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Efectosdeladeshidratacion y rehidratacion sobre
|lafar macocinéticadelanorfloxacinaen terneros
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FERNANDEZ, C.2, REBUELTO,M.};; HALLU,R. E}

RESUMEN

El objetivo de este trabagjo fue estudiar €l efecto deladeshidrataciony posterior rehidratacion
sobre la farmacocinética de la norfloxacina, luego de la administracién de una dosis de 10 mg/
kg por viaendovenosay oral aterneros. Se utilizaron 23 animales, 11 sanosy 12 alos que selos
deshidraté6 mediante privacién de sustituto lacteo y agua durante 26 horas previas a la
administracion de la droga lograndose un porcentaje de deshidratacion promedio del 9.12 % del
peso corporal. A las 3.5 horas post-administracion de la droga todos los animales recibieron
sustituto lacteo. El perfil farmacocinético de la norfloxacina cuando se administr6é por via
endovenosa mostro diferencias significativas en e volumen del compartimiento central. Tras la
administracion oral la absorcién de la droga en los terneros deshidratados mostré importantes
variaciones, siendo mas rapida pero significativamente menor que en los animales sanos.
Nuestros resultados indicarian que la administracién oral de 10 mg/kg cada 24 horas seria Util
para el tratamiento de bacterias con CIM de hasta 0.2 mg/ml en terneros sanos, mientras que
este mismo esquema solo seria efectivo para bacterias con CIM de hasta 0.09 mg/ml en €l caso
de que la droga sea administrada a terneros deshidratados.
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Effect of dehydration and rehydration on norfloxacin pharmacokinetics in calves

SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the effects of dehydration and rehydration on
norfloxacin pharmacokinetics after a single dose (10 mg/kg) administration to calves by the
intravenous and oral routes. Of the 23 animalsused in this study, 12 were dehydrated by deprivation
of milk-replacer and water for 26 h before drug administration, achieving a mean dehydration
percentage of 9.12 of the body weight. At 3.5 h after drug administration, all animals received
milk—replacer. The pharmacokinetic profile of norfloxacin after its intravenous administration
showed significant differences for the central compartment volume. After oral administration,
drug absorption in the dehydrated calves showed important variations, being more rapid but
significantly less than in healthy animals. Our results indicate that oral administration of 10 mg/
kg every 24 h would be effective for treating bacteria with MICs up to 0.2 ug/ml in healthy
calves, however, this same treatment would be effective only for bacteria with MICs up to 0.09
pug/ml when administered to dehydrated calves.
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INTRODUCCION

Por su altaincidencia, entre los problemas
sanitarios que mayores pérdidas econémicas
producen durantelacrianzaartificial deterneros
se encuentran las enfermedades infecciosas,
dentro de ellas, unadelas de mayor importancia
es la diarrea neonatal®. Entre los agentes
bacterianos que la causan, los mas
frecuentemente aislados son Escherichia coli
y Salmonella spp, siendo €l primero el mas
aislado™’,

La norfloxacina es un antimicrobiano
perteneciente a grupo de las fluoroquinolonas,
lacual muestraunaimportante actividad in vitro
contra una amplia variedad de bacterias gram-
negativas, incluyendo enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosal®. Sumado a su
espectro, la amplia distribucion tisular y sus
escasos efectos adversos, posibilitan que sea
utilizadaparael tratamiento deunaampliagama
de enfermedades infecciosas.
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Uno de los signos clinicos de frecuente
aparicion asociado a las enfermedades
infecciosas es la deshidratacion, es por ello que
muchas veces se instauran en forma conjunta
antibioticoterapia y fluidoterapia. Los cambios
fisiol6gicos que se producen durante la
deshidratacion como ser, pérdida de peso y
reduccion del fluido extracelular, asi como la
restauracion de los mismos durante la
rehidratacion, afectan la farmacocinética de
distintas drogas como se ha demostrado
previamente'>®, es por ello que tendrian que ser
considerados al diagramar un esquema
terapéutico.

El objetivo de este trabajo fue estudiar €l
efecto de la deshidratacion y posterior
rehidratacion oral sobre la farmacocinética de
la norfloxacina luego de su administracion
endovenosa (ev) y oral (po) a terneros
prerrumiantes.
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MATERIALESY METODOS

Animales

Se utilizaron 23 terneros Holando
argentino, machos y hembras, clinicamente
sanos, de entre 10 y 20 dias de edad, y con un
peso de 40.5 + 8 kg al comienzo de la
experiencia. Los mismos fueron alimentados
con 4 litros diarios de sustituto Iécteo libre de
antibidticos divididos en dos tomas, con acceso
libre @ agua, no habiendo recibido alimentacion
solida hasta € momento de la experiencia.

Disefio experimental

Los animales fueron divididos en forma
aleatoria en cuatro grupos, grupos 1 (n=5) y 2
(n=6) controles sanos y grupos 3 (n=6) y 4
(n=6) deshidratados. Los animales que
conformaron estos dos Ultimos grupos fueron
privados de agua y sustituto l4cteo durante 26
horas previas a la administracion de la droga.
Para uniformar el grado de deshidratacion
logrado se considerd pérdida del peso corporal,
aumento del hematocrito y de la concentracion
de proteinas séricas.

A los grupos 1y 3 se les administro 10
mg/kg de norfloxacinabase al 5% vehiculizada
en vehiculo acuoso acalinizado con NaOH,
(Laboratorio Vetanco, Buenos Aires,
Argentina), en dosis inicapor viaev enlavena
yugular derecha, mientras quelosgrupos2y 4
recibieron igual dosis administrada por po,
(Norfloxacina, polvo, Laboratorio Vetanco,
BuenosAires, Argentina), ladroga, en este caso,
fue encapsulada en nuestro laboratorio en
capsulas de gelatina, aquellos animales que
pesaron maés de 40 kg recibieron 2 capsulas
para 20 kg cada una y una adicional
completando el peso, mientras que los que
pesaron més de 30 kg recibieron una capsula
para 20 kg, una para 10 y una adicional
completando el peso. Para el célculo de la
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dosis de los animales de los grupos 3y 4 se
consider6 el peso alcanzado una vez
deshidratados. Los animales de los grupos
control tuvieron 6 horas de ayuno (aguay
sustituto |&cteo), previo alaadministracion de
la droga. A las 3.5 horas de administrada la
droga todos los animal es, independientemente
del grupo en el que se encontraran recibieron
2 litros de sustituto lacteo, y luego de 20
minutos se tomaron muestras de sangre de los
animales deshidratados para evaluar los
pardmetros considerados durante la
deshidratacion.

Luego de la administracion de la droga se
tomaron muestras de sangre de la vena yugular
derecha alas 0.08, 0.16, 0.25, 0.33, 0.50, 0.75,
1,150, 2,25, 3,4,6,8, 10, 12, 24 horas. Las
muestras se dejaron coagular a temperatura
ambiente durante 2.5 h, luego se centrifugaron
y €l suero fue separado y conservado —20°C
hasta su procesamiento.

Determinacion de las concentraciones de
norfloxacina

Las concentraciones séricas de
norfloxacina se determinaron mediante el
método microbiol égico de difusién en agart. Se
utiliz6 como microorganismo test Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 y agar Mueller-
Hinton como medio de cultivo. Las muestras
se sembraron por triplicado y los halos de
inhibicién fueron leidos luego de 18-20 horas
deincubacion a36°C. Lacurvapatron serealizo
el mismo dia de la experiencia utilizandose
suero de ternero libre de antibidtico, y fue
conservada en idénticas condiciones que las
muestras problema. El rango de
concentraciones para el cual mostré linealidad
fue entre 0.039 y 39.4 mg/ml (r=0.99). El
limite de cuantificacion fue de 0.039 mg/ml
siendo €l coeficiente de variacion < 6% para
todas las concentraciones.
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Analisis farmacocinético

El andlisis farmacocinético de los datos a
partir de las curvas de concentracion séricaen
funcion del tiempo, se realizo utilizando un
programa computarizado (PCNonlin, versiéon
4.0).

El estudio de la administracién ev se llevd
a cabo mediante un andlisis compartimental,
considerandose, para la eleccién del modelo
mas adecuado, los criterios de Akaike®™. El
modelo que mejor ajustd fue el
bicompartimental abierto, siendo la ecuacién
gue define a las concentraciones séricas en
funcién del tiempo:

C=A.e“+B.eft

DondeA y B son coeficientes mateméticos;
e es la base de los logaritmos naturales, o y 3
son las constantes de distribuciony eliminacion,
respectivamente; y t es e tiempo.

El estudio de la administracién po no pudo
agjustarse a un modelo compartimental,
realizdndose entonces un andlisis no
compartimental. La concentracién sérica
maxima (C__) de norfloxacina, asi como el
tiempo al cual se acanza dicha concentracion
(T ) fueron obtenidos directamente a partir de
los datos de cada animal. Para ambas vias de
administracion el area bajo la curva de
concentracion sérica en funcién del tiempo
desde 0 a 24 horas (AUC,,,) fue determinada
utilizando laregladelostrapecios, mientras que
el resto de los parametros farmacocinéticos
fueron calculados mediante ecuaciones
convencionales’.

Debido a que cada animal recibi6 la droga
Unicamente por unavia, labiodisponibilidad oral
(F) fue caculadarelacionando € AUCpo decada
ternero con la media del AUC, siendo
finalmente corregida por la vida media de
eliminacion (t,,)
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Fsanos: (A UCpo sanuJA UCev sanos) X (tIIZev santhUZpo smos)
Fd&idralados: (AUCpo dwidraados/ AUCeJ dedwldralados) X
(t:IJZev d&idralados/ t]JZpo deshi draadog

donde AUC  es el &rea bajo la curva de
concentracion sérica en funcion del tiempo de
cada ternero tras laadministracion po, AUC_ la
media del &rea bgjo la curva de concentracion
sérica en funcién del tiempo luego de la
administracion ev, t ., es la media de la vida
mediatraslaadministracion evy top0 €5 lavida

mediatras laadministracion po de cadaternero.

Analisis estadistico

Los parametros farmacocinéticos
obtenidostras cadaviade administracion fueron
comparados entre sanos y deshidratados
utilizando el test de Mann-Whitney, seconsiderd
diferencia estadisticamente significativa p<
0.05.

RESULTADOS

Grado de deshidratacién

Los parametros estudiados desde que se
inicié la privacion del agua y sustituto 1acteo
hasta que los animales fueron rehidratados se
muestran en la Tabla 1. Al momento de la
administracién de la droga se observd una
disminucion del peso corporal de 9.12 + 0.73%
y un aumento de 10.45 + 2.74%y 7.62 + 3.15%
en el hematocrito y en la concentracion de
proteinas séricas, respectivamente.

Administracion ev

LaFiguraly laTabla2 muestran lascurvas
de disposicion y los parametros
farmacocinéticos (media y DE) obtenidos,
respectivamente. El perfil farmacocinético de
la droga fue muy similar en ambos grupos,
encontrandose diferencias estadisticamente
significativasen e volumen del compartimiento
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Tabla 1. Parametros fisioldgicos monitoreados durante el periodo de ayuno a los animales de

los grupos 3y 4
Ternero Peso Corporal (kg) Hematocrito (%) Proteinas séricas (%)
Inicial | Deshid | Rehid | Inicial | Deshid | Rehid | Inicid | Deshid | Rehid
M ev 475 42.9 47.0 32 35 31 6.0 6.4 5.9
N ev 34.3 315 34.6 27 30 27 5.8 6.2 5.6
Oev 4.1 36.7 40.3 39 43 39 6.2 6.4 6.2
Pev 432 39.0 429 29 34 29 5.0 5.6 45
Qev 42.0 38.6 421 38 41 37 54 5.6 54
Rev 44.0 40.0 44.0 36 40 39 5.4 5.8 54
Spo 352 321 35.0 29 32 29 5.2 5.8 5.0
T po 41.3 375 40.9 30 33 30 5.2 5.6 5.2
U po 39.6 36.1 39.8 29 33 30 5.0 5.6 5.0
W po 420 39.3 41.1 38 41 38 6.2 6.6 6.2
X po 415 379 41.6 38 41 37 5.0 5.2 5.0
Z po 39.2 35.4 39.5 35 38 35 5.2 5.6 5.4

Inicid: iniciode ayuno

Deshid: momento delaadministracién de norfloxacina, luego de 26 horas de ayuno
Rehid: muestrastomadas 20 minutos post-hidratacién delosanimales

central (V ), (el cual fue mayor) y la
concentracion sérica inicial (C ) (la cua fue
menor) en los terneros deshidratados,
comparados con los sanos.

Administracion po

LaFigura2y laTabla3 muestranlascurvas
de disposicion y los parametros farmaco-
cinéticos (media y DE), respectivamente.

Los procesos de deshidrataciéon y de
rehidratacion de los animaes han llevado a una
modificacion estadisticamente significativa en
aquellos pardmetros farmacocinéticos
relacionados principalmente con la absorcion,
encontrandose menor T, C__, AUC_, y Fy
mayor tiempo medio de absorcion (MAT) enlos
terneros deshidratados que en los sanos.
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DISCUSION

Durante e curso clinico de una infeccion,
la deshidratacién es un signo que aparece
frecuentemente como consecuencia de una
disminucion de laingesta de aguay alimentos,
0 bien por un aumento en laeliminacion de agua
y electrolitos, como en e caso de las diarress.

Estudios previos han demostrado que la
deshidratacion puede modificar de forma muy
variable e comportamiento farmacocinético de
distintas drogas, inclusive en la misma especie,
como es el caso del &cido mefénamico y el
piroxicam en conejos, donde la deshidratacion
produjo unaumento del volumen dedistribucién
y del clearance de la primera drogal’, mientras
gue no produjo ninguna modificacién en estos
parametros en la segunda drogat*.
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Figura 1. Concentraciones séricas de norfloxacina (ug/ml) en funcién del tiempo (h), luego de
la administracion ev de una dosis de 10 mg/kg a terneros sanos y a terneros deshidratados. La
flecha indica el momento de la rehidratacion de los animales.
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Figura 2. Concentraciones séricas de norfloxacina (ug/ml) en funcién del tiempo (h), luego de
la administracion po de una dosis de 10 mg/kg a terneros sanos y a terneros deshidratados. La
flecha indica el momento de la rehidratacion de los animales.
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Tabla 2. Parametros farmacocinéticos (media = DE), analizados a través de un modelo
bicompartimental abierto, luego de la administracion ev de una dosis de norfloxacina (10 mg/
kg) aterneros sanos (grupo 1, n=5) y deshidratados (grupo 3, n=6).

Parametro Grupo 1 Grupo 3
Media + DE Media + DE
A (ug/ml) 3.94 1.46 2.09 0.27 *
B (ug/ml) 0.83 0.43 0.79 0.20 ™
%, (min) 0.24 0.20 0.24 0.15™
£, (min) 714 2.73 5.03 176 ™
K., (min) 0.57 0.16 0.49 012 ™
K, (min®) 331 2.32 2.38 155 m™
K,, (min) 0.99 0.75 1.20 0.78 ™
AUC,_,,(ng iml) 8.46 2.24 6.03 176 ™
C,, (ng/mi) 477 1.78 2.88 037*
V., (I/kg) 2.32 0.78 3.52 0.46 *
Vg (I/kg) 10.72 4.37 10.73 33 ™
Cl (mi/kg h) 1.23 0.26 1.73 043 ™
MRT_,, (h) 6.72 0.56 5.39 156 ™

A interceptacion delafase dedistribucion con el g edelasordenadas en lacurvade disposicion; B: interceptacion
delafasedeeliminacion con el gje delasordenadasen lacurvadedisposicion; t, , - vidamediade distribucion;
t,,, Vidamediadeeliminaci on; K 1o constante de eliminaci 6n de primer orden desde el compartimento central;
K, constante de distribucion de primer orden desde el compartimento central al compartimento periférico;
K,,: constante de distribucion de primer orden desde el compartimento periférico a compartimento central;
AUC,_,,: area bajo la curva de concentracion sérica en funcion del tiempo desde 0 hasta 24 horas
postadministracion deladroga; C o concentracion séricaextrapoladaal tiempo O; V . volumen dedistribucion
del compartimento central; V_: volumen de distribucion en e estado estacionario; Cl: clearancecorporal, MRT,
.- tiempo medio deresidencia, * diferenciaestadisti camente significativa(p£0.05), ™diferencias estadisticamente
no significativas.

En nuestro estudio, luego de la
administracion ev, la droga mostré una rgpida
fase de distribucion con una lenta fase de
eliminacién en ambos grupos, no observandose
un comportamiento significativamente distinto
entre ellos, a excepcion de un aumento del V
en los terneros deshidratados, que no se tradujo
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ni en € volumen de distribucion area, ni en €
volumen de distribucién en el estado
estacionario. Si bien serian necesarios nuevos
estudios para determinar el origen de esta
modificacion, podria estar originada por los
mecanismos compensadores del organismo
puestos en marcha frente a un proceso de
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Tabla 3. Parédmetros farmacocinéticos (media + DE) obtenidos luego de la administracion po de
una dosis de norfloxacina (10 mg/kg) en terneros sanos (grupo 2, n=6) y deshidratados (grupo

4, n=6).

Parémetro Grupo 2 Grupo 4

Media + DE Media + DE

T (O 6.00 0.00 433 0.82 *
C.., (ugm) 1.98 0.51 1.00 0.61 *
t, (n 12.54 3.22 14.10 270
AUC,, (ug Wmi) 23.48 4.05 9.60 461*
F (%) 169.41 69.51 57.63 32.24*
V., (I7kg) 8.28 1.03 7.92 0.75™
Cl (mi/kg h) 49.86 19.35 40.76 11.58™
MRT,,, (h) 10.05 0.47 9.93 0.64m™

MAT (h) 3.36 0.46 4.66 0.47*

T, ... tiempo en que se alcanzala concentracion séricaméxima; C__ . concentracion séricaméxima; t, .- vida
mediadeeliminacion; AUC, . : reabajo lacurvade concentracion séricaen funcion del tiempo desde 0 hasta

0-24

24 horas post-administracion deladroga; F: biodisponibilided; V .: volumen dedistribucion; Cl: clearance corpord;
MRT __ : tiempo medio deresidencia; MAT: tiempo medio de absorcion, * diferenciaestadisticamente significativa

0-24"

(p<0.05), "diferencias estadisticamente no significativas.

deshidratacién, o bien, en la liberacion de
catecolaminas y cortisol derivada del estrés
sufrido por los animales durante el ayuno, ya
que, en ambos casos, se produciria una
redistribucion del flujo sanguineo,
incrementéndolo en drganos vitales como
corazon, rifion y pulmones, los cuales se
encuentran en el compartimiento central, a
expensas de una disminucion de la perfusion
periférica®®. A diferencia de nuestro estudio,
se encontré un menor V_ en los animales
deshidratados, luego deadministrar sulfamidine®
y gentamicina’ a cabras desérticas, o cuando se
administro tilosina a camellos?, estas
diferencias podrian estar dadas tanto por las
drogas estudiadas en cada caso, como por la
especie animal, ya que, los animal es desérticos
responden a la deshidratacion en forma distinta
alos no desérticos’.

Luego de la administraciéon po, el
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comportamiento farmacocinético de la
norfloxacing, en terneros sanos y deshidratados
mostré mayores diferencias que en € caso de
la via ev, viéndose afectados principalmente
aquellos parametros relacionados con la
absorcion de ladroga

El T . s bien en ambos grupos se logré
luego delarehidratacion, fue significativamente
menor en los animales deshidratados, a su vez,
enestegrupo, laC , el AUCYy laF, mostraron
importantes variaciones entre los distintos
animales siendo todos estos parametros
significativamente menores que en 1os sanos.
En concordancia con nuestro trabajo, luego de
la administracion de enrofloxacina a camellos
deshidratados por viasubcutanea, se observé una
menor C__ que cuando fue administrada a
sanos?, sin embargo cuando se administro
ampicilina a ovejas deshidratadas, laC__ dela
droga fue mayor que en las ovejas sanas'®, a
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diferencia de todos estos trabajos, no se
encontraron modificaciones cuando se compar6
este pardmetro luego de administrar tilosina por
via intramuscular a camellos sanos y
deshidratados, alin asi, en este Ultimo caso, la
biodisponibilidad de la droga fue
significativamente menor en los animales
deshidratados®.

En nuestro estudio, por €l disefio empleado,
fuedificil precisar si las diferencias encontradas
fueron en respuesta a la deshidratacion o a la
rehidratacion, sin embargo, la disminucion de
la absorcion observada, podria corresponderse
con una disminucién de la irrigacion de la
mucosa intestinal durante la deshidratacion de
los animales. La rehidratacion de los mismos
provocaria un importante aumento en € flujo
sanguineo intestinal en los terneros
deshidratados lo cua posibilitaria un aumento
en lavelocidad de absorcion de ladrogaen este
grupo, siendo éstas las posibles causas de los
resultados obtenidos.

No se encontraron diferencias en los
parametros relacionados con la eliminacion de
ladroga, esto podria deberse a la rehidratacion
de los animales, ya que, para este momento,
todos los terneros habian recuperado su estado
normal de hidratacion.

CONCLUSIONES

La deshidratacion en terneros modifico la
farmacocinética de la norfloxacina cuando fue
administradapo, disminuyendo significativamente
laabsorcion delamisma Teniendo en cuentaque
lardacionAUC ,,/CIM esel parametro demayor
importancia utilizado como predictor de la
eficacia clinica de drogas concentracion
dependiente como las fluoroquinolonas, y
considerandose como Gptimo un vaor entre 100-
1204 a partir de los resultados obtenidos en
este trabgjo, la administracion de 10 mg/kg cada
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24 horas de norfloxacina po en terneros sanos
podria utilizarse con éxito para e tratamiento de
infecciones causadas por bacterias con CIM <
0.2 ug/ml, mientras que € mismo esquema solo
podria ser efectivo frente a bacterias con CIM <
0.09 pug/ml si es administrado a terneros
deshidratados.
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