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png/Kg: microgramos por kilogramo.

°C: grados centigrados.
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ADN: Acido desoxiribonucleico.

AUC: érea bajo la curva de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo desde el
tiempo 0 hasta el tiempo de la ultima concentracion cuantificada

B: ordenada al origen del proceso beta.

CBM: concentracion bactericida minima.

CC: concentracion del analito.

CIM: concentracion inhibitoria minima.

Cl: aclaramiento plasmatico.

Cmax: concentracion plasmatica maxima.

Cp(0): concentracion plasmatica

CV.: coeficiente de variacion.

D.E.: desvio estandar.

D: dosis administrada.

Da: daltons.

F: biodisponibilidad.

h: hora / horas.

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.
IM: intramuscular.

IV: intravenosa.

Kj: constante de eliminacion.
Kj3: constante de transferencia del compartimiento central al periférico

K>1: constante de transferencia del compartimiento periférico al central.

LC: limite de cuantificacion




L/Kg: por kilogramo.

mg: miligramos.

mg/Kg: miligramos por kilogramo.

min.: minuto.

ml: mililitros.

ml/min: mililitros por minuto.

ml/h/kg: mililitros por hora por kilogramo.
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pK,: constante de disociacion.

s.c.: subcutanea.

smz: sulfametazina
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Tmax: tiempo en el cual se alcanza la concentracién maxima.

Vd: volumen de distribucion.
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Vintra: coeficiente de variacion intradia.

Vinter: coeficiente de variacion interdia.
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I. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El uso racional de farmacos adquiere cada vez una mayor relevancia por su
demanda profesional y social. Uno de los grupos farmacologicos que mas
indiscriminadamente se ha utilizado por su baja toxicidad y elevadas ventajas
terapéuticas, ha sido el de los antimicrobianos. Este uso inadecuado a dado lugar a un
elevado nimero de problemas que van desde el fracaso terapéutico por una eleccion
inadecuada o a una posologia mal instaurada, a la presentacion de resistencias, cada vez

mas extendidas o a la presentacion de reacciones secundarias iatrogénicas.

Para evitar este uso no racional se requiere un amplio conocimiento de las

caracteristicas farmacologicas de cada compuesto

Para ello es necesario realizar una serie de estudios en las diferentes especies de
destino, y conocer las posibles variaciones que la edad, el sexo, tipo de explotacion,
estado sanitario y demads factores ejercen sobre el comportamiento farmacocinético de

un antimicrobiano concreto.

Lo primero que debemos considerar es que a los animales que se destina este
tipo de medicamentos, son animales febriles y con una serie de alteraciones en su
fisiologia que pueden variar su respuesta a los agentes antiinfecciosos que se les
administren. Por otro lado y mas concretamente en el caso de los rumiantes, por su
singular aparato digestivo. La edad va a influir notablemente en el desarrollo de sus
organos y sistemas y consecuentemente en la capacidad de enfrentarse a los farmacos y

eliminarlos de su organismo.

A estas consideraciones hay que afadir que clasicamente se ha considerado que
las pautas terapéuticas que se empleaban en una especie rumiante eran igualmente
validas para otras y que no existian grandes diferencias entre bovinos, ovinos, caprinos
y/o bubalinos. Teniendo en cuenta las diferencias registradas en el comportamiento
cinético de numerosos farmacos en las distintas especies, se hace necesario, para
planificar e instaurar un tratamiento eficaz, conocer las caracteristicas farmacocinéticas

que presenta el farmaco a utilizar en la especie a tratar.

La produccion bovina en Argentina, con casi 50 millones de cabeza, y en

particular la provincia de Santa Fe, una de las principales productoras de bovinos de
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leche y de carne y exportadora de productos y subproductos derivados de estos, con 7
millones de cabezas, ha cobrado importancia con los logros sanitarios y aperturas de
numerosos mercados. Santas Fe cuenta con diferente zonas productivas, tales como la
cuenca lechera santafesina y zonas subtropicales; en esta tltima cobra importancia no
solo la cria bovina sino también el ganado bubalino, especialmente el Bubalus bubalis
(Bufalo de Agua) el que esta ocupando un importante espacio dentro de la produccion

animal.

Teniendo en cuenta los aspectos mencionados y la importancia de la ganaderia y
sus distintos sistemas productivos, se plantea la necesidad de desarrollar estudios
vinculados al comportamiento de los farmacos en las especies citadas bajo las

condiciones productivas tipicas de nuestra region.

La sulfametazina es un antimicrobiano perteneciente a la familia de las
sulfamidas, que presentan un espectro de accion amplio, afectando distintos
microorganismos, bacterias Gram positivas, Gram negativas, clamidias y algunos
protozoos. Las caracteristicas farmacocinéticas que presenta en rumiantes permiten la
administraciéon por distintas vias con una buena biodisponibilidad, una buena
distribucion tisular y una prolongada permanencia en el organismo que la hacen apta
para el tratamiento de afecciones del aparato respiratorio, urinario, gastrointestinal y

sistema nervioso central.

El objetivo general de este trabajo es definir el comportamiento farmacocinético
de la sulfametazina en bovinos y en bubalinos. Para lograrlo se establecieron los

siguientes objetivos particulares:

1- Describir la disposicion farmacocinética del farmaco tras la administracion

intravenosa en bovinos y bubalinos. Establecer las posibles diferencias entre especies.

2- Estudiar los posibles efectos de la edad en el comportamiento

farmacocinético.

3- Investigar en bovinos la influencia de un sindrome febril en la disposicion del

farmaco.
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Para el establecimiento de estos objetivos se partid de las siguientes hipotesis:

1- Las diferencias farmacocinéticas que se observan en diversos farmacos
debido a la especie animal podrian presentarse también con sulfametazina entre bovinos
y bubalinos, pues a pesar que son especies rumiantes similares, presentan notables
diferencias en su disposicion de tejido adiposo, su metabolismo y su estructura renal,

haciendo necesario realizar posologias diferentes.

2- Las diferencias que se han observado en la distribucion y eliminacion de
numerosos farmacos en distintas especies en funcion del grado de desarrollo de los
animales podrian producirse con la administracion de sulfametazina en bovinos y hacer
necesario un ajuste de la dosis en los animales jovenes para evitar la produccion de

efectos toxicos por sobredosificacion o la aparicion de resistencias por subdosificacion.

3- Dado que los cuadros infecciosos pueden generar un estado febril, las
modificaciones observadas en la cinética de numerosos farmacos durante dicho estado,
podrian también producirse tras la administracion de sulfametazina en bovinos y hacer
necesario un ajuste de la dosis en los animales febriles, para evitar la produccion de

efectos toxicos por sobredosificacion o la aparicion de resistencias por subdosificacion.




Revision Bibliografica

II. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1 GENERALIDADES
I1.1.1. EVOLUCION HISTORICA DE LAS SULFAMIDAS

En un antiguo tratado -primero de Farmacologia, Toxicologia y Arte de Recetar
del profesor Dr. E. Starkenstein (1946)- se referia, en el capitulo correspondiente a
Modificacion Farmacoldgica de los Agentes Patogenos Vivientes, Materias colorantes-
de la siguiente manera: ..“en el afio 1935 principid una nueva era de bastante
importancia en el tratamiento de las enfermedades bacterianas con productos quimicos
eficaces debido a los resultados favorables obtenido por Domag sobre la sepsis
estreptococica del raton con el clorhidrato de 4 -sulfamida-2-4-diamino-azobenzol,
sintetizado en 1932 por Mieztsch y Klarer. Esta sustancia recibié el nombre de

Prontosil rubrum.”

Paralelamente Fourneau y sus colaboradores en el Instituto Pasteur de Paris en
1935 comunican un interesante hallazgo: que los colorantes azoicos se dividian en los
tejidos, asi que el Prontosil daba en su division para-amino-benceno-sulfonamida, que
era la porcion quimioterapica de la molécula primitiva (Figura 1). Los mismos
prepararon este compuesto en 1936 observando que era tan eficaz como el Prontosil
mismo en la curacidon de infecciones experimentales siendo éste un descubrimiento de
trascendental importancia. La sulfanilamida fue entonces establecida como el principio

activo del Prontosil rubrum (Goodman & Gilmans, 1945).

Desde entonces se han obtenido muchos derivados de esta combinacién y han
sido adoptados en la terapéutica, siendo la sulfanilamida (una amida del &cido
sulfanilico), la primera en usarse clinicamente. Se reportd por primera vez en el
Deutshe Medizinische Wochenschrift en 1935 su uso en una infeccion estreptococica en
pacientes humanos con resultados exitosos. Mas adelante se consiguié preparar
combinaciones sulfamido-pirimidinicas muy valiosas para el tratamiento de las
neumonias e incluso de las infecciones gonocécicas. En medicina veterinaria se
document6, en el afio 1937-38, el uso eficaz contra mastitis en vacas y artritis en
potrillo. Cerca de 5400 derivados de la sulfanilamida fueron sintetizados en Gran
Bretafia, Estados Unidos, Francia y Alemania en las décadas siguientes, siendo la

sulfapirimidina y sulfadimidina en 1941; la sulfamerazina y sulfadiazina en 1943. La




Revision Bibliografica

introduccion de las mismas incrementd su aplicacion en tratamientos especificos contra

infecciones bacterianas (Van Miert, 1994).

Con el correr de los afios y debido a su amplia utilizacion a nivel mundial
(usadas en clinica por al menos 50 afos), el problema de aparicion de resistencia
bacteriana ha sido creciente (Goodman & Gilmans, 1945). Esto condujo al hecho de
limitar su indicacidon como Unico agente terapéutico, y que la aplicacion en combinacioén
con diaminopirimidinas (lo que se conoce cominmente como sulfamidas potenciadas)
sea en la actualidad la forma mas comun de utilizacién de este tipo de farmacos tanto
para el control de enfermedades de los rodeos como para animales en forma individual
(USP, 2000; Prescot, 2002).

I1.1.2. ESTRUCTURA QUIMICA: RELACION ESTRUCTURA-
ACTIVIDAD. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Todas las sulfamidas son compuestos sintéticos derivados de la sulfanilamida
(para-aminobenceno sulfonamida) que fue la primera en descubrirsele actividad
antimicrobiana (Figura 1). Son derivados del é4cido sulfanilico (amida del acido
sulfanilico) con una estructura similar a la del acido para amino-benzoico (PABA);
poseen dos atomos de nitrogeno (N), el N* o aminico y el N' o amidico, y las distintas
sulfamidas se diferencian entre si en el radical (R) unido al grupo amido en N' (-2NHR)
y a veces en el sustituyente del grupo amino en N* (NH2). Casi todas las actuales
sulfamidas derivan de sustituciones en el N' ya que las realizadas en el N* tienen

generalmente menor actividad antibacteriana (Prescott, 2002).

MHZ
H2M M=M S02MH H2M 502MHZ
PRONTOSIL Rubrum SULFANILAMIDA

FIGURA 1: Estructura quimica del Prontosil rubrum y Sulfanilamida (Van
Miert, 1994).
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Las sustituciones en el grupo amido originan efectos variables en la actividad
antibacteriana de la molécula. El grupo amido no es esencial en si, lo importante es que
el azufre esté unido directamente al anillo benceno. EIl grupo amino es esencial, y
puede sustituirse solamente por radicales que se transformen in vivo en un grupo amino
libre. Si bien las diversas sustituciones quimicas originan sulfamidas con caracteristicas
fisicas, quimicas y farmacocinéticas particulares, en general las propiedades
antibacterianas son similares para todos los compuestos del grupo y por tanto seran
tratados como tal (Figura 2) (Costa-Batlori, 1996).

M
HaN SDENH\\/Si H2N SO2MH
M M
SULFATIAZOL SULFADIAZINA
M
HzN SOZMH - @@
HHHN

SULFAQUINOXALIMNA

N*Q:m
0

H2N - S02MH_~0~

- | |N H2M - S02MH N

CH3 CH3 OCH3
SULFISOXASOL SULFADIMETOXINA

FIGURA 2: Formulas estructurales de diferentes sulfamidas de interés
Veterinario (Spoo & Riviere, 2001).

Quimicamente son cristales blancos relativamente insolubles en agua, teniendo
un amplio rango de valores de pK,. Son &cidos débiles, con diferentes pesos
moleculares: sulfanilamida (172,2), sulfadiazina (250,3), sulfametoxazol (253,3),
sulfamerazina (264,3), sulfatroxazol (267,3), sulfadimidina (278,3), sulfadoxina y
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sulfadimetoxina (310,3) (Mengelers et al., 1997). También muestran amplia
variabilidad de union a proteinas plasmaticas (15-90 %), considerando a cada sulfamida
en forma individual y a su vez en relacioén a cada especie animal (Ahmad et al., 1988;
Srivastava et al., 1989; Prescott, 2002). Su solubilidad es mayor en medios alcalinos
que en pH neutros y acidos, la misma se aumenta cuando son formuladas en medios con
sales sodicas. En los liquidos biologicos con pH menor que su pK, predomina la forma
no ionizada, siendo esta fraccion la que difunde a través de las membranas celulares y

penetra las barreras bioldgicas.

Existen preparados parenterales para ser administrados mediante inyecciones
intravenosa, aunque algunas soluciones tiene un pH entre 9 y 10, por lo que se debe
tener cuidado de extravasacion. En general son insolubles en agua y tienden a
cristalizar en un pH acido de la orina -in vivo-, especialmente en casos de sobre
dosificacion, animales deshidratados, acidosis o por dosis grandes y prolongadas. Para
minimizar la accion de cristalizacion in vivo y obtener altos niveles de concentracion en
sangre y orina, a menudo se combinan varias de ellas. Esto es debido a que no se
afectan significativamente la solubilidad de cada una (ley de solubilidad independiente),
siendo por lo tanto de suma importancia clinica. El uso de triplesulfas (tres sulfas
formuladas juntas en la misma solucidon) permite incrementar la eficacia sin un
significativo incremento del riesgo de efectos adversos. Logrando ademds un efecto
antimicrobiano aditivo. Ciertas moléculas de éstas se han desarrollado para que sean
poco solubles como el ftalilsulfatiazol, lo que condiciona una lenta absorcion y una
indicacion especifica por la via oral, para el tratamiento de infecciones intestinales
(Prescott, 2002).

Las sulfamidas forman sales en soluciones de acidos fuertes o en soluciones
basicas. El pK, para las de interés terapéutico tiene amplia variacion como se observa
en Tabla 1 (Van Duijkeren ef al., 1995; Spoo & Riviere, 2001).
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TABLA 1: Valores de pK, de algunas sulfamidas de interés veterinario (adaptado de
Mengelers et al., 1997; Spoo & Riviere, 2001).

Compuesto pKa
Sulfanilamida 104
Sulfamerazina 7.1

Sulfametazina 7.4
Sulfadiazina 6.4
Sulfadoxina 6.1
Sulfametoxazole 6.0
Sulfadimetoxina 6.0
Sulfacloropiridacina 6.0
Sulfaquinoxalina 5.5

Sulfametazol 5.45

Sulfatiazol 7.1
Sulfisoxasol 4.7

I1.1.3. CLASIFICACION DE LAS SULFAMIDAS

De acuerdo a la concentracion plasmatica y tiempo de permanencia de las

mismas, se las puede clasificar en sulfamidas de corta, intermedia y de larga accion.

Son de corta accion si luego de una dosis terapéutica la concentracidon en sangre se

mantiene por encima de 50 pg/ml por menos de 12 horas después de la administracion.

De accion intermedia si ese nivel plasmatico es mantenido entre 12 y 24 horas; y de

larga accion si la concentracion indicada se mantiene por mas de 24 horas después de la

dosis administrada. Se considera una cuarta clase de sulfamidas a aquellas que no son

absorbidas (o minimamente) por el tracto gastrointestinal luego de administradas

oralmente y actuando en forma local en el mismo teniendo esta una accidén entérica
(Tabla 2) (Spoo & Riviere, 2001).

TABLA 2: Clasificacion de sulfamidas utilizadas en medicina veterinaria, basada en
concentracion plasmatica versus tiempo de permanencia (Spoo & Riviere, 2001).

Accion corta

| Accién intermedia |

Accion prolongada

Accion entérica

Sulfacetamida Sulfadimetoxina Sulfametilfenazole Succinilsulfatiazole
Sulfatiazol Sulfametacina Sulfabromometazina Sulfaguanidina
Sulfisoxazol Sulfametoxazol Sulfabrometazina Sulfaquinoxalina

S . . Pftalilsulfatiazol

Sulfametazole Sulfapiridina Sulfadimetoxina (Sulfatalidina)

Trlsul’fapyrlmldma Sulfacloropiridazina Sulfametacina Sulfasalazine
(triple sulfa)
Sulfadiazina Sulfaetoxipiridacina
Sulfisoxazol
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La conversion de una molécula de sulfamida no absorbible se realiza bloqueando
el N*. Con ello se bloquea también, inicialmente, su actividad terapéutica hasta que la
hidrolisis producida por las bacterias del intestino liberan dicho N* y con ello la
sulfamida recupera su actividad. La importancia de este proceso reside en el hecho de
que esta liberacion del N* se realiza en la zona del intestino en la que se hallan,
generalmente, los microorganismos patdégenos (coccidios, colibacilos) pero en la que ya
no se produce absorcion medicamentosa, con lo que se cumple el objetivo de
incrementar la eficacia al mantener una elevada concentracion de dicho farmaco en el
tracto digestivo y evitar la presencia de residuos del mismo en las canales (Costa-
Batllori 1996).

I1.1.4. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accioén de las sulfamidas es de tipo bacteriostatico cuando se
utilizan solas, e implica interferencia metabolica en los microorganismos susceptibles
comportandose como inhibidores metabdlicos o antimetabolitos, al impedir la sintesis
de acido folico (Hurtado & Gomez, 2002).

En la forma tetrahidrato, los folatos actian como coenzimas en procesos en los
que existe transferencia de una unidad de carbono (en la biosintesis de nucledtidos
purinicos y pirimidinicos), en conversiones de aminoacidos (de histidina a &cido
glutdmico) y en la sintesis y utilizacion de formatos. De esta manera, al inhibirse su
formacion, se altera la sintesis de acidos nucleicos, de proteinas y los mecanismos de

replicacion microbiana (Martin-Jimenez, 2002).

El 4cido para amino benzoico, pteridinas, acido glutamico y la enzima
dihidropterato sintetasa interactiian en la formacion del acido dihidropteroico, inmediato
precursor del acido dihidrofolico. El acido dihidropteroico por accion de la enzima
dihidrofolato sintetasa es convertido en dihidrofolico, seguido este por otra accidén
enzimdtica y convertido en tetrahidrofolato (THFA) via la dihidrofolato reductasa
(DHFR). El THFA continua la via metabdlica para permitir la produccion de RNA y asi
la reproduccion bacteriana (Figura 3) (Spoo & Riviere, 2001).
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FIGURA 3: Metabolismo del 4acido foélico y mecanismo de accién de las
sulfamidas y el trimetoprin (adaptado de: Spoo & Riviere, 2001).

Las sulfamidas y el PABA tienen estructuras quimicas semejantes lo que permite
a las sulfamidas desplazar al mismo en la via de produccion del acido folico (Figura 4).
La sulfanilamidas y todas las sulfamidas inhiben la biosintesis de &cido folico
sustituyendo el PABA. La misma sintesis puede ser restituida por agregado de grandes
cantidades -en el sistema- de PABA. Este mecanismo de inhibicion en las células de los
mamiferos no es valido, ya que las mismas utilizan el 4cido félico preformado obtenido
de la dieta y no tienen la dihidropteroato sintetasa. En cambio las bacterias no poseen
un sistema de transporte del 4cido folico. Las sulfamidas tienen a su vez un pequefio
efecto en aquellos organismo microbianos que, como las células de los mamiferos
pueden utilizar el 4cido folico preformado (Spoo & Riviere, 2001; Skold, 2001).
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Células que producen excesiva cantidades de PABA o que lo tienen en su medio,
tal como el tejido necrético, son resistentes a las sulfamidas por competicion con el
mismo (USP, 2000).

Durand & Savel (2001) y Skold (2001), hacen referencia a la selectiva accion del
trimetoprim como antifolato en las célula bacteriana y protozoos con respecto a las
células de mamiferos, a pesar de haberles administrado muy altas concentraciones,
observandose en ambos, una alta afinidad de union de éste con los sitios de union de la

enzima DHFR al nucleétido.

CO0H

M
|
N —CHZHN — CONH-CH
/I\ [EHZ]2C00H
HHZ2 N M

ACIDO FOLICO

HaM CO0H HZM SO2MHZ

ACIDO PARA-AMINOBENZOICO SULFANTLAMIDA
(PABA)

FIGURA 4: Estructura quimica del Acido Félico, Acido Para-aminobenzoico
(PABA) y Sulfanilamida (Van Miert, 1994).

I1.1.5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Desde hace muchos afios, las sulfamidas, con diferentes perfiles
farmacocinéticos y espectro antibacteriano, han sido utilizadas en medicina veterinaria
para el tratamiento de infecciones bacterianas, en aparato respiratorio, urinario,

gastrointestinal y sistema nervioso central (Costa-Batllori, 1996).

11
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El espectro de accion de las sulfamidas es amplio, afectando distintos
microorganismos, bacterias Gram positivas, Gram negativas, clamidias y algunos
protozoos incluyendo a coccidios, Toxoplasma spp (Plumb, 1999), Sarcocystis neurona
(Mac Kay, 1997; Lindsay & Dubey, 1999) y Neospora caninum (Lindsay et al., 1994,
1996). Por otra parte Leptospira spp y Pseudomona spp son resistentes a las mismas
(Prescott, 2002).

Por su uso prolongado a través de los afos, muchos de los organismos que eran
susceptibles a las mismas hoy estan siendo resistentes. Las diferentes sulfamidas
pueden mostrar diferencias cuantitativas pero no necesariamente cualitativas en su
actividad. Combinando sulfamidas con diaminopirimidinas se aumenta el espectro de
accion siendo hoy una de las formas mas usadas en terapéutica antibacteriana en la
clinica veterinaria y especialmente en la de grandes animales (Costa-Batllori, 1996;
Precott 2002).

Van Duijkeren et al. (1994b) evidencian en modelos in vitro, la susceptibilidad a
las sulfamidas de muchos patdégenos y especialmente la Salmonella spp que afecta a los
equinos, indicando que de las estudiadas, la sulfacloropiridazina, sulfadiazina y
sulfametoxazol (con valores CIM50 de 16 pg/ml para la primera y 32 pg/ml para las
otras), fueron las mas potentes. También demostraron un marcado sinergismo cuando
fueron combinadas con trimetoprim en concentraciones de 1:1 a 1:160. Por esto indican
que estas tres sulfamidas combinadas con el trimetoprim serian las indicadas para el

tratamiento de salmonelosis en equinos.

Prescott (2002) ha agrupado a los patdgenos del tracto urinario en tres

categorias, de acuerdo a su susceptibilidad a las sulfas:

-Buena sensibilidad: Bacillus spp, Brucella spp, Erysipelothrix rhusiopathiae, L.
monocytogenes, Nocardia spp, Streptococcus spp piogénico, Chlamydia spp, gran

numero de coccidios, Pneumocystis carinii, Cryptosporidium spp.

-Moderada sensibilidad: a menudo variable debido a la resistencia adquirida.
Incluye en los aerobios Gram positivos: estafilococos y algunos enterococos. Aerobios
Gram negativos tales como: Enterobacter spp, Escherichia coli, Klebsiella spp y
Proteus spp; Actinobacillus spp, Haemophilus spp, Pasteurella spp 'y Pseudomonas spp.

Los anaerobios tales como Bacteroides spp y Fusobacterium spp a menudo son

12
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susceptibles in vitro si el medio estd deplecionado de timidina; no siendo este el caso in
vivo. Las especies de Clostridium spp (diferentes del C. perfringens) y los cocos

anaerobios suelen ser resistentes.

-Resistentes: Incluyen a Mycobacterium spp, Mycoplasma spp, Rickettsia spp,

Pseudomona Aeruginosa y espiroquetas.

Ha sido ampliamente demostrado que las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) de las sulfamidas estan marcadamente influenciadas por la composicion del
medio de cultivo utilizado y de la concentracion del indculo bacteriano. Debido a ello
en los estudios in vitro a veces se puede evidenciar falsamente un microorganismo
como resistente. Este no serd el caso si se emplea un control de calidad adecuado con
una cepa sensible a timidina de Enterococus fecales. En las pruebas de difusion el agar
de Mueller-Hinton que contiene sangre equina lisada es el medio ideal porque posee
timidita fosforilada la cual reduce la cantidad de timidita en el ambiente. Los criterios
de sensibilidad para las bacterias en las infecciones sistémicas no son coincidentes
debido a las dificultades para determinar la CIM y la variabilidad en las concentraciones
séricas con diferentes farmacos y distintas dosis. Una CIM de 8 - 32 ug/ml es una
definicion razonable de sensibilidad para las sulfamidas sistémicas de accion corta; una

CIM de 64 - 128 ug/ml puede ser interpretada como evidencia de resistencia.

La prueba de susceptibilidad de sulfamidas en los laboratorios veterinarios en
ocasiones se efectua con discos de triples sulfas de alta potencia, disefiados para
determinar la sensibilidad en las elevadas concentraciones urinarias (100 ug/ml); por
ello no es adecuada la extrapolacion de la susceptibilidad a las infecciones sistemicas.
Los criterios del Comité Nacional de Standard Clinicos de Laboratorio (NCCLS)
describen la sensibilidad bacteriana para infecciones urinarias como aquellas que tienen

una CIM menor o igual a 256 ug/ml (Prescott, 2002).

En la Tabla 3 se presentan valores de concentraciones inhibitoria minima

(CIMgp) que inhiben el 90 % de los microorganismos.

13
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TABLA 3: Comparacion de la accion contra microorganismos entre sulfamida,
trimetoprim y sulfametoxazol-trimetoprim (adaptado de Mengelers et al. 1997; Prescott,
2002).

- CIM,y (ug/ml) de | CIMs, (ug/ml)de | CLVlo (ug/ml) de
Genero/especie e a2 5 . Trimetoprim-
Sulfamida Trimetoprim b
sulfametoxazol
Arcanobacterium pyogenes 32 8 0.13
C. pseudotuberculosis SD SD <0.5
C. renale >064 SD SD
Erysipelothrix rhusiopatiae 8 0.13 0.06
Listeria monocytogenes 8 0.06 0.03
Nocard ia asteroides 128 128 8
Rhodococcus equi >]28 64 32
Staphylococcus aureus 32 2 0.25
Streptococcus agalactiae 32 0.5 0.06
S. disgalactiae >256 4 0.06
S. uberis >]28 4 0.5
Estreptococos 3 hemoliticos >]28 2 2
Clostridium perfringens 16 64 SD
Actinobacillus spp 64 SD <0.06
A pleuroneumoniae © >128 2 8
Bordetella bronchiseptica >256 SD <0.06
Brucella abortus 16 4 0.06
B. canis 2 SD SD
Campylobacter yeyuni >256 >512 >512
Escherichia coli® >128 1 <0.5
Haemophylus sommus >128 SD SD
Klebsiella neumoniae“ >]28 4 <0.5
Moraxella bovis >64 >64 <0.15
Pasteurella multocida >]28 4 SD
Proteus spp >256 8 <0.5
Pseudomona aeruginosa >515 512 128
Salmonella spp 128 4 0.5
Taylorella equigenitalis >]28 SD SD
Yersinia enterocolitica >]28 1 8
Actinobacillus pleuropneumoniae 8,8 - -
Actinobacillus pleuropneumoniae 327 - -

* :principalmente sulfadimetoxina; ° :la proporcion trimetoprim-sulfametoxazol es de 1/19.
¢ :muchas de estas cepas ahora se consideran resistentes a la combinacion; : sulfadimidina.

I1.1.6. INDICACIONES CLINICAS Y POSOLOGIA.

La generalizacion de la resistencia a las sulfamidas restringe en gran manera su
eficacia en el tratamiento de las enfermedades de etiologia bacteriana de los animales, si
bien todavia se utilizan para tratar animales destinados al consumo humano y ciertas

enfermedades de perros y gatos. Las asociaciones del trimetoprim con las sulfamidas

14
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han sustituido en gran parte a estas ultimas como agente terapéutico utilizado en los

animales de compaiia (Prescott, 2002).

Las sulfamidas no absorbibles como ftalilsulfatiazol, succinilsulfatiazol y
sulfaguanidina tienen indicacion practicamente Unica en el tratamiento y prevencion de
enteritis infecciosa provocada por microorganismos sensibles. La sulfaquinoxalina,
clasificada dentro de dicho grupo, es utilizada principalmente en el tratamiento de
coccidiosis aviar, no observandose diferencias cuando se la potenciaba con

pirimetamina (Spoo & Riviere, 2001).

Los compuestos de uso topico como la sulfadiazina argéntica, sulfacetamida y
mafenida son de aplicaciéon en dermatitis, tratamiento de heridas y uso oftalmico.
Recientemente se ha recomendado la combinacion sulfadimetoxina-ormetoprim para
tratamiento de infecciones en piel y tejidos blandos en caninos causados por

Stafilococcus aureus 'y Escherichia coli (Plumb, 1999).

In vitro, la proporcion Optima frente a las bacterias susceptibles es de 1:20 de
trimetoprim-sulfamida. Sin embargo, la proporcion de la sulfamidas en general carece
de importancia gravitacional desde el punto de vista de la actividad antibacteriana,
reportandose actividad sinérgica en un amplio intervalo de proporciones entre las
concentraciones de ambos farmacos (1:1 a 1:40); y se ha demostrado que es la
diaminopirimidina quien ejerce la mayor actividad antimicrobiana (Van Duijkeren et
al., 1994b; Plumb, 1999).

El sinergismo suele tener eficacia cuando el microorganismo es resistente a la
diaminopirimidina pero sensible a la sulfamida, y en un 40 % de los casos en los que la
bacteria es resistente a cada una de las drogas por separado. Una de las combinaciones
mas usadas en medicina humana es la de trimetoprim y sulfametoxazol, llamada
comunmente Cotrimoxazol. La misma es utilizada para el tratamiento de las
infecciones causadas por Yersinia pestis tanto en el humano como en animales
(Gonzalez et al., 2002). Estos dos farmacos tienen semividas de aproximadamente
igual duracion, lo que facilita la posologia. Otra especie en la cual tiene elevada
eficacia gracias a esta propiedad farmacocinética es el porcino; con dicha combinacion,
normalmente se alcanzan concentraciones plasmaticas de 1 parte de trimetoprim por
cada 20 partes de sulfametoxazol (Plumb, 1999).
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En medicina veterinaria, las combinaciones sulfadiazina-trimetoprim y
sulfametoxasol-trimetoprim tienen un amplio rango de indicaciones. Estas asociaciones
tienen el inconveniente de que las semividas de eliminacién de ambos farmacos no son
similares; por ejemplo la semivida de eliminacién para el trimetoprim varia de 2,5h
(caninos), 1,9-3 h (equinos) a 1,5 h (bovinos); mientras que la semivida de eliminacion
para la sulfadiazina es de 9,8 h (canino), 2,7 h (equinos) y 2,5 h (bovinos). Mientras
que el trimetoprim es rdpidamente eliminado del organismo las sulfamidas pueden
persistir un mayor periodo de tiempo en los tejidos, por lo que la utilizacion de esta
combinacion persigue el objetivo de mantener concentraciones bacteriostaticas de la
sulfamida, que se ven sinergisadas durante la existencia de concentraciones terapéuticas
de trimetoprim. Ademas, la eficacia clinica de la asociacion sustenta su extenso uso
(Plumb, 1999).

De Oliveira et al. (2000) evaluaron in vitro la actividad de antibiodticos, entre
ellos sulfametazina sobre Stafilococcus aureus, obteniendo valores para la CIMy, de 4.0
ug/ml, siendo este superior a los obtenidos para penicilina, ampicilina, oxacilina,
eritromicina y neomicina, 0.5 ug/ml, 1 wug/ml, 1 ug/ml, 0,5 ug/ml, 2 ug/ml,

respectivamente.

En bovinos con retenciébn placentaria, se reporta la utilizacion de
formosulfatiazol asociada con penicilina-estreptomicina, como terapéutica intrauterina,
sin embargo los autores no encontraron diferencias cuando se utilizaron iodoforos
(Brooks, 2001).

En las Tablas 4 y 5 se detallan las indicaciones clinicas de las sulfamidas
absorbibles como agentes Unicos y en combinacion con diaminopirimidinas (sulfamidas

potenciadas), respectivamente.

Dichos farmacos fueron utilizados ademas de su uso convencional para la
terapéutica, como promotores del crecimiento en produccién animal en dosis
subterapéuticas y muchas veces sin prescripcion veterinaria. Wierup (2001) describe
como fueron prohibiendo su uso en los paises nordicos, como promotores del
crecimiento, luego de casi 40 afos de ser utilizados en forma indiscriminada, debido a
los focos de resistencia bacteriana lo que les permiti6 tener un mayor éxito terapéutico
de las enfermedades infecciosas en produccion animal, luego de la aplicacion de estas

politicas sanitarias y de manejo de los antibidticos considerando la importancia de los
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periodos de retirada asi como la aparicion de cepas resistentes tanto en humanos como

en veterinaria.

TABLA 4: Indicaciones terapéuticas de las sulfamidas en animales domésticos (Plumb,
1999; USP, 2000; Spoo & Riviere, 2001).

Especies Principales Indicaciones ' Sulfamidas Utilizadas
Rumiantes Coccidiosis (E. bovis, E. zuernii) Sulfametazina
Coccidiosis (E. ovinoidalis) Sulfadimetoxina
Enteritis por colibacilos Sulfacloropiridazina
Neumonia infecciosa en ovinos Sulfametazina+sulfanilamida+sulfatiazol
Toxoplasmosis en ovinos Sulfametazina+sulfatiazol
(prevencion de aborto)
Clamidiasis en ovinos (prevencion
de aborto)
Difteriosis (Fusobacterium spp)
Neumonia (Pasteurella spp)
Pododermatitis (Fusobacterium
necrophorum
Porcinos Enteritis por colibacilos Sulfacloropiridazina
Neumonia infecciosa Sulfametazina+sulfatiazol
Equinos Enteritis por coliformes Sulfametazina
Neumonia infecciosa
Caninos y Coccidiosis (Isospora spp) Sulfadimetoxina
felinos Infecciones urinarias (sulfisoxazol) |Sulfametazina
Enteritis (Salmonella spp) Sulfisoxazol
Colitis cronica (sulfasalazina)
Dermatitis infecciosas no
purulentas
Neumonia infecciosa
Aves de corral |Coccidiosis en pollos y pavos Sulfametazina
(Eimeria spp) Sulfadimetoxina
Coriza (H. gallinarum) Sulfaquinoxalina
Pasteurelosis
Salmonelosis (S. gallinarum, S.
ullorum)
Conejos Coccidiosis Sulfaquinoxalina

1 7 p P 7 7

Indicaciones no resaltadas en negrita son consideradas secundarias por algunos autores.
2 . . r I3 .

Se indican los fArmacos de uso mas generalizado.
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TABLA 5: Indicaciones terapéuticas de sulfamidas potenciadas en animales domésticos
(Van Duijkeren et al., 1994a; George, 1996; Plumb, 1999; Spoo & Riviere, 2001).

Especies Principales Indicaciones ' Sulfamidas Utilizadas’
Rumiantes Meningitis por coliformes Sulfadiazina — Trimetoprim
Salmonelosis Sulfadoxina — Trimetoprim
Septicemia por coliformes Sulfametoxazol-Trimetopim
Mastitis
Neumonias
Infecciones urinarias
Metritis
Listeriosis
Porcinos Colibacilosis Sulfadiazina — Trimetoprim
Salmonelosis Sulfadoxina - Trimetoprim

Rinitis atrofica

Sindrome Mastitis-Metritis-Agalactia.
Infecciones de tejidos blandos
Infecciones por estreptococos

Equinos Meningitis por coliformes Sulfadiazina — Trimetoprim
Salmonelosis Sulfametoxazol — Trimetoprim
Infecciones urinarias
Encefalomielitis protozoaria
Faringitis estreptococica
Neumonia infecciosa
Neumocistosis de potrillos
Infecciones de tejidos blandos

Actinobacilosis
Fusobacterium

Caninos y felinos [ Nocardiosis Sulfadimetoxina- Ormetoprim
Prostatitis infecciosa Sulfadiazina- Trimetoprim
Otitis infecciosa (1:20)
Neumonia infecciosa (Bordetella Sulfametoxazol —
bronchiseptica) Trimetoprim
Panoftalmias infecciosas

Aves de corral Colibacilosis Sulfaquinoxalina

Pirimetamina

"'Las indicaciones de las sulfamidas también son aplicables a las sulfas potenciadas. Las indicaciones no resaltadas en
negrita son consideradas secundarias por algunos autores.
% Se destacan las sulfamidas de uso més generalizado.

Para el tratamiento de enfermedades sistémicas con sulfamidas es deseable
iniciar la terapia con una dosis de ataque y luego dosis de mantenimiento a la mitad de
la primera y a intervalos aproximadamente iguales a la vida media del farmaco. Si bien
se dispone de un amplio numero de preparaciones de sulfamidas para su uso en
medicina veterinaria muchas son en diferentes formas posoldgicas. En la Tabla 6 se

presentan dosis y vias de administracion de sulfamidas en diferentes especies.
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TABLA 6: Posologia de sulfamidas y sulfamidas potenciadas en animales domésticos
(adaptado de: Plumb,1999; USP, 2000; Spoo & Riviere 2001; Prescott, 2002).

Fdarmaco | Dosis | Via de administracion
Rumiantes
*50-60 mg/kg c/12 h IM-IV
Sulfametazina +247,5 mg/kg (dosis de ataque) y Oral
123,8 mg/kg c/24 h (dosis mantenimiento)
Sulfacloropiridazina *33a249,5mg/kg c/12h Oral-1V
. . *55 mg/kg (dosis de ataque
Sulfadimetoxina 27,5 mgg/k%g (C/ 24 h (dosic; m)antenimiento) Oral
Triple sulfa (sulfametazina, +49 mg+73 mgt73 mg (dO.SiS de ataque)
sulfanilamida y sulfatiazol) | M&*36 mg+36 mg (dosis Oral
mantenimiento)
*144 mg/kg + 72 mg/kg (dosis ataque)
Sulfametazina+Sulfatiazol 72 mg/kg + 36 mg/kg c/24 h (dosis Oral
mantenimiento)
Sulfaquinoxalina *13.2 mg/kg Oral
Sulfadiazina+Trimetoprim Adultos: 25 mg/kg c/24 h IV -1M
Sulfametoxazol+Trimetorpim | Terneros: 48 mg/kg ¢/24 h
Porcinos
. *22 a 38,5 mg/kg c/12 h Oral
Sulfacloropiridazina 44277 mg /ﬁg f 4 h Oral
. *247,5 mg/kg (dosis de ataque
Sulfametazina 1238 mg/%(g%:/(24 h (dosis r(rllanie};limiento) Oral
*144 mg/kg + 72 mg/kg (dosis ataque)
Sulfametazina + Sulfatiazol 72 mg/kg + 36 mg/kg c/24 h (dosis Oral
mantenimiento)
Sulfadiazina+Trimetoprim *48 mg/kg c/24 h M
Equinos
Sulfametoxazol+Trimetorpim : ;i—r;(ig/rlr(li/(li/gg-cl/zllzl_20421? mg/kg ¢/24 h (;E;l
* -
Sulfadiazina+Trimetoprim ’éi—?()g/rlr(é/(li/: Cl/letzz iz mg/kg ¢/24 h (;E;l
Sulfadimetoxina *55mg/kgc/ 12 h Oral-IV
27,5 mg/kg c/24 h (dosis mantenimiento)
Aves
*50 mg/kg (dosis de ataque)
Sulfadimetoxina 25 mg/kg c12 h o 24h (dosis de Oral
mantenimiento)
Sulfaquinoxalina *22 - 99 mg/kg c/24 h Oral
Sulfametazina *134 mg/kg a 196 mg/kg c/24 h Oral
Sulfadimetoxina *55mg/kgc/ 12 h Oral-IV
27,5 mg/kg c/24 h (dosis mantenimiento)
Caninos -Felinos
Sulfadimetoxina *55 mg/kg (dosis de ataque
275 mgg/kgg(c/24 o ) Oral-IV
Sulfadiazina+Trimetoprim *15-30 mg/kgc/12024 h Oral-1V
Sulfametoxazol+Trimetoprim *15-30 mg/kgc/12024 h Oral-1V
Sulfadimetoxina+Ormetoprim | ¢55 mg/kg (dosis de ataque) Oral
27,5 mg/kg c/24 h (dosis mantenimiento)
Sulfasalazina +10-30 mg/kg c/8 a 12h Oral
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I1.1.7. RESISTENCIA BACTERIANA

Se describe resistencia a los antibioticos por parte de varios organismos
protozoarios y bacterianos debido al amplio uso de los mismos durante muchos afos en
medicina humana, agricultura y ganaderia. La resistencia expresada por los genes a los
antibioticos y los mecanismos de transferencias de estos genes pueden ser encontrados

tanto en la microflora de los animales como en el hombre (Teuber, 2001).

Existen muchos ejemplos de resistencia cromosomica a las sulfamidas y
trimetoprim con diferentes grados de complejidad. Uno de los mecanismo que media la
resistencia es via plasmido-cromosoma. La resistencia cromosomica ocurre lentamente
perjudicando la penetracion del farmaco a la célula bacteriana, produciéndose enzimas
dihidropteroato sintetasa y dihidrofolato reductasa poco sensible e incrementando la
produccion de PABA. La resistencia mediada por plasmido, la forma mas frecuente en
el caso de resistencia a sulfamidas ocurre rapidamente, perjudicando el mecanismo de
penetracion del antibidtico ademas de producir dihidropteroato sintetasa resistente a las
sulfamidas codificada por dos genes sull y sul2. Es de considerar que si un organismo
se hace resistente a una sulfamida lo serd generalmente para todas las demas, asi como
se mantendria la resistencia al suspenderse la administracion de la misma (Spoo &
Riviere, 2001; Skold, 2001; Blanco et al., 2002). Puede existir resistencia multiple con
otros antibidticos como por ejemplo aminoglucosidos, fluoroquinolonas, lincosamidas,

cloranfenicol y sus derivados (Baggot, 2001).

Sin embargo Skold, (2001) sugiere que a pesar de la perdurabilidad de la
resistencia, el conocimiento del metabolismo del folato podria ser un buen objetivo de
estudio para el desarrollo futuro de firmacos antibacterianos de bajo costo,
considerando a la unién de un sustrato con la dihidrofolato sintetasa como un punto

importante de estudio para estos fines.

I1.1 8. TOXICIDAD

Las acciones toxicologicas pueden ser clasificadas como de etiologia

inmunoloégica y no inmunologica.
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Spoo & Riviere (2001) describen las no inmunologicas clasificandolas en:
cristaluria, queratoconjuntivitis, necrosis hepatica, hipoprotrombinemia, anemia

aplésica, trombocitopenia y carcinogénesis.

Cristaluria, hematuria y bloqueo tubular renal pueden ocurrir debido a la
precipitacion de sulfamidas en el filtrado glomerular del rifion. La cristaluria ocurre
cuando el animal esta deshidratado y la concentracion de la misma se incrementa mas
alld de su punto de solubilidad en agua, resultando esto en la formacion de cristales.
Una reaccion similar puede suceder si la utilizacion terapéutica es de sulfamidas poco
solubles en agua. También la aciduria causa lo mismo, ya que altera el estado de
ionizacion del farmaco decreciendo la solubilidad, lo que induce a la formacion de
cristales. Este efecto puede ser minimizado o prevenido haciéndole al paciente durante
la terapia una buena hidratacion, usando sulfamidas mas solubles en agua y por

alcalinizacion de la orina con bicarbonato de sodio cuando sea necesario.

La queratoconjuntivitis seca se ha reportado en caninos tratados con
sulfasalazine, sulfadiazina y sulfametoxazol y aunque parece no precisarse el
mecanismo por el cual se produce, se cree que puede ser el resultado de una reaccion
dada por un efecto téxico directo sobre las células del acino lagrimal dado por el

nitrogeno contenido en el anillo piridinico (Collins et al., 1986).

Twedt et al. (1997) describen necrosis hepaticas en caninos de diferentes razas,
frente al uso de combinaciones tales como: trimetoprin y sulfametoxazol y trimetoprim-
sulfadiazina. En el hombre han sido comunicados casos similares de necrosis hepatica y
hepatitis colestasica reversible. Respecto al mecanismo por el cual producen esta
patologia no es bien conocido, pudiendo ser el resultado de un dafio especifico por
accion directa en el higado o por una reaccion de hipersensibilidad. También se
referencia que la hepatoxicidad producida por las sulfamidas puede ser el resultado de
una via anormal del metabolismo, lo que permite la producciéon o acumulacion de
metabolitos hepatotoxicos. Las mismas son metabolizadas en muchas formas
incluyendo la acetilacion. Una lenta acetilacion puede producir un incremento del
metabolito dihidroxilamina el que causaria una lesion hepatica. Si bien es conocido que
en los perros el proceso de acetilacién es lento, no es una prueba suficiente para
determinar que este es el mecanismo por el cual el perro puede sucumbir a una injuria

hepatica.
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Cribb & Spielberg (1990) y Cribb et al. (1991) observaron una predisposicion
de caninos Doberman a sufrir toxicidad idiosincratica a las sulfamidas debido a la
limitada capacidad de detoxificacion de metabolitos hidroxilamina. Por otra parte, Noli
et al. (1995) describen lesiones cutdneas y reacciones sistémicas en 19 caninos y 2
felinos luego de la administracion de sulfadiazina y sulfatroxazol, evidenciando ademas
bajo porcentaje de reacciones adversas al uso de sulfamidas potenciadas. También,
Trepanier et al. (2003) reportan fiebre, hepatotoxicidad y trombocitopenia en su mayor
proporcion en caninos entre 6 meses y 14 afios de edad, luego de administrar sulfamidas
potenciadas; presentdndose estos entre los 5 y 36 dias de administrado el farmaco.
Reacciones adversas como fallo respiratorio se presentaron luego de la administracién

endovenosa de sulfamidas-trimetoprim en equinos (Baggot, 2001).

La hipoprotrombinemia ha sido descrita en perros por Neer & Savant (1992), y
en aves de corral de raza Leghorn por Daft ef al. (1989) luego de ser suministrada
sulfaquinoxalina. Esta es la tnica reportada de entre las sulfas, que puede inducir a
hipotrombinemia en animales en 24 horas posterior a su dosificacion, corroborado con
el enlentecido tiempo de protrombina. La sulfaquinoxalina no es un anticoagulante in
vitro, recientemente han reportado que es un potente inhibidor de la vitamina K epdxido
reductasa, pareciendo ser esta una de las razones de la hipoprotrombinemia (Spoo &
Riviere, 2001).

Weis & Klausner (1990) y Stockner (1993) han descrito anemias aplasticas
presumiblemente inducidas por tratamientos con trimetoprim-sulfadiazine. En los
mamiferos el acido folico deviene de la dieta o del producido por las bacterias del
intestino. En la anemia inducida por trimetoprim, sulfadiazina o la combinacién de
ambos farmacos decrece el folato sérico, posiblemente por inhibicion de la produccion
de folato intestinal o por bloqueo de la reduccion a tetrahidrofolato y dihidrofolato,
resultando una baja concentracion sérica de folato lo que eventualmente induce a una
anemia. Ademads ha sido reportado una trombocitopenia tanto en animales como en
humanos probablemente asociada con una reaccion inmuno mediada, la que puede

resolverse luego de discontinuar la administracion (Sullivan et al., 1992; Dodds, 1993).

Toribio et al. (1998) describen defectos congénitos en potrillos luego de
administrar durante la gestacion sulfadiazina, sulfametoxazol y diaminopirimidina en

forma conjunta con acido foélico y vitamina E, durante tres meses en animales sanos;
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este tratamiento es utilizado en casos de encefalomietlitis por Sarcocystis falcatula,
considerandoselo por tal motivo, teratogénico. A pesar de que esto ocurre por un
mecanismo bioquimico definido, hasta el dia de hoy no se lo conoce (Bedford & Mc
Donnell, 1999). Estos autores también observaron defectos en la monta, como
disfuncion copulatoria y movimientos anormales durante la misma en reproductores
pony sanos. El tratamiento con sulfamidas y trimetoprim es administrado para tratar
encefalomielitis por protozoarios en el periodo de reproduccion. Thomas & Livesey
(1998) reportaron un caso de anemia hemolitica inmunomediada secundaria en equinos
luego de la administracion de sulfadoxina-sulfametoxazol combinado con trimetoprim.
Brumbaugh (2001) cita anemia hemolitica por variados farmacos en los equinos,
incluyendo a la combinacion de sulfametoxazol-trimetoprim, y suponen que dicha

patologia se debe a una reaccion inmune.

En relacion a la carcinogénesis, ha sido bien demostrado que la sulfametazina
induce a hiperplasia tiroidea en ratas, aunque mas recientemente se reporto la induccion
de tipos especificos de tumores de la glandula tiroidea en ratas y ratones, con altas
dosis; mientras que en humanos no fue encontrada esta sensibilidad a la droga bajo las
condiciones de uso aprobadas para ésta (Poirier ef al., 1999). Spoo & Riviere (2001)
citan, que luego de administrar sulfametazina entre 1200 y 2400 ppm en la dieta a ratas
machos y hembras cepa Fischer 344, observaron un significativo incremento en el peso
de la glandula tiroides, debido a una hiperplasia de la misma. Mientras que Littlefield et
al. (1989), luego de alimentar continuadamente por 24 meses a ratones con el mismo
farmaco pero a dosis mayores (4800 ppm), encontraron que la misma indujo la
produccion de adenomas foliculares; otras aberraciones celulares fueron observadas
pero a dosis menores que las utilizadas en este experimento. Similares estudios en ratas
cepa Fischer 344, a quienes se les administraron en la dieta una dosis de 0 a 2400 ppm,
durante 24 meses, evidenciaron estadisticamente un significativo incremento en la
incidencia de adenocarcinomas en los foliculos tiroideos de esas ratas. Poirier et al.
(1999) describen que los tumores tiroideos en las ratas son por la ingestion de altas
dosis de sulfametazina, no observado con bajas dosis y los mismos se producen por
inhibicidén enzimatica aumentando el nivel de hormona tiroidea estimulante y no debido

a una accion directa de sulfametazina sobre el 6rgano.

Teniendo en cuenta que las aminas heterociclicas y sus metabolitos son
carcindgenos mamarios en ratas, Williams et al. (2001) investigaron la expresion génica

de estas enzimas en el tejido mamario de humanos, encontrando dos isoformas de N-
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acetiltranferasa (NAT-1 y NAT-2) que poseen diferentes substratos especificos pero
estan involucradas en la acetilacion de las aminas heterociclicas; la NAT-2 con
actividad especifica en la acetilacion de sulfametazina no fue detectada en el tejido

mamario.

I1.1.9 INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Deben tenerse muy en cuenta, ya que actualmente se sigue abusando de los
farmacos practicandose la polifarmacia, que los enfermos reciben un numero elevado de
farmacos, bien simultdneamente o bien en forma secuencial, por lo que, la presentacién
de interacciones es muy frecuente. Las consecuencias de estas interacciones
medicamentosas pueden ser: disminucion de la actividad terapéutica, incremento de la
toxicidad e incremento de la actividad terapéutica por efecto sinérgico o aditivo.
Considerando a esta tlltima como deseable y Unica justificacion de las mismas, podemos
mencionar las combinaciones de sulfamidas con otros farmacos antimicrobianos, mas
comunmente con trimetoprim, que han mostrado ser terapéuticamente util en medicina
veterinaria, tanto en grandes como pequefios animales, denomindndose sulfas
potenciadas. Las sulfamidas también suelen ser sinérgicas de las polimixinas frente a
microorganismos entéricos, incluso a bacterias que son resistentes a cada uno de estos
cuando se utilizan por separado. Por otra parte, las sulfamidas no contrarrestan la
accion bactericida de las penicilinas, pero la procaina con la cual se formulan algunos
preparados de la penicilina G, por ser un andlogo del PABA, lleva a un efecto

antagonico de las mismas (Prescott, 2002).

Ademas de las incompatibilidades fisicas y quimicas que pueden ocurrir dada
por reacciones de diversos componentes entre si, se deben considerar las interacciones

nutrientes-medicamentos, farmacocinéticas y farmacodindmicas.

Los agentes quelantes de metales se absorben muy mal en presencia del calcio,
aluminio y magnesio; las alteraciones del pH modifican la absorcion de algunos
farmacos por ejemplo, el bicarbonato de sodio disminuye la absorcion digestiva de los
salicilatos, favoreciendo por el contrario la de las bases débiles como la anfetamina.
También la presencia de los alimentos interfiere la absorcion de muchos farmacos, por
ejemplo, la ampicilina, por lo que debe administrarse este antibidtico una hora antes o

dos después de las comidas en seres humanos (Velasco & Moreno, 1992).
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En los animales se deben analizar y evaluar varios criterios para determinar si es
conveniente la combinacion de medicamentos sobre todos bacteriostaticos y
bactericidas en el pienso. Sulfamidas y tetraciclinas no deben usarse juntas ya que
act@ian sobre el mismo espectro de patéogenos. A su vez, esta Ultima se inactiva por
cationes presentes en el alimento lo que reduce considerablemente su biodisponibilidad,
y también las sulfamidas no potenciadas no deben usarse sin previo estudio de
sensibilidad, debido a la alta proporcién de transmisién de resistencia entre los

patogenos (Trolldenier et al., 1998).

Una vez absorbido el farmaco se distribuye entre la sangre y los tejidos
uniéndose fundamentalmente a las proteinas plasmaticas, la combinacién con las
mismas es semejante a la interaccion farmaco-receptor, ya que se pueden considerar a
aquellas como receptores silenciosos. Algunos farmacos unidos a las proteinas
plasmaticas, pueden ser desplazado por otras sustancias aumentando la concentracion de
la fraccion libre; por ejemplo el sulfafenazol es desplazado por la sulfonilurea; la
warfarina por la fenilbutazona; la bilirrubina por las sulfanilamidas. En todos estos
casos de desplazamiento al incrementarse la concentracion del farmaco, se incrementa
la actividad terapéutica y sobre todo la toxicidad (Velasco & Moreno, 1992). También
Munsey et al. (1996) estudiaron la afinidad de la sulfametazina con las proteinas
plasmaticas del cerdo, observando que la uniéon de la misma fue principalmente con la
albimina y que frente al aumento de temperatura, disminuy6 la afinidad, y se
incrementd marcadamente con un cambio de pH de 6.0 a 8.0. Por otra parte, describen
que la unién de la sulfametazina a la albimina es débil y que la albumina de los cerdos
como la de otros mamiferos poseen sitios de union para warfarina y dansilsarcosine,

sobre los cuales interactua la sulfametazina.

Taylor et al. (1988) recomiendan que las sulfamidas potenciadas no deben ser
utilizadas en forma intravenosa en equinos sedados o anestesiados con detomidina,
debido a que observaron decaimiento, colapso e incluso muerte. También describen
disritmia, hipotension, apnea y muerte durante o inmediatamente de utilizar halotano
como anestésico.  Asimismo, se reporta que la sulfadimetoxina reduce los
requerimientos de thiopental, ya que se aumenta el volumen de distribucién de éste por
desplazamiento de la unioén a las proteinas por la sulfadimetoxina, incrementando la
fraccion libre del thiopental de 15,3 a 40,2 %, evidencidandose un aumento del efecto
hipnoético en las ratas. La actividad bioldgica de este farmaco esta relacionada a la

concentracion plasmatica de la forma libre y a la presente en el fluido cerebroespinal, la
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que es directamente proporcional a la concentracion de la fraccién no unida a las
proteinas en el plasma. Los anestésicos locales, tales como benzocaina y procaina son
esteres aminicos del acido paraaminobenzoicos que pueden antagonizar la accion de las
sulfonamidas debido a que son metabolizados a PABA, por lo se debe tomar precaucion
de no administrarlos en forma conjunta ya que disminuye el efecto de las sulfamidas
(Karalliedde & Henry, 1998).

En la eliminacion de los farmacos y por via renal el pH puede interferir con el
proceso de eliminacion; en la porcion distal del tibulo contorneado proximal y a lo
largo del tibulo distal, aumenta la concentracion de las sustancias liposolubles en la luz
tubular y pasan al espacio peritubular a favor de un gradiente de concentracion. El pH
interfiere en la disociacién modificando el proceso de reabsorcion. En el tratamiento de
las intoxicaciones por acidos débiles (salicilatos y sulfamidas) se alcaliniza la orina para
favorecer la eliminacién de estas sustancias por incrementar la fraccion ionizada,

reduciendo el riesgo de precipitacion y cristaluria (Costa-Batllori 1996).

Los é&cidos orgéanicos disociados (penicilina), otros farmacos acidos como
cefalosporinas, fenilbutazona, indometacina, salicilatos y sulfamidas y fArmacos basicos
como cimetidina, procainamida y ranitidina se excretan por el tibulo proximal por un
mecanismo de transporte activo que es bloqueado por el probenecid (Velasco &
Moreno, 1992).

Considerando otras interacciones, se pueden mencionar el incremento del efecto
de otros farmacos como fenitoina, tolbutamida y warfarina cuando se administra en
forma conjunta con las sulfamidas. Sulfametazol y sulfafenazol pueden inhibir el
metabolismo de la fenitoina en el higado, incrementando su concentracion sérica y
provocando signos de toxicidad (ataxia, nistagmus y movimientos musculares
involuntarios). También las mismas pueden inhibir la hidroxilacion de la tolbutamida
incrementando sus concentraciones séricas y la semivida con el consecuente efecto
hipoglucemiante. La combinaciéon del sulfafurazol con la warfarina incrementa el
riesgo de hipoprotrombinemia y hemorragia debido a una considerable inhibicion del
metabolismo de la warfarina. En equinos El Banna (1999) describe, que previa
administracion de flunixin, la sulfametazina presenta una disminucion de la semivida de
eliminacion (21 %), del tiempo medio de residencia (20 %) y volumen de distribucién
(18 %) en relacion a los valores obtenidos en los animales controles a quienes se les

administrara solamente dicha sulfamida. También destaca la amplia utilizaciéon de
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flunixin en el tratamiento de inflamacion aguda asociada con infecciones bacterianas,
por lo que indica que deberia considerarse el impacto de esta asociacion en la

farmacocinética de la sulfametazina en los animales tratados.

De la misma manera, se describen interacciones de una sulfamida potenciada
que produciria incremento del efecto de ciclosporina, digoxinas, metotrexato, fenitoina,
sulfanilureas, procainamida y warfarina y disminucion del efecto del 4cido folico. La
sulfametoxazol-trimetoprim provoca un moderado incremento de las concentraciones de
digoxina, reduciendo la excrecion renal de la misma, particularmente en pacientes
jovenes, a los cuales se debe controlar la posible aparicion de signos de toxicidad de la
digoxina. En relacion al metotrexato, la administracion conjunta aumenta la
concentracion plasmatica por desplazamiento de los sitios de union a las proteinas y
reduccion del aclaramiento total del cuerpo, pudiendo provocar signos toxicos. Con la
fenitoina se describe los mismos efectos que cuando se administra con sulfamida sola.
(Karalliedde & Henry, 1998).
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I1.2. PROPIEDADES FARMACOCINETICA DE LAS
SULFAMIDAS

Se evidencian diferencias en el comportamiento farmacocinético de las distintas
sulfamidas en los animales domésticos, no solo por las propiedades particulares de sus
moléculas, condiciones fisiopatologicas sino también por variaciones entre las especies
(Costa-Batllori, 1996).

11.2.1. ABSORCION

Las sulfamidas en general son rapidamente absorbidas cuando se administran
por via parenteral y en el aparato digestivo de mamiferos monogéstricos y aves cuando
su administracion es por la via oral. El intestino delgado es el sitio principal donde
ocurre este proceso, pero parte del medicamento puede hacerlo en el estomago. Como
excepcion se puede citar al ftalilsulfatiazol el cual tiene una pobre solubilidad en agua y
por lo tanto tiene poca o nada absorcion en el aparato digestivo. Por esta razon, el
ftalilsulfatiazol y otras sulfamidas son utilizadas en infecciones microbianas

susceptibles, localizadas en este aparato, para ejercer su accion in situ.

Se absorben, en promedio, de 60 % a 100 % de la dosis oral, y en cuestion de
dos a seis horas, aparecen valores plasmaticos maximos segun el tipo de farmaco. Sin
embargo, esto es variable de acuerdo a la especie, por ejemplo, el bovino absorbe las
sulfamidas desde el tracto gastrointestinal mas lentamente que el ovino o el porcino
debido a las caracteristicas del complejo rumino reticular, como volumen, alto
contenido de materia sélida y a la compleja microbiota. La presencia de alimentos en el
tracto gastrointestinal puede retrasar ligeramente este proceso como también presentar
diferencias de acuerdo a la edad de los animales (Costa-Batllori, 1996; Plumb, 1999).

Nielsen et al. (1978) investigaron la absorcion y eliminacion de sulfadoxina y de
trimetoprin luego de la administracion oral en cabras. En adultos, el resultado de la
absorcion fue de dos tercios de lo administrado; en los recién nacidos fue menor,
incrementandose la absorcion con la edad. La eliminacién fue menor en los recién
nacidos que en los adultos, aumentando la misma con la edad. Con el trimetoprim

administrado a cabritos, cabras adultas y a vacas, observaron mayor concentracion
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plasmatica en los recién nacidos que en edades adultas, justificado esto por efecto de los

liquidos ruminales que producirian una degradacion de dicho farmaco.

Réatz et al. (1995) estudiando la biodisponibilidad de sulfamidas en cabras
enanas, observaron marcadas diferencias luego de la administracion intraruminal, entre
las que mencionan que el sulfametoxazol mostrd una rapida absorcion pero poco tiempo
de permanencia en plasma (ti»s 2.4 + 1.5 h) y una biodisponibilidad del 12,4 + 4,7 %
debido a un intensivo efecto primer paso. La biodisponibilidad del sulfatroxazol y
sulfamerazina fue mucho mas alta (70,2 * 32,3 % y 67,6 £ 13,5 % respectivamente).
Ademés, el sulfatroxazol por via oral mostré una alta concentracién plasmatica (26,1
ug/ml), una prolongada semivida (4.7 £ 1.8 h) y un significativo tiempo de residencia
(MRT 13.9 + 4.5). También observaron en estudios in vitro que la sulfamerazina

presentod una considerable unidn a contenidos ruminales.

Estudios realizados en corderos por Evrard et al. (1995), mostraron que la
utilizacion de bolos con matriz lipidica (excipiente de alta densidad) conteniendo
sulfametazina, los cuales eran retenidos en reticulo-rumen, producian una sostenida
liberacion del farmaco, lograndose niveles plasmaticos por encima de la concentracion
minima inhibitoria durante 100 horas y una biodisponibilidad del 51,7 %, adecuados
para el tratamiento de coccidiosis. También Murphy et al. (1986) habian evaluado el
mismo farmaco, administrado bajo la forma de bolo de eliminacién lenta en terneros de
3 a 5 dias de vida, obteniéndose concentraciones plasmaticas que excedian el minimo

nivel terapéutico desde las 4 a 120 horas post tratamiento.

Trabajos realizados en equinos adultos por Van Duijkeren et al. (1995)
concluyeron que la administracion por via oral de sulfacloropiridazina-trimetoprim
conjuntamente con la racion, esta influye en la absorcion de la misma, ya que los picos
de concentraciones plasmaticas encontradas (curva bifasica con un primer pico ocurrido
entre 1 y 2 horas y un segundo a las 8-10 horas) y la biodisponibilidad, fueron
significativamente reducidas en comparacion a las observadas cuando se utilizd sonda
nasogastrica y via endovenosa. Estas dos Ultimas vias resultaron ser adecuadas para
lograr concentraciones plasmaticas suficientemente efectivas contra los agentes
susceptibles. Por otra parte, Kumar et al. (1999), luego de la administracion via oral de
sulfadimidina en camellos y basados en la biodisponibilidad y las concentraciones
plasmaticas encontradas, concluyeron que esta via es un medio eficiente para la

administracion de esta sulfa en la citada especie.
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Van Gogh & Van Miert (1977) no observaron variaciones en la tasa de
absorcion de sulfamidas administradas por via oral a cabras adultas y cabritos que
fueron previamente inoculados con endotoxinas de E. coli, a pesar de la presentacion de

fiebre y bloqueo de la motilidad en los preestdbmagos de cabras conscientes.

Respecto a las vias intramuscular y subcutdnea, el uso de estos farmacos
condiciona a que la solucion a inyectar sea tamponada previamente a su administracion
debido al pH alcalino que presentan la mayoria de estas (Costa-Batllori, 1996). Tras la
administracion intra-peritoneal se observa que su absorcion es muy buena. Sobre la piel
0o mucosas no se recomienda su aplicaciéon en forma topica, porque retardaria la
cicatrizacion de la herida y porque también compite con el PABA de algunos exudados
de las heridas. Sin embargo, se indica asociacion de diaminopirimidina-sulfonamida via
oral, para infecciones microbianas en piel a agentes susceptibles, siendo sus resultados
exitosos. Sulfadiazina argéntica y mafenide son las dos unicas sulfamidas que pueden
ser usadas topicamente, asi como en preparaciones oftdlmicas solo pueden ser usadas

las sulfamidas de un pH neutro, como la sulfacetamida (Spoo & Riviere, 2001).

11.2.2 DISTRIBUCION

La naturaleza quimica y las propiedades fisicoquimicas de los antimicrobianos
dirigen ampliamente el proceso de distribucion y excrecion, los cuales se refieren a la
biotransformacion (metabolismo) y excrecion de los mismos. La liposolubilidad de los
agentes antimicrobianos que son electrolitos organicos débiles, y el grado de ionizacion
en la sangre y fluidos orgédnicos influyen en la distribucion y la velocidad de

eliminacion (Baggot, 2001).

El término farmacocinético utilizado para estimar el alcance de la distribucion de
un farmaco es el volumen de distribucion (Vd), que indica el aparente espacio virtual
disponible del cuerpo que contiene al farmaco para equiparar en el supuesto mas
sencillo (modelo monocompartimental, dosis Unica, bolus intravenoso), la cantidad de
farmaco en el organismo y la concentracion del farmaco en plasma, determinados en el
mismo tiempo. Basado en este pardmetro, la distribuciéon del mismo puede ser

caracterizada como amplia (mayor de 0.7 L/Kg), moderado (0.3 a 0.7 L/Kg) o limitado
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(menor de 0.3 L/Kg). Las sulfamidas son consideradas moderadamente bien
distribuidas (Baggot, 2001).

Dado que la medida de la concentracion plasmatica puede llevarse a cabo en

diferentes condiciones, distinguimos distintos volumenes de distribucion:

*Vdc. Volumen de distribucion del compartimento central. Mide la
concentracion plasmatica a tiempo 0 en el compartimento central tras administracion
intravenosa. Faculta la obtencion del aclaramiento.

*Vdss. Volumen de distribucion en estado de equilibrio o steady-state
(intercambio tedrico entre compartimentos nulo). Independiente del aclaramiento.
Evidencia las alteraciones de la distribucion atribuibles a causas fisiologicas y resulta de
gran ayuda para obtener la dosis apropiada de farmaco.

*Vdarea. Volumen de distribucion en estado de pseudo-equilibrio (redistribucion
del compartimento periférico al central). Relaciona cantidad y concentracion
plasmatica de farmaco durante la fase de eliminacidon. Se relaciona directamente con el

aclaramiento. Se emplea en la elaboracion de pautas posoldgicas.

El volumen de distribucion en el compartimento central (Vdc) puede, en
determinadas fases del ensayo clinico, jugar un papel fundamental a la hora de
establecer la seguridad o la toxicidad de la dosis inicial de administracion en el hombre.
Puede calcularse a partir de la concentracion inicial de farmaco y la cantidad del mismo

en el organismo del mismo.

El Vdss representa la estimacion preferida del volumen de distribucion para
estudios sobre disposicion entre especies pues se considera la estimacién mas robusta
del volumen de distribucion dado que es matematica y fisiologicamente independiente

del proceso de eliminacion (Riviere, 1999).

En el caso que nos ocupa, su distribucion a través del cuerpo es amplia,
abarcando muchos tejidos blandos incluyendo SNC (fluido cerebro espinal) y
articulaciones (liquido sinovial), lo que hace de este antimicrobiano uno de los pocos
que logran tener concentraciones terapéuticas en estos compartimientos corporales
(Shoaf et al., 1989; Spoo & Riviere, 2001).
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Mody & Malik, (1997) teniendo en cuenta que hay marcadas diferencias en el
comportamiento farmacocinético de la sulfametazina en diferentes especies como
ovinos, caprinos y bovinos, como asi también influencia de la edad, analizaron el
comportamiento de la misma en terneros bufalos, luego de ser administrada en dosis
unica por via endovenosa. Los estudios determinaron una répida distribucion, y menor
semivida que la reportada para terneros bovinos, bovinos y bufalos adultos, lo que
indica que la misma es rdpidamente eliminada en comparacion con las especies
mencionadas, como asi también observaron un bajo volumen de distribuciéon y un

aclaramiento elevado en relacion al reportado por estos autores en terneros bovinos.

Una vez absorbido se une a proteinas plasmatica, usualmente albumina, esta
unidn varia entre las distintas sulfamidas y entre las distintas especies, observandose
variaciones de rango que van de 15 a 90 % de unién a la misma. Asi, para las
sulfamidas de corta duracion este porcentaje es muy bajo siendo muy elevado para las

de larga actividad; por ejemplo sulfadimetoxina se une a las proteinas plasmaticas en un

97,7 % y un 98,6 % su metabolito Ny acetil sulfadimetoxina; y el sulfametoxazol se une

en un 65 % (Costa-Batllori, 1996).

Por otra parte, Nouws et al. (1991) observaron un incremento del porcentaje de
unién de sulfametoxazol y su metabolito a proteinas plasmadticas en terneros a partir de
las dos semanas de vida, siendo para el sulfametoxazol en el recién nacido de 44,9 %,
en el de 14 dias, 51,1 % y en el de 3 afos de 64 %, indicando que se debe a un
incremento de la concentracion de las albliminas plasmaticas durante las 3 primeras
semanas de vida. Para su metabolito N4-acetil sulfametoxazol fue de 36,6 % en el
primer dia de vida, 52,6 % a los 14 dias y 52,9 % en el animal de 3 afios. Al respecto
Srivastava et al. (1996) describe un valor promedio de 74,5% de union a proteinas de
sulfadimetoxina en terneros bufalos, correlacionando esto con la prolongada vida media

observada en dicho estudio.

Una alta union a proteinas incrementa marcadamente la semivida de la misma,
sin embargo la no ionizada y no unida a proteinas es la sulfamida farmacologicamente
activa, la que es metabolizada y excretada. Existe un equilibrio entre la fraccion libre y
la fraccion ligada a las proteinas, la constante disociacion del complejo sulfa proteina
varia segin la sulfamida que se considere (Costa-Batllori, 1996). Sin embargo, han

observado que en casos de parasitosis en ovejas, el cuadro de hipoproteinemia
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explicaria las diferencias de concentracion plasmaticas y de permanencia de

sulfametazina en el plasma en relacion con los animales sanos (Righter et al., 1979).

Como las sulfamidas son acidos débiles, no hay pasaje significativo a leche; sin
embargo, puede ocurrir por difusion pasiva, limitdndose el uso como antimicrobiano en
las mastitis. El proceso puede depender de diversos factores entre los que se incluye la
unidn a proteinas y valores de pK, (USP, 2000). Nouws ef al. (1991) observaron un
rapido pasaje de sulfametoxazol a leche con un pico maximo de concentracion a las 3
horas, el que fue decreciendo paralelamente con el descenso de las concentraciones en
el plasma; las encontradas en leche fue cuatro veces menor que las detectadas en
plasma. Al respecto, Mc Evoy et al. (1999) observaron similar comportamiento con la
sulfametazina administrada con el alimento, la que una vez cumplido el periodo de
retirada no fuera detectada en la leche, utilizando técnicas mas sensibles como HPLC.
Otros autores mencionan que luego de 36 horas de finalizado un tratamiento con
sulfadiazina intramamaria, encontraron concentraciones por debajo de 0,1 ug/ml a las
84 horas de finalizado el tratamiento y a las 96 horas solo se detectaron en algunos

animales concentraciones de 0,07 pg/ml (Nunez et al., 2001).

11.2.3 METABOLISMO

Las sulfamidas son ampliamente metabolizadas en el organismo animal a través
de mecanismos de acetilacion, hidroxilacion, glucuronidaciéon y conjugacion con
sulfato. Existe una base genética que explica el diferente comportamiento de las
especies animales en relacion a los mecanismos de metabolizacion conocidos. En la
mayoria de las especies la acetilacion es la via metabolica mas comun, se produce
mayormente en higado y en pulmoén a través del sistema N-acetil transferasa y acetil
coenzima A. La acetilacion puede expresarse por la cantidad total de Ny-
acetilsulfamida excretada de modo acumulativo a través de la orina, por la cantidad total
de Ny-acetilsulfamida en orina como porcentaje de la cantidad total de sulfamida y de su
metabolito, y por la expresion del metabolito como porcentaje de la suma de las
concentraciones en el plasma sanguineo de la sulfamida y de su metabolito,
considerandose este Ultimo el método mas correcto. En los rumiantes (ovinos y
bovinos) y en el cerdo esta via y aparentemente los metabolitos acetilados (Njy-

acetilsulfamida) encontrados en orina, indican el mecanismo mas frecuente de
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metabolizacion. En los caninos, que tienen poca capacidad de acetilar aminas
aromaticas, una alternativa metabolica es convertir a estas en formas menos activas.
Como caso curioso, se cita este proceso en el humano como el més importante del
metabolismo sulfamidico, pero con la existencia de dos fenotipos, individuos de alta o
de baja acetilacion, los cuales muestran diferencias en los pardmetros farmacocinéticos.
Como ejemplo, los autores mencionan que la semivida de la sulfadimidina en
individuos de fenotipo alto es de 1,7 h y el de bajo, 7,6 h (Hanna, 1996; Shimoda et al.,
1997; Costa-Batllori, 1996; Spoo & Riviere, 2001).

Estudios recientes en bovinos concluyen que la raza puede tener influencia en la
frecuencia de aparicion del genotipo acetilador rapido y lento, lo que implicaria
significancia clinica debido al riesgo de presentacion de signos clinicos no deseables
que pueden ocurrir con estos farmacos y otros en los bovinos acetiladores lentos. Estos
resultados se obtuvieron con la administracion de sulfadimidina en terneros de

diferentes edades (10 y 60 dias) y de dos razas bovinas (Janus et al., 2003).

También Homeida (2000) describe a este proceso metabolico para otras
especies como el conejo de Nueva Zelanda, cabras y ovejas Awassi, burros y camellos;
y los datos obtenidos en conejo y camello sugirieron un fenotipo acetilador de sulfamida

para los mismos.

Los metabolitos acetilados son menos solubles, por lo que se incrementa el
riesgo de dafios en los tibulos renales por formacion de cristales y precipitacion de
estos, tanto en los animales como en el hombre (Hanna, 1996; Spoo & Riviere, 2001).
En el camello, si bien la cristaluria es esperable, las propiedades alcalinas de la orina

podrian reducir la aparicion de este fendmeno (Homeida, 2000).

También la hidroxilacidn es otro camino adicional por el cual se metabolizan las
sulfamidas en los animales, el que fuera ignorado durante mucho tiempo a causa de su
poca importancia en algunas especies y de las dificultades analiticas. Este es un proceso
que consiste en la oxidacion del anillo aromatico con sustitucion de los grupos metil
bajo la regularizacion del sistema enzimatico citocromo P-450. La sulfadimidina se
convierte en 4 hidroxisulfadimidina y luego glucuronato de la 4 hidroxisulfadimidina;
teniendo modificaciones en los caninos: sulfadimidina en 4-hidroximetil-6-metil

pirimidina y su derivado glucurénido, y 5 hidroximetil-2,6-dimetil pirimidina y su
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derivado glucuronido. La hidroxilacion del metabolito acetilado de una sulfamida

ocurre en muy poca proporcion (Costa-Batllori, 1996; Zweers-Zeilmaker et al., 1998).

La glucuronidacion tiene lugar en Nj o Ny y su porcentaje es en general bajo.
Los metabolitos glucuronizados son altamente solubles en agua y excretados
rapidamente sin la consecuente posibilidad de precipitacion en la orina. También se ha

reportado procesos de O-dealquilacion, desaminacion y conjugacion con sulfatos
(Costa-Batllori, 1996; Spoo & Riviere, 2001).

Independiente de todas las vias mencionadas para su metabolismo los restos

metabolicos tienen poca o totalmente nula actividad terapéutica.

Estudios realizados sobre metabolismo de sulfatroxazol en terneros recién
nacidos y bovinos adultos mostraron metabolitos Ny-acetilsulfatroxazol y 5-
hidroxysulfatroxazol en plasma y en leche, predominando en grandes cantidades en los
recién nacidos el Ny-acetilsulfatroxazol en relacion al metabolito hidroxilado. En las
vacas las concentraciones de ambos metabolitos en plasma eran iguales, encontrandose
también en leche, pero 21 veces menor que las de plasma. Otros estudios realizados en
bovinos con sulfametoxazol, mostraron que la acetilacion era el camino metabdlico

predominante (Nouws et al., 1989a).

Estudios del metabolismo de sulfadimidina realizados in vitro, en hepatocitos de
ovinos, caprinos y bovinos, indicaron que la hidroxilacién es un mecanismo
relativamente importante mientras que la acetilacion predomind en las ratas; y la
deacetilacion del Ny-acetilsulfadimidina fue un proceso de considerable importancia en

las cuatro especies (Van'T Klooster ef al., 1993).

11.2.4 EXCRECION

La mayoria son eliminadas via renal como sulfamidas o como su metabolitos,
mediante la filtracion glomerular, por transportadores activos en los tibulos proximales
o por absorcion pasiva de farmacos no ionizados por los tibulos distales. Respecto al
pH urinario, si el mismo es bajo favorece la reabsorcion tubular aumentando la semivida

de la misma. Por esto, la alcalinizacioén de la orina incrementa la eliminacién urinaria
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debido baja reabsorcion tubular pasiva por el incremento en el pH. Muchas de las
sulfamidas con una semivida prolongada experimentan una marcada reabsorcion tubular

sumado a una recirculacion enterohepatica (Spoo & Riviere, 2001).

Nouws et al. (1989a) observaron que sulfatroxazol administrado en terneros era
eliminado en gran cantidad como su metabolito Ny-acetilsulfatroxazol por secrecion
tubular, mientras que en las vacas como sulfatroxazol y en bajo porcentaje como
metabolito hidroxilado. No se detecto el Ngy-acetilsulfatroxazol ni derivados

glucuronidados. Ademas describen que el metabolito hidroxilado es excretado por

filtracion glomerular y en una menor fraccion por secrecion tubular.

Por otra parte Bevill ef al., (1977) realizando estudios con ovinos, describen que
a las 60 horas pos administracion de sulfametazina (107 mg/kg, IV) encontraron en
orina valores acumulados de sulfametazina (18 %), hidroximetabolito (18 %),
metabolitos polares (24 %) y un 11 % como metabolitos acetilados. También
investigando las presencia de los metabolitos en los de tejidos de estos animales pos
morten, detectaron que las mayores concentraciones se encontraban en tejido renal,

higado, y corazon, y en menor proporcion en el tejido muscular y escaso en el adiposo.

Considerando las variaciones entre las distintas especies, Sharan & Banerjee
(1982) observaron que la mayor excrecion renal del sulfamoxazol (59 %) administrado
via oral en bufalos de 12 meses de edad, fue entre las 12 y 24 horas, y las
concentraciones plasmaticas (18,9 a 332,83 mg %) obtenidas hasta las 96 horas fueron
mucho mayor que las deseadas como nivel terapéutico, representando estos valores un

porcentaje acumulado del total de la dosis administrada (33,56 %).

Otras vias de eliminacion son la lagrimal, heces, bilis, leche y transpiracion. Las
sulfamidas de accion entérica son primariamente eliminadas por heces, siendo una muy
pequena parte absorbida y metabolizada, para ser luego eliminada por la via renal (Spoo
& Riviere, 2001).

En equinos, el trimetoprim no metabolizado se elimina en muy pequefias
cantidades por heces y en un 10 % en orina, siendo la semivida en el plasma de 1,9 — 4,3
h mientras que las semividas de las diferentes sulfamidas varian considerablemente de
2,71 h para la sulfadiazina y de 14 h para la sulfadoxina, siendo en esta especie el rifion,

la via mas importante de excrecion de las mismas (Van Duijkeren ef al., 1995).
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I1.2.5. FACTORES QUE MODIFICAN EL COMPORTAMIENTO
CINETICO

La disposicion de los farmacos puede estar influenciada por diversos factores,
entre los que se mencionan los estados fisioldgicos (edad, gestacion), de enfermedad,
via de administracion y formulacion de los preparados. El conocimiento detallado del
comportamiento farmacocinético en animales de produccion, jovenes o adultos, tiene
importancia en el aspecto terapéutico, debiendo existir un nivel 6ptimo de farmaco en
sangre y en tejidos que ejerce el accionar farmacoldgico sin producir toxicidad en el
animal. De igual forma se debe prevenir la presencia de residuos de fdrmacos que han
sido aplicados con fines terapéuticos o profilacticos, ya que pueden afectar al
consumidor, por efectos toxicos directos o reacciones alérgicas y por inducir resistencia
a los medicamentos (Watson et al., 1987; Schwark, 1992).

Como consecuencia, los regimenes de dosificacion, que normalmente son
desarrollados a partir de estudios en los que se utilizan animales adultos, no pueden ser
simplemente extrapolados a neonatos de la misma especie, debido a las diferencias
anatomofuncionales que pueden afectar los procesos de absorcion, distribucion,
biotransformacién y excrecion; por ello lo mas racional seria realizar ensayos

experimentales en el grupo etario correspondiente (Burrows et al., 1983).

11.2.5.1. FACTORES QUE MODIFICAN LA ABSORCION

La absorcion de farmacos desde el tracto gastrointestinal es un proceso complejo
que esta sujeto a la influencia de varios factores tales como la relacion entre el pH del
medio y el pK del farmaco, caracteristicas de la mucosa del tubo digestivo, motilidad
intestinal, asi como de la dieta y microflora presente. En virtud de las diferencias
morfoldgicas que existen en el tracto gastrointestinal entre un neonato y un bovino
adulto, la absorcion de algunos farmacos puede verse notoriamente afectada por la edad
del individuo (Baggot, 1977).

El pH abomasal de 7,5 en un individuo recién nacido se va tornando mas acido
en la medida que se modifica la dieta de esos animales. Estas diferencias en el pH

influyen directamente en la tasa de absorcion pues determinan el grado de ionizacion
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del farmaco. Compuestos que se inactivan en medio acido, como la penicilina, pueden
verse menos afectados por el pH del medio y por ende ser mejor absorbidos en un
neonato que en el medio 4cido propio del abomaso de un bovino adulto (Schwark,
1992).

Otro aspecto a tener en cuenta son los cambios que se producen a nivel de la
superficie mucosa del intestino que afectan su capacidad de absorcion; durante las
primeras horas de vida existe una gran permeabilidad en la mucosa intestinal que
permite el pasaje de los anticuerpos calostrales, pero también posibilita la absorcion de
otras macromoléculas como es el caso de los aminoglucosidos y algunas sulfamidas que
normalmente no se absorben en el intestino de un animal adulto (Caprile & Short,
1987). Por ejemplo, la administracion de aminosidina, un antimicrobiano del grupo de
los aminoglucésidos, en animales de 1 hora de vida presentd una absorcion rapida,
alcanzando una concentracion maxima (Cpzx ) de 16,4 pg/ml. A los 5 dias de vida la
Cmax fue de 2 pug/ml, en tanto, a los 30 dias solamente trazas de aminosidina eran

detectadas en plasma (Cpax = 0,9 pg/ml) (Girardi ef al., 1986).

En la medida que transcurren los dias, la superficie mucosa del tubo digestivo
aumenta al igual que lo hace la perfusion sanguinea de las mismas, lo que teéricamente
favoreceria la absorcion de farmacos; no obstante, con el transcurso del tiempo también
se incrementa la actividad enzimatica, tal el caso de las enzimas del complejo citocromo
P-450 involucradas en el metabolismo de xenobidticos, lo cual actuaria como barrera
para el acceso del farmaco hacia la circulacion sistémica por un efecto de metabolismo
de primer paso (Williams, 1983). La actividad propulsiva del tubo digestivo también
debe considerarse, ya que la misma es menor en neonatos que en adultos y por lo tanto

puede afectar el grado de absorcion (De Backer, 1986).

El tipo de dieta que se le suministra también influye en la absorcion desde el
tubo digestivo; asi tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol y trimetoprin presentan una
menor biodisponibilidad cuando las mismas son suspendidas en sustituto lacteo para su
administracion que en el agua. En el caso de las tetraciclinas la menor
biodisponibilidad esta relacionada a la formacion de quelatos con el i6n calcio presente
en la leche. En el caso de los otros farmacos, estaria ocasionada por la union a las

proteinas lacteas (Palmer et al., 1982).
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El desarrollo postnatal de la microflora ruminal, asi como las modificaciones en
la funcionalidad de la gotera rumino-reticular con el transcurso de las semanas también
afecta notoriamente la absorcion de algunos fdrmacos tras su administracion por via
oral. Asi, ciertas drogas, como el caso del cloranfenicol, tienden a ser degradadas por la
flora ruminal, por lo que la biodisponibilidad de este antimicrobiano disminuye con la
edad del bovino (De Backer et al., 1978).

Cuando consideramos el efecto ejercido por el rimen en el comportamiento
cinético de los farmacos, ya sea administrado por via oral o intrarruminal se debe tener
en cuenta el efecto de dilucion que el mismo ejerce, ya que el contenido de los
prestomagos constituye del 12 al 15 % del peso corporal. Ademas, la solucion del
farmaco en el rimen no presenta una concentracion homogénea. El contenido ruminal
se encuentra dividido en una serie de capas estratificadas que no se mezclan de forma
homogénea: la fraccion acuosa progresa con una velocidad constante en ovinos y
bovinos y tarda aproximadamente 6 horas en alcanzar el abomaso. Sumado a esto,
tenemos que las bases débiles administradas por via oral pueden quedar atrapadas en el
rimen por ionizacion y liberarse gradualmente, prolongando la eliminacion y

aumentando el volumen de distribucién (Dunlop, 1983).

Otro aspecto importante es que en los rumiantes adultos la fraccién de farmaco
que se excreta a través de la saliva, puede alcanzar el tracto digestivo y probablemente
ser reabsorbida nuevamente llegando a la circulacion sanguinea y pudiendo ser otra vez
excretada por las glandulas salivares, estableciéndose asi un circuito rimen - sangre -
saliva (Dunlop, 1983). En los rumiantes, el volumen de producciéon de saliva es muy
grande (aproximadamente 100 a 200 L/dia en los bovinos) y ligeramente alcalina (pH
8,2). Por ello, la cantidad de farmaco que puede ser excretado por el fluido salivar es

considerable, a diferencia del resto de las especies domésticas.

En el caso de la absorcion posterior a una aplicacion intramuscular, tenemos que
luego de la administracion de una suspension oleosa de amoxicilina a terneros y vacas,
se observaron marcadas diferencias entre estos grupos de animales. En los terneros de 1
mes de vida se obtuvieron picos de concentraciones plasmaticas considerablemente mas
altos y semividas bioldgicas mas cortas que en terneros de 5 meses o en vacas en
produccion (Nouws et al., 1986a). Estas diferencias farmacocinéticas se relacionan con
la capacidad de absorcion dependiendo del punto de aplicacion en las diferentes

regiones musculares; la conformacion muscular acuosa en los animales neonatos facilita
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la difusién de las drogas en la masa muscular, lo cual conduce a una mayor superficie

de absorcion y a que la misma se realice mas rapida (Nouws, 1992).

11.2.5.2. FACTORES QUE MODIFICAN LA DISTRIBUCION

Existen varios factores que afectan la distribucion de farmacos que tienen la
particularidad de diferir entre neonatos y adultos y que por lo tanto originan
modificaciones en la disposicion cinética en estos animales. Uno de los cambios mas
importantes que ocurre es la modificacion en las proporciones del contenido acuoso. El
agua corporal puede comprender el 75 % del peso total en un animal neonato, mientras
que en un adulto es del 50 al 60 %. En el caso de cabras de 1 semana de vida, el
volumen extracelular representa el 43 % del peso corporal a la primer semana de vida,
mientras que a la tercera desciende al 34 % (Kami et al., 1984). El desarrollo de este
tipo de cambios podria tener un efecto significativo en la distribucion de drogas polares,
compuestos hidrosolubles como el caso de penicilinas, aminoglucosidos y

antiinflamatorios no esteroides (De Backer, 1986; Baggot, 1992).

La unién de los farmacos a las proteinas plasmaticas es otro factor importante a
tener en cuenta, ya que solamente la fraccion no unida puede atravesar membranas
biologicas. Esta unién a proteinas plasmaticas depende de la cantidad de proteinas
presentes y de la afinidad del farmaco hacia las mismas. Debido a que animales
neonatos presentan una menor cantidad de proteinas plasmaticas que los adultos, el

grado de unidn esta condicionado por la edad del animal (Baggot, 1977).

En el cerdo, la unién del trimetoprin a las proteinas plasmaticas se incrementa de
un 45 % en el neonato a un 75 % en el adulto (Gyrd — Hansen ef al., 1984). También en
cerdos, la union del 4cido salicilico a las proteinas plasmaticas se incrementa en forma
paralela al aumento en la concentracion de albuminas en plasma (Short & Tumbleson,
1973). En general podemos decir que en los neonatos existe una menor tasa de unién a
las proteinas plasmaticas y por ende los farmacos pueden evidenciar una mayor
distribucion (Baggot, 1992).

El epitelio ruminal constituye una barrera permeable que permite el pasaje de
farmacos liposolubles y no ionizados. Este pasaje bidireccional se rige por el gradiente

de concentracion a ambos lados de la membrana. Esto origina que las bases
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liposolubles administradas por via parenteral difundan pasivamente a través del epitelio

ruminal, y queden retenidas por ionizacion (Dunlop, 1983).

En general, el tejido adiposo y la masa muscular son sustancialmente mas
escasos en animales jovenes que en animales maduros (Reiche, 1983). A causa de que
muchos fairmacos tienen gran afinidad por estos tejidos, sobre todo los liposolubles, se
podria predecir que la carencia de estos depdsitos en los neonatos puede limitar la
captacion de farmacos liposolubles, incluyendo dentro de éstos a los barbituricos, lo que
puede generar una prolongacion del efecto, ya que estos farmacos presentan

redistribucion en el tejido adiposo (Branson & Booth, 1995).

Una diferencia adicional, particularmente en el periodo neonatal temprano, es la
carencia en el desarrollo de ciertas barreras al acceso de los farmacos, tales como la
barrera hematoencefalica (Saunders, 1977), lo cual puede permitir la difusion de los
farmacos hacia estos sitios en el neonato, esto hace que se alcancen concentraciones
terapéuticas de muchas drogas en sitios que se consideran inaccesibles para los adultos,
tal es el caso de la penicilina, que solamente atraviesa la barrera hematoencefalica en
neonatos o cuando se ha alterado la integridad de la misma por algin proceso patologico
(Shoaf et al., 1989).

Watson et al. (1987) analizaron el efecto ejercido por la edad sobre varios
parametros luego de la administracion de sulfas via oral y endovenosa. Los mismos
estudiaron en cabritos prerrumiantes y rumiantes a los cuales administraron via oral e
intravenosa sulfadimidina (100 mg/kg), sulfisomidine (50 mg/kg) y sulfadoxina (30
mg/kg). Sulfadoxina y sulfadimidina exhibieron una absorcién no lineal luego de la
dosis oral, indicando limitacion en la capacidad de absorcion por posibles mecanismos
de absorcion activos; ademas mostraron una eliminacion no lineal. Con la sulfadoxina
via oral en cabritos rumiantes, observaron poca biodisponibilidad y corta semivida de
eliminacion; mientras que con la sulfadimidina, un menor volumen de distribucion que
en los prerrumiantes. Los autores concluyeron que no todas las diferencias en los
parametros cinéticos para sulfamidas en ambas etapas podian ser explicadas por la
acumulacion en los preestomagos, el pH y cambio pH en orina, sino que existen otros
factores potenciales, incluyendo posibles alteraciones en el metabolismo hepatico y que
la sulfadoxina podria ser la mas indicada para uso terapéutico en prerumiantes por la
biodisponibilidad, después de la administracion oral y por la prolongada semivida de

eliminacion.
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También Nouws et al. (1983b) considerando otros farmacos antimicrobiano
como la oxitetraciclinas, describen que en terneros de tres semanas se debe administrar
dos veces la dosis de la usada en adultos para alcanzar similares concentraciones
plasmaticas. Por otra parte, luego de administrar sulfadimidina en terneros entre 1 dia'y
6 meses de edad, evidenciaron valores edad-dependiente en la semivida de eliminacion,
ya que al primer dia dicho valor oscil6 entre 13,5 y 17 h decreciendo en tres semanas a
4-6 h, y de ahi, manteniéndose constante. También obtuvieron un elevado porcentaje
del metabolito N4 acetilado en el plasma en el primer dia de vida (21,6 %) y declinando
a su vez a las tres semanas (12,8 %). Los autores también reportan efectos similares en
infantes, cerditos y cachorros, atribuyendo estos resultados a la inmadura funcion renal
y secrecion tubular disminuida al nacimiento, consideraciones que se deben tener en

cuenta al momento de dosificar a esta categoria de animales (Nouws ef al., 1983a).

Un incremento del volumen corporal y un aumento del flujo renal se detectd en
la mujer, como factores que alteran el comportamiento cinético; también se describen
modificaciones de secrecion hormonal y desarrollo del feto. Mas alla del manejo del
farmaco, inclusive en la etapa de no gestacion, puede estar influenciado por variaciones
estacionales, por ejemplo durante la primavera en la etapa de celo. Van Gogh et al.
(1990) estudiaron variaciones en el comportamiento cinético antes, durante y luego de
la gestacion, de cuatro sulfamidas administradas via intravenosa en cabras, a dosis de 50
mg/kg, los autores observaron una eliminacién de primer orden para sulfadimidina; en
los prenados, una disminucidon del tiempo medio de residencia y un aumento del
aclaramiento plasmatico, aunque este efecto continud a posterior del parto, ocurriendo
lo mismo con la sulfadimetoxina. El volumen de distribucion se incremento
significativamente durante y a posterior de la prefiez para sulfisomidine y
sulfadimetoxina y disminuy6 en animales controles con sulfadimidina, sulfisomidina y
sulfadoxina, solo con diferencias significativas para esta ultima. En base a los
resultados, los autores plantean que el Utero gestante no seria considerado como un
compartimiento mas, tanto por el volumen de distribucion observado, como por el
modelo farmacocinético y que los cambios en los parametros podrian ser inducidos por

modificaciones hormonales asi como por el desarrollo del feto.
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11.2.5.3. FACTORES QUE MODIFICAN EL METABOLISMO

El principal sitio donde los farmacos son biotransformados es el higado, y las
reacciones metabolicas que alli acontecen pueden clasificarse en reacciones de Fase I
(oxidacion, reduccion e hidrolisis) y Fase II (acetilacion, glucuronoconjugacion,
metilacion, sulfonacion y conjugaciéon con aminoacidos) (Benet et al., 1996; Baggot,
2001). EI grado de desarrollo de estas vias metabdlicas al nacimiento es diferente para
cada una de ellas; asi la actividad oxidativa del sistema microsomal citocromo P-450 al
igual que las reacciones de glucuronoconjugacion estan poco desarrolladas en neonatos,
en tanto que la capacidad de acetilacion y conjugacion con sulfatos y glicina en el recién
nacido es similar a la de los adultos (De Backer, 1986; Nouws, 1992).

El metabolismo oxidativo en terneros se desarrolla de manera gradual, siendo
similar al de los adultos entre las 3 y 12 semanas de vida (Nouws, 1992). Es importante
consignar que la naturaleza del firmaco al igual que la composicion del alimento
afectan el desarrollo del metabolismo oxidativo a nivel hepdtico, asi la ingesta de
alimentos toscos estimula los procesos oxidativos, mientras que la alimentacion con
leche parece demorarla (Kawalek & El Sid, 1991). En terneros, la baja capacidad
oxidativa durante los primeros dias de vida se ha demostrado para varias sulfamidas
(Nouws et al., 1988b; 1991). Por otra parte las lesiones provocadas por diferentes
agentes quimicos y microorganismos a los hepatocitos de las diferentes zonas del acino,
alteran la importante funcion de biotransformacion de los farmacos. Argaw & Brugere
(1990) demostraron variaciones significativas en las concentraciones plasmaticas,
semivida de eliminacién y el aclaramiento total del cuerpo, en ovejas con lesion
hepatica inducida por alil alcohol y en animales controles, luego de administrarles

sulfadimidina.

11.2.5.4. FACTORES QUE MODIFICAN LA EXCRECION

La principal ruta de eliminacion de farmacos y sus metabolitos es por excrecion
renal. El firmaco libre en plasma, alcanza la luz tubular por filtracién glomerular, y en
el caso de bases y acidos débiles por secrecion tubular. La cantidad final de farmaco
eliminado en la orina esta gobernado por el grado de reabsorcidon tubular que acontece
en la nefrona distal. Esto se ve afectado por factores tales como la concentracion de
orina, el pH urinario y pK del farmaco (Benet ef al., 1996). Debido a que los cambios

en la dieta provocan modificaciones en el pH urinario, éste es un factor que puede
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afectar el grado de ionizacion del fArmaco y por ende la reabsorcion tubular (Watson et
al., 1987). La funcionalidad renal es incompleta en la mayoria de los animales al
momento del nacimiento. En las especies rumiantes, parece ser completa entre la
primera y segunda semana de vida (Friis, 1983; De Backer, 1986).
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I1.3 SULFAMETAZINA

La sulfametazina [2- (4-aminobenceno sulfonamida) —4, 6-dimetil pirimidina],
también denominada sulfadimidina cuya estructura quimica se presenta en la Figura 5,
al igual que las otras sulfamidas fue utilizada en medicina veterinaria por décadas; la
bibliografia reporta su uso en una amplia variedad de animales tales como bovinos,
equinos, porcinos, aves de corral, pequefios rumiantes y conejos, entre otros. La
sulfametazina ha sido comunmente utilizada en las especies bovinas y porcinas en

diferentes preparaciones comerciales para ser administradas por diversas vias (Prescott,

2002).
M CH3
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SULFAMETAZINA

FIGURA 5: Estructura quimica de la sulfametazina (Precott, 2002).

También a este farmaco se lo ha usado asociado a otros antimicrobianos tales
como otras sulfamidas, tilosina, clortetraciclina y penicilinas. De particular interés
fueron las preparaciones para uso oral en bovinos y porcinos, de los que existe un alto
numero de reportes del uso clinico asi como su eficacia terapéutica. Ha sido formulada
para uso en el agua de bebida, como aditivo en el alimento, en preparaciones
intravenosas y bolos de liberacion sostenida con el fin de conseguir niveles sanguineos
terapéuticos (50 pg/mL) dentro de las 6-12 horas de administrada y que los mismos se
mantengan en esos niveles por dos a cinco dias posteriores a la administracion oral, con
resultados positivos en casos de neumonias y difteria en bovinos. En porcinos, se la
utiliz6 ampliamente en infecciones microbianas susceptibles, incluyendo Salmonella
typhisuis y Bordetella bronchiseptica (Spoo & Riviere, 2001). Kumar et al. (1999)
reportan amplio uso en la India en el tratamiento de coccidiosis e infecciones
respiratorias en camélidos, demostrandose que la absorcion es total pero lenta, luego de

la administracion via oral.
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La concentracion de la droga en el plasma versus el tiempo, es utilizado para
estimar las variables farmacocinéticas y ha sido ampliamente investigada en las
diferentes especies a fin de calcular el régimen de dosis Optimas. En la Tabla 7 se
presentan algunos pardmetros farmacocinéticos de la sulfametazina observados en

varias especies con diferentes dosis utilizadas (Spoo & Riviere, 2001).

TABLA 7: Dosis y parametros farmacocinéticos de Sulfametazina en animales.

Especies Dosis Via de vd t. (h) Clarence Bef'eren,cias

(mg/kg) | administracion | (L/kg) (ml/h/kg) Bibliograficas
Ternero 5 dias 25 v SD 4.5 21 Nouws et al., 1986b
Bovino-hembra 20 v 0,24 3,64 54 Witcamp et al., 1992
Bovino macho 20 v 0,37 5,82 45 Witcamp et al., 1992
Terneros 62-70 dias 10 v SD 5,2 SD Nouws et al., 1988b
Terneros 68-76 dias 100 v SD 5,7 SD Nouws et al., 1988b
Vaca 4-5 afios 10 v SD 4 SD Nouws et al., 1988b
Vaca 3-5 afios 100 1\ SD 5,9 SD Nouws et al., 1988b
Vaca 5-6 afios 200 1\ SD 5,5 SD Nouws et al., 1988b
Ternero 62 dias 10 v SD 5,4 34 Nouws et al., 1986b
Cerdo 9 semanas 50 1\ 0,51 16,9 21 Sweeney et al., 1993
Cabra 100 I\% 0,316 2,77 81 Elsheikh et al., 1991
Cabra adulta macho 20 v 0,28 8,7 20 Witcamp et al., 1992
Cabra adulta hembra 20 v 0,18 2,13 70 Witcamp et al., 1992
Cabra 12 semanas 100 v 0,43 1,97 134 Nouws et al., 1989b
Cabra 18 semanas 100 1\ 0,507 | 2,56 106 Nouws et al., 1989b
Ovino 100 v 0,297 | 4,72 44.6 Elsheikh et al., 1991
Oveja y carnero 100 v 0,41 10,8 26,1 Bulgin et al., 1991
Oveja y carnero 100 Oral SD 4,3 SD Bulgin et al., 1991
Oveja y carnero 391 Oral SD 14,3 SD Bulgin et al., 1991
Cordero 6-10 semanas 100 v 0,45 4,1 SD Evrard et al., 1995
Ovejas 100 v 0,48 3,88 88 Nawaz & Khan,1979
Cabras 100 v 0,32 4 55 Nawaz & Khan,1979
Conejo macho 35 v 0,42 0,4 73,6 Witcamp et al., 1992
Conejo hembra 35 v 0,23 0,39 40,8 Witcamp et al., 1992
Camello 100 v 0,394 | 7,36 40,9 Elsheikh et al., 1991
Yegua 2 afios 20 v 0,47 5 65 Nouws et al., 1985
Yegua 2 afios 200 v 0,56 6 67 Nouws et al., 1985
Equino macho 1,5 afos 20 v 0,44 9,5 32 Nouws et al., 1985
Equino macho 1,5 afos 200 v 0,65 11 41 Nouws et al., 1985
Equino adulto 160 1\% 0,63 11,4 SD Wilson et al., 1989

Oukessou & Alsouss

Burro 20 v 0,68 - 67,8 1998

Nota: SD: sin dato; IV: intravenosa; Vd: volumen de distribucion; t%%: semivida de eliminacion

Considerando a este firmaco activo contra algunas rickettsias y protozoos, Mody
& Malik (1997) investigaron el comportamiento farmacocinético de la sulfametazina en
bufalos de 50 a 72 kg a fin de establecer un régimen de dosis adecuada. Para ello,

administraron por via IV una dosis de 100 mg/kg de peso, encontrandose
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concentraciones plasmaticas de 534.06 £+ 39.68 ng/ml a los dos minutos de administrada
la que declind réapidamente a 258.00 £ 23.08 pg/ml a los 30 minutos y desapareciendo
en forma gradual. Se observd una concentracién plasmatica mayor o igual que 50
ug/ml desde los 2 minutos hasta las 10 horas de administrado el farmaco. Los valores
medios de los pardametros farmacocinéticos hallados fueron de un t,,,, 0.1994 + 0.043, un
ty,p de 5.8975 £ 0.295 h, un Vd de 0.5073 + 0.0586 L/kg, un aclaramiento de 59.6 + 4.04
ml/kg/h y un TMR de 9.63 £ 1.54 h, a partir de los cuales estimaron un régimen de
dosificacion deseable para mantener concentraciones plasmaticas de 25, 50 y 100
ug/ml. También Sing & Ahmad (1976) estudiando el comportamiento de este mismo
farmaco y del sufafenazol, en bufalos de 1,5 a 2 anos de edad, administrando en una
dosis unica de 200mg/kg via oral, observaron que la unidén a proteinas de la
sulfametazina fue entre un 42,95 y 54,66 %, mientras que para el sulfafenazol entre
57,30 y 79,76 %; considerando una media general de union a proteinas plasmaticas de

50y 68 % respectivamente.

Srivastava & Rampal (1990) estudiaron en ovinos la cinética de sulfametazina
luego de administrar una dosis IV de 100 mg/kg. Considerando los resultados de t,,, de
0.15 £ 0.04, de typ de 4.5 £ 0.3 h, Vd y aclaramiento plasmatico de 0.6 = 0.1 L/kg y 90
+ 13 ml/kg/h respectivamente y del porcentaje de union a las proteinas 76,6 + 5,6 %,
proponen un régimen de dosis IV de 93 mg/kg seguido por 79 mg/kg a un intervalo de
12 horas, sobre la base de una CIM de 25 pg/ml que es efectiva contra la mayoria de los

organismos susceptibles.

En cuanto al metabolismo, se han reportado considerables diferencias entre las
especies, principalmente en la formacion de metabolitos y eliminacion de los mismos,
pudiendo estar influenciado por factores tanto fisiologicos, fisiopatoldgicos como
ambientales, entre los cuales se mencionan diferencias farmacocinéticas dosis-
dependiente y edad-dependiente en humanos, bovinos, cabras; enfermedades infecciosas
y endotoxicas que pueden inducir diarreas, diferencias entre sexos e influencias por
hormonas gonadales en ratas (Kodam & Govindwar, 1997) y cabras enanas. Al
respecto Nouws et al. (1988a) observaron inhibicion en el mecanismo oxidativo de la
sulfametazina (no asi en la acetilacién) en cabras machos castrados pretatados con
testosterona y en adultos enteros durante la estacion de celo en comparacion con

controles castrados, manifestado por una prolongada semivida de eliminacion de dicho
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farmaco (control: 1,56 h; tratados: 8,8 -13,6 h) y disminucion del porcentaje plasmatico

de los metabolitos hidroxilados.

Un acabado conocimiento del metabolismo comparativo de la sulfametazina en
las distintas especies de importancia pecuaria y los defectos que pueden producir ciertos
factores intervinientes son importantes para la terapéutica veterinaria y sobre todo para

la prediccion de los residuos metabolicos en los alimentos (Witkamp et al., 1992).

En los rumiantes es ampliamente metabolizada por mecanismos de hidroxilacién
del anillo heterociclico, acetilacion del grupo amino, conjugacion con el acido

glucurénido y con los sulfatos.

Tanto la acetilacion como la hidroxilacidon se encuentran presentes en bovinos al
nacimiento; en terneros y bovinos adultos, la hidroxilacion es el mecanismo que
predomina asi como en cabras y aves, que es extensamente oxidado su grupo metilo del
anillo pirimidinico trasnformdndolo en 5-hidroxisulfametazina; mientras que en el
hombre y en el cerdo predominan la acetilacion (Nouws e/ al., 1986b; Nouws et al.,
1989b; Shimoda et al., 1997).

Resultados obtenidos en vacas y terneros a los que se administraron dosis de 100
y 200 mg/kg y en recién nacidos (5 dias) dosis de 25 mg/kg indican que con las mismas,
la acetilacion es el camino mas importante. El metabolito que predominaba en orina de
adultos y terneros a dosis menores de 25mg/kg eran los hidroxilados (23 a 55,2 % del
metabolito acumulado -el % es expresado en relacion a la dosis-); con dosis de 100
mg/kg, en terneros, y de 150 en bufalos, el porcentaje de acetilado e hidroxilado
aumentaba (Nouws et al., 1986b, 1988b; Jain et al., 2000). En cuanto a su eliminacion,
los autores indican que por resultados obtenidos del aclaramiento renal ambos
metabolitos (acetilados e hidroxilados) son predominantemente eliminados por
secrecion tubular, concluyendo que la semivida de eliminacion de la sulfametazina en
los rumiantes depende principalmente de la via metabdlica, que estéd relacionada con la

dosis y el aclaramiento de sus metabolitos.

En camellos, la administracion intravenosa de sulfadimidina mostré una lenta
eliminacion indicado por una semivida de eliminacion entre 8,7 y 16,5 h, encontrando

un valor medio de 0.04 para el aclaramiento total del cuerpo el que fue menor que el

reportado para cabras y bovinos adultos. El principal metabolito detectado fue Ny-acetil
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derivado y solo trazas de hidroximetilsulfadimidina, indicando a la acetilacién como el
principal camino metabolico en los mismos. Las concentraciones plasmaticas en
funcién del tiempo describen una cinética de orden cero, explicado por el sistema de
conservacion de agua de esta especie, manifestado por una extensa reabsorcion de agua
a partir de los rifiones (largas asas de Henle) combinado con escasa pérdida por materia
fecal y recirculacion gastrointestinal. También observaron valores de unién a proteinas

plasmaticas menores que los reportados para otras especies (Younan et al., 1989).

En relacion a los factores que pueden alterar la absorcion de la sulfametazina,
Van Gogh &Van Miert (1977) estudiaron la accidon de la endotoxina de E. coli en
cabritos y cabras enanas adultas, valorando las concentraciones plasmaticas de la
misma. Para ello, administraron via oral 100 mg/kg de sulfametazina antes y después
de producir el sindrome febril, no observando variacion alguna en la tasa de absorcion
ni en las concentraciones de la sulfametazina no metabolizada y de la misma mas su
metabolito.  Sin embargo, Van Gogh et al. (1984) observaron diferencias en
experiencias posteriores. Los autores administraron 50 mg/kg de sulfametazina via oral
a cabras normales, siendo la biodisponibilidad de un 26,4 + 1,1 %, considerada de
incompleta; y posterior a la via endovenosa evidenciaron una semivida de eliminacién
cuyo valor medio fue de 1,33 £ 0,13 h; seguidamente inocularon las mismas cabras con
enterotoxinas B de Stafilococcus spp y sulfametazina via endovenosa, observando
significativas diferencias de las concentraciones plasmaticas en relacion a los datos
controles, semivida de eliminacion de 2,35 + 0,59 h y un incremento de las
concentraciones del area bajo la curva ABC 438.4 + 47.3 contra 332.3 £ 25.3 de los
animales controles. Realizando un tercer experimento, administraron sulfametazina via
intraruminal previamente a cabras con toxinas y libres de las mismas (control),
observaron un descenso abrupto de la absorcion del fArmaco debido al éxtasis ruminal y
una disminucion de los valores del area bajo la curva en un 51,3 £ 4,1% en un periodo
de 0-18 h, sugiriendo una eliminacion fecal del fArmaco por la profusa diarrea acuosa

originada por la toxina.

La farmacocinética de la sulfametazina y su metabolito en el cerdo es de
particular interés, ya que junto a las demas sulfamidas han sido una de las causas mas
comunes de violaciones de niveles de residuos en los alimentos provenientes de esta
especie, reportado por la US Food Safety Inspeccion Service; por tal motivo, Sweeney

et al. (1993) desarrollaron un modelo multicompartimetal utilizando las concentraciones
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plasmaticas versus tiempo, para predecir el periodo de retirada durante el cual se logra

0.1 ppm de sulfametazina en musculo y grasa, que es la concentracion tolerada.

En relacion a los residuos, también se describen estudio hechos con
sulfametazina marcada radiactivamente (C14-sulfametazina) en porcinos; a los que se
les administr6 en el alimento una dosis de 110 ppm durante 3-7 dias, y que luego fueron
eutanasiados. Al analizar sus tejidos, la radiactividad demostré alta concentracion de
metabolitos en el intestino. También se encontraron altos niveles del farmaco patron y

su metabolitos en sangre, rifidn, orina e higado (Spoo & Riviere, 2001).
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III. MATERIAL Y METODOS

II1.1. MATERIAL
Biolégico

Se utilizaron 6 bovinos machos, de raza Holando argentino (Holstein), a los 7,
21, 50 y 105 dias. El peso (media = D.E.) de los terneros a los 7 dias fue 42 + 3,5 kg, a
los 21 dias fue 40,7 £ 5,9 kg, a los 50 dias fue de 61,1 + 10,7, a los 105 dias de 108 +
9,8 kgyalos 135 diasde 116 + 16,5 kg.

También se emplearon 6 bufalos de agua machos de 147 + 9,2 kg.

Las pautas de utilizacion de los animales se resumen en el punto I11.2.3.

Farmacos y productos biologicos utilizados

Como sustancia patrén se empled sulfametazia sddica, suministrada como
producto puro por el laboratorio de especialidades veterinarias Allignani Hnos (Santa
Fe, Argentina).

La especialidad a base de sulfametazina al 30 % en solucidn inyectable, fue
elaborada por el laboratorio mencionado para realizar los diversos ensayos planteados

en este trabajo de tesis.

Para la obtencion del plasma las muestras de sangre fueron extraidas con

jeringas previamente heparinizadas.

Para la induccion experimental de un cuadro febril se procedi6 a la inoculacion
de una solucion de lipopolisacarido de pared de Escherichia coli serotipo 055:B5

(Sigma Chemical CO, lote 038H4156) en solucion salina fisiologica.

Ningun otro farmaco fue administrado a los animales durante el tiempo que dur6

la experiencia.
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Reactivos

Acetonitrilo calidad HPLC (LIChrosolv®, Merck).

Acido acético glacial para analisis instrumental (Panreac Quimica S.A.).
Acido formico 85% calidad HPLC (Panreac Quimica S.A.).

Acido fosforico 99,999% (Aldrich Chemical Company INC).
Agua ultrapura (Millipore Simplicity®).

Helio gas (AGA. S.A.).

Hidrégeno fosfato de diamonio (Aldrich Chemical Company INC).
Hidrégeno sulfato de tetrabutilamonio (Fluka).

Metanol calidad HPLC (Scharlau Chemie S.A.).

Nitrégeno gas (AGA. S.A.).

Suero salino isotonico (Braun).

Triclorometano para andlisis instrumental (Panreac Quimica S.A.).

Trietilamina (Sigma Chemical CO).
Material utilizado durante la toma de muestras y su almacenamiento

Agua oxigenada 10 volimenes (Purocol).

Agujas estériles desechables (0.9 x 25 mm 20 G x 1", Becton Dickinson).

Agujas estériles desechables (0.8 x 40 mm 21 G x 11/2", Becton Dickinson).

Alcohol etilico 96° (Purocol).

Algodon hidroéfilo.

Catéteres intravenosos 16 G x 2", 1.7 x 50 mm (Vasocan®, Braiinule).

Catéteres intravenosos 20 G x 1 1/4", 1.10 x 32 mm (Surflo®, Terumo®).

Gradillas para almacenamiento de tubos Eppendorf.

Guantes de latex (Gahnos S.L.).

Heparina sodica (5000 ug/ml) (Schering Plough).

Jeringas estériles desechables 2 ml (Becton Dickinson).

Jeringas estériles desechables 5 ml (Becton Dickinson).

Obturadores para catéteres intravenosos 16G x 2", 1.7 x 50 mm (Vasocan®, Braiinule).
Obturadores para catéteres intravenosos 20G x 1 1/4", 1.10 x 32 mm (Surflo®,
Terumo®).

Peladora (Oster Golden AS. 5-55H)

Pipetas Pasteur (Chase Instruments).

Sutura.

52



Material y Métodos

Solucién povidona iodada 10 % (Betadine®, Asta médica).
Termometro digital (Seikuve, STD-2121).
Tubos Eppendorf (Daslab®).

Tubos de plastico para analisis hematologicos con y sin EDTA.

Instrumentacion para la extraccion y cuantificacion

Agitador horizontal de tubos (IKA VIBRAX VXR).

Agitador magnético (Selecta Agimatic 243).

Balanza analitica de precision (Mettler AE-160).

Centrifuga (IEC, Centra CL3R).

Centrifuga (Nahita, modelo 2610).

Columna LiChrospher® 100 RP-18 endcapped (5p) (LiChroCART® 250-4, Merck).
Concentrador de muestras (Techne, DB-3A).

Congelador -20° C (Bosch).

Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia:

. Bomba (Konik).

. Detector ultravioleta (Konik).

. Software Konikron
Jeringa Hamilton 100 pl.

Material de vidrio diverso:

. Pipetas de vidriode 1, 5y 10 ml.

. Probetas de vidrio de 25, 50, 100 y 1000 ml.

. Vasos de precipitado de 100, 500 y 1000 ml.
Micropipetas 10, 100, 200 y 1000 pl (Pipetman, Gilson).
pHmetro (MicropH 2001, Crison).

Precolumna LiChrospher® 100 RP-18e (5p) (LiChroCART® 4-4, Merck).
Puntas de micropipetas 20, 200 y 1000 pl (Daslab®).

Purificador de agua (Millipore Simplicity®).

Tubos de vidrio para centrifuga de 15 ml con tapon a rosca.

Viales plésticos con tapa de 5 ml de capacidad.
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Instrumentacion para el analisis de los datos

Hoja de calculo Microsoft® Excel 2000.

Impresora DeskJet 720C (Hewlett Packard).

Microsoft® Windows 2000.

Ordenador (AMD Athlon).

Procesador de texto Microsoft® Word 2000.

Programa de tratamiento estadistico SPSS 10.0 (SAS, Cary, NC, USA)

Programa de tratamiento estadistico y graficas Graph Pad Inplot 4.1 (GraphPad
Software Inc. San Diego, CA, USA)

Programa de tratamiento farmacocinético PK Solution. FARRIER, D.S. (2000). Pk
Solutions 2.0. Noncomparmental Pharmacokinetics Data Analysis.

Programa de tratamiento farmacocinético PCnonlin V 4.0.(Statistical Consultants Inc.
Lexinton K.Y. USA)
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IIL.2. METODOS

II1.2.1. ACONDICIONAMIENTO Y ADAPTACION DE LOS
ANIMALES

Los terneros fueron retirados de sus madres después del calostrado, siendo en un
primer momento el sustituto lacteo la base de su alimentacion con libre acceso a la
racion de cria, en sus corrales. A partir de los 42 dias fueron alimentados con heno de

alfalfa y tuvieron acceso al agua de bebida ad libitum.

Los bufalos permanecieron un periodo de un mes para su aclimataciéon a las
condiciones en las que seria llevado a cabo el estudio, fueron alojados en corrales y

alimentados a base de heno de alfalfa y tuvieron acceso al agua de bebida ad libitum.

Previo a cada estudio todos los animales fueron sometidos a examenes clinicos y

analiticas sanguineas para verificar su estado de salud.

I11.2.2. PRODUCCION EXPERIMENTAL DE UN CUADRO FEBRIL

El estado febril se indujo y se mantuvo durante, al menos, 13 horas siguiendo las
pautas del método propuesto por Kume & Garg (1986) sobre 6 bovinos de 135 dias de
edad. Con el objeto de comprobar la eficacia de este método en nuestras condiciones
experimentales, el mismo fue ensayado previamente, en 2 animales de similar edad que

no formaban parte del grupo en estudio.

Durante la semana previa al estudio se tomo la temperatura rectal de los
animales, 3 veces por dia (a las 9, a las 13 y a las 18 horas), con el fin de conocer la

temperatura rectal del grupo en estudio en condiciones normales.

Se prepard una solucion de lipopolisacarido de pared de Escherichia coli
serotipo 055:B5 a una concentracion de 1 pg/ml en solucidon salina isotdnica. Se
inyectd por via intravenosa una dosis de 0.1 pg/kg. Ocho horas después de
administrada la toxina se repiti6 la inoculacion a una dosis de 0.05 pg/kg para prolongar

el mantenimiento del aumento de temperatura.
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La administracion de la sulfametazina se realizd por via intravenosa una hora
después de la primera inoculaciéon del pirégeno. Las pautas de administracion y
extraccion de muestras son las mismas que se describen a continuacion en el punto

II1.2.3. en los apartados sobre toma de muestras y administracion intravenosa.

Se controld la temperatura de los animales inmediatamente antes y durante las
48 horas posteriores a la administracion del pirdgeno, a fin de confeccionar una curva
que reflejara la evolucion de la temperatura rectal en funcion del tiempo. La toma de
temperatura se realizd a intervalos de 15 minutos durante la primera hora después de la

inoculacion, y luego coincidentemente con los tiempos de toma de muestras sanguineas.

I11.2.3. ADMINISTRACION DEL FARMACO Y TOMA DE
MUESTRAS

Pautas de utilizacion de los animales

Los seis terneros fueron utilizados a los 7, 21, 50 y 105 dias de edad para el
estudio de la influencia del desarrollo en el comportamiento farmacocinético de la

sulfametazina tras la administracion intravenosa.

Estos animales cuando llegaron a los 135 dias de edad se los utilizd para
caracterizar el comportamiento cinético del firmaco previa induccidon de un estado
febril. Con anterioridad, dos bovinos machos adultos que no formaron parte del grupo
en estudio, fueron utilizados para comprobar la eficacia del método de produccion del
cuadro febril propuesto por Kume & Garg (1986) aplicado a nuestras condiciones

experimentales.

Los seis bufalos machos adultos, se utilizaron para caracterizar el

comportamiento farmacocinético de la sulfametazina tras la administracion intravenosa.

La tabla 8 resume las pautas de utilizacion de los animales.
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TABLA 8. Animales utilizados en las distintas pruebas del estudio del comportamiento

farmacocinético de sulfametazina por via intravenosa.

Prueba Identificacion de los animales
Forma de administracion 1(2/3/4|5/6|1(2|3|4|5]|6

A |IV alos 7 dias de edad V|V V| V| V|V

B |1V alos 21 dias de edad V|V V| V| V|V

C |1V alos 50 dias de edad vViv|iv|Vv|v|v

D |[IV alos 105 dias de edad V| V|V V| V|V

E |IV luego de cuadro febril V|V V| V| V|V

F |IV bufalos vVivIivIvIvIv

Obtencion de las muestras

Previo al inicio de las pruebas se procedid a la colocaciéon de catéteres
intravenosos en la vena yugular a través de los cuales se extraerian las muestras. A tal
fin, se depilo el cuello de los animales, dejando visibles los cursos cervicales de las dos
venas yugulares. Se realizaron los lavados correspondientes con solucion jabonosa de
povidona iodada para desinfectar el area. Posteriormente se procedio a la colocacion de
los catéteres (16 G x 2") previamente heparinizados, se fijaron a la piel mediante 1

punto de sutura y se cerraron con los correspondientes mandriles obturadores.
Los catéteres se retiraron a las 24 horas de iniciar el ensayo.
Administracion intravenosa en bovinos y bufalinos

Se administr6 una dosis tnica de 60 mg de sulfametazina por kilogramo de peso
vivo en forma de bolus (<1 minuto), de una solucion sulfametazina al 30% en la vena

yugular contralateral a la utilizada para la colocacion del catéter.

Las tomas de muestras se realizaron a través del catéter dispuesto a tal fin,
mediante jeringas estériles previamente heparinizada, extrayéndose 4 ml de sangre en

cada toma.

Las extracciones de sangre se realizaron antes de la administracion del farmaco
yalos 5, 10, 20, 30, 45, 60 minutos y 2,4, 6, 8, 12, 16, 24, 36 y 48 horas después de la

administracion.
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Registro de la toma de muestras

El registro de las tomas de muestras se llevo a cabo en planillas disefiadas a tal
fin en las que constaban los datos de todos los animales (codigo de identificacion, peso
y edad del animal, sefas particulares), la dosis y cantidad total de fArmaco inyectado en
cada caso, la via de administracion, los tiempos de extraccion de las muestras y la fecha

del ensayo.

I11.2.4. ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez extraidas las muestras con las jeringas, la sangre se colocaba en tubos
de vidrio y se centrifugaban antes de transcurrida media hora de su extraccion, a 3000
rpm durante 15 minutos. EI plasma resultante se separaba mediante pipetas Pasteur y se
dividia en dos alicuotas que se colocaban en sendos viales rotulados segin los codigos
asentados en la planilla de registro de toma de muestras. Posteriormente las muestras se

refrigeraban y se almacenaban a -18 °C hasta su analisis.

I11.2.5. METODOLOGIA ANALITICA

Para realizar la separacion de la droga del plasma fueron utilizados cartuchos de
extraccion liquido-solido Carbono 18 (Sep-Pack Cartridges, Waters Inc.) siguiendo los

sucesivos pasos:

1) Preparacion de los cartuchos: Elucion de 5 ml de metanol y luego 3 ml de
Agua de pH 3.0 con 4cido acético, a través de los mismos.
2) Elucion de 0,9 ml de muestra plasmatica.
3) Lavado: Elucién de 5 ml de agua destilada.
4) Arrastre de la droga: con 3 ml de acetonitrilo. Se recogen s6lo 2,5 ml del
mismo.
5) Desecacion en atmdsfera de Nitrogeno.

6) Reconstitucion de 500 pl de Fase movil.
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Condiciones Analiticas Cromatograficas

Columna: RP CI8 25 x 0,4 cm. SPHERISORB 5 pm.
Precolumna: RP CI8.

Fase Movil: acetonitrilo: solucion de acido acético pH 3,0 (8:92)

Flujo: 1,5 ml/min.
Detector: UV a 270 nm.
Temperatura: 35 °C.

Validacion

Para la validacion, las variables que se tuvieron en cuenta fueron: linealidad,

recuperabilidad, reproducibilidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Linealidad: el estudio se hizo en un rango de concentraciones de sulfametazina

sodica que oscilan entre

1 y 100 pg/ml. Se realizaron soluciones en metanol de

diferentes concentraciones, para lo cual se partid6 de una solucidon concentrada de

sulfametazina sédica (soluciéon madre), de acuerdo al siguiente esquema:

Soluciéon madre (SM): 20 mg de SMZ + 10 ml metanol = 2.000 pg/ml
Dilucion 1: 750 ul SM + 250 pl metanol = 1500 pl
Dilucion 2: 400 pl SM + 600 upl metanol = 800 ul
Dilucion 3: 100 pl SM + 900 pl metanol = 200 pl
Dilucion 4: 500 ul SM + 500 pl metanol = 100 pul
Dilucion 5: 100 ul SM + 900 pl metanol = 20 pl

Estas diluciones se utilizaron para obtener concentraciones conocidas de

sulfametazina en el plasma bovino y bufalino, segun el siguiente esquema:

1) 950 pl plasma
2) 950 pl plasma
3) 950 pl plasma
4) 950 pl plasma
5) 950 pl plasma
6) 950 pl plasma

+ 50 pl
+ 50 pul
+ 50 pl
+ 50 ul
+ 50 ul
+ 50 pul

Diluciéon 5 =1 pg/ml
Dilucion 4= 5 pg/ml
Dilucion 3 =10 pg/ml
Diluciéon 2 =40 pg/ml
Dilucion 1= 75 pg/ml.
SM = 100 pg/ml
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Los datos de concentraciones y de ABC se ajustaron a una recta por regresion
lineal, obteniéndose una recta (recta de calibrado) utilizada para la cuantificacion de los

resultados por interpolacion.

Recuperabilidad: la recuperabilidad de la sulfametazina en plasma bovino y bufalino se
calculd a partir de las diluciones en plasma frente a las diluciones en metanol,

comparando sus valores de ABC, obteniendo su porcentaje de recuperacion.

Recuperabilidad (%) = ABC plasma/ABC metanol x 100

Reproducibilidad del ABC Cromatografica: Se estudid realizando 6 preparaciones de
cada una de las concentraciones elegidas, una por la mafiana y otra por la tarde, para
poder evaluar las variaciones intradia, por el coeficiente de variacion (CV) obtenido de
las medias de las determinaciones de cada concentracion. Lo mismo se realizo durante
tres dias diferentes, para poder evaluar las variaciones interdia.

Limite de Deteccion y Cuantificacion: El limite de deteccion (LD) de la sulfametazina
se obtuvo con un margen de confianza de 3 veces la desviacion tipica del ABC de

plasma sin sulfametazina (solucion patrén blanca), segun la formula:

LC=KxDT/m
Donde
K = margen de seguridad (3)
DT = desviacion tipica de la solucion patron blanca

M = pendiente de la recta de regresion.

El limite de cuantificacion (LC) de la sulfametazina se obtuvo con un margen de
confianza de 10 veces la desviacion tipica del ABC de plasma sin sulfametazina

(solucidn patron blanca), segan la férmula:

LC=KxDT/m
Donde
K = margen de seguridad (10)
DT = desviacion tipica de la solucion patron blanca
M = pendiente de la recta de regresion
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I11.2.6. TRATAMIENTO FARMACOCINETICO

Los valores de la evolucion de las concentraciones plasmaticas de sulfametazina
en funcion del tiempo se ajustaron a modelos farmacocinéticos compartimentales y no
compartimentales basados en la teoria de los momentos estadisticos mediante los

programas de célculo de parametros farmacocinéticos PCnonlin V 4.0 y PKSolution.

Los criterios utilizados a la hora de elegir el modelo farmacocinético
compartimental al que mejor se ajustaban los datos obtenidos experimentalmente
fueron: el criterio de Akaike (AIC), el criterio de disminucién del sumatorio de los

residuales al cuadrado (Zres?) y la aleatoriedad en la distribucion de residuales

Los valores de las concentraciones plasmaticas obtenidos de cada animal fueron
procesados y ajustados de forma individual y posteriormente se procedié al calculo de la
media de los parametros farmacocinéticos entre los (n) individuos que conformaban

cada uno de los ensayos realizados.

II1.2.7. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se sometieron a un estudio descriptivo y se expresaron

como media aritmética, corregida por una medida de dispersion (desviacion estandar).

Se determino el tipo de distribucion de los valores de las variables mediante los

tests de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.

El estudio de la linealidad del método analitico y de la relacion entre las distintas
concentraciones de sulfametazina y el cociente entre area bajo la curva cromatografica
de sulfametazina y del patron interno se basé en la estimacion de la recta de regresion
mediante minimos cuadrados, comprobando la aleatoriedad, la linealidad y la
homogeneidad de varianzas. La medida de asociacion para la variable cuantitativa se
valord mediante el coeficiente de correlacion linear (r*). La bondad del ajuste se evalud

en funcion a la proximidad de este coeficiente a la unidad.
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Para comparar los resultados obtenidos en las diferentes pruebas se aplico el test

paramétrico de Andlisis de Varianza y los siguientes tests no paramétricos:
Test de Wilcoxon, para dos muestras relacionadas (edad y estado sanitario).
Test de Friedman, para mas de dos muestras relacionadas (edad).
Test de U de Mann-Whitney, para dos muestras independientes (especie).

El nivel de significacion fue de p < 0,05.

El estudio estadistico se llevo a cabo con el programa informatico SPSS 10.0
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IV. RESULTADOS

IV.1. METODO ANALITICO

Con el método cromatografico utilizado, tanto para la cuantificacion de
sulfametazina sodica en plasma bovino como en el bubalino, el farmaco eluyé a un
tiempo de retencion de 5,00 + 0,47 minutos, sin interferir con los picos correspondientes
al frente de solvente u otros correspondientes a componentes del plasma (Figuras 6 y
7).

Los ensayos de recuperabilidad en plasma arrojaron un valor promedio de 97,6 +

0,7% y 98,8 + 0,2 % en bovinos y bufalos, respectivamente.

En ambos grupos comparados, bovinos y bubalinos, el farmaco demostrd
comportamiento lineal cuando se inyectaron concentraciones estandar entre 1 y 100
pg/ml.  Con los valores resultantes (Tablas 9 y 10) se realizd un ajuste mediante

regresion lineal por minimos cuadrados, obteniéndose las siguientes ecuaciones:

Bovinos: ABC=31571.CC+ 7369
Coeficiente de ajuste r* = 0.997
Donde: ABC: area bajo la curva del pico cromatografico

CC: concentracién del analito

Bufalos: ABC =10979 . CC —4689.9
Coeficiente de ajuste r* = 0.9945
Donde: ABC: area bajo la curva del pico cromatografico

CC: concentracion del analito
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La representacion grafica de los resultados de la regresion lineal se muestra en

los Graficos 1y 2.

Se calcularon los coeficientes de variacidon intradia e interdia de los valores

medios para cada concentracion utilizada para la recta de regresion lineal.

Para bovinos: Para bufalos:
V intra-— 7.24 % V intra-— 6.33 %
V inter..= 8.31 % V inter-.= 9.11 %

Time: 0,303 Minutes Amp: 000011 ¥olts
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FIGURA 6: Cromatograma de una solucion de 20 pg/ml de sulfametazina
sodica en metanol.
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FIGURA 7: Cromatograma de una muestra de plasmatica con sulfametazina
sodica. (4,1 pg/ml).

TABLA 9: Datos de areas bajo la curva correspondientes a la recta de calibrado
para sulfametazina sdédica en plasma de bovino. Los valores individuales corresponden

al promedio de dos inyecciones.

Sulfametazina AREA BAJO LA CURVA (ABC)
sodica Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 MEDIA D.E.
(ug/ml) (mafana) (tarde) (manana) (tarde) ARITM.
1 38680 41609 31799 38930 37754 4186
5 179909 156884 130544 153986 155330 20188
10 320234 355696 295332 314117 321344 25233
40 1460973 1473878 1206096 1298518 1359866 129910
75 2214021 2219850 220658 2211340 2212952 5529
100 3066721 2995219 3620090 3333871 3253975 284278

D.E.: Desvio estandar
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TABLA 10: Datos de areas bajo la curva correspondientes a la recta de calibrado
para sulfametazina sddica en plasma bubalino. Los valores individuales corresponden al

promedio de dos inyecciones.

Sulfametazina AREA BAJO LA CURVA (ABC)
sodica Dia 1 Dia 1 Dia 2 Dia 2 MEDIA D.E.
(ug/ml) (mafana) (tarde) (mafana) (tarde) ARITM.
1 16328 15260 17263 15246 16254 1426
5 50488 48085 73547 75592 61928 1446
10 100725 104389 115671 117647 109608 1397
40 369861 380833 366047 383372 375028 12251
75 844628 877621 862774 857401 861124 23330
100 1138764 | 1156416 | 1012230 | 1028725 1084033 11664
ABC
50000007
45000007
4000000
35000007
30000007
2500000
2000000
1500000+
1000000+
5000007
0]
-500000]
-10000007
-1500000+
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160
CC(ng/ml)

GRAFICO 1: Representacion de la recta de regresion lineal de sulfametazina
sodica en plasma bovino.
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ABC
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GRAFICO 2: Representacion de la recta de regresion lineal de sulfametazina
sodica en plasma de bufalo.

El limite de deteccion, calculado con un coeficiente de seguridad de tres veces la
desviacion estandar del blanco, fue de 0,10 pg/ml y 0,15 pg/ml para plasma de bovino y

bufalo, respectivamente.

El limite de cuantificacidon, calculado con un coeficiente de seguridad de diez
veces la desviacion estandar del blanco, fue de 0,36 pg/ml y 0,5 pg/ml para plasma de

bovino y bufalo, respectivamente.
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IV.2. FARMACOCINETICA EN TERNEROS DE DIFERENTES EDADES

Las Tablas 11 a 14 inclusive, muestran los valores de las concentraciones
plasmaticas de sulfametazina sddica administrada por via endovenosa en dosis de 60
mg/kg a seis terneros a los 7, 21, 50 y 105 dias de vida. Se incluyen los datos
individuales de cada animal y las medias aritméticas + desvio estandar para cada tiempo
de extraccion de muestras. Los Graficos 3, 4, 5, 6 y 7 representan la curva de

concentracion plasmatica media + desvio estandar vs. tiempo para los mismos datos.

Los valores de los principales pardmetros farmacocinéticos obtenidos para
cada bovino se detallan en las Tablas 15 a 18 inclusive. Se muestran también los

valores promedio y desvio estandar de cada parametro.

El ajuste de las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo se efectud
en todos los animales a ecuaciones biexponenciales y el modelo que describié mejor el

comportamiento cinético del farmaco es el bicompartimental.

Durante el ensayo realizado con los animales neonatos (7 dias de vida) se tuvo
que descartar el ternero numero 5 debido a que presentd un ligero cuadro diarreico a las
3 horas de la inyeccion del producto, el que posteriormente desaparecio, no teniendo
relacion con la administracion del farmaco. Sin embargo, dicho animal fue considerado

luego para continuar con el estudio.

En el mismo grupo, la concentracion plasmatica maxima (Cy)) fue de 242,4 +
47,6 ug/ml, dicha concentracion disminuyd rapidamente (fase distributiva),
aproximadamente hasta la hora de administrado el farmaco, para luego eliminarse en
forma lenta (t,g 9,46 £ 0,9 h).

Se mantuvieron concentraciones plasmaticas terapéuticas (> 50 pg/ml) hasta las

16 horas pos-administracion.

El grupo de 21 dias de vida presentd una concentracion plasmatica maxima
(Co) de 222,4 + 21,8 pg/ml. La fase distributiva, segun surge de la inspeccion de las
curvas de disposicion plasmadtica, tuvo un patrén similar al grupo de 7 dias, mientras

que la eliminacion fue un proceso levemente mas lento.
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En el ensayo sobre animales de 50 dias de vida se alcanzo6 una Cp) algo inferior
a los grupos anteriores (185,2 + 23,2 ng/ml). La fase distributiva se caracterizé por una
rapida caida de las concentraciones plasmaticas hasta la hora posterior a la
administracion, apareciendo luego un nuevo pico plasmatico en la muestra tomada a las
dos horas post-administracion. A pesar de ello, la fase de eliminacion se caracterizé por

una semivida mas corta (t, g 8,32 + 0,96) que la hallada en las edades anteriores.

En los bovinos de 105 dias de edad, el proceso distributivo se prolong6 hasta los
45 minutos post-administracion, ocurriendo, similarmente al grupo anterior, un pico

plasmatico secundario entre la toma de 1 hora y la de 4 horas post-administracion.

La semivida de eliminacion fue mas corta que para todos los otros grupos (tug
7,45 + 1,04 h), manteniéndose concentraciones terapéuticas solo hasta las 12 horas post-

administracion.

Se han determinado diferencias estadisticas entre las diferentes edades en
algunos parametros farmacocinéticos. En la Tabla 19 se detallan los grupos que

presentaron diferencias en la Prueba de Friedman.
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TABLA 11: Concentraciones plasmaticas de sulfametazina sodica en terneros de
7 dias de vida. NC: muestra no cuantificada

Tiempo | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL DESV
(hs.) 1 2 3 4 6 MEDIA | EST.
0,083 279,56 420,13 396,21 436,87 401,27 386,8 62,1
0,16 343,56 414,37 378,45 395,45 376,45 381,7 26,2
0,33 318,57 390,61 316,54 NC NC 341,9 42,2
0,5 275,12 290,13 266,32 301,45 NC 2833 15,6
0,75 201,35 295,36 221,78 273,89 243,45 247,2 38,1
1 186,75 271,21 198,26 226,19 169,12 210,3 39,9
2 161,45 261,26 175,23 186,95 136,09 184,2 47,1
4 143,31 210,32 155,41 165,45 117,94 158,5 34,0
6 96,85 172,61 121,32 131,45 86,49 121,7 33,7
8 116,42 128,54 98,74 87,52 81,43 102,5 19,7
12 84,15 111,84 73,21 221,6 64,19 111,0 64,4
16 48,32 79,15 56,25 64,2 42,78 58,1 14,3
24 27,95 31,25 41,54 24,83 NC 31,4 7,3
36 13,08 19,17 27,14 NC 23,47 20,7 6,0
48 6,21 11,54 12,43 8,42 9,73 9,7 2,5

TABLA 12: Concentraciones plasmaticas de sulfametazina sodica en terneros de
21 dias de vida. NC: muestra no cuantificada

Tiempo

ANIMAL|ANIMAL|ANIMAL(ANIMAL| ANIMAL | ANIMAL DESV.
(hs.) 1 2 3 4 5 6 MEDIA | EST.
0,083 | 391,19 | 416,51 | NC | 375,19 | NC | 401,58 |396,12| 17,4
0,16 | 364,85 | 385,27 | 365,71 | 361,09 | 323,14 | 343,15 | 357,20 | 21,4
0,33 | 291,08 | 364,09 | 322,1 | 321,12 | 271,18 | 254,19 | 303,96 | 39,9
0,5 NC | 296,19 | 263,1 | 21647 | 213,08 | 201,57 | 238,08 | 40,1
0,75 | 264,41 | 237,71 | 209,57 | 214,41 | 183,19 | 231,98 |223,55| 27,7
1 217,45 | 198,19 | 1742 | 185,42 | 148,87 | 191,77 | 18598 | 23,2
2 132,56 | 176,49 | 136,13 | 17531 | NC | 16342 |156,78 | 21,1
4 NC | 14327 | NC | 163,52 | 136,02 | 136,28 | 144,77 | 12,9
6 101,45 | 116,19 | 91,84 | 120,54 | 117,45 | 12046 | 111,32 | 11,9
8 9824 | 78,97 | 6423 | NC | 89,15 | 101,19 | 86,36 | 15,1
12 7923 | 61,19 | 46,23 | 10542 | 6549 | 83,41 | 73,50 | 20,5
16 64,19 | 4345 | 37,08 | 9834 | 4826 | 64,15 | 59,25 | 22,1
24 38,7 | 29,11 | 21,44 | 4563 | 33,18 NC | 33,61 | 9,2
36 19,57 | 17,08 | 11,51 | 2827 | 1944 | 21,08 | 19,49 | 5.5
48 12,54 | 734 | 481 | 1545 | 1132 | 9,15 | 10,10 | 3.8

70



Resultados

TABLA 13: Concentraciones plasmaticas de sulfametazina sodica en terneros de
50 dias de vida. NC: muestra no cuantificada

Tiempo [ANIMAL |ANIMAL |ANIMAL|ANIMAL [ ANIMAL | ANIMAL DESV
(hs.) 1 2 3 4 5 6 |MEDIA| EST.

0,083 | 291,52 | 321,54 | 322,1 | 305,44 | 299,57 | 341,77 | 313,60 | 22,7
0,16 | 260,72 | 295,15 | 289,55 | 270,24 | 246,75 | 301,42 | 278,72 | 23,7
0,33 | 216,23 | 271,65 | 223,08 | 231,77 | 191,02 | 278,56 | 236,11 | 37,6
0,5 | 191,45 | 216,32 | 176,32 | 180,65 | 132,97 | 216,27 | 186,67 | 34,5
0,75 | 1332 | 18523 | 141,8 | 148,63 | 98,84 | 171,77 | 146,17 | 33,9
1 101,98 | 12825 | 122,56 | 135,22 | 175,29 | 126,68 | 130,95 | 26,9
2 126,37 | 216,94 | 176,15 | 124,48 | 121,05 | 199,21 | 168,53 | 38,4
4 176,19 | 125,23 | 131,32 | 101,55 | 89,24 | 136,08 | 126,60 | 30,3
6 103,21 | 77,16 | 98,54 | 86,24 | 68,85 | 104,91 | 89,82 | 14,8
8 88,85 | 64,26 | 78,56 | 71,42 | 53,12 | 83,01 | 73,20 | 13,1
12 51,19 | 67,32 | 5435 | NC 672 | 61,09 | 6023 | 7,3
16 2945 | 3585 | NC 39,1 | 27,16 | 42,83 | 34,88 | 6,5
24 12,57 | 1411 | 21,89 | 21,55 | 13,85 | 24,7 | 18,11 | 5.2
36 5,62 831 | 11,65 | 11,66 | 845 13,53 | 9,87 | 2.9
48 2,73 3,22 5,27 7,24 3,57 3,82 | 431 | 1,7

TABLA 14: Concentraciones plasmaticas de sulfametazina sodica en terneros de
105 dias de vida. NC: muestra no cuantificada. MLC: Menor al limite de cuantificacion.

Tiempo | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL | ANIMAL DESV
(hs.) 1 2 3 4 5 6 MEDIA| EST.

0,083 | 317,41 | 101,75 | 291,56 | 361,32 | 316,25 | 215,02 |267,22| 94,3
0,16 | 301,25 298,8 315,85 | 307,41 | 307,23 296 130442 7,2
0,33 | 298,89 | 226,52 | 231,84 | 291,52 | 281,61 | 216,41 (257,80| 36,8
0,5 216,25 | 161,54 | 173,51 | 274,31 | 246,29 | 196,32 |211,37| 43,2

0,75 32,98 116,07 | 162,85 | 211,16 | 194,37 | 131,21 |141,44| 64,2
1 175,54 | 232,15 125,6 184,26 | 123,82 | 98,32 (156,62 49,5

2 129,65 | 171,43 | 213,47 | 224,85 | 103,65 | 176,46 [169,92| 46,8
4 265,32 123,9 164,25 | 176,55 | 198,24 | 94,53 |170,47| 59,6
6 193,73 91,41 103,51 98,71 116,73 73,51 |112,93| 42,1
8 118,85 53,62 86,32 71,21 94,5 51,85 | 79,39 | 25,8
12 89,06 31,24 54,23 59,16 73,08 41,94 | 58,12 | 20,9
16 48,59 22,69 NC 31,26 45,83 27,1 35,09 | 11,5
24 21,09 9,17 16,07 17,26 23,19 17,35 | 17,36 | 4,8
36 NC 3,21 9,82 9,06 16,42 6,61 9,02 4,9
48 3,64 MLC 4,16 2,19 5,91 1,53 3,49 1,7
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GRAFICO 3: Representacion de la disposicién plasmética individual de
sulfametazina sddica administrada por via endovenosa en bovinos de 7 dias de edad.
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GRAFICO 4: Representacion de la disposicion plasmatica individual de
sulfametazina sddica administrada por via endovenosa en bovinos de 21 dias de vida.
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GRAFICO 5: Representacion de la disposicion plasmatica individual de
sulfametazina sodica administrada por via endovenosa en bovinos de 50 dias de vida.
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GRAFICO 6: Representacion de la disposicién plasmética individual de
sulfametazina sédica administrada por via endovenosa en bovinos de 105 dias de vida.
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GRAFICO 7: Representacion semilogaritmica de la disposicion plasmatica de
sulfametazina sodica administrada por via endovenosa en bovinos de diferentes edades.

74



Resultados

TABLA 15: Valores de parametros farmacocinéticos de sulfametazina sodica en
bovinos de 7 dias de vida.

PARAMETRO | An.#1 | An.#2 | An.#3 | An.#4 | An.#6 | Media | D.E.
Coo) (png/ml) 2299 308,8 235,6 242.6 195.4 242,42 | 47,68
AUC (pg-h/ml) | 25253 3545,7 2935,8 2750,0 2435,0 | 2838,36 441,11

Vb areay (L/KZ) 0,286 0,212 0,290 0,264 0,351 0,281 0,05
B (1/h) 0,080 0,076 0,066 0,080 0,066 0,074 0,007

t1 B) (h) 8,62 906 | 1047 | 871 | 1048 | 946 | 0,93

CLg (ml/h/kg) 23,05 16,23 19,21 21,64 23,23 20,67 2,96

MRT 12,8 13,3 16,6 12,6 16,1 14,28 1,91

TABLA 16: Valores de parametros farmacocinéticos de sulfametazina sodica en
bovinos de 21 dias de vida.

PARAMETRO |An.#1|An.#2|An.#3|An.#4 | An.#5| An.#6 | Media | D.E.
Coo) (ng/ml) | 2312 | 241,8 | 2006 | 243,0 | 190,7 | 227.4 | 2224 | 21,8
AUC (ug-h/ml) | 2725,9 | 2464,5 | 1945,0 | 3431,8 | 2474,1 | 2905,1 | 2657,7 | 498,8
Vbare) (L/kg) | 0,303 | 0,290 | 0350 | 0,270 | 0,350 | 0,280 | 0,307 | 0,035
B (1/h) 0,068 | 0,080 | 0,084 | 0,061 | 0,065 | 0,069 | 0,071 | 0,009

ty (B) (h) 1021 | 870 | 822 | 11,42 | 10,66 | 10,01 | 9,87 | 1,20
CLz (mlh/kg) | 20,61 | 23,47 | 29,96 | 1627 | 22,65 | 19,750 | 22,11 | 4,59
MRT 165 | 134 | 124 | 176 | 165 | 148 | 152 | 2,0

TABLA 17: Valores de parametros farmacocinéticos de sulfametazina sodica en
bovinos de 50 dias de vida.

PARAMETRO |An.#1|An.#2 | An.#3 |An.#4 | An.#5| An.#6 | Media | D.E.
Coo) (pg/ml) 184,2 | 203,0 | 175,6 | 152,3 | 210,8 | 186,4 | 185,2 | 23,2
AUC (ug-h/ml) | 1843,3 | 1956,2 | 2077,3 | 14974 | 2251,7 | 1988,0 | 1935,6 | 254,4
Vparea (L/kg) | 0,330 | 0,320 | 0,360 | 0,460 | 0,310 | 0,408 | 0,365 | 0,059
B (1/h) 0,095 | 0,093 | 0,077 | 0,086 | 0,085 | 0,070 | 0,084 | 0,010

t12 (B) (h) 7,26 7,46 9,01 8,19 8,19 9,83 8,324 | 0,965
CLg (ml/h/kg) | 32,05 | 33,13 | 27,96 | 38,97 | 26,12 | 28,73 | 31,16 | 4,631
MRT 9,9 10,5 12,6 11,8 12,1 14,2 11,85 | 1,53
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TABLA 18: Valores de parametros farmacocinéticos de sulfametazina sodica en
bovinos de 105 dias de vida.

PARAMETRO | An.#1 | An.#2 | An.#3 | An.#4 | An.#5| An.#6 | Media | D.E.
Coo) (png/ml) 174,9 | 179,5 | 202,6 203,8 | 2083 | 1684 | 192,5 | 17,5
AUC (ug-h/ml) | 2404,0 | 1519,7 | 2150,0 | 2002,2 | 2398,1 | 1581,7 | 2009,3 | 381,1
Vb @reny (L/kg) | 0,271 | 0,320 | 0,310 0,310 | 0,310 | 0,380 | 0,317 | 0,035
B (1/h) 0,091 | 0,110 | 0,087 0,085 | 0,070 | 0,098 | 0,090 |0,013
ti2(B) (h) 7,65 5,80 8,01 7,30 8,95 7,08 7,45 1,04
CLg (ml/h/kg) | 24,55 | 38,79 | 27,29 29,62 | 24,24 | 37,56 | 30,34 | 6,38
MRT 11,0 7,7 10,7 10,0 13,2 10,3 10,48 | 1,77

TABLA 19: Comparacion estadistica entre las medias aritméticas de los cuatro
grupos testados. Diferentes subindices indican diferencias significativas.

PARAMETRO 7 dias 21 dias 50 dias 105 dias
AUC (pg-h/ml) 2838,3, 2657,7 ab 1935,6 . 2009,3 b,e
Vb @areay (L/Kg) 0,281 0,307 0,365 0,317

B (1/h) 0,074 , 0,071 4 0,084 b, 0,090 .
ti12(B) (h) 9,46 , 9,87 ap 8,32 by 7,45 .
CLg (ml/h/kg) 20,67 , 22,11 ap 31,16 30,34 1,

MRT 14,3 , 15,2, 11,84 10,54

a-b-c: diferentes subindices indican diferencias significativas.
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IV.3. FARMACOCINETICA EN ANIMALES CON CUADRO FEBRIL

Las Tabla 20 muestra los valores de las concentraciones plasmaticas de
sulfametazina sodica administrada por via endovenosa en dosis de 60 mg/kg a cinco
bovinos rumiantes con cuadro febril inducido por la inyeccion de lipopolisacarido de
Escherichia coli serotipo 055:B5 a una concentracion de 1 pg/ml en solucion salina
isotonica por via endovenosa a la dosis de 0.1 pg/kg més una segunda inoculacion de
0.05 pg/kg a las ocho horas de la primera. Se excluyd el animal 6 debido a
inconvenientes en la toma y conservacion de la muestra. Se incluyen los datos
individuales de cada animal y las medias aritméticas + desvio estdndar para cada
tiempo de extraccion de muestras. El Grafico 8 representa la curva de concentracion
plasmatica media + desvio estandar vs. tiempo para los mismos datos, y el Grafico 9

compara con las concentraciones plasmaticas de los bovinos de 105 dias.

La induccién del cuadro febril se verific6 mediante control de las frecuencias
cardiaca, respiratoria y temperatura rectal a lo largo de todo el muestreo de sangre. Los
Gréficos 10, 11 y 12 muestran la evolucién de frecuencia cardiaca, respiratoria y

temperatura rectal promedio.

El ajuste de las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo se efectiio
en todos los animales a ecuaciones biexponenciales y el modelo que describidé mejor el

comportamiento cinético del farmaco es el bicompartimental.

La concentracion plasmatica al tiempo cero (C, (o)) fue de 123,9 + 36,8 ng/ml,
dicha concentracién disminuy6 rapidamente (fase distributiva), aproximadamente hasta
la hora de administrado el firmaco, para luego eliminarse con una semivida (t,, g 5,56 +
0,81 h).

Se mantuvieron concentraciones plasmaticas terapéuticas (> 50 pg/ml) hasta las

12 horas post-administracion.

Los valores de los principales pardmetros farmacocinéticos obtenidos, sus
promedios y desvio estandar para cada bovino sano se detallaron en las Tablas 15 a 18

y los correspondientes a los bovinos con cuadro febril en la Tabla 21.
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En la Tabla 22, se muestran los resultados de la comparacion estadistica (Test
de Mann-Whitney) entre los animales sanos (grupo de 105 dias de vida) y los febriles
para los principales parametros farmacocinéticos.

TABLA 20: Concentraciones plasmaticas de sulfametazina sddica en bovinos de
135 dias de vida con cuadro de hipertermia inducida por endotoxina. NC: muestra no
cuantificada. MLC: Menor al limite de cuantificacion.

Tiempo |ANIMAL|ANIMAL|ANIMAL|ANIMAL |[ANIMAL DESV
(hs.) 1 2 3 4 5 |MEDIA| EST.

0,083 292,45 | 276,48 | 215,15 | 301,24 | 245,19 266,94 | 31,9
0,16 232,74 | 221,41 | 181,47 | 227,41 | 231,84 |218,55| 19,2
0,33 191,18 | 146,07 132,1 196,54 | 175,25 | 165,44 26,1

0,5 116,74 | 167,83 85,41 132,02 | 123,32 [ 121,09 28,3
0,75 98,45 121,47 | 61,47 85,08 146,17 | 98,08 | 31,2
1 86,18 83,45 116,2 61,1 116,35 | 87,39 | 24,8
2 124,08 61,47 73,08 116,21 98,16 | 87,91 | 29,2
4 76,29 47,1 58,09 81,07 76,75 | 72,95 | 18,1
6 48,84 19,4 43,54 62,37 58,39 | 50,68 | 18,2
8 31,89 11,27 27,19 34,41 32,15 | 31,73 | 13,5
12 23,47 11,88 13,5 41,09 28,19 | 24,60 | 10,9
16 16,85 4,31 NC 22,81 19,85 | 15,21 7,2
24 7,2 4,72 3,21 NC 8,76 5,97 2,5
36 2,81 1,59 1,41 MLC 3,77 2,40 1,1
48 MLC MLC MLC MLC 1,71 1,71 0,0
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GRAFICO 8: Representacion de la disposicion plasmatica individual de
sulfametazina sddica administrada por via endovenosa en bovinos de 135 dias con
hipertermia inducida por endotoxina de E. coli.
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GRAFICO 9: Representacion semilogaritmica de la disposicion plasmatica de
sulfametazina sodica administrada por via endovenosa en bovinos de 105 dias vs
bovinos de 135 dias con hipertermia inducida por endotoxina de E. coli
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GRAFICO 10: Frecuencia cardiaca promedio en bovinos de 135 dias tratados con
endotoxina de E. coli.
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GRAFICO 11: Frecuencia respiratoria promedio en bovinos de 135 dias tratados
con endotoxina de E. coli.
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Temperatura rectal
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GRAFICO 12: Temperatura rectal promedio en bovinos de 135 dias tratados con
endotoxina de E. coli.

TABLA 21: Valores de pardmetros farmacocinéticos de sulfametazina sodica en
bovinos con hipertermia inducida por endotoxina de Escherichia coli.

PARAMETRO | An.#1 An. #2 An.#3 An. # 4 An. #5 Media D.E.
Co0) (ug/ml) 137.,8 104,8 109,4 133,7 134,0 123,94 | 15,54

AUC (ug-h/ml)| 1009,2 585,5 722,0 1107,70 882,3 861,34 | 211,24

Vb @reny (L/kg)| 0,500 0,720 0,610 0,531 0,449 0,559 | 0,108

B (1/h) 0,120 | 0,140 | 0,134 | 01100 | 0,138 | 0,126 | 0,017

t2 () (h) 5,78 4,96 5,16 6,90 5,03 556 | 0,81
CLs (mlh/kg)| 58,10 | 100,51 | 91,91 5334 | 61,78 | 73,128 | 21,49
MRT 8,3 6,9 6,8 9,8 7.3 7,820 | 1,256
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TABLA 22: Parametros farmacocinéticos de sulfametazina sédica administrada
por via intravenosa, determinados en bovinos rumiantes sanos y con hipertermia inducida
por endotoxina de E. Coli. Se indican las diferencias significativas en la estadistica del
Test de Mann-Whitney (P<0,05).

PARAMETRO Sanos Febriles
Cooy (ug/ml) 192,5 123,94 + 15,54
AUC (ug-h/ml) 2009,3 , 861,34 +211,24 4
Vo e (L/kg) 0317, 0,559 + 0,108
B (1/h) 0,090 , 0,126 + 0,017 4
t 12 (B) (h) 745, 556+ 0,81 4
CLp (ml/h/kg) 30,34 , 73,128 + 21,49
MRT 10,5, 7,82 +1,25

a-b: Diferentes subindices indican significacion estadistica
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IV.4. FARMACOCINETICA EN BUFALOS DE AGUA

La Tabla 23 muestra los valores de las concentraciones plasmaticas de
sulfametazina sddica administrada por via endovenosa en dosis de 60 mg/kg a seis
bufalos rumiantes. Se incluyen los datos individuales de cada animal y las medias
aritméticas + desvio estandar para cada tiempo de extraccion de muestras. El Grafico
13 representa la curva de concentracion plasmatica media + desvio standard vs. tiempo
para los mismos datos comparativamente con la curva de disposicion plasmatica de

sulfametazina en bovinos adultos.

Los valores de los principales parametros farmacocinéticos obtenidos para cada
animal se detallan en la Tabla 24. Se muestran los valores promedio y desvio estandar
de cada parametro. Se excluydo el animal n° 2 debido a que se produjeron

extravasaciones durante la administracion.

El ajuste de las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo se efectiio
en todos los animales a ecuaciones biexponenciales, y el modelo que describidé mejor el

comportamiento cinético del firmaco es el bicompartimental.

Los resultados de las comparaciones estadisticas para los principales pardmetros

farmacocinéticos se detallan en la Tabla 25.
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TABLA 23: Concentraciones plasmaticas de sulfametazina sédica en bufalos

adultos. NC: muestra no cuantificada.

Tiempo| BUFALO | BUFALO | BUFALO | BUFALO | BUFALO DESV
(min.) 1 3 4 5 6 MEDIA| EST.
0,083 261,53 242,06 NC 68,88 304,43 219,231 103,56

0,16 177,52 291,17 177,52 152,16 255,48 210,77 | 59,39
0,33 260,65 241,44 NC 217,17 222,58 123546 19,75
0,5 158,55 144,18 121,30 152,68 214,64 158,27 | 34,55
0,75 72,58 62,19 132,73 216,85 171,45 131,16 | 65,49
1 117,76 105,54 111,51 178,18 163,39 135,28 | 33,12
2 181,20 160,17 50,43 118,41 196,93 141,43 | 58,79
4 100,20 88,81 61,80 113,76 115,98 96,11 | 22,10
6 71,00 62,79 NC 75,63 62,07 67,87 | 6,57
8 43,65 38,55 27,74 34,98 70,42 43,07 | 16,35
12 47,82 42,58 33,04 21,97 52,72 39,63 | 12,27
24 8,61 6,83 9,52 NC 19,45 11,10 | 5,68
36 2,58 1,71 3,07 4,78 6,72 3,77 1,99
48 NC 0,58 0,94 5,51 NC 2,34 2,75
Bovinos
500 7 Bufalos
400
——Dbovinos 105 dias
300 7 —=— bufalos
N
g’ 200 A
100
0 -
-100 -
0 10 20 30 40 50
tiempo (h)

GRAFICO 13: Representacion de la disposicion plasmatica de sulfametazina
sodica administrada por via endovenosa en bufalos y bovinos adultos.
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TABLA 24: Valores de parametros farmacocinéticos de sulfametazina sodica en
bufalos adultos.

PARAMETRO | An.#1 | An.#3 | An.#4 | An.#5 An.#6 Media D.E.
Cpo) (ng/ml) 170,1 158,6 108,0 131,0 204,2 154,38 | 36,89

AUC (ug-h/ml) | 1454,6 | 13142 | 977,0 | 1336,0 | 1824,3 | 1381,22 | 304,80
Vi arey (L/kg) | 0,300 | 0,366 | 0,595 | 0,530 | 0306 | 0,425 | 0,129
B (1/h) 0,120 | 0,124 | 0,102 | 0,080 | 0,104 | 0,106 | 0,017
tiB) (h) | 557 | 557 | 678 | 8,60 6,68 | 6,644 | 1,243
CLy (ml/h/kg) | 40,66 | 4549 | 60,83 | 42,72 | 31,76 | 44,294 | 10,578
MRT 7.8 7,6 9,8 11,1 9,7 | 9,200 | 1,478

TABLA 25: Pardmetros farmacocinéticos de sulfametazina sddica administrada
por via intravenosa, determinados en bovinos y bufalos adultos. Se indican las
diferencias significativas en la estadistica del Test de Mann-Whitney (P<0,05).

PARAMETRO Bovinos Bufalos
Cpo) (ug/ml) 192,5 154,38 + 36,8
AUC (pg-h/ml) 2009,3 , 1381,22 +304,8

Vb areay (L/K) 0,317 0,425 +0,12
B (1/h) 0,090 0,106 + 0,017
tip (B) (h) 7,45 6,644 + 1,24
CLg (ml/h/kg) 30,34, 44,294 + 10,57 4,
MRT 10, 5 9,20 + 1,47

a-b: Diferentes subindices indican significacion estadistica.
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IV.5. ESTADISTICA

Las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smimov y Shapiro —Wilk muestran
que con el primer método la significacion no es valida debido al reducido tamafio de la
muestra. El analisis estadistico con la prueba de Shapiro-Wilk indican la normalidad de
la muestra (p< 0,05) (Anexo 1).

El resultado de las pruebas no paramétricas, tal y como se describe en el
apartado de material y métodos I1.2.7 con un nivel de significacion de p< 0,05.) se

presentan en Anexo 2.
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V. DISCUSION

V.1. MATERIAL

V.1.1.MATERIAL BIOLOGICO

Los animales empleados en el estudio fueron bovinos machos, de raza Holando
argentino (nacidos, criados y alimentados en iguales condiciones). Dichos animales se
utilizaron a los 7, 21, 50 dias de vida y como adultos sanos (105 dias) y enfermos
(135dias). Esta seleccion de los individuos se realizd siguiendo el principio que indica
que la homogeneidad en el grupo de animales empleados para estudios
farmacocinéticas, en los que no se utiliza un gran niimero de sujetos, es un factor

importante para poder reducir al minimo la variabilidad interindividual.

Para la seleccion de los animales se siguid un sistema de prioridades a fin de
mantener la uniformidad del grupo. De esta manera, se tuvieron en cuenta los

siguientes factores (Baggot, 2001):

1. El estado de salud se considerd6 como condicion principal para la inclusion de los
sujetos en el grupo de estudio. Cualquier indicio sobre posibles afecciones en el
estado general, la funcidén circulatoria, gastrointestinal, hepatica o renal de los

animales seria considerado como causa de exclusion.

2. Laedad a la que se realizaron los estudios en los terneros fue elegida en funcion del
desarrollo de los sistemas excretores (renal, hepatico) y del sistema digestivo,

debido a la importancia del mismo en la disposicion de los fArmacos en rumiantes.

3. Raza. Para conservar la uniformidad del sistema experimental se seleccionaron
animales que pertenecieran a una misma raza. Se escogié la raza Holando

Argentino por ser la mas representativa de la poblacion.

Dada la homogeneidad del grupo en estudio y de los resultados obtenidos, puede
considerarse que el nimero de animales utilizados (6 terneros) fue suficiente para la
realizacion del estudio farmacocinético. Debido a razones éticas se busco trabajar con
un numero reducido de animales, que a su vez, permitiera llevar a cabo un estudio

farmacocinético valido. EIl nimero de individuos empleados fue similar al utilizado en
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otros trabajos que habian sido desarrollados con sulfamidas bovinos (Nouws et al.,
1986b; Nouws et al., 1989a; Nouws et al., 1991), en bufalos (Mody & Malik 1997) y en
otras especies (Van Gogh et al., 1977; Srivastava et al., 1988; Elsheikh et al.,1991;
Witkamp et al., 1992; Ratz et al., 1995; Van Duijkeren et al., 1995; Kumar et al., 1998;
Peck et al., 2002; Kumar & Malik 2003).

También se utilizaron 6 bubalinos (Bufalos de agua) machos, de peso y edades
semejantes a los de los bovinos con objeto de atribuir las posibles diferencias que se
encontraran a la especie y no a otros factores como ya acabamos de mencionar. El
planteamiento anterior en cuanto a nimero de individuos y a las razones éticas del

trabajo se considero también para este grupo.

V.1.2. FARMACOS Y PRODUCTOS BIOLOGICOS UTILIZADOS,
REACTIVOS E INSTRUMENTACION

El patrén y la especialidad farmacéutica de sulfametazina fueron provistos por el
Laboratorio de Especialidades Veterinarias Allignani S.R.L. (Santa Fe, Argentina).
Para la manipulacion y almacenamiento de los mismos se siguieron las instrucciones

recomendadas por dicho laboratorio.

Se realizaron controles periddicos de mantenimiento, calibrado y limpieza de los
aparatos utilizados para la deteccion y el procesado de los datos siguiendo las

instrucciones recomendadas y teniendo en cuenta las Buenas Practicas de Laboratorio.

Con este sistema se intentd asegurar la maxima calidad de los productos a
utilizar, el buen estado de los instrumentos y por tanto, la integridad de los datos
obtenidos.

Para la induccion del cuadro febril se escogio el lipopolisacarido de pared de
Escherichia coli del serotipo 055:B5, utilizado en varios ensayos similares por otros
autores (Wilson et al., 1983; Spurlock et al., 1985; Jernigan et al., 1988b; Ahmad et al.,
1994; Kumar & Malik, 2001). Escherichia coli es un patdogeno ampliamente distribuido
en las explotaciones ganaderas y las enfermedades relacionadas con el mismo son de
frecuente aparicion.  Se prefiri6 la administracion de toxina a una infeccion

experimental mediante inoculacion del microorganismo porque brinda una respuesta
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relativamente uniforme en cuanto a la produccion de sintomatologia y a la duracion de
la misma, a la vez que disminuye los riesgos que conlleva la manipulacién de

patogenos.

V.2. METODOS

V.2.1.PRODUCCION EXPERIMENTAL DEL CUADRO FEBRIL

Se siguieron las pautas del protocolo descrito por Kume & Garg (1986), que fue
previamente ensayado, para esta raza y en nuestras condiciones experimentales, en dos

animales que no fueron incluidos en el resto de las pruebas.

Se administrd una primera dosis de pirégeno (0,1 pg/kg) y una hora mas tarde se
procedid a la inyeccion de la sulfametazina por via intravenosa. Esta dosis se escogio
en funcion de las observaciones realizadas por numerosos autores que utilizan dosis
similares (0,1-0,2 pg/kg) de lipopolisacarido en las distintas especies para la produccion
experimental de un cuadro febril (Groothuis et al., 1978; Wilson et al., 1984; Salam
Abdullah & Baggot, 1984, 1986; Kume & Garg, 1986; Ahmad ef al., 1994; Waxman et
al., 2003). Sin embargo, se han llegado a administrar dosis de 0,5 pg/kg en gatos
(Jernigan et al., 1988b), 1 ng/kg en ovejas, terneros y bufalos (Semrad et al., 1993;
Singh et al., 1998; Chaudhary et al., 1999; Kumar & Malik, 2001, 2003), 1,5 pg/kg en
cerdos (Ladefoged, 1979a), 10 ug/kg en caballos (Spurlock et al., 1985) y hasta 25
ng/kg en bovinos (Andersen et al., 1996).

Tras administrar la toxina, el momento indicado para la administracion del
farmaco a ensayar difiere segun los distintos autores que estudiaron la influencia de la
endotoxina de Escherichia coli en el comportamiento cinético de los fArmacos, ya que,
mientras que algunos administran el farmaco cuando la temperatura corporal aumenta
1°C (Wilson et al., 1983, 1984: Jernigan et al., 1988a, 1988b; Ahmad et al., 1994), otros
lo hacen una hora después de administrada la toxina (Ladefoged, 1979a; Salam
Abdullah & Baggot, 1984, 1986; Kume & Garg, 1986). Al ensayar el método, en los
dos bovinos que se destinaron a tal fin, se obtuvieron a la hora de la administracion de la
endotoxina, aumentos de temperatura cercanos a un grado centigrado por lo que se
decidi6 administrar la sulfametazina una hora después de la inyeccion del

lipopolisacarido, lo cual aunaba ambos criterios.

89



Discusion

Debido a que la temperatura corporal de los animales experimenta un descenso,
que comienza a partir de las 4-5 horas de la administracion de la toxina (Grafico 12), se
realiz6 una segunda inyeccion del pirdgeno, a la mitad de la dosis inicial (0,05 pg/kg), 8
h después de la primera administracion, con el fin de prolongar el mantenimiento del
sindrome febril, al igual que en el protocolo descrito por Kume & Garg (1986). De esta
manera, se logr6 que la temperatura se mantuviera por encima de los niveles basales
hasta 12 horas después de la administracion de sulfametazina (13 horas después de la
primera administracién de la toxina). Con el protocolo escogido se intenta lograr una
duracion del sindrome febril que de lugar a que las posibles modificaciones que se
producen con el mismo ejerzan su influencia en la disposicion del farmaco, ya que
segiin los datos disponibles en la literatura, hacian pensar en que la presencia de la
sulfametazina en el organismo de estos animales superara las 8 horas de duracién que
suponia una sola administracion de la toxina (LPS). Con este protocolo nos
asegurabamos que la influencia del sindrome febril afectara el mayor tiempo posible a
la permanencia del farmaco en los bovinos y asi se asemejara en lo posible a lo que
sucede en los casos reales de hipertermia en el ganado. La hipertermia no puede ser
prolongada por mucho mas tiempo, debido a que la administracion parenteral de la
toxina resulta en un aumento de la resistencia a sus efectos pirogénicos, lo que puede
estar relacionado con la formacién de anticuerpos, con la estimulacion del sistema
reticulo endotelial o con un aumento de la degradacion de la toxina (Van Miert ef al.,
1982; Jernigan et al., 1988b).

En funcion de los resultados obtenidos, este protocolo resulta adecuado y por lo
tanto valido para el objetivo propuesto inicialmente, como veremos en el apartado

correspondiente V.5.

V.2.2. PROTOCOLOS DE ADMINISTRACION DEL FARMACO,
OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

La dosis de sulfametazina a administrar (60 mg/kg en material y métodos y
resultados mg/kg) se escogid teniendo en cuenta las indicaciones sobre dosificacion en
la especie bovina (Nouws et al., 1988b; Nouws et al., 1989b) y a su vez, estd en

concordancia con trabajos en los que se administr6 este mismo farmaco en diversas
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especies (Srivastava et al., 1989; Elsheikh et al., 1991; Bulgin ef al., 1991; Evrard et al.,
1995).

Debido a la complejidad que presenta el aparato digestivo de las especies
rumiantes y con el objeto de poder establecer con absoluta seguridad que las posibles
diferencias encontradas en los animales de diferentes edades, se debieran
exclusivamente a este factor y no a otros como grado de biodisponibilidad por
diferentes vias o retraso en los procesos de absorcidon, metabolismo etc., como
consecuencia del paso por preestomagos, etc, se opto por utilizar la via endovenosa y asi
poder trabajar con biodisponibilidades totales. Por otro lado y por semejantes motivos,
y de cara a las comparaciones mas precisas por estado de salud y especie, se considerd
que esta via seria la idonea para conseguir unos resultados mas fiables. (Nouws et al.,
1991; Mody & Malik, 1997; Shoaf et al., 1989; Watson et al., 1987).

El protocolo de toma de muestras cumplié con el objetivo de abarcar un periodo
que finalizara cuando las concentraciones plasmaticas se encontraran por debajo del
limite de cuantificacion 0,36 pg/ml. Dicho protocolo se disenid de acuerdo a los
estudios sobre la farmacocinética de sulfamidas en general y sulfametazina en particular
llevados a cabo en bovinos y otras especies (Nielsen et al., 1978; Righter ef al., 1979;
Shoaf et al., 1987; Shoaf et al., 1989; Ratz et al., 1995).

V.2.3. METODOLOGIA ANALITICA

La metodologia analitica utilizada para la deteccion y cuantificacion de la
sulfametazina fue la cromatografia liquida de alta eficacia, basada en el método
propuesto por Loscher et al. (1990), debido a que es una sustancia con alta absorbancia
en el espectro ultravioleta, con buenas propiedades cromatograficas y que, a la dosis
empleada, habia dado por resultado, en otras especies, un intervalo de concentraciones
plasmadticas facilmente detectables mediante esta metodologia. Algunos autores utilizan
el método microbioldgico para la deteccion de sulfametazina pero obtienen un limite de
cuantificacion mas elevado que el obtenido en nuestro ensayo (Milashki, 1989; Nouws,
1981; Rheinwald, 1981).

Existen otros métodos para detectar sulfametazina en diferentes matrices, como

radioinmunoensayo (RIA) (Méannisto, 1982; Desai, 1993), inmunoensayo de enzimas
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multiples (EMIT), (Miglioli, 1989; Delaney et al., 1982) fluoroinmunoensayo (FIA)
(Ménnisto, 1982) y cromatografia en capa fina (CCF) (Martinez Garcia et al., 1998),
estos métodos son validados de la misma manera que los descriptos en este trabajo y
presentan la misma confiabilidad, no obstante la cromatografia liquida y la
microbiologia son los mas utilizados en los diferentes ensayos con antimicrobianos:
estudios cinéticos, concentraciones en preparados comerciales, residuos, etc. y son los
solicitados por los diferentes organismos nacionales e internacionales de control de

alimentos de origen animal.

La técnica cromatografica empleada permite claramente separar el frente de
picos debido a los componentes plasmaticos y a la sulfametazina, presentando un
tiempo de retencion corto de 2,9 minutos, otorgandole rapidez y economicidad a la
deteccion del farmaco. La proporcion de fase mévil, agua pH 3.0 con acido acético y
acetonitrilo (92:8), coincide con Loscher et al. (1990), quienes determinaron el
compuesto en plasma de pollo. En cambio en otros trabajos que detectan también la
sulfametazina en plasma de distintas especies de animales domésticos, utilizaban agua
con acetato de amonio pH 6,6 y acetonitrilo (85:15) (Roudaut & Garnier, 1993); agua
con tampodn fosfato pH 6 y metanol (Ratz, 1995); metanol, acetonitrilo y agua, (Suhren

& Heeschen, 1993); agua con acetato de amonio y acetonitrilo (80:20) (Agarwal, 1991).

La recuperacion de sulfametazina a partir del plasma es del 96,7%, similar al
trabajo del cual obtuvimos nuestra técnica (Loscher et al., 1990). Este valor es mas
elevado que los conseguidos por Agarwal (1991) de 85,9% y Suhren & Heeschen
(1993) de 85 % y menor de lo alcanzado por Takeda & Akiyama (1992) de 114 %.

La longitud de onda a la que la sulfametazina muestra su maxima absorbancia
(A =270 nm) es semejante a la sefialada por Shuren & Heeschen (1993) de 275 nm, por
Smedley (1994) de 265 nm y totalmente diferente a las utilizadas por Takeda &
Akiyama, (1992) de 495 nm.

Para separar el farmaco del plasma se utilizd cartuchos de extraccion liquido-
solido carbono 18, eluyendo con metanol, agua con acido acético y acetonitrilo. Otros
autores utilizan hexano (Agarwal, 1991) o cloroformo y acetona (Smedley, 1994),

siendo la recuperabilidad menor a la alcanzada por nosotros.
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Las pruebas de validez del método analitico mostraron resultados satisfactorios.
Las concentraciones utilizadas para comprobar la linealidad (1-100pg/ml) entre las
distintas concentraciones de sulfametazina y el area bajo la curva cromatografica
correspondiente, se escogieron de manera tal que abarcara el intervalo de
concentraciones plasmaticas esperadas, en funcidon de las registradas en los estudios
previos.

El analisis estadistico de la variabilidad intradia e interdia mostrd resultados

satisfactorios, implicando una buena reproducibilidad del método.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el método analitico resultd un

procedimiento util y adecuado para la deteccion y cuantificacion de la sulfametazina.

V.2.4. TRATAMIENTO FARMACOCINETICO Y ESTADISTICO

La aplicacion de un andlisis no compartimental para el estudio de los parametros
farmacocinéticos tras la administracion intravenosa, fue adoptado al no existir un
modelo compartimental al cual, todos los resultados de las concentraciones plasmaticas
frente al tiempo obtenidos para cada animal se ajustaran adecuadamente; asi hemos
podido establecer parametros comparables entre las diferentes pruebas realizadas en las

que se ha evaluado la influencia de la edad, estado sanitario y especie.

Si bien en la mayoria de las ocasiones el modelo que describidé mejor el
comportamiento cinético del farmaco es el bicompartimental, tanto en las diferentes
edades, como los inducidos a hipertermia y en los bufalos. No obstante se tomd la
decision de utilizar modelos no compartimentales, influidos por la menor dependencia
que tienen los pardmetros obtenidos con este sistema, de otros factores menos objetivos,

y que podria influir en el resultado final.

Debido al reducido nimero de individuos recomendado para este tipo de
estudios y teniendo en cuenta los resultados de las pruebas de normalidad (Shapiro-
Wilk), se decidid utilizar tests no paramétricos para la comparacion de los parametros
farmacocinéticos, aunque los resultados obtenidos nos indicaban que todos los
resultados eran ‘“normales” (p>0’05) también se hubiese podido emplear tests

paramétricos. (Anexos [y II)
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V.3.PARAMETROS FARMACOCINETICOS

V.3.1. FARMACOCINETICA EN BOVINOS RUMIANTES

En el presente trabajo, la evolucion de las concentraciones plasmaticas de
sulfametazina tras la administraciéon intravenosa en bovinos de 3,5 meses de edad,
mostré una media de 58,12 pg/ml a las 12 h, siendo este valor similar a los encontrados
por Evrard (1995) de 62,8 pg/ml en ovinos a las 8 h, Srivastava et al. (1988) de 76,2
png/ml a las 18 h en bovinos cruza y Pulido et al. (1998) quien encontr6 valores de 58 a
65 pg/ml a las 12 hs. en ovejas. Este resultado es concordante con la clasificacion
propuesta por Spoo & Riviere (2001) para dicho farmaco, en base a la concentracion
plasmatica de 50pg/ml por mas de 12 h y encuadrandola como una sulfamida de accién
intermedia y adecuada como terapia antibacteriana. Sin embargo, Srivastava & Rampal
(1990), consideran una concentracion plasmatica de 25 pg/ml como efectiva contra

organismos susceptibles en ovinos.

El Vd de la sulfametazina en bovinos de 3,5 meses de edad observado fue de
0,317 £ 0,035 L/kg, el que podria indicar una distribucion moderada a los tejidos y esta
en concordancia con los encontrados en bovinos por Spoo & Riviere (2001) de 0,34
L/kg y 0,37 L/kg (Witcamp et al., 1992); también es similar a lo reportado en otras
especies rumiantes de 0,28 L/kg en cabras machos (Witcamp et al., 1992) y 0,41 L/kg
en carnero (Bulgin ef al., 1991) y como en otras especies herbivoras de 0,44 L/kg en
equinos (Nouws et al., 1985) y 0,42 L/kg en conejos (Witcamp et al, 1992). Srivastava
& Rampal (1990) observaron un Vd de 0,6 £ 0,1 L/kg en ovinos, concluyendo al
respecto que la sulfametazina se encontraria de moderada a ampliamente distribuida en
los fluidos y tejidos. En base a esta aseveracion se considera también lo encontrado por
Vanpoucke & Vanpeteghem, (1994) en cerdos y por Oukessou & Alsouss (1998) en
burros de 0,77 £ 0,06 L/kg y 0,68 = 0,08 L/k respectivamente. Younan et al. (1989)
considera un valor altor el encontrado para dicho parametro en el camello de 0,73 L/kg,
atribuyendo esto al sistema de recirculacion de los liquidos, por la diferente estructura
renal y digestiva. No obstante, otro estudio realizado por Elsheik et al. (1991) describen
para esta especie un Vd de 0,394 L/kg, si bien estos autores realizaron una asociacion
con antipirina que interacciona en el mismo complejo metabdlico de la sulfametazina,
siendo una de las posibles causas de la disminucidon del Vd, aunque también atribuyen

este fendmeno al sistema fisioldgico de retencion de agua de esta especie.
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La sulfametazina presenta un aclaramiento de Cl = 30,34 £+ 6,38 ml/h-kg similar
al observado en otros trabajos en bovinos de 30,41 *+ 8,8 ml/h.kg (Srivastava et al.,
1988) y de 45 ml/h-kg (Witkamp et al., 1992); en cabras de 20 ml/h-kg (Witcamp et
al., 1992); en ovejas de 26,1 ml/h-kg (Bulgin et al., 1991); en camellos de 40 ml/h-kg
(Younan et al. 1989), y en equinos de 32 ml/h-kg (Nouws ef al., 1985). El hecho de que
todas estas especies sean de alimentacion herbivora condiciona el pH de la orina y por

tanto la eliminacion de esta molécula es semejante en todos ellos.

La semivida de eliminacion con la administracion de una dosis de 60 mg/kg en
nuestro ensayo se considerd prolongada, de 7,45 £ 1,04 h, similar a lo reportado en
bovinos y cabras por Witkamp ef al. (1992). Se presentan diferencias con lo observado
en otras especies herbivoras como el ovino con una semivida de eliminacién de 10,8 h
(Bulgin ef al., 1991), en camellos de 13,2 h (Younan et al., 1989) y en equinos de 9,5 h
(Nouws et al., 1985), debido a las diferencias metabolicas y de fisiologia renal y
digestivas (principales vias de excrecion) en estas especies, en relacion con los bovinos.
También Witkamp et al. (1992) reporta semividas de eliminacion de 3,6 h en vacas con
dosis de 20 mg/kg y Nouws et al. (1986b) con 10 mg/kg. Considerando estos reportes
se infiere que las variables farmacocinéticas también serian dosis dependientes en el

bovino.

Este estudio se realizd con bovinos machos de 3,5 meses, no observandose
diferencias significativas en la semivida de eliminacion con los resultados obtenidos por
Witcamp et al. (1992) que trabajaron con ambos sexos. Sin embargo, estudiando otras
especies (ratas, conejos y cabras) estos autores encontraron diferencias entre los sexos,
tanto en la eliminacién como en la formacidon de metabolitos, debido posiblemente a que
el sistema enzimatico P-450 se encuentra afectado por hormonas sexuales en los

animales maduros.

Resultados de estudios farmacocinéticos con otras sulfamidas en diferentes
especies, muestran variaciones en los parametros estudiados. Al respecto Van
Duijkeren et al. (1995) luego de administrar por via endovenosa (25 mg/kg) en equinos
sulfacloropiridazina, observaron un menor Vd 0,26 L/kg, en relacion al obtenido en el
presente estudio, atribuyendo los autores al alto grado de ionizacion de esta sulfamida
(pKa 6 ) como también el grado de unidn a proteinas plasmaticas que puede contribuir a
esta diferencia. La semivida de eliminacion fue de 3,78 h mayor que los valores

reportados para bovinos con la sulfacloropiridacina. Ratz et al. (1995) describen los
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distintos parametros farmacocinéticos observados luego de administrar via intravenosa
una dosis de 30mg/kg a cabras enanas, de sulfametoxazol, sulfatroxazol y
sulfamerazina. Respecto al Vd los valores reportados (sufametoxazol: 0,33 L/kg;
sufatroxazol: 0,32 L/kg; sulfamerazina: 0,31 L/kg) coinciden con los obtenidos por
nosotros; mientras que los de semivida de eliminacion (0,49, 1,8 y 1,3 h
respectivamente) fueron relativamente mas cortos en comparacion con otras especies y
con el presente trabajo (7,45 h). También Weijkamp et al. (1994) reportan en la misma
especie luego de administrar 100mg/k IV sulfatiazol, sulfamoxazol y sulfametoxidiazina
valores de Vd (0,23 L/kg, 0,23 L/kg y 0,33 L/kg) similares a los hallados en nuestro
trabajo y valores de semivida de eliminacion menores a los descriptos en los bovinos
(0,80 h, 2,35 h y 3,36 h). Analizando estos datos los autores indican que debe tenerse
en cuenta la dosis al momento de comparar los resultados, ya que la farmacocinética de
estas sulfamidas y otras mas puede ser dosis dependiente, debido a la limitada capacidad
de eliminacion. Dicha observacion también fue descripta en bovinos (de 5 afos de
edad) por Nouws et al. (1988b) en quienes observaron una semivida de eliminacioén de
4,8 h con una dosis de 10 mg/kg, la que se incremento a 6,7 h con una dosis de 50

mg/kg.

V.4. INFLUENCIA DEL DESARROLLO EN EL COMPORTAMIENTO
FARMACOCINETICO

En el presente estudio, el volumen de distribucion de la sulfametazina no
presento diferencias significativas con la edad, siendo en terneros de 7 dias (V4= 0,281
+ 0,050 L/kg), de 21 dias (V4= 0,307 £ 0,035 L/kg), de 50 dias de edad (V4= 0,365 +
0,059 L/kg) y en los de 105dias (V4 = 0,317 £ 0,035 L/kg) (Tabla 15 a 18). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Nouws ef al. (1989b y 1991) quienes
utilizaron sulfadimidina en cabritos de 12 y 18 semanas de edad obteniendo 0,43 y 0,50
L/kg, respectivamente; y sulfametoxazol en terneros y animales adultos con valores de
0,24 y 0,25 L/kg respectivamente, no encontrando diferencias entre las edades.
También Nouws et al. (1989a) obtuvieron similares valores de Vd con sulfatroxazol en
terneros y bovinos de 6 dias, 10 semanas y 4-5 afos; y Kaartinen et al. (2000),
utilizando sulfadoxina, en terneros prerumiantes, valores de 0,44 L/kg. Por otra parte,
Pulido ef al. (1998) observaron en ovejas un Vd de 0.43 L/kg y en la saliva de las

mismas 0,37 L/kg, similares a los obtenidos por nosotros.
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Sin embargo, Shoaf et al. (1989) observaron diferencias en el volumen de
distribucion con el trimetoprim y no con la sulfadiazina, en terneros de 1 a 42 dias,
pudiendo esto estar relacionado con varios factores como la proporcion de agua
corporal, la cantidad de tejido adiposo, la union a proteinas plasmadticas y tisulares, el
gasto cardiaco y flujo sanguineo regional, la permeabilidad de ciertas barreras y, en el

caso de los rumiantes, el grado de desarrollo de los preestdémagos.

En la mayoria de los mamiferos, la proporcion de agua es mas alta en el neonato
que en el adulto (el agua corporal total representa entre un 70 y un 75 % del peso
corporal en el neonato y so6lo un 50 a 60 % en el adulto), mientras que la proporcion de
grasa corporal aumenta con la edad. Por esta razon, podria ser de esperar que los
farmacos mas hidrosolubles tengan un volumen de distribuciéon mayor en los neonatos y
que para los mas liposolubles, el volumen de distribucion aumente con la edad (Solans
Artigas, 1998); sin embargo no se evidencia en los resultados obtenidos en el presente

trabajo como asi también en los descritos por otros autores citados previamente.

Esta circunstancia puede estar relacionada con el bajo volumen de distribucion,
que no es capaz de verse influido por los factores anteriormente mencionados, al ser
reducido la presencia del fArmaco por toda la economia animal, en cambio para ciertos
farmacos cuyo Vd es mayor, tiene influencia el desarrollo por la diferente composicion
corporal, ya que es capaz de distribuirse por todos los tejidos con su diferente
composiciébn o proporcién agua/grasa. En el caso de ciertas Fluoroquinolonas
liposolubles y con amplio volumen de distribucion este aumenta con la edad (Mevius et
al., 1990; Kaartinen et al., 1997; Solans Artigas, 1998; Waxman et al., 2004). Si nos
fijamos en la prueba de Friedman vemos que se confirma que tan solo el volumen de
distribucion no es estadisticamente diferente, el mismo es parametro independiente y al
no modificarse el pH organico no se modifica el grado de ionizacién y por tanto no

cambia con la edad

La unién de los farmacos a las proteinas del plasma estd en funcion, entre otros
factores, de la cantidad de proteinas disponibles, de la afinidad del farmaco por estas
proteinas, del nimero de sitios de union disponibles y de la presencia de compuestos
endogenos que pueden alterar esta interaccion (Baggot, 2001). Algunos autores
sostienen que la concentracion de proteinas plasmaticas en el recién nacido suele ser
baja, fundamentalmente, la fraccién de albuminas, por lo que en los neonatos podria

observarse una menor unién a proteinas y, en consecuencia, un mayor volumen de
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distribucion, sobre todo de aquellos farmacos que usualmente presentan una tasa alta de
unidon (De Backer, 1986). Trabajando con sulfametoxazol, Nouws et al. (1991) en
terneros de 4, 7 y 14 dias de edad y en 2 vacas con dosis de 15 mg/kg y 10 mg/kg,
respectivamente, observaron que los porcentajes de unidén a las proteinas fueron de
44.9% para el de menor edad, el que se incremento hasta 51.1% a los 14 dias y 64% en
las vacas. Para la sulfametazina, sin embargo, se describe en el bovino, una alta
variabilidad en la union a proteinas de 43 al 70 % en todas las edades (Costa-Batllori,
1996).

La eliminacion de la sulfametazina se vio modificada con el desarrollo. Los
valores de aclaramiento plasmatico registrados en terneros a los 7 dias (20,67 + 2,95
ml/h-kg) y 21 dias (22,11 + 4,59 ml/h-kg) fueron significativamente menor a los que se
observan a los 50 dias (31,16 £ 4,6 ml/h-kg) y 105 dias (30,34 = 6,38 ml/h-kg) (Tabla
15-18), lo mismo ocurre con la semivida de eliminaciéon en donde los grupos de edades
menores (7 y 21 dias) tiene semivida mas largas que los grupos de mayor edad (50 dias
y 105 dias) (Tabla 15-18). Los resultados del aclaramiento concuerdan con los
expresados por Nouws (1992) para la sulfametazina administrada a terneros de 5, 18, 63

dias y adultos.

Estas diferencias en los parametros de eliminacion pueden deberse a numerosos

factores:

En primer lugar, el metabolismo de los farmacos se encuentra poco desarrollado
en los neonatos y se ha observado que la tasa de metabdlica aumenta con la edad.
Estudios realizados en rumiantes (Eltom et al., 1993a, 1993b) indican que la capacidad
metabolica de los tejidos (hepéatico, pulmonar y renal) es muy baja al nacimiento y que
esta actividad va en aumento, hasta alcanzar los valores del adulto, a las 6 semanas de
edad. El grado de desarrollo de vias metabolicas, como por ejemplo reacciones de fase
I (oxidacion, reduccion) y de fase II (conjugacion) difieren al nacimiento, siendo la
acetilacion en terneros y en cerdos las més desarrolladas en neonatos. La concentracion
de proteina microsomal hepatica aumenta, gradualmente, hasta lograr un maximo a las 6
semanas de vida, experimentando un incremento de 3 veces su valor. De la misma
manera, el contenido hepatico de P-450 y la actividad de oxidasas, de glucuronil
transferasa y de glutation transferasa aumenta a medida que los animales maduran (De
Backer, 1986; Nouws et al., 1989a; Nouws, 1992; Van Kloster et al., 1993).
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La menor capacidad metabolica de los tejidos a edades tempranas podria ser uno
de los factores que contribuye a que los valores de aclaramiento de la sulfametazina

resulten inferiores en animales mas jovenes (Schwark, 1992; Baggot, 2001).

Trabajos de Nouws et al. (1989a) indican que a pesar de analogias estructurales
en las moléculas de sulfatroxazol y sulfametoxazol, observaron diferentes
comportamiento metabdlico y farmacocinéticos en los rumiantes. Estudios con el
sulfatroxazol mostraron resultados similares a los de la presente investigacion, con una
prolongada semivida de eliminacion de 18,8 h en terneros recién nacidos, de 9,3 h en
terneros de 10 semanas y de 6,6 h en vacas de 4-5 anos, ademds de un disminuido
aclaramiento total de 8,3 ml/k'h contra 19 y 23 ml/k-h en los terneros de 10 semanas y
adultos, respectivamente. En los terneros se excretd por secrecion tubular en un 40-
52% como metabolito acetilado, mientras que en los adultos el farmaco se elimin6
inalterado en un 36% y en proporciones iguales como metabolito acetilado e
hidroxilado. Sin embargo, observaron que el sulfametoxazol tenia una semivida menor
en los adultos (2-4 h), solamente se acetila y no encontraron hidroximetabolitos en
plasma y orina, explicado en parte por la presencia de diferentes cantidades y tipos de

isoenzimas para la hidroxilacion en el higado.

También Kaartinen et al. (2000) describen para la sulfadoxina, administrada en
terneros prerumiantes, una semivida de eliminacion de 12,9 h y un valor de
aclaramiento total de 24 ml/h./kg,, ambos cercanos a los detectados en el presente
trabajo. En estudios con sulfadiazina y trimetoprim en bovinos en lactancia, observaron
luego de administrar 40 mg/kg y 8 mg/kg, respectivamente, via IV, IM y subcuténea,
una semivida de eliminacion de 4,4 a 5,0 h, no teniendo diferencias entre las vias de
administracion; sin embargo, la misma modificé los valores de semivida para el

trimetoprim (Kaartinen ef al., 1999).

Otro factor que podria influir en el aumento de los valores de aclaramiento con
la edad es el desarrollo de la funcion renal. Los rumiantes poseen una funcion renal
mas desarrollada que la de otros mamiferos (cerdo, perro y humano) al nacimiento; la
funcion de filtracion glomerular se completa de dos a siete dias después del nacimiento
y los procesos de secrecion tubular requieren al menos, tres semanas (Nouws, 1992).
En consecuencia, este factor podria contribuir a un aumento en los valores de

aclaramiento plasmatico con la edad, aunque no seria la causa principal, sino que
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influiria, fundamentalmente, en la eliminacion del farmaco en el grupo de animales de 7
y 21 dias de edad.

Las diferencias en el aclaramiento plasmatico en las distintas edades podrian,
también, estar relacionadas con una variacién en el pH urinario. La progresiva
variacion de una dieta exclusivamente lactea a una dieta a base de forraje y pienso se
acompafia de un aumento en el pH de la orina, desde acida en los lactantes, a un pH
alcalino en los animales rumiantes (Watson et al., 1987; Nouws et al., 1989b). Dadas
las caracteristicas 4cidas de la molécula favoreceria el mayor grado de disociacion de la
m misma en un pH mas alcalino y por tanto quedaria atrapada en la orina, dificultando
su reabsorcion, lo que produciria una reduccion de la reabsorcion tubular pasiva que

traeria como consecuencia un aumento de la excrecion urinaria de la sulfametazina y del

aclaramiento plasmatico (Prescott, 2002),

Los cambios anatomo-fisiologicos relacionados con la edad, fundamentalmente
la composicidn corporal, el desarrollo de los proventriculos y el pH urinario, influyen en
la eliminacion de la sulfametazina en bovinos, sin embargo Nouws et al. (1989b)
sugieren que como la sulfametazina es extensivamente metabolizada por hidroxilacion y
acetilacion, las modificaciones en los pardmetros farmacocinéticas pueden ser el

resultado de alteraciones en el metabolismo hepatico.

Los pardmetros que hacen referencia a la permanencia en el organismo, como
son las semividas, el MRT y el AUC vuelven a poner de manifiesto las diferencia entre
estos dos grupos de edad, ya que los terneros de 7 y 21 dias tiene valores semejantes
entre si y diferentes estadisticamente a los de 50 y 105 dias. Logicamente el MRT y

AUC disminuyen con la edad puesto que el aclaramiento es mayor.

Como se aprecia en le Grafico 7 hay una diferencia notable entre los dos grupo
de edad mas dispares, asi los terneros de 7 y 21 dias cuyo desarrollo es claramente
prerrumiante es semejante entre si, pero distinto a los animales de 50 y 105 dias cuyo

desarrollo se puede considerar completado.

Si analizamos los resultados de los pruebas no paramétricas y observamos que
no se presentan diferencias entre los terneros de 7 y 21 dias en ninguno de los casos,
tampoco hay diferencias entre “adultos rumiantes” los de 105 dias y 50 dias entre si.
Por otro lado el test de Friedman pone de manifiesto que tan solo el Vd no es

estadisticamente significativo entre los diferentes grupos de edad.
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El grupo de terneros de 21 dias presenta un comportamiento un tanto llamativo
como consecuencia del animal n° 3 que tiene un aclaramiento muy alto y esto influye en
el resto de pardmetros. Al tratarse de una etapa de edad critica (prerumiantes a
rumiantes) es normal que alguno de los animales se comporte de manera diferente a lo

que seria la norma para su edad y pueda dar valores mas proximos a los de otros grupos.

V5. INFLUENCIA DE UN ESTADO FEBRIL EN EL
COMPORTAMIENTO FARMACOCINETICO

Tras la inoculacion de la toxina, la evolucion de la temperatura corporal se
comporté como estaba previsto y la hipertermia se mantuvo, al menos, hasta 12 h
después de administrada la sulfametazina. Algunos animales mostraron signos como
depresion, anorexia, adinamia, accesos de tos o temblores musculares. Estos signos,
junto con otros como diarrea, emesis, letargo, somnolencia, inquietud, sudoracion,
aumento de la miccion y la salivacion y signos de dolor abdominal han sido descritos en
varias especies tras la administracion de endotoxina de Escherichia coli (Van Miert &
Frens, 1968; Van Miert, 1973; Van Gogh & Van Miert, 1977; Groothuis et al., 1978;
Groothuis & Werdler, 1980; Wilson et al., 1983; Jernigan et al., 1988a, 1988b; Van
Miert, 1990; Semrad et al., 1993; Sharma et al., 1996; Jha ef al., 1996; Rao et al., 2000;
Waxman et al., 2004) y tras la administracion de enterotoxina £ de Stafilococcus spp
(Van Gogh et al., 1984).

La evolucion en el tiempo de las concentraciones plasmaticas de sulfametazina
en animales sanos y febriles sigui6 una dinamica similar, pero las concentraciones
plasmadticas observadas en los animales febriles resultaron inferiores a las registradas en
los animales sanos en todos los puntos (Grafico 9). Resultados similares fueron
reportados por Van Gogh et al. (1984) luego de la administracién intraruminal de

sulfametazina en cabras, previa aplicacion de enterotoxina f del Stafilococcus spp.

La distribucion del farmaco en el organismo se vio afectada por la
administracion de la toxina, siendo el volumen de distribucion significativamente mayor
en los animales febriles (V4 = 0,55 £ 0,10 L/kg) que en los sanos (V4 = 0,31 = 0,03
L/kg).
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Por un lado, este aumento en los animales febriles puede estar relacionado con
cambios en la permeabilidad de las membranas, el pH de los tejidos y del plasma y
alteraciones hemodinamicas. La presion arterial media, la presion venosa central y el
gasto cardiaco disminuyen durante el cuadro febril (Burrows, 1971; Salam Abdullah &
Baggot, 1984, 1986; Jeringan et al., 1988a), lo que puede afectar la distribucion del
farmaco. La toxina induce acidosis metabolica y al ser la sulfametazina un acido débil
el grado de ionizacion es menor, por lo tanto es mas liposoluble y atraviesa mejor las

membranas tisulares y celulares, aumentando el volumen de distribucion.

Al respecto, Andersen et al. (1996) estudiando el tiempo de permanencia de
endotoxina de E. coli O55:B5 en cuatro grupos de bovinos, observaron que en uno de
ellos se presentd espontdneamente en todos los bovinos, esteatosis hepatica, lo que

impidid el aclaramiento de la toxina y provoco la muerte de algunos animales

El cuadro febril inducido por la endotoxina produce una respuesta de fase aguda
caracterizada por una hipoalbuminemia, que puede causar un incremento en el volumen
de distribucion al aumentar la fraccion de farmaco libre en plasma. A su vez, la
hiperbilirrubinemia que se observa en la reaccion febril puede desplazar a los farmacos
de su unién a la albimina y, de esa manera, aumentar también el volumen de
distribucion (Baggot, 2001). Por lo tanto, la union de los fairmacos a las proteinas
plasmaticas puede verse modificada por alteracion de la cantidad de proteinas
disponibles, por una variacion en la afinidad de los fdrmacos por las proteinas, asi
como también por el estado de conformacion de la albimina. Sin embargo, el efecto de
las modificaciones en la unién a las proteinas del plasma se hace mas evidente en
aquellos farmacos que presentan una alta tasa de uniéon (> 80 %) (Baggot, 2001), por lo
que es probable que estos factores hayan influido de manera decisiva en la variacion del
volumen de distribucion de la sulfametazina, aunque su grado de unidn a proteinas sea
variable (Costa-Batllori, 1996).

Mengelers et al. (1995), en estudios similares en cerdos con administracién de
toxinas de Actinobacillus spp y luego de sulfadimetoxina y sulfametoxazol, observaron
un pequetio Vd (0,24 1/k) y una elevada semivida (13 h) con la primera; en contraste
con el sulfametoxazol donde obtuvieron un alto Vd (0,40 1/k), corta semivida (2,7 h) y
un aclaramiento total relativamente alto comparado con la primera, explicandose por las
diferencias que tienen estos farmacos en la unidn a las proteinas (94-99% y 45-56%

respectivamente), el metabolismo y el aclaramiento renal.
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La eliminacion de la sulfametazina en bovinos también se vio afectada por el
estado febril. Los animales sanos presentaron un aclaramiento plasmatico de 30,34 +
6,38 ml/h-kg, mientras que tras la administracion del lipopolisacarido, la eliminacion
fue significativamente mas rapida (73,12 £ 21,41 ml/h-kg). Este aumento en la
eliminacion del farmaco puede deberse a alteraciones renales y/o hepaticas causadas por

la toxina.

Mas probablemente, el aumento del aclaramiento se deba a un aumento de la
eliminacion a nivel renal. Como se ha descrito anteriormente, la endotoxemia puede
alterar la unién a proteinas plasmaticas de algunos compuestos. La tasa de union puede
verse disminuida por una hipoalbuminemia o por aumentos en las concentraciones
plasmaticas de acidos grasos libres o bilirrubina, producidos durante la fase febril, que
compiten con los firmacos acidos por los sitios de union de la albimina (Friis &
Ladefoged, 1979; Baggot, 1980; Van Miert, 1990), al haber una fraccion de fdrmaco

libre mayor, las posibilidades de eliminaciéon aumentan.

Ademas, la endotoxina induce efectos toxicos y adversos en los rifiones, como
dafio vascular directo del endotelio y agregacion plaquetaria en los capilares
glomerulares (Jernigan el al., 1988a) y causa una serie de cambios funcionales que
incluyen aumento del flujo plasmatico renal y de la tasa de filtracion glomerular y
modificaciones en la hemodindmica intra renal que podrian ser la causa del aumento
que se registra en los valores de aclaramiento de algunos farmacos (Friis & Lagefoged,
1979; Bergeron & Bergeron, 1986; Bergeron el al., 1986; Jernigan el al., 1988a;
Ngeleka el al., 1989; Hasegawa el al., 1999). El efecto sobre la funcion renal inducido
por la endotoxina se produce rapidamente y, probablemente, es reversible, ya que los
valores de filtracion glomerular retornan a la normalidad 24 horas después de la
administracion de endotoxina (Hasegawa el al., 1999). Es probable que este aumento
de la filtracion glomerular debida a la endotoxemia influya, de manera importante, en el
aumento del aclaramiento plasmatico de los farmacos que son ampliamente eliminados

a través de esa via, como es el caso de la sulfametazina

Ademas, la endotoxemia puede producir una acidosis metabolica que causaria
una disminucion del pH urinario en los animales febriles (Baggot, 1980; Salam
Abdullah & Baggot, 1984; Spurlock et al., 1985; Van Miert, 1990) por lo que la
diferencia con el pH urinario seria mayor y por tanto el grado de atrapamiento en la
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misma redundaria en una mayor eliminacion, que a su vez se veria favorecida por la
mayor facilidad para atravesar inicialmente las membranas (acidosis organica = mayor

solubilidad), hasta quedar atrapadas en la orina

Como consecuencia de la aumento del aclaramiento plasmatico, el area bajo la
curva de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo se vio disminuida con la
administracion de la endotoxina, siendo el valor obtenido en los animales febriles (ABC
= 861,34 + 211,24 pg-h/ml) significativamente menor al hallado en los animales sanos
(ABC =2009,28 + 387,13 pg-h/ml).

La semivida de eliminaciéon resultdo diferente entre los dos grupos, por el
aumento del aclaramiento plasmatico debida a la endotoxemia, que alterdé la
permanencia del farmaco en el organismo, siendo el tiempo medio de residencia en los
animales febriles (MRT = 7,82 + 1,256) significativamente menor que en los animales
sanos (MRT = 10,483 £ 1,772).

Se ha observado que las alteraciones en la disposicion de los fArmacos debidas a
un estado febril estan relacionadas, no s6lo con la reaccion febril per se, sino también
con la etiologia y patogenia de cada enfermedad (Salam Abdullah & Baggot, 1986). La
endotoxina de Escherichia coli ha sido ampliamente utilizada en modelos de produccion
experimental de sindrome febril, para evaluar las modificaciones en la cinética de
diversos farmacos en las especies domésticas debido a que, aun cuando la duracion de la
respuesta febril obtenida puede ser menor a la producida naturalmente, la
administracion de la endotoxina conduce a un cuadro que se asemeja a la septicemia
clinica (Van Miert et al., 1976; Van Gogh & Van Miert, 1977; Balsari et al., 1978;
Groothuis et al., 1978; Ladefoged, 1978; Friis & Ladefoged, 1979; Ladefoged, 1979a,
1979b, 1979¢; Groothuis y Werdler, 1980; Halkin et al., 1981;Spurlock et al., 1985;
Jernigan et al., 1988a, 1988b; Mody et al., 1992; Thaker et al., 1992; Kokwaro et al.,
1993; Rose et al., 1993; Semrad et al., 1993; Manna et al., 1994; Ahmad & Nawaz,
1995; Sharma et al., 1996; Ahmad & Sharma, 1997; Singh et al., 1997, 1998;
Srivastava et al., 1998; Chaundhary et al., 1999; Rao et al., 2000; Rule et al., 2000;
Soliman, 2000, Waxman et al., 2004).

Los resultados obtenidos por nosotros concuerdan con los descriptos por
Mengelers et al. (1995) quien utiliz6 sulfametoxasol y sulfadimetoxina en combinacion

con trimetoprim en cerdos con neumonia inducida por Actinobacillus pneumoniae. Los
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valores del aclaramiento de trimetoprim tuvieron diferencias significativas entre sanos y
enfermos (34 y 41 ml/h-kg respectivamente). Con respecto a las dos sulfamidas
utilizadas el aclaramiento del sulfametoxazol fue aproximadamente diez veces mayor
que el de la sulfadimetoxina y observando también un elevado volumen de distribucion
para el sulfametoxazol vs sulfadimetoxina tanto en sanos como en enfermos. Estas
diferencias son atribuidas a los distintos porcentajes de unidn a proteinas
(sulfametoxazol 52,9 % en sanos y 49,8 % en enfermos y para la sulfadimetoxina 98,6 y

97,8 respectivamente), a la via metabdlica y al aclaramiento renal.

No obstante, es mas frecuente observar descenso en el aclaramiento de farmacos
con sindromes febriles. En sulfametazina en cabras Van Gogh et al. (1984) encontraron
mas elevado el aclaramiento en animales sanos con respecto a los enfermos. Lo mismo
ocurre con el aclaramiento de farmacos con sindromes febriles inducidos por
administracion de endotoxinas de Escherichia coli en las distintas especies. En este
sentido, Jha et al. (1996) con norfloxacina y Waxman et al. (2003) con marbofloxacina,
observaron que, en cabras, se comportan de manera opuesta a lo registrado en nuestro
trabajo, con disminucion significativa en el aclaramiento plasmatico del farmaco en los
animales febriles, al igual que sucede con la enrofloxacina en esta misma especie. El
aclaramiento de esta Ultima fluorquinolona también disminuyé significativamente en

cerdos experimentalmente infectados con Escherichia coli (Zeng & Fung, 1997).

Para otros farmacos también se ha descrito un descenso en el aclaramiento
plasmatico debido a alteraciones hepaticas y/o renales en diversas especies. Esto se ha
observado tras la administraciéon de ceftizoxima en ovejas (Rule et al., 2000), la
cefuroxima en terneros (Chaundhary et al., 1999), la sulfadiazina y eritromicina en
conejos (Ahmad y Nawaz, 1995; Ahmad et al., 1999).

Sin embrago, algunos autores encontraron que el estado febril no produjo
alteraciones significativas en la distribucion (V) y/o en la eliminacién (CI) de algunos
farmacos. Este es el caso de la enrofloxacina, el cloranfenicol, la gentamicina o la
cefazolina en cabras (Kume & Garg, 1986; Ahmad et al., 1994; Roy et al., 1999; Rao et
al., 2000), la fenilbutazona en terneros (Semrad et al., 1993), la teofilina en conejos
(Prince et al., 1989), la sulfadimetoxina y sulfametoxazol en cerdos (Mengelers et al.
1995) y la gentamicina en ovejas y caballos y gatos (Wilson et al., 1983, 1984). A
diferencia del protocolo escogido para la produccion del sindrome febril en los bovinos,

estos autores realizaron una unica administracion del pir6geno y algunos sugieren que la
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ausencia de modificaciones podria deberse a que la duracion de la respuesta febril tras la
administracion de la toxina suele ser menor que la que se produce tras la infeccion
natural por microorganismos gram negativos y, por lo tanto, podria no resultar lo
suficientemente prolongada como para influir en la disposicion de los farmacos
(Groothuis et al., 1978; Wilson et al., 1984).

V.6. COMPORTAMIENTO FARMACOCINETICO EN BUFALOS

El comportamiento de las curvas de concentracion plasmatica frente al tiempo se
ajustan a un modelo bicompartimental, aunque para poder comparar con las diferentes

pruebas se eligiéo un modelo no compartimental.

La evolucion de las concentraciones plasmaticas de sulfametazina tras la
administracion intravenosa en bufalos muestra concentraciones mayores a las
terapéutica (50 pg/ml) por mas de seis horas, siendo una sulfamida de accion corta de
acuerdo a estos resultados y diferente a lo postulado por Spoo & Riviere (2001) para
bovinos y a lo observado en bufalos por Mody & Malik (1997) que la ubican en accion
intermedia por mas de doce horas. No obstante Srivastava et al. (1989) postulan para
sulfamidas en bufalos una CIM de 25 pg/ml, obteniendo igual que en este trabajo
concentraciones mayores a esta por mas de 12 horas. También Jain et al. (2000)
observaron similares concentraciones (por encima de 40 pg/ml) entre 4 y 12 horas con

una dosis de 150 mk/kg via oral.

El Vd de la sulfametazina en bufalos (0,42 + 0,12 L/kg) indica una distribucion
a los tejidos mediana y estd en concordancia con el observado en bufalos adultos por
Atef et al. (1981) y en bufalos de 50 a 72 kg por Mody & Malik (1997), similar a lo
observado en los bovinos de este ensayo y a otros estudios en la misma especie con
0,43 L/kg (Bevill et al., 1977) y 0,37 L/’kg (Witcamp et al., 1992), también es similar a
lo reportado en otras especies rumiantes de 0,28 L/kg en cabras machos (Witcamp et al.,
1992) y 0,41 L/kg en carnero (Bulgin et al., 1991) y como en otras especies herbivoras
de 0,44 L/kg en equinos (Nouws et al., 1985) y 0,42 L/kg en conejos (Witcamp et al.,
1992). Esto difiere de lo publicado por Singh et al. (1988) que describe en bufalos un
alto Vd de 1,23 £ 0,07 L/kg. y de Srivastava et al. (1989) con un Vd de 1,00 £ 0,016
L/kg. También, una experiencia con sulfadimetoxina en terneros bufalos dosificado
con 100 mg/k demostrd un elevado Vd de 2,28 L/kg (Srivastava et al., 1996).
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Los resultados de la semivida de eliminacion fueron similares en los dos grupos
comparados (6,64 h en bufalos y 7,45 h en los bovinos de 105 dias), observandose un
valor mayor en lo reportado por Atef et al. (1981) en bufalos de 500 kg. con
sulfametazina (9,37 h); documentando ademas valores de 3,30 y 3,83 h para el

sulfatiazol y sulfadiazina en los mismos animales.

La sulfametazina presenta un aclaramiento de Cl = 44,29 =+ 10,5 ml/h'kg ,
similar al observado en otros trabajos en bufalos (Atef et.al., 1981; Mody & Malik,
1997) y siendo significativamente mayor a lo presentado en nuestro ensayo en bovinos
y de otras especies herbivoras como en cabras de 20 ml/h-kg (Witcamp et al., 1992),
ovejas 26,1 ml/h-kg (Bulgin et al., 1991) y equinos de 32 ml/h-kg (Nouws et al., 1985).

Este alto aclaramiento podria ser por diferencias en el pH urinario del bufalo
que ingiere mas fibra que el bovino con una orina con mayor pH (Khanikor et al.,
1986b) y por ende las sulfamidas que son acido organicos débiles estarian mas
ionizadas, tal y como hemos visto que sucede con los cambios de pH relacionadas con
la edad en rumiantes. Esto afectaria a los valores de reabsorcion que disminuirian y por
tanto aumentaria la eliminacion del farmaco. Otra explicacion podria ser por las
diferencias en el metabolismo del bufalo con respecto a los bovinos que influyen
directamente en el aclaramiento (Khanikor et al., 1986a). En bufalos, la acetilacion es
el mecanismo metabolico mas importante, observando que la sulfanilamida
administrada intravenosa a 100 mg/kg fue acetilada en un 56,8 % del total de la
concentracion plasmatica a las 18 horas post-administracion, no obstante describen que
ya a las 5 horas ha sido metabolizado mas del 34 % (Srivastava et al., 1989). En
terneros bufalos, Jain et al. (2000) describen porcentajes de N4-acetilmetabolitos en el
rango de 7 a 19 % entre las primeras 4 y 12 horas de la administracion, y encontrandose

en orina una mayor proporcion comparativamente con lo detectado en plasma.

Estas diferencias en el aclaramiento entre bufalos y bovinos que no afectan al
tiempo de permanencia implica que se deberia ajustar la dosis en bufalos pero no el

intervalo de dosis (Baggot, 1992).
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VI. CONCLUSIONES

1- La sulfametazina, tras la administracion intravenosa de 60 mg/kg en bovinos
de diferentes edades, presenta una distribucion media y una prolongada permanencia en
el organismo con concentraciones plasmaticas superiores a las terapéuticas durante mas
de doce horas y cuyo comportamiento farmacocinético se ajusta mejor a un modelo

bicompartimental.

2- En las diferentes edades estudiadas, se aprecian dos grupos, uno de 7 y 21
dias y otro de 50 y 105 dias. No existiendo diferencias dentro de las grupos pero si entre
ellos en los diferentes parametros no compartimentales, a excepcion hecha del Volumen

de distribucion.

3- El desarrollo modifica la farmacocinética de la sulfametazina en bovinos,
observandose un incremento del aclaramiento plasmatico con la edad, que a su vez
implica una disminucion del MRT, AUC y semividas de 3. Estas diferencias pueden
llegar a hacer necesario un ajuste de la dosis, sobre todo en animales menores de 21

dias.

4- El sindrome de hipertermia provocado por la administracion de la
endotoxina del lipopolisacéarido de pared de Escherichia coli altera la disposicion de la
sulfametazina, aumentando la distribucion y sobre todo el aclaramiento del farmaco.
Esto implica una menor permanencia de dicho fairmaco en el organismo que presenta
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de AUC, MRT y semivida
de B.

5- El comportamiento cinético de la sulfametazina en bufalos (Bubalus bubalis)
tras la administracion endovenosa de 60 mg/kg, se ajusta mejor a un modelo
bicompartimental, con unos valores de distribucion y aclaramiento superiores a los de

bovinos (Bos taurus).

6- La semivida de B y el MRT, parametros indicativos del tiempo de
permanencia del farmaco en el organismo, no presentan diferencias entre ambas
géneros, lo que desde el punto de vista terapéutico, implica la necesidad de un ajuste de

la dosis pero no del intervalo de tiempo de administracion.
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VII. RESUMEN

Se administrd por via endovenosa una dosis de 60 mg/kg de sulfametazina a seis
terneros machos a los 7, 21, 50 y 105 dias de edad y a seis bufalos de 140 kg para
evaluar el comportamiento farmacocinético y compararlo entre las diferentes edades y
géneros. A su vez para comparara la influencia del estado febril sobre el
comportamiento cinético de dicho farmaco, se produjo un cuadro experimental de
hipertermia mediante la inyeccion de toxina de E. coli a los bovinos con 135 dias. En
los terneros de 7 dias de edad la Cp, fue de 2424 + 47,6 pg/ml, que disminuyo
rapidamente hasta una hora posterior a su administracion para eliminarse en forma lenta
con un ty,s de 9,46 + 0,9 h. Concentraciones plasmaticas > de 50 pg/ml se encontraron
hasta pasadas las 16 horas. El grupo de 21 dias presentdé Cp, 222,4 + 21,8 pg/ml. El
patrén de distribucion fue similar al grupo de 7 dias, con un tys de 9,87 + 1,20 h. A los
50 dias la Cp, fue de 185,2 + 23,2 pg/ml y la fase distributiva se caracterizd por una
rapida caida de las concentraciones plasmadticas hasta la hora posterior de la
administracion. La fase de eliminacion fue de 8,32 + 0,36 h. En los bovinos de 105 dias
se observo una semivida de 7,45 + 1,04 h con diferencias significativas con los grupos
anteriores, encontrandose ademas concentraciones por encima de los 50ug/ml solo hasta
las 12 horas pos administracion. El Vd no present6 diferencias significativas, siendo
para los de 7, 21,50 y 105 dias de 0,281; 0,307; 0,365 y 0,317 L/kg., respectivamente.
El aclaramiento total del cuerpo fue de 20,67ml/h/kg a los 7 dias; 22,11 ml/h/kg a los 21
dias y aumento6 con la edad, encontrandose diferencias significativas con respecto al de
105 dias (30,34 ml/h/kg).

Los bovinos con cuadro febril mostraron diferencias significativas con los
animales sanos de 105 dias en AUC con valores de 861,34 y 2009,3 pg.h/ml,
respectivamente; t,,3 de 5,56 y 7,45 h, respectivamente; un CL de 73,128 frente a 30,34
ml/h/kg y un MRT de 7,82 y 10,5, respectivamente.

Los bufalos se compararon con los bovinos de 105 dias, presentando diferencias
significativas en AUC (1381,22 y 2009,3 pg.h/ml, respectivamente) y en el CL con
valores de 44,294 y 30,34 ml/h/kg y sin diferencias en Vd, t,,3 y en MTR.

Se concluye que en la disposicion cinética de la sulfametazina en bovinos, se
aprecian claramente dos grupos de edad diferentes estadisticamente significativos como

son los terneros de 7 y 21 dias frente a los de 50 y 105 dias, excepto en el volumen de
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distribucion, como consecuencia, fundamentalmente, de un incremento del aclaramiento
con la edad.

El cuadro de hipertermia, también tiene influencia sobre dicha disposicion, por
lo que se debe tener en cuenta en el momento de establecer un régimen o pauta
posologica, ya que el aclaramiento estd muy aumentado en los animales febriles y
consecuentemente los pardmetros de permanencia en el organismo (AUC, semividas y

MRT) son menores.

Las diferencias observadas con los bufalos ponen de manifiesto un mayor
aclaramiento de esta especie y menores tiempos de semividas de eliminacion, MRT y
AUC, por lo que como en las ocasiones anteriores es necesario adecuar la dosis y
frecuencia de la misma con objeto de evitar problemas de sobre dosificacion u otro tipo

de fracasos terapéuticos por una inadecuada extrapolacion de dosis.

Por todo lo anterior se puede concluir que la edad, estado sanitario y especie de
los individuos son factores que influyen notablemente sobre la disposicion cinética de la

sulfametazina.
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VIII. SUMMARY

Sixty milligrams per kilogram of sulphametazine was administered intravenous
to six male calves at 7, 21, 50 and 105 days of age and to six buffalos of 140 kg. of
weight, to evaluate pharmacokinetics behavior and compare among different ages and
genus. Further more, to compare the same parameters on animals with fever, the six
bovines of 135 days of age received a E. coli toxin injection to produce an experimental
hyperterm illness. On 7-day-old calves, the Cp, was 242,4 + 47,6 ng/ml, which quickly
diminished up to an hour later of the administration and it was slowly eliminated with
tys de 9,46 + 0,9 h. Plasmatic concentrations of sulphametazine above 50 mg/kg were
detected over 16 hours. The group of 21 days presented Cp, 222,4 + 21,8 ug/ml. The
pattern of distribution was similar to the group of 7 days with tyg de 9,87 + 1,20 h. At
50 days the Cp, was de 185,2 + 23,2 ng/ml and distributive stage was distinguished by a
quick fall of plasmatic concentration up to an hour after administration. Elimination
stage was 8,32 + 0,36 h. In bovine of 105 days of age it was observed a half life of
7,45 + 1,04 h with significant difference with the previous groups, also finding
concentration over 50pg/ml up to 12 hours post administration. The Vd did not show
significant differences, being for 7, 21, 50 and 105 days of age of 0,281; 0,307; 0,365 y
0,317 L/kg., respectively. The total body clearance was 20,67ml/h/kg at 7 days; 22,11
ml/h/kg at 21 days and increased with age, finding significant differences with regard
to 105 days (30,34 ml/h/kg).

The bovine with fever showed significant differences with regard to healthy
animals of 105 days in AUC with values of 861,34 y 2009,3 pg.h/ml, respectively; tyg
de 5,56 y 7,45 h, respectively; a CL of 73,128 and 30,34 ml/h/kg respectively, and MRT
of 7,82 and 10,5, respectively.

The buffalos were compared with bovine at 105 days, showing significant
difference in AUC (1381,22 and 2009,3 pg.h/ml, respectively) and in the total body
clearance with values of 44,294 y 30,34 ml/h/kg, without differences in Vd, t,3 and
MTR.

It was concluded that sulphametazine kinetic disposition in bovine was clearly
seen two different groups of ages, statistically significant as it were 7 and 21-day-old
calves and 50 and 105-day-old calves, except in the Vd, as a consequence mainly of an

increase of age clearance.

111



Summary

The fever has also influence on kinetic, so it must be taken into account in the
moment of stating the best therapeutic regimen, provide the clearance is very increased
in these kind of animals and as a consequence, the parameters of AUC, t,3 and MRT

are lower.

The differences in buffalos show a greater clearance and lower elimination half
life, MTR and AUC, so it is necessary to adequate the doses to avoid over dosification

problems or other type of therapeutic failures.

It is concluded that the age, sanitary state and species are factors which influence

over sulphametazine kinetics.
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Anexos

X. ANEXOS

X.1.ANEXO1

Pruebas de normalidad con el test de Shapiro-Wilk. (gl = 6)

PARAMETRO 7 dias 21 dias 50 dias 105 dias Febriles
Sig. Sig. Sig. Sig. Sig.
AUC (pg-h/ml) 0.414 0.930 0.711 0.257 0.884
Vb @reay (L/Kkg) 0.863 0.174 0.331 0.161 0.755
B (1/h) 0.069 0.460 0.701 0.964 0.221
ti12 (B) (h) 0.068 0.742 0.630 0.947 0.115
CLg (ml/h/kg) 0.354 0.750 0.611 0.174 0.178
MRT 0.105 0.614 0.897 0.698 0.235
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X.2. ANEXO 2

Prueba de Wilcoxon: para dos muestras relacionadas

Comparacion por edades

P<0,05 |7 dias 21 dias |50 dias | 105 dias
7 dias XXXXX|0.6858 10.0431 |0.0431
B 21 dias XXXXX|0.0747 10.0277
50 dias XXXXX|0.463
105 dias XXXXX
P<0,05 |7 dias 21 dias |50 dias |105 dias
7 dias XXXXX]0.685 0.0431 |0.0431
tinp 21 dias XXXXX|0.0747 10.0277
50 dias XXXXX|0.1158
105 dias XXXXX
P<0,05 |7 dias 21 dias |50 dias | 105 dias
7 dias XXXX 10.685 0.04311 |0.04311
AUC |21 dias XXXX 10.04639 [0.0747
50 dias XXXX 0.4630
105 dias XXXX
P<0,05 |7 dias 21 dias |50 dias |105 dias
7 dias XXXXX0.0796 [0.0796 |0.3452
Vd 21 dias XXXXX10.1729 |0.9155
50 dias XXXXX|0.0678
105 dias XXXXX
P<0,05 |7 dias 21 dias |50 dias | 105 dias
7 dias XXXXX|0.6858 10.04311 |0.04311
Cl 21 dias XXXXX|0.04639 |0.07473
50 dias XXXXX|0.6001
105 dias XXXXX
P<0,05 |7 dias 21 dias |50 dias |105 dias
7 dias XXXXX|0.3452 10.04216 |0.04311
MRT | 21 dias XXXXX10.04639 |0.02770
50 dias XXXXX|0.1148
105 dias XXXXX
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Prueba de Friedman: para mas de dos muestras relacionadas (edad)

Parametro P<0,05
B 0.0211

t128 0.0189

AUC 0.04056
vd 0.2237
Cl 0.04056
MRT 0.01694

Prueba de Wilcoxon : Comparacion por estado sanitario

Parametro | P<0.05 105 dias /febriles
B 0.04311 [0.09 0.126
t12B 0.04311 |7.457 5.569
AUC 0.04311 |2009.28 [861.34
vd 0.04311 |0.317 0.559
Cl 0.04311 |30.342 73.128
MRT 0.04311 |10.483 7.820

U de Mann-Whitney: Comparacion por especies

Parametro | Sig.asint/ Sig.exacta | Bovinos/Bufalas
B 0.1441 0.1774 0.09 0.106

t12B 0.1441 0.1774 7457 |6.644

AUC 0.0176 0.0173 2009.28 1381.22
vd 0.4611 0.5367 0.317 ]0.425

Cl 0.0176 0.0173 30.342 [44.294
MRT 0.2012 0.2467 10.483 [9.2
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