidos en nuestro estudio correspondientes al tg y al
MRT para cada una de las formulaciones ensayadas, se puede constatar que éstos son
significativamente altos, entorno a las de 100 h. Resultados similares han sido obtenidos
por Meijer y cols. (1993) cuando administraron por via i.m. una dosis de 20 mg/kg en
forma retardada. Estos valores fueron superiores a los resultados obtenidos por otros
autores (Davey y cols., 1985; Fourtillan y cols., 1989; Archimbault y cols., 1994;
Craigmill y cols., 2000).

También, si se tienen en cuenta los estudios en otras especies, se puede observar que
los tipp observados en ovejas (Moreno y cols., 1998), en cerdos (Nielsen y Gyrd-
Hansen, 1996; El korchi y cols., 2001), en vacas (Bretzlaff y cols., 1982; Bretzlaff y
cols., 1983) y en cabras (Rule y cols., 2001) son significativamente inferiores a los

obtenidos en el presente trabajo.

Las diferencias entre los estudios citados y el presente trabajo sugieren, que ademas de
la influencia que puede ejercer el tipo de formulacion utilizada, provocando un
alargamiento del MRT y del tj»3, como consecuencia del enlentecimiento de la
absorcion, estas diferencias también pueden estar relacionadas con los tiempos de
muestreo efectuados. En la mayor parte de estos trabajos se han tomado muestras a
intervalos que no superan las 96 h, caracteristica que provocaria que no se observe
correctamente la fase final de eliminacion. En este estudio, se han puesto de relieve unas
curvas de niveles plasmaticos con una fase terminal asintotica, que a partir de los tres
dias postadministracion y durante los 10 dias de muestreo se mantiene en niveles
similares. Este fendmeno podria ser consecuencia de la lenta absorcion de la

oxitetraciclina desde el punto de inyeccion. Ademas, este comportamiento es tipico de
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las cinéticas “flip-flop”, que son aquellas en las que la velocidad de absorcion es igual a

la de eliminacion (Perrier y Gibaldi, 1982).

En general, los estudios realizados por via i.m. muestran semividas bioldgicas
significativamente mds largas que las observadas cuando el firmaco se administra por
via 1.v., sugiriendo ello de nuevo que en el lugar de inyeccidon se produce un efecto
reservorio, retardandose la absorcion de la OTC y repercutiendo sobre el proceso de

eliminacion (Ziv y Sulman, 1974; Meijer y cols., 1993).

La lenta fase terminal observada (tip= 114.7 h) puede ser también resultado de la
amplia distribucion de la oxitetraciclina hacia los tejidos, tanto los bien irrigados como
los periféricos, quedando en parte retenida en ellos. Esta amplia distribucidon estaria
justificada por la elevada liposolubilidad del fairmaco. No obstante, la fase terminal
asintotica que se observa tras la administracion i.m. de una formulacion retardada,
podria no detectarse tras la administracion i.v. ya que los niveles plasmaticos en esta

fase serian tan bajos que impedirian una correcta deteccion cromatografica.

Diferentes autores también analizaron en bovinos la cinética de una formulacion
retardada de OTC y en este caso el perfil de las curvas de niveles plasmaticos observado
fue también similar al del presente trabajo, aunque, como ya se ha indicado
anteriormente, para el calculo del ty)»p, los resultados difirieron entre el presente estudio

y los de estos autores.

En cerdos, Hall y cols. (1989) y El korchi y cols. (2001) y en caprinos Escudero y
cols. (1994) observaron, tras la realizacion del tratamiento con formulaciones retardadas

de OTC, un perfil equivalente al obtenido en los terneros objeto de este estudio.

En cuanto al AUC, algunos autores obtuvieron en terneras, al administrar una dosis
de 20 mg/kg, unos valores de alrededor de 210 pg.h/ml, habiendose realizado un
muestreo similar al de este trabajo (Fourtillan y cols., 1989; Kumar y Malik, 1998,
1999; Craigmill y cols., 2000). En Otros trabajos publicados se observaron al
administrar la misma dosis, un AUC entre 253- 273 pg.h/ml (Archimbault y cols., 1989;
Clarke y cols., 1999) y tras la administracion de una dosis doble, un valor de AUC de
462 + 89 pg.h/ml (Terhune y Upson, 1989). En el estudio que se ha llevado a cabo, en
el que la dosis administrada fue de 30 mg/kg, las AUC fueron de 317.7 £ 79.5 pg.h/ml y
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263.6 £ 81.4 pg.h/ml, segun la formulacion, valores ligeramente superiores a los
obtenidos al administrar la dosis de 20 mg/kg e inferiores a los de 40 mg/kg, elemento

que sugiere que el farmaco presenta una cinética lineal a las concentraciones ensayadas.

Al comparar el AUC en cabras, estos valores, a la dosis de 20 mg/kg, fueron
inferiores, del orden del 64.4-126.75 pg.h/ml (Escudero y cols., 1994; Escudero y cols.,
1996; Rule y cols., 2001; Payne y cols., 2002) y en ovejas el AUC aument6, siendo el
valor de 209 + 43 ng.h/ml (Craigmill y cols., 2000). Otros estudios realizados en cerdos
mostraron que el AUC variaba entre 100 pg.h/ml y 355 pg.h/ml en funcion de la dosis
administrada, siendo este ultimo valor el correspondiente a la dosis de 30 mg/kg. La
administracion de una dosis de 10 mg/kg por via i.v. a cerdos, muestra un AUC del
orden de 43.4 pg.h/ml (Hall y cols., 1989; Pijpers y cols., 1990; Banting y Baggot,
1996; Nielsen y Gyrd-Hansen, 1996; El korchi y cols., 2001) y en caballos se
obtuvieron valores de 223.7 ug.h/ml (Horspool y Mckellar, 1990).

Si se evalua el AUC obtenido en el presente estudio durante los diferentes periodos de
muestreo, el analisis muestra que a los 3 dias de haber administrado la formulacion, el
area representa un 58% del AUC,”. A los 9 dias, este valor ya es de un 82%, indicando
ello la alta biodisponibilidad que presenta la especialidad y confirmandose este hecho
con los niveles encontrados en el punto de inyeccion a los 28 dias, donde la
concentracion presente de firmaco en este punto suponia valores tan solo de entre el

1.9% y el 0.00006% de la dosis administrada.
V.1.2. Andlisis de la bioequivalencia

Los resultados obtenidos del calculo de los intervalos de confianza del 90%, cuando
se comparan los parametros farmacocinéticos evaluados (AUC, Cpax ¥ Tmax), resultantes
del analisis de las curvas de concentraciones plasmaticas de OTC respecto al tiempo y
obtenidas tras la administracion intramuscular a terneros de la dosis terapéutica
recomendada (30 mg/kg), mostraron para el AUC y la Cyx un rango entre el 80 y el
125%, considerado como adecuado por la guia para la evaluacion de estudios de la
bioequivalencia entre especialidades veterinarias EMEA/CVMP/016/00. En el caso de
Tmax €l intervalo encontrado estuvo entre 66.7 y 141.4 %. La guia remarca que para este
parametro, la interpretacion del valor obtenido del intervalo de confianza depende del

valor del Tnax. No obstante, este intervalo no deberia interpretarse como una falta de
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bioequivalencia debido a las caracteristicas de las formulaciones utilizadas en este
estudio, las cuales proporcionan concentraciones similares durante casi 12 horas y
probablemente, si se hubiera utilizado un niimero mayor de animales las diferencias

entre los valores del Tp,.x no hubieran sido significativas.

De acuerdo con las directivas establecidas por la FDA y el CVMP
(EMEA/CVMP/016/00), estos resultados sugieren que las formulaciones ensayadas son

bioequivalentes.

V.1.3. Eficacia terapéutica

Para evaluar la eficacia de la OTC se debe tener en cuenta que este firmaco se
clasifica, segun algunos autores, dentro del grupo de antibidticos tiempo dependiente y
con efecto postantibidtico (Craig, 2003). Esto significa que son antibacterianos con una
efectividad residual cuando las concentraciones del farmaco estan por debajo del CMlIyy.
Por tanto, no es necesario que estas concentraciones estén por encima de la CMly, de
forma constante, sino que pueden quedar por debajo de éste valor durante cortos
intervalos de tiempo, lo que implicaria que la cobertura terapéutica estaria garantizada
por el efecto postantibidtico. Este tipo de fArmacos inhiben la sintesis proteica actiando
en la fase de crecimiento/multiplicacion de las bacterias, razén por la que un corto
espacio de tiempo sin concentraciones efectivas no permitird un crecimiento
significativo del numero de c€lulas bacterianas presentes. Esta caracteristica de algunos
antibacterianos permite que los farmacos de este grupo puedan ser administrados en

intervalos de dosificacion mas espaciados conservando la efectividad.

No obstante, otros autores sitian la OTC como fdrmaco concentracion dependiente
baja (Van Bambeke y Tulkens, 2001), aunque los diferentes autores coinciden en que
uno de los parametros que mejor define la efectividad de este tipo de drogas es la
relacion AUC,4/CMlgg, ya que este pardmetro evaltia, en un intervalo de 24 h, la
relacion de las concentraciones plasmaticas con la eficacia antibacteriana (Van

Bambeke y Tulkens, 2001; Craig, 2002).

Segun Gunderson y cols. (2001) los valores de AUC,4,/CMlIgy deben ser superiores a
125. No obstante, estos valores se obtienen de experimentos realizados con animales

inmunodeprimidos, proponiéndose por otros autores valores adecuadas aquellos que se
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sitian entre 25 y 30 cuando se utilizan animales con un estado inmunitario normal
(Jacobs, 1999, 2001; Craig, 2003). En el presente estudio, los animales utilizados
estaban sanos y presentaban un estado inmunitario normal, razén por la que se podria
considerar mas adecuado tomar como referencia valores de AUC,4,/CMlygg superiores a

25-30.

Si se tiene en consideracion el valor de AUC,4,/CMlIy propuesto por Jacobs (2001) y
Craig (2003) de 25-30, éste estaria, para cada una de las formulaciones estudiadas, por
encima de este valor para microorganismos como Micoplasma hypneumoniae,
Ureaplasma spp y Moraxella boris. Si se tiene en cuenta la CMIs, el parametro
AUCun/CMlIs) se encontraria en un intervalo que permitiria sugerir que la OTC seria
eficaz frente a los microorganismos escogidos y de acuerdo con las tablas 16 y 17. En
cambio, si se considera el valor de 125 propuesto por (Gundersen y cols., 2001), tan
solo seria eficaz el tratamiento frente a Ureaplasma spp, tanto para las CMIgy como para

CMlIs,.

Si se evalua el pardmetro Tp./CMI > 50%, propuesto por Gunderson y cols. (2001)
este indice seria eficaz solamente para Micoplasma hypneumoniae y Arcanobacterium

pyogen en el caso de CIMs y para Ureaplasma spp en el caso de CMIy.

Las concentraciones plasmaticas encontradas en este estudio, tras la administracion de
una dosis de 30 mg/kg por via i.m., son bastantes altas y se mantienen alrededor de 7
pg/ml durante mas de 10 horas, siendo estos valores, a los 3 dias postadministracion, del
orden de 0.7 pg/ml. Al evaluar estas concentraciones se observa que son ligeramente
superiores a las CMlIg, de los principales microorganismos causantes de las infecciones

que con mas frecuencia afectan a terneros.

Si a partir de la C,,y, se evalia el correspondiente indice de eficacia Cpax/CMlIgy puede
observarse que si se tienen en cuenta las CMIsp, todos los microorganismos estudiados
serian sensibles a la oxitetraciclina cuando ésta se administra a una dosis de 30 mg/kg.
En cambio, en el caso de las CMlIy, solamente para Micoplasma hyopneumoniae y
Moraxella se cumplen los criterios establecidos por Sanchez (2000), Gundersen y cols.
(2001) y Craig (2003), ya que el indice Cyax/CMlgy alcanzaria valores cercanos o
superiores a 10. Consecuentamente, el uso de este antibidtico podria ser de utilidad en el

tratamiento de infecciones respiratorias, renales o articulares.
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Diferentes autores han evaluado las concentraciones de OTC en tejidos como el
pulmoén, encontrando valores de 4.7 = 0.2 pg/gy 2.3 £ 0.2 pg/g alas 12 y 48 h
postadministracion, respectivamente y tras administrar una formulacion retardada de
OTC a una dosis de 40 mg/kg por via i.m. (Terhune y Upson, 1989). Asimismo, Ames y
cols. (1985) evaluaron la diferencia entre las concentraciones pulmonares de terneros
sanos y de terneros con neumonia, observando que éstas no diferian en funcion de si el
animal tratado estaba sano o enfermo y encontrandose estos niveles entre 1.72 y 0.43

ug/g, a las 24 y 48 h, respectivamente de haber administrado el farmaco.

Estos resultados mostrarian que las concentraciones de OTC presentes en el pulmon, a
las 24 y 48 h del tratamiento, segun las especificaciones terapéuticas de las
formulaciones utilizadas por estos autores, superarian de forma notable las CMly y
CMlIsy de los principales microorganismos implicados en infecciones respiratorias de

terneros.

A partir de la evaluacion de las concentraciones plasmaticas y pulmonares obtenidas
por estos autores, se observa que la relacion entre los niveles en el pulmén y el plasma
es de aproximadamente 1:2, respectivamente. Por lo tanto, si se aplica esta misma
relacion a las formulaciones A y B ensayadas se podrian evaluar las concentraciones
que se encontrarian en el pulmén de los animales tratados, utilizando para ello los
valores de las concentraciones plasmadticas obtenidas a los diferentes tiempos de
muestreo. Para la formulacion A, la concentracion en el pulmoén oscilaria entre 4.7 y
0.25 ng/g y para la formulacion B, los niveles estarian entre 4.45 y 0.15 pg/g. De nuevo,
si se relacionan estos valores con las CMlsy y CMlgy para los microorganismos
relacionados en la tabla 15 y tabla 18, se puede observar que, en el caso de la CMlIsy, la
concentracion en el pulmon seria superior durante un tiempo de hasta 120 h para
Mycoplasma hyopneumoniae y Arcanobacterium pyogene. Este periodo se reduciria
hasta 72 h para Mycoplasma agalactiae y hasta 24 h para el resto de los

microorganismos evaluados.

En el caso de la CMly el intervalo en el que las concentraciones se encontrarian por
encima de este valor se reduce de forma considerable. Los animales estarian cubiertos
por el farmaco tan solo durante 4 h frente a Leptospira spp y tnicamente estarian

cubiertos frente a Mycoplasma agalactiae durante un intervalo de 48 h tras la
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administracion de la formulacion A y de 36 h tras la administracion de la formulacion

B.

En conclusion, estos resultados indicarian que la pauta terapéutica a seguir variaria de
forma considerable en funcién del microorganismo frente al cual se pretende actuar,
puesto que una misma pauta seria eficaz frente a un microorganismo pero no frente a

otro.

En general, si se tienen en cuenta, tanto las concentraciones que se presentarian en
pulmon, como los valores propuestos por Craig y cols. (2003) para el AUC,4,/CMlIygg de
25-30, para Cp,/CMIgp> 10 y para Tyax/CMI > 50%, la evaluacion de la eficacia de
OTC tras administrar las formulaciones A y B ensayadas y a partir de los datos de
CMlsy y CMlyg recogidos en la bibliografia, permitiria concluir que las infecciones
respiratorias  causadas por Micoplasma y otras enfermedades como la
queratoconjuntivitis provocada por Moraxella bovis, se podrian resolver con un dosis

entre 20 y 40 mg/kg de OTC.

Datos muy recientes observados en cerdos por la red de vigilancia de resistencias
antimicrobianas espafiola (Laboratorio de Vigilancia Sanitaria, 2005) ponen de relieve
el alto nivel de resistencias que actualmente algunos gérmenes patdogenos respiratorios
porcinos han desarrollado en Espafia (superior al 66% y con CMIyy> 32 para algunos de
ellos) en particular frente a tetraciclina y oxitetraciclina. Estos datos sugieren que para
hacer una evaluacion ajustada de la eficacia seria necesario hacer un amplio estudio de
los CMIspy CMlIyg para los gérmenes que mas frecuentemente son responsables de las
infecciones respiratorias en bovino, ya que el uso abusivo de estos antimicrobianos esta
provocando un incremento significativo de los niveles de resistencia a los

antimicrobianos y por tanto cambiando el perfil de eficacia de estos farmacos.
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V.2. ESTUDIO DE RESIDUOS DE OTC+4-EPIOTC EN TERNERAS

V.2.1. Estudio de residuos de OTC+4-epiOTC en terneras

Segun se recoge en el Summary Report (EMEA/MRL/023/95), la OTC se distribuye
extensamente por todos los tejidos corporales, alcanzando niveles altos en el higado,

rifidén, huesos y en los dientes.

Tras realizar el estudio de residuos, los resultados obtenidos muestran que a los 28
dias postadministracion las concentraciones de OTC + 4-Epi OTC, en la mayoria de los
animales tratados, estin muy por encima del LMR y aunque se aprecia un descenso en
las concentraciones observadas a lo largo del tiempo, éstas continian por encima de este
valor en los animales sacrificados a los 42 dias posteriores al dia en que se efectud el

tratamiento.

Este resultado pone de manifiesto el comportamiento que presenta las formulaciones
utilizadas en este estudio, las cuales al ser oleosas actian como formas retardadas. Se
observa que, una vez administrada la especialidad por via i.m. la velocidad de absorcion
desde el punto de inyeccion es significativamente lenta, como ya se ha destacado en el
analisis de los parametros cinéticos plasmaticos. La concentracion tisular encontrada en
los animales sacrificados a los 42 dias postratamiento supone entre un 0.012% y 0.003%
de la cantidad total del farmaco administrado, calculado siempre sobre 500 g de
musculo (muestra de tejido obtenida en el punto de inyeccion) (EMEA/
CVMP/542/03/final, 2004). Esto sugiere, que aunque lentamente, el firmaco se absorbe

en su totalidad.

Mawhinney y cols. (1996), en un estudio realizado en terneras, tras administrar OTC
por via i.m. a dosis Unica, encontraron niveles por encima del LMR en el punto de
inyeccion hasta los 30 dias posteriores a la administracion del farmaco, siendo las
concentraciones inferiores a este valor a los 45 dias post-administracion. Estos mismos
autores, tras realizar un estudio con OTC, administrada a dosis multiple en sitios
diferentes, observaron que los residuos en los tejidos analizados eran mucho méas bajos
que los encontrados tras la administracion a dosis unica. Otros autores, tras administrar
20 mg/kg, encontraron niveles por debajo del LMR en el punto de inyeccion a los 20

dias postadministracion (Landoni y Errecalde, 1992). Estos datos sugieren que la
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absorcion del farmaco desde el punto de inyeccion podria ser dosis dependiente, es decir
que se veria influida por la dosis administrada. En cabras, los niveles del punto de
inyeccion a los 14 dias de la administracion de una dosis de 20 mg/kg fueron del orden
de 1.54 pg/g (Payne y cols., 2002) y en ovejas se encontraron niveles por encima de
LMR hasta los 7 dias posteriores al tratamiento, no detectaron niveles por encima de
este valor a los 14 dias (Craigmill y cols., 2000). Esto podria estar relacionado con las

diferencias anatomicas y fisiologicas que se observan entre especies.

Las concentraciones de OTC a nivel hepatico y renal observadas en los animales
objeto de este estudio y sacrificados a diferentes tiempos, fueron similares entre si en
cada uno de los periodos de sacrificio realizados, observandose una muy lenta deplecion
en el intervalo de tiempo analizado. Para poder evaluar la eliminacion en estos tejidos,
los tiempos de sacrificio deberian haber estado mas distanciados y haberse realizado los
primeros sacrificios mas tempranamente. Esto sugiere, que la estimacion de los tiempos
de muestreo no fueron los mas adecuados para evaluar el tiempo de espera para este tipo

de formulaciones.

En un estudio realizado en ovejas a las que se les administré por via i.m. una dosis de
5 mg/kg de oxitetraciclina y posteriormente fueron sacrificadas a las 5 horas
postratamiento, se observaron en el rifidn concentraciones de 14.9 pg/g, en higado
3.7 ug/g y en musculo 1.6 ug/g. Después de 24 h del tratamiento, en el musculo se
observaron niveles superiores a 0.5 ug/g, en el higado superior a 1 ug/g y en el rifion
(cortex) superiores a los 6 pg/g (Farrington y cols., 1991). En cambio, en otro estudio
realizado en ovejas a las que se les administré por via i.m. una dosis de 20 mg/kg de
OTC y donde los animales fueron sacrificados a 1, 2, 3, 5, 7 y 14 dias
postadministracion del farmaco, se detectaron niveles de OTC por debajo del LMR en el
musculo, higado y rifién a las 48 horas postadministracion (Craigmill y cols., 2000).
Resultados similares fueron también observados en el estudio realizado por Nouws y
cols. (1990) en esta misma especie. Las diferencias observadas podrian estar
relacionadas con las dosis administradas y con el tipo de formulacién, la cual no viene

referida en los articulos publicados.

Diferentes estudios realizados en leche mostraron que tras la administracion de una

dosis de 20 mg/kg por via i.m. a vacas, los niveles fueron del orden de 0.155 £ 0.007
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ng/g alas 120 h (Payne y cols., 2002). En cabras, estos mismos autores encontraron
concentraciones del orden de 0.028 + 0.017 pg/g. En cambio, Reja y cols. (1994)
presentaron en su trabajo niveles entorno a 0.459 pg/g tras la administracion de una
dosis de 15 mg/kg y después del tratamiento mediante infusidon intrauterina a vacas
lactantes con 2 g de OTC. En el primer ordefio se determinaron concentraciones de
0.186-0.192 ng/g del antibiodtico y después del octavo ordefio (96 h) la leche contenia
menos de 30 ng/g (Anderson y cols., 1995). Roncada y cols. (2000) al administrar una
dosis de 3 g por esta misma via detectaron niveles del orden de 0.066 ng/g en la leche a
las 72 horas y a las 96 horas ya no aparecian concentraciones en esta matriz, indicando
ello la baja absorcion desde este lugar de administracion y la reducida acumulacion del

farmaco en esta matriz.

En un estudio realizado también en cabras, a las que se administrd por via i.v. e i.m.
una dosis de 20 mg/kg de dos formulaciones de OTC, una convencional y una
formulacion de larga accion, los autores encontraron niveles en leche hasta 48 y 72 h de
finalizar el tratamiento con la formulacion convencional y de larga accidn,

respectivamente (Rule y cols., 2001).

Estos estudios demuestran que la OTC es capaz de alcanzar la glandula mamaria
después de su administracion por via i.v. o i.m., mostrando su amplia distribucion hasta
los tejidos periféricos y como ya han sugerido los estudios del perfil farmacocinético,

influyendo este hecho de forma significativa en su eliminacion.

En conclusion, los estudios de residuos llevados a cabo con diferentes formulaciones,
dosis y diferentes especies demuestran la clara influencia que estos factores tienen en la

acumulacion del farmaco en los diferentes tejidos tanto centrales como périfericos.

V.2.2. Tiempo de espera

Si se siguen las recomendaciones de la guia EMEA/CVMP/036/95 FINAL 96 para
determinar el tiempo de espera de una especialidad, para su aplicacion en este estudio,
las concentraciones encontradas en los diferentes tejidos y en los diferentes periodos de
sacrificio no permiten realizar el calculo estadistico recomendado en la guia, ya que los
niveles presentes en los tejidos no muestran una deplecion clara y no se cumplen las

diferentes premisas fijadas para proceder a este calculo.
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La guia también propone una alternativa a este célculo estadistico y es la aplicacién
de un margen de seguridad entre el 10-30 % sobre el primer periodo de sacrificio en el
que las concentraciones encontradas en todos los tejidos estan por debajo del LMR. La
aplicacion de este criterio es posible en tejidos como el higado y el rindn, donde tras
aplicar el 30% de margen de seguridad sobre los tiempos de sacrificio en los que las
concentraciones estuvieron por debajo del LMR (35 dias en el rifion y 42 dias en el
higado) se obtendria un tiempo de espera de 45.5 dias para el rifion y 54.6 dias para el
higado. No obstante, si se consideran las concentraciones en el musculo del longissimus
dorsi y del punto de inyeccion (tablas del cuello), este criterio no puede ser aplicado
debido a que en alguno de los animales tratados se observaron, en estos tejidos,
concentraciones del farmaco por encima del LMR en el tltimo tiempo de sacrificio

realizado (42 dias).

Por tanto, a partir de los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que,
para poder determinar un tiempo de espera seguro para una especialidad de las
caracteristicas de la administrada, segun pauta y dosis recomendadas, seria necesario
fijar tiempos de sacrificio posteriores a los 42 dias post-tratamiento, puesto que en este
tiempo las concentraciones en el musculo ain se encuentran por encima del LMR.
Ademas, seria adecuado aumentar el niimero de animales ya que la variabilidad
obtenida debido a la aplicacién formulaciones retardadas es bastante elevada y no
permite obtener resultados orientativos sobre el tiempo de espera que podria resultar

mas apropiado.

Destacar que estos resultados estarian de acuerdo con las caracteristicas de las
formulaciones retardadas de administracion i.m., las cuales provocan una alta
variabilidad en el proceso de absorcion que repercutiria de forma directa sobre la
distribucion tisular y la eliminacion del farmaco y por tanto sobre la evaluacion de los
parametros cinéticos. Ademads, la OTC es un farmaco muy liposoluble que alcanza los
tejidos muy periféricos pudiendo quedar retenido en alguno de ellos, factor que también
puede afectar a la eliminacion y que puede contribuir a una elevada variabilidad en los

resultados.
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Las concentraciones maximas obtenidas tras la administracion i.m. de dos
formulaciones comerciales (A y B) que contenian como principio activo
oxitetraciclina al 30%, a una dosis de 30 mg/kg, fueron de 10.1 + 4.1 pg/ml y
9.5 £ 4.5 ng/ml para las formulaciones A y B, respectivamente y se presentaron
alrededor de las 3 horas postadministracion. A partir de este momento las
concentraciones plasmaticas se mantuvieron similares durante un intervalo de
mas de 10 horas postadministracion, encontrandose niveles medios detectables

de 0.4 = 0.2 pg/ml hasta 10 dias después de haber realizado el tratamiento.

3di .
% obtenida fue

Tras la administracion de esta misma dosis a terneros, el AUC
de 181.2 +36.9 pg.h/ml y 167.3 + 31.7 pg.h/ml y el AUC,'*™ de 257.3 + 52.1

ng.h/mly 234.9 + 54.9 ng.h/ml para las formulaciones A y B, respectivamente.

Los valores del t5 y el MRT obtenidos después de la administracion de las dos
especialidades ensayadas fueron significativamente altos, ajustandose el perfil
cinético a un proceso de absorcion lento y continuado desde el punto de
inyeccion y a una eliminacion condicionada por esta absorcion, respondiendo

este comportamiento al de las cinéticas “flip-flop”.

Los perfiles de las curvas de niveles plasmaticos de las dos formulaciones
estudiadas, asi como los pardmetros cinéticos obtenidos, ponen de relieve el
caracter “retardado” de ambos productos, resultado de los excipientes oleosos en

los que la OTC se encontraba disuelta.

El analisis estadistico de la equivalencia realizado a partir de los perfiles
cinéticos de ambas formulaciones de acuerdo con la guia de
EMEA/CVMP/016/00 puso de relieve la bioequivalencia de las dos

formulaciones ensayadas.

Las concentraciones plasmaticas encontradas en el punto de inyeccion de los
animales sacrificados a los 28 y 42 dias del tratamiento presentaron valores entre
0.0006% y 1.9% respecto a la dosis total administrada, sugiriendo este

porcentaje, que aunque de forma lenta, el firmaco se absorbe en su totalidad.

El analisis pK-pD realizado para demostrar la eficacia terapéutica del

tratamiento llevado a cabo con las especialidades de OTC y que relaciona las
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Cinax, 1as AUC.24p y el tiempo en que las concentraciones estan por encima de la
CMI con las CMlIs y las CMlIy, permite concluir que las infecciones causadas
por Micoplasma y otras enfermedades como la queratoconjuntivitis provocada
por Moraxella boris, se podrian resolver con la dosis terapéutica recomendada

de 30 mg/kg p.v. por via i.m. a dosis unica.

A partir de datos publicados, se observa que la relacion entre las concentraciones
plasmaticas y pulmonares de oxitetraciclina es de 1:2, lo cual permite establecer,
a partir de los niveles de OTC observados en el plasma de los animales tratados
en este estudio, unos niveles en el pulmon que oscilarian entre 4.7 pg/g y 0.25
ug/g, para la formulacion A y entre 4.45 pg/gy 0.15 ng/g, para la formulacion
B. Estos resultados confirmarian de nuevo la eficacia del tratamiento
recomendado frente a Mycoplasma y Moraxella bovis, ya que estos valores

estan muy por encima de la CMlIsy y la CMlIq,.

El estudio de residuos realizado en terneros a los que se administro la
especialidad A, segin la dosis y pauta terapéuticas recomendadas de 30 mg/kg

p.v. en dosis Gnica mostrd que:

- De acuerdo con la guia CVMP/EMEA/036/95 FINAL, la aplicacion de
un margen de seguridad del 30% a tejidos como higado y rifiéon y al
tiempo de sacrificio en el que las concentraciones se encontraban por
debajo del LMR di6 como resultado un tiempo de espera de 45.5 dias, si
se utilizaba como tejido marcador el rifion y de 54.6 dias si el tejido

evaluado era el higado.

- No se pudo aplicar este mismo criterio en el mtsculo de longuissimus
dorsi ni en el punto de inyeccion, debido a que en el ultimo tiempo de
sacrificio realizado (42 dias), aun se observaron concentraciones por
encima del LMR. Estos datos sugieren la necesidad de fijar tiempos de
sacrificio superiores a los ensayados en este estudio para asi poder
evaluar el tiempo de espera que sera seguro para el consumidor después
de administrar estas especialidades bajo las condiciones ensayadas en los

animales.
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VIIL.1. INTRODUCCION
VI11.1.1 Antecedentes
VI11.1.1.1. Métodos analiticos de deteccién y cuantificaciéon de OTC

Existe una amplia variedad de métodos analiticos para la determinacion de la OTC en
plasma y en diferentes tejidos animales. Algunos de éstos métodos son cualitativos y se
utilizan como técnicas de cribado, siendo estos principalmente los métodos
microbiologicos. Los métodos cuantitativos son mas sofisticados y sirven para
confirmar la concentracion presente de firmaco en las diferentes matrices bioldgicas

analizadas.

VII1.1.1.1.1. Métodos microbiol6gicos

Los métodos microbioldgicos son muy utilizados por su sencillez, bajo coste y la
rapidez en su desarrollo. La mayor desventaja de estos métodos es la dificultad de
distinguir entre firmacos parecidos y metabolitos activos. Como la mayoria de los
antibioticos, las tetraciclinas son determinadas tradicionalmente por procedimientos
microbiologicos. Sin embargo, el ensayo microbioldgico refleja la concentracion total y
no puede identificar la concentracion individual de cada tetraciclina y/o sus metabolitos

activos.

Existen diferentes métodos microbiologicos para determinar las tetraciclinas en
plasma y en diferentes matrices biologicas. Algunos autores utilizaron el método de
difusion en gel de agar (Markakis, 1996; Kumar y Malik, 1998) siendo
microorganismos indicadores Bacillus subitlis y Bacillus cereus y pudiendo detectar

niveles de hasta 0.125 pg/ml.

Otros autores han utilizado el método de cilindros en placa estandarizado por la
AOAC en 1984 (Hasselberger, 1993; San Martin y cols., 1996; De Wasch y cols., 1998)
para determinar OTC, usando Bacillus subtillis como microorganismo indicador. Otros
autores escogieron el método turbidimetrico (Ragheb y cols., 1973; Mueller-brennecke
y cols., 1980) para cuantificar OTC y también compararon este método con el
microbiologico estandarizado por la AOAC, observando que la recuperacion de ambas

metodologias era similar.

135



Anexo “Validacion del método analitico” Introduccion

Tsai y cols (1994) realizaron la separacion de 5 tetraciclinas diferentes (oxitetraciclina
(OTC), tetraciclina (TC), clortetraciclina (CTC), metaciclina (MTAC), doxiciclina (DC)
por el método de bioensayo y para confirmar y cuantificar estos fairmacos utilizaron

cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE).

De Wach y cols (1998) determinaron también OTC, CTC, TC y DC en musculo de
cerdo y pollo usando como primera etapa el método microbiologico y utilizando
Bacillus subtilis como microorganismo indicador, seguido por un analisis de ELISA.
Finalmente para confirmar y cuantificar cada uno de los antibioticos utilizados

realizaron el andlisis por CLAE.

Stehly y cols (1999) compararon los resultados del test microbiologico con el analisis
por CLAE para determinar OTC en musculo de pescado, comprobando que ambos

daban resultados similares.

VII1.1.1.1.2. Métodos quimicos

Los métodos quimicos presentan la ventaja de poder separar, identificar y cuantificar
las tetraciclinas que han sido utilizadas de forma individualizada, incluso a
concentraciones muy bajas, aunque esto a veces supone realizar un procedimiento
laborioso que permita la eliminacion de las interferencias que aparecen en el analisis de

matrices complejas como son el higado, el rifion, el musculo o la grasa.

a. Tratamiento de las muestras. Preparacion, extraccion y purificacion

Debido a que las tetraciclinas forman quelatos complejos con cationes bivalentes y
trivalentes y también a su gran capacidad para unirse a las proteinas, son necesarios
disolventes y 4cidos fuertes como etilacetato, metanol y d4cido clorhidrico para
homogeneizar y extraer las tetraciclinas de las muestras bioldgicas (Onji y cols., 1984).
Sin embargo, las tetraciclinas se descomponen en su forma anhydrido bajo condiciones
acidas (pH =2) o se convierten en su epimero durante la extraccion. Todo ello comporta
que se realice la extraccion usando disolventes y acidos débiles que contienen tampon

EDTA (0.1 M pH=4) (Ikai y cols., 1987; Mulders y Van De Lagemaat, 1990).

- Particion liquido-liquido: la particion liquido-liquido, basada en la

inmiscibilidad en diferentes solventes, es 1til para disminuir interferencias.
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Nelis y cols (1992) utilizaron este método para extraer la OTC del plasma bovino

usando tampon fosfato a pH 5.4 y acetato de etilo, alcanzando una recuperacion de un

80% para la OTC.

White y cols (1993), Fletouris y cols (1990) y Boatto y cols (1999) utilizaron el
mismo procedimiento para extraer OTC y TC de la leche, pudiendo recuperar en esta

ambos analitos.

- Extraccion en Fase Solida. (EFS): es una técnica que cada vez tiene mayor
aceptacion, debido a que los problemas que presenta la extraccion liquido-liquido

quedan en parte solventados, mejorandose significativamente la recuperacion.

Los diferentes trabajos realizados que escogen este tipo de extraccion recogen diversos
materiales que permiten recuperar los analitos (Ryan y Dupont, 1974; Onji y cols.,
1984; Farrington y cols., 1991), éstos utilizan resinas como la amberlita XAD-2. En este
tipo de columnas se producen una serie de interacciones entre el adsorbente y los
diferentes analitos que permiten su extraccion segun los solventes de elucion (MacNeil

y cols., 1996) utilizaron la columna octadesilica como soporte sélido.

b. Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE)

En los ultimos afios se han publicado varios métodos basados en esta técnica analitica.
Son técnicas que tienen una mayor especificidad y que aumentan la discriminacion

entre moléculas similares.

Existen diversos métodos para la separacion, deteccion y cuantificacion de
tetraciclinas por CLAE en liquidos corporales y tejidos. La mayoria se basan en el
analisis con columnas cromatograficas en fase reversa, donde la fase estacionaria es de
naturaleza apolar (grupos octadecil ligados a la silica que forman parte del relleno de la
columna). Debido a que las tetraciclinas forman quelatos complejos con cationes
divalentes y trivalentes y para evitar su adsorcion a las columnas de fase reversa, se
suele usar una fase mévil que contenga varios acidos como acido fosforico (Sharma y
cols., 1977; Aoyama y cols., 1991) o 4cido citrico (De Leenheer y Nelis, 1979; Nelis y
cols., 1992) y EDTA (Knox y Jurand, 1975; Howell y cols., 1984; Chappell y cols.,

1986; Sporns y cols., 1986). No obstante, no se han podido separar bien las tetraciclinas
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con estos acidos, razén por la que se suele utilizar el dcido oxélico que permite obtener

una mejor separacion (Oka y cols., 2000).

Sharma y cols. (1977) describieron un método por CLAE para la separacion y
determinacion cuantitativa de OTC, TC y CTC en plasma y orina. Con este método en
fase reversa pudieron cuantificar cantidades inferiores a 1 pg/ml en orina e inferior a 1.5

ug/ ml en plasma.

Ueno y cols. (1992) usaron también CLAE para determinar OTC en plasma de

diferentes especies animales, obteniendo un limite de deteccion de 0.05 pg/ml.

Sokol y cols (1994) analizaron OTC, TC y CTC en musculo de bovino y porcino por

CLAE usando deteccion UV diode-array y consiguiendo un limite de deteccion de 50

ng/ke.

Otros autores han detectado en muestras de leche la presencia de las tetraciclinas
(Fletouris y cols., 1990; Farrington y cols., 1991; Carson, 1993; White y cols., 1993;
Moats y Harik-khan, 1995; Boatto y cols., 1999; Furusawa, 1999; Pena y cols., 1999)

llegando a concentraciones de hasta 10 ng/g.

c. Otras técnicas

Aunque la cromatografia liquida de alta eficacia ha sido la técnica més utilizada en la
deteccion de las tetraciclinas, algunos autores escogieron la cromatografia en capa fina
(CCF) como técnica analitica para la deteccion de estas moléculas en diferentes tejidos
animales y leche (Ryan y Dupont, 1974; Bossuyt y cols., 1976; Ikai y cols., 1987; Oka y
cols., 1987; Oka y cols., 2000), obteniendo una buena separacion. En general la CCF es
muy simple y no necesita material sofisticado para llevarse a cabo pero en los diferentes
trabajos publicados se ha podido observar que este método presenta como inconveniente

que necesita de mucho tiempo para su analisis y es un método sélo cualitativo.

Otros autores escogieron la electroforesis capilar (EC) (Tavers y McGuffin, 1994;
Chen y Gu, 1995; Huang y cols., 1997; Tjornelund y Hansen, 1997; Hernandez y cols.,
2000) para determinar diferentes tetraciclinas, presentando la ventaja de ser una técnica

que utiliza pocos solventes, tiempos de separacidon muy corto y una buena separacion.
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No obstante, pocos la utilizan para determinar tetraciclinas a nivel de residuos en tejidos

debido a que esta técnica no permite analizar grandes cantidades de muestra.

Huang y cols (1997) aplicaron la EC para determinar OTC en musculo de pescado y
obtuvieron una recuperacion alrededor de 92.9 %. Hernandez y cols. (2000) también
utilizaron la EC para determinar OTC y sus metabolitos en plasma porcino y obtuvieron

una recuperacion entre 90-100%.

Como técnicas mucho mas complejas y sofisticadas algunos autores utilizaron
espectrometria de masas como método de confirmacion de la presencia de las
tetraciclinas en muestras de huevos tras su andlisis por CLAE. No obstante, son
sistemas de determinacion sofisticados que requieren una alta inversion y compleja

infraestructura para poder ser llevadas a cabo (Sczesny y cols., 2003).

VI111.1.2. Validacion del método analitico

Dada la importancia que los resultados de los estudios bioanaliticos tienen en el
ambito farmacologico, se hace cada vez mas necesario disponer de técnicas de andlisis
que puedan satisfacer, con una total fiabilidad, las necesidades de estos ensayos. Esto se
traduce en la puesta a punto de unos métodos analiticos rapidos, fiables, eficaces y
selectivos que permitan hacer un control, tanto en el animal vivo como en su carne y

productos derivados de su explotacion.

Consecuentemente, no existe un método de aplicacion universal, sino que para cada
situacion concreta deberd establecerse la validez del mismo a través del estudio de una
serie de parametros que seran los que permitan establecer, bajo criterios objetivos ya

fijados, la validez del método utilizado para cuantificar los diferentes analitos.

VI111.1.2.1. Definiciones

Los pardmetros analiticos considerados imprescindibles a la hora de validar un método

son (EMEA/CVMP/590/98 y CVMP/VICH/591/98):

- Linealidad: La linecalidad de un método analitico expresa su capacidad para dar
lugar a medidas que son directamente o mediante una transformacion matematica

conocida, proporcionales a la concentracion de analito dentro de un rango.
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- Selectividad y especificidad: los términos de selectividad y especificidad,
considerados como equivalentes, se definen como la capacidad de un método analitico
para medir exactamente y de manera especifica el analito en presencia de todos los
componentes que se espera que estén presentes en la muestra. Es decir, nos indica que
las impurezas, productos de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras
sustancias que estén presentes en la muestra no interferirdn en la determinacion del

analito.

- Precision: expresa el grado de acercamiento entre resultados individuales cuando el

método se aplica repetidamente a multiples muestras de una mezcla homogénea.

e Repetibilidad o precision intradia: es la medida de la precision de los
resultados de un método analitico efectuado sobre una misma muestra en las

mismas condiciones (el mismo analista, los mismos aparatos, el mismo dia, etc.).

e Reproducibilidad o precision interdia: es la medida de la precision de los
resultados de un método analitico efectuado sobre una misma muestra pero en
condiciones diferentes (diferente analista, diferente dia, diferentes aparatos,

etc.).

- Exactitud: es la capacidad del método para proporcionar resultados proximos al
verdadero. Es una medida del rigor del método analitico y refleja los posibles errores
sistematicos del mismo. Es un pardmetro a partir del cual se evalta la recuperacion que

presenta la metddica aplicada.

- Limite de cuantificacion (LQ): es la minima cantidad de analito que se puede

determinar cuantitativamente en una muestra con precision y exactitud aceptables.

- Limite de deteccién (LD): Es la minima cantidad de analito que se puede detectar en

una muestra.

- [Estabilidad: la estabilidad del farmaco en una matriz bioldgica, se evalua
estudiando el comportamiento del mismo bajo las condiciones de almacenamiento
de forma que pueda detectarse cualquier cambio o alteracion en la molécula causado

por este.

140



Anexo “Validacion del método analitico” Introduccion

VI111.1.2.2 Calculo de los parametros

VII1.1.2.2.1. Linealidad

La linealidad del método se determina mediante un anélisis de regresion de minimos
cuadrados, representando las concentraciones de la sustancia en estudio en el eje de
abscisas y las areas o relaciones de areas con respecto al patrén interno en el eje de

ordenadas.

Se puede considerar la linealidad de un método correcta cuando el coeficiente de
correlacion estd lo mas proximo a la unidad y cuando las variaciones en las pendientes

de las rectas son minimas.

VI11.1.2.2.2. Selectividad y especificidad

Se determina la selectividad de un método analitico, comparando los resultados del
analisis de las muestras que contengan, impurezas, productos de degradacion,
compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias con los resultados del analisis
de muestras blancas a los que se afiadio el analito correspondiente, antes de someterlas

al procedimiento de extraccion.

VI11.1.2.2.3. Precision

La precision se expresa matemdticamente por la desviacion estdndar (DE) o
preferiblemente, por el coeficiente de variacion de los resultados del andlisis de un

numero suficiente de alicuotas de una muestra homogénea.

Existen diferentes métodos para evaluar la precision de un método analitico a partir de

los coeficientes de variacion (CV) obtenidos.

En este estudio se ha utilizado el método de Horwitz. Segun este autor, se consideran
validos los resultados de determinacion de la Reproducibilidad de un método cuando el

CV obtenido sea inferior al valor encontrado al aplicar la siguiente formula:

CV<2(1-0.5logc)

Donde c es la concentracion tedrica del analito expresada en ng/g o ng/ml.
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En cuanto a la repetibilidad, se consideran validos los resultados de la determinacion
cuando el CV correspondiente a las muestras analizadas es inferior o se encuentra

dentro del intervalo 1/2 a 2/3 del valor obtenido al aplicar la formula anterior.

VI111.1.2.2.4. Exactitud

La exactitud se expresa en forma del error relativo medio (ERM), calculado como la
diferencia entre el valor observado y el valor verdadero dividido por el valor verdadero
(expresado en porcentaje). También se puede expresar la exactitud como el porcentaje
de recuperacion, calculado como la diferencia entre la concentracion anadida y la
observada tras extrapolar a una recta de calibrado sometida al procedimiento de

extraccion, y multiplicada por 100.

Los valores de ERM deben estar dentro del rango —50% y +20 % para las
concentraciones < 1 pg/kg y entre —30 % y +10% para las concentraciones > 1 pg/kg

(Document SANCO/1805/2000).

VI11.1.2.2.5. Limite de cuantificacion

Se calcula a partir del analisis de las muestras que contengan la concentracion mas
baja del analito, siendo la minima cantidad de analito que se puede determinar

cuantitativamente en una muestra con precision y exactitud aceptables.

VI11.1.2.2.6. Limite de deteccion

Se calcula como la desviacion estandar del pico mas grande del ruido de fondo de un
numero determinado de muestras blancas (en cm). El limite de deteccion se evalua a

partir de la formula:

L.D.=33c/S

Donde o es la desviacion estandar del ruido de fondo de las muestras blancas analizadas

y S la pendiente media de la linealidad intradia.
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VIIL.2. OBJETIVOS

Desarrollar un método analitico por CLAE que permita la cuantificacién de
OTC en plasma de terneras de forma precisa, exacta y dentro del intervalo en
que se encuentraren las muestras procedentes de terneros tratados con OTC a

una dosis de 30 mg/kg po via i.m. y en dosis Unica.

Desarrollar un método analitico que permita la deteccion conjunta de la OTC+
4-epi OTC en las muestras de diferentes tejidos diana fijados por la legislacion
(musculo, higado, rifidén y punto de inyeccion) procedentes de terneros tratados
con OTC a esta misma dosis y que comprenda el rango de concentraciones de la

mitad del LMR y 2 veces LMR.
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VI11.3. MATERIAL Y METODOS
VI11.3.1. Material y método analitico de OTC en plasma
VI111.3.1.1. Reactivos

o Acetonitrilo (Scharlau, calidad CLAE).

e Metanol (Scharlau, calidad CLAE).

o Citrato trisodico dihidratado (Merck, para analisis).

¢ Acido Oxalico 2 hidratado (Panreac, para analisis).

¢ Hidroxido Sédico (Riedel de Haén, calidad CLAE).

e Agua bidestilada.

e Minicolumna de extraccion en fase solida de octadicilsilica (500 mg, Bond Elut

Varian).
VI111.3.1.2. Soluciones

e Tampdn citrato trisédico 0.1 M (pH=6.8): Se pesaron 5.7 g de citrato trisodico y se
afiadieron 100 ml de agua bidestilada. Se llevé a pH 6.8 con NaOH 50%.

e Acido oxalico 0.02 M (pH=2): se pesaron 1.2607 g de acido oxalico y se anadieron
500 ml de agua bidestilada y filtrada. Se llevo a pH 2.0 con NaOH 1 M.

e Fase movil: se mezcld un 75 % del acido oxalico 0.02 M (pH 2.0) con un 25 % de

acetonitrilo/metanol (1.5/1).

VI111.3.1.3. Patrones

OTC dihidratado (Lote 112H0123, SIGMA).
TC hidrocloruro (Lote 46H1470, SIGMA).

VI11.3.1.3.1. Preparacion de las soluciones patrén

a. Soluciones primarias del patrén

1 mg/ml de OTC: se pesaron 100 mg de OTC y se introdujeron en un matraz aforado

de 100 ml, se enrasé con acetonitrilo.

1 mg/ml de TC: se pesaron 100 mg de TC y se introdujeron en un matraz aforado de

100 ml, se enras6 con agua bidestilada.
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b. Soluciones patron secundarias

- 0.1 mg/ml de OTC y TC: se tomo6 1 ml de las soluciones primarias de OTC y TC y

se diluyeron con 9 ml de acetonitrilo y agua bidestilada, respectivamente.

- 0.01 mg/ml de OTC y TC: se tomaron 0.1 ml de las soluciones primarias de OTC y

TC y se diluyeron con 9.9 ml de acetonitrilo y agua bidestilada, respectivamente.

- 0.001 mg/ml de OTC y TC: se tomaron 0.1 ml de las soluciones secundarias de 0.1
mg/ml de OTC y TC y se diluyeron con 9.9 ml de acetonitrilo y agua bidestilada,

respectivamente.

VI11.3.1.4. Material fungible

e Tubos de vidrio de 15 ml.

e Tubos de vidrio conicos de 30 ml.

e Tubos de vidrio para inyector automatico. Microviales de 200 pl.
e Pipetas pasteur de vidrio.

e Jeringas de plastico.

VI111.3.1.5. Instrumentacion
VI111.3.1.5.1. Equipos usados en la extraccion

e Balanza de precision (Sartorius, Handy H51).

e Centrifuga (Haraeus Sepatech 2.0RS).

e Agitador horizontal.

e Microjeringa de vidrio (Hamilton, 10, 25, 50, 100 ul).
e PHmetro (Gilson).

e Nitrogenador (UHPLCMS 25)

VI111.3.1.5.2. Equipos de CLAE

Bomba (Waters 515 CLAE) conectada a un inyector automatico (Waters 717 plus),
con un detector ultravioleta (Waters 486) y equipado con un sistema informatico de

recogida de datos (Turbochrom TC6).
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La columna fue una ODS-2, 5 um (4.6 x 200 mm) (Waters).

VI111.3.1.6. Condiciones cromatogréaficas

- Fase mdvil: acido oxalico 0.02 M pH 2 / Acetonitrilo / Metanol (75/15/10)

- Fase estacionaria: columna de fase reversa C-18 ODS-2,5 um (4.6 x 200 mm)
- Flujo: 1.5 ml/min

- Deteccion UV: A=280 nm

VI11.3.1.7. Preparacion de las escalas de calibracion

Las escalas de calibracion se prepararon afiadiendo a 250 pl de plasma de ternera
concentraciones crecientes de OTC (0.25, 0.5, 1, 2, 5 ug/ml) y se afiadieron 2.5 pg de

TC como patrdn interno.
VI111.3.1.8. Tratamiento de las muestras de plasma

En tubos de vidrio, de 10 ml se colocaron 250 pl de plasma a los que se afiadieron 2.5
ug de TC como patrén interno. Posteriormente, se anadieron 250 pl de tampon citrato
trisddico dihidrato 0.1 M (pH 6.8). Se agitaron ligeramente las muestras y se pasaron a
través de una minicolumna de extraccion en fase solida de octadecilsilica (activada con
4 ml de metanol y acondicionada con 4 ml de tampon citrato trisédico dihidrato, pH
6.8). Después de pasar las muestras por el cartucho, éste se lavd con 1 ml de agua, y se
eluyd la OTC con 2 ml de metanol-agua (8:2). El eluido se evapord a sequedad en
Speed-Vac y el extracto seco se redisolvid en 200 ul de fase mévil para proceder a su

analisis por CLAE (ver esquemal).
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Esguemal. Tratamiento de las muestras de plasma de ternera

250 pl de plasma
de ternera

l

Adicion de 250 ul
citrato trisodico

l

Adiciéon de 2.5 ug de
tetraciclina

l

Agitacion horizontal
20 min

| :

Extraccion en fase solida
C18

Activar con 4 ml de metanol

v" Acondicionar con 4 ml de
citrato  trisddico  dihidrato,
pH=6.9

Lavar con agua bidestilada

Eluir la OTC con metanol-
agua (8:2)

\ 4

Evaporar a 40°C

Redisolver los extractos
con 200 ul en fase movil

|

Analisis CLAE
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VI111.3.2. Validacion del método analitico de OTC en plasma bovino

El estudio de la linealidad en el plasma se realizo interdia e intradia.
VI11.3.2.1. Linealidad intradia

Se estudi¢ la linealidad intradia del plasma en terneras, afiadiendo a las muestras
concentraciones crecientes de OTC (ver cuadro 1) y 25 ul de TC de la solucion 0.1
mg/ml como patrén interno. Paralelamente, se trabajo con blanco de plasma para
comprobar que no aparecian interferencias en el tiempo de retencion de la OTC. Las
muestras se sometieron al proceso de extraccion explicado en el apartado VI11.3.1.8.

Las muestras fueron analizadas por quintuplicado en un mismo dia.

Cuadro 1. Cantidad de OTC anadida a las muestras correspondientes a la recta
de calibrado de plasma de bovino.

Punto de la recta concentracion de OTC concentracion de TC
anadida (pg/ml) anadida (pg/ml)
Ry 0.25
R» 0.5
R3 1.0 10
R4 2.0
Rs 5.0

VI111.3.2.2. Linealidad interdia

La linealidad interdia se realizé de la misma manera y a las mismas concentraciones
que la linealidad intradia pero las muestras de la recta fueron analizadas en 5 dias

diferentes.
VI111.3.2.3. Selectividad y especificidad

La especificidad del método se evalud a partir de la comparacion de la matriz
bioldgica analizada a la que se afiadi6é una concentracion conocida de OTC y TC, con
blancos de la misma matriz y se comprobd que no aparecia ningun pico con el mismo

tiempo de retencion que los analitos estudiados.
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VI111.3.2.4. Precision y exactitud

VI11.3.2.4.1. Precisién

Para calcular la precision del método analitico se tomaron 4 muestras de plasma libres
de farmaco de 250 pl a las cuales se afiadieron concentraciones crecientes de OTC (las
mismas concentraciones que se afladieron para estudiar la linealidad del método y se
han descrito en el cuadro 1) y 2.5 pg de TC. Estas muestras se sometieron al proceso de

extraccion descrito en el apartado VI11.3.1.8. y se analizaron en dias diferentes.

VI111.3.2.5. Limite de cuantificacién

Se determino el limite de cuantificacion, analizando 4 muestras de plasma a las que se
afiadi6 una concentracion conocida de OTC (0.125 pg/ml). Las muestras se sometieron
al procedimiento de extraccion descrito en el apartado VI11.3.1.8. y se calculo la

precision y la exactitud correspondiente a la concentracion afiadida.

VI111.3.2.6. Limite de deteccién

Para calcular el limite de deteccion, se prepararon 20 muestras blancas de cada una de
las diferentes matrices estudiadas y se sometieron a los diferentes procesos de
extraccion descritos para cada uno de los tejidos y el plasma. Las muestras blancas se

analizaron por CLAE.

El limite de deteccion se evalud segiin se ha descrito en el apartado VI11.1.2.2.6. de

este anexo.

VI11.3.2.7. Estabilidad

Para comprobar la estabilidad del analito en las condiciones de almacenamiento de la
matriz bioldgica, se afiadio una concentracion conocida de OTC a 6 muestras de plasma
tejidos y se procedio a la congelacion de estas bajo las mismas condiciones que estarian

las muestras problema (-80 °C) (ver cuadro 5).

Las muestras fueron descongeladas y analizadas a los 60 dias de ser almacenadas.
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Cuadro 2. Concentraciones de OTC afiadida en el plasma de

terneras para la evaluacion de la estabilidad.

Cantidad de OTC afiadida
(ug/ml)

N=16 1

Plasma

VI111.3.3. Material y métodos analiticos en tejidos bovino.

VI111.3.3.1. Reactivos

Metanol (Scharlau, calidad CLAE).

e Acetonitrilo (Scharlau, calidad CLAE).

e Acido oxalico (Panreac, para analisis).

e Agua bidestilada.

e Minicolumna de extraccion en fase sélida C-18 (100 mg, 1cc, Varian).

e Hidréxido Sodico (Reidel de Haén, calidad CLAE).
VI111.3.3.2. Soluciones

e Acido oxalico 0.1 M en metanol: se pesaron 1.2607 g de acido oxalico y se
afiadieron 100 ml de metanol.

e Acido oxalico 0.02 M (pH 2.0): se pesaron 1.2607 g de 4cido oxalico y se afiadieron
500 ml de agua bidestilada y filtrada. Se llevé a pH 2 con NaOH 1M.

e Fase movil: se mezclé un 80% del acido oxalico 0.02 M (pH 2) con un 20% de

acetonitrilo / metanol (1.5/1).

VI111.3.3.3. Patrones

OTC dihidrato (SIGMA).
TC hidrocloruro (SIGMA).
4-EpiOTC (pureza 97%, ACROS).

VI111.3.3.3.1. Preparacion de las soluciones patron

a. Soluciones primarias del patron

1 mg/ml de OTC: Se pesaron 100 mg de la OTC y se introdujeron en un matraz

aforado de 100 ml, se enrasé con acetonitrilo.
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- 1 mg/ml de TC: Se pesaron 100 mg de TC y se introdujeron en un matraz aforado de

100 ml, se enras6 con agua bidestilada.

- Img/ml de 4-epiOTC: Se pesaron 25.776 mg de 4-epiOTC y se introdujeron en un

matraz aforado de 25 ml, se enras6é con metanol.

b. Soluciones secundarias del patron

- 0.1 mg/ml de OTC, TC y 4-epiOTC: Se tomo, por separado, 1 ml de las soluciones
primarias de OTC, TC y 4-epiOTC y se diluyeron con 9 ml de acetonitrilo, agua

bidestilada y metanol, respectivamente.

- 0.01 mg/ml de OTC, TC y 4-epiOTC: Se tomaron, por separado, 100 ul de las
soluciones primarias de OTC, TC y 4-epiOTC y se diluyeron con 9.9 ml de

acetonitrilo, agua bidestilada y metanol, respectivamente.

- 0.001 mg/ml de OTC, TC y 4-epiOTC: se tomaron, por separado, 100 pl de las
soluciones secundarias 0.1 mg/ml de OTC, TC y 4-epiOTC y se diluyeron con 9.9

ml de acetonitrilo, agua bidestilada y metanol, respectivamente.

VI111.3.3.4. Material Fungible

Tubos de plastico de 50 ml.

e Tubos de vidrio conicos de 30 ml.

e Tubos de vidrio para inyector automatico. Microviales de 200 pl.
e Pipetas pasteur de vidrio.

e Jeringas de plastico.

VI111.3.3.5. Instrumentacion

VI111.3.3.5.1. Equipos usados en la extraccion

Balanza de precision (Sartorios, Handy H51).
e Centrifuga (Haraeus Sepatech 2.0RS).

e Ultrasonidos (Selecta Mod. 512).

e Agitador horizontal.

e Microjeringas de vidrio (Hamilton, 10, 25, 50,100 pl).
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e pHmetro (Gilson).
e Ultraturax (Heidolph, Diax 900).

VI111.3.3.5.2. Equipos de CLAE

Bomba (Waters 515 CLAE) conectada a un inyector automatico (Waters 717 plus),
con un detector ultravioleta (Waters 486) y equipado con un sistema informatico de

recogida de datos (Turbochrom TC6).

La columna fue una ODS-2, 5 pm (4.6 x 200 mm) (Waters).

V111.3.3.6. Condiciones cromatograficas

e Fase movil: acido oxalico 0.02 M pH 2 /acetonitrilo/ metanol (80 /12 / 8).
e Fase estacionaria: columna de fase reversa ODS-2, 5 um (4.6 x 200 mm) (Waters).
e Flujo: 1.5 ml / min.

e Deteccidon UV: A=355 nm.

V111.3.3.7. Preparacion de las escalas de calibrado

Las escalas de calibracion se prepararon afiadiendo a 5 g de musculo concentraciones
crecientes de OTC + 4-epiOTC de 0.3125, 0.625, 1.25. 1.875 y 2.5 ng/g, a 1 g de
higado las concentraciones de 0.1875, 0.375, 0.75, 1.125 y 1.5 png/g y a 1 g de rifion
concentraciones de 0.1875, 0.375, 0.75, 2.5 y 5 ng/g y se anadieron a todos 5 pg/g de

TC como patrén interno.

VI111.3.3.8. Preparacion del tejido y extraccion de la OTC + 4-epiOTC

Tras la descongelacion de las muestras de los diferentes tejidos, se pesaron 5 g de
tejido para el musculo, y 1 g para el higado y el rifion. Se colocaron en tubos de vidrio
de 30 ml y a cada muestra se adicion6 un volumen de 50 pl de la solucion 0.1 mg/ml de
TC, como patrén interno. Posteriormente, se anadieron 15, 10 y 20 ml de acido oxalico
0.1 M en metanol a musculo, higado y rifidén, respectivamente, y se agitaron las
muestras, horizontalmente, durante 20 min. Se centrifugaron a 6000 r.p.m durante 20
min y el sobrenadante recogido se pas6 a través de una columna de extraccion en fase

solida de octadecilsilica (activada con 4 ml de metanol y acondicionada con 4 ml de
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acido oxalico en metanol 0.1 M). El eluido resultante se evapor6 a sequedad bajo una
corriente de nitrogeno a 40 °C. Finalmente, se redisolvieron las muestras en 400 ul de

fase movil para proceder a su analisis por CLAE, segun condiciones descritas (ver

esquema 2).

153



Anexo “Validacion del método analitico

Materials y Métodos

Esquema 2. Método analitico para la determinacién de la OTC + 4 epiOTC en los

tejidos de ternera.

5 g de musculo

A

Adicion del5 ml
de acido oxalico
0.1 M en metanol

1 g de higado

A

Adicion de10 ml
de acido oxalico
0.1 M en metanol

1 g de rifdn

A

Adicion de20 ml
de acido oxalico
0.1 M en metanol

<
<

A 4

Agitacion Horizontal
durante 20 min

Adiciéon 50 ul de la
solucion 0.1 mg/ml de
tetraciclina

A\ 4

Centrifugar a 6000 r.p.m
durante 20 min

'

Extraccion en fase
solida (Pasar por la
minicolumna C18)

AN

acido oxalico 0.1
metanol

!

Recoger las muestras

A 4

Evaporar a 40°C

A 4

Redisolver con 200 pl
de fase movil

A 4

Analisis CLAE
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VI111.3.4. Validacion del método analitico en tejidos bovino

VII1.3.4.1. Linealidad

El estudio de la linealidad se realizo interdia e intradia en cada uno de los tejidos

estudiados en terneros.

VI111.3.4.1.1. Linealidad intradia

Se estudio la linealidad intradia afiadiendo a las muestras blancas de cada una de las
matrices bioldgicas a analizar (musculo, rifion e higado) concentraciones crecientes de
OTC y su 4-epimero (ver cuadros 3 a 5) y 50 ul de TC de la solucién 0.1 mg/ml, como
patron interno. Paralelamente, se trabajo con blancos de cada uno de los tejidos para
comprobar que no aparecia ningin compuesto en el tiempo de retencion de la OTC y de
su 4-epimero que pudiera interferir en la correcta cuantificacion de estos analitos. Las
muestras se sometieron al procedimiento de extraccion descrito en el apartado

VI111.3.3.8 y se analizaron por cuadruplicado dentro del mismo dia.

Cuadro 3. Cantidad de OTC y de su 4-epimero afiadida a las muestras
correspondientes a la recta de calibrado de musculo de ternera.

Cantidad de OTC Cantidad de 4-epiOTC
Punto de la recta . .
afadida afadida

R 25 ul s01 0.01 mg/ml 62.5 pl sol 0.001mg/ml
R, 50 ul sol 0.01 mg/ml 12.5 ul sol 0.01 mg/ml
Rs 100 ul sol 0.01 mg/ml 25 pl sol 0.01 mg/ml
R, 15 pl sol 0.1 mg/ml 37.5 pl sol 0.01 mg/ml
Rs 20 pl sol 0.1 mg/ml 50 pl sol 0.01 mg/ml

Cuadro 4. Cantidad de OTC y de su 4-epimero anadida a las muestras
correspondientes a la recta de calibrado de rifién de ternera.

Punto de la recta Cant|d~ad _de oTC Cantldad~de_4-ep|OTC
afadida afadida

R, 15 ul sol 0.01 mg/ml 37.5 ul $010.001mg/ml

R, 30 ul solon 0.01 mg/ml 75 pl s010.001 mg/ml

Rs 60 pl sol 0.01 mg/ml 15 pl sol 0.01 mg/ml

R4 20 pl sol 0.1 mg/ml 50 pl sol 0.01 mg/ml

Rs 40 pl sol 0.1 mg/ml 100 pl sol 0.01 mg/ml

155



Anexo “Validacion del método analitico Materials y Métodos

Cuadro 5. Cantidad de OTC y de su 4-epimero afiadida a las muestras
correspondientes a la recta de calibrado de higado de ternera.

Punto de la recta Cant|d~ad _de OTC Cantldad~de_4-ep|OTC
afiadida afiadida
R, 15 pl sol 0.01 mg/ml 37.5 ul sol 0.001mg/ml
R, 30 pl sol 0.01 mg/ml 75 ul sol 0.001 mg/ml
R, 60 pl sol 0.01 mg/ml 15 pl sol 0.01 mg/ml
R, 90 ul sol 0.01 mg/ml 22.5 pl sol 0.01 mg/ml
Rs 12 pl sol 0.1 mg/ml 30 pl sol 0.01 mg/ml

VI111.3.4.1.2. Linealidad interdia

La linealidad interdia se realizé de la misma manera que la linealidad intradia pero las

muestras de la recta fueron analizadas en dias diferentes.

La linealidad del método, para musculo, higado y rifion se comprobé mediante
analisis de regresion por minimos cuadrados, representando en ordenados los cocientes
de las areas correspondientes a los picos de OTC + su 4-epimero/ TC y en abscisas las

concentraciones de OTC + 4-epimero afiadidas.

VI111.3.4.2. Precision y exactitud

VI111.3.4.2.1. Precision

Para calcular la precision del método, se afiadieron a cada uno de los tejidos motivos
de este estudio cinco concentraciones diferentes de OTC y de su 4—epimero (las mismas
que se anadieron cuando se estudio la linealidad del método y que se han descrito en los
cuadros 3, 4 y 5) y se sometieron al proceso de extraccion descrito en el apartado

V111.3.3.8. Las muestras se analizaron en 4 dias diferentes.

La precision se evalué como el coeficiente de variacion obtenido del analisis de las

muestras de las diferentes concentraciones.

VI111.3.4.2.2. Exactitud

La exactitud se evalué sometiendo muestras libres de analito (blancos), a las cuales se
afadieron cinco concentraciones diferentes de OTC y de su 4-epimero (las mismas que

se anadieron cuando se estudid la linealidad del método y que se han descrito en los
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cuadros 3, 4 y 5) al procedimiento de extraccion descrito en el apartado VI111.3.3.8. las

muestras se analizaron en 4 dias diferentes.

La exactitud se expres6 como el porcentaje de recuperacion, calculado como la
diferencia entre la concentracion afiadida y la observada tras interpolar a una recta de

calibrado sometida al procedimiento de extraccion.
VI111.3.4.3. Limite de cuantificacion

Se determiné el limite de cuantificacion, analizando 4 muestras de cada uno de los
tejidos a las que se afiadié una concentracion conocida de OTC + 4-epimero (0.0625
png/g para masculo y 0.1875 ug/g para higado y rifion). Las muestras se sometieron al
procedimiento de extraccion descrito en el apartado VI11.3.3.8. y se calculd la precision
(medida como el coeficiente de variacidon) y exactitud (medida como el porcentaje de

recuperacion) correspondientes a la concentracion afiadida.

Cuadro 6. Concentraciones de OTC y de su 4-epimero afiadidas a
los tejidos analizados.

Tejidos Concentracion de OTC Concentracion de 4-epiOTC
afadida (ug/g) afadida (ug/g)
Musculo 0.05 0.0125
Higado 0.15 0.0375
Rifion 0.15 0.0375

VI11.3.4.4. Limite de deteccién

Para calcular el limite de deteccion, se prepararon 20 muestras blancas de cada una de
las diferentes matrices estudiadas y se sometieron a los diferentes procesos de

extraccion descritos para cada uno de los tejidos. Las muestras blancas se analizaron por

CLAE.

El limite de deteccion se evalud segiin se ha descrito en el apartado VI11.1.2.2.6. de

este anexo.
VI11.3.4.5. Estabilidad

Para comprobar la estabilidad del analito en las condiciones de almacenamiento de la

matriz bioldgica, se afiadid una concentracion conocida de OTC + 4-epiOTC a 4
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muestras de los diferentes tejidos y se procedié a la congelacion de éstas bajo las

mismas condiciones que estarian las muestras problema (-80 °C) .

Las muestras fueron descongeladas y analizadas a los 60 dias de ser almacenadas.
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VIIl.4. RESULTADOS
VI11.4.1. Validacion del método para la determinacion de la OTC en plasma de ternera
VI1I11.4.1.1 Linealidad

VII1.4.1.1.1. Linealidad interdia

Los resultados obtenidos para la linealidad interdia de la OTC en el plasma de ternera

muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Linealidad interdia de la OTC en plasma de bovino.

Ordenada en Pendiente Coeficiente de
origen (a) (b) correlacion (r)
Media + DE 0.14440.053 0.334+0.022 0.996540.001

Como se puede observar, los resultados obtenidos en la tabla 1, presentan una buena

linealidad dentro del rango determinado con un coeficiente de correlacion superior a 0.996.

VI11.4.1.1.2. Linealidad intradia

Los resultados obtenidos para la linealidad intradia de la OTC en el plasma bovino se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Linealidad intradia de la OTC en plasma de bovino.

Ordenada Pendiente Coeficiente de
en origen (a) (b) correlacion (r)
Media + DE 0.232 £ 0.080 0.373 £0.023 0.9982 +0.001

Los resultados obtenidos muestran que el método es lineal dentro del rango de 0.25-5

pg/ml, obteniéndose un buen coeficiente de correlacion.

VI111.4.1.2. Selectividad y especificidad

Después de analizar las muestras de plasma de ternera blancas y las que contenian OTC y
TC se observo que el método no presentaba interferencias cromatograficas en los tiempos de

retencion correspondientes a los analitos estudiados (fig 1).
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Figura 1: Cromatogramas correspondientes a una muestra de plasma blanco de bovino (a),

y a una muestra de plasma de bovino a la que se afiadié 0.5 pg/ml de OTC y 2.5 ug de

tetraciclina (b)
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VI111.4.1.3. Precision y exactitud

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la exactitud y precision interdia del método

desarrollado se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Precision y exactitud del método de analisis para la determinacion de OTC
en plasma de bovino.

Valores tedricos de OTC (ug/ml)
0.25 0.5 1 2 5
0.24 0.51 1.00 1.91 5.00
Valores observados 0.30 0.60 0.69 1.96 5.06
de OTC (ug/ml) 0.21 0.58 0.90 1.99 5.01
0.30 0.66 0.74 1.92 5.06
Media + DE 0.26+0.04 0.55+0.05 0.83+£0.14 1.98+0.07 5.02+0.02
CV (%) 154 9.0 16.8 3.5 4.0
Recuperaciéon + DE 105+ 18 113+13.8 82+169 97+2 100.6 £ 0.5

De acuerdo con los resultados expuestos en la tabla 3 se puede concluir que la precision
del método, evaluada a partir de los coeficientes de variacion, y segun los valores propuestos

por Horwitz y también los valores propuestos por Sanco/1805/2000, es correcta.

Los resultados de la exactitud evaluada como el porcentaje de recuperacion muestran que
el método analitico utilizado tiene una buena recuperacion siendo en la mayoria de las

concentraciones afiadidas proxima al 100 %.

VI111.4.1.4. Limite de cuantificacion

Los resultados obtenidos del limite de cuantificacion del método de bovino se muestran en

la tabla 4.

Tabla 4. Limite de cuantificacion de OTC en plasma de bovino.

ug/ml de OTC afiadidos CV (%) Recuperacion
+ DE
0.125 3.62 99.4+3.6
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Como se puede observar en la tabla 4, los resultados obtenidos tras evaluar la precision y la
exactitud de la concentracion anadida a través del C.V. y porcentaje de recuperacion, estos
son adecuados para establecer en la concentracion 0.1 pg/ml para el plasma bovino, el

limite de cuantificacion.

VI111.4.1.5. Limite de deteccién

Los resultados obtenidos de la evaluacion del limite de deteccion del método se muestran

en la tabla 5.

Tabla 5. Limite de deteccion de OTC en plasma de bovino.

Repuesta _ Limite de deteccion
(cm) o (n=20) (ng/ml)
0.3 0.0067 0.06

VI11.4.1.6. Estabilidad

En tabla 6 se muestran los resultados de la estabilidad de la OTC en plasma bovino.

Tabla 6. Estabilidad de OTC en plasma de terneros.

Dias de Concentracién Concentracion observada
almacenamiento afadida (pg/ml) (ug/ml) (n=6)
60 1 0.90+0.2

Los resultados obtenidos en todas las muestras analizadas de estabilidad mostraron una total
estabilidad de la oxitetraciclina en el plasma durante 60 dias en las condiciones en que las

muestras fueron almacenadas.

VI11.4.2. Validacién del método analitico para la determinacion de OTC + 4 epiOTC
en diferentes tejidos de bovino

VI1I11.4.2.1. Linealidad

VII11.4.2.1.1. Linealidad intradia

En la tabla 7, se muestran los resultados de la linealidad intradia para cada uno de los

tejidos para bovino.
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Tabla 7. Linealidad intradia para OTC + 4-epimero en cada uno de los tejidos
analizados de ternera.

Teiido Ordenada en Pendiente Coeficiente de

) el origen (a) (b) correlacion (r)
1.67 1.40 0.9991
i 1.67 1.30 0.9910

Musculo

1.83 1.49 0.9978
2.05 1.72 0.9994

Media + DE 1.79+0.19 1.48+0.18 0.9960 + 0.003
0.02 0.94 0.9940
0.07 0.64 0.9938

Higado

0.08 0.59 0.9993
0.32 0.35 0.9872

Media + DE 0.12 +£0.13 0.63+0.24 0.9935 + 0.005
0.74 0.67 0.9963
) 0.57 0.90 0.9936

Rifion

0.77 0.51 0.9960
0.98 0.64 0.9923

Media + DE 0.77+0.17 0.68 £ 0.16 0.9945 + 0.002

Los resultados obtenidos en la tabla 7 muestran que el método analitico es lineal dentro de
rango estudiado con un coeficiente de correlacion medio de aproximadamente 0.994 para los

diferentes tejidos analizados.

VI11.4.2.1.2. Linealidad interdia.

En la tabla 8, se presentan los resultados de la linealidad interdia para los diferentes tejidos

para bovino.
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Tabla 8. Linealidad interdia para OTC + 4-epimero en cada uno de los diferentes
tejidos analizados de ternera.

Teiido Ordenada en Pendiente Coeficiente de
) el origen (a) (b) correlacion (r)
1.63 1.40 0.9991
1.47 2.05 0.9986
Musculo

1.53 1.25 0.9974
0.65 1.18 0.9984

Media £ DE 1.07 £ 0.56 1.47 +£0.39 0.9983 £ 0.007
0.29 1.08 0.9993
0.25 1.40 0.9988

Higado

0.08 0.59 0.9993
0.30 1.12 0.9978

Media £ DE 0.22 +£0.10 1.05+0.33 0.9988 + 0.0007
0.90 0.60 0.9970
) 0.57 0.89 0.9936

Rifion

0.60 0.68 0.9994
0.64 0.67 0.9993

Media + DE 0.68 £0.15 0.71+£0.13 0.9973 £ 0.003

Los resultados expuestos en la tabla 8 muestran que el método analitico presenta una buena
linealidad dentro del rango determinado para los diferentes tejidos analizados con un

coeficiente de correlacion superior a 0.997.

VI111.4.2.2. Precision y Exactitud

En las tablas 9 a 11 se presentan los resultados de la precision y exactitud de los diferentes

tejidos diana de ternera.
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Tabla 9. Precision y exactitud del método para la determinacion de la

OTC + 4-epiOTC en musculo de ternera.

OTéGZ,%lfeep:?)TC mﬂ%fjeep:gm C.V. (%) R‘*(‘;/L:;’irgcéé”
tedricos observados £ DE
0.0625 0.062 + 0.004 7.4 99.4+7.5
0.125 0.153 £ 0.033 21.5 123.1+£26.9
0.25 0.235+0.018 7.6 94.4+72
0.375 0.358 £0.023 6.4 95.7+6.2
0.5 0.50 £ 0.008 1.6 100.8 £ 1.6

Tabla 10. Precision y exactitud del método para la determinacion de la

OTC + 4-epiOTC en higado de ternera.

pa/g de la Molg de la L
OTC+4epiOTC  OTC+AepiOTC  CV.(%) o o
tedricos observados #+DE B

0.1875 0.219 £0.010 4.5 117.1 £5.3

0.375 0.335+£0.034 10 89.3+9.2

0.75 0.754 £0.007 0.9 100.6 £0.9
1.125 1.087 £0.154 14 96.6 + 13.7

15 1.482 +0.04 2.8 98.8+2.8

Tabla 11. Precision y exactitud del método para la determinacion de la
OTC + 4-epiOTC en rifidon de ternera.

po/g de la Malg de la .
OTC + 4-epiOTC OTC + 4-epiOTC  C.V. (%) Riﬁf;’irgcl';’”
tedricos observados #DE v+
0.1875 0.148 £ 0.032 21 87.9+21.7
0.375 0.416 £ 0.052 12.6 103.6 £ 8.5
0.75 0.825+0.138 16.8 104.3£17.6
2.5 2.46 £0.204 8 102.5+1.7
5 5.00 £ 0.085 1.7 100.1 £ 1.7

Los resultados presentados en las tablas 9, 10 y 11 muestran que la precision y exactitud
del método analitico, evaluada a partir del coeficiente de variacion y del porcentaje de

recuperacion segun los valores determinados por la UE (Sanco/1805/2000) Segun Sanco el
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valor de C.V. no debe superar 23 % a las concentraciones > 100 pug/kg y a 16 % a las

concentraciones > 1000 pg/ kg), son correctas.

V111.4.2.3. Limite de cuantificacion
En la tabla 12, se presentan los resultados del limite de cuantificacion de ternera.

Tabla 12. Limite de cuantificacion del método para la determinacion
de la OTC + 4-epiOTC en tejidos de ternera.

19/g de i
Tejidos OTC +4-epiOTC C.V. (%) Rec”?(;)r)ac'on
Afiadida
Musculo 0.0625 7.4 99.4+7.5
Higado 0.1875 45 117.1+5.3
Rifion 0.1875 21.0 87.9 +21.7

Puede observarse de los resultados obtenidos del CV y el porcentaje de recuperacion que el
limite de cuantificacion para cada uno de los tejidos estudiados, se puede establecer en

0.0625 ug/g, 0.1875 ng/g y 0.1875 ng/g para musculo, higado y rifién, respectivamente.

VI11.4.2.4. Limite de deteccién

En la tabla 13, se presentan los resultados del limite de deteccion obtenidos en ternera, en

los tejidos analizados.

Tabla 13. Limite de deteccion de OTC + 4-epiOTC obtenido
en los diferentes tejidos de ternera.

- Respuesta (cm) Limite Deteccion
Tejidos
: (n =20) (19/9)
Musculo 0.2 0.03
Higado 0.2 0.07
Rifién 0.2 0.08

VI11.4.2.5. Especificidad

La especificidad del método, evaluada a partir de la comparacion de muestras a las que se

afiadi6 una concentracion conocida de la OTC + 4-epiOTC y TC, con blancos de la misma
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matriz, muestra que no aparecia ningin pico en el mismo tiempo de retencion que los

analitos estudiados (ver figuras 2 a 4).
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Figura 2. Cromatogramas correspondientes a una muestra de musculo blanco de ternera (a)

y a una muestra a la que se afiadieron 0.25 pg/g de OTC + 4-epiOTC y 5 pg de tetraciclina
(b).
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Figura 3. Cromatogramas correspondientes a una muestra de higado blanco de ternera (a) y

a una muestra a la que se afiadieron 0.75 pg/g de OTC + 4-epiOTC y 5 ug de tetraciclina

(b).

169




ANEXO “VALIDACION DEL METODO ANALITICO”

Resultados

| -
N

E-S
IlllllIHI]IIIIIIJITIHI

-
N

122

-
N

1qumlTl|_|_|Il_l_nTlmimITHUIIm

=
£
2
s M
Q.
&
11.4—:
11.2%
=
1.0
= S
10.8— .
1o.s—f
'HH]HH(HH}mmm*
0 5 10
Time [min|
(a)

-
[
~

"Response {mV]

o
[=]

‘IIIII|HII‘TIIH

: o . R i
IIJI’lllITIVIJIlHIITIUI|IIIITHH‘JUJITIIIJ‘[HI

nmn

g
A

112

b =
IIHI_IIHITIIIIIHH

=7 0

NT

Oxiltetraciclina

Tetracicling

o
i

L

;

<
B —

(3]

10
Time [min]

(b)
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VII11.4.2.7. Estabilidad

En la tabla 14 se muestran los resultados de la estabilidad de la OTC + 4-epiOTC en los

diferentes tejidos.

Tabla 14. Estabilidad de OTC + 4-epiOTC en los diferentes tejidos analizados
de ternera segun las condiciones de almacenamiento durante 60 dias (n=4).

Tejido Ci)nc_entracién Concentracion
afadida (x0/9) observada (wg/g) #DE

Musculo 0.25 0.25+£0.018

Higado 0.75 0.74 £0.185

Rifién 0.75 0.75+£0.110

Los resultados obtenidos en todos los tejidos mostraron una correcta estabilidad de la OTC +

4-epiOTC durante los 60 dias de almacenamiento en las condiciones descritas.
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