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ABREVIATURAS

A: Ordenada en el origen de la fase de distribucion.

alfa: constante de la fase de distribucion.

ABC,.,4: area bajo la curva de concentracién en funcion del tiempo, de 0-24 h.
ABC,.... &rea bajo la curva de concentracién en funcién del tiempo, de tiempo 0 a infinito.
ABC,.: &rea bajo la curva de concentracion en funcién del tiempo, de tiempo 0 al Gltimo
tiempo muestreado.ABMC,.... area bajo la curva del primer momento.

AUIC: area bajo las concentraciones inhibitorias de la curva.

AUIC,: area bajo las concentraciones inhibitorias de la curva a tiempo t.

B: Ordenada en el origen de la fase de eliminacion.

beta: constante de la fase de eliminacion.

CIM: concentracion inhibitoria minima.

ClIMso: concentracion inhibitoria minima, sobre el 50% de las cepas bacterianas.
ClIMgo: concentracion inhibitoria minima, sobre el 90% de las cepas bacterianas.
Cl: clearance o depuracion corporal total.

CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio.

Cmax. CONncentracion plasmatica maxima luego de la administracion extra-vascular.
Cp: Concentracion plasmatica del antimicrobiano al tiempo t.

Cpo: concentracion plasmatica al tiempo O.

C.V.: coeficiente de variacion

D.E.: desviacion estandar.

EPA: efecto post-antibiético.

ev: endovenoso/a.

F: biodisponibilidad.

FC / FD: relacién entre los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos.
FIC: concentracion fraccionaria inhibitoria.

HPLC: cromatografia liquida de alta performance.

im: intramuscular.

sc: subcutanea.

Ko1: constante del proceso de absorcion.

kio: constante de eliminacion desde el compartimiento central.

ki,: constante de pasaje del compartimiento central al periférico.

ko1 constante de pasaje del compartimiento periférico al central.
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mV: milivoltios.

po: via oral.

t: tiempo.

t,,0): Vida media de eliminacion desde el compartimiento central.

ty.ei: Vida media del proceso de eliminacion.

t.a: Vida media del proceso de absorcion.

t.q: vida media del proceso de distribucion.

tmax: tiempo en que se alcanza la concentracion plasméatica maxima.
TMR: tiempo medio de residencia.

TMRy.:: tiempo medio de residencia, de tiempo 0 al dltimo tiempo muestreado.
MAT: tiempo medio de absorcion.

UFC: unidades formadoras de colonias.

UV: ultravioleta.

V,: volumen de distribucion del compartimiento central y el periférico.
V.: volumen de distribucién del compartimiento central.

Vss: volumen de distribucion en el estado estacionario.



RESUMEN

La clindamicina es un antimicrobiano indicado en medicina veterinaria para el
tratamiento de infecciones por estafilococos y microorganismos anaerobios en

pequefios animales.

Los objetivos de este trabajo fueron poner a punto un método cromatografico para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de la clindamicina en plasma canino y felino.
Caracterizar el perfil farmacocinético plasmatico de la clindamicina en caninos y felinos
domeésticos luego de su administracion por via endovenosa y oral. Comparar la
farmacocinética de la clindamicina entre caninos y felinos. Establecer y comparar la
influencia del alimento sobre el perfil farmacocinético de la clindamicina administrada
via oral en caninos y felinos. Relevar el perfil de sensibilidad bacteriana a la
clindamicina a través de la prueba de susceptibilidad in vitro, CIM, para
microorganismos causantes de infeccibn en caninos y felinos. Establecer las
interacciones farmacologicas in vitro entre la clindamicina y otros antibiéticos de uso
frecuente en medicina de pequefios animales sobre cepas bacterianas aisladas en
infecciones en caninos y felinos. En base a las interacciones estudiadas, proponer o
no la conveniencia del empleo de asociaciones antibiéticas de clindamicina en caninos
y felinos domésticos. Calcular los predictores de eficacia terapéutica para la
clindamicina en las distintas situaciones planteadas (especie animal, via de
administracion y alimento) a través de la integracion de los pardmetros
farmacocinéticos y farmacodinamicos apropiados para este antibiético. En base a los
resultados obtenidos, proponer regimenes posolégicos racionales para la clindamicina
administrada por via endovenosa y oral, tanto en ayuno como con alimento, a caninos

y felinos.

Para el estudio farmacocinético de la clindamicina se empleé un disefio cruzado
(2x2x2). El antimicrobiano se administr6 por via endovenosa en ambas especies a una
dosis de 10 mg/kg y por via oral, en ayunas y luego de recibir alimento, a una dosis de
8,3 £ 1,1 mg/kg a perros y 15 mg/kg a gatos. Cuando la administracion se realizé con
comida todos los animales recibieron su raciéon correspondiente de alimento e
inmediatamente luego se les administré el antibiético con agua para favorecer su

deglucién.

La cuantificacion del antibiético en plasma se realiz6 mediante el método HPLC con
detecciéon UV. EIl perfil de susceptibilidad al antibiético de los microorganismos

causantes de infeccibn en pequefios animales, se estableci6 mediante la
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determinacién de la CIM por el método de macrodilucion en caldo. El estudio de
interaccion in vitro entre la clindamicina con otros antimicrobianos de uso frecuente en
medicina de pequefios animales, gentamicina, ampicilina, enrofloxacina y doxiciclina
se llevé a cabo mediante la técnica del Tablero de Damas. El analisis FC/FD para este
farmaco se realizo a través del célculo de los predictores de eficacia t>CIM y ABC,.
24/CIM.

Luego de la administracion endovenosa la clindamicina se distribuyé ampliamente y de
forma similar en caninos y felinos con un V. de 0,96 I/kg y 0,94 I/kg, respectivamente.
La eliminacion fue significativamente (p<0,05) mas lenta en caninos definida con un Cl
de 0,28 I/h/kg y una vida media de eliminacion de 3,36 h mientras que en los felinos
estos parametros tomaron valores de 0,45 I/h/kg y 2,56 h respectivamente.

Tras la administracién oral en ayunas la clindamicina se absorbidé rapidamente en
ambas especies, con un T en perros de 1,12 h y en gatos de 0,57 h, siendo
significativamente (p<0,05) mas temprana en estos Ultimos. La biodisponibilidad oral
en ayunas fue buena tanto en caninos como en felinos, pero con un mayor valor para

los gatos, siendo 61,9% y 94,8%, respectivamente.

La presencia de alimento en el tubo digestivo no modifico significativamente la
biodisponibilidad oral del antimicrobiano, siendo de 50,4% en perros y 90,3% en gatos.
Se observaron cambios significativos (p<0,05) en la velocidad de absorcion,
aumentando en los perros con un Ty de 0,75 h y retrasdndose en los gatos, cuyo
Tmax fue de 0,96 h.

La CIMso de los Staphylococcus pseudintermedius causantes de infeccion en caninos
y felinos tuvo un valor de 0,12 pg/ml mientras que el valor de CIMg, tomé valores
superiores a 4 upg/ml, concentraciébn a partir de la cual los microorganismos se
clasifican como resistentes a este antimicrobiano. El porcentaje de resistencia para

estos microorganismos fue del 38%.

La interaccion de la clindamicina con la doxiciclina, la ampicilina, la enrofloxacina y la
gentamicina, analizada mediante el Tablero de Damas sobre el S. pseudintermedius,
resultdé en indiferencia para todas las combinaciones, excepto para la doxiciclina, con

la cual se detectd sinergismo en uno de sus puntos de combinacion.

El resultado del predictor de eficacia FC/FD t>CIM para la administracion endovenosa
de la clindamicina a caninos y felinos fue de 15 h y 13 h respectivamente, dando un

intervalo posologico 6ptimo de 24 h. Luego de la administracion oral del antibiético a
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caninos, en ayunas y con alimento, el t>CIM fue de 9 h en ambas condiciones, y por
ende el intervalo posologico apropiado en este caso seria de 12 h. En felinos este
predictor tomé valores superiores, 12 h oral en ayunas y 13 h con alimento, dejando un
intervalo posolégico de 24 h. El segundo predictor de eficacia calculado fue el ABC,.
24/CIMso, y sus valores para la via endovenosa, oral en ayunas y con alimento en
caninos fueron 329, 159 y 134 respectivamente, mientras que en felinos fueron 210,
257 y 286.

Luego de la administracion endovenosa de la clindamicina en caninos y felinos la
misma se distribuyé rapidamente, en forma amplia y similar en ambas especies. Por
otro lado, el proceso de eliminacion ocurri6 con mayor velocidad en gatos respecto a
perros. La absorcion oral de la clindamicina en ayunas fue rapida presentando una
buena biodisponibilidad en ambas especies, aunque mayor en los gatos respecto a los
perros. El alimento no modifico significativamente la biodisponibilidad oral del
antimicrobiano en ninguna de las especies en estudio. Se encontré un comportamiento
distinto en la velocidad de absorcién en perros y gatos, mientras que en los primeros el
antimicrobiano administrado con comida se absorbié mas rapido, en los segundos
ocurrié lo contrario, viéndose enlentecido el proceso de absorcion en presencia de
alimento en el tubo digestivo. La sensibilidad de las cepas de estafilococos estudiadas
fue moderada, sefialando un porcentaje considerable de microorganismos resistentes
a este antibiético. Al combinar in vitro la clindamicina con otros antimicrobianos de uso
frecuente en pequefios animales el resultado obtenido fue de indiferencia para todas
las combinaciones excepto para la doxiciclina con la que se detect6 sinergismo. El
predictor de eficacia t>CIM resulté prolongado en ambas especies permitiendo en
felinos un intervalo posoldgico de 24 horas a las dosis empleadas, mientras que en
caninos el intervalo para la via oral debiera reducirse a 12 horas. Al no existir valores
de referencia en medicina humana como veterinaria para el predictor de eficacia ABCy.
24/CIM, pudieron establecerse valores en ambas especies con las dosis empleadas en

este trabajo.



SUMMARY

Clindamycin is an antibiotic recommended in veterinary medicine for treatment of

staphylococcal and anaerobic infections in small animals.

The aims of this study were to validate a chromatographic method for clindamycin
quantification in canine and feline plasma. Characterize the pharmacokinetics
behaviour of clindamycin administered intravenously and orally to domestic dogs and
cats. Compare the pharmacokinetics of clindamycin between canines and felines. To
establish and compare the influence of food on the pharmacokinetic profile of
clindamycin administered orally in dogs and cats. Define its pharmacodynamics profile
on bacterial strains isolated from infection sites in cats and dogs by MIC determination.
Establish pharmacodynamics interactions that occur when combining clindamycin with
other antimicrobials frequently used in small animals. Based on this suggest or not the
use of antibiotic associations of clindamycin in domestic canines and felines. Calculate
the pharmacokinetic/pharmacodynamics parameters (PK/PD) that predicts the
therapeutic efficacy of this antibiotic for the studied situations, administration route,
fasted and fed state, animal species. And propose rational dosage regimens for
clindamycin administered intravenously and orally, both fasting and with food, to

canines and felines.

The pharmacokinetic study was carried out by a cross over design (2x2x2).
Clindamycin was administered intravenously in both species at a dose of 10 mg/kg,
orally in dogs at a dose of 8.3 = 1.1 mg/kg and orally in cats at 15 mg/kg. When
administered the antibiotic with food, the animals received their ration and immediately

afterwards the drug was administered orally with some water to ensure swallowing.

Quantification of the antibiotic in plasma was performed using the HPLC method with
UV detection. The antibiotic susceptibility profile of the microorganisms that cause
infection in small animals was established by the broth macrodilution method and MIC
determination. The interaction study between clindamycin and other antimicrobials
frequently used in small animal medicine, gentamicin, ampicillin, enrofloxacin and
doxycycline, was carried out using the in vitro Checkerboard method. The PK/PD
analysis for this drug was performed by calculating the efficacy predictors t>MIC and
AUC, /MIC.

After intravenous administration, clindamycin was widely distributed in canines as well

as felines with a V. of 0.96 I/kg and 0.94 I/kg, respectively. Elimination process was
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slower in canines with a Cl of 0.28 I/h/kg and elimination half-life of 3,36 h, while in
felines these parameters were 0.45 I/h/kg and 2.56 h respectively (p<0.05).

After oral administration in fasted state, clindamycin was rapidly absorbed in both
species, with a Thax in dogs of 1.12 h and in cats of 0.57 h, being significantly earlier in
this last one (p<0,05). Oral bioavailability was good, 61.9% for dogs and 94.8% for
cats.

The presence of food in the gastrointestinal tract did not significantly modify the oral
bioavailability of the antibiotic, being in dogs 50.4% and in cats 90.3%. Absorption rate
in both species showed significant changes (p<0.05), being improved in dogs with a
Tmax Of 0.75 h and delayed in cats, with a T, of 0.96 h.

MICs, of the pathogen Staphylococcus pseudintermedius isolated in dogs and cats was
0.12 pg/ml, while the MICq, was higher than 4 pg/ml, concentration from which these
bacteria are classified as resistant to clindamycin. The percentage of resistance for

these microorganisms was 38%.

Clindamycin interaction analysed by the Checkerboard method, with doxycycline,
ampicillin, enrofloxacin and gentamicin on S. pseudintermedius was indifference for all
combinations, except for doxycycline, where synergism was detected in one of the

antibiotic intersections.

The efficacy predictor PK/PD t>MICs, after the intravenous administration of
clindamycin to canines and cats was 15 h and 13 h, respectively, with an optimal
dosage interval of 24 h. After oral administration of the antibiotic to dogs, in fasted and
fed state, the t>MICsy, was 9 h for both conditions, and therefore the appropriate
dosage interval would be 12 h. In cats, this predictor took higher values, showing in
fasted animals 12 h while in fed animals 13 h, resulting in a dosage interval of 24 h.
The second predictor of efficacy calculated was AUC, ,4/MICs, for intravenous route in
dogs, fasting and oral with food the results were 329, 159 and 134, respectively, while
in cats they were 210, 257 and 286.

After intravenous administration of clindamycin to dogs and cats, it distributed rapidly,
widely and similar in both species. On the other hand, the elimination process occurred
faster in cats than in dogs. Oral absorption of clindamycin in fasted state was rapid,
showing good bioavailability in both species, but higher in cats than in dogs. The
presence of food did not significantly modify the oral bioavailability of the antimicrobial

in any of the species in study. A different behaviour was found in the speed of
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absorption of the antibiotic given with food, while in dogs, the antimicrobial orally
administered was absorbed faster, in cats it was absorbed slower. The sensitivity of the
studied staphylococci strains was moderate, showing a considerable percentage of
microorganisms resistant to this antibiotic. When combining clindamycin in vitro with
other antimicrobials frequently used in small animals, the result obtained was
indifferent for all combinations except for doxycycline, with which synergism was
detected. The efficacy predictor t>MIC was prolonged in both species, allowing in
felines a dosage interval of 24 hours at the doses used, while in canines the interval for
the oral route should be reduced to 12 hours. As there are no reference values in
human or veterinary medicine for the efficacy predictor ABC,.,4/CIM, we stablished

values for both species with the doses used in this study.
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|. INTRODUCCION

[.I. Historia

Las lincosamidas es un grupo de antimicrobianos que surgi6 a fines de la década del
50 principios de la del 60. El primer representante fue la lincomicina reportado en 1962
por Mason Dietz y DeBoer, y comercializada a partir de 1964 por la compafiia
farmacéutica UpJohn bajo el nombre de Lincocin®. Fue obtenida a partir del caldo de
fermentacion de cultivo de Streptomyces lincolnensis var. Lincolnensis,
microorganismo aislado del suelo de Lincoln, Nebraska, ciudad que dio origen a su
nombre. Dentro de sus cualidades se puede mencionar que tenia actividad sobre
microorganismos grampositivos tanto in vitro como in vivo, con una baja toxicidad y sin
resistencia cruzada con otros antimicrobianos de ese momento. Posteriormente, se
realizaron modificaciones quimicas buscando mejorar el sabor y la absorcion del
antibidtico, sintetizdndose diferentes ésteres del mismo. Por otro lado, se ensayaron
modificaciones quimicas para obtener analogos sintéticos con mejor eficacia
antimicrobiana y mejores caracteristicas farmacocinéticas (Magerlein, 1971; Whright y
col., 2014). Asi fue como en 1965, el reemplazo del grupo hidroxilo del carbono 7 del
residuo azlcar, por un atomo de cloro, dio origen a la clindamicina, compuesto con
mayor actividad antibacteriana y liposolubilidad, beneficiando asi su absorcion oral con
respecto al compuesto inicial (Magerlein y col, 1966; Birkenmeyer vy
Kagan,1970).Luego, en los afos 1980, la posibilidad de hidrolizar la amida central de
la estructura quimica de la clindamicina permitié sustituir el anillo de pirrolidina por
piperidina para la sintesis de un nuevo compuesto, la pirlimicina. Este derivado de la
clindamicina present6 su mismo espectro sobre cocos grampositivos pero demostrd
mayor actividad sobre Bacteroides fragilis y Plasmodium berghei. En cuanto a su
cinética la pirlimicina presentaba mayor penetracion en abscesos (en ratones) y
concentraciones plasméticas sostenidas durante mas tiempo. Actualmente es un
antimicrobiano de uso exclusivo en medicina veterinaria para el tratamiento de mastitis
(Birkenmeyer y col., 1984; Whright y col., 2014).

l.Il. Estructura quimica

La clindamicina (7(S)-cloro-7-deoxilincomicina) es un derivado sintético de la
lincomicina. La molécula tiene como base al acido propilhigrinico, derivado del

aminoacido prolina, unido mediante enlace amida a la metiltiolincosamida, un azlcar
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azufrado de 8 carbonos (Herr y Slomp, 1967; Magerlein y col., 1967; Schroeder y col.,
1967). La sintesis de la clindamicina se logr6 a partir de tratamiento de la lincomicina
con cloruro de tionilo en tetracloruro de carbono. Esta reaccién quimica sustituyo el
oxhidrilo 7 de la octosa por un atomo de cloro. Posteriormente, también a partir de la
lincomicina y mediante la reaccion de Appel, se sometid el antibiético a dicloruro de
trifenilfosfina o trifenilfosfina y tetracloruro de carbono para obtener la sal clorhidrato de
clindamicina (Birkenmeyer y Kagan 1970). La estructura quimica de lincomicina y

clindamicina se muestran en la Imagen 1.1.

HL H-C

Lincomicina Clindamicina

Imagen 1.1. Estructura quimica de la lincomicina y la clindamicina. La clindamicina
presenta un atomo de cloro en la posiciébn 7(S) el cual le confiere mejores

caracteristicas farmacoldgicas respecto a su precursor, la lincomicina. (Imagen tomada

de: Papich [2018] Chloramphenicol and Derivatives, Macrolides, Lincosamides and Miscellaneous
Antimicrobials. En Riviere, J.E.; Papich, M.G. Veterinary Pharmacology & Therapeutics. Décima edicion.
Capitulo 36. Hoja 925).

La clindamicina tiene un peso molecular de 424,98 g/mol y su féormula quimica es
C18H33CIN,OsS. Es una base débil con un pKa estimado en 7,45 + 0,02. Como droga
base su solubilidad en agua es baja siendo estable en solucion acuosa en un rango de
pH de 3 a 5. En orden creciente la sal de clorhidrato de clindamicina y fosfato de
clindamicina presentan una mayor solubilidad en agua y son estables a temperatura

ambiente a pH 6 y 8, respectivamente, mientras que el éster fosfato es estable en un
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rango de pH 6 a 10 (Magerlein, 1971; Rimmer y Sales, 1978; Morozowich y Karnes,
2007).

La presencia del cloro en el carbono 7 en la configuracion S mejor6 sus propiedades
farmacoldgicas debido al aumento en su liposolubilidad, modificando tanto su actividad
antibacteriana como su farmacocinética. Clindamicina pasé a ser hasta 4 veces mas
activa que su precursor frente a estafilococos coagulasa positivos, negativos,
estreptococos beta-hemoliticos y algunas enterobacterias (Chadwick, 1971; Magerlein,
1971; Bartlett y col.,, 1972; Heman-Ackah, 1975b; Matzov y col., 2017), adquirié
también actividad biol6gica sobre Plasmodium berghei y Plasmodium cynomolgi
(Birkenmeyer y Kagan, 1970). En cuanto a su administracion oral, la clindamicina
aumento la velocidad de absorcién, siendo en humanos la C,, de 30 minutos versus
una hora para la lincomicina, a su vez, se demostré que la presencia de alimento en el
tubo digestivo no produce modificaciones significativas en su cinética (Birkenmeyer y
Kagan, 1970; Rimmer y Sales, 1978). Diferentes esterificaciones de clindamicina se
evaluaron para mejorar diversas propiedades del farmaco. Aquellas que resultaron en
aplicacion clinica fueron clindamicina 2 fosfato y clindamicina palmitato clorhidrato. El
fosfato de clindamicina se sintetizé con el objetivo de disminuir el dolor a la aplicacién
intramuscular del clorhidrato, altamente irritante por precipitar en el sitio de aplicacién.
Dicho éster convierte al compuesto en una prodroga que se activa in vivo mediante
fosfatasas tisulares o plasmaticas que catalizan la hidrélisis de clindamicina 2 fosfato
liberando la droga activa. Esta variante quimica presenta una mayor solubilidad
acuosa lo que permite una rapida difusién del sitio de aplicacién hacia el torrente
sanguineo y una menor difusion intercelular hacia los tejidos circundantes, lo que
reduce el dolor, genera menor lesion tisular y mayor tolerancia a la aplicacion (Gray y
col., 1974; Morozowich y Karnes, 2007).Clindamicina palmitato clorhidrato se sintetizé
para mejorar la palatabilidad de la solucion acuosa. Clindamicina clorhidrato presenta
un sabor amargo mientras que su forma esterificada con grupos acilo de diversa
longitud de carbonos disminuye su sabor tornandolo neutro. El palmitato de
clindamicina result6 ser el mas aceptado en solucién oral en un estudio realizado en
humanos, comparado con laurato, hexanoato y acetato. Mientras que en caninos se
realizo el estudio de biodisponibilidad oral arrojando iguales resultados respecto a la
solucion de clorhidrato de clindamicina (Sinkula y col., 1973). Ambas caracteristicas

propiciaron su uso para la via oral.
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[.Ill. Farmacodinamia

[.11I.1. Mecanismo de accién

La clindamicina interfiere con la sintesis proteica por unirse reversiblemente a la
porcién 23S del ARNr de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Interactla tanto
con el sitio Ay P del ribosoma obstaculizando la formacién de la cadena de iniciacion,
inhibe también el ingreso de los aminoacil-ARNt al sitio A y genera la terminacién
temprana de la sintesis proteica. Esta actividad antibacteriana la ejerce mediante las 2
fracciones de la molécula, el azlcar derivado de la octosa (metiltiolincosamida) y el
aminoacido propilhigrinico (derivado de la prolina) (McDonald y col., 1981; Schlinzen y
col., 2001; Matzov y col., 2017). La unién a la subunidad 50S se produce en 2 fases,
en un primer momento se une al ribosoma bloqueando el sitio A y posteriormente el
grupo propilhigrinico rota hacia el sitio P (Matzov y col., 2017). El antimicrobiano
interactla con nucleétidos especificos del dominio V de la porcion 23S del ribosoma.
El estudio de la inhibicién de la sintesis proteica por parte de la clindamicina se realizé
sobre ARNr pertenecientes a Deinococcus radiodurans y Escherichia coli, de manera
que los amino&cidos participantes reciben su niumero correspondiente y la abreviatura
Dr o Ec, segun corresponda. De los 3 grupos oxhidrilo que posee el residuo azucar del
antibiético, el 20H y el 30H forman enlaces por puentes de hidrégeno al N6 del
principal aminoacido con el que se establece la union antimicrobiano-ribosoma: el
A2041Dr (A2058Ec) (Schliinzen y col., 2001). Por este motivo, mutaciones en dicho
aminoacido o dimetilaciones en el grupo N6 confieren resistencia a la clindamicina
(Weisblum, 1995a; Ross y col., 1997; Roberts, 2004). El 30H también interactia con
el oxigeno, no puente, del grupo fosfato del aminoacido G2484Dr (G2505Ec), con el
N1 del A2041Dr (A2058Ec) y con el N6 del A2042Dr (A2059Ec). El tercer grupo
oxhidrilo, (40OH) establece enlaces por puente de hidrégenos con esta Ultima adenina
mencionada, en la cual también se reportaron mutaciones que otorgan resistencia al
antibidtico. Finalmente, el grupo carbonilo de la octosa interactta con el grupo oxhidrilo
del G 2484Dr (G2505Ec) (Schlinzen y col.,, 2001). Sin embargo, al escindir la
molécula de azucar y evaluar su actividad individual se observdO una muy baja
capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano, concluyendo que esta porcion del
antimicrobiano contribuye al anclaje del mismo sobre el ribosoma mas que a su
funcion antimicrobiana (Matzov y col., 2017). El fragmento aminoacido se relaciona
con el sitio A, sitio P y salida del tanel ribosomal a través de fuerzas Van der Waals e
hidrofébicas. Por un lado el aminoéacido propilhigrinico se ubica préximo a la molécula

de tirosina del sitio A (3,5A), el carbono nimero 8 del antibi6tico proximo al N3 del
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nucleotido C2431Dr (C2452Ec) perteneciente al sitio P y el &tomo de azufre interactia
con el nucleétido G2484Dr (G2505Ec) que presenta relacion tanto con el sitio de union
A como P (Schliinzen y col., 2001). Por ultimo, el bloqueo en la elongacién del péptido
naciente se cree que se debe a un efecto estérico de la porcion aminoacidica del
antibiético a nivel de la salida del tinel del ribosoma (Schlinzen y col., 2001; Matzov y
col., 2017).

La clindamicina tiene actividad sobre protozoarios como Toxoplasma gondii.
Inicialmente se observd que el antimicrobiano frenaba el desarrollo de este
microorganismo y posteriormente se demostré que presentaba un efecto parasiticida
lento. Al exponer al parasito al antimicrobiano, no se observan modificaciones en su
actividad durante el primer ciclo de replicacion, independientemente de la
concentracion de clindamicina que se emplee. A las 48 horas, posterior al segundo
ciclo litico, se observa una reduccion en la capacidad de infestar nuevas células
respecto al cultivo inicial en un rango de 4 a 14% y al tercer dia la inhibicion de
actividad es completa con una muerte de casi la totalidad del cultivo (Pfefferkorn y col.,
1992). Esto llevd a cuestionar el mecanismo de accion, postulando 2 opciones, la
inhibicion de la actividad mitocondrial o la inhibicion de una estructura denominada
apicoplasto, descartando que sea el mismo que ejerce sobre las bacterias, dado que
los ribosomas de T. gondii son de tipo eucariota (Pfefferkorn y col., 1992; Pfefferkorn y
Borotz, 1994). Camps y col. (2002) demostraron que la clindamicina se une al dominio
V del ribosoma 50S del apicoplasto. Dicha organela se encuentra en los
microorganismos del filo Apicomplexa, contiene en su interior un genoma circular de
35 kilobases con su propia maquinaria ribosomal, y participa en rutas metabolicas para
la sintesis de acidos grasos, isoprenoides y clusters de hierro y azufre. Se considera
gue su rol en la sintesis de lipidos y modificacion de proteinas unidas a estos, esta
relacionado con la interaccion-huésped parésito y la sintesis de la vacuola
parasitofora, necesaria para la replicacion de T. gondii sin exposicion al sistema
inmune del huésped (Lim y McFadden, 2010). La clindamicina bloquea la sintesis
proteica en el interior del apicoplasto, sin embargo, la tasa de replicacion de los
taquizoitos dentro de la vacuola parasitofora de la primer célula huésped no se ve
afectada, es recién cuando estos taquizoitos ingresan a la segunda célula huésped
(segundo ciclo litico) que se evidencia una marcada disminucién en el niumero de
parasitos viables. La eliminacion total de los mismos ocurre para el tercer ciclo de
replicacion (Fichera y Ross, 1997; Camps y col., 2002). Este efecto de muerte diferida

del protozoario se produce por afectarse la etapa de endodiogenia donde se forman
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las células hijas a partir de la membrana plasmatica de la célula madre, recordando
que la inhibicion de la actividad ribosomal del apicoplasto disminuye la sintesis de
acidos grasos e isoprenoides, ambos componentes de la membrana Camps y col.,
2002. A su vez Amberg-Johnson y Yeh, (2019) demostraron que T. gondii es capaz de
adquirir isoprenoides de la célula huésped durante el primer ciclo litico, lo que

permitiria la normal replicacion observada.

El mismo mecanismo de accion estudiado en T. gondii fue también descripto para
Plasmodium falciparum, parasito causante de la enfermedad malaria y en Babesia
spp. Estos protozoarios pertenecen al mismo filo “Apicomplexa” y por ende todos
presentan un apicoplasto con su estructura interna correspondiente, el genoma circular
y su maquinaria de traduccioén, la cual se inhibe por la accién anti-ribosomal de la
clindamicina (AboulLaila y col., 2012; Biddau y Sheiner, 2019).

[.11l.2. Actividad antimicrobiana

[.Ill.2.a. Lincosamidas

Las lincosamidas son antimicrobianos de moderado a amplio espectro, siendo la
clindamicina varias veces mas activa que la lincomicina, particularmente sobre
microorganismos anaerobios estrictos y Staphylococcus aureus. El estudio comparado
de potencia entre estos antimicrobianos se realiz6 para diversos microorganismos,
encontrandose menores valores de CIM para clindamicina en S. aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Bacillus subtilis, B. fragilis,
Clostridium perfringens, E. coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
schottmuelleri y Pseudomonas aeruginosa (McGehee y col.,, 1968; Birkenmeyer y
Kagan, 1970; Phillips y col., 1970; Magerlein, 1971; Bartlett y col., 1972; Kislak, 1972;
Zabransky y col., 1973; Heman-Ackah 1975b; Berg y col., 1984). Se propuso que la
actividad superior de la clindamicina se debe a un aumento en la liposolubilidad y
permeabilidad de la molécula debido al cloro presente en el C7, ya que no se
encontraron diferencias en la inhibicion ribosomal in vitro. Al analizar el efecto de la
clindamicina y la lincomicina sobre ribosomas libres de S. aureus y E. coli encontraron
valores de concentracion inhibitoria muy similares para ambos antibioticos lo que llevo
a postular que la mayor potencia de la primera correspondia al aumento en la
permeabilidad celular alcanzando mayores concentraciones en el sitio de accién
(Matzov y col., 2017).
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La clindamicina se metaboliza en diferentes proporciones segun la especie animal a
tres metabolitos con actividad antimicrobiana variable. De ellos, el N-demetil
clindamicina es el mas potente con actividad 4 veces superior a la droga madre,
clindamicina sulfoxido muestra solo un cuarto de actividad respecto a su precursora. Y
por ultimo, clindamicina glucurénido sin efecto antimicrobiano (Argoudelis y col., 1969;
Sun, 1973).

I.IIl.2.b. Efecto antibacteriano

La clindamicina es un antimicrobiano bacteriostatico (Heman-Ackah, 1975a;
Westerman y col., 1976; Garlando y col., 1988; Hoogeterp y col., 1993; Valdimarsdéttir
y col., 1997; Pankey y Sabath, 2004; Soriano Garcia y col.,, 2005) con accién
bactericida frente a determinadas situaciones, distintos microorganismos, mayores
concentraciones de antimicrobiano o menor densidad de in6culo. Se demostré este
efecto sobre cepas de cocos gram positivos, S. aureus, Staphylococcus epidermidis y
Streptococcus pneumoniae, (McGehee y col., 1968; Kropec y Daschner, 1989;
Lemmen y col., 1993; Klepser y col., 1997; Lewis y col., 1999; Valour y col., 2015).
LaPlante y col. (2008) encontraron que la clindamicina presenté efecto bactericida
sobre una cepa de S. aureus meticilinoresistente, sensible a clindamicina y efecto
bacteriostéatico en 2 cepas de S. aureus meticilinoresistente, con resistencia inducible a
clindamicina, con mejor respuesta a menor densidad de indculo. También se demostro
efecto bactericida sobre microorganismos anaerobios estrictos como son B. fragilis,
Bacteroides thetaiotaomicron, Prevotella bivia, Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium mortiferum,
Peptostreptococcus magnus, Propionibacterium acnés (Nastro y Finegold,1972;
Zabransky y col., 1973; Heman-Ackah, 1975b; Stevens y col., 1987; Klepser y col.,
1996; Klepser y col., 1997; Spangler y col., 1997).

[.1ll.2.c. Efecto in6culo

La actividad antimicrobiana de la clindamicina no se modifica por el efecto in6culo. El
efecto Eagle o efecto inéculo, descripto por primera vez por Eagle y Musselman en
1948 para la penicilina, fue muy estudiado posteriormente para la mayoria de los
antimicrobianos. Es un efecto paraddjico por el cual la tasa de muerte bacteriana de

penicilina disminuye conforme al aumento en la densidad de inoculo tanto para
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estreptococos como estafilococos. La variacion en la actividad antimicrobiana de
clindamicina y modificaciones de su valor de CIM frente a distintas densidades de
indculo fue analizada para los microorganismos de su espectro. Evaluando la CIM
para S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoiae y C. perfringens, obtuvieron solo el
aumento en una dilucién para los cocos (McGehee y col., 1968), mientras que en otros
estudios no observaron modificaciones en su valor frente al aumento de 10 a 100
veces la densidad estandar de indculo, ni frente a modificaciones en 1000 veces para
los clostridios (McGehee y col., 1968; Phillips y col., 1970, Heman-Ackah, 1975b;
Stevens y col., 1987). LaPlante y col. (2008) demostraron el efecto bactericida de la
clindamicina frente a cepas de estafilococos meticilino-resistentes, sin diferencias en el
efecto tanto a alta como baja densidad de inéculo. Sélo en cepas con resistencia de
tipo MLSb se vio una mejor eficacia a menor densidad. El efecto Eagle también se
analiz6 in vivo con ratones con miositis experimental empleando S. pyogenes como
agente causal y demorando el tiempo de inicio de tratamiento para permitir el
crecimiento bacteriano. La clindamicina fue el antimicrobiano con mejor respuesta,
respecto a la penicilina y a la eritromicina, disminuyendo solo en un 20% la
supervivencia de los ratones iniciando el tratamiento 6 horas posteriores a la

inoculacion (Stevens y col., 1988).

[.II.2.d. pH del medio

La actividad de la clindamicina no se ve disminuida ante descensos del pH por el
agregado de CO, y maodificacién en la composicion del aire (Kislak, 1972). Por otro
lado, se demostraron cambios en el valor de CIM frente a variaciones de pH,
obteniéndose una disminucion en base 2 en relacion inversa al aumento de pH en un
rango de valores de 5 a 8. El pH con actividad 6ptima fue el mas elevado, mientras
que la menor eficacia se evidenciaba cuando el pH se aproximaba al pKa de la droga
(Phillips y col., 1970; Heman-Ackah, 1975b).

[.IIl.2.e. Efecto postantibidtico

El efecto postantibidtico (EPA) es el tiempo que permanece inhibido el desarrollo
bacteriano luego de ser expuesto a concentraciones de antibiético similares o
superiores a la CIM del microorganismo y posteriormente lavado del medio de cultivo.

Se estandariza como el tiempo que tardan en crecer en 1 log UFC/ml los

-17 -



microorganismos inhibidos cuando son comparados con el desarrollo de un cultivo
control, bajo las mismas condiciones. Este efecto se correlaciona en forma directa con
la magnitud de dafio celular que produce el antibiético sobre el microorganismo y el
tiempo que persiste el farmaco en el sitio de accion, también se demostré6 que
depende del &rea bajo la curva, es decir tanto de la concentracion del antimicrobiano
como del tiempo de exposicion. El EPA suele ser més prolongado in vivo respecto a in
vitro debido a una mayor tasa de crecimiento bacteriano en este ultimo, sumado a una
mayor susceptibilidad del microorganismo dafiado a sufrir fagocitosis y eliminacién por
parte de las células blancas. Acorde a la duracion, permitiria aumentar el intervalo
posolégico sin afectar la eficacia del antibiético (McDonald y col., 1981; Craig y
Vogelman, 1987; Liy col., 1997; Valdimarsdottir y col., 1997). La clindamicina presenta
un EPA variable de 2 a 10 horas, al unirse en forma reversible al ribosoma se postulé
que la duracion de dicho efecto corresponde al tiempo que demora el antimicrobiano
en disociarse del mismo y difundir fuera de la bacteria (Craig y Vogelman, 1987). El
EPA para S. aureus se encuentra en el rango de 1 a 6 horas, con valores extremos
hasta 10 horas, tanto en cepas estandar como aislamientos clinicos (Bundtzen y col.,
1981; Vogelman y Craig, 1986; Kuenzi y col., 1987; Xue y col., 1996), particularmente
Vogelman y col. (1988) demostraron un EPA in vivo de hasta 7 horas sobre S. aureus
inoculados a ratones neutropénicos. Para S. pyogenes y S. pneumoniae la duracién de
este efecto es similar a la de los estafilococos, 1 a 7 horas (Kuenzi y col., 1987)
Mientras que en microorganismos anaerobios se observd un EPA de 2 horas en
Bacillus anthracis (Athamna y col., 2004) y de 0,6 horas en B. fragilis, alcanzando
tiempos apenas superiores a la hora con concentracion de antimicrobiano 10 veces
superiores a la CIM (Valdimarsdéttir y col., 1997). Similar situaciébn ocurre con
Haemophilus influenzae, en el cual se logra un EPA maximo de 2 horas empleando

concentraciones también 10 veces mayores a la CIM (Kuenzi y col., 1987).

[.I1.2.f. Inhibicion en la produccidn de toxinas bacterianas

Se demostré que la clindamicina inhibe la produccién de toxinas bacterianas en
estafilococos, estreptococos y clostridios, probablemente asociado a su mecanismo de
accion, interferencia con la sintesis proteica. Evaluando la toxina TSS, responsable del
sindrome de shock téxico, sintetizada por S. aureus encontraron que la clindamicina,
en concentraciones inferiores a la CIM del microorganismo, logra inhibir la produccion

de la misma (Schlievert y Kelly, 1984). Similar ocurre con la sintesis de la exotoxina
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pirogénica A del S. pyogenes frente a concentraciones del antibidtico 0,5 veces su
valor de CIM (Sriskandan y col., 1997). Finalmente, en relacion a C. perfringens se
evalud la presencia de su alfa-toxina, mediante la deteccion de actividad, siendo ésta
nula en presencia clindamicina en concentraciones iguales a su CIM (Stevens y col.,
1987; Stevens y col., 1995). De esta manera, este antimicrobiano adquiere utilidad en
el tratamiento de los sindromes de shock téxico estreptocdcico y por exotoxinas
estafilococicas (SST), y en gangrenas causadas por la alfa-toxina de C. perfringens
(Schlievert y Kelly, 1984; Stevens y col., 1995; Sriskandan y col., 1997).

[.111.3. Otros efectos — Efectos extra antimicrobianos

[.1ll.3.a. Efecto sobre el sistemainmune

La clindamicina exhibe efectos inmunomoduladores, aumentando la quimiotaxis, la
produccién de anticuerpos, la opsonizacion, la fijacion del complemento, y la
fagocitosis por parte de los leucocitos polimorfonucleares y disminuyendo la

adherencia bacteriana (Van Vlem y col., 1996).

La presencia de clindamicina en el medio, tanto a concentraciones terapéuticas como
sub CIM, produce un aumento en el proceso de fagocitosis por parte de los
polimorfonucleares y un aumento en el porcentaje de muerte bacteriana intracelular.
Esto se ensayd sobre S. pyogenes, E. coli, B. fragilis y patégenos de la mucosa
gingival como Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus actinomycetemcomitans
(Gemmell y col., 1981; Howard y Soucy, 1983; Milatovic y col., 1983; Bassaris y col.,
1984; Eick y col., 2000). También se encontr6 un aumento en el ndmero de
macrofagos en higado luego del tratamiento con clindamicina en ratones infectados
con Babesia rodhaini, frente al tratamiento con otros farmacos de eleccién para esta
patologia (Wijaya y col., 2001).El aumento en la actividad fagocitica se relaciond, a su
vez, con un aumento en la activacion del complemento, mayor velocidad de unién del
fragmento C3b a la superficie bacteriana y opsonizacion del microorganismo, luego de
ser expuesto a concentraciones sub terapéuticas de clindamicina (Gemmel y col.,
1981; Howard y Soucy, 1983; Milatovic y col., 1983).

Por otro lado se estudi6 el efecto de la clindamicina sobre el proceso de fagocitosis de
neutrofilos apoptéticos, sin microorganismos mediando el estudio y no se hallaron

diferencias comparados al experimento control (Yamaryo y col.,, 2003). Y solo un
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estudio realizado por Wittmann y col. (2004) demostré que la clindamicina disminuye la
fagocitosis por parte de neutréfilos a altas concentraciones (125 pg/ml).

Como causa del aumento de actividad del complemento y fagocitosis se postulé para
S. aureus ciertas alteraciones morfolégicas en la estructura de la pared bacteriana
encontradas luego de la exposicibn a la droga, que favorecerian la unién del
complemento, mientras que en S. pyogenes se demostrd una disminucién en la
sintesis y expresion de la proteina M, una proteina de superficie que otorga resistencia
a la opsonizacion. Ambos procesos ocurrieron a concentraciones sub CIM de
clindamicina (Gemmel y col., 1981; Milatovic y col., 1983). Sin embargo, estudios
realizados por Eick y col. (2000) y Bystrzycka y col. (2016)en los cuales incubaron las
células de la linea blanca con el antimicrobiano durante un tiempo determinado, y
luego fueron lavadas, también presentaron un aumento en la capacidad fagocitica de
bacterias.

Hand y col. (1983) demostraron que la clindamicina ingresa a las células
polimorfonucleares a través de un sistema de transporte activo que usualmente
ingresa nucledsidos como la adenosina. En presencia de S. aureus ese sistema de
transporte se encuentra aumentado favoreciendo ain mas el ingreso de la droga al

interior de dichas células.

La actividad intracelular de este antimicrobiano es discutida, muchos estudios
demuestran un incremento en el porcentaje de muerte bacteriana en el interior de
polimorfonucleares y macréfagos, incluso sobre microorganismos resistentes al
antibiético, luego de ser expuestos a clindamicina. La adicién del antimicrobiano se
realizé de dos formas, poniendo en contacto Unicamente las células de la linea blanca,
posteriormente lavadas y enfrentadas al microorganismo o sobre el neutrdéfilo o
macréfago con los microorganismos ya en su interior, ambas resultaron en mejoras
significativas de los porcentajes de muerte bacteriana intracelular (Bassaris y col.,
1984; Faden y col., 1985; Anderson y col., 1986; Bassaris y col., 1987; Eick y col.,
2000).0tros estudios no encontraron ventajas con la presencia del antimicrobiano en
microorganismos fagocitados. Vosbeck y col. (1984) demostraron que la droga ejercia
el mismo efecto antibacteriano sobre microorganismos libres o intracelulares en
polimorfonucleares, mientras que Easmon y Crane (1984) no hallaron diferencias
significativas comparando el proceso de fagocitosis y destruccion bacteriana en
presencia o ausencia del antibiotico, una de sus criticas es el corto tiempo de

exposicion al mismo, 4 horas, en relacion al tiempo que se requeriria para producir la
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muerte bacteriana, 3 a 6 horas. En tercer lugar existen trabajos que postulan una
disminucion en la activacion de neutrdfilos, interferencia en la respuesta oxidativa, en
el estallido respiratorio y en la produccion de peroxido de hidrégeno cuando la
clindamicina se encuentra en el medio. Se demostré que dichos efectos no tienen
relacion con la activacion de receptores de membrana sino con la presencia de altas
concentraciones del antibiético intracelular que interferiria en algin punto de la
cascada de activacion de la oxidasa a nivel de una proteina G, fosfolipasas (C, D o
A,), metabolismo de fosfolipidos o en los niveles de calcio citosélicos (Hand y col.,
1990; Wittmann y col., 2004). La accién intracelular se evalué también en células por
fuera de la linea blanca como son osteoblastos con estafilococos en su citoplasma, en
los cuales se inhibié el desarrollo bacteriano cuando el antimicrobiano fue puesto en
contacto con las células a tiempo 0, pero no cuando se adicion6 12 horas mas tarde
(Ellington y col., 2006).

Por accién indirecta sobre el sistema inmune Hu y col. (2019) encontraron una
disminucién en la respuesta inflamatoria frente a infecciones causadas por S. aureus
en mucosa nasal. Concentraciones sub-inhibitorias de clindamicina disminuyen la
produccién de exoproteinas por parte de la bacteria, modulando la produccion de
citoquinas inflamatorias, revirtiendo sus efectos citotéxicos sobre la barrera mucosa,

mejorando su funcionalidad y respuesta del sistema inmune.

Este antibi6tico también disminuye la produccibn de TNF-alfa inducido por
lipopolisacaridos de C. perfringens en células mononucleares de humanos (Stevens y
col., 1995).

[.111.3.b. Efecto sobre la contractibilidad muscular

Wright y Collier (1976) demostraron que tanto la clindamicina como la lincomicina
inhibian la respuesta contractil en el misculo diafragmatico de rata luego de generar
una despolarizacion inicial breve. El bloqueo neuromuscular se iniciaba en forma lenta
y progresiva alcanzando el efecto maximo en 40 a 60 minutos, este tiempo se acorta al
emplear mayores concentraciones del antibiético y es la fraccion no ionizada, la
responsable de este fendmeno. La paralisis muscular no se revierte con calcio ni con
fisostigmina. Esto llevé a postular que el sitio de accién era sobre la fibra muscular
postsinaptica exclusivamente para la clindamicina, mientras que lincomicina podria

tener actividad también sobre el axon. Por otro lado, Fiekers y col. (1979) demostraron
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que clindamicina disminuye la amplitud, tiempo y velocidad en que ocurren los
potenciales de accion miniatura 0 espontaneos. Estos potenciales corresponden a
pequefias liberaciones de acetilcolina en la placa neuromuscular sobre el musculo en
reposo que no llegan a ser estimulo suficiente para producir una despolarizacién y
consecuente contraccion. También aumenta el umbral para la despolarizacién de la
placa motora terminal sin alterar dicho mecanismo una vez que ocurre. Este efecto
seria relevante luego de una administracion endovenosa rapida o cuando se
administra la clindamicina con bloqueantes neuromusculares ya que potencian su

accion como se describe posteriormente en el apartado interacciones.

Este mismo efecto se postulé que ocurriria también sobre el musculo cardiaco ya que
se han reportado casos de bradicardia, bloqueo auriculoventricular y fibrilacion
ventricular asociados al uso de clindamicina en medicina humana (Wright y Collier,
1976; Gabel y col., 1999; Dizajmehr y col., 2019).

I.111.4. Espectro

[.IIl.4.a. Microorganismos aerobios y microaeréfilos grampositivos

Son susceptibles a clindamicina S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S.
epidermidis, estafilococos coagulasa positivos, estafilococos coagulasa negativos, S.
pyogenes, S. pneumoniae, S. faecalis, S. viridans, S. sanguinis, estreptococos alfa-
hemoliticos, estreptococos beta-hemoliticos, Erysipelothrix rhusiopathiae; Micrococcus
spp., Bacillus anthracis (Phillips y col.,, 1970; Chadwick, 1971; Marks, 1975;
Westerman y col., 1976; Kuenzi y col.,, 1987; Garlando y col., 1988; Kropec y
Daschner, 1989; Venditti y col., 1990; Lemmen y col., 1993; Klepser y col., 1997; Lewis
y col., 1999; Yamamoto y col., 2001; Soriano Garcia y col., 2005; Rezanka y col.,
2007; LaPlante y col., 2008; Negro y col., 2012; Valour y col., 2015; Srednik, 2017).

[.IIl.4.b. Microorganismos aerobios gramnegativos
Moraxella bovis es un coco bacilo sensible a clindamicina (Senturk y col., 2007).

Campylobacter jejuni, C. coli, C. foetus y otros (Andreasen, 1987; Archer y col., 1988;
Wagner y col., 2003).
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I.Ill.4.c. Espiroquetas

Leptospira spp. El estudio se realizO sobre diferentes cepas L. biflexa, L.
borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii y dentro
de los serovares de L. interrogans, L. interrogans icterohaemorragiae, L. interrogans
copenageni y L. interrogans mankarso (Murray y col., 2004; Suepaul y col., 2015;
Wuthiekanun y col., 2015).

[.IIl.4.d. Microorganismos anaerobios

B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. vulgatus, B. capillosus, B.
melaninogenicus, B. oralis, B. corrodens, Fusobacterium fusiforme, F. necrophorum, F.
nucleatum, F. gonidiaformans, F. symbiosum, F. mortiferum, C. perfringens, C. welchii,
C. tertium, Clostridium spp., Actinomyces spp., Prevotella bibia, P. intermedia, P.
melaninogenica, Veillonella sp., Porphyromonas spp., Peptococcus saccharolyticus, P.
asaccharolyticus, Peptostreptococcus spp., Propionibacterium acnés,
Acidaminococcus ferentans, Bifidobacterium sp., Bilophiola wadsworthia (Phillips vy
col., 1970; Bartlett y col., 1972; Kislak, 1972; Nastro y Finegold, 1972; Westerman y
col., 1976; Dutta y Devriese, 1981; Klepser y col.,, 1996; Klepser y col., 1997;
Valdimarsdéttir y col., 1997; Schaumann y col., 2000; Athamna y col., 2004; Rezanka y
col., 2007; Negro y col., 2012; Steininger y Willinger, 2016).

I.Ill.4.e. Micoplasmas

Este antimicrobiano tiene actividad sobre algunas especies de micoplasmas tanto de
medicina humana como veterinaria. Es efectiva sobre Mycoplasma bovis, M.
bovigenitalium, M. bovimastiditis, M. laidlawii, M. hyopneumoniae, se emple6 también
para el tratamiento de infecciones causadas por mordedura de gatos, dentro de los
agentes etioldgicos se encontraban M. equigenitalium, M. elephantis y M. felis (Hamdy
y Miller, 1971; Torres-Henderson y col., 2014; Cai y col., 2018). En medicina humana
también presenta actividad tanto sobre Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. (Krausse
y Schubert, 2010).
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[.11l.4.f. Protozoarios

T. gondii (Pfefferkorn y col., 1992; Fichera y col., 1995; Camps y col., 2002; Dubey y
col., 2009), Neospora caninum (Crookshanks y col., 2007; Dubey y col., 2007; Silva y
Machado, 2016), Eimeria pragensis (Yunus y col., 2005), Babesia gibsoni (Wulansari y
col.,, 2003; Lin y col.,, 2012; Nandini y col., 2016; Vishnurahav y col., 2017),
Plasmodium falciparum (Seaberg y col., 1984;Lell y Kremsner, 2002).

[.IIl.4.9. Microorganismos no susceptibles

La clindamicina no tiene actividad frente a bacterias gramnegativas aerobias o
anaerobias facultativas, enterobacterias, Pseudomonas spp., Pasteurella multocida
(McGehee y col., 1968; Chadwick, 1971; Magerlein, 1971; Heman-Ackah, 1975b;
Stevens y col.,, 1979; Rezanka y col.,, 2007; Ludwig y col., 2016), Neisseria spp.
(McGehee y col., 1968), H. influenzae (McGehee y col., 1968; Chadwick, 1971; Marks,
1975; Kuenzi y col., 1987).

Dentro de los microorganismos grampositivos, la clindamicina no es eficaz sobre
Enterococcus spp. (McGehee y col., 1968; Westerman y col., 1976) y Nocardia spp.
(Larruskain y col., 2011; Zhao y col., 2017).

Clostridium difficile tiene la particularidad de ser un microorganismo anaerobio sobre el

cual la clindamicina no tiene actividad (Pankuch y col., 1993; Biichler y col., 2014).

Corynebacterium spp. es un género que, si bien algunas cepas pueden ser
susceptibles, la CIMsq y CIMg, para la mayoria de estos microorganismos resultdé en
valores dentro del rango de resistencia (Soriano Garcia y col., 1995; Neemuchwala y
col., 2018).

Tanto Mycobacterium tuberculosis como M. avium presentan resistencia natural a la
clindamicina, solo en M. leprae se encontré susceptibilidad a este antimicrobiano
(Yajko y col., 1987; Franzblau, 1991; Buriankova y col., 2004).
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[.111.5. Actividad in vitro de la clindamicina

Los datos de la actividad in vitro de la clindamicina sobre cepas de origen animal se
muestran en la Tabla I.1. Para su elaboracion se tomaron los valores méas altos y mas

bajos de CIMs, y ClIMg, citados en la bibliografia.

El CLSI (2015) establece los valores de corte de la clindamicina para Staphyloccocus
spp. y estreptococos beta-hemoliticos en piel y tejidos blandos de caninos, definiendo
microorganismos susceptibles aquellos con una CIM=<0,5 pg/ml, intermedios 1-2 pg/ml

y resistentes cuando la CIM24 pug/ml.

Los valores de corte de la clindamicina para anaerobios grampositivos fueron
establecidos por el CLSI (2019) para humanos, y no estan descriptos para medicina
veterinaria. Definiendo susceptibilidad cuando los valores de CIM <2 pg/ml,

intermedios 4 pg/ml y resistentes cuando la CIM=8 ug/ml.

Tabla I.1. Actividad in vitro de la clindamicina frente a microorganismos patégenos de
origen animal aislados en perros, gatos y vacas’. Para su elaboracién se tomaron los
valores mas altos y mas bajos de CIMsy y de ClIMy, citados en la bibliografia (Chirino-
Trejo y Prescott, 1983; Pankuch y col., 1993; Murray y col., 2004; Francoz y col., 2005;
Ganiere y col., 2005; Abusleme Garay, 2009; Rubin y col., 2011; Senhorinho y col.,
2012; Lawhon y col., 2013; Pfizer, 2014; Silva y col., 2014; Suepaul y col., 2015;
Ludwig y col., 2016; Alvarez-Pérez y col., 2017; Cai y col., 2018).

Microorganismo ClIMsg (pug/ml) | CIMgo (ug/ml)
Cocos grampositivos

Staphylococcus pseudintermedius 0,12-0,5 1-128
Staphylococcus aureus 0,06 — 64 0,12 - 128
Staphylococcus schleiferi 0,25

Staphylococccus spp. 0,5

Estreptococos beta-hemoliticos 0,5 0,5
Streptococcus spp. 0,12 -0,25 >4 -8
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Tabla I.1. Continta

Microorganismo CIMsg (ug/ml) | CIMgg (pg/ml)
Anaerobios

Bacteroides fragilis 0,25-16 2-128
Bacteroides capillosus 0,12 1
Bacteroides spp. 0,06 -1 2-16
Clostridium perfringens 0,064 -1,5 0,25-6
Clostridium difficile 0,064- 4 6 —>256
Clostridium spp. 2 12
Fusobacterium necrophorum 0,12 1
Fusobacterium canifelinum 0,25 0,25
Fusobacterium nucleatum 0,12 - 0,25 025-8
Fusobacterium spp. 0,02-0,5 0,25-16
Peptostreptococcus spp. 0,06 - 0,25 05-2
Porphyromonas gulae 0,25 0,25
Porphyromonas macacae 0,25 0,25
Porphyromonas spp. 0,06 0,25
Prevotella bivia 0,12 0,12
Prevotella spp. 0,12-0,25 0,25-2
Propionibacterium acnés 0,12 0,12
Otros

Leptospira spp® 0,2-0,39
Mycoplasma bovis* 0,19-0,25 0,25-0,5

*Todos los microorganismos corresponden a aislamientos caninos y felinos excepto Mycoplasma bovis.
Leptospira spp. incluye: L. biflexa, L. borgpetersenii, L. interrogans (L. interrogans icterohaemorragiae, L. interrogans
copenageni y L. interrogans mankarso), L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai.

I.Ill.5.a. Resistencia reportada

Estudios de susceptibilidad bacteriana a la clindamicina, a partir de microorganismos
aislados en procesos infecciosos de caninos y felinos, reportan un moderado a alto
porcentaje de resistencia a este antimicrobiano. Se encontré también que el porcentaje
de

antimicrobianos previos, respecto al porcentaje de resistencia encontrado en bacterias

resistencia era superior en pacientes que habian recibido tratamientos
causantes de primoinfecciones sin tratamiento antibiético previo (Larsen y col., 2015;
van Damme y col.,, 2020). La Tabla 1.2 Resume los porcentajes de resistencia
obtenidos para cada bacteria, el nUmero de microorganismos evaluados, sitio de

infeccion y lugar geogréfico del estudio.
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Tabla 1.2. Porcentaje de resistencia (R) a la clindamicina en cocos grampositivos

causantes de enfermedad en caninos y felinos, en Argentina y otros paises.

. ) Sitio de
Microorganismo ) 5 n R (%) Lugar Autor y afio
infeccion
ARGENTINA
S. pseudintermedius 3882 46
S. aureus 809 42
i Piel, oido, orina, )
Estafilococos ) CABAy GBA Rumiy col., 2021
) vagina, otros. 996 33
coagulasa negativos
Streptococcus spp. 517 17
) ) Qido, piel, )
S. pseudintermedius ) 28 43 La Plata, Bs.As. Vigo y col., 2015
vagina, otros.
) ) ) CABA, GBAy La Giacoboni y col.,
S. pseudintermedius Piel 91 60
Plata, Bs.As. 2017
AMERICA LATINA
Staphylococcus spp. Siqueira y col.,
Py PP Hueso 29 59 Botucatu, Brasil a y
y Streptococcus spp. 2014
S. pseudintermedius QOido 39 28
_ ) ] Abusleme Garay,
S. schleiferi Oido 12 25 Santiago, Chile 2009
S. aureus Oido 2 100
) ) ) ) Antunez y col.,
S. pseudintermedius Piel 92 25 Lima, Pera 2009
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Tabla I.2. Continta

) ) Sitio de .
Microorganismo ) y n R (%) Lugar Autor y afio
infeccién
OTROS PAISES
. i ) ) Ganiere y col.,
S. pseudintermedius Piel 50 22 Francia
2005
. i Saskatchewan, .
S. pseudintermedius | ND 60 8 ) Rubiny col., 2011
Canada
S. pseudintermedius
i 556 25
aislados en perros Piel y tejidos
S. pseudintermedius blandos 49 NC
aislados en gatos (15/50)
S. aureus aislados en
) . 45 4 )
perros Piel y tejidos a Ludwig y col.,
- Europa
S. aureus aislados en | blandos 29 NC 2016
gatos (1/29)
Streptococcus spp.
) P PP 167 11
aislados en perros Piel y tejidos
Streptococcus spp. blandos o5 NC
aislados en gatos (3/25)
g - . Copenhague, Jesseny col.,
S. pseudintermedius Piel (y otros) 419 24 Dinamarca 2019
Piel
S. pseudintermedius (sin tratamientos 57 14
antibiéticos
previos) Copenhague, Larseny col.,
Piel Dinamarca 2015
S. pseudintermedius (con tratamientos 289 27
antibidticos
previos)
Piel
. . (sin tratamientos
S. pseudintermedius 60 22
antibidticos
previos) Utrecht, Paises van Damme y
Piel Bajos col., 2020
S. pseudintermedius (con tratamientos 137 38
antibiéticos
previos)
) : . . ) Nocera y col.,
S. pseudintermedius Piel 86 41 -50 | Napoles, ltalia 2021

%Incluye: Republica Checa, Francia, Alemania, Hungria, Italia, Paises Bajos, Polonia, Espafia, Suiza y el Reino Unido.

ND No determinado
NC No calculado
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[.111.6. Mecanismos de resistencia

Existen 3 mecanismos de resistencia para este antimicrobiano, el primero y que se
presenta con mayor frecuencia es la modificacion del sitio blanco, el segundo
mecanismo es mediante la produccién de enzimas inactivantes y por ultimo puede

deberse a la expresion de bombas de eflujo (Leclercq, 2002).

La modificacion del ribosoma 50s ocurre por la sintesis y actividad de metilasas
ribosomales o por mutaciones espontaneas en los genes que codifican para la
peptidiltransferasa. Este mecanismo es compartido con antimicrobianos que acttan
sobre el mismo ribosoma obteniéndose, segun los antibidticos involucrados, los
diferentes fenotipos de resistencia cruzada: ML: macrolidos y lincosamidas, MLSb:
macrolidos-lincosamidas-streptograminas B, MLSK: incluyendo ketdlidos y MLSKO:
que incorpora a las oxazolidinonas (Weisblum y Demohn, 1969; Dutta y Devriese,
1981; Roberts, 2004).

Las metilasas ribosomales acttan sobre el fragmento 23s del ribosoma, en una regién
conservada del dominio V, adicionando un grupo metilo (o dimetilacion) sobre una
adenina que suele ser estable A2058Ec. Esta region es compartida por macrélidos,
lincosamidas y streptogramina B en sus respectivos sitios de union (Weisblum, 1995a).
Las metilasas se encuentran codificadas en el gen erm (metilasa ribosomal de
eritromicina en inglés) ubicado en transposones en el cromosoma bacteriano o
pladsmidos y se transfiere mediante elementos moviles. Existen mas de 20 variantes de
este gen, las mas relevantes por las bacterias involucradas, son erm Ay C en los
estafilococos, erm B en los estreptococos y erm F en B. fragilis y otros anaerobios
(Roberts y col., 1999; Leclercq, 2002; de Vries y col., 2012). La expresion del gen erm
puede ser tanto constitutiva como inducible. La forma constitutiva se encuentra en alto
porcentaje en estafilococos y mayor aun en aquellos meticilinoresistentes, tanto en
medicina veterinaria como humana (Saribas y col., 2006; Kadlec y Schwarz, 2010;
Ruzauskas y col., 2015; Vigo y col., 2015; Giacoboni y col., 2017; Khodabandeh y col.,
2019). Cuando el gen se encuentra en su forma inducible, la bacteria transcribe un
ARNmM inactivo y por ende la metilasa ribosomal no se sintetiza. La presencia del
inductor inicia el proceso de traduccién dando como resultado la expresion de este
mecanismo de resistencia. Se demostré que la eritromicina forma un complejo con el
ribosoma bacteriano modificando el inicio de la traduccion del ARNm al codén de
iniciacion para la sintesis de la metilasa. En estafilococos la eritromicina es un

excelente inductor, no asi la clindamicina ni las streptograminas, y el perfil fenotipico
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aislado con mayor frecuencia es MLSb (Weisblum, 1995b; Leclercq, 2002; Roberts,
2004). En estreptococos tanto la clindamicina como la eritromicina y la streptogramina
B pueden actuar como inductores (Horinouchi y col., 1983; Roberts y Brown, 1994). En
C. perfringens encontraron que la eritromicina y la oleandomicina actdan como
inductores de resistencia a macrolidos y lincosamidas pero no a streptograminas
(Dutta y Devriese, 1981).

La prueba diagnostica in vitro empleada para establecer el perfil de resistencia de un
microorganismo a clindamicina se denomina D-test, se colocan adyacentes en el
antibiograma un disco de eritromicina y uno de clindamicina. Cuando se expresa el
gen erm en forma constitutiva la bacteria evidencia un nivel de resistencia alto a todos
los antimicrobianos MLSb, dando halos de diametro bajo. Cuando la expresiéon del
mismo es inducible la bacteria tiene resistencia fenotipica a macrolidos pero conserva
la sensibilidad frente a clindamicina (torndndose rapidamente resistente frente a una
exposicion a macrélidos), la proximidad de ambos discos permite evidenciar un
achatamiento del halo de clindamicina (forma de “D”) frente al halo producido por la
inhibicién del crecimiento del disco de eritromicina. Si el perfil de resistencia fuera solo
macrolido-streptogramina B (MSb) el halo de clindamicina permanece intacto y
conserva un diametro dentro del rango de sensibilidad (Shrestha y Rana, 2014; CLSI,
2019).

Un segundo mecanismo de resistencia para este antimicrobiano consiste en la
expresion de enzimas inactivantes, la 3-lincomicina 4-clindamicina o-
nucleotidiltransferasa. Estas enzimas se encuentran codificadas en plasmidos, en 2
grupos de genes LinA (y sus variantes LhuC y LnuD) presentes principalmente en
estafilococos y LinB (y variante LnuF), en enterococos. Catalizan la adenilacién del 3"-
OH o0 4°-OH del residuo azucar azufrado de las lincosamidas (metiltiolincosamida),
dando como resultado 4-(5"-adenilato)-clindamicina o 3-(5"-adenilato)-lincomicina,
ambos metabolitos inactivos. Este grupo enzimatico pertenece a la superfamilia de
nucleotidiltransferasas, relacionadas también con las nucleotidiltransferasas de los
aminoglucdsidos y polimerasas (Brisson-Noél y col., 1988; Leclercq y Courvalin, 1991;
Morar y col., 2009; Vigo y col., 2015).

Como ultimo mecanismo de resistencia se encuentran los sistemas de eflujo
bacteriano codificados en 5 superfamilias, dos de las cuales se hallaron en
microorganismos resistentes a lincosamidas. Dentro de la familia MF el gen MdeA

codifica para la expresion de bombas de eflujo en estafilococos (S. aureus y S.
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hemolyticus) siendo sustrato tanto lincosamidas como macrolidos. Dentro de la familia
ABC, se encuentran los genes tipo Msr(A): Vag(A) y su variante Vag(A),, que confieren
resistencia de bajo nivel a lincosamidas y streptograminas también en estafilococos (S.
aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. pseudintermeidus). Estas bombas de eflujo
consisten en un sistema de transporte activo primario con consumo de ATP para la
familia ABC y secundario, a través de un gradiente electroquimico, para la familia MF
(Poole, 2005; Liy Nikaido, 2009; Lozano y col., 2012; Ruzauskas y col., 2015).

[.11l.7. Usos terapéuticos

La clindamicina estd indicada en pequefios animales para el tratamiento de
infecciones estafilocécicas y por anaerobios, particularmente aquellas producidas por
cocos resistentes a penicilina, en individuos que hayan manifestado hipersensibilidad a
dicho antimicrobiano cuando se requiere una mayor penetracion tisular (Knights y col.,
2012; Trepanier, 2013; Sykes, 2014; Jessen y col., 2019).

Es uno de los antimicrobianos clasificados como seguros para su uso durante la
prefiez (Papich y Davis, 1986). Se report6 como uno de los antimicrobianos de mayor
prescripcion en cachorros caninos y felinos entre 6 y 26 semanas de edad (Lister y
col., 2011) y es de eleccion para el tratamiento de T. gondii y N. caninum tanto en
cachorros como en adultos (Lavely, 2006; Crookshanks y col., 2007). Se inform6
incluso su administracién a un canino de 2 semanas de edad para el tratamiento de N.
caninum (da Costa Reis y col., 2016) sin embargo, frente a otros procesos infecciosos,
su uso no es recomendado en neonatos por producir alteracion de la flora intestinal
normal y diarreas asociadas (Plumb, 2004). En felinos en cautiverio, Manul,
(Otocolobus (felis) manul) se empleé clindamicina en hembras prefiadas, durante la
lactacion y luego en los cachorros al iniciar su alimentacion sélida (3 a 4 semanas de
edad) con el objetivo de reducir la tasa de mortalidad juvenil por toxoplasmosis,
obteniendo buenos resultados y sin reportes de efectos colaterales (Girling y col.,
2020).

Integra el grupo de antimicrobianos de primera eleccion para el tratamiento sistémico
de piodermias superficiales en perros, cuyo agente principal suele ser S.
pseudintermedius (Harvey y col., 1993; Littlewood y col., 1999; Beco y col., 2013;
Summers y col.,, 2012; Hillier y col., 2014; Jessen y col., 2019). Se recomienda

también para el tratamiento de piodermias profundas debido a que este tipo de
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infecciones tiene la particularidad de contener abundantes sitios necréticos y procesos
de cicatrizacion en los cuales la clindamicina presenta buena penetracion, a diferencia

de otros antibioticos (Scott y col., 1998; Beco y col., 2013).

Frente a infecciones causadas por estafilococos meticilinorresistentes, la clindamicina
podria emplearse como alternativa, evaluando siempre el perfil de susceptibilidad del
microorganismo. Se demostré que existe un alto porcentaje de resistencia incluso a
clindamicina en este tipo de bacterias (Kadlec y Schwarz, 2010; Moodley y col., 2014;
Ruzauskas y col., 2015; Ludwig y col., 2016; Giacoboni y col., 2017).

Este antimicrobiano presenta una excelente actividad sobre microorganismos
anaerobios estrictos y es de eleccién para el tratamiento de procesos infecciosos con
dicha etiologia, teniendo en cuenta que ciertas cepas de Clostridium spp., y cepas de
Bacteroides spp. podrian presentar resistencia al antimicrobiano y su accion
practicamente nula sobre C. difficile (Berg y col., 1984; Dow, 1988; Negro y col., 2012;
Lawhon y col., 2013; Alvarez-Pérez y col., 2017, Jessen y col., 2019).

En cuanto a infecciones de vias respiratorias, esta indicada tanto para el tratamiento
de vias altas, rinitis cronicas en gatos (Reed, 2014), como bajas. Pertenece al grupo
de primera linea para el tratamiento de neumonia y piotérax en perros y gatos.
Pudiendo emplearse tanto por via parenteral en casos graves, como oral en
tratamientos ambulatorios, y sola o combinada con fluoroquinolonas (Dow, 1988;
MacPhail, 2007, Lappin y col., 2017; Jessen y col., 2019; Dear, 2020). Particularmente
en felinos, se indica para el tratamiento de neumonias causadas por estreptococos
(como segunda opcién a penicilina) y neumonias causadas por T. gondii (Foster y
Martin, 2011). En relacion al tratamiento de piotérax la clindamicina se administra
como monoterapia o combinada con amoxicilina acido clavulanico o con enrofloxacina,

complementado con el tratamiento quirdrgico, drenaje (Barrs y col., 2005).

Otra indicacion para el uso de la clindamicina en pequefios animales, tanto por su
espectro como por su distribucion tisular, es en el tratamiento de infecciones en tejido
0seo: osteomielitis (Braden y col., 1988; Dernell, 1999), enfermedad periodontal y
profilactico en destartraje quirdrgico (Bowersock y col., 2000; Zetner y col., 2003;
Niemiec, 2008; Negro y col.,, 2012; Trepanier, 2013; Jessen y col.,, 2019). Los
microorganismos aislados con mayor frecuencia en osteomielitis son estafilococos
beta-hemoliticos. También es frecuente encontrar infecciones mixtas con anaerobios
ya sea por fracturas expuestas o traumatismos (Siqueira y col., 2014). Debido a esto,

la clindamicina se encuentra dentro de los antimicrobianos de eleccién para el

-32-



tratamiento de estos procesos infecciosos (Braden y col., 1988; Jackson y Pacchiana,
2004; Gieling y col., 2019). La indicacién del antibiotico no deberia ser empirico en
esta patologia, ya que se observa un alto porcentaje de resistencia en los casos
estudiados, por lo tanto debe reevaluarse su indicaciébn una vez obtenidos los
resultados del cultivo, aislamiento y antibiograma de la lesion (Siqueira y col., 2014).

La clindamicina se emplea también en profilaxis quirargica por su actividad sobre
anaerobios, principalmente, y cocos grampositivos, combinandose con antimicrobianos
con actividad sobre gramnegativos (enterobacterias). Se indica en profilaxis
quirdrgicas de tejidos como cabeza y cuello (Weber y col., 1992; Howe y Boothe,
2006), tracto intestinal y en cirugias contaminadas del aparato reproductor en hembras
(Van den Bogaard y Weidema, 1985; Boothe y Boothe, 2015).

En pacientes sépticos la terapéutica antimicrobiana temprana, de amplio espectro y
por via endovenosa disminuye la tasa de mortalidad. Cuando la clindamicina se indico
con dicho fin, se empleé combinada con enrofloxacina, amikacina o gentamicina
(Brady y King, 2000; Butler, 2011; Silverstein y Otto, 2012; Jessen y col., 2019).

La droga también esta indicada, tanto en medicina humana como veterinaria, para el
tratamiento de mordeduras producidas por perros o gatos y combinada con
fluoroquinolonas o trimetoprim sulfa. Las heridas por mordeduras en estas especies
suelen causar infecciones mixtas, la flora oral esta compuesta por bacterias aerobias
grampositivas y anaerobias estrictas. (Van den Bogaard y Weidema, 1985;) (Davies,
2000; Broom y Woods, 2006; Bula-Rudas y Olcott, 2018; Jessen y col., 2019).

La clindamicina presenta una amplia distribucién tisular con excelente llegada a
prostata, sin embargo, la mayoria de los procesos infecciosos en dicho tejido son
causados por microorganismos no incluidos dentro de su espectro, enterobacterias.
De manera que su uso se aconseja solo cuando el cultivo, aislamiento y perfil de

susceptibilidad bacteriana lo indiquen (Weese y col., 2019).

En cuanto a enfermedades causadas por protozoarios, este antimicrobiano es de
primera eleccion para el tratamiento de toxoplasmosis en caninos y felinos (Lavely,
2006; Dubey y col., 2009; Troxel, 2009; Foster y Martin, 2011; Girling y col., 2020).
También lo es para el tratamiento de N. caninum en perros, donde permite la remision
de los signos, pero no asegura la eliminacion completa del parasito aun con
tratamientos prolongados de hasta 6 meses (Crookshanks y col., 2007; Dubey y col.,

2007; Troxel, 2009). Puede emplearse sola o combinada con sulfonamidas y
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pirimetamina con el fin de potenciar su efecto antiprotozoario (Troxel, 2009; Silva y
Machado, 2016). Se evalu6 también su eficacia para el tratamiento de Babesia
gibsoni, enfermedad que presenta una alta tasa de recidivas luego de instaurada la
terapéutica convencional. Clindamicina fue administrada como monoterapia en
caninos infestados experimental y naturalmente obteniendo una mejoria de los signos
clinicos, de las alteraciones hematoldgicas y bioquimicas (Wulansari y col., 2003;
Vishnurahav y col., 2017). En un estudio realizado por Lin y col. (2012) su empleo, en
combinacién con diminazeno e imidocarbo, produjo un aumento en las tasas de
recuperacion y una disminucién en las de recidivas. Cuando se combind con
metronidazol y doxiciclina se logré la remisién tanto de los signos clinicos como de las

alteraciones hematolégicas (Nandini y col., 2016).

I.111.8. Efectos adversos

La clindamicina es una droga segura en pequefios animales, con pocos efectos
adversos, produciendo diarreas por alteracion de la microbiota intestinal como principal
alteracion (Jessen y col., 2019). En gatos a los que se les administré una dosis de 25
mg/kg y de 50 mg/kg (repartida en 2 tomas diarias) se reportaron cuadros de vomitos y
diarreas (Greene y col., 1992). Sin embargo, otros autores que la han administrado
tanto en monodosis como en tratamientos prolongados a dosis de 5y 11 mg/kg no han
reportado la presencia de efectos adversos (Harvey y col., 1993; Littlewood y col.,
1999; Saridomichelakis y col., 2011).

En especies fermentadoras como equinos, rumiantes, conejos, hamsteres, las
lincosamidas pueden predisponer al sobrecrecimiento de bacterias como Clostridium
spp. con el desarrollo de una enterocolitis severa, diarrea y muerte (Chang y col.,
1978; Rehg y Pakes, 1982; Bulgin, 1988; Plenderleith, 1988; Larsen, 1997; Papich,
2003). En medicina humana, la administracion de clindamicina puede ocasionar desde
diarrea a colitis pseudomembranosa y muerte por la proliferacion de C. difficile (Smart
y col., 1976; Neu y col., 1977).

Otro efecto observado a nivel del tracto digestivo es la aparicion de esofagitis. El
tratamiento con cépsulas de clindamicina administradas por via oral sin agua ni
alimento a gatos caus6 esofagitis en 3 animales, uno de los cuales presenté también
estenosis y en otros 2 se observo la formacion de estenosis esofagica como signo

inicial. Los signos clinicos visibles fueron nauseas, regurgitacion y disfagia. Se postul6
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también que los gatos, al igual que se describe en medicina humana, pueden sufrir
desordenes esofagicos inducidos por medicamentos, siendo la clindamicina uno de los
causantes (Sutton y Gosnold, 1977; Levine, 1999; Beatty y col., 2006).

La aplicacion intramuscular del compuesto inicial, clorhidrato de clindamicina, causa
dolor moderado a alto en ratones, perros y humanos, para ello se sintetiz6 el éster
fosfato el cual genera una menor reaccion local y mayor tolerancia a la administracion

por esta via (Gray y col., 1974; Lavy y col., 1999; Morozowich y Karnes, 2007).

Tal como se describe en la seccidn de interacciones farmacodinamicas, la
clindamicina puede producir bloqueo neuromuscular y potenciar el efecto de farmacos
anestésicos a este nivel u ocasionar alteraciones cardiacas, bradicardia, hipotension y
arritmias, debido a su accion inhibitoria sobre la respuesta contractil del musculo
estriado (Wright y Collier, 1976; Fiekers y col., 1979; Dizajmehr y col., 2019).

En un estudio farmacocinético realizado en gatos Brown y col. (1989) administraron
clindamicina durante 10 dias a 18 gatos divididos en 3 grupos segun esguema
posolégico (5 mg/kg cada 12 horas, 11 mg/kg cada 12 horas y 22 mg/kg una vez al
dia). Posterior al ensayo los gatos fueron eutanasiados, en la necropsia observaron
leve inflamacion del colon en el 50% de los animales, leve colestasis en el 40% y leve
hipertrofia izquierda ventricular en el 40% de los gatos, la magnitud de las lesiones no
tenia relacion con las dosis empleadas. En perros Gray y col. (1974) estudiaron la
presencia de posibles alteraciones hepaticas luego de la administraciéon de
clindamicina endovenosa, intramuscular y oral, encontrando cambios minimos y
transitorios que revirtieron con administraciones subsiguientes, observaron en el
hepatocito depésitos lipidicos (via endovenosa) y mieloides (via oral), vacuolizaciones
en el reticulo endoplasmico liso y dilataciones en el reticulo endoplasmico rugoso (via
intramuscular). También se produjeron aumentos séricos transitorios de las enzimas

transaminasa glutdmico oxalacética (GOT) y glutamico pirtvica (GPT).

Estudios de toxicidad oral de clindamicina en ratas y perros a dosis de 300 mg/kg/dia
durante un afo demostraron buena tolerancia y no observaron cambios
histopatol6gicos en ambas especies. Empleando dosis de 600 mg/kg/dia durante 6
meses en ratas no produjeron signos de toxicidad, mientras que en perros observaron

vomitos, anorexia y pérdida de peso [Pharmacia and Upjohn Company (s.f.)].

Evaluando otros efectos adversos se probd la tolerancia a la administracion

endovenosa de clindamicina a perros, a dosis superiores a las terapéuticas (60 y 120
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mg/kg 2 veces al dia durante un mes a una velocidad de infusion de 10 minutos

totales) sin observar efectos colaterales, cambios clinicos, hematolégicos,

bioquimicos, urinarios o histopatolégicos ni flebitis asociada (Gray y col., 1974).

La DLsy obtenida para clindamicina clorhidrato y fosfato administrados por via
endovenosa, intraperitoneal y oral a ratones y ratas se muestran en la Tabla I.3. Los
efectos toxicos observados previo a la muerte fueron depresion central y convulsiones
(Gray y col., 1974).

Tabla I.3. DLs, de la clindamicina fosfato y clorhidrato para las vias endovenosa (ev) e
intraperitoneal (ip) en ratones y oral (po) en ratas expresadas en mg/kg (Magerlein,
1971; Gray y col., 1974).

DLsg ev | DLsoip | DLsg poO

(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
Clorhidrato de clindamicina 143 262 >5000
Fosfato de clindamicina 855 1145 1832

[.111.9. Interacciones farmacodinamicas

[.111.9.a. Clindamicina con otros antimicrobianos
I.Ill.9.a.a. Clindamicina - Macrélidos - Fenicoles

La combinacion de clindamicina (lincosamidas) con fenicoles y macrélidos produce un
antagonismo de tipo farmacoldgico por interferir fisicamente en sus respectivos sitios
de union. Estos 3 grupos de antimicrobianos interactian con la regién central de la
peptidil transferasa, superponiéndose sobre determinados nucle6tidos de la subunidad
50s. El solapamiento clidamicina-macrélido ocurre en la salida del tunel del ribosoma,
segmento donde se une el residuo azucar de la lincosamida y el residuo azucar del
macrolido sobre los nucleétidos A2041Dr (A2058Ec), A2042Dr (A2059Ec) y U2484Dr
(U2505Ec) mientras que la interaccion clindamicina-cloranfenicol ocurre en el sitio A
del ribosoma, sobre los nucle6tidos G2044Dr (G2061Ec) y G2484Dr (G2505Ec)
(Schliinzen y col., 2001; Rezanka y col., 2007; Matzov y col., 2017).
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I.IIl.9.a.b. Clindamicina - Betalactamicos

El estudio in vitro de la combinacién clindamicina-penicilina se realiz6 sobre S.
pyogenes con el objetivo de encontrar alternativas al tratamiento de fascitis
necrotizante, enfermedad en la cual la clindamicina demostré mejor eficacia con
respecto a la penicilina en modelos experimentales mientras que la penicilina aportaria
su bajisimo porcentaje de resistencia. La curva de muerte bacteriana construida a
partir de esta combinacion antibi6tica demostré la presencia de antagonismo al
comportarse igual que la curva de clindamicina como Unico agente, permaneciendo
siempre por sobre la curva de penicilina. A su vez, se demostrd que la combinacion de
concentraciones sub-CIM de ambos antibiéticos tiene un efecto sinérgico con respecto
al observado con cada antimicrobiano individualmente. Concluyendo, si bien las
concentraciones plasmaticas alcanzadas con el uso in vivo de clindamicina y penicilina
son muy superiores a las ensayadas in vitro y por ende no exhibirian efectos
antagonicos, el uso combinado no representaria ventaja con respecto a la

administracién individual de estos antimicrobianos (Stevens y col., 1998).

Simon y Littschwager (1985) ensayaron el efecto sobre el desarrollo de S. aureus y S.
epidermidis con el uso combinado de ceftazidima-clindamicina mediante el tablero de
damas. De las 115 cepas estudiadas, un 26% dio un efecto sinérgico, un 48% efecto
aditivo y 26% indiferencia, no encontraron antagonismo. Postularon que la ventaja en
esta combinacion seria en caso de infecciones mixtas en las que estuvieran presentes
microorganismos anaerobios, sobre los cuales la ceftazidima presenta menor actividad
con respecto a la clindamicina, de 14 microorganismos anaerobios estudiados la

clindamicina no presenté resistencia mientras que para la ceftazidima fue del 60%.
I.Ill.9.a.c. Clindamicina - Aminoglucésidos

La combinacién de clindamicina con aminoglucésidos sobre estafilococos mostro
sinergismo, con una disminucion de la CIM de S. aureus para clindamicina en
presencia de gentamicina, tobramicina, kanamicina y en menor medida de
estreptomicina (Watanakunakorn y Glotzbecker, 1974), mientras que Fass y col.
(1974) no pudieron demostrar sinergismo, pero declararon no observar aumento de la
CIM de clindamicina en combinacién con gentamicina. Frente a estreptococos, Snyder
y col. (1975) demostraron antagonismo en la combinacién clindamicina-gentamicina,
mientras que Duperval y col. (1975) encontraron sinergismo en 3 cepas y antagonismo

en 2. Ambos estudios basaron sus resultados en la cuantificacion de colonias viables
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(efecto bactericida) a diferencia de lo observado en los trabajos con estafilococos, en
los cuales el resultado depende de la inhibicién de crecimiento bacteriano.

I.Ill.9.a.d. Clindamicina - Fluoroquinolonas

La combinacién de clindamicina con fluoroquinolonas se investigd tanto a
concentraciones inhibitorias sobre S. aureus, S. pneumoniae, B. fragilis, B.
thetaiotaomicron, E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae, como sub-CIM sobre una
cepa de E. coli. Boeckh y col. (1990) comenzaron con un estudio in vivo de la cinética
de clindamicina y fluoroquinolonas por via endovenosa (ciprofloxacina y ofloxacina) y
oral (enoxacina y fleroxacina), se tomaron muestras de sangre en tiempos
determinados y el plasma se puso en contacto con los microorganismos en estudio. El
resultado para la via endovenosa fue una mejora de la actividad bactericida frente a
cocos grampositivos con respecto a la administracion por separado de los
antimicrobianos, sin afectarse la actividad sobre gramnegativos ni anaerobios. Para la
administracion oral no observaron dicho efecto, sino una indiferencia frente a todos los
microorganismos, atribuyendo esta diferencia a las menores concentraciones

plasmaticas alcanzadas por esta via.

Por otro lado, la presencia de concentraciones de clindamicina por debajo de la CIM
de la cepa de E. coli KL16 interfiere con la actividad bactericida del acido nalidixico,
ciprofloxacina y ofloxacina aumentando significativamente el tiempo en que se logra la

muerte del 99% de los microorganismos (Lewin y Smith, 1989).

La interaccion con este grupo de antimicrobianos se estudié también sobre
microorganismos anaerobios, Bacteroides spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp.,
Peptostreptococcus spp. y Clostridium spp. La trovafloxacina es una fluoroquinolona
de cuarta generaciébn con actividad sobre anaerobios estrictos, se analiz6 su
interaccion con clindamicina y metronidazol por el método de tablero de ajedrez y
curvas de muerte bacteriana. Mediante el primer método se obtuvo sinergismo en 2 de
las 156 cepas para la clindamicina y 7 para el metronidazol, las restantes resultaron
indiferentes. Por el segundo método, se ensayaron 12 cepas de las cuales un 50%
resultaron en sinergismo para la combinacibn con clindamicina-trovafloxacina,
independientemente del género bacteriano, y las restantes con efecto aditivo. Para

metronidazol 11 de las 12 cepas dieron efecto sinérgico (Ednie y col., 2000).
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I.1ll.9.a.e. Clindamicina - Vancomicina

La combinacion in vitro vancomicina-clindamicina sobre S. aureus dio como resultado
antagonismo tanto por aumento de la CIM del microorganismo como en el perfil de
curvas de muerte bacteriana. Sin embargo, dicho antagonismo se observé en forma
marcada en estafilococos meticilinorresistentes frente a altas concentraciones de
vancomicina, 10 y 20 veces su valor de CIM, mientras que dentro de los rangos 0,25 y
2 veces las CIM solo se observd solo una leve tendencia al aumento de colonias
viables. En estafiolococos sensibles a meticilina esta interacciébn ocurri6 en menor
grado, incluso observaron sinergismo a bajas concentraciones de ambos
antimicrobianos. Sin embargo, concluyeron que al tratarse de un antimicrobiano
bactericida, la interferencia en la sintesis proteica y enlentecimiento en el crecimiento
bacteriano afecta la accién de la vancomicina sobre la pared dado que requiere
microorganismos en crecimiento activo (Booker y col., 2004).

I.Ill.9.a.f. Clindamicina - Rifampicina

Arditi y Yogev (1989) analizaron el efecto de la combinacién de clindamicina con
rifampicina sobre estafilococos coagulasa negativos tanto por el método del tablero de
ajedrez (inhibicién de crecimiento bacteriano) como por la construccién de curvas de
muerte bacteriana. Mediante el primero, de 15 cepas analizadas, 11 resultaron con un
efecto aditivo, 4 de indiferencia y no observaron antagonismo. Con el segundo método
se analizaron 12 cepas de las cuales 6 arrojaron sinergismo, 3 efecto aditivo y 3

indiferencia, sin observar antagonismos.
I.Ill.9.a.g. Clindamicina - Metronidazol

Ralph y Amatnieks (1980) combinaron clindamicina con metronidazol sobre B. fragilis
mediante el método del tablero de ajedrez. De 24 cepas un 24% resultaron con efecto
sinérgico, 52% sinergismo parcial, 19% aditivo y 5% indiferencia. A mayor densidad de
in6culo disminuyd el efecto sinérgico al 15%. Concluyeron que la combinacion
empirica metronidazol — clindamicina no ofrece ventaja dada la alta eficacia del
metronidazol y su efecto bactericida. Sin embargo, si tuviera que realizarse dicha

combinacion el estudio no demuestra la presencia de antagonismo.
I.1I1.9.b. Clindamicina con bloqueantes neuromusculares

La administracion en forma conjunta de lincosamidas con bloqueantes

neuromusculares potencia la accién de estos ultimos. La clindamicina ejerce una
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accion depresora directa sobre la contraccibn muscular, mientras que la lincomicina
interferiria también en la transmision nerviosa de la placa neuromuscular (Wright y
Collier, 1976; Fiekers y col., 1979). Esta interaccién se report6 para bloqueantes
neuromusculares no despolarizantes (pancuronio, pipecuronio, rocuronio, vecuronio,
etc.) particularmente con el uso de pancuronio en medicina humana informaron que la
administracion de neostigmina como reversor no resulté eficaz pudiendo incluso
prolongar aun més el tiempo de paralisis muscular y recuperacion (Fogdall y Miller,
1974; de Gouw y col., 1993).

Por otro lado Lee y col. (2013) emplearon en forma conjunta rocuronio con
clindamicina y gentamicina, con un efecto sinérgico sobre el tiempo de bloqueo
neuromuscular y retraso en la recuperacion, intensificandose ain mas a mayores
concentraciones de clindamicina. Este sinergismo se produce porque ambos
antimicrobianos deprimen la actividad de la placa neuromuscular mediante diferentes
mecanismos. Los aminoglucésidos antagonizan los canales de calcio del botén
presinaptico en la placa neuromuscular impidiendo la liberaciébn de acetilcolina,
pudiendo revertirse con la administracion de calcio, no asi de fisostigmina (Paradelis y
col., 1988).

[.IV. Farmacocinética

La farmacocinética de la clindamicina se estudié en distintas especies en medicina
veterinaria como caninos, felinos, walabis, palomas y ratas, y en medicina humana.
Presenta una farmacocinética lineal en un amplio rango de dosis e independiente de la
via de administracion empleada (De Haan y col., 1973; Weber y col., 1980; Brown y
col., 1989; Plaisance y col., 1989; Yang y Lee, 2007; Saridomichelakis y col., 2011).

[.IV.1. Formulaciones

La clindamicina se presenta para su administracion por vias enterales y parenterales.
La sal clorhidrato de clindamicina se formula en capsulas, comprimidos o solucién para
su administracién oral o topica en forma de solucidon o crema. El éster clindamicina 2
fosfato se formula en solucion para su uso inyectable endovenoso, subcutaneo e
intramuscular. Mientras que para su aplicacion tépica se formula como solucién, locién

0 gel para su uso en piel y como cremas u évulos para su uso vaginal (Magerlein,
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1971; Gray y col., 1974; Rimmer y Sales, 1978; Morozowich y Karnes, 2007). La
solucién de clindamicina 2-palmitato clorhidrato es una formulacion de uso en pediatria
destinada a la administracion oral por su buena palatabilidad con respecto al
clorhidrato de sabor amargo (Sinkula y col., 1973).

[.IV.2. Absorcién

[.IV.2.a. Absorcidon oral

La clindamicina administrada por via oral ha sido estudiada en perros, gatos, cerdos,
ratas, aves y humanos. Las dosis empleadas se encuentran en un rango de 5 a 25
mg/kg, con extremos de 100 mg/kg en aves y 300 mg/kg en ratas. Mientras que en
humanos se emplearon dosis de 150, 300 y 600 mg totales (Sinkula y col., 1973;
Leigh, 1981; Brown y col., 1989; Boothe y col., 1996; Batzias y col., 2005; Yang y Lee,
2007; Carrasco-Portugal y col., 2008; Lenarduzzi y col., 2011; Saridomichelakis y col.,
2011; Goode y col., 2019).

La absorcién es rapida con una ty,, reportada en caninos y humanos de 2,1 horas y
0,72 horas, respectivamente (Bouazza y col., 2012; Ortega y col., 2016) y con un T
definido entre 0,25 y 3 horas en caninos, felinos, cerdos, ratas, palomas y humanos.
En estas mismas especies las Cnax, a dosis terapéuticas, se encontraron en un rango
de 1,43 pg/ml a 8,29 ug/ml (Sinkula y col., 1973; Leigh, 1981; Brown y col., 1989;
Boothe y col., 1996; Batzias y col., 2005; Yang y Lee, 2007; Carrasco-Portugal y col.,
2008; Lenarduzzi y col., 2011; Saridomichelakis y col., 2011; Goode y col., 2019). Los
principales pardmetros farmacocinéticos que evaltan la absorcién oral y las dosis

empleadas se muestran en la Tabla 1.4.

Tanto el pico de concentracién plasmatica como el area bajo la curva de concentracién
plasméatica-tiempo aumentan en forma proporcional dentro del rango de dosis

terapéuticas (Brown y col., 1989; Yang y Lee, 2007).
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Tabla I.4. Dosis, concentracion maxima (Cpax), tiempo maximo (Tya) Y area bajo la
curva (ABCy... 0 ABCy,) de la clindamicina clorhidrato administrada por via oral como
dosis Unica en distintas especies.

_ ABCj..
) Dosis (G Tmax ~
Especie ABCo Autor y ano
(mg/kg) | (ug/ml) | (h)
(ug.h/ml)
Caninos 25 8,29 1 76,8% | Sinkulay col., 1973
Caninos 53 56 2,3 432° Suny Hsi, 1973
Caninos 11 3,25 1 16,19% | Batzias y col., 2005
_ 5 1,88 3 6,7° | Saridomichelakis y
Caninos .
11 3,29 3 18,35 col., 2011
Caninos 20 4.4 2,7 50,87 Ortega y col., 2016
Felinos 11 7,37 1,5 42,6° | Boothey col., 1996
55 18,45%
Felinos 11 31,37 | Browny col., 1989
22 --- --- 51,43%
Cerdos 15 3,52 1,33 12,02 Goode y col., 2019
75 5,69 0,25 8,4°
Ratas 150 9,8 0,25 15,7¢ Yang y Lee, 2007
300 19,1 0,25 33,1°
Palomas 100 1,43 0,5 2,718 Lenarduzzi y col., 2011
Humanos 8,2 5,3 0,8 16,9% | Gattiy col., 1993
Humanos
_ 10,1 5,94 1,08 26,87°
(mujeres) Carrasco-Portugal y
Humanos col., 2008
8,7 5,15 0,93 24,63°
(hombres)
4AUC ).«
°AUCo.

I.IV.2.a.a. Biodisponibilidad y efecto de primer paso

La biodisponibilidad oral de la clindamicina es variable segun la especie, en caninos es
del 72% a 88%, en humanos del 53% a 87,6%, mientras que en ratas es del 30% (Sun
y Hsi, 1973; Gatti y col., 1993; Batzias y col., 2005; Yang y Lee, 2007; Bouazza y col.,
2012).
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La biodisponibilidad oral de la clindamicina en ratas es baja (F=30%); luego de ser
administradas por vias endovenosa, oral, intragéstrica, intraduodenal e intraportal se
encontré la menor ABC luego de la administracion intragastrica. Por otro lado, el
porcentaje de clindamicina eliminado por materia fecal en 24 horas fue del 10% de la
dosis administrada por via oral, correspondiendo un 2,3% a excrecion biliar como tal y
un 7,7% a droga no absorbida. Se concluy6 que el efecto de primer paso para este
antibiético, en ratas, ocurre a nivel géastrico. Paralelo a esto se demostré que el
metabolimo e inactivacion a nivel intestinal, hepético y pulmonar era nulo (Yang y Lee,
2007).

I.IV.2.a.b. Interaccion con alimento

En personas, se demostr6 que la presencia de alimento en el tubo digestivo no
interfiere con la absorcion del antimicrobiano. Si se comprob6 un retraso en el T €n
algunos individuos, sin embargo, estas diferencias, asi como las halladas en las Cax
alcanzadas, no resultaron significativas luego de recibir el antibiético en ayunas y
posterior a una comida (McGehee y col., 1968; Meyers y col., 1969; Birkenmeyer y
Kagan, 1970; De Haan y col., 1972). Por otro lado McGehee y col. (1968) encontraron
diferencias significativas en las concentraciones plasméticas de clindamicina a las 12
horas de dosificados, resultando superiores cuando fue administrada en ayunas.
Mientras que en otro estudio realizado por De Haan y col. (1972) se encontré una
mayor tasa de absorcion cuando se administré clindamicina palmitato junto con

alimento.

I.IV.2.b. Absorcién intramuscular y subcutanea

La clindamicina se administrd por via intramuscular a perros, gatos y humanos, y por
via subcutanea en perros y gatos. La formulacién inyectable empleada fue el fosfato
de clindamicina que resulta menos irritante y dolorosa para la via intramuscular,
consiste en un éster que se hidroliza rapidamente en pasma a su forma activa. En
perros también se evalud la farmacocinética parenteral de clindamicina clorhidrato. La
dosis promedio empleada en animales fue 10 mg/kg y en humanos 300 mg totales (De
Haan y col., 1973; Weber y col., 1980; Leigh, 1981; Lavy y col., 1999; Passini y col.,
2017).

La absorcion para estas vias fue rapida, en caninos la administracion subcutanea

present6 un rango de ko; de 2,2 h'a3,6 h? lo que corresponde a una ty,, de 12y 19
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minutos, respectivamente. En humanos la ko; para la via intramuscular estuvo entre
0,24 h' y 0,75 h''y su ty,, asociada de 1 a 3 horas (De Haan y col., 1973; Weber y col.,
1980). Los principales parametros que evalian la absorcion intramuscular y

subcutanea de la clindamicina en distintas especies se muestran en la Tabla I.5.

En perros la F de la clindamicina para la via intramuscular fue del 115 % y para la via
subcutanea del 310%, se postulé que la magnitud de este Gltimo valor corresponde,
por un lado, a un efecto flip flop actuando el tejido subcutdneo como reservorio de la
dosis aplicada y, por otro, a una posible recirculacion enterohepatica del antibiético
(Lavy y col., 1999). Un estudio realizado por Sun y Hsi (1973) propuso también una
posible precipitacién de la droga en el tejido muscular luego de administrada por esta
via, lo que ocasion6 un retraso en su excrecibn en 1,4 veces respecto a la

administracion oral.

La farmacocinética de la clindamicina luego de ser administrada por via subcutanea a
caninos, resulté lineal en un rango de dosis de 2,75 mg/kg a 11 mg/kg, mientras que
una dosis de 22 mg/kg arrojo valores de Cl, de la pendiente beta y por ende, su V.
apenas por fuera del intervalo de confianza (95%) de los parametros correspondientes
a las dosis menores (Weber y col., 1980).
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Tabla 1.5. Dosis, via de administracion, concentracion maxima (Cpay), tiempo méaximo
(Tmax) Y &rea bajo la curva (ABCq.. 0 ABCy) de la clindamicina clorhidrato y fosfato

administrada por via intramuscular o subcutanea en distintas especies.

. ABCy..
_ Dosis ’ Crnax -
Especie Via Tmax (h) ABCy. Autor y afo
(mg/kg) (Hg/ml)
(ng.h/ml)
Caninos 53 im 34 4,7 429 Suny Hsi, 1973
2,75 2 03 11.4°
: 5,51 3,4 1 19,9%
Caninos ¥ sc 5 1 397 Weber y col., 1980
22 8,5 15 60,1%
_ im 4,4 1,2 30,1%
Caninos* 10 50 08 T Lavy y col., 1999
sc , ,
, im 5,9 1 33,7° o
Felinos 10 53 T 67" Passiniy col., 2017
sc , , ,
4 im 5,61 1 36,6°
Humanos = i ¥ 3 BT De Haan y col., 1973
, im , ,
* Corresponde a clindamicina clorhidrato.
4AUC ).«
AUCo.

im: intramuscular
sc: subcutanea

[.1IV.3. Distribuciéon

La clindamicina presenta una distribucion tisular amplia y rapida. Su volumen de
distribucién, luego de administrada por via endovenosa, se encuentra en un rango de
0,6 I/kg a 3 l/kg para diferentes especies, los valores de los parametros V. y Vs €n
animales y humanos se muestran en la Tabla I.6. La t;;,4 €n caninos fue de 11 minutos,
en walabis de 9,6 minutos y en humanos de 7,13 minutos (Eller y col., 1989; Lavy y
col., 1999; Watson y col., 2017).

El estudio mediante modelos compartimentales de la administracion endovenosa de
clindamicina encontré que la velocidad de pasaje del antibiético hacia los tejidos (ki)
ocurria mas rapido que la salida desde los mismos (k,;) en walabis estas constantes
tuvieron un valor de 2,1 h* y 1,2 h*, respectivamente (Watson y col., 2017). En
humanos, si bien no informaron valores para estas constantes, encontraron
bioactividad (droga madre o metabolitos) en orina hasta 4 dias posteriores luego de

una administracion Gnica del antibidtico, atribuyendo esto a una distribucion rapida
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hacia los distintos compartimientos pero con una lenta liberacion desde los mismos (de
Haan y col., 1973). En caninos se estudié la farmacocinética tisular, en piel, de la
clindamicina administrada a dosis de 5,5 mg/kg y 11 mg/kg durante 3 dias de
tratamiento, la vida media de eliminacion tisular luego de la primera administracion fue
de 5,9 horas y 9,7 horas, respectivamente, mientras que para el tercer dia de
administracion fue de 7,8 horas y 11,3 horas. La ti, plasmética de la clindamicina
correspondiente a los mismos ensayos fue de 4,3 horas y 9,9 horas para las
dosificaciones de 5,5 y 11 mg/kg, respectivamente, mientras que para el tercer dia de
administracién fue de 4 horas y 7,5 horas. Los autores concluyeron que la cinética de
la droga en piel y sus concentraciones variaban en paralelo a lo que ocurria en plasma
(Saridomichelakis y col., 2011; Saridomichelakis y col., 2013).

Tabla 1.6. Volumen de distribucion del compartimiento central (V.) y volumen de
distribucion en el estado estacionario (Vss) luego de la administracion endovenosa de

la clindamicina a caninos, cerdos, walabis, ratas y humanos.

Especie V. (I/kg) | Vss (I/kg) | Autor y afio
Caninos | 0,56 0,86 Lavy y col., 1999
Caninos | 3,08 2,48 Batzias y col., 2005
Cerdos -- 1,26 Kuroha y col., 2001
Walabis 0,33 0,9 Watson y col., 2017
Ratas -- 1,39 Yang y Lee, 2007
Humanos | -- 11 Plaisance y col., 1989
Humanos | -- 0,79 Gatti y col., 1993
Humanos | 0,95 -- Bouazza y col., 2012

La clindamicina se distribuye facilmente hacia los tejidos alcanzando concentraciones
equiparables a las plasméticas en la mayoria de ellos. Y se concentra en aquellos de
menor pH respecto al plasméatico, como ocurre en el pulmén, polimorfonucleares y
macréfagos. También alcanza concentraciones superiores a las plasmaticas en higado
y bilis. Las concentraciones de la clindamicina en diferentes tejidos y especies
animales se resumen en la Tabla I.7. (Panzer y col.,, 1972; Sales y col., 1973;
Klempner y Styrt, 1981; Hand y King-Thompson, 1982; Brown y col., 1990; Carryn y
col., 2003).
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La difusibn a través de la barrera hematoencefdlica es baja alcanzando
concentraciones en sistema nervioso central maximas correspondientes a un 25% de
los valores plasmaticos. Por lo tanto se requieren dosis altas, 22 a 30 mg/kg en
animales y 1200 mg en humanos, para que las mismas sean terapéuticas. En felinos
dosis de 22 mg/kg logran concentraciones en cerebro de 1,6 pg/ml, superiores a la
CIM para S. aureus propuesta en el mismo trabajo (0,4 pg/ml) (Picardi y col., 1975;
Brown y col., 1990; Gatti y col., 1998).

Philipson y col. (1973) estudiaron el pasaje de la clindamicina al feto en humanos
luego de recibir la madre una dosis Unica o tratamiento multidosis. La concentracion de
antibiético hallada correspondia a valores inhibitorios para la mayoria de los patégenos
siendo particularmente alta en el higado. La principal diferencia encontrada fue el
mayor nivel de clindamicina en todos los tejidos fetales luego de administraciones
multiples respecto a la dosis Unica. Las concentraciones de clindamicina en el feto se

muestran en la Tabla I.7.

Tabla 1.7. Concentracién de la clindamicina en tejidos y suero, en diferentes especies
animales, dosificacion, intervalo posolégico y dias de tratamiento realizados previo a la

toma de muestras. Las dosis se expresan en mg/kg para animales y mg totales en

humanaos.
Concentracion
Tejido Dosis N° dias* (rgim)) Autor y afio
Suero | Tejido
CANINOS
1 19 1,3
5,5 bid po
Biel 3 2 1,7 Saridomichelakis y col., 2011
ie
1 31 2,7 Saridomichelakis y col., 2013
11 sid po
3 3,3 3,8
Hueso 11 sid po 5 - 8,1 Zetner y col., 2003
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Tabla I.7. Contintda

Concentracion
Tejido Dosis N° dias* (i) Autor y afio
Suero | Tejido
GATOS
Pulmén 17,8
Higado 12,4
Bilis 93,5
Colon 7,8
Musculo 11 bid po >4 2,7
Hueso 0,2
Cerebro 0,8
LCR 0,4
e 10 203 Brown y col., 1990
Higado 17,5
Bilis 114
Colon 9,7
Muasculo 22 sid po o4 4,9
Hueso 0,34
Cerebro 1,6
LCR 0,4
Hueso 11 sid po 5 17,4 Zetner y col., 2003
Piel 9,5
Subcutaneo 4,9
Musculo 10 sid ev 5,7 8,2
Utero 13,4
Testiculo 9,6
Piel 10 sid im 4,8
Subcutaneo 3.1
e --- 52 39 Passiniy col., 2017
Utero 14,1
Piel 4.2
Subcutaneo 3.1
Muasculo 10 sid sc 6,2 5
Utero 14.4
Testiculo 4
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Tabla I.7. Contintda

Concentracion
NO
Tejido Dosis i (i) Autor y afio
dias* -
Suero Tejido
CONEJO
Humor acuoso 1,5
Humor vitreo 75 sid im 14,3 2,3 Tabbara y O'connor, 1975
Retina 13,7
Hueso sano ) 4,9
i 15 sid sc --- 12,1 Mader y col., 1989
Hueso infectado 11,9
RATON
Absceso estéril 8,2
Absceso 85 sid sc --- 15,5 66 Joiner y col., 1981
infectado ’
MONO
Cerebro 10-20 tid ) 2,7 0
LCR im 2 | <0,63
Picardi y col., 1975
Cerebro 30 tid ) 10, | <1,25
LCR im 3 1,8
HUMANO
10,
Pulmén 5 5
1
Musculo 150 gid po 3 2,9 0,7 | Panzery col., 1972
Hueso 2 -- 0,6
Préstata 2 1,6 1,7
Conducto biliar ) 3,1 26,2
300 qid po 1 Sales y col., 1973
Vesicula 3 41,3
Hueso 300° 5
Musculo ev - |=4,5| 1,4 | Bairdycol, 1978
Grasa im 1,5
14, ]
LCR 1200 ev g 0,23 | Gattiy col., 1998
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Tabla |.7. Continda

Autor y afio

Concentracion
Tejido Dosis N i)
dias*

Suero Tejido
FETO HUMANO
Sangre madre 2,8
o 08
amniotico
Higado 450° 2.1
Rifn6n po 0,7 1,8
Pulmén 1,22
Cerebro 0,5
Musculo 11
Hueso 0,8

Philipson y col., 1973

*N°dias: dias de tratamiento previo a la toma de muestra de tejido
4300 mg im luego 300 mg ev intraquirdrgico

®4 a 20 dosis (intervalo posolégico no especificado)
ev: via endoenosa

po: via oral

sc: via subcutanea

im: via intramuscular

LCR: liquido cefaloraquideo

sid: una vez al dia (cada 24 horas)

bid: dos veces al dia (cada 12 horas)

tid: tres veces al dia (cada 8 horas)

qui: cuatro veces al dia (cada 6 horas)

[.1IV.3.a. Difusién a células del sistemainmune

La clindamicina tiene la capacidad de concentrarse dentro de polimorfonucleares y
macroéfagos en forma rapida, saturable, con gasto de energia y dependiente del pH del
medio, con una velocidad de ingreso de 15,8 nmol/45seg cada 10° células. Esta
propiedad se le atribuy6 a su liposolubilidad y caracteristicas &cido-base. Su pKa de
7,4 favorece su atrapamiento en el compartimiento intracelular de menor pH respecto
al externo. Concentraciones en el liquido extracelular de 10 pg/ml y 5 pg/ml generan
concentraciones en el espacio intracelular de neutréfilos de 220 pg/ml y 130 pg/ml,
respectivamente. Siendo las relaciones maximas informadas entre las concentraciones

intracelulares y extracelulares (Ce/Ci) de 30 a 40 y alcanzadas previo a los 10 minutos
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de exposicion al antibidtico. El valor de pH éptimo para esta difusion fue de 9, no
teniendo diferencias significativas con el gradiente obtenido a pH 7. Se observé una
reduccion en el ingreso a pH=5 con una relacién de concentracion interna/externa de
5+0,5. La clindamicina sufre atrapamiento incluso dentro de los lisosomas de estos
polimorfonucleares y mantiene su actividad antibacteriana intracelular tal como sucede
en el liquido extracelular, si bien este efecto es discutido, como se vio en la seccion de
farmacodinamia (l.111.3.a. Efecto sobre el sistema inmune) (Klempner y Styrt, 1981,
Hand y King-Thompson, 1982; Easmon y Crane, 1984; Carryn y col., 2003).

El ingreso a macréfagos y polimorfonucleares ocurre con gasto de energia obtenida a
partir de la cadena respiratoria y la bomba Na'/K* ATPasa. Se demostré que la
clindamicina ingresa a estas células mediante un sistema de transporte activo de
nucledsidos como la adenosina. En presencia de S. aureus ese sistema de transporte
se encuentra aumentado favoreciendo aun mas la entrada del antibiético a las células
blancas (Hand y King-Thompson, 1982; Hand y col., 1983).

[.IV.3.b. Unién a proteinas plasmaticas

La clindamicina presenta una moderada a alta uniébn a proteinas plasmaticas. En
caninos se reportd un valor del 82%, mientras que en humanos, los porcentajes
reportados variaron entre un 60,4% a un 93,6% (Flaherty y col., 1996; lIkenoue y col.,
2000; Kays y col., 1992; Gordon y col., 1973).

Al ser una base débil viaja unida en plasma a la alfa 1 glicoproteina acida,
perteneciente al grupo de proteinas de fase aguda. Tiene union especifica demostrada
en caninos, humanos y vacas (Kays y col., 1992; Flaherty y col., 1996; Son y col.,
1998; Israili y Dayton, 2001). Presenta una mayor afinidad de unién en humanos y le

sigue en vacas, perros y por ultimo ovejas (Sony col., 1998).

La alfa 1 glicoproteina acida es una proteina de fase aguda que se encuentra en
plasma en concentraciones menores respecto a la albumina, con un rango de 38 mg/d|
a 100 mg/dl en condiciones normales para humanos, 25,7 mg/dl en perros, 23,5 mg/dl
en vacas, 12 en mg/dl en ovejas y 66-75 mg/dl en cerdos, pero que frente a procesos
inflamatorios o dafios tisulares sus niveles pueden incrementarse incluso sobre los
200mg/dl (Kays y col., 1992; Flaherty y col., 1996; Son y col., 1998; Kuroha y col.,

2001). Esta amplia variacion en las concentraciones plasméticas de esta proteina llevo
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a analizar la influencia de estos cambios sobre el porcentaje de union del farmaco y

sobre los parametros farmacocinéticos.

Tanto en medicina humana como veterinaria, en perros, vacas y ovejas, se demostro
que el porcentaje de union a proteinas plasmaticas para este antimicrobiano depende
de la concentracibn de la alfa 1 glicoproteina acida en plasma. Encontrando
porcentajes de unién superiores a los reportados en pacientes sanos, en individuos
bajo diferentes condiciones patologicas en las que se eleva dicha proteina,
traumatismos, quemaduras, infecciones, cirugias. En medicina humana, los
incrementos se dieron del 78% al 83% en un estudio y del 84% al 92% en otro (Kays y
col., 1992; Flaherty y col., 1996). En perros, vacas, humanos y ovejas se estimd una
disminucion en la fraccion libre de clindamicina en 5,8 - 5,7 - 4 y 1,5 veces,
respectivamente cuando la alfa 1 glicoproteina acida aumenté por sobre los valores
normales (Son y col., 1998).

Por otro lado, la union de la clindamicina a su proteina transportadora es de tipo
saturable con un aumento no lineal en el porcentaje de union a medida que aumenta la
dosis de antimicrobiano utilizado. Kays y col. (1992) encontraron para la misma
concentracion plasmatica de alfa 1 glicoproteina acida (100-150 mg/dl) un menor
porcentaje de unibn a mayor concentracion de clindamicina, 61 y 62% cuando la
concentracion de clindamicina era 4 y 10 pg/ml, respectivamente y 81% de unién a

proteinas a una concentracion de 2 pg/ml.

Estudios realizados en diferentes especies reportaron variaciones en los parametros
farmacocinéticos al utilizar altas dosis. En humanos, cuando se administraron dosis
crecientes, se encontré una variacion en el area bajo la curva corregida por la dosis,
siendo ésta menor con la dosis superior (600 mg vs 1200 mg totales). Una de las
explicaciones propuestas para este hallazgo fue la posible saturacion del sitio de union
a la alfa glicoproteina acida (De Haan y col., 1973; Plaisance y col., 1989). Sin
embargo, el estudio realizado por Plaisance y col. (1989) no arroj6 dependencia de
dosis para el clearance ni para el volumen de distribucion. Un hallazgo similar
reportaron Brown y col. (1989) en gatos y Weber y col. (1980) en perros. Los primeros,
al comparar 3 dosificaciones via oral (5,5; 11 y 22 mg/kg), encontraron en la superior
un aumento en el Vg corregido por la biodisponibilidad asociado a una disminucién en
el &rea bajo la curva corregida por la dosis. Mientras que los segundos, administrando
dosis similares a caninos por via subcutanea, hallaron en la cinética correspondiente a

los 22 mg/kg un V, de 6,1 I/kg significativamente superior al V, para las demas
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dosificaciones (5,7 I/kg) siendo esto consecuencia de un mayor valor de los
parametros Cl y beta.

[.IV.3.c. Conversién de la clindamicina fosfato a su forma activa

La velocidad de conversion de la clindamicina fosfato a su forma base, administrada
por via endovenosa a humanos a dosis de 300, 600, 900 y 1200 mg totales (4 a 17
mg/kg aproximado) fue de 5,1 h™, 8,9h®, 14,9h" y 10,3h™, respectivamente, y las
correspondientes vidas medias del éster en suero fueron de 8,3 minutos, 5,2 minutos,
2,9 minutos y 4,1 minutos. Tomando la dosis mas alta las concentraciones plasmaticas
del fosfato no fueron detectables mas alla de la hora y media de administrado el
antibidtico (De Haan y col., 1973). En otro estudio similar, también en humanos,
Plaisance y col. (1989) encontraron que un 83% del fosfato de clindamicina
desaparece del plasma en los primeros 30 minutos, con una vida media que vari
entre 9,6 y 10,8 minutos para dosis de 600 y 1200 mg. La cantidad del éster
recuperado en orina no superd el 2% en ambos estudios, concluyendo que la
conversion a clindamicina base es practicamente completa (De Haan y col., 1973;

Plaisance y col. (1989).

[.IV.4. Eliminacion: Metabolismo y Excrecién

La clindamicina se elimina mediante metabolismo hepatico y se excreta, tanto sus
metabolitos como una pequefia fraccion de la droga madre, principalmente por via
biliar y en menor medida por orina, saliva y leche. (Sun, 1973; Sun y Hsi, 1973; Steen
y Rane, 1982; Brown y col., 1990; Wynalda y col., 2003; Yang y Lee, 2007). En la
Tabla 1.8 se muestran los pardmetros farmacocinéticos relacionados con la eliminacion

para diferentes especies animales y vias de administracion.
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Tabla 1.8. Dosis, vida media de eliminacion (t..), clearance corporal total (Cl) y tiempo
medio de residencia (TMR) de la clindamicina administrada por via endovenosa,

intramuscular, subcutanea y oral a distintas especies animales.

Via/l E i Dosis tiel (D) ¢ TMR (h) Aut f
fa/ Especie 1, utor y afio
(mgikg) | ° (Ih kg)
ENDOVENOSA
Caninos 10 2,1 0,36 2,4 Lavy y col., 1999
Caninos 11 4,4 0,5 51 Batzias y col., 2005
Walabis 20 1,79 0,45 2 Watson y col., 2017
Ratas 50 0,83 2,4 0,6 Yang y Lee, 2007
Humanos 8,2 2,1 0,27 2,9 Gatti y col., 1993
Humanos 8,2 29 0,28 Plaisance y col., 1989
INTRAMUSCULAR
Canino 53 55 Sun y Hsi, 1973
Caninos 10 7,1 11,7 Lavy y col., 1999
SUBCUTANEA
Canino 11 13,9 0,28 Weber y col., 1980
Caninos 10 52 6,1 Lavy y col., 1999
ORAL
Canino 53 3,9 Sun y Hsi, 1973
Caninos 11 4,4 0,46* 5,79 Batzias y col., 2005
. Saridomichelakis y col.,
Caninos 11 9,9 0,65* 96
2011
Felinos 11 0,41* 4,6 Brown y col., 1989
Felinos
’ 11 16,4 6,7
(capsula)
i Boothe y col., 1996
Felinos
» 11 7.5 6,6
(solucién)
Ratas 50 1,1 Yang y Lee, 2007
Humanos 8,2 2,4 Gatti y col., 1993

*Valor de clearance corregido por la biodisponibilidad
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Sun y Hsi (1973) encontraron diferencias significativas en la vida media de eliminacién
de la clindamicina en caninos luego de administrada por via oral e intramuscular,
siendo de 3,9 horas para la primera y 5,5 horas para la segunda, atribuyendo esta
diferencia a una posible precipitacion en el sitio de inyeccion. A pH 7,4,
correspondiente al liquido extracelular, la clindamicina existe como base libre con baja
solubilidad acuosa, actuando la droga como si fuese administrada en forma de

suspension.

[.IV.4.a. Metabolismo

La clindamicina se metaboliza en higado a clindamicina sulféxido, N-
demetilclindamicina y clindamicina glucurénido. Estos tres metabolitos fueron
identificados in vitro a partir de la incubacién del antimicrobiano con hepatocitos o
microsomas hepaticos de caninos, ratas y humanos. En humanos, también in vitro, se
demostr6 que la clindamicina sulfoxido se obtiene a partir de una reaccion de S-
oxigenacién mediada por el CYP3A4 (Sun, 1973; Wynalda y col.,, 2003; Szultka-
Mlynska y Buszewski, 2016). Szultka-Mlynska y Buszewski (2016) postularon que la
biotransformacion de la clindamicina hacia su forma conjugada con acido glucurénico
sucederia en 2 pasos consecutivos, a partir del trabajo in vitro con microsomas
hepaticos humanos. Ocurre una primera biotransformacién mediada por reacciones de
fase I, mencionadas anteriormente, y el producto de la misma es sustrato de la

glucuroniltransferasa.

Al analizar el comportamiento farmacocinético de la droga madre y de sus metabolitos
en ratas, se observdO que pasados los 30 minutos de la administracién del
antimicrobiano solo un 33% corresponde a clindamicina como tal. Paralelo a esto, la
N-demetilclindamicina presenta su pico de concentracion méaxima a los 15 minutos.
Por otro lado el hallazgo de altas concentraciones hepaticas de este metabolito en
forma tan temprana presume que la biotransformacion es responsabilidad completa de
este drgano. Distinto ocurre con clindamicina sulféxido, detectado en forma temprana
tanto en higado como en intestino, postulando que el proceso de oxidacién es
producido por oxidasas hepaticas, microorganismos intestinales y/u oxidacién quimica
(Brodasky y col., 1977).

La clindamicina no tiene actividad autoinductora ni inhibidora enziméatica, esto fue

demostrado al analizar la composicién de los metabolitos obtenidos en orina luego de
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una dosis Unica y posterior a un tratamiento multidosis en ratas no encontrando
diferencias en dichos porcentajes (Sun, 1973). Mientras que al analizar el efecto in
vitro de la droga sobre enzimas de la familia citocromo P450 se report6 una leve
accion inhibitoria solo sobre el CYP3A4 que no interferiria con el metabolismo de otras
drogas cuyo clearance esté mediado por dicha enzima (Wynalda y col., 2003).

[.IV.4.b. Excrecién

En caninos un 55% a 63% de la dosis total de clindamicina, como droga madre y/o sus
metabolitos se excreta por via biliar luego de su administracion oral e intramuscular,
respectivamente, mientras que un 30% a 27% lo hace por via urinaria, porcentajes
similares se encontraron también en ratas (Sun y Hsi, 1973). Posteriormente se
analiz6 en ambas especies la fraccién excretada via riiién, con la identificacion y
cuantificaciéon de la droga madre y de sus metabolitos. En caninos, un 35,7%
corresponde a clindamicina como tal, 27,6% a clindamicina sulféxido otro 27,6% a
clindamicina glucurénido y un 9,2% a N-demetilclindamicina. En ratas los porcentajes
fueron del 53% para la droga madre, 31,4% para clindamicina sulfoxido y 15,1% para
N-demetilclindamicina, no encontrando clindamicina glucurénido. Esto ultimo se
deberia a una capacidad 4 veces mayor del canino en conjugar con acido glucurénico
por una deficiencia de la uridina difosfato-glucuroniltransferasa en la rata (Sun, 1973).
En un estudio mas reciente, los autores Yang y Lee (2007) encontraron que la
excrecion renal de la clindamicina, como droga madre, en ratas era inferior al 9% de la

dosis administrada.

En ratas tanto N-demetilclindamicina como clindamicina sulféxido presentan un
aumento sostenido en su concentracién intestinal hasta las 8 horas post
administracion (Brodasky y col., 1977). En humanos de Haan y col. (1973) reportaron
que el mayor porcentaje de bioactividad biliar corresponde al metabolito N-
demetilclindamicina presente hasta 18 horas posteriores a la administracion del
antibiético, encontrando trazas de clindamicina y de clindamicina sulféxido hasta las 4
y 18 horas post administracion, respectivamente. Este Ultimo grupo también estudi6 la
excrecion de la clindamicina por saliva. Los participantes del estudio expresaron sentir
mal sabor en la boca durante o posterior a la administracion de clindamicina via
endovenosa. En saliva, tras la administracion de 300 mg por via intramuscular, se
detectaron concentraciones del antimicrobiano hasta 8 horas post administracion,

dentro un rango de valores del 4 a 14% respecto a las concentraciones plasmaticas.
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Mientras que a dosis de 600 mg por via intramuscular y endovenosa, las
concentraciones fueron detectadas hasta las 14 horas, con porcentajes de excrecion
mayores, hallando incluso concentraciones superiores a las plasméticas en varios
puntos del muestreo (11 a 64% de las concentraciones plasméticas luego de la
administracién intramuscular y 10 a 156% para la via endovenosa) (De Haan y col.,
1973).

[.IV.4.c. Recirculacién enterohepética

Existen pocos reportes respecto a este proceso en la farmacocinética de la
clindamicina. Sun y Hsi (1973) encontraron en perros una cinética lineal hasta las 12
horas posteriores a la administracion del antimicrobiano tanto por via intramuscular
como oral. Y detectaron un segundo pico, posterior a que los animales fueran
alimentados, sugiriendo recirculacién enterohepdética de la droga madre o metabolitos.
Por otro lado, Lavy y col. (1999) también en caninos, postularon una posible
recirculacién enterohepética como causal de una biodisponibilidad superior al 100%

luego de su administracion subcutanea.

[.IV.5. Dosis multiple

Cuando se administraron dosis multiples de clindamcina a pacientes humanos por via
endovenosa (600 mg cada 6 horas y 1200 mg cada 12 horas), por via intramuscular
(300 mg cada 8 horas) o por via oral (150 mg cada 8 horas o 300 mg) no se evidencio
acumulacion del antimicrobiano en el suero (Meyers y col.,, 1969; De Haan y col.,
1973; Leigh, 1981; Plaisance y col., 1989). El mismo resultado se obtuvo en felinos
administrada por via oral (5,5 mg/kg cada 12 horas, 11 mg/kg cada 12 horas y 22
mg/kg cada 24 horas durante 10 dias) (Brown y col.,, 1989). Y en caninos para la
administracién de clindamicina fosfato por via subcutdnea a perros durante 3 dias
(Weber vy col., 1980).

En humanos, administrada via intramuscular cada 8 horas y endovenosa cada 6, 8 y
12 horas alcanz0, en todas las situaciones, el estado estacionario previo a la tercera

administracion (De Haan y col., 1973; Plaisance y col., 1989).
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[.IV.6. Interacciones farmacocinéticas

Cuando se administro clindamicina via oral junto con el antidiarreaico caolin y pectina,
la absorcion del antimicrobiano sufrié un retraso y llevé el tn.x promedio de 1,01 h a
2,37 h, sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la cantidad
absorbida (Albert y col., 1978).

Inhibidores de la enzima CYP3A4, perteneciente a la familia citocromo P450, como
son el ketoconazol y la ciclosporina interfieren con la oxidacion de la clindamicina
disminuyendo la formacion de su metabolito sulféxido. Por otro lado si bien este
antimicrobiano demostré cierta actividad inhibitoria sobre esta enzima, la misma no
afecta el metabolismo propio ni el de otros farmacos que utilicen el mismo sistema
(Wynalda y col., 2003).

En humanos, la administracién conjunta con rifampicina, potente inductor enzimatico
del citocromo P450, aumenta el clearance de la clindamicina un 43% y disminuye su
concentracion plasmética media en el estado estacionario de 8,9 mg/l a 5,3 mg/l
(Zeller y col., 2010; Bouazza y col., 2012).

I.1IV.7. Influencia del alimento sobre la absorcion oral de farmacos

Cuando se analiz6 la influencia del alimento sobre la cinética oral de farmacos se
observé que la mayoria de ellos presentaron variaciones en sus parametros
farmacocinéticos luego de administrarlos con comida respecto al ayuno mientras que
solo en un bajo nimero no se produjeron modificaciones (Welling, 1977). La presencia
de alimento en el tubo digestivo puede aumentar o disminuir la biodisponibilidad oral
de farmacos o retrasar su absorcion (Williams y col.,, 1996). Estos cambios
farmacocinéticos podrian ser particularmente relevantes para farmacos que deban
titularse o con indices terapéuticos estrechos y en antimicrobianos cuya eficacia
depende de mantener concentraciones por sobre la CIM en sangre y otros tejidos
(Welling, 1977; Williams y col., 1996).

La interaccion existente entre el alimento y el farmaco puede dividirse en dos
categorias: interaccion de tipo fisico-quimica o fisiolégica (Fleisher y col., 1999). La
interaccion fisico-quimica incluye cambios en la estabilidad de la droga, de su
solubilidad o capacidad de difusion. Para absorberse un farmaco necesita, en primer

lugar, disgregarse de la forma farmacéutica de ser sélida y luego solubilizarse en los
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liquidos del tubo digestivo. Variaciones en el pH gastrico o la presencia de alimento
puede favorecer o no la disgregacion de la forma farmacéutica. Algunos farmacos
bases débiles pueden presentar una menor tasa de disolucibn a pHs elevados
mientras que para los &cidos débiles la situacion seria al revés, y observarse una
mayor tasa de disolucion, respecto a una administracién en ayunas. La capacidad de
difusion puede verse afectada por el efecto quelante o adsorbente. Para el primero, el
contenido de cationes di o trivalentes de la dieta, como son el calcio o hierro, o
algunas sales biliares pueden disminuir la cantidad de farmaco disponible para
absorberse ya que la droga actia como quelante formando complejos insolubles.
Mientras que en el segundo, la presencia de pectina u otras fibras capaces de
adsorber farmacos en su superficie, podrian también interferir con la absorcion de los
mismos, disminuyendo su biodisponibilidad. El alimento puede actuar también como
barrera fisica, particularmente aquellos solidos o de elevada viscosidad, disminuyendo
el tiempo y superficie de contacto con la mucosa intestinal, interfiriendo por ende en el

proceso de absorcion (Welling, 1977; Williams y col., 1996; Fleisher y col., 1999).

Las interacciones de tipo fisioldgicas se relacionan con variaciones en la secrecion

digestiva y en la motilidad gastrointestinal en respuesta a la presencia de alimento.

A nivel intestinal el pH mas elevado respecto al gastrico puede llevar a precipitar
farmacos bases débiles de baja solubilidad mientras que los alimentos que aumenten
las secreciones biliares y fluidos intestinales pueden crear un ambiente mas favorable
para solubilizar estos farmacos y mejorar su absorcion (Welling, 1977; Fleisher y col.,
1999).

El vaciado gastrico es el fendbmeno principal que controla el pasaje de farmacos
administrados via oral hacia su sitio de absorcién, el intestino (Fleisher y col., 1999;
Sabnis, 1999). Por lo tanto cualquier factor que retrase el mismo puede retrasar
también la absorcion oral de farmacos o disminuirla si el farmaco es acido sensible.
Puede ocurrir también, para farmacos de menor solubilidad, que un aumento en el
tiempo de permanencia en el estbmago permita una mayor disolucion en los liquidos
digestivos con una mayor tasa de absorcion posterior. El vaciado gastrico depende de
la distension del estbmago, la accion de las enzimas proteoliticas, el pasaje del estado
sélido al liquido del bolo, el estimulo de osmoreceptores o quimioreceptores
intestinales por soluciones con elevada osmolaridad o pH menor a 5 o elevada
viscosidad, acidos grasos, dietas proteicas o caldricas (Welling, 1977; Williams y col.,

1996). La fraccion liquida del contenido gastrico y particulas de hasta 1 0 2 mm de
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diametro atraviesan el piloro sin dificultad y en forma inmediata, mientras que la
fraccion solida o liquidos con elevado contenido calérico encuentran demorado su
pasaje. Acorde a la capacidad de disgregacién del farmaco y a su solubilidad, el
mismo puede estar presente tanto en la primera como en la segunda fraccion del
contenido gastrico y por lo tanto verse demorada o no su absorcion (Welling, 1977;
Fleisher y col., 1999; Sabnis, 1999). Por otro lado, en ayunas, la motilidad del
estbmago esta regulada por una serie de ondas peristélticas agrupadas bajo el
nombre de complejo motor interdigestivo. Este ciclo de movimientos consta de 4
etapas y, en pequefios animales, tiene una duracién total de 60 a 120 minutos. Una
vez por ciclo la totalidad del contenido gastrico en ayunas se vuelca a través del piloro
hacia el intestino. Respecto al peristaltismo encargado del proceso digestivo, estas
ondas en ayunas ocurren con una menor frecuencia y con mayor variabilidad entre
individuos. Para farmacos de elevada permeabilidad y algunos de baja solubilidad esta
diferencia de movimientos puede llevar a un aumento en la variabilidad de la etapa de
absorcion del farmaco en ayunas respecto a administrado con alimento (Fleisher y
col., 1999; Sabnis, 1999; Herdt y Sayegh, 2013).

Una vez el farmaco alcanza el intestino la motilidad de este érgano deja de ejercer un
efecto representativo en la etapa de absorcion ya que el transito intestinal es

independiente del estado de ayuno o alimentado (Fleisher y col., 1999; Sabnis, 1999).

Existen otras interacciones menos frecuentes como es la posibilidad de competencia
por transportadores cuando el farmaco y componentes del alimento, ejemplo
aminoacidos, se absorben empleando la misma ruta (Fleisher y col., 1999). El
aumento del flujo sanguineo esplacnico durante la digestion que podria favorecer la
absorcion de farmacos asi como sucede con otros componentes de la dieta o
disminuirla, en drogas de alta tasa de extraccién hepatica, por aumento del clearance
(Welling, 1977; Williams y col., 1996). Y por ultimo, la ingestion de alimento podria
favorecer la recirculacién de un farmaco ya sea por un aumento en la excrecion de

bilis y/o en la produccion de saliva (Sabnis, 1999).

Particularmente para la clindamicina, en humanos se estudiaron los cambios cinéticos
que se produjeron al administrarla con alimento, tal como fue descripto en la seccién
[.IV.2.a.b. Interaccion con alimento. Pero no se estudio el tipo de interaccién que
ocurre entre el antibidtico y el alimento que lleve a dichos cambios. No existen
estudios que evalluen la farmacocinética de la clindamicina en presencia de alimento

en medicina veterinaria.
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I.IV.8. Sistema de clasificacidn biofarmacéutica

En 1995 Amidon y col. (1995) publicé un sistema de clasificacion de farmacos segun
su grado de solubilidad y permeabilidad con el objetivo de correlacionar dichas
propiedades con la biodisponibilidad oral que presentard la droga in vivo. La primera
caracteristica considera la solubilidad de la molécula en el medio acuoso, mientras que
la segunda la permeabilidad de la misma a través de la mucosa intestinal. Es asi que
los farmacos pueden dividirse en cuatro clases segun estas propiedades
biofarmacéuticas, ver Tabla |.9.

Tabla 1.9. Sistema de clasificacion biofarmacéutica segun las propiedades de

solubilidad y permeabilidad de los farmacos (Amidon y col., 1995).

Alta solubilidad | Baja solubilidad

Alta permeabilidad CLASE | CLASE Il

Baja permeabilidad CLASE llI CLASE IV

Dado que para absorberse un farmaco debe primero solubilizarse en el contenido del
tubo digestivo, la elevada solubilidad y permeabilidad de aquellos correspondientes a
la Clase I, dentro de la cual se encuentra la clindamicna, hacen que el Unico factor
limitante para su absorcion sea el vaciado gastrico (siempre considerando formas
farmacéuticas de liberacién inmediata). Para los farmacos pertenecientes a la Clase |,
la tasa y el grado de disolucién pasa a ser el factor limitante para su absorcion,
proceso que ocurrira en forma mas lenta respecto a la clase anterior. En el caso de los
Clase lll, la permeabilidad es la caracteristica que determina la tasa de absorcion. Al
presentar una elevada disolucion, la llegada de la droga al intestino dependera, como
en el primer caso, Unicamente del vaciado gastrico, mientras que a nivel intestinal el
transito en este 6rgano, el contenido luminal y finalmente la permeabilidad de la
membrana son los factores que otorgaran variabilidad a esta etapa. Por ultimo
aquellos pertenecientes a la Clase IV son los farmacos que presentaran mayor
dificultad en su absorcién ya que tienen restringida tanto la capacidad de disolverse

como de atravesar membranas (Amidon y col., 1995).
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Posteriormente Wu y Benet (2005) emplearon este sistema de clasificacion como
predictor de la disposicion de farmacos y de posibles interacciones a nivel intestinal,
hepéatico y potencialmente a nivel renal y encéfalico, asignandole el nombre de
Clasificacién biofarmacéutica de disposicion de farmacos (BDDCS por sus siglas en
inglés). Este sistema serviria entre otras cosas, para predecir el comportamiento
cinético de drogas administradas via oral con alimento. Por otro lado la FDA en el afio
2002 recomendo6 que los ensayos de biodisponibilidad oral de farmacos administrados
con alimento debian realizase con una dieta de alto contenido graso, ya que es la que
mayores cambios fisiolégicos a nivel digestivo ocasiona, y con la que se verian las
mayores variaciones en la biodisponibilidad. Asi es como se obtuvo que esta dieta
grasa no tendria efecto sobre la cinética de farmacos pertenecientes a la clase | o
podria retrasar el pico de absorcion, al retrasar el vaciado gastrico, para los de Clase Il
aumentaria el area bajo la curva mientras que para los de Clase Ill la disminuiria y, por
altimo, no tuvieron informacién suficiente para postular modificaciones en los de Clase
IV. Los factores del alimento que ocasionan estas variaciones fueron los mismos
descriptos en el apartado anterior (U.S Department of Health and Human Services
[HHS]; Food and Drug Administration [FDA]; Center for Drug Evaluation and Research
[CDER], 2002; Wu y Benet, 2005; Benet, 2013).

Papich y Martinez (2015) Postularon que al desarrollar este sistema para medicina
humana, no puede extrapolarse en forma directa a veterinaria porque se encontraron
diferencias por ejemplo en la permeabilidad intestinal del canino, siendo ésta mayor
gue en humanos y en el sistema empleado para las pruebas de disolucién y
clasificacion que considera la fisiologia digestiva del humano también, por ejemplo con
el volumen de liquido empleado para el ensayo, el pH y las dosis utilizadas. También
analizaron si existia correlacion entre la biodisponibilidad oral, la solubilidad y lipofilia
de distintos farmacos entre humanos y caninos. Encontraron que para los de Clase I,
donde se incluye la clindamicina, existia buena correlacion en el pardmetro
biodisponibilidad con una tendencia a un menor valor en caninos respecto a humanos.
Particularmente para la clindamicina informaron una biodisponibilidad similar en
humanos y caninos y un coeficiente Do, encargado de medir la solubilidad del farmaco
en caninos menor a 1, indicando que también en esta especie presenta elevada

solubilidad.
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[.VV. Modelo farmacocinético/farmacodinamico

Establecer la relacion existente entre la farmacocinética y farmacodinamia de un
antimicrobiano permite la optimizacion de la terapéutica antibittica utilizando una dosis
y posologia que logren tanto la cura tanto clinica como bacteriolégica minimizando la

seleccién de microorganismos resistentes (Lees y col., 2004, Toutain y col., 2021).

La clindamicina es un antimicrobiano bacteriostatico, con accion bactericida sobre
algunos microorganismos o0 bajo determinadas condiciones y con un EPA variable
entre 1 a 10 horas (ver puntos Llll.2.b. Efecto antibacteriano y 1.1ll.2.e. Efecto
postantibiotico).

La eficacia clinica de la droga responde al modelo pk/pd de los antimicrobianos tiempo
dependientes, posteriormente surgié una segunda clasificacién que la ubica dentro de
los antimicrobianos con efecto de muerte bacteriana independiente de su
concentracion y con prolongado efecto persistente (Toutain y col., 2002; McKellar y
col., 2004; Asin-Prieto y col., 2015; Ahmad y col., 2016; Jessen y col., 2019). El
pardmetro FC/FD al que responde también es discutido, inicialmente a todos los
antimicrobianos clasificados como tiempo dependientes se les asignaba el predictor de
eficacia t>CIM. El que se define como el tiempo durante el cual las concentraciones
plasméticas superan la CIM del microorganismo, y su valor debia ser superior al 40 —
60% del intervalo posolégico medido en 24 horas y expresado en porcentaje (Klepser
y col., 1997; Craig, 2001; Toutain y col., 2002; McKellar y col., 2004; Mouton y col.,
2005). Por otro lado, la caracterizacibn de la clindamicina dentro del grupo de
antimicrobianos bacteriostaticos con moderado a prolongado EPA sugiri6 que su
eficacia clinica era mejor definida por el predictor ABC/CIM que por el predictor t>CIM
(Levison y Levison, 2009; Ahmad y col., 2016; Ahmad y col., 2017). El numerador de
este parametro comprende el area bajo la curva de disposicion plasmatica medida en

24 horas en el estado estacionario (Mouton y col., 2005).

No existe discusion respecto a clasificar este antimicrobiano como tiempo
dependiente, sin embargo, los autores que lo consideran con un bajo efecto
persistente le asignan el predictor de eficacia t>CIM (Craig, 2001; Jacobs, 2001). Esta
clasificacion agrupa aquellos antimicrobianos cuyo efecto bactericida depende del
tiempo de exposicion y es independiente de la concentracion. El techo en una curva de
muerte bacteriana se alcanza con concentraciones 4 a 5 veces la CIM del
microorganismo (Craig, 1998). Klepser y col. (1996) demostraron que la clindamicina

ejerce efecto bactericida sobre B. fragilis cuando la concentracién alcanza 4 veces la
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CIM y la tasa de muerte bacteriana no se incrementa a concentraciones superiores.
Solo sobre una cepa de este microorganismo encontraron efecto concentracion
dependiente hasta 16 veces su CIM. Mientras que in vivo, en humanos, se demostré
gue bajas dosis (300 mg totales) lograban un efecto bactericida durante el 80 y 100%
del intervalo posoldgico para B. fragilis y S. pneumoniae y entre el 50 y 85% para S.
aureus (Klepser y col., 1997). Un estudio similar realizado por Lewis y col. (1999)
demostré que no existen diferencias significativas en las tasas de muerte bacteriana
de S. aureus y S. pneumoniae con dosis de 300 mg cada 12 h y dosis de 600 mg cada
8 h y 300 mg cada 8 h, a la vez que todos los esquemas posologicos mantuvieron

concentraciones por sobre la CIM el 100% del tiempo.

Por otro lado, la clindamicina fue clasificada como un antimicrobiano con moderado a
alto efecto persistente debido a su EPA, tal como se describié anteriormente, y por
ende el predictor ABC/CIM pasa a ser el mejor parametro asociado a su eficacia
terapéutica (Soriano Garcia, 2002; Ambrose y col., 2007; Levison y Levison, 2009;
Papich, 2014; Asin-Prieto y col., 2015; Blasco y col., 2015; Ahmad y col., 2016; Ahmad
y col., 2017). Sin embargo, el valor 6ptimo que deberia alcanzar este predictor todavia

no se encuentra establecido (Lewis y col., 1999; Canut Blasco y col., 2015).

Flaherty y col. (1988) estudiaron la actividad inhibitoria en suero sobre B. fragilis luego
de diferentes esquemas posolégicos en medicina humana. Obtuvieron la CIM del
microorganismo y por otro lado el ABC a partir de la curva de disposicion plasmatica
del antibidtico. Con estos valores se calculd el area bajo las concentraciones
inhibitorias de la curva (AUIC). Con una CIM de 0,25 - 0,5 pug/ml y una dosificacién de
600 mg cada 6h, 900 mg cada 8h y 1200 mg cada 12h sus valores de AUIC,
respectivamente fueron 174, 242 y 317. Posteriormente Schentag y col. (1991)
postularon como equivalentes el calculo del AUIC y del AUC/CIM como predictores de
la actividad antimicrobiana. Quedando en la actualidad solo vigente el parametro
AUC/CIM por ser mas sencillo su célculo y no depender de, si las concentraciones

plasmaticas superan o no la CIM (Mueller y col., 2004).

Lewis y col.,, (1999) analizaron en un modelo in vitro la actividad de diferentes
dosificaciones de clindamicina sobre 3 aislamientos de S. aureus y dos de S.
pneumoniae. Al no haber predictor establecido para este antimicrobiano calcularon los
3 parametros FC/FD existentes obteniendo el 100% de concentracién plasméatica
sobre la CIM durante todo el intervalo posoldgico. Mientras que el predictor de eficacia
ABC/CIM para los 600 mg cada 8 horas tomo valores de 1133 (S. aureus) y 358-544
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(S. pneumoniae), para los 300 mg cada 8 horas de 575 (S. aureus) y 276 y 182 (S.
pneumoniae) y para los 300 mg cada 12 horas de 358 (S. aureus) y 172 y 113 (S.

pneumoniae).
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. HIPOTESIS

Il.I. Hipo6tesis central

La caracterizacion de las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de la

clindamicina en caninos y felinos domésticos permitir4 construir predictores de eficacia

terapéutica necesarios para su uso racional en estas especie.

Il.Il. Hip6tesis de trabajo

v

El uso correcto de los agentes antimicrobianos para el tratamiento de
enfermedades de etiologia bacteriana requiere del conocimiento farmacolégico
(farmacocinético y farmacodinamico) de los mismos.

El uso inapropiado de antibiéticos en medicina veterinaria y humana
incrementa los porcentajes de cepas bacterianas resistentes en las
poblaciones de microorganismos patégenos para los animales y el hombre, y
predispone a efectos indeseables (colaterales y/o tdéxicos) sobre los mismos.
Las concentraciones plasmaticas y los correspondientes parametros
farmacocinéticos pueden modificarse por factores fisiol6gicos, dentro de los
cuales se incluye la especie animal.

Factores externos, tales como la presencia de alimento en el tubo digestivo,
pueden alterar los parametros farmacocinéticos que evaltan la absorcion.

El conocimiento del comportamiento farmacocinético de las drogas es
imprescindible para establecer la correcta posologia de las mismas.

Las pruebas in vitro (CIM) que determinan el perfil de susceptibilidad de las
bacterias a los antimicrobianos son instrumentos Utiles y necesarios para la
correcta eleccion de los mismos.

Los métodos que integran los parametros farmacocinéticos 'y
farmacodindmicos de los antimicrobianos son herramientas adecuadas para
predecir el éxito en el tratamiento de las enfermedades causadas por agentes
bacterianos y para disminuir la aparicion de cepas bacterianas resistentes.

Las asociaciones de antibidticos pueden conducir a interacciones que
modifican los efectos esperados para cada uno de los antimicrobianos

participantes.
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lll. OBJETIVOS

l1l.I. Objetivo general

Promover el uso racional de la clindamicina en caninos y felinos domésticos,

proponiendo dosis y posologias tendientes a lograr la maxima eficacia clinica con

bajas probabilidades de desarrollo de resistencia bacteriana.

lII.II. Objetivos especificos

v

v

Poner a punto un método cromatografico para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de la clindamicina en plasma canino y felino.

Caracterizar el perfil farmacocinético plasmatico de la clindamicina en caninos
y felinos domésticos luego de su administracion por via endovenosa y oral.
Comparar la farmacocinética de la clindamicina entre caninos y felinos.
Establecer y comparar la influencia del alimento sobre el perfil farmacocinético
de la clindamicina administrada via oral en caninos y felinos.

Relevar el perfil de sensibilidad bacteriana a la clindamicina a través de la
prueba de susceptibilidad in vitro, CIM, para microorganismos causantes de
infeccién en caninos y felinos.

Establecer las interacciones farmacolégicas in vitro entre la clindamicina y otros
antibidticos de uso frecuente en medicina de pequefios animales sobre cepas
bacterianas aisladas en infecciones en caninos y felinos.

En base a las interacciones estudiadas, proponer o no la conveniencia del
empleo de asociaciones antibidticas de clindamicina en caninos y felinos
domeésticos.

Calcular los predictores de eficacia terapéutica para la clindamicina en las
distintas situaciones planteadas (especie animal, via de administracion y
alimento) a través de la integracién de los parametros farmacocinéticos y
farmacodinamicos apropiados para este antibiotico.

En base a los resultados obtenidos, proponer regimenes posologicos
racionales para la clindamicina administrada por via endovenosa y oral, tanto

en ayuno como con alimento, a caninos y felinos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.l. Lugar de trabajo

Todos los experimentos se desarrollaron en la Catedra de Farmacologia de la

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos Aires.

IV.Il. Farmacocinética

El estudio farmacocinético de la clindamicina en caninos y felinos comprende las

siguientes etapas:

e Administracion de la droga por via endovenosa, oral en ayunas y oral luego de
ser alimentados los animales.

e Toma de muestras de sangre en tiempos predeterminados, extraccion y
almacenado del plasma.

o Determinacion de las concentraciones plasmaticas de la clindamicina en
plasma (método HPLC).

e Construccién de las curvas de disposicidn y andlisis farmacocinético.

e Analisis estadistico de los resultados.

IV.l1l.1. Caninos

IV.ll.1.a. Materiales utilizados
IV.ll.1.a.a. Animales

Se trabajé con 6 caninos adultos de raza Beagle, 4 machos y 2 hembras, enteros,
provenientes de Caniles de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de
Buenos Aires. Todos alojados en el mismo recinto, bajo las mismas condiciones
ambientales, alimentados con balanceado seco calidad Premium, 100g por racion 2
veces al dia y agua ad libitum. Al momento del estudio los 6 animales se encontraban
clinicamente sanos, vacunados, desparasitados y con estudios de sangre sin
particularidades, con un peso promedio de 12,4 + 1,8 kg. Ninguno de ellos recibio

tratamiento antimicrobiano durante los tres meses previos al ensayo.
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IV.ll.1.a.b. Farmacos y dosificacion

Para la via de administracion endovenosa se empleé clindamicina fosfato
(Clindamicina Northia® Northia, Argentina). Solucién inyectable 150 mg/ml. La dosis
seleccionada fue de 10 mg/kg segun informacion bibliogréfica (Weber y col., 1980;
Lavy y col., 1999; Batzias y col., 2005).

Para la administracién oral se utilizé clindamicina clorhidrato, comprimidos ranurados
400 mg (Clindex 400 mg® Bio-Amer, Buenos Aires). El rango de dosis empleado fue
de 5 a 10 mg/kg segun informacion bibliogréfica (Batzias y col., 2005; Saridomichelakis
y col., 2011; Beco y col., 2013; Hillier y col., 2014; Lappin y col., 2017). Cada animal
recibié una dosis total de 100 mg (¥ del comprimido ranurado) y luego se normalizo la
misma por kg de peso corporal, dando como resultado una dosis promedio de 8,3
1,1 mg/kg.

IV.Il.1.a.c. Administracion de la clindamicina, toma de muestras y

almacenamiento

Agujas estériles descartables (21 G x 1" Euromix®)
Alcohol etilico 96° (Purocol®)

Algodon hidréfilo

Balanza para pesar los animales

Centrifuga (Presvac®)

Freezer -20°C (Electrolux)

Gradillas para tubos tipo Khan y para tubos tipo Eppendorf
Heladera (Patrick Fagor)

Jeringas estériles descartables de 3y 10 ml (Webest®)
Jeringas estériles descartables de 1 ml (Neojet®)

Parafiim “M"®

Peladora eléctrica (Oster®)

Pipetas Pasteur

Planilla para tabulacion de datos

Solucién yodo povidona 10% (Pervinox®, Laboratorio Phoenix, Argentina)
Tubos plasticos descartables (12 x 75 mm) (DVS®)
Microtubos 1,5 ml (Axygen®)
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Catéter para vias centrales Intracath® (Intracath® with wire stylet V.
catheter/needle unit Vialon®. Becton Dickinson Vascular Access)

Catéter 22G y 20G (Jelco®)

Tapdn de catéter (Plastimed®)

Cinta hipoalergénica 2,5 (Micropore®)

Cinta de tela adhesiva 5 cm (Printex®)

Venda elastica autoadherente 5 cm (Aurinc®)

Collar isabelino

Solucion fisioldgica estéril (Laboratorio Ramallo)

Heparina 5000 Ul/ml (Duncan®)

AN N N N N N

IV.ll.1.b. Metodologia para la administracion del antibiético y toma de

muestras
IV.Il.1.b.a. Administracién de la clindamicina

e Via endovenosa: Se coloco un catéter 22G en la vena cefalica antebraquial
derecha o izquierda. El volumen de antibiético calculado para cada animal se
diluy6 en 3 ml de solucion fisioldgica estéril y se administré en el lapso de tres
minutos. Finalizado este procedimiento, se lavd el catéter con solucion
fisioldgica estéril y posteriormente se retiro.

e Via oral en ayuno: Se realiz6 un ayuno sélido de 12 horas (dejando el agua
siempre a disposicién). EI comprimido de 400 mg se fraccion6 segun el peso
de cada perro, aproximando la dosis a 10 mg/kg. Se administro via oral, a cada
uno de los animales, la fracciébn correspondiente de comprimido y a
continuacién se les dio agua (10 ml) con jeringa para garantizar la deglucién
del mismo.

e Via oral con alimento: En primer lugar, los animales recibieron la racién de
alimento correspondiente a la primera comida del dia (100 gramos de su
alimento balanceado), luego se les administré la droga tal como fue descripto

en el item anterior.

IV.1l.1.b.b. Toma de muestras

A todos los animales se les colocd un catéter 20G en la vena cefalica antebraquial

derecha o izquierda (contralateral a la utilizada para la administracion endovenosa,
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cuando correspondia). A partir del mismo se tomaron las muestras sanguineas, un
volumen de 2,5 ml por muestra con jeringas heparinizadas. Luego de cada extraccion
el catéter se lavo con 0,1 a 0,2 ml de solucién de heparina 10 Ul/ml. El catéter se retird
finalizado el dia de trabajo y el muestreo correspondiente a la hora 24 se tomo de vena
yugular (evitando asi dejar colocado el catéter mas tiempo del necesario), también con
jeringa de 3 ml heparinizada.

Se tomaron un total de 16 muestras en tiempos predeterminados: 0; 0,083; 0,16; 0,33;
0,5;0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4, 6; 8; 10; 12 y 24 horas de administrado el antibi6tico.

IV.Il.1.b.c. Acondicionamiento y conservacion de las muestras

Cada muestra se centrifugd durante 15 minutos a 1500 rpm y el sobrenadante
(plasma) se separ6 en tubos Eppendorf® rotulados para su posterior almacenamiento
en freezer a -20°C hasta su procesamiento.

IV.1l.2. Felinos

IV.1l.2.a. Materiales utilizados
IV.ll.2.a.a. Animales

Se trabajé con 6 felinos adultos comun europeo, 4 hembras y 2 machos, castrados,
pertenecientes a la Catedra de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad de Buenos Aires. Estos se alojan en el mismo recinto y bajo las mismas
condiciones ambientales. Recibian alimento balanceado calidad super Premium, 50 a
90 g/dia y agua, ambos ad libitum. Al momento del estudio, los animales se
encontraban clinicamente sanos, desparasitados y con el plan de vacunacion
completo. El peso promedio de los gatos fue de 4,2 + 0,7 kg. Ninguno de ellos recibio
tratamiento antibiotico durante al menos 3 meses previos al primero de los

experimentos.
IV.Il.2.a.b. FArmacos y dosificacion

Se empled para la via de administracion endovenosa clindamicina fosfato (Dalacin C

Fosfato Clindamicina® Pfizer Manufacturing Belgium, NV-Puurs, Bélgica). Solucion
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inyectable 150 mg/ml. Dosis: 10 mg/kg. La dosis elegida se bas6 en informacion
bibliogréfica (Brown y col., 1989; Boothe y col., 1996).

Para la administracién oral se utiliz6 clindamicina clorhidrato, cdpsulas de 300mg
(Dalacin C Clindamicina® Pfizer PGM, Pocé sur Cisse, Francia). El contenido de la
capsula se fracciondé mediante balanza de precision segun la dosis total individualizada
para cada gato y se envaso en capsulas de gelatina n°4. Dosis empleada: 15 mg/kg.
(Brown y col., 1989; Boothe y col., 1996; Lappin y col., 2017).

IV.Il.2.a.c. Administracion de la clindamicina, tomay

conservacion de las muestras

Agujas estériles descartables (21 G x 1" Euromix®)
Alcohol etilico 96° (Purocol®)

Algoddn hidréfilo

Balanza para pesar los animales

Centrifuga (Presvac®)

Freezer -20°C (Electrolux)

Gradillas para tubos tipo Khan y para tubos tipo Eppendorf
Heladera (Patrick Fagor)

Jeringas estériles descartables de 3 y 10 ml (Webest®)
Jeringas estériles descartables de 1 ml (Neojet®)

Parafilm “M"®

Peladora eléctrica (Oster®)

Pipetas Pasteur

Planilla para tabulacion de datos

Solucién yodo povidona 10% (Pervinox®, Laboratorio Phoenix, Argentina)
Tubos plasticos descartables (12 x 75 mm) (DVS®)
Microtubos 1,5 ml (Axygen®)
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Catéter para vias centrales Intracath® (Intracath® with wire stylet LV.
catheter/needle unit Vialon®. Becton Dickinson Vascular Access)

Catéter 22G y 20G (Jelco®)

Tapdn de catéter (Plastimed®)

Cinta hipoalergénica 2,5 (Micropore®)

Cinta de tela adhesiva 5 cm (Printex®)

Venda tipo cambric 5 cm (Printex®)

N N N NI NN

Venda elastica autoadherente 5 cm (Aurinc®)
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Solucion fisioldgica estéril (Laboratorio Ramallo)
¥v" Heparina 5000 Ul/ml (Duncan®)

IV.Il.2.b. Metodologia para la administracion del antibiético y toma de

muestras
IV.Il.2.b.a. Administraciéon de la clindamicina

e Via endovenosa: Se coloc6 un catéter 22G en la vena cefalica antebraquial
derecha o izquierda. El volumen de antibi6tico calculado para cada animal se
diluyé en 3 ml de solucion fisiolégica estéril para lograr una concentracion
aproximada de 10 mg/ml y se administré6 a una velocidad de 10 mg/minuto.
Finalizado este procedimiento se retir0 el catéter.

e Via oral en ayuno: Se realiz6 un ayuno sélido de 12 horas (dejando el agua
siempre a disposicion). Se administré la capsula con la dosis correspondiente
del antibiético por via oral y luego se les suministré 6 ml de agua con jeringa
con el fin de garantizar la deglucién de la misma, evitar la disolucion de la
capsula en el eso6fago y la posible produccién de estenosis esofagica por
irritaciéon local (Westfall y col., 2001; Beatty y col., 2006).

e Via oral luego de recibir una racion de alimento: Se le administré a cada gato la
racion de alimento correspondiente a su primer comida del dia (7 a 9 gramos
de alimento balanceado). Posteriormente recibieron la cépsula con el

antibiético tal como fue descripto en el item anterior.
IV.1l.2.b.b. Toma de muestras

Para la toma de las muestras sanguineas se utiliz6 un catéter central Intracath®
ubicado en vena yugular. La metodologia para la colocacion del mismo se describe en
el Anexo |. Este catéter permaneci6 colocado durante 15 dias en cada gato, tiempo en
el cual se realizaron las 3 experiencias farmacocinéticas. Se mantuvo permeable
infundiendo 0,2 a 0,3 ml de solucion de heparina (10 Ul/ml) luego de cada muestreo y
al finalizar el dia de trabajo. Para cada cinética se tomaron un total de 16 muestras en
tiempos predeterminados: 0; 0,083; 0,16; 0,33; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12 y
24 horas de administrado el antibiético. El volumen de las muestras fue de 1,3 -1,4 ml
de sangre, los primeros 0,2 ml se devolvian nuevamente al animal para evitar una
posible dilucién de la muestra con restos de solucién heparinizada contenida en la luz

del catéter. Este dispositivo de uso en medicina humana, es de un biomaterial
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denominado Vialon®, que permite su colocacion durante periodos prolongados debido
a la baja a nula accién irritante sobre el endotelio.

IV.1.2.b.c. Acondicionamiento y conservacion de las muestras

Cada muestra se centrifugé durante 15 minutos a 1500 rpm y el sobrenadante
(plasma) se separ6 en tubos Eppendorf® rotulados. Los mismos se almacenaron en

freezer a -20°C hasta su procesamiento.

IV.1l.3. Disefio experimental

Tanto en los felinos como en los caninos se realiz6 un disefio cruzado (2x2x2) de
manera que todos los individuos recibieron aleatoriamente los 3 tratamientos
(administracion endovenosa, oral en ayuno y oral luego de ser alimentados). El

periodo de washout entre cada experiencia fue de 15 dias en perros y 5 dias en gatos.

IV.11.4. CICUAL

Este trabajo se encuentra enmarcado dentro del proyecto “Antimicrobianos en
medicina veterinaria: farmacocinética, farmacodinamia, impacto en el marco de una
salud” el cual cuenta con la aprobacién del Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL), de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA,
protocolo N° 2010/22.

IV.Il.5. Materiales y metodologia para la extraccion y cuantificacion

de la clindamicina en plasma

IV.1l.5.a. Materiales
IV.Il.5.a.a. Equipo de deteccion

Cromatografo liquido de alta performance Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000®
equipado con bomba gradiente modelo HPG-3200SD e interface UCI-50. Inyector
manual Rheodyne® con loop de 20 pl. Detector Gilson UV/Vis 151. Para el

procesamiento de los cromatogramas se utilizé el software Chromeleon 6.8®.
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IV.1l.5.a.b. Fase estacionaria

Columna Phenomenex Luna® C,g de fase reversa longitud 250 mm, diametro interno

4,6 mm y tamano de particula 5 y. Precolumna C18 4 x 3,0 mm.
IV.Il.5.a.c. Fase movil

La fase movil se constituy6é con un buffer fosfato monosédico Merck® y &cido fosférico
85% Mallinckrodt® en agua bidestilada. Para la fraccion orgénica se utilizé acetonitrilo
grado HPLC Sintorgan®.

IV.11.5.a.d. Extraccion

Acetonitrilo grado HPLC Sintorgan® y diclorometano grado HPLC Sintorgan®. Para la

puesta a punto del método se empled plasma blanco canino y felino.
IV.Il.5.a.e. Material de laboratorio

Balanza analitica de precision (Ohaus®)

Centrifuga (Presvac®)

Agitador Vortex con regulacion de velocidad (Fbr® Decalab)
Freezer -20°C (Electrolux)

Estufa de secado (lonomex®)

Pipetas de vidrio de 1 ml

Pipetas automaticas 0,2; 1 y 5 ml (Eppendorf®)

Probetas de vidrio de 50, 500 y 1000 ml

Pipeta Pasteur

pHmetro (Hanna instruments®)

Soluciones buffer (calibre) pH 4 y 7 (Biopack®)

Puntas pipetas automaticas 200 y 1000 pl (Kartell Spa®)
Puntas pipetas automaticas 5000 pul (Eppendorf®)

Tubos de vidrio para centrifuga de 15 ml con tapén a rosca
Tubos de vidrio conicos 15ml

Gradillas

Kitasato

Bomba de vacio (Silfab®, Argentina)

Membrana filtrante nylon 0,45 p 47mm (Gamafil®)

Agitador magnético (Hanna®)

NS N N N N N N T N e N N N N N N NN

Bafio termostatizado (lonomex®)
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Campana de extraccion
Tubo de nitrégeno
Jeringa 1 ml (Neojet®)

NN

Aguja Hamilton® roma de 51 mm con adaptador luer.

IV.1.5.b. Metodologia

IV.Il.5.b.a. Puesta a punto y validacion del método para la
extraccion y cuantificacion de la clindamicina en

plasma canino y felino

La determinaciéon de la clindamicina en plasma se realiz6 mediante la técnica de
separacion por cromatografia liquida de alta precision (HPLC) y deteccion UV. Para el
método utilizado se adaptaron dos técnicas cromatograficas. La composicion de la
fase moévil, el rango de deteccién UV y la velocidad de flujo se tomaron del trabajo
realizado por Mifsud y col. (2014) para la deteccién de la droga en plasma humano.
Mientras que la técnica de extraccion se obtuvo a partir del trabajo descripto por

Batzias y col. (2004) en plasma canino.
IV.Il.5.b.a.a. Curva de calibracion

Para determinar las concentraciones de la clindamicina en plasma canino y felino se
construyeron curvas estandar en plasma de ambas especies con concentraciones
conocidas del antimicrobiano. El plasma blanco canino y felino se obtuvo de animales
sanos, sin tratamiento antibidtico previo y en condiciones similares a los que
participaron en el estudio. Para la preparaciéon de la curva estandar se confeccioné
primero una solucién de stock de clindamicina clorhidrato 1000 pg/ml. Se tomaron 400
ul de esta solucién y se resuspendieron en 600 pl de agua destilada, dando una
concentracion final de 400 ug/ml. De esta segunda solucién se separaron 100 pl (40
1g) que se mezclaron con 900 pl de plasma blanco canino o felino segun corresponda,
vortexeando durante algunos segundos. De esta manera se obtuvo una concentracion
de 40 pg/ml de clindamicina y se continu6é con diluciones seriadas en base 2, del

antimicrobiano hasta alcanzar los 0,156 pg/ml.

La curva de calibracion en fase movil se construyé de la misma manera que la curva

estandar en plasma, utilizando fase movil como diluyente del antibiético.

Las concentraciones de trabajo fueron: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313 y 0,156 pg/ml.
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IV.1.5.b.a.b. Descripcién del método analitico

Se emple6 un equipo HPLC con detector UV en modo isocréatico. La fase movil estaba
compuesta por un buffer fosfato 0,02M y acetonitrilo en proporcion 72:28 (v/v). El
sistema buffer fosfato tiene un pKa= 2,15 en solucién acuosa, siendo éste el que mejor
se ajusta al pH requerido para nuestra solucion (pH=2,9). La concentracion 0,02M se
logré disolviendo 2,39 g de fosfato monosaddico en 1 litro de agua calidad HPLC. Se
corrigié con acido fosforico (85% en solucién) hasta disminuir el pH a 2,9, con el
agregado de 0,4 ml del &cido. La lectura del pH se realizé con pH-metro previamente
calibrado con 2 soluciones estandar, una neutra (pH=7) y la otra 4cida (pH=4). Una
vez constituida la fase movil se filtr6 a través de membranas de 0,45 p de porosidad y
se desgasific6 empleando un kitasato acoplado a una bomba vacio y colocado sobre
un agitador magnético. La fase estacionaria fue una columna Phenomenex Luna® C18
de fase reversa (250 x 4,6 mm) y tamano de particula 5 y con precolumna C18 (4 x 3,0
mm). La velocidad de flujo fue de 1,5 ml/min y la deteccion del antibi6tico se realiz6 a
una longitud de onda de 195 nm. Cada muestra 0 punto de curva se inyect6 en el
equipo por duplicado (triplicado para la validacién del método) con un volumen de 0,1

ml.
IV.1l.5.b.a.c. Extraccion

El proceso de extraccion se aplicé por igual sobre la curva estandar en plasma
adicionado con clindamicina en concentraciones conocidas para la validacién del
método como sobre las muestras problema. Las muestras plasmaticas almacenadas
en freezer (-20°C) se descongelaron en heladera el dia correspondiente a su
procesamiento y luego fueron acondicionadas a temperatura ambiente previo al

momento de la extraccion.

En un tubo cénico de vidrio se colocaron 0,5 ml de plasma (muestra canina o felina) y
sobre el mismo se agreg6 1ml de acetonitrilo, la mezcla se vortexe6 durante 1 minuto
y luego centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos. Las proteinas precipitan en forma
de boton blanquecino en el fondo del tubo mientras que el antimicrobiano queda
solubilizado en la fraccion liquida. Este sobrenadante se separé en un tubo cénico a
rosca al que se le agregdé 6 ml de diclorometano (extraccion liquido-liquido), se
vortexe6 1 minuto y centrifugd 10 minutos a 3500 rpm. La porcién superior acuosa se
descartd con pipeta tipo Pasteur y los 6 ml inferiores se traspasaron a un tubo cénico

de vidrio. Por ultimo se realiz6 el evaporado del solvente bajo un flujo de nitrégeno y a
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bafio Maria (45°C). Para su deteccion las muestras se reconstituyeron con 0,5 ml de

fase movil y vortexearon 1 minuto.
IV.Il.5.b.a.d. Validacién del método cromatografico

La validacion del método cromatografico se realizé segun las normas establecidas por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos en:
Bioanalytical Method Validation. Guidance for Industry. (U.S Department of Health and
Human Services [HHS]. Food and Drug Administration [FDA]. Center for Drug
Evaluation and Research [CDER]. Center for Veterinary Medicine [CVM], 2018)

Los criterios de validacion utilizados fueron:

Selectividad: Asegura que, para el tiempo de retencion del analito, no existan
componentes en plasma que interfieran con la sefial de los mismos. Para esto se

procesaron 6 plasmas blanco de distintos individuos.

Linealidad: Es la relacion existente entre la concentracion del antibiético y la respuesta
obtenida (area). Debe ser lineal dentro del rango de concentraciones de trabajo. La
concentracion maxima debe estar al menos un 50% por encima de los limites superior
e inferior esperados. Para esto se construyeron 5 curvas de calibracion en fase mévil y
3 curvas de calibracion en plasma. Cada punto de curva estandar se analiz6 por
triplicado. El grado de ajuste se estimo a través del calculo del coeficiente de regresion
lineal (programa GraphPad Prism 5®) y la prueba de falta de ajuste (test de ANOVA

para la regresion), (programa InfoStat®).

Precision: Describe la variabilidad del método frente al andlisis repetido del analito
dentro del mismo dia (intradia) y en distintos dias (interdia). EI método es preciso
cuando el coeficiente de variacion (C.V.) no supera el 15% para todos los puntos de la
curva estandar y hasta el 20% para la dilucion del limite de cuantificacién. El C.V. se

calculé como el D.E./Media*100.

Exactitud: Corresponde a la diferencia observada (error) entre el resultado de
concentracion de analito obtenido por el método y el verdadero valor. Al igual que para
la precision, todos los valores deben presentar un error menor al 15% (rango 85 —
115% del valor tedrico) y de 20% (rango 80 — 120% del valor tedrico) para el limite de
cuantificacion. Se calcula, para cada punto de concentracion, como el area

observada/area esperada*100.
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Limite de cuantificacion: Se acepta como limite de cuantificacion al dltimo punto de la

curva estandar, siempre que la sefial detectada sea al menos 5 veces mayor a la
emitida por la linea de base, con una precision y exactitud por debajo de 20%. Se
evaluaron 3 concentraciones: 0,625; 0,313 y 0,156 pg/ml tanto para la fase movil como
para el plasma.

Limite de deteccion: Corresponde a la minima concentracion detectable, no

cuantificable, es decir, que no cumple con los criterios de precision y exactitud
descriptos anteriormente. Para su determinacion se evaluaron 3 concentraciones:
0,625; 0,313 y 0,156 pg/ml.

Recuperaciéon: Compara la respuesta obtenida por el detector al analizar una muestra
de plasma adicionada con clindamicina y extraida, con respecto a las mismas
concentraciones en fase mdavil. Admite cualquier valor siempre que el mismo sea
consistente, preciso y reproducible (precision y exactitud menor al 15%). Para esto se
construyeron, extrajeron y analizaron, en 3 diferentes dias, 3 curvas estandar en
plasma y en fase movil. Cada punto de curva se analiz6 por triplicado. Las
concentraciones empleadas para los calculos de recuperacién fueron: 20; 10; 5; 2,5;
1,25; 0,625y 0,313 pg/ml.

IV.11.5.b.a.e. Determinacion de las concentraciones

plasmaticas de la clindamicina

Se construy6 una curva de calibracién promedio que relaciona las areas del analito en
funcién de las distintas concentraciones del antibiético comprendidas entre 20 pg/mly

0,3 pug/mil.

Se obtuvo la curva de calibracién graficando en escala aritmética los valores obtenidos
de la relacion area del analito en funcion de la concentraciéon del antimicrobiano,
determinandose finalmente la ecuacion que la definiera. Para ello se utiliz6 un
programa computarizado, (GraphPad Prism 5®), el cual calcula la curva de regresion
lineal por el método de los minimos cuadrados, asegurando el mejor ajuste de los

puntos observados a la recta tedrica.

Cada muestra problema da como resultado un cromatograma con un pico al tiempo de
retencion del antibiético (analito). El &rea de dicho pico se extrapola a la curva
previamente validada obteniéndose la concentracién correspondiente. Este valor de
concentracion se corrige por el porcentaje de extraccion previamente calculado ya sea

para caninos o felinos, segun corresponda.
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IV.11.5.b.a.f. Determinacién de la estabilidad de la

clindamicina conservada a -20°C

Se almacend un patrén de clindamicina junto con las muestras plasméticas a -20°C,
para evaluar su estabilidad. Se compararon mediante regresién lineal la curva
estandar realizada inicialmente (curva 1 inicial) con la curva estdndar almacenada

(curva 2), durante 6 meses, y procesada junto con el Ultimo animal analizado.

IV.1l.6. Construccion de la curva de disposicion, analisis

farmacocinético y analisis estadistico

IV.1l.6.a. Materiales

v Phoenix WinNonlin 8.0®
GraphPad Prism 5®
v" Planilla Excel®

\

IV.Il.6.b. Metodologia

A partir de las concentraciones obtenidas de las distintas muestras plasmaticas se
construyeron las curvas de disposicion, graficando la concentracion plasmatica del

antimicrobiano en funcion del tiempo para cada via de administracién y especie.

El anadlisis farmacocinético de los datos se realizO mediante el programa
computarizado Phoenix WinNonlin 8.0®. Para la seleccion del modelo y el nimero de
compartimientos que mejor describiera el comportamiento del farmaco se tuvieron en
cuenta el andlisis de los residuales, la correlacién entre los valores observados y
estimados por el modelo (Gabrielsson y Weiner, 1994) y las pruebas estadisticas de
minima parsimonia: criterio de Akaike (Yamaoka y col., 1978) y de Schwartz
(Schwartz, 1978).

Criterio de Akaike (AIC) = Ngps.In WRSS + 2 N,
Donde “Nyps” es el numero de observaciones, “In WRSS” es el logaritmo neperiano de

la suma de cuadrados de los residuales pesados (X W (Yobs — Yeac) 2) Y “‘Np” es el

namero de pardmetros del modelo.
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Criterio de Schwartz (SC) = Ngps.In WRSS + %2.N;,.In Ngps

Donde “Ngys” es el numero de observaciones, “In WRSS” es el logaritmo neperiano de
la suma de cuadrados de las residuales pesadas (X W (Yobs — Yeac) 2) Y N, es el

namero de parametros del modelo.

La curva de disposicion plasmatica de la clindamicina fue modelada segun la

ecuacion multiexponencial:
Cp=3 Y,

Donde C, representa la concentracion plasmatica del antimicrobiano al tiempo
t; Y; (ng/ml) es el coeficiente del iésimo término exponencial y A; (por hora) es el

exponente del iésimo término exponencial.

Se realizo el analisis no compartimental de las curvas de disposicion de la clindamicina
administrada a perros y gatos para el calculo del ABCy; y el TMRy; para la via
endovenosa y vias orales y el MAT para las vias orales. El resultado de este andlisis

se muestra en el Anexo IV.

ABC,, se calculé usando la regla de los trapezoides, desde el tiempo 0 hasta el

tiempo de la dltima concentracién medida.
TMRo.t = ABMCy. / ABCo.t
MAT = TMRo.tpo — TMRo.tev
IV.Il.6.b.a. Administracion endovenosa de la clindamicina
Segun los criterios considerados, el modelo que mejor ajusté a la curva de
disposicion plasmatica tras la administracion endovenosa fue para todos los felinos y

caninos biexponencial y describe un modelo bicompartimental abierto:

Cp =A e—alfa.t +B e—beta.t
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Cp (ng/ml) representa la concentracion plasmatica del antimicrobiano al tiempo

Ay B (ng/ml) son las concentraciones de la droga extrapoladas al tiempo O de
la primera y segunda fase de disposicion plasmética, respectivamente.
alfa y beta (h™) son las respectivas pendientes de las fases de distribucién y

eliminacion de la curva de disposicion.

Para un mejor ajuste del modelo en gatos, las concentraciones observadas
fueron ponderadas y el pesaje escogido fue la inversa de la concentracién calculada
(1/x) mientras que en perros el pesaje fue la inversa de la concentracién calculada al

cuadrado (1/x2).

Los estimadores iniciales se obtuvieron utilizando el método de los residuales
(Gibaldi y Perrier, 1982). Luego, estos estimadores fueron redeterminados mediante
regresion no lineal.

Los parametros farmacocinéticos se calcularon mediante las ecuaciones

clasicas asociadas con el analisis compartimental (Gibaldi y Perrier, 1982).

IV.1l.6.b.a.a. Modelo bicompartimental abierto para la
administracién endovenosa
Las vidas medias de distribucion (t..q), de eliminacién (t.e) y eliminacion desde
el compartimiento central (t1240)) fueron calculadas, respectivamente, segun:
v’ ty,4=0,693/ alfa
v tye = 0,693/ beta
v tyao = 0,693/ kyp

La concentracion plasmaética al tiempo 0 (Cp,) se calculé como:
v Cpo=A+B.

La constante de primer orden de la velocidad de eliminacion, desde el
compartimiento central (ky0), se calculd segun la férmula:
v ko= (A +B)/ (Al alfa + B/ beta)

La constante de primer orden de la velocidad de transferencia de la droga libre,

desde el compartimiento central al periférico (k;,), se calculé como:
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v Kip = (alfa + beta) - (k21 - klO)

Para el célculo de la constante de primer orden de la velocidad de transferencia
de la droga libre, desde el compartimiento periférico al central (k,;), se utilizd la
férmula:

v ko = (alfa . beta) / kyg

Para calcular el volumen aparente del compartimiento central (V.), se utilizé la
formula:
v V. =dosis/ (A + B)

El volumen aparente de distribucion en el estado estacionario (Vs) fue
calculado mediante la formula:
v Ve =ClI/TMR

El area bajo la curva concentracion plasmatica en funcién del tiempo desde el
tiempo 0 hasta el infinito (ABC,...) se calculé usando la regla de los trapezoides (desde
el tiempo O hasta el tiempo de la ultima concentracion que pudo cuantificarse) y se
extrapolé al infinito. Para esto Gltimo se sumo el triangulo final, que se calculé como la

Gltima concentracién/beta.

El clearance corporal total (Cl) fue calculado segun la formula:
v" Cl = Dosis / ABCq.-

El tiempo medio de residencia (TMR) se calcul6 por la regla de los trapezoides
extrapolando a infinito:
v" TMR = ABMCy... / ABCy.

Donde ABMC,... es el area bajo la curva del primer momento.

IV.11.6.b.b. Administracion oral de la clindamicina. Modelo

monocompartimental abierto.

El modelo que mejor ajusté a las curvas de disposicion plasmatica de la
clindamicina luego de su administracion oral en felinos y caninos, fue

monoexponencial y describe un modelo monocompartimental abierto:
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v Cp=F 1V Kot/ (Ko — Kyg)] “100- (L0

Cp es la concentracion plasmatica en el tiempo t

F es la biodisponibilidad

V. es el volumen del compartimiento central

ko1 Y Kio son las constantes de primer orden de las fases inicial (absorcion) y

terminal (eliminacion), respectivamente

Para un mejor ajuste del modelo las concentraciones observadas fueron

ponderadas y el pesaje escogido fue la inversa de la concentracion calculada (1/x).

Los parametros farmacocinéticos se calcularon mediante ecuaciones
tradicionales (Gibaldi y Perrier, 1982).

La concentracion plasmatica maxima (Cna) Yy el tiempo maximo (Tnax) S€

calcularon a partir de la curva de disposicion.

La vida media de absorcién se calcul6 como:
4 t1/2a: 0,693 / kOl

La vida media de eliminacién se calcul6:
V' tyzer 0,693/ kio

El area bajo la curva (ABCy.) se calcul6 de la misma manera que para la
administracion endovenosa.
La biodisponibilidad (F) se calculé corrigiendo la férmula por la diferente
dosificacion empleada para la via endovenosa respecto a la oral para cada animal:
v F (%) = (ABCo.epo * DOSISey) / (ABCo.wey * DOSISp,) *100
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IV.1l.6.b.c. Analisis estadistico

Para determinar diferencias entre los pardmetros farmacocinéticos entre vias
de administracidn, especie, animales ayunados vs. animales con alimento se
realizaron diferentes andlisis estadisticos. El parametro farmacocinético t, se analizé
mediante un test de ANOVA con un post test de Tukey. Los pardmetros Ki,, Kz1, Crax
Tmax» F, Ko, Kio Y ti2a S€ analizaron mediante el test t de student. La diferencia se
considero significativa cuando p < 0,05.

Para establecer la relacién entre las ABC,... de las vias parenterales de caninos

respecto a felinos se aplico la siguiente férmula:

Relacion entre ABCo... - ABCo.« perro * dOSIS PO gato / ABCo. gato * dOSIS PO perro
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IV.Ill. Farmacodinamia

El estudio farmacodinamico de la clindamicina en caninos y felinos comprende

las siguientes etapas:

Relevamiento del perfil de susceptibilidad antimicrobiana de cepas bacterianas
aisladas de infecciones en caninos y felinos a la clindamicina a través de
pruebas de susceptibilidad in vitro: concentracion inhibitoria minima (CIM).

Determinacion de interacciones farmacologicas in vitro entre la clindamicina y
otros antibidticos de uso frecuente en pequefios animales (ampicilina,
doxiciclina, gentamicina y enrofloxacina) mediante la técnica del tablero de

damas o checkerboard.

IV.IIl.1. Materiales

IV.lll.1.a. Antimicrobianos

Clindamicina: Dalacin C Clindamicina® (Clindamicina clorhidrato). Laboratorio
Pfizer, Buenos Aires, Argentina.

Ampicilina: Trifacilina 1000 Ampicilina® (Ampicilina sédica). Laboratorio Bagg,
La Rioja, Argentina.

Gentamicina: Gentamicina Richet® (Sulfato de gentamicina). Laboratorio
Richet, Buenos Aires, Argentina.

Doxiciclina: Vibramicina Doxiciclina® (Hiclato de Doxiciclina). Laboratorio
Pfizer, Buenos Aires, Argentina.

Enrofloxacina: Baytril® (Enrofloxacina base). Laboratorio Bayer, Buenos Aires,
Argentina.

IV.IIl.1.b. Material biol6gico

Microorganismo estandar para el control de las técnicas de CIM y tablero de damas

para los estafilococos: Staphylococcus aureus ATCC® 29213 y para los estreptococos:

Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 (CLSI, 2018).

Las bacterias patdgenas fueron provistas por un laboratorio microbiol6gico veterinario

privado “Diagnotest”, que recibe muestras de Capital Federal y Gran Buenos Aires,
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(Chanas 1185, El Palomar, Provincia de Buenos Aires). Las bacterias fueron aisladas
y tipificadadas en dicho lugar. Los datos de los microorganismos, especie animal
afectada y origen de la muestra (sitio de infeccion) se muestran en la Tabla IV.1.

Tabla IV.1. Microorganismos causantes de infeccién en caninos y felinos clasificados

segun género y especie, especie animal de la que fueron aislados y fuente de

infeccion.
Microorganismo | Especie animal | Origen
Staphylococcus pseudintermedius
755167 Canino Lesion dérmica
949024 Canino Lesion dérmica
949579 Canino Lesion dérmica
949632 Canino Lesion dérmica
949694 Canino Lesion dérmica
948314 Canino Secrecion otica
948404 Canino Secrecion otica
948816 Canino Secrecion otica
949078 Canino Secrecion otica
949421 Canino Secrecion otica
949665 Canino Secrecion otica
949714 Canino Secrecion otica
949816 Canino Secrecion otica
948520 Felino Absceso piel
949585 Felino Absceso piel
948233 Felino Secrecion otica
Staphylococcus aureus
776514 Felino Absceso nasal
Streptococcus spp.
948346 Canino Fondo de vagina
947565 Canino Secrecion Gtica
947681 Felino Orina
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IV.Ill.1.c. Medios de cultivo

Agar Mueller-Hinton (Britania® Buenos Aires, Argentina)
Caldo cerebro-corazon (Britania® Buenos Aires, Argentina)

Caldo Mueller-Hinton (Britania® Buenos Aires, Argentina)
IV.1ll.1.d. Material de laboratorio

Agitador Vortex con regulacion de velocidad (Fbr, Decalab®)
Destilador (Rolco®)

Agua destilada

Autoclave (VZ®)

Balanza analitica de precision (Ohaus®)

Ansa de tungsteno

Espatula de Drigalsky

Alcohol etilico 96° (Purocol®)

Estufa de cultivo (SAN-JOR®)

Estufa de esterilizaciéon (SAN-JOR®)

Estufa de secado (lonomex®)

Cuba de microaerobiosis

Gradillas para tubos de ensayo

Gradillas para tubos de vidrio Khan

Heladera (Patrick, Fagor ®)

Mechero Bunsen

Nefelémetro de Mc Farland estandar patrén de turbidez 0,5
Placas de petri de 10 cm de diametro

Planillas para tabulacién de datos

Tapones plasticos autoclavables

Tubos de ensayo de 10 cmy 15 cm

Tubos de vidrio Khan

Erlenmeyer de 125 mly 250 ml.

Pipetas automaticas 0,2; 1 y 5 ml (Eppendorf®)

Puntas pipetas automaticas 200 y 1000 pl (Kartell Spa®)
Puntas pipetas automaticas 5000 ul (Eppendorf®)

Sangre fresca de carnero
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IV.1ll.2. Metodologia para la determinaciéon de la CIM

IV.lll.2.a. Fundamento

La técnica empleada para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana a un antibiético,
mediante la determinacion de su CIM, fue la de macrodilucion en caldo. El
procedimiento se llevé a cabo siguiendo las recomendaciones de las normas CLSI
(2018).

La técnica se basa en enfrentar una serie de concentraciones decrecientes del
antimicrobiano a una concentracion estandar del microorganismo a evaluar. Luego de
su incubacion (tiempo y temperatura determinada) se procede a la lectura de la CIM
correspondiente al tubo con menor concentracion de antibiético en el que no se
observa desarrollo bacteriano visible. Acorde al valor de CIM obtenido se clasifica al
microorganismo como sensible, intermedio o resistente. Los rangos de concentracion
a evaluar para los distintos antibidticos y microorganismos, y sus puntos de corte se
tomaron a partir de los establecidos por el CLSI para aislamientos animales (CLSI,
2015) o de humanos (CLSI, 2019) para aquellos microorganismos 0 antimicrobianos

no definidos en la seccién veterinaria.

IV.111.2.b. Solucidén del antimicrobiano

En primer lugar se confeccioné una solucion de stock de clindamicina de 1000 pg/ml

que fue almacenada en distintos viales a -20°C hasta su utilizacion.

IV.1ll.2.c. Curva estandar

Cada dia de procesamiento se descongel6 un vial de la solucion de stock y se prepar6
la curva estandar, en condiciones de esterilidad y al abrigo de la llama. El rango de
concentracion a evaluar se tomé a partir de los puntos de corte establecidos por el
CLSI para aislamientos animales (CLSI, 2015). La concentracion mas alta probada se
seleccion6 por ser la primera que permite clasificar un microorganismo como
resistente a este antimicrobiano. De manera que las concentraciones inferiores

guedaran comprendidas dentro del rango de intermedios o sensibles, ver Tabla IV.2.

La curva estandar se preparé realizando diluciones seriadas en base 2 del

antimicrobiano en caldo Mueller-Hinton, con un volumen final de 1 ml. La
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concentracion en cada tubo Khan fue el doble de la deseada ya que posteriormente se

diluyé con el mismo volumen de inéculo.

1m del caldo empleado se reserva en un tubo extra y es utilizado como control de

esterilidad.

IV.lll.2.d. In6culo

Estafilococos: el dia previo a la determinacion de la CIM fueron sembrados sobre agar
Mueller-Hinton por agotamiento en superficie y cultivados en estufa a 34°C. Luego de
24 horas de incubacion se tom6 con ansa estéril una colonia y se resuspendio en un
tubo con caldo Mueller-Hinton hasta lograr una turbidez semejante a la de 0,5 del
nefelémetro de Mc Farland, correspondiente a una concentracion de 1 x 10 UFC/m.

Estreptococos: el dia previo a la determinacion de la CIM se resuspendié una colonia
en caldo cerebro corazon e incub6 a 34°C en microaerobiosis (5-10% CO,) durante 24
horas. Para lograr la misma concentracion de inéculo que en el caso de los
estafilococos se tomé un cierto volumen de este indculo y se resuspendio en un nuevo

tubo con caldo Mueller-Hinton.

Los pasos siguientes se continuaron de igual manera para ambos microorganismos. El
indculo de concentracion equivalente a 0,5 Mc Farland, se diluyé en proporcion 1:100
en caldo Mueller-Hinton estéril. 1ml de esta nueva solucién se coloco dentro de cada
tubo Khan (aquellos que contenian las diferentes concentraciones de antimicrobiano) y
dentro de un caldo blanco (con el mismo volumen que los tubos de la curva estandar)

para control del indculo.

Para controlar la correcta densidad de in6culo, se tomaron 100 pl del tubo control y se
realizaron 4 diluciones seriadas 1:10 en caldo Mueller-Hinton. A su vez, 100 pl de cada
uno de estos tubos se distribuyeron uniformemente con espatula de Drigalsky sobre 4

placas de 10 cm con agar Mueller-Hinton.

El tiempo transcurrido entre la preparacion del inéculo y su utilizacion no fue superior a
15 minutos. Evitando de esta manera que la multiplicacién de los microorganismos

modificara la concentracién del inéculo de trabajo.
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IV.1ll.2.e. Cultivo

Tanto los tubos con las distintas concentraciones de antibiético e inoculo, el tubo
control de esterilidad del caldo y las placas control para el recuento de colonias se
incubaron a 34°C durante 16-20 horas para los estafilococos y 20-24 horas para los

estreptococos, estos ultimos en condiciones de microaerobiosis (5-10% CO5,).

IV.111.2.f. Lectura y determinacion de la sensibilidad antimicrobiana

Pasado el tiempo de incubacién se procedi6 a la lectura de la prueba, siendo la CIM la
menor concentracion de antibiético capaz de inhibir el desarrollo bacteriano visible,
observado como turbidez del caldo. Los puntos de corte para determinar la
sensibilidad de los estafilococos y estreptococos a la clindamicina se tomaron del CLSI
para aislamientos animales (CLSI, 2015). La Tabla IV.2 Muestra los valores de

referencia.

Tabla IV.2. Criterios de interpretacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana para
estafilococos y estreptococos segun el valor de CIM (ug/ml) obtenido acorde al valor

de corte establecido por el CLSI (2015) para la clindamicina.

- : Criterio de interpretacion de la CIM (ug/ml)
Antimicrobianos
Sensible Intermedio | Resistente
ESTAFILOCOCOS
Clindamicina <0,5 1-2 24
ESTREPTOCOCOS
Clindamicina <0,5 1-2 24

IV.IIl.2.g. Validacién
Para la validacion de la metodologia se tuvieron en cuenta 3 parametros:

v" CIM del microorganismo control dentro del rango establecido por el CLSI
(2015).

v' Control de esterilidad: permite verificar que se haya trabajado en condiciones
de esterilidad durante los distintos pasos. El tubo de caldo control debe dar

negativo al crecimiento bacteriano (sin turbidez).
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v' Control de indculo: verifica que el in6culo de trabajo utilizado contenga el
namero adecuado de unidades formadoras de colonias (UFC). El valor de
recuento de colonias debe arrojar un promedio de 5x10° UFC/mI (aceptandose
un rango de 1 a 10x10° UFC/ml) para las placas 1 a 3 e incontables para la
placa 4 (CLSI, 2018). El numero de colonias por placa fue corregido

previamente por el factor de dilucién correspondiente a cada una.

Los valores obtenidos de CIM fueron descriptos a través de:

Valores absolutos
Frecuencia relativa (expresada en porcentaje)
Moda

ClIMsy: valor de CIM que acumula al 50 % de las bacterias estudiadas

NN NN

CIMgy: valor de CIM que acumula al 90 % de las bacterias estudiadas

IV.1II.3. Metodologia para la realizacion del Tablero de damas o
Checkerboard

IV.1ll.3.a. Fundamento

El andlisis de interacciones farmacoldgicas in vitro entre la clindamicina y otros
antimicrobianos se realizé mediante el método “Tablero de damas” o “Checkerboard”
(Pillai y col., 2005). EI método se basa en exponer una concentracion estandarizada
del microorganismo en estudio a la combinacion de concentraciones decrecientes de
los 2 antibioticos con el fin de evaluar el tipo de interaccion que se produce:
sinergismo, indiferencia o antagonismo. En medicina veterinaria frecuentemente se
utilizan antibidticos en forma conjunta ya sea por la presencia de enfermedades
infecciosas coexistentes o cuadros clinicos polimicrobianos en los que se indica la
combinacién de farmacos. A partir de esto y con el fin de evaluar la interaccién con
clindamicina, se seleccionaron los antimicrobianos: gentamicina, enrofloxacina,
ampicilina y doxiciclina para infecciones producidas por estafilococos y ampicilina y
doxiciclina por estreptococos (Beco y col., 2013; Sainz y col., 2015; Lappin y col.,
2017; Tasker y col., 2018; Jessen y col., 2019; Weese y col., 2019).

El tablero de damas requiere en primer lugar la determinacién de la CIM de cada

bacteria en estudio para ambos antibiéticos a cruzar. Como fue descripto por Pillai y
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col. (2005) el método presenta un error de 2 diluciones por ende, el sinergismo o
antagonismo, se establece cuando se produce la disminucion o el aumento,
respectivamente, de al menos 2 veces la CIM del microorganismo en estudio. Para
permitir la deteccion de estas interacciones el tablero debe incluir concentraciones 4
veces por encima y por debajo a la CIM del microorganismo. Las concentraciones
decrecientes del antimicrobiano 1 se ubican en las columnas mientras que las del
antimicrobiano 2 en las filas, con la misma cantidad de in6culo en cada uno de los
tubos. Luego de incubado, cada columna evaluara la modificacion de la CIM de la
bacteria para el antibiético 1 en presencia de concentraciones decrecientes del
segundo antimicrobiano y a la inversa para las filas. El primer tubo sin desarrollo
bacteriano visible de cada fila 0 columna corresponde al valor de CIM (modificado o

no) para dicha bacteria para cada antimicrobiano.

Para estandarizar estos resultados se construyo el indice de FIC (concentracion
fraccionaria inhibitoria) (Elion y col., 1954; Hall y col., 1983) que pondera la CIM para
cada punto de interaccién antimicrobiana del tablero asignandole un valor en base al
cual se determina si corresponde a una interaccién tipo sinergismo, indiferencia o

antagonismo.

IV.111.3.b. Determinacion de la CIM para los antimicrobianos en

estudio

Para determinar la CIM de los antimicrobianos de uso frecuente en medicina de
pequefios animales para los microorganismos patégenos destinados al estudio de
interaccion, se aplicé la misma técnica descripta en el item anterior para la

determinacion de la CIM de clindamicina.
Los puntos particulares a considerar en esta seccién fueron:

v' La doxiciclina, gentamicina y enrofloxacina se almacenaron en viales a -20°C
como solucion de stock de 1000 pg/ml. La ampicilina conservada en freezer no
es estable, de manera que la solucion de stock de 1000 pg/ml se prepar6
inmediatamente previo a su utilizacion.

v' Los puntos de corte para determinar la sensibilidad a estos antibitticos y el
rango de concentraciones estudiado, se definié para la ampicilina, gentamicina
y enrofloxacina a partir de los puntos de corte establecidos por el CLSI para

aislamientos animales (CLSI, 2015) y para la doxiciclina, a partir del CLSI para
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aislamientos de humanos (CLSI, 2019), estos valores se muestran en la Tabla
IVv.3.

Tabla IV.3. Criterios de interpretacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana para
estafilococos y estreptococos segun el valor de CIM (pg/ml) obtenido acorde a los
valores de corte establecidos por el CLSI (2015) para la ampicilina, enrofloxacina,
gentamicina y por el CLSI (2019) para la doxiciclina.

Criterio de interpretacion de la CIM (ug/ml)

Antimicrobianos
Sensible Intermedio | Resistente

ESTAFILOCOCOS
Ampicilina® <0,25 - 20,5
Enrofloxacina® <0,5 1-2 >4
Gentamicina® <4 8 >16
Doxicicilina® <0,12 0,25 >0,5
ESTREPTOCOCOS
Ampicilina® <0,25 - -
Doxicicilina” <0,25 0,5 >1
'CLS1 2015

IV.111.3.c. Soluciones de antimicrobianos

Partiendo de las soluciones de stock descriptas en el item previo se confeccionaron 2
curvas estandar (curva A: clindamicina y curva B: doxiciclina, enrofloxacina,
gentamicina o ampicilina) con diluciones seriadas en base 2. Se realizaron un total de
9 tubos ubicando la concentracion correspondiente a la CIM en el tubo central (n°5) y
un tubo numerado “10” conteniendo caldo Mueller-Hinton limpio, ver Figura IV.1.
Todos fueron confeccionados con un volumen final de 10 ml y con concentraciones 4
veces superiores a las deseadas ya que posteriormente se diluirian al combinar los

antimicrobianos y el inéculo.
IV.IIV.3.d. In6culo

La preparacion del indculo, al igual que su control, siguié las mismas reglas que

establece el CLSI (2018), y tal cual se describié en el punto IV.III.2.d. In6culo.

Para cada tablero de damas se armé un volumen de in6culo de 110ml.
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IV.Ill.3.e. Confeccion del Tablero de damas

En una gradilla de tubos Khan se armé un cuadro de 10x10 tubos. En condiciones de
esterilidad, frente a un mechero de bunsen y al abrigo de la llama, se colocaron 0,5 ml
de la curva estandar dentro de cada tubo. Cada columna corresponde a un punto de la
curva “A” (clindamicina), mientras que cada fila contiene un punto de curva “B”
(doxiciclina, enrofloxacina, gentamicina o ampicilina). El resultado final fueron 100
combinaciones distintas de las diferentes concentraciones de antibidtico comprendidas
en 4 unidades por encima y por debajo de la CIM. Dentro de esas combinaciones la
ultima fila y columna se completé con el tubo “10” (caldo blanco) conteniendo sélo uno
de los 2 antimicrobianos lo que permitiria obtener la CIM del antibiotico para el
microorganismo en estudio Figura IV.1. Por ultimo se colocé 1ml del in6culo en cada
uno de los tubos Khan. El tiempo entre la preparacion del inéculo y la incubacién del
tablero de damas completo no superé los 15 minutos para evitar variabilidad en la

respuesta por desarrollo bacteriano.

Para controlar la esterilidad del caldo y densidad de in6culo se procedi6 de la misma
manera que lo descripto para la determinacion de la CIM (ver IV.111.2.g. Validacion).

IV.I11.3.f. Cultivo

Las gradillas conteniendo el tablero de damas y las placas control para el recuento de
colonias se incubaron a 34°C durante 16-20 horas para los estafilococos y 20-24 horas

para los estreptococos, estos Ultimos en condiciones de microaerobiosis (5-10% CO,).

IV.IIl.3.g. Lectura

Cumplido el tiempo de incubacion se procedid a la lectura del tablero. Se identificaron
aquellos tubos con desarrollo bacteriano visible y aquellos sin crecimiento (caldo
limpio), con estos datos se construyé un esquema del tablero de damas para cada
interaccion sefalando con color los casilleros en los que se observé desarrollo

bacteriano, para su posterior analisis.
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IV.111.3.h. Validacion

El método se valid6 siguiendo los mismos parametros que los propuestos para la
determinacién de la CIM (CLSI, 2018) (ver IV.111.2.g. Validacién).

IV.11.3.i. Interpretacién y analisis del Tablero de damas

La interpretacion del tablero de damas se realiz6 mediante el célculo del indice FIC
(Elion y col., 1954; Hall y col., 1983). El indice FIC se calcul6 para cada punto del
checkerboard mediante la sumatoria de las fracciones parciales de la CIM del
antimicrobiano “A” en combinaciéon con el antimicrobiano “B” sobre la CIM del
antimicrobiano “A” sola, mas la CIM del antimicrobiano “B” en combinacién con el

antimicrobiano “A” sobre la CIM del antimicrobiano “B” sola. Ver Figura IV.1.
> FIC= FIC “Antimicrobiano A” + FIC “Antimicrobiano B”

>FIC=CIM A en combinacién con B + CIM B en combinacién con A
CIM A CIMB

Luego de la lectura e interpretacién del tablero de damas se obtuvo para cada
microorganismo y combinacién antibiética evaluada un rango de valores de FIC para

su posterior andlisis.

El efecto de la combinacion de antibiéticos sobre el crecimiento bacteriano se dividio
en tres posibles interacciones: sinergismo, indiferencia y antagonismo. Considerando
sinergismo cuando }FIC<0,5, indiferencia o no interaccion 0,5 < FIC < 4 y
antagonismo cuando ) FIC>4 (Odds, 2003).

Bonapace y col. (2002) describieron y analizaron 4 métodos para la interpretacion de
los resultados arrojados por el checkerboard. Los primeros 3 priorizan la detecciéon de
un tipo de interaccion, mientras que el cuarto propone un método de screening rapido
para definir la presencia de sinergismo o antagonismo. Por este motivo se utilizaron
los 3 primeros métodos para describir las interacciones farmacolégicas observadas

entre clindamicina y ampicilina/ doxiciclina/ gentamicina/ enrofloxacina.

v “SFIC promedio”: Calcula el promedio de las  FIC para cada microorganismo e
interaccion antibiética, considerando la minima concentracién de cada tubo sin
desarrollo visible en todas las filas y columnas. Da un resultado global sobre la

interaccion, clasificandola como sinergismo, indiferencia o antagonismo segun
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el promedio obtenido. Presenta como desventaja que subestima la aparicién de
sinergismo o0 antagonismo cuando éstas ocurren ante una combinacion puntual
de concentraciones.

“> FIC minima”: Al igual que el anterior también toma un valor puntual, la menor
YFIC del tablero, para definir la interaccion antimicrobiana. Se utiliza para
identificar sinergismo.

“SFIC Fila'y Columna”: Considera una } FIC Unica, correspondiente a la primer
linea de tubos (menor concentracion) sin desarrollo visible en toda la fila y en
toda la columna. Ese valor de Y FIC define si la interaccion corresponde a un
sinergismo, antagonismo o indiferencia. Este método detecta la presencia de
antagonismo entre los antimicrobianos en estudio.

“SFIC Dos tubos”: Considera la presencia de turbidez en, Unicamente, dos
combinaciones de antibiéticos, define sinergismo cuando la combinacién ¥4CIM
de ambos antimicrobianos NO tiene crecimiento visible y antagonismo cuando

la combinacion 2CIM de ambos antibi6ticos tiene crecimiento visible.
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Clindamicina en caninos y felinos domésticos: farmacocinética y farmaco dinamia
MATERIALES Y METODOS

Figura IV.1. Aplicacion del célculo de FIC al Tablero de damas segun el patron de
crecimiento microbiano. Cada casillero representa la sumatoria (fila y columna) de las
FIC para dicha interseccion. [} Sinergismo YFIC<0,5, [ Indiferencia 0,5 < YFIC <4 y

antagonismo ) FIC>4

000000
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IV.IV. Integracion farmacocinética/farmacodinamica

IV.IV.1. Materiales

v" GraphPad Prism 5®
v" Planilla Excel®

IV.IV.2. Métodologia
La clindamicina fue un antimicrobiano inicialmente clasificado como tiempo

dependiente, para luego ser reclasificado como independiente de la concentracion con
prolongado efecto persistente, tal como fue descripto en la introduccion. Los

parametros de integracion FC/FD empleados fueron:
v t>CIM

Donde t es el tiempo, expresado en horas, durante el cual las concentraciones
plasméticas de la clindamicina se mantienen por encima de la CIM (valor de 1CIMs,
2CIMs, 4CIMsq obtenidas en este trabajo a partir de las cepas de Staphylococcus spp.
aisladas en pequefios animales y el valor de corte establecido por el CLSI (2015) para

estafilococos de origen animal sensibles a clindamicina (0,5 pg/ml).

El mismo se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:
t> CIM = In [Dosis / (V¢*CIM)]* ty/2¢ / IN2.

El segundo predictor de eficacia calculado fue:
v ABCy.,4/ CIM

Donde ABC,.4 €s el area bajo la curva de disposicion plasmatica obtenida en este
estudio en caninos y felinos para las 3 experiencias realizadas. La CIM corresponde al
valor de CIMg, obtenido en este trabajo para las cepas de Staphylococcus spp.
aisladas en pequefios animales y al valor de corte establecido por el CLSI (2015) para

estafilococos de origen animal sensibles a clindamicina (0,5 pg/ml).
IV.IV.2.a. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los predictores de eficacia t>CIM (considerando 1CIMso,
2CIMsg, 4CIMgy y CIM=0,5 pg/ml) y ABCy.24/CIM (considerando 1CIMsq y CIM=0,5
pug/ml) para la administracion oral de clindamicina en ayunas y luego de recibir
alimento, se realizO mediante la prueba t de student para muestras pareadas

(paramétrico).
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V. RESULTADOS
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V. RESULTADOS

V.l. Farmacocinética

V.l.1. Validacion del método parala determinacion de las

concentraciones de la clindamicina en plasma

Los resultados de la validacion del método se presentan en la Tabla V.1.

El método cumple con los requisitos de selectividad, linealidad, precisién inter e intra-dia y
exactitud hasta el valor de curva de 0,3 pug/ml. Los resultados del analisis de precision
(coeficientes de variacion intra-dia e inter-dia) y exactitud para la curva estandar,
porcentajes de extraccion y limites de cuantificacion de la clindamicina en fase movil y

plasma canino y felino se presentan en el Anexo Il.

Selectividad: No se detectaron picos cuantificables al tiempo de retencién de la
clindamicina, correspondiente a 3 - 3,2 minutos, en ninguno de los plasmas blanco

analizados de caninos y felinos Figura V.1y V.2.

20,0 DLCUIN 161223 #50 P blanca uv_ VIS 1
mv VWL 195 nm
i i"\
[
10.0- |
‘ " 3-5.156
: f
A /'
£0 1 ] 1
! ol [
A 'I‘ LJ \'J“ \'\ " IL J \
v B O SR - ... M. S S
50 min
B T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.50 1.00 150 2.00 250 3.00 350 4.00 450 5.00 550 6.00
A B C D E F G H | J K L
0 0 eig olutio
g 6
1 na 3627 0.0544 na BM 0325 6.87 1.16
2 na 393 0.0591 na MB 0.381 7.45 642
3 n.a. 5156 0.6794 n.a___ BMB £.866 85.68 n.g.
I Total: 0.7929 0.0000 75672 100.00

Figura V.1. Cromatograma correspondiente a una muestra de plasma canino sin
antibidtico (blanco) que define la selectividad del método, no detectdndose picos
cuantificables de otros analitos en el tiempo de retencion de la clindamicina (3 a 3,2

minutos).
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i CLIN 070615 81

20 plasma blenco a uv s 1
* Y[y VL 195 nm
20.0 ‘
10.04
-
8
50 P
Rl
WA o
5 i (S Sl L L A
= min
50- T T T T T T T T T T T T 1
0 05 10 15 20 2 30 4 50 60 65 70 75 80 35 9.0 45 10.0
A B C D E F G H 1 J K L M N (]
4 Peakname Ret.Time Area Amount Rel.Area Resolution
min mV*min meg/mi %
1 na 2765 00441 na M8 0539 2300 6.3
2 na 3.615 0061 na 8MB 0205 8.40 4.01
3 na 4140 00309 na BMB 0.362 16.11 10.82
4 na. 6.432 0.0605 na. BMB 0.339 31.53 4.25
5 7701 0 0402 na BMB 0 206 2095 na
Total: 01918 0.0000 1.651 100 00

Figura V.2. Cromatograma correspondiente a una muestra de plasma felino sin antibiético

(blanco) que define la selectividad del método, no detectdndose picos cuantificables de

otros analitos en el tiempo de retencién de la clindamicina (3 a 3,2 minutos).

Linealidad: Mediante un analisis de ANOVA se establecié que la regresién lineal para la

curva estandar fue significativa (p<0,0001) con un R? de 1, en el rango de
concentraciones de 20 pg/ml a 0,3 pg/ml.
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Tabla V.1. Resultados de los parametros evaluados para la validacion del método
analitico para la determinacién de la clindamicina en plasma canino y felino mediante
HPLC.

Tiempo total de corrida: 5 minutos.
Tiempo de retencion de la clindamicina: 3,1 + 0,1 minutos (Figura V.3, V.4 y V.5).
PARAMETROS OBTENIDOS A PARTIR DE LA CURVA ESTANDAR EN FASE MOVIL

Curva estandar fase movil

FM1

FM2

FM3

FM4

FMS5

Linealidad (R?)

0,9999

0,9999

0,9996

0,9997

0,9994

Prueba de falta de ajuste (ANOVA)

Regresién lineal significativa (p<0,0001) con un R* de 1,
en el rango de concentraciones de 20 pg/ml a 0,3 pg/ml

Precision intra-dia (CV%) 0,38-4,15 |0,53-2,84 |0,53-3,29 |0,80-6,46 |o,1-2,47
Precision inter-dia (CV%) 4,24-13-34
Exactitud (rango) 08,1-102,9 |98,9-106,3 |99-107,4 |80-102,11 |84,7-101,3
0,3 pg/ml
Limite de cuantificacion CV% 12,8
Exactitud% 14,7
Limite de deteccion 0,15 pg/mi

Prueba de estabilidad de la clindamicina a -20°C

Curva estandar C1 C2
Linealidad 0,9999 0,9998
Pendiente (mV*min*ml/ug) 0,147885

Ordenada al origen (ug/ml) 0,0100201

PARAMETROS OBTENIDOS A PARTIR DE LA VALIDACION DE LA METODOLOGIA EN PLASMA DE

PERRO
Curva estandar plasma perro ppA ppB ppC
Linealidad 0,9928 0,9975 0,9935

Prueba de falta de ajuste (ANOVA)

Regresién lineal significativa (p<0,0001) con un R” de 1 para cada
curva individual y R?0,99 para las tres en conjunto, en el rango de

concentraciones de 20 pg/ml a 0,3 pg/ml.

Limite de cuantificaciéon

0,3 pg/ml
CV% 9,7
Exactitud% 18,4

Limite de detecciéon

0,15 pg/ml

Recuperacion

68,6%
D.E. 6,6
CV% 9,1
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Tabla V.1. Continla

Tiempo total de corrida: 5 minutos.
Tiempo de retencion de la clindamicina: 3,1 £ 0,1 minutos (Figura V.3, V.4 y V.5).

PARAMETROS OBTENIDOS A PARTIR DE LA VALIDACION DE LA METODOL OGIA EN PLASMA DE
GATO

Curva estandar plasma gato pgA pgB pgC
Linealidad 0,9921 0,9953 0,9956

Regresion lineal significativa (p<0,0001) con un R* de 0,99 para cada
Prueba de falta de ajuste (ANOVA) [curva individual y R%0,98 para las tres en conjunto, en el rango de

concentraciones de 20 pg/ml a 0,3 pg/ml.

0,3 pg/ml
Limite de cuantificacion CV% 4,9
Exactitud% 6,1
Limite de deteccién 0,15 pg/mi
77,6%
Recuperacion D.E. 6,6

CV% 8,5

10,0 [LCUIN 0707 15 246 53 W ViS_1
" {[mv WYL 195 nem

1- Chndamicina - 3 091

Peakname Ret Time Area

min mV*min
1 Clindarmicing 3091 0.7427 na BB 8791 100.00 na
Total: 0.7427 0.0000 8781 100.00 |

Figura V.3. Cromatograma correspondiente a la concentracion de 5 pg/ml de la curva
estandar de la clindamicina en fase movil. El pico presenté un tiempo de retencién de
3,091 minutos con un area de 0,7427 mV.min.
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Uv VIS 1

o M CLIN ST5 #26 [modified by Farmacologis] pl 5¢
HimVv WVL:185 nm
50 ll
}' 7 - Clindamicina - 3.215
2.5 J
{4' |1
0.0 ‘ d {
| |
| f\ M \
259 | J‘ YA \ |
| _'f_f 'l ;'" Yool S 2813 _.J_l Ao i 9 241% AN o s J
|/
] % min
£6.0-
T T T T T T T T T T y
0.00 050 100 1.50 200 260 3.00 350 400 460 5.00
A B C D E F G H |
No. Peakname Ret.Time Area Amount Type Height Rel Area Resoluth
min mV™min meg/mL mV Y%
1 na 2613 00114 na __ BMB 0.191 1.98 50¢
2 Clindamicina 3215 05470 n.a BMB 6.281 95 08 244
3  na 3.708  0.0169 na.  BMB 0.112 2.94 1.
Total: 0.5753 0.0000 6.584 100.00

Figura V.4. Cromatograma correspondiente a la concentracion de 5 ug/ml de la curva
estandar de la clindamicina en plasma canino. El pico presenté un tiempo de retencién de

3,215 minutos con un area de 0,5470 mV.min.

W VIS 1
VAL 135 nm

w66 i CLN 070716 #14 iv

Peakname Ret.Time Ares Type Heitght Rel.Area Resoiution|
min mV*min mV %
1 na 2791 0.08% na _ BMB 1.049 1185 213
2 Clindanmicing 3072 06211 na.__ BMB 7241 84 52 239
3 na 3422 0 0252 na BMB 0287 3.83 na
Total. 0.7348 0.0000 8.577 100.00

Figura V.5. Cromatograma correspondiente a la concentracion de 5 pg/ml de la curva
estandar de la clindamicina en plasma felino. El pico present6 un tiempo de retencion de
3,072 minutos con un area de 0,6211 mV.min.
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V.1.2. Anélisis farmacocinético de las concentraciones plasméaticas de

la clindamicina en perros

No se observaron efectos adversos en ninguno de los caninos durante o posterior a la
administracion de la clindamicina tanto por via endovenosa como por via oral (en ayunas

o con alimento).

Las concentraciones plasmaticas de la clindamicina en perros luego de su administracion
por via endovenosa (10 mg/kg), oral (8,3 £ 1,1 mg/kg) en ayuno y luego de recibir una
racion de alimento se muestran en las Tablas V.2, V.3 y V.4, respectivamente.

Tabla V.2. Concentraciones plasmaticas de la clindamicina en perros*, administrada por

via endovenosa (10 mg/kg) (valores individuales, media y desvio estandar, D.E.).

Tiempo Concentracion de clindamicina (pg/ml)

(horas) T F C Q P R Media D.E.
0,08 12,43 | 11,05 | 7,90 | 833 | 1338 | 12,70 | 10,96 | 2,34
0,16 10,73 | 10,15 | 845 | 857 | 11,10 | 1257 | 10,26 | 1,57
0,33 906 | 884 | 529 | 550 | 9,65 | 11,40 | 829 | 241
0,50 777 | 833 | 599 | 669 | 669 | 11,42 | 7,82 | 1,96
0,75 706 | 7,07 | 502 | 531 | 7,09 | 9,64 6,86 | 1,65
1,00 6,40 | 664 | 495 | 470 | 540 | 9,83 6,32 | 1,89
1,50 6,05 | 500 | 307 | 494 | 637 | 593 523 | 1,21
2,00 470 | 614 | 291 | 392 | 515 | 7,58 507 | 1,65
3,00 391 | 466 | 232 | 415 | 478 | 7,05 4,48 | 154
4,00 279 | 435 | 209 | 371 | 465 | 528 3,81 1,20
6,00 1,97 | 1,95 | 1,03 | 146 | 167 | 392 2,00 | 1,00
8,00 1,02 | 1,41 | 083 | 122 | 150 | 2,64 1,44 | 0,64
10,00 067 | 057 | 054 | 061 1,75 0,82 | 0,52
1200 | 083" | 1,04" | 042 | 0,60 128" | 084 | 034

24,00 1,53° | 098" | 038" | 0,39° 1,21 | 0,75 | 0,58

*Lasletras T, F, C, Q, Py R corresponden a cada perro (inicial del nombre).
#Valor por debajo del limite de cuantificacion.
® Valor no incluido en el andlisis farmacocinético de la curva de disposicion y sera discutido
posteriormente en la seccién correspondiente.
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Tabla V.3. Concentraciones plasméticas de la clindamicina en perros*, luego de ser
administrada por via oral (8,3 £ 1,1 mg/kg) en ayunas (valores individuales, media y
desvio estandar, D.E.).

Tiempo Concentracion de clindamicina (ug/ml)

(horas) T F C Q P R Media D.E.
0,08 0,66 0,54 0,60 0,09
0,16 1,64 0,15 3,21 1,31 1,45
0,33 339 | 019 | 324 | 225 | 505 | 0,34 2,41 1,89
0,50 313 | 169 | 359 | 2,77 | 543 2,81 1,75
0,75 314 | 462 | 354 | 295 | 556 | 2,19 3,67 1,23
1,00 317 | 452 | 294 | 326 | 501 | 3,78 3,78 0,83
1,50 299 | 305 | 252 | 370 DP 3,22 3,10 0,43
2,00 1,94 | 2,83 | 1,84 | 308 | 435 | 325 2,88 0,93
3,00 1,61 | 242 | 1,30 | 1,81 | 401 | 206 2,20 0,96
4,00 161 | 287 | 088 | 155 | 349 | 217 2,10 0,96
6,00 061 | 1,25 | 0,76 | 084 | 265 | 1,16 1,21 0,74
8,00 053 | 030 | 033 | 104 | 0,72 0,58 0,31
10,00 034 | 047 | 033 0,34 0,37 0,07
12,00 1,65 0,57 0,73 0,98 0,58
24,00 | 147° 0,38° 0,34° 0,42 0,53

*Lasletras T, F, C, Q, P y R corresponden a cada perro (inicial del nombre).

DP dato perdido.

Valor por debajo del limite de cuantificacion.

® valor no incluido en el andlisis farmacocinético de la curva de disposicion y sera discutido posteriormente
en la seccion correspondiente.
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Tabla V.4. Concentraciones plasmaticas de la clindamicina en perros*, administrada por
via oral (8,3 = 1,1 mg/kg) luego de recibir una racién de alimento (valores individuales,
media y desvio estandar, D.E.).

Tiempo Concentracion de clindamicina (pug/ml)

(horas) T F C Q P R Media D.E.
0,08 067 | 066 | 067 | 094 0,73 0,14
0,16 1,66 | 234 | 211 | 220 0,68 1,80 0,68
0,33 279 | 423 | 257 | 156 3,64 2,96 1,03
0,50 320 | 478 | 409 | 298 411 3,83 0,74
0,75 263 | 439 | 340 | 312 3,89 3,49 0,68

1,00 263 | 429 | 293 | 288 | 033 | 3,83 2,82 1,37
1,50 241 | 377 | 286 | 243 | 038 | 3,65 2,58 1,23
2,00 1,90 | 325 | 106 | 194 | 071 | 284 1,95 0,98
3,00 1,50 | 3,07 | 1,75 | 204 | 095 | 2,69 2,00 0,78
4,00 084 | 1,9 | 1,04 | 1,76 | 290 | 2,66 1,86 0,83
6,00 033 | 1,39 DP 1,05 | 3,73 | 083 1,47 1,32

8,00 0,71 DP 061 | 286 | 067 1,21 1,10
10,00 063 | 031 | 049 | 1,77 | 0,36 0,71 0,60
12,00 0,63 052" | 0,89 | 0,35 0,60 0,23
24,00 | 045" | 0,80 0,63 0,41 0,27

*Lasletras T, F, C, Q, Py R corresponden a cada perro (inicial del nombre).

DP dato perdido.

Valor por debajo del limite de cuantificacion.

® valor no incluido en el andlisis farmacocinético de la curva de disposicion y sera discutido
posteriormente en la seccidn correspondiente.

Las concentraciones por debajo del limite de cuantificacién que se informan en las tablas

no se utilizaron en el calculo de la media y D.E., ni en el andlisis farmacocinético.

Las curvas promedio (x D.E.) de la disposicion plasmatica de la clindamicina después de
su administracion endovenosa, oral en ayunas y luego de recibir alimento a perros se
muestran en las Figuras V.6 y V.7, respectivamente. En el canino “P”, luego de la
administracion de la droga por via oral con alimento se observo un retraso importante en

la absorcién, por este motivo se decidié no incluir este animal en la Figura V.7 y se
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muestra en forma individual en la Figura V.8. El analisis farmacocinético y la obtencién de

los pardmetros correspondientes se hizo a partir de cada curva individual.
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Figura V.6. Concentracion plasmatica en funcién del tiempo luego de la administracion de

la clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa en perros (media = D.E.) (n = 6).

-112 -



-~ PO ayuno
-A- PO alimento

Concentracion plasmatica (ug/ml)

0.1 T T T T T d
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Figura V.7. Concentracion plasmatica en funcién del tiempo luego de la administracion de

la clindamicina (8,3 + 1,1 mg/kg) por via oral en ayunas (n=6) y con alimento (n=5) en
perros (media = D.E.).
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Figura V.8. Concentracion plasmatica en funcion del tiempo luego de la administracion de

la clindamicina (7,5 mg/kg) por via oral luego de una racién de alimento al canino “P”.

Para el estudio farmacocinético de los datos se opt6 por un analisis compartimental. El
analisis de la curva de disposicion plasmatica de la clindamicina administrada por via
endovenosa a perros ajusté a un modelo bicompartimental. Mientras que, tras la
administracion oral, ajusté a un modelo monocompartimental. El modelo se selecciono
segun el andlisis de los residuales, la correlacion entre los valores observados y los
predichos y segun los criterios de minima parsimonia. Los resultados de los criterios de
Akaike y Schwartz y de la correlacion se muestran en el ANEXO Il (en la Tabla Alll.1.,
para la administracion endovenosa y en las Tablas Alll.2. y Alll.3., para las vias orales sin

y con alimento).

Los pardmetros farmacocinéticos resultantes del andlisis de las curvas de disposicion
para las vias endovenosa, oral en ayunas y con alimento en caninos, se muestran en las
Tablas V.5., V.6., y V.7., respectivamente. Como consecuencia de la absorcion tan

retardada observada en el canino “P” tras la administracion oral de la droga luego de
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recibir una racion de alimento, el perfil cinético fue muy diferente del resto de los
animales, lo que imposibilit6 su comparaciéon. Teniendo en cuenta ademas que los puntos
correspondientes a la fase de eliminacion no fueron suficientes para un correcto analisis

farmacocinético, se decidié excluirlo del analisis. Ver Figura V.8.

Tabla V.5. Pardmetros farmacocinéticos calculados tras la administracibn de la
clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa a perros*, valores individuales, media y

desvio estandar (D.E.), obtenidos luego de ser ajustados a un modelo bicompartimental

abierto

Parametro | Unidad C F P Q R T Media | D.E.
A pg/ml 4,58 4,09 8,99 3,29 3,09 6,26 5,05 2,24
B pg/mil 4,21 7,94 8,32 6,91 10,83 8,00 7,70 2,15
Alfa h* 1,64 3,73 6,47 7,53 2,67 4,22 4,38 2,25
Beta ht 0,20 0,19 0,21 0,22 0,18 0,24 0,21 0,02
ABCj. h*ug/ml 23,40 42,31 41,04 31,55 61,58 34,47 39,06 | 13,00
ABCq** h*ug/ml 21,67 35,72 33,59 29,81 52,02 31,54 34,06 | 10,04
t1200) h 1,85 2,44 1,64 2,14 3,07 1,68 2,13 0,55
t1/24 h 0,42 0,19 0,11 0,09 0,26 0,16 0,21 0,12
t1/26l h 3,39 3,60 3,30 3,12 3,87 2,86 3,36 0,35
Ko h 0,38 0,28 0,42 0,32 0,23 0,41 0,34 0,08
Ko h 0,57 1,11 3,04 2,26 0,51 1,58 1,51% 0,99
K1 h 0,89 2,53 3,22 5,17 2,11 2,48 2,73° 1,42
K1a/Ko1 - 0,65 0,44 0,94 0,44 0,24 0,64 0,56 0,24
Cpo pg/mil 8,79 12,03 17,32 10,21 13,92 14,26 12,75 3,07
Ve I/kg 1,14 0,83 0,58 0,98 0,72 0,70 0,82 0,20
Cl I/h/kg 0,43 0,24 0,24 0,32 0,16 0,29 0,28 0,09
ABMC h*h*ug/ml | 102,60 | 214,17 | 189,06 | 140,10 | 337,40 | 136,33 | 186,61 | 83,97
TMR h 4,38 5,06 4,61 4,44 5,48 3,96 4,65 0,54
Vss I/kg 1,87 1,20 1,12 1,41 0,89 1,15 1,27 0,34

*Las letras C, F, P, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).
** Parametro obtenido del andlisis no compartimental.
®Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla V.6. Parametros farmacocinéticos calculados tras la administracion de la
clindamicina (8,3 £ 1,1 mg/kg) por via oral en ayunas a perros*, valores individuales,
media y desvio estandar (D.E), obtenidos luego de ser ajustado aun modelo

monocompartimental abierto.

Parametro | Unidad C F P Q R T Media D.E.
Ko1 ht 4,80 1,06 3,30 1,98 0,97 3,68 2,63 1,54
K1o ht 0,23 0,33 0,20 0,32 0,31 0,31 0,28 0,06
ABCy.. h*ug/ml 15,26 | 19,55 34,36 14,94 | 17,09 | 13,07 | 19,04 7,82
ABCq ** h*ug/ml 11,17 | 17,52 26,90 14,07 | 15,74 | 11,05 | 16,08 5,88
t1a h 0,14 0,65 0,21 0,35 0,71 0,19 0,38 0,25
t1/2el h 3,06 2,08 3,50 2,14 2,23 2,21 2,54 0,59
(e h 0,67 1,59 0,91 1,09 1,73 0,73 1,12 0,45
Ciiveerz pg/mi 2,97 3,83 5,69 3,40 3,10 3,26 3,71 1,01
F(%) % 71,73 | 48,08 | 110,46 | 56,37 | 42,23 | 4551 | 62,39 | 25,81

* Las letras C, F, P, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).
** Parametro obtenido del andlisis no compartimental.

Tabla V.7. Parametros farmacocinéticos calculados tras la administracion de la
clindamicina (8,3 + 1,1 mg/kg) por via oral a perros luego de recibir una racion de
alimento, valores individuales, media y desvio estandar (D.E.), obtenidos luego de ser

ajustado a un modelo monocompartimental abierto.

Parametro | Unidad C F Q R T Media D.E.
Ko1 h* 4,51 3,76 4,90 2,76 3,48 3,88 0,85
K10 h* 0,32 0,24 0,20 0,26 0,41 0,29 0,08
ABCy.. h*ug/ml 12,34 22,20 16,56 19,45 9,62 16,03 512
ABCq** h*ug/ml 12,11 19,94 14,26 18,71 8,77 14,76 4,62
t1/2a h 0,15 0,18 0,14 0,25 0,20 0,19 0,04
t1/2el h 2,16 2,86 3,50 2,65 1,68 2,57 0,69
- h 0,63 0,78 0,68 0,94 0,70 0,75 0,12
Ciexs pg/ml 3,24 4,45 2,87 3,97 2,98 3,50 0,68
F(%) % 56,42 53,00 64,00 49,28 32,63 51,07 17,25

* Las letras C, F, Q, Ry T corresponden a cada canino (inicial del nombre).
** Parametro obtenido del andlisis no compartimental.
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V.1.3. Anélisis estadistico de la farmacocinética de la clindamicina

administrada a perros

Se contrastaron los valores de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos luego de la
administracion de la clindamicina a perros por via endovenosa, por via oral en ayunas y
luego de recibir alimento. El pardmetro ti,¢, para los tres grupos, se analizé mediante un
test de ANOVA con un post test de Tukey. Los pardmetros Cpax, Tmax» F» Ko1, K10 Y t1/2a,

para las vias orales con y sin alimento, se analizaron mediante el test t de student.

Comparando la type entre la via endovenosa vs las vias orales no se observaron
diferencias significativas para este parametro. Por otro lado la presencia de alimento en el
tubo digestivo en caninos produjo modificaciones significativas (p < 0,05) en el proceso de
absorcion, aumentando la velocidad del mismo y reflejandose en los pardmetros Tax, Koi
y t10.. Resultando, la administracion de la clindamicina con alimento, en una menor ty;, Y
Tmax Y UNa mayor kg, respecto a la administracion en ayunas. Estas diferencias se
muestran en la Figura V.9. La administracién del antibiético via oral con alimento no
produjo modificaciones sobre los procesos cinéticos restantes, no detectandose
diferencias entre las Cax, F, Ko ¥ ti2e. LOS resultados del andlisis estadistico se muestran
en la Tabla V.8.
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Tabla V.8. Comparacion y andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticos de la
clindamicina (media £ D.E.) en caninos*, administrada via endovenosa (10 mg/kg) y via

oral (8,3 £ 1,1 mg/kg) en ayunas y luego de recibir alimento.

5 Via oral en Via oral con
Parametro | Unidad Via endovenosa ayunas alimento

Media = D.E. Media = D.E. Media = D.E.
Koz h™ - 2,63+1,54 3,88+0,85°
k1o h™ - 0,28 +£ 0,06 0,29 +£ 0,08
t1/2a h - 0,38 £ 0,25 0,19 +0,04 °
t1/2el h 3,36 £ 0,35 2,54 +£ 0,59 2,57 £ 0,69
ilfrere h - 1,12+ 0,45 0,75+0,12 2
Crmax Hg/ml - 3,71+£1,01 3,50 + 0,68
F(%) % - 62,39 £ 25,81 51,07 £ 17,25

“Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
A C

koy en perros ayuno vs alimento
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Figura V.9. Comparacion de los parametros farmacocinéticos en los que se hallaron

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), entre la administracion oral (8,3 +

1,1 mg/kg) de la clindamicina a perros en ayunas y luego de recibir una racién de

alimento. A: corresponde a la ko, B: corresponde a la t;,, C: corresponde al t .
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V.l.4. Anélisis farmacocinético de las concentraciones plasméaticas de

la clindamicina en gatos

Tras la administracion de la droga en las diferentes experiencias no se observaron efectos
colaterales clinicamente significativos en ninguno de los gatos. Algunos animales
presentaron signologia digestiva luego de la administracion de la clindamicina,
particularmente en ayunas, 2 animales vomitaron 2 horas posteriores a la toma del
antimicrobiano (gato F y J) y 3 animales presentaron una deposicion pastosa (gato G, H,
). El gato H también tuvo una deposicion pastosa tras la administraciébn por via
endovenosa. Estos signos clinicos resultaron hechos aislados que remitieron sin la

necesidad de instaurar tratamiento médico alguno.

Las concentraciones plasméticas de la clindamicina en gatos luego de su administracion
por via endovenosa (10 mg/kg), oral (15 mg/kg) en ayuno y luego de recibir una racion de

alimento se muestran en las Tabla V.9, Tabla V.10 y Tabla V.11, respectivamente.
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Tabla V.9. Concentraciones plasméticas de la clindamicina en gatos*, luego de ser
administrada por via endovenosa (10 mg/kg) (valores individuales, media y desvio
estandar, D.E.).

Tiempo Concentracion de clindamicina (ug/ml)

(horas) F G H | J K Media D.E.
0,08 11,71 | 8,22 DP 9,24 DP DP 9,72 2,10
0,16 904 | 765 | 11,81 | 842 DP 8,06 9,00 2,17
0,33 562 | 752 | 1028 | 753 | 577 | 8,06 7,47 1,71
0,50 583 | 648 | 982 | 7,18 | 530 | 7,37 7,00 1,59
0,75 494 | 505 | 814 | 627 | 417 | 7,31 5,98 1,53
1,00 378 | 417 | 826 | 546 | 253 | 6,24 5,07 2,03
1,50 436 | 410 | 755 | 417 | 2,80 | 635 4,89 1,73
2,00 336 | 323 | 377 | 351 | 222 | 413 3,37 0,65
3,00 214 | 372 | 408 | 271 | 1,16 | 345 2,88 1,09
4,00 1,45 | 1,09 | 294 | 199 | 1,09 | 355 2,02 1,03
6,00 081 | 083 | 152 | 1,15 | 042 | 2,85 1,27 0,86
8,00 037 | 119 | 055 0,85 0,74 0,42
10,00 0,77 0,86 0,81 0,39
12,00 0,56 0,62 0,59 0,26
24,00 1,00°

*Las letras F, G, H, |, J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).

DP Dato perdido.

& valor por debajo del limite de cuantificacion.

® valor no incluido en el analisis farmacocinético de la curva de disposicion y serd discutido
posteriormente en la seccidn correspondiente.
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Tabla V.10. Concentraciones plasmaticas de la clindamicina en gatos*, luego de ser
administrada por via oral (15 mg/kg) en ayunas (valores individuales, media y desvio
estandar, D.E.).

Tiempo Concentracion de clindamicina (pug/ml)
(horas) F G H | J K Media D.E.
0,08 1,90 | 056 | 3,97 | 419 | 1,68 2,46 1,68

0,16 373 | 418 | 339 | 445 | 422 | 2,97 3,82 0,57
0,33 586 | 7,17 | 402 | 508 | 596 | 3,87 5,33 1,26
0,50 60 | 726 | 412 | 712 | 520 | 3,32 5,52 1,60
0,75 589 | 617 | 351 | 656 | 561 | 5,12 5,48 1,08
1,00 623 | 485 | 476 | 650 | 654 | 4,45 5,55 0,97
1,50 569 | 553 | 438 | 489 | 322 | 3,93 4,61 0,95
2,00 490 | 532 | 219 | 507 | 1,81 | 3,47 3,79 1,54
3,00 374 | 325 | 190 | 372 | 1,81 | 2,50 2,82 0,87

4,00 DP 338 | 1,18 | 3,02 | 122 | 1,72 2,10 1,03
6,00 321 | 348 | 076 | 270 | 062 | 0,98 1,96 1,31
8,00 267 | 248 | 051 | 168 0,75 1,62 1,03
10,00 214 | 070 | 035 | 1,30 1,52° 1,12 0,78
12,00 1,54 | 038 | 2552° | 1,05 0,77° | 0,99 0,89
24,00 0,46°

*Las letras F, G, H, I, J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).

DP Dato perdido.

& Valor por debajo del limite de cuantificacion.

® Valor no incluido en el andlisis farmacocinético de la curva de disposicion y sera discutido
posteriormente en la seccion correspondiente
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Tabla V.11. Concentraciones plasméticas de la clindamicina en gatos*, administrada por
via oral (15 mg/kg) luego de recibir una racion de alimento (valores individuales, media y
desvio estandar, D.E.).

Tiempo Concentracion de clindamicina (ug/ml)

(horas) F G H | J K Media D.E.
0,08 045 | 043 | 035 DP 0,41 0,21
0,16 031 | 168 | 353 | 384 | 0,79 DP 2,03 1,59
0,33 347 | 429 | 536 | 472 DP 4,52 4,47 0,69
0,50 457 | 519 | 603 | 631 | 089 | 548 4,75 1,99
0,75 554 | 237 | 532 | 618 | 1,42 | 4,82 4,27 1,92
1,00 6,73 | 507 | 587 | 500 | 1,87 | 4,36 4,82 1,66
1,50 526 | 619 | 563 | 409 | 158 | 3,84 4,43 1,66
2,00 414 | 559 | 492 | 424 | 1,66 | 3,01 3,93 1,40
3,00 388 | 571 | 438 | 299 | 1,62 | 231 3,48 1,48
4,00 274 | 474 | 305 | 241 | 099 | 318 2,85 1,22
6,00 1,87 | 332 | 384 | 141 | 1,49 | 115 2,18 1,12
8,00 1,21 | 219 | 297 | 080 | 233 | 0,96 1,74 0,87
10,00 077 | 1,75 | 1,64 | 041 | 220 | 0,39 1,19 0,77
1200 | 093" | 1,31 | 087 1,86 1,07 0,62
24,00 | o.83" 0,81°

*Las letras F, G, H, I, J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).

DP Dato perdido.

& valor por debajo del limite de cuantificacion.

® valor no incluido en el analisis farmacocinético de la curva de disposicion y serd discutido
posteriormente en la seccién correspondiente.

Las concentraciones por debajo del limite de cuantificaciébn se informan, pero no se

utilizaron en el calculo de la mediay D.E., ni en el andlisis farmacocinético.

Las curvas promedio (= D.E.) de la disposicion plasmética de la clindamicina después de
su administracién endovenosa, oral en ayunas y luego de una racién de alimento a gatos
se muestran en las Figuras V.10 y V.11, respectivamente. El felino “J” presenté una
absorcion errética luego de recibir el antimicrobiano con la racién de alimento, por lo tanto

no se incluyé en la figura V.11 y su curva de disposicién se muestra en la Figura V.12.

El andlisis farmacocinético se hizo a partir de cada curva individual.
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Figura V.10. Concentracion plasmatica en funcién del tiempo luego de la administracion

de la clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa en gatos (media £ D.E.) (n = 6).
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Figura V.11. Concentracién plasmatica en funcién del tiempo luego de la administracion
de la clindamicina (15 mg/kg) en gatos por via oral en ayunas (n=6) y luego de ser
alimentados (n=5) (media + D.E.).
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Figura V.12. Concentracién plasmatica en funcién del tiempo luego de la administracion
de la clindamicina (15 mg/kg) al felino “J” por via oral luego de recibir una racién de
alimento.

Para el estudio farmacocinético de los datos se opt6é por un analisis compartimental. El
andlisis de la curva de disposicién plasmatica de la clindamicina administrada por via
endovenosa a gatos se ajusté a un modelo bicompartimental en los 6 animales mientras
que tras la administracion oral ajustdé a un modelo monocompartimental. El modelo se
selecciond segun el analisis de los residuales, la correlacion entre los valores observados
y los predichos y segun los criterios de minima parsimonia. Los resultados de los criterios
de Akaike y Schwartz y de la correlacion se muestran en el ANEXO Il (en la Tabla Alll.4,
para la administracion endovenosa y en las Tablas Alll.5 y Alll.6, para las vias orales en

ayunas y luego de recibir una racion de alimento, respectivamente.

Los parametros farmacocinéticos resultantes del andlisis de las curvas de disposicion
para las vias endovenosa, oral en ayunas y luego de ser alimentados de la clindamicina

administrada a gatos, se muestran en las Tablas V.12, V.13, y V.14, respectivamente.
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No se pudieron calcular los parametros farmacocinéticos para la administracion oral de la
clindamicina luego de recibir una racién de alimento en el animal J ya que presenté una
absorcion erratica manteniendo concentraciones constantes, en meseta, durante todo el

tiempo muestreado (ver Figura V.12.).

Tabla V.12. Parametros farmacocinéticos calculados tras la administracion de la

clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa a gatos*, valores individuales, media y desvio

estandar (D.E.), obtenidos luego de ser ajustados a un modelo bicompartimental abierto.

Parametro Unidad F G H | J K Media | D.E.
A pg/mil 11,80 2,46 7,71 3,47 5,39 1,52 5,39 3,84
B pg/mil 6,34 6,71 4,83 6,16 4,35 7,39 5,96 1,15
alfa ht 9,25 3,33 0,69 1,48 2,79 1,17 3,12 3,17
beta ht 0,35 0,34 0,18 0,29 0,38 0,21 0,29 0,08
ABCj.« h*ug/ml 19,52 | 20,51 37,36 23,65 | 13,42 36,82 25,22 9,78
ABCq** h*ug/ml 17,33 19,29 34,58 21,86 | 11,96 33,85 23,15 9,17
t1210) h 0,75 1,55 2,07 1,70 0,96 2,87 1,65 0,77
t1/24 h 0,07 0,21 1,00 0,47 0,25 0,59 0,43 0,33
t1/26l h 2,00 2,04 3,77 2,40 1,83 3,33 2,56 0,80
K1o h 0,93 0,45 0,34 0,41 0,73 0,24 0,51 0,26
Kio h 5,21 0,69 0,16 0,31 0,99 0,13 1,25% 1,97
Koq h 3,46 2,53 0,38 1,05 1,46 1,01 1,65% 1,14
K1a/Ko1 - 1,51 0,27 0,43 0,30 0,68 0,13 0,55 0,50
Cpo pg/mil 18,14 9,17 12,54 9,63 9,74 8,90 11,35 3,57
Ve I/kg 0,55 1,09 0,80 1,04 1,03 1,12 0,94 0,22
Cl I/h/kg 0,51 0,49 0,27 0,42 0,74 0,27 0,45 0,18
ABMC h*h*ug/ml 52,66 | 58,50 | 158,76 | 75,28 | 31,06 | 171,99 | 91,37 | 59,19
TMR h 2,70 2,85 4,25 3,18 2,31 4,67 3,33 0,93
Vss I/kg 1,38 1,39 1,14 1,35 1,72 1,27 1,37 0,20

* Las letras F, G, H, |, J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
** Parametro obtenido del andlisis no compartimental.
®Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) (sin considerar al gato “F” en el analisis).
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Tabla V.13. Parametros farmacocinéticos calculados tras

la administraciéon de

la

clindamicina (15 mg/kg) por via oral en ayunas a gatos*, valores individuales, media y

desvio estdndar (D.E.), obtenidos luego de ser ajustados a un modelo
monocompartimental abierto.

Parametro Unidad F G H I J Media | D.E.
Ko h* 6,20 5,98 426 | 894 | 861 | 436 | 639 | 2,01
K1o h 0,12 0,18 0,33 0,17 0,47 0,28 0,26 0,13
ABCj.« h*ug/ml 54,01 40,29 16,05 40,06 15,35 | 19,63 | 30,90 | 16,10
ABCq** h*ug/ml 39,87 35,55 15,06 34,20 14,06 | 17,15 | 25,98 | 11,76
t1/2a h 0,11 0,12 0,16 0,08 0,08 0,16 0,12 0,04
t1/2el h 5,79 3,95 2,13 4,07 1,47 2,49 3,32 1,59
Tmax h 0,65 0,61 0,65 0,45 0,36 0,67 0,57 0,13
G pg/ml 5,98 6,35 4,22 6,31 6,13 4,53 5,59 0,95
F(%) % 184,44 | 130,93 | 28,64 | 112,93 | 76,23 | 35,54 | 94,78 | 59,84

*Las letras F, G, H, I, J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
** Parametro obtenido del andlisis no compartimental.

Tabla V.14. Parametros farmacocinéticos calculados tras

la administraciéon de

la

clindamicina (15 mg/kg) por via oral a gatos* luego de recibir una racién de alimento,

valores individuales, media y desvio estandar (D.E.), obtenidos luego de ser ajustados a

un modelo monocompartimental abierto.

Pardmetro | Unidad F G H I K Media | D.E.
Ko1 h* 1,95 1,81 3,76 4,03 7,32 3,77 2,23
K10 h* 0,25 0,15 0,14 0,28 0,24 0,21 0,06
ABCy.» h*ug/ml | 28,83 49,89 45,53 | 23,80 23,51 | 34,31 | 12,51
ABCy ** h*ug/ml | 26,16 40,53 39,43 | 22,72 20,99 | 29,97 | 9,34
t1/2a h 0,35 0,38 0,18 0,17 0,09 0,24 0,12
t1/2el h 2,73 4,63 4,79 2,44 2,94 3,51 1,12
(e h 1,20 1,50 0,90 0,71 0,49 0,96 0,40
G pg/mi 5,40 5,97 5,78 5,53 4,94 5,52 0,39
F(%) 98,46 162,14 | 81,25 | 67,09 | 42,56 | 90,30 | 45,08

* Las letras F, G, H, | y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
** Parametro obtenido del andlisis no compartimental.
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V.1.5. Anélisis estadistico de la farmacocinética de la clindamicina

administrada a gatos

Se contrastaron los valores de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos luego de la
administracion de la clindamicina a gatos por via endovenosa, por via oral en ayunas y
luego de recibir alimento. El pardmetro ti,¢, para los tres grupos, se analizé mediante un
test de ANOVA con un post test de Tukey. Los pardmetros Cpax, Tmax» F» Ko1, K10 Y t1/2a,

para la via oral con y sin alimento, se analizaron mediante el test t de student.

La ty0¢) NO presentod diferencias significativas entre la via endovenosa y las vias enterales.
La presencia de alimento en el tubo digestivo en felinos produjo modificaciones
significativas (p < 0,05) en el proceso de absorcion de la clindamicina, disminuyendo la
velocidad de la misma y evidenciandose esto en los parametros Tpax, Koi Y tiza. Asi fue
como la administracién del antibiético con alimento produjo una mayor tipa ¥ Tmax
mientras que la ko; resultdé menor, respecto a la administracion en ayunas. Estas
diferencias se muestran en la Figura V.13. La administracién oral de la clindamicina con
alimento no produjo modificaciones sobre los procesos cinéticos restantes, no
encontrandose diferencias entre las Chaw F, Kio Y tioe. LOS resultados del andlisis

estadistico se muestran en la Tabla V.15.
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Tabla V.15. Comparacion y analisis estadistico de los parametros farmacocinéticos de la

clindamicina (media + D.E.) en felinos, administrada via endovenosa (10 mg/kg) y via oral

(15 mg/kg) en ayunas y luego de recibir alimento.

Hora™

5 Via oral en Via oral con
_ Via endovenosa ,
Parametro | Unidad ayunas alimento
Media £ D.E. Media £ D.E. Media £ D.E.
Ko1 h™ - 6,39 £ 2,01 3,77+2,23%2
K10 h™ - 0,26 £ 0,13 0,21 £ 0,06
t1/2a h - 0,12+ 0,04 0,24+0,122
t1/el h 2,56 + 0,80 3,32+1,59 351+1,12
L h - 0,57 +0,13 0,96+0,402
Criz pg/ml - 5,59 + 0,95 5,52 + 0,39
F(%) % - 94,78 + 59,84 90,30 + 45,08
" Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
B C
ko1 €N gatos ayuno vs alimento t1/24 €N gatos ayuno vs alimento tmax €N gatos ayuno vs alimento
10 04 15
’ —l_ o3 10
6 8 8
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ko1 alyuno k01 alimento
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0.0

T
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Figura V.13. Comparacion de los pardmetros farmacocinéticos en los que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), entre la administracion oral (15
mg/kg) de la clindamicina a gatos en ayunas y luego de recibir una racién de alimento. A:
corresponde a la ko;. B: corresponde a la t1,,. C: corresponde al tyax.
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V.l.6. Comparacion estadistica de la farmacocinética de la clindamicina

entre caninos vy felinos

Para analizar las diferencias en el perfil farmacocinético de la clindamicina entre caninos y
felinos, se realiz6 la prueba t de student sobre los principales pardmetros. También se
analizaron las diferencias que produjo el alimento sobre la absorcion oral de la

clindamicina empleando la misma prueba.

No se observaron diferencias significativas entre perros y gatos en V. y V. Si se
encontraron diferencias significativas en los parametros ABCy., t12¢, Cl Yy TMR, siendo en
perros superior el ABCy., la ti0e Y €l TMR e inferior su CI, respecto a los gatos.
Resultando en una eliminacion més lenta en caninos en comparacion a los felinos. Estos

resultados se muestran en la Tabla V.16 y Figura V.14.

En relacién a la etapa de absorcién, ocurri6 de forma mas lenta en perros, hallandose
diferencias significativas en los parametros Koy, ti2a Y tmax- L@ Ko1 resulté menor en caninos
mientras que la ty,, Y el tnax fueron superiores a los valores encontrados en los felinos. Los
resultados se muestran en la Tabla V.17 y los parametros con diferencias
estadisticamente significativas se muestran en la Figura V.15.

Por ultimo, al evaluar estos mismos parametros para la administracion oral del antibiotico
pero sumando la variable alimento, solo se encontraron diferencias significativas en la F,
siendo ésta menor en los perros respecto a los gatos. Los resultados se muestran en la
Tabla V.18 y en la Figura V.15.

Se compararon también las areas de las vias orales (corregidas por la dosis) en caninos
respecto a felinos, tanto en ayuno como luego de alimentados, dando un valor de 1,11 en

condicion de ayuno y 0,84 luego de recibir alimento.
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Tabla V.16. Comparacion y analisis estadistico de los parametros farmacocinéticos
obtenidos luego de la administracion endovenosa de la clindamicina (10 mg/kg) a caninos

y felinos.

Via endovenosa

Via endovenosa

Parametro | Unidad perros gatos
Media = D.E. Media = D.E.
ABCo... h*ug/ml 39,06 + 13,00 25,22 +9,782
t1/2el h 3,36 + 0,35 2,56 +0,80°
Ve I/kg 0,82 +£ 0,20 0,94 £ 0,22
Vss I/kg 1,27 £ 0,34 1,37 £ 0,20
ki, ht 1,51 +£0,99 1,25+ 1,97
Ko1 ht 2,73+£1,42 1,65+ 1,14
Ka/kog - 0,56 £ 0,24 0,55 + 0,50
cl I/h/kg 0,28 + 0,09 0,45+ 0,182
TMR h 4,65 + 0,54 3,33+0,93°

® Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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Figura V.14. Comparacion de los parametros farmacocinéticos en los que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, obtenidos luego de la administraciéon
endovenosa (10 mg/kg) de la clindamicina a perros y gatos. A: corresponde al Cl. B:
corresponde a la ty . C: Corresponde al TMR. D: Corresponde al ABCg .
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Tabla V.17. Comparacion y analisis estadistico de los pardmetros farmacocinéticos

obtenidos luego de la administracion oral en ayunas de la clindamicina a caninos (8,3 +

1,1 mg/kg) y felinos (15 mg/kg).

Via oral en Via oral en
Parametro Unidad ayuno perros ayuno gatos
Media £ D.E. Media £ D.E.
Koy h* 2,63+ 1,54 6,39+ 2,012
t1/2a h 0,38 £ 0,25 0,12 +0,04 °
Ui h 1,12 + 0,45 0,57 +0,13°
F(%) % 62,39 + 25,81 94,78 + 59,84

Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

Tabla V.18. Comparacién y andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticos

obtenidos luego de la administracién oral de la clindamicina, luego de recibir una racién de

alimento, a caninos (8,3 = 1,1 mg/kg) y felinos (15 mg/kg).

Via oral en Via oral en ayuno
Parametro | Unidad ayuno perros gatos
Media = D.E. Media + D.E.
Koa h* 3,88 £0,85 3,77 £2,23
t1a h 0,19 + 0,04 0,24 +0,12
- h 0,75+0,12 0,96 + 0,40
F(%) % 51,07 £ 17,25 90,30 + 45,08 %

® Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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Figura V.15. Comparacion de los parametros farmacocinéticos en los que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, obtenidos luego de la administracion oral de la
clindamicina a perros (8,3 £ 1,1 mg/kg) y gatos (15 mg/kg), en ayunas y luego de recibir
una racion de alimento. (*) Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). A:
corresponde a la ky;. B: corresponde a la ty1,. C: corresponde al ty,o. D: corresponde a la

F.
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V.Il. Farmacodinamia

V.ll.1. Resultados de los parametros farmacodinamicos estudiados

V.ll.1.a. Resultados de la determinacion de la CIM

Todos los criterios de validez para la determinacion de la CIM se cumplieron tal cual lo
indicado por la CLSI (2018). Los valores de la CIM de las cepas control estuvieron
siempre dentro del rango estipulado. El tubo para control de esterilidad (tubo n° 10)
resultd siempre limpido mientras que el del control de in6culo (tubo n° 9) evidencio
siempre desarrollo. Todos los recuentos bacterianos se mantuvieron entre 1 x 10° y 1 x
10° UFC/m.

En las Tabla V.19 se muestran los valores de CIM obtenidos para los estafilococos y
estreptococos analizados, su categorizacion segun los criterios de interpretacion y valores
de corte establecidos por la CLSI (2015). La Tabla V.20 resume los parametros
farmacodinamicos obtenidos a través de la expresion de los resultados de susceptibilidad
en valores absolutos y frecuencia relativa (en porcentaje), la CIMsg, CIMgo y la moda.
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Tabla V.19. Estafilococos y estreptococos estudiados, especie animal en que se aislaron,
sitio de infeccion, valor de CIM obtenida y clasificacion de susceptibilidad segun los
valores de corte establecidos por el CLSI (2015).

Microorganismo Caédigo ii?ﬁgf Sitio de infeccién CIM (ug/ml)
Estafilococos
S. aureus 776514 Felino Absceso nasal 0,12°
S. pseudintermedius 755167 Canino Lesion dérmica 0,12°
S. pseudintermedius 949632 Canino Lesion dérmica 0,12°
S. pseudintermedius 948314 Canino Secrecidn 6tica 0,12°
S. pseudintermedius 948404 Canino Secrecidn 6tica 0,12°
S. pseudintermedius 948816 Canino Secrecidn 6tica 0,12°
S. pseudintermedius 949665 Canino Secrecidn 6tica 0,12°
S. pseudintermedius 949078 Canino Secrecidn 6tica 0,12°
S. pseudintermedius 948233 Felino Secrecidn 6tica 0,12°
S. pseudintermedius 949585 Felino Absceso piel 0,12°
S. pseudintermedius 949579 Canino Lesion dérmica 1'
S. pseudintermedius 949694 Canino Lesion dérmica >4
S. pseudintermedius 949024 Canino Lesion dérmica >4
S. pseudintermedius 949714 Canino Secrecioén 6tica >4
S. pseudintermedius 949421 Canino Secrecioén 6tica >4
S. pseudintermedius 949816 Canino Secrecioén 6tica >4
S. pseudintermedius 948520 Felino Absceso piel >4
Estreptococos
Streptococcus spp. 948346 Canino Fondo de vagina 0,12°
Streptococcus spp. 947565 Canino Secrecion Otica 0,5°
Streptococcus spp. 947681 Felino Orina 0,12°
S. aureus y S. pseudintermedius corresponden a Staphylococcus aureus y Staphylococcus pseudintermedius,
respectivamente.

S: sensible, I: intermedio, R: resistente.
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Tabla V.20. Resumen del perfil de susceptibilidad de estafilococos y estreptococos
causantes de infeccion en pequefios animales, expresados como valor absoluto,

frecuencia relativa (porcentaje), CIMso, CIMgy y moda.

n S I R ClIMsg ClMgq Moda
S. pseudintermedius* | 16 | 9 (56%) 1 (6%) 6 (38%) 0,12 >4 0,12
S. aureus 1 | 1(100%) - - - - -
Streptococcus spp. 3 | 3 (100%) - - - - -

S. aureus y S. pseudintermedius corresponden a Staphylococcus aureus y Staphylococcus pseudintermedius,
respectivamente.

S: sensible, I: intermedio, R: resistente.

*Las medidas de resumen se determinaron solo para S. pseudintermedius debido al nimero de aislamientos
estudiados.

V.II.1.b. Resultados del Tablero de Damas

Para la validacion del método, se siguieron los mismos criterios anteriormente enunciados
para la determinacion de la CIM. El valor de CIM de las cepas control, los controles de
esterilidad e inéculo y el recuento bacteriano se cumplieron tal como fue descripto en la

secciéon anterior.

Los valores de CIM de los microorganismos que serian estudiados en el tablero de damas
para evaluar la interaccién entre la clindamicina y otros antimicrobianos de uso frecuente
en clinica de pequefios animales: ampicilina, doxiciclina, gentamicina y enrofloxacina, se

muestran en la Tabla V.21.

Tal cual como fue descripto en la seccion IV.111.3.i. Interpretacion y analisis del tablero de
damas, la interpretacién del tablero de damas se realiz6 mediante el célculo del indice
denominado concentracién fraccionaria inhibitoria (FIC). De los 4 métodos propuestos
para el andlisis de la interaccion antimicrobiana, “Y FIC promedio”, “3 FIC minima”, “>FIC
Fila y Columna” y “> FIC Dos tubos”, se eligieron los primeros 3 para este trabajo, ya que
son los que mejor representan los resultados de este método. Los resultados segun estos
métodos de andlisis se muestran en las Tablas V.22, V.23 y V.24 para los estafilococos y

en las Tablas V.25, V.26 y V.27 para los estreptococos.
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Tabla V.21. Resultados de la CIM de la clindamicina y de los antimicrobianos a combinar
en el Tablero de damas (ampicilina, doxiciclina, gentamicina y enrofloxacina), para los

microorganismos estudiados.

: . CIM (ug/ml)
Microorganismo

CLI AMP | DOX | GEN | ENR
Estafilococos
S. aureus 776514 0,12 0,06 0,06 0,5 0,12
S. pseudintermedius 755167 0,12 0,06 0,03 0,25 0,06
S. pseudintermedius 948314 0,12 0,03 0,03 0,12 0,06
S. pseudintermedius 949585 0,12 0,25 0,03 0,12 0,12
S. pseudintermedius 949632 0,12 0,06 0,06 0,25 0,50
Estreptococos
Streptococcus spp. 947565 0,5 1 0,06 - -
Streptococcus spp. 947681 0,12 0,015 0,06 - -

CLI: Clindamicina. AMP: Ampicilina. DOX: Doxiciclina. GEN: Gentamicina. ENR: Enrofloxacina.
S. aureus y S. pseudintermedius corresponden a Staphylococcus aureus y Staphylococcus pseudintermedius,
respectivamente.

Tablas V.22. Resultados de la interaccion entre la clindamicina y los otros antimicrobianos
en estudio sobre el crecimiento de estafilococos expresados mediante el método de
analisis “Y FIC promedio” y sus valores de Y FIC (media y D.E.) correspondientes. Puntos
de corte: Sinergismo ) FIC<0,5, Indiferencia 0,5 < } FIC < 4 y Antagonismo } FIC>4.

Clindamicina 2 FIC promedio . >

. Media D.E. Interaccion
con: STA1l STA2 STA3 STA4 STA5
Ampicilina 1,00 0,88 1,12 1,01 1,01 1,00 0,09 Indiferencia
Doxiciclina 0,56 0,66 0,56 0,66 0,56 0,60 0,05 Indiferencia

Gentamicina 0,75 0,93 0,92 0,84 1,01 0,89 0,10 Indiferencia

Enrofloxacina 1,25 0,95 1,29 1,26 1,26 1,20 0,14 Indiferencia

STAL: S. aureus 776514

STA2: S. pseudintermedius 755167
STA3: S. pseudintermedius 948314
STA4: S. pseudintermedius 949585
STAS: S. pseudintermedius 949632
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Tablas V.23. Resultados de la interaccion entre la clindamicina y los otros antimicrobianos

en estudio sobre el crecimiento de estafilococos expresados mediante el método de

analisis “Y FIC minima” y sus valores de ) FIC (media y D.E.) correspondientes. Puntos de
corte: Sinergismo ) FIC<0,5, Indiferencia 0,5 < } FIC < 4 y Antagonismo ) FIC>4.

Clindamicina “3 FIC minima” . >

. Media D.E. Interaccién
con: STA1 STA2 STA3 STA4 STA5
Ampicilina 0,75 0,53 1 0,75 0,75 0,76 0,17 | Indiferencia
Doxiciclina 0,50 0,50 0,5 0,5 0,38 0,48 0,05 | Sinergismo
Gentamicina 0,38 0,56 0,75 0,63 0,75 0,61 0,15 Indiferencia
Enrofloxacina 1,06 0,63 1,13 1,06 1,06 0,99 0,20 Indiferencia

STAL: S. aureus 776514
STA2: S. pseudintermedius 755167
STA3: S. pseudintermedius 948314
STAA4: S. pseudintermedius 949585
STAS: S. pseudintermedius 949632

Tablas V.24. Resultados de la interaccién entre la clindamicina y los otros antimicrobianos

en estudio sobre el crecimiento de estafilococos expresados mediante el método de

analisis “>FIC Fila y Columna” y sus valores de Y FIC (media y D.E.) correspondientes.

Puntos de corte: Sinergismo }FIC<0,5, Indiferencia 0,5 < >FIC < 4 y antagonismo

YFIC>4.

((::(I)irr::damicina STA1 STZ:;C F";i?'“";::‘l STA5 Media | D.E. ) Interaccion
Ampicilina 2 15 2 15 2 1,80 0,27 | Indiferencia
Doxiciclina 1 15 1 1 1,25 1,15 0,22 | Indiferencia
Gentamicina 15 15 2 2 2 1,80 0,27 | Indiferencia
Enrofloxacina 2 2 2 2 2 2,00 0,00 | Indiferencia

STA1: S. aureus 776514
STA2: S. pseudintermedius 755167
STA3: S. pseudintermedius 948314
STA4: S. pseudintermedius 949585
STAS: S. pseudintermedius 949632
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Tablas V.25. Resultados de la interaccion entre la clindamicina y los otros antimicrobianos
en estudio sobre el crecimiento de estreptococos expresados mediante el método de
analisis “Y FIC promedio” y sus valores de ) FIC (media y D.E.) correspondientes. Puntos
de corte: Sinergismo ) FIC<0,5, Indiferencia 0,5 < > FIC <4 y Antagonismo ) FIC>4.

Clindamicina 2 FIC promedio . -
Media D.E. Interaccién

con: STE 947565 STE 947681

Ampicilina 1,02 1,11 1,06 0,06 | Indiferencia

Doxiciclina 0,65 0,64 0,64 0,01 Indiferencia

STE: Streptococcus spp.

Tablas V.26. Resultados de la interaccion entre la clindamicina y los otros antimicrobianos
en estudio sobre el crecimiento de estreptococos expresados mediante el método de
analisis “Y FIC minima” y sus valores de ) FIC (media y D.E.) correspondientes. Puntos de
corte: Sinergismo ) FIC=<0,5, Indiferencia 0,5 < > FIC < 4 y Antagonismo } FIC>4.

Clindamicina “>FIC minima” ) »
Media D.E. Interaccién

con: STE 947565 STE 947681

Ampicilina 0,75 1,00 0,88 0,18 | Indiferencia

Doxiciclina 0,50 0,50 0,50 0,00 Sinergismo

STE: Streptococcus spp.

Tablas V.27. Resultados de la interaccion entre la clindamicina y los otros antimicrobianos
en estudio sobre el crecimiento de estreptococos expresados mediante el método de
analisis “Y FIC Fila y Columna” y sus valores de ) FIC (media y D.E.) correspondientes.
Puntos de corte: Sinergismo }FIC=<0,5, Indiferencia 0,5 < FIC < 4 y Antagonismo
SFIC>4.

Clindamicina “>FIC Filay Columna” _ »
Media D.E. Interaccion

con: STE 947565 STE 947681

Ampicilina 1 2 1,50 0,71 | Indiferencia

Doxiciclina 2 2 2,00 0,00 Indiferencia

STE: Streptococcus spp.
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V.III. Integracién farmacocinética/farmacodinamica

V.1II.1. FC/ED en caninos

El andlisis farmacocinético/farmadodinamico para la clindamicina administrada a caninos

se realiz6 mediante el calculo de los predictores de eficacia t>CIM y ABCg.,4/CIM.

El tiempo en que las concentraciones plasmaticas de la clindamicina se mantienen sobre
la CIMs, y el valor de CIM establecido como punto de corte por la CLSI (CLSI, 2015) para
estafilococos sensibles a la clindamicina, luego de ser administrada a caninos via
endovenosa (10 mg/kg), oral (8,3 £ 1,1 mg/kg) en ayunas y luego de ser alimentados se
muestran en las Tablas V.28, V.29 y V.30, respectivamente.

El valor del parametro ABC(.,4/CIM correspondiente al area bajo la curva luego de la
administracién endovenosa (10 mg/kg), oral (8,3 + 1,1 mg/kg) en ayunas y luego de recibir
una racion de alimento de la clindamicina a perros medida en 24 horas sobre la ClMs
obtenida a partir de los microorganismos aislados y la CIM establecida como punto de
corte por la CLSI en caninos (CLSI, 2015) para estafilococos sensibles a la droga se
muestran en las Tablas V.31, V.32 y V.33, respectivamente.

Tabla V.28. Tiempo (h) en que las concentraciones plasmaticas de la clindamicina se

mantienen sobre la ClIMsg luego de ser administrada via endovenosa (10 mg/kg) a perros*.

Perros Tiempo (h)

Endovenoso C F P Q R T Media | D.E.

0,12 pg/ml -1CIMso- | 20,66 | 22,16 | 22,29 | 18,86 | 22,86 | 19,07 | 20,99 1,73

0,25 pg/ml -2CIMso- | 17,07 | 18,62 | 18,80 | 15,60 | 18,97 | 16,05 | 17,52 1,48

0,50 pg/ml® -4CIMso- | 13,68 | 22,16 | 15,50 | 12,52 | 15,29 | 13,19 | 15,39 3,52

* Las letras C, F, P, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).

% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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Tabla V.29. Tiempo (h) en que las concentraciones plasméticas de la clindamicina se
mantienen sobre la CIMs, luego de ser administrada por via oral (8,3 + 1,1 mg/kg) en

ayunas a perros*.

Perros Tiempo (h)

Oral ayuno C F P Q R T Media | D.E.
0,12 pg/ml -1CIMso- 14,96 | 12,07 | 20,37 | 11,35 | 12,11 | 11,34 | 13,70 3,53
0,25 pg/ml -2CIMso- 11,72 9,86 16,66 9,08 9,75 9,00 11,01 2,94
0,50 pug/ml® -4CIMs,- 8,66 12,07 | 13,16 6,94 7,52 6,79 9,19 2,75

* Las letras C, F, P, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).
% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.30. Tiempo (h) en que las concentraciones plasméaticas de la clindamicina se
mantienen sobre la CIMs, luego de ser administrada via oral (8,3 + 1,1 mg/kg) a perros*

gue recibieron una racion de alimento.

Perros Tiempo (h)

Oral alimento C F Q R T Media D.E.
0,12 pg/ml -1CIMsgq- 10,90 15,69 16,70 14,33 8,47 13,22 3,44
0,25 pg/ml -2CIMsq- 8,61 12,66 3,23 11,52 6,69 8,54 3,79
0,50 pg/mli? -4CIMsq- 6,45 15,69 9,50 8,87 5,01 9,10 4,10

*Las letras C, F, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).
4 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.31. Valor del pardmetro ABC,.,,/CIM obtenido luego de administrar la
clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa a caninos, con el valor de CIMs, de
estafilococos aislados y el valor de CIM establecido como punto de corte para
estafilococos por la CLSI (CLSI, 2015) en perros*.

Perros ABCy.24/CIM

Endovenoso C F P Q R T Media D.E.
0,12 pg/ml

-ClM5o- 194,99 352,56 341,99 262,95 513,18 287,22 325,48 108,29
0,50 pg/mli?

-CIM CLSI- 46,80 84,61 82,08 63,11 123,16 68,93 78,12 25,99

* Las letras C, F, P, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).
4 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por la CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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Tabla V.32. Valor del pardmetro ABC,.,,/CIM obtenido luego de administrar la
clindamicina por via oral (8,3 + 1,1 mg/kg) en ayunas a caninos, con el valor de CIMg, de
estafilococos aislados y el valor de CIM establecido como punto de corte para
estafilococos por la CLSI en perros* (CLSI, 2015).

Perros ABC(.,,/CIM
Oral ayuno C F P Q R T Media | D.E.
Oéllf/lpg/m' 127,13 | 162,89 | 286,34 | 12451 | 142,38 | 108,88 | 158,69 | 65,15
ClMeg.

a
?é?&‘?ﬁg'_ 3051 | 39,00 | 6872 | 2988 | 3417 | 26,13 | 38,08 | 15,64

* Las letras C, F, P, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).

4 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por la CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.33. Valor del pardmetro ABC,.,,/CIM obtenido luego de administrar la
clindamicina por via oral (8,3 = 1,1 mg/kg) a caninos luego de ser alimentados, con el
valor de CIMso de estafilococos aislados y el valor de CIM establecido como punto de
corte para estafilococos por la CLSI en perros* (CLSI, 2015).

Perros ABCg.,/CIM

Oral con alimento C E Q R T Media DE.
Oc’:lufﬂug/ml 102,86 | 184,98 | 137,99 | 162,11 | 80,13 | 133,61 | 42,65
-ClMso-

0,50 pg/ml?

-CIM CLSI- 24,69 44,40 33,12 38,91 19,23 32,07 10,24

* Las letras C, F, Q, Ry T corresponden a cada perro (inicial del nombre).
% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,

2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

V.lIl.1.a. Andlisis estadistico de los predictores de eficacia FC/FD en

caninos

Se contrastaron mediante una prueba t de student los valores de los predictores de
eficacia obtenidos luego de la administracion de la clindamicina a perros por via oral en
ayunas y luego de recibir alimento. Los pardmetros comparados fueron el t>CIM,
considerando 1CIMsg, 2CIMsq y 4CIMsq y el ABC.4/CIM, considerando 1CIMs, y la CIM de
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0,5 pg/ml correspondiente al valor de corte para estafilococos sensibles a clindamicina en
caninos por el CLSI (2015).

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en los valores de t>CIM ni en los de
ABC;.,4/CIM cuando la clindamicina fue administrada via oral en ayunas o luego de

alimentados. Los resultados se muestran en las Tablas V.34 y V.35, respectivamente.

Tabla V.34. Comparacion y analisis estadistico del predictor de eficacia t>CIM para la

clindamicina administrada via oral (8,3 + 1,1 mg/kg) a perros en ayunas Yy luego de ser

alimentados.
t>CIM para la clindamicina en t>CIM para la clindamicina con
ayunas alimento
Media D.E. Media D.E.
0,12 pg/ml -1CIMso- 13,70 3,53 13,22 3,44
0,25 pg/ml -2CIMso- 11,01 2,94 8,54 3,79
0,50 pg/ml® -4CIMso- 9,19 2,75 9,10 4,10

4 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.35. Comparacion y analisis estadistico del predictor de eficacia ABC,.,4/CIM para

la clindamicina administrada via oral (8,3+1,1 mg/kg) a perros en ayunas Yy luego de ser

alimentados.
ABC.,4/CIM para la clindamicina ABC.,4/CIM para la clindamicina
en ayunas con alimento
Media D.E. Media D.E.
0,12 pg/ml -CIMsp- 158,69 65,15 133,61 42,65
0,50 pg/ml® -CIM CLSI- 38,08 15,64 32,07 10,24

% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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V.1II.2. FC/ED en felinos

Al igual que en caninos, el andlisis farmacocinético/farmadodinamico para la clindamicina
administrada a felinos se realizé6 mediante el calculo de los predictores de eficacia t>CIM y
ABC.24/CIM.

El tiempo en que las concentraciones plasméaticas de la clindamicina se mantienen sobre
la CIMsq (1CIMsp, 2CIMs, 4CIMsg) v la CIM establecida como punto de corte por la CLSI
en caninos (CLSI, 2015) luego de ser administrada por via endovenosa (10 mg/kg), oral
(15 mg/kg) en ayunas y luego de ser alimentados los gatos se muestran en las Tablas
V.36, V.37 y V.38, respectivamente.

El valor del parametro ABC,.,4/CIM correspondiente al area bajo la curva luego de la
administracién de la clindamicina por via endovenosa (10 mg/kg), oral (15 mg/kg) en
ayunas Yy luego de recibir una racion de alimento a gatos medida en 24 horas sobre la
CIMs, obtenida a partir de los microorganismos aislados y la CIM establecida como punto
de corte por la CLSI en caninos (CLSI, 2015) para estafilococos sensibles a la
clindamicina se muestran en las Tablas V.39, V.40 y V.41, respectivamente.

Tabla V.36. Tiempo (h) en que las concentraciones plasmaticas de la clindamicina se
mantienen sobre la CIMsg y la CIM establecida como punto de corte por la CLSI (CLSI,

2015), luego de ser administrada via endovenosa (10 mg/kg) a gatos*.

Gatos Tiempo (h)

Endovenoso F G H | J K Media D.E.
0,12 pg/ml -1CIMse- 15,66 13,96 27,47 16,58 12,67 22,65 18,17 5,72
0,25 pg/ml -2CIMsq- 13,54 11,80 23,48 14,04 10,73 19,13 15,45 4,88
0,50 pg/mi? -4CIMsq- 11,54 9,76 19,71 11,64 8,90 15,80 12,89 4,10

* Las letras F,G, H, | J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).

4 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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Tabla V.37. Tiempo (h) en que las concentraciones plasmaticas de la clindamicina se
mantienen sobre la CIMsy y la CIM establecida como punto de corte por la CLSI (CLSI,
2015), luego de ser administrada via oral (15 mg/kg) en ayunas a gatos*.

Gatos Tiempo (h)

Oral ayuno F G H | J K Media D.E.
0,12 pg/ml -1CIMsge- 33,30 23,23 11,60 23,72 8,70 13,72 19,05 9,31
0,25 pg/ml -2CIMsgg- 27,17 19,05 9,34 19,41 7,14 11,09 15,53 7,63
0,50 pg/ml® -4CIMsq- 21,38 15,10 7,21 15,34 5,67 8,60 12,22 6,05

* Las letras F,G, H, | J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
4 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.38. Tiempo (h) en que las concentraciones plasmaticas de la clindamicina se
mantienen sobre la CIMsy y la CIM establecida como punto de corte por la CLSI (CLSI,
2015), luego de ser administrada via oral (15 mg/kg) a gatos* alimentados.

Gatos Tiempo (h)

Oral alimento F G H | K Media D.E.
0,12 pg/ml -1CIMse- 16,19 27,59 27,67 14,19 16,25 20,38 6,67
0,25 pg/ml -2CIMse- 13,30 22,69 22,60 11,61 13,14 16,67 5,50
0,50 pg/mli? -4CIMsq- 10,57 18,06 17,81 9,17 10,20 13,16 4,39

* Las letras F,G, H, | y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
2 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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Tabla V.39. Valor del parametro ABC,.,4/CIM, obtenido luego de la administracion de la
clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa a gatos*, considerando el valor de CIMs, de
estafilococos aislados y el valor de CIM establecido como punto de corte para
estafilococos por la CLSI (CLSI, 2015) en caninos.

Gatos ABC(.,,/CIM
Endovenoso F G H I J K Media | D.E.
Oéllfﬂpg/m' 162,69 | 170,95 | 311,32 | 197,08 | 111,86 | 306,87 | 210,13 | 81,50
ClMeg.

a
?é?&‘?g:_ 3004 | 41,03 | 7472 | 4730 | 2685 | 7365 | 50,43 | 19,56

* Las letras F,G, H, | J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.40. Valor del pardmetro ABC,.,/CIM obtenido luego de administrar la
clindamicina (15 mg/kg) por via oral en ayunas a gatos*, considerando el valor de CIMsg
de estafilococos aislados y el valor de CIM establecido como punto de corte para
estafilococos por la CLSI en caninos (CLSI, 2015).

Gatos ABC(.,4/CIM
Oral ayuno F G H | J K Media | D.E.
Oéllfﬂug/m' 450,09 | 335,74 | 133,73 | 333,84 | 127,90 | 163,60 | 257,48 | 134,14
CiMey

a
f’g&‘gg:_ 108,02 | 80,58 | 32,09 | 80,12 | 30,70 | 39,26 | 61,80 | 32,19

* Las letras F,G, H, | J y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).
% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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Tabla V.41. Valor del pardmetro ABC,.,,/CIM obtenido luego de administrar la
clindamicina (15 mg/kg) por via oral a gatos* luego de ser alimentados, considerando el
valor de CIMso de estafilococos aislados y el valor de CIM establecido como punto de
corte para estafilococos por la CLSI en caninos (CLSI, 2015).

Gatos ABC(.24/CIM

Oral con alimento F G H I K Media D.E.
Oé%fﬂpg/ml 240,26 | 415,77 | 379,42 | 198,32 | 19589 | 285,93 | 104,24
-ClMs,-

0,50 pg/ml®

-CIM CLSI- 57,66 99,79 91,06 47,60 47,01 68,62 25,02

* Las letras F,G, H, | y K corresponden a cada gato (inicial del nombre).

% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a clindamicina.

V.lll.2.a. Andlisis estadistico de los predictores de eficacia FC/FD en

gatos

Se contrastaron mediante una prueba t de student los valores de los predictores de
eficacia obtenidos luego de la administracion de la clindamicina a gatos por via oral en
ayunas Yy luego de recibir alimento. Los parametros comparados fueron el t>CIM,
considerando 1CIMs,, 2CIMsq ¥ 4CIMsq para la via oral en ayunas y luego de alimentados
respectivamente. Al igual que se hizo con el ABC,.,4/CIM, considerando 1CIMsq y la CIM
de 0,5 pg/ml correspondiente al valor de corte para estafilococos sensibles a clindamicina
en caninos por el CLSI (2015).

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en los valores de t>CIM cuando la
clindamicina fue administrada via oral en ayunas o luego de alimentados. Asi como
tampoco se obtuvieron diferencias significativas en los predictores ABCy..4/CIM en ambas

condiciones. Los resultados se muestran en la Tablas V.42 y V.43, respectivamente.
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Tabla V.42. Comparacion y analisis estadistico del predictor de eficacia t>CIM para la

clindamicina administrada via oral (15 mg/kg) a gatos en ayunas y luego de ser

alimentados.

t>CIM para la clindamicina en

t>CIM para la clindamicina con

ayunas alimento
Media D.E. Media D.E.
0,12 pg/ml -1CIMso- 19,05 9,31 20,38 6,67
0,25 pg/ml -2CIMso- 15,53 7,63 16,67 5,50
0,50 pg/ml® -4CIMsq- 12,22 6,05 13,16 4,39

% El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.

Tabla V.43. Comparacién y analisis estadistico del predictor de eficacia ABCy..4/CIM para

la clindamicina administrada via oral (15 mg/kg) a gatos en ayunas y luego de ser

alimentados.

ABC.,4/CIM para la clindamicina

ABC.,4/CIM para la clindamicina

en ayunas con alimento
Media D.E. Media D.E.

0,12 pg/ml -CiMso- 257,48 134,14 285,93 104,24

0,50 pg/mI* -CIM CLSI- 61,80 32,19 68,62 25,02

 El valor de CIM 0,5 pg/ml corresponde también al valor de corte establecido por el CLSI en caninos (CLSI,
2015) para estafilococos sensibles a la clindamicina.
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VI. DISCUSION

VI.I. Materiales y métodos

VI.I.1. Animales

Para cumplir con el objetivo de describir la farmacocinética de la clindamicina en caninos
y felinos luego de ser administrada via endovenosa, oral en ayunas y oral después de
recibir una racién de alimento se incluyd, para ambas especies estudiadas, un grupo
homogéneo de animales, raza, edad, peso, correspondientes a las dos especies en
estudio y bajo las mismas condiciones ambientales para minimizar la variacién individual
gue pudiera presentarse (National Research Council, 2011). El nUmero de animales en
cada grupo fue 6, nimero estandar para estudios farmacocinéticos en animales (Brown y
col., 1989; Lavy y col., 1999; Batzias y col., 2005; Saridomichelakis y col., 2011). Todos
los individuos de ambas especies fueron adultos jovenes. Los caninos, raza Beagle,
tenian 2 a 4 afios de edad, y pertenecian al Area de Caniles de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UBA. Del total de 6 perros, 4 fueron machos y 2 hembras, teniendo
representacion de ambos sexos en el estudio. Los felinos, comun europeo, de 3 afios de
edad, castrados, pertenecientes a la Catedra de Farmacologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UBA. Del total de 6 gatos, 2 fueron machos y 4 hembras, todos castrados.
Todos los animales fueron criados en condiciones controladas, tanto ambiente como
alimentacién y con estado sanitario optimo (vacunacion, desparasitacion y analisis de
sangre). Ninguno de ellos recibid tratamiento antimicrobiano alguno, ni con otro tipo de
farmacos, que pudiera interferir con el estudio, durante los 90 dias previos al inicio del

estudio.

VI.l.1.a. CICUAL

Este trabajo se encuentra enmarcado dentro del proyecto “Antimicrobianos en medicina
veterinaria: farmacocinética, farmacodinamia, impacto en el marco de una salud” el cual
cuenta con la aprobacién del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL), de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA, protocolo N°
2010/22.
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VI.l.2. Protocolo de trabajo

VI.1.2.a. Disefio

Un segundo objetivo de este trabajo fue evaluar posibles modificaciones en los
parametros farmacocinéticos luego de administrar la clindamicina con y sin alimento. Para
su cumplimiento se realiz6 un disefio cruzado para disminuir la variabilidad individual y
poder calcular la biodisponibilidad oral bajo estas condiciones (Weber y col., 1980; Boothe
y col., 1996; Batzias y col., 2005; European Medicines Agency [EMA] y Committee for
Medicinal Products for Human Use [CHMP], 2010; Saridomichelakis y col., 2011). Se
empled un periodo de lavado de 15 dias en caninos y 5 dias en felinos, ambos superando
el tiempo sugerido: al menos 5 vidas medias, para asegurar que las concentraciones
plasmaticas luego de la primera administracion del farmaco hayan caido por debajo del
limite de deteccion previo a la siguiente administracion (Brown y col., 1989; Boothe y col.,
1996; Lavy y col., 1999; Batzias y col., 2004; EMA y CHMP, 2010; Saridomichelakis y col.,
2011). En caninos el tiempo entre administraciones fue superior lo que permitié un tiempo
de descanso mayor de las venas cefdlicas antebraquiales, ademas de intercalar de
derecha a izquierda el miembro anterior canalizado. En gatos el tiempo de lavado fue méas
breve, con el objetivo de mantener el catéter yugular colocado durante el menor tiempo

posible.

VI.1.2.b. Dosis

Para la via endovenosa en ambas especies se emple6 una dosis de 10 mg/kg. Esta
coincide con la dosis utilizada en los estudios farmacocinéticos en los que se administré la
clindamicina a perros (Lavy y col., 1999; Batzias y col., 2005) y gatos (Passini y col.,

2017) por esta via.

Para la via oral en caninos se utilizé una dosis comprendida entre los 5 a 10 mg/kg dando
un promedio de 8,3 £ 1,1 mg/kg ya que se optd por fraccionar una formulacion veterinaria
(comprimidos de 400mg de clindamicina), y corregirla luego por el peso de cada animal.
Esta dosis se encuentra dentro del rango empleado en caninos para el estudio
farmacocinético de la clindamicina administrada via oral: 5,5 y 11 mg/kg (Saridomichelakis

y col., 2011), 11 mg/kg (Batzias y col., 2005) y en las guias para el tratamiento antibiotico
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de infecciones bacterianas en piel y vias respiratorias (Beco y col., 2013; Hillier y col.,
2014; Lappin y col., 2017; Dear, 2020). En estas ultimas se indica, para caninos, a una
dosis de 5,5 a 10 mg/kg u 11 mg/kg para piel y 10 mg/kg para vias aéreas.

Para la via oral en felinos se utilizd una dosis de 15 mg/kg. En este caso se optd por
fraccionar el contenido de capsulas de 300mg, formulacién para humanos, en capsulas de
gelatina pequefias conteniendo los mg totales por animal. Esta dosis se encuentra dentro
del rango empleado en felinos para el estudio farmacocinético de la clindamicina
administrada via oral: 5,5; 11 y 22 mg/kg (Brown y col., 1989), 11 mg/kg (Boothe y col.,
1996) y en la guia para el tratamiento antibiotico de infecciones respiratorias cuya
indicacion en felinos es de 10 a 15 mg/kg (Lappin y col., 2017; Dear, 2020).

VI.1.2.c. Vias de administraciéon

Uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar si la presencia de alimento en el tubo
digestivo modifica la biodisponibilidad oral de la clindamicina en caninos y felinos. Para
ello, el antimicrobiano se administré via endovenosa, oral en ayunas y oral luego de

recibir una raciéon de alimento.

VI.l.2.c.a. Via endovenosa

La administracién endovenosa de la clindamicina debe realizarse en forma lenta para
evitar efectos adversos: bloqueo neuromuscular o alteraciones cardiacas (Wright y Collier,
1976; Fiekers y col., 1979; Dizajmehr y col., 2019). En funcién a esto y segun indicacién
del laboratorio (Pfizer, 2011), para ambas especies se diluyé la dosis total calculada en 3

a 4ml de solucién fisiolégica y fue administrada en un lapso de 3 a 4 minutos.

VI.I.2.c.b. Via oral

Otro de los efectos adversos descriptos con la administracién de la clindamicina oral fue el
desarrollo de esofagitis tanto en gatos como en medicina humana, a partir de los cuales

se sugiri6 la administracion posterior de agua para favorecer la deglucion (Sutton y
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Gosnold, 1977; Levine, 1999; Beatty y col., 2006). Para ello en felinos se administré la
capsula oral y luego 6ml de agua con jeringa, y en caninos el comprimido fraccionado por
peso y luego 10ml de agua con jeringa (Westfall y col., 2001; Beatty y col., 2006).

En la experiencia con comida se decidi6 reproducir lo que ocurriria en condiciones
normales, que los animales reciban la cantidad y tipo de alimento tal cual como se hace
diariamente. En cuanto a los perros su racion diaria se divide en dos comidas de 100
gramos cada una, una por la mafana y otra por la tarde. Mientras que los felinos tienen
alimentacién ad libitum, con lo cual se calculd la ingesta en gramos por racion y se les
ofrecio esa cantidad: 7 a 9 gramos/racion. Para estandarizar el consumo se consideraron
los héabitos alimenticios del gato, que varia entre 10 a 20 pequefias raciones diarias, el
requerimiento calérico correspondiente a 40 a 66 kcal/kilo/24h en gatos castrados y su
equivalente en gramos del alimento balanceado que reciben 50 a 90 g/diarios (Bradshaw,
2006; Sadek y col., 2018). Esto coincide con un estudio realizado por Kane y col. (1981)
en cual observaron que un gato adulto come en promedio 16 raciones diarias de alimento

Seco con un peso promedio de 5,8 g/racion.

VI.1.2.d. Alimentacion durante el ensayo

El agua estuvo a disposicion para todos los animales durante todo el estudio. Para los 3
ensayos se les realizé un ayuno sélido de 12h. Cuando la clindamicina debia
administrarse por via endovenosa u oral en ayunas los animales fueron alimentados a las
4 horas de iniciada la experiencia para evitar interferir en la etapa de absorcién (para la
via oral en ayunas) dado que las Ca reportadas en estudios previos oscilan entre 1 a 3h
(Sinkula y col., 1973; Sun y Hsi, 1973; Boothe y col.,, 1996; Batzias y col., 2005;
Saridomichelakis y col., 2011; Ortega y col.,, 2016). Cuando la clindamicina debia
administrarse con alimento, los animales recibieron su racion correspondiente
inmediatamente previo a la administracion del antibiético, como fue descripto en el item

anterior.

En lo que resté del dia de trabajo, a los caninos, se les respet6 su siguiente horario de
alimentacion a las 11 horas de iniciada la experiencia. Mientras que a los felinos se les
dejo el alimento ad libitum. El objetivo, en ambos casos, fue mantener el habito alimenticio

de rutina.
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VI.l.2.e. Muestreo plasmaético

Los puntos de muestreo se tomaron procurando poder describir los tres procesos:
absorcion, distribucion y eliminacién, cuando correspondan, tomando como referencia
otros estudios farmacocinéticos realizados en caninos y felinos (Brown y col., 1989;
Boothe y col.,, 1996; European Medicines Agency [EMA] y Committee for Veterinary
Medicinal Products, 1999; Batzias y col., 2005; Saridomichelakis y col., 2011). Se
consideraron también los lineamientos de la Agencia Europea de Medicamentos
(European Medicines Agency [EMA], 1987) que sugiere un muestreo de al menos 2 a 3
vidas medias del farmaco para lograr una apropiada definicion entre las vidas medias de

distribucién y eliminacion.

Los resultados obtenidos en los tres ensayos demuestran que el protocolo que se siguié
para la toma de muestras fue adecuado, ya que se abarcé durante todo el periodo de
muestreo concentraciones plasmaticas, hasta valores por debajo del limite de
cuantificacion, llegando al menos a obtener 3 vidas medias de eliminacion, permitiendo
caracterizar correctamente todas las fases intervinientes en los procesos

farmacocinéticos.

VI.1.3. Metodologia analitica

La metodologia analitica utilizada para la cuantificacion de la clindamicina en plasma
canino y felino se realizé mediante la técnica de separacion por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) acoplado a un sistema de deteccién UV. Se combinaron dos
técnicas cromatograficas descriptas por Mifsud y col. (2014) y Batzias y col. (2004). De la
primera se tomd la composicion de la fase mévil, el rango de detecciéon UV y la velocidad

de flujo mientras que de la segunda se tomé el proceso de extraccion.

Para la seleccion del método se estudiaron diversas técnicas propuestas (Liu y col., 1997;
Cho y col., 2005; Na-Bangchang y col., 2006; Platzer y White, 2006; Batzias y col., 2004;
Mifsud y col., 2014). Todas estas técnicas emplearon acetonitrilo como solvente organico
y la mayoria de ellas utiliz6 el buffer fosfato para la fraccién acuosa de la fase maovil (Liu y
col., 1997; Na-Bangchang y col., 2006; Batzias y col., 2004; Mifsud y col., 2014). Se

decidié optar por esta combinacion y descartar las otras técnicas, la descripta por Cho y
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col. (2005) empleaba una fase mdvil compuesta por acetronitrilo y cloruro de
tetrabutilamonio mientras que Platzer y White (2006) combinaron acetronitrilo con un
buffer carbonato.

La proporcion utilizada de solvente organico:buffer fue 72:28, similar a la propuesta por
Mifsud y col. (2014), 71:29, la cual permitié optimizar el tiempo de retencion a 3 minutos
con una amplia separacion entre el pico obtenido para la clindamicina y el frente de
corrida.

La longitud de onda varié en los diferentes estudios entre 195nm (Batzias y col., 2004,
Mifsud y col., 2014), 204nm (Liu y col., 1997) y 210nm (Na-Bangchang y col., 2006), las
cuales se evaluaron para este trabajo durante la puesta a punto de la metodologia,

obteniéndose una mejor definicion de pico y relacion area/concentracion a 195nm.

En cuanto al método de extraccion, el Unico trabajo desarrollado para la deteccién de la
clindamicina en plasma animal (canino) fue el de Batzias y col. (2004) el cual precipit6 las
proteinas plasméaticas con acetonitrilo (1:2), centrifugd y el sobrenadante se traspasé a un
tubo conico al que se le agregé diclorometano, vortered y centrifugd nuevamente para una
extraccion liquido-liquido. El antibiético se solubiliza en la fraccion organica debiendo
descartar la capa superior acuosa y procediendo luego a evaporar el solvente (bajo flujo
de nitr6geno a bafio Maria) para luego resuspenderlo en fase movil. Debido a la
complejidad de este método y volumen de solventes requeridos se evalud también el
propuesto por Mifsud y col. (2014) para plasma humano. En el mismo solo se precipitaron
las proteinas plasmaticas con acetonitrilo y luego se evapord el sobrenadante con
nitrdgeno a bafio Maria y se reconstituyé con fase moévil. Como estandar interno se utilizo
fenobarbital. Esta metodologia no resulto reproducible para plasma canino y felino ya que
se obtenian cromatogramas sucios y con picos que interferian en los tiempos de retencién
de la clindamicina. Finalmente se opt6 por el método publicado por Batzias y col. (2004) y
descripto anteriormente. La recuperacion fue del 68%, aunque menor a la publicada por
Batzias y col. (2004), 93%, cumplié con los criterios de validacion para este punto (U.S
Department of Health and Human Services [HHS]; Food and Drug Administration [FDA];
Center for Drug Evaluation and Research [CDER]; Center for Veterinary Medicine [CVM],
2018).
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El limite de cuantificaciéon fue de 0,1 pg/ml en fase moévil y 0,3 pg/ml en plasma canino y
felino. El limite de deteccion fue 0,078 pg/ml. El limite de cuantificacion alcanzado en
plasma con precision y exactitud fue superior al propuesto por algunos trabajos, 0,08
pg/ml en plasma canino Batzias y col. (2004), 0,07 pug/ml (Na-Bangchang y col., 2006), 0,2
pg/ml (Liu y col., 1997; Mifsud y col.,, 2014). Probablemente esta diferencia se haya
debido a la imposibilidad de concentrar la muestra al reconstituir con fase movil debido a
una limitacion en el volumen minimo que el equipo permitia utilizar. Sin embargo, este
limite de cuantificacion permitié la deteccion, cuantificacion y construccion de la curva de
disposicién plasmatica de la clindamicina para los tiempos de muestreo propuestos y fue

adecuado para el cumplimiento de los objetivos de esta tesis.

Las pruebas de validez del método analitico (linealidad, precision, exactitud y limite de
cuantificacion) cumplié con los requisitos propuestos para la cuantificacion de analitos en
plasma (US HHS; FDA; CDER; CVM, 2018). Las concentraciones plasméticas obtenidas
se encontraron dentro del rango de concentraciones escogido para la validacion del

método analitico.

La clindamicina resultd estable almacenada en freezer a -20°C por hasta al menos 6
meses. Este resultado concuerda con estudios previos realizados con este antibiético
donde se reporté el mismo método de almacenamiento (Brown y col., 1989; Lavy y col.,
1999; Saridomichelakis y col., 2011; Ortega y col., 2016).

VI.Il. Farmacocinética

VI.II.1. Anélisis farmacocinético

VI.Il.1.a. Modelo farmacocinético
VI.Il.1.a.a. Via endovenosa

El analisis farmacocinético de la curva de disposicion plasmatica de la clindamicina luego
de su administracion via endovenosa a perros y gatos ajust6 a un modelo
bicompartimental abierto para ambas especies, acorde al andlisis de los residuales, la
correlacion entre los valores observados y los predichos y los criterios de minima

parsimonia, Akaike y Schwartz (Schwartz, 1978; Yamaoka y col., 1978; Gabrielsson y

- 157 -



Weiner, 1994). Existe un solo trabajo que estudia la clindamicina administrada por via
endovenosa a perros. En el mismo, de los 12 animales en estudio, 5 ajustaron a un
modelo bicompartimental mientras que 7 lo hicieron a uno monocompartimental (Lavy y
col., 1999). En walabis y humanos la clindamicina via endovenosa ajusté también a un

modelo bicompartimental abierto (Eller y col., 1989; Watson y col., 2017).

Existe un estudio en humanos, realizado por Bouazza y col. (2012), donde el modelo
seleccionado fue monocompartimental para todos los individuos, mientras que estudios en
otras especies, caninos (Batzias y col., 2005), felinos (Passini y col., 2017), ratas (Yang y
Lee, 2007), las curvas de disposicibn fueron analizadas mediante métodos no

compartimentales.

VI.Il.1.a.b. Via oral

Luego de la administracién oral de la clindamicina a caninos y felinos, segun los criterios
de Akaike y Schwartz (Schwartz, 1978; Yamaoka y col., 1978), el modelo que mejor ajusto
para todos los animales fue el monocompartimental abierto. Este resultado estuvo en
concordancia con el obtenido en caninos por Ortega y col. (2016) y en otras especies
como son aves (palomas) y humanos (Lenarduzzi y col., 2011; Bouazza y col., 2012).
Existen otros estudios realizados en caninos, felinos, cerdos y humanos (Brown y col.,
1989; Gatti y col., 1993; Boothe y col., 1996; Batzias y col., 2005; Carrasco-Portugal y
col., 2008; Saridomichelakis y col., 2011; Goode y col., 2019) que fueron descriptos

mediante un analisis no compartimental.

VI.I1.1.b. Administracién endovenosa

Tras la administracion de la clindamicina por via endovenosa a caninos, la misma se
distribuy6 rdpidamente segun lo expresado por la constante que rige este proceso (alfa)
4,38+2,25h? y por su vida media de distribucion (t,,4) 0,21 + 0,12 h. En los 6 felinos este

proceso fue algo més lento, siendo su constante alfa 3,12 + 3,17 h'ly Su ty,g 0,43 £ 0,33 h.

- 158 -



Estudios farmacocinéticos previos reportaron una distribucion en caninos levemente mas
rapida que la obtenida en este trabajo, y alin mas que la obtenida en gatos, con una ty,q de
11 minutos (equivalente a 0,18 h) (Lavy y col., 1999). En orden de velocidad creciente en
el proceso de distribucién le siguié la especie walabi, con una pendiente alfa de 4,36 h™y
una ty,gde 0,16 h (Watson y col., 2017). Y en ultimo lugar se encuentra la especie humana
con un valor alfa reportado en 5,83 h™ (Eller y col., 1989).

La clindamicina present6 una distribucién amplia y similar tanto en caninos como felinos.
En perros el V. fue de 0,82 £ 0,2 I/kg y el Vs de 1,27 + 0,34 I/kg, mientras que en gatos el
V. fue de 0,94 = 0,22 I/kg y el V¢ de 1,37 + 0,2 I/kg. Estos resultados fueron ligeramente
superiores a los reportados previamente en caninos por Lavy y col. (1999), con un V. de
0,56 I/kg y Vss 0,86 I/kg y difieren ampliamente del volumen reportado por Batzias y col.
(2005), Vs 2,48 l/kg. En otras especies estudiadas el volumen de distribucién fue similar al
obtenido en este trabajo, rondando siempre el valor de 1 I/kg, volumen esperable para un
farmaco liposoluble como es este antimicrobiano. EI Vg en cerdos fue de 1,26 I/kg
(Kuroha y col., 2001), en walabis 0,9 I/kg (Watson y col., 2017), en ratas 1,4 I/kg (Yang y
Lee, 2007) y en humanos 1,1 I/kg (Plaisance y col., 1989), 0,79 I/kg (Gatti y col., 1993),
(V¢) 66,2 | (Bouazzay col., 2012).

Al comparar las constantes de velocidad de pasaje desde el compartimiento central al
periférico en los caninos encontramos que ki, (1,51 + 0,99 h) es significativamente
menor que k»; (2,73 + 1,42 h™) por lo tanto, la distribucion desde el compartimiento central
al periférico se produjo mas lentamente que el retorno desde el mismo (ki/ ky;: 0,56),
dando cuenta esto, de que la clindamicina no tendria mayor afinidad por los elementos
tisulares. En felinos, considerando los 6 animales, la velocidad de pasaje del
compartimiento central al periférico (k> 1,25 + 1,97 h™') y del periférico al central (1,65 +
1,14 h™), no presenté diferencias significativas. Sin embargo al excluir al gato “F” del
andlisis, la diferencia fue estadisticamente significativa, al igual que como ocurre en

perros. La relacion ki,/ ky; en gatos fue de 0,55.

En walabis y humanos ocurrié al revés la velocidad de difusion hacia los tejidos fue
superior a la de regreso, siendo esta diferencia mayor en humanos. Las constantes fueron
respectivamente ki» 2,11 h™y ky; 1,24 h' y ki, 3,51 hy ky; 0,73 h* (Eller y col., 1989;
Watson y col., 2017).
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En cuanto a los parametros que caracterizan a los procesos de eliminacion de las drogas,
clearance (Cl), vida media de eliminacion (t.e) y tiempo medio de residencia (TMR), se
observo una eliminacion significativamente mas rapida en felinos respecto a caninos. En
relacion a la depuracion plasmética de la clindamicina el Cl en caninos fue de 0,28 + 0,09
I’h/kg mientras que en felinos fue significativamente superior, 0,45 £ 0,18 I/h/kg. El valor
de Cl en caninos en el presente estudio resultd algo inferior a los reportados en la misma
especie con anterioridad, 6,1 ml/min/kg (equivalente a 0,37 I/h/kg) y 0,5 I/h/kg (Lavy y col.,
1999; Batzias y col., 2005). Por el contrario, fueron similares a los valores de Cl obtenidos
en humanos (0,27 I/h/kg, 0,28 I/h/kg y 7,9 I/h, 15,2 I/h, 25,9 I/h con un peso promedio de
70kg) (Townsend y Baker, 1987; Eller y col., 1989; Plaisance y col., 1989; Gatti y col.,
1993; Bouazzay col., 2012).

Por otro lado el CI en felinos (0,45 = 0,18 I/h/kg) tuvo un valor similar al reportado en
caninos 6,1 ml/min/kg (equivalente a 0,37 I/h/kg) y 0,5 I/h/kg (Lavy y col., 1999; Batzias y
col.,, 2005), en walabis (450,3 mil/h/kg) (Watson y col.,, 2017) y en gatos luego de
administrar la clindamicina oral con un valor de CI corregido por la biodisponibilidad igual
a 6,98 ml/min/kg (equivalente a 0,42 I/kg/h) (Brown y col., 1989).

El valor de t. en perros fue de 3,36 + 0,35 h mientras que en gatos fue de 2,56 £+ 0,8 h.
Ambos parametros se encuentran dentro del rango reportado en estudios anteriores en
caninos, 124 min (equivalente a 2,07 h) y 4,37 h (Lavy y col., 1999; Batzias y col. (2005).
En otras especies la ti, fue menor, ratas 49,8 min (equivalente a 0,83 h), walabis 1,79 h,
y humanos 2,1 hy 2,9 h (Plaisance y col., 1989; Gatti y col., 1993; Yang y Lee, 2007;
Watson y col., 2017).

En correspondencia con el Cl y la t,, las moléculas del antimicrobiano presentaron un
mayor TMR en caninos (4,65 + 0,54 h) respecto a los felinos (3,33 = 0,93 h).
Manteniéndose también dentro del rango reportado en caninos previamente, 143 min
(equivalente a 2,4 h) y 5,1 h (Lavy y col., 1999; Batzias y col., 2005). En otras especies el
TMR fue menor, ratas 36 min (equivalente a 0,6 h), walabis 1,99 h y humanos 2,9 h (Gatti
y col., 1993; Yang y Lee, 2007; Watson y col., 2017).

El ABC,.. en caninos fue un 57% mayor en comparacion con los felinos. Este parametro
coincide con los obtenidos en otros estudios en caninos a dosis similares con los felinos,
1457 pg.h/ml, 24,28 pg.h/ml y 22,52 pg.h/ml (Lavy y col., 1999; Batzias y col., 2005),
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también con el valor del pardmetro calculado para walabis (44,42 pg.h/ml), y corregido por
la dosis ya que fue el doble (20 mg/kg) de la administrada a los animales en este estudio.
El ABC difiere ampliamente en humanos, tomando valores de 39,7 pg.h/ml (300 mg
totales y peso promedio 70 kg, equivalente a 4,3 mg/kg) ( Eller y col., 1989), 0,063
mg.h/ml (600 mg totales y peso promedio 73 kg, equivalente a 8,2 mg/kg) (Plaisance y
col., 1989) y 31,8 mg.h/l (600 mg totales y peso promedio 73 kg, equivalente a 8,2 mg/kg)
(Gatti y col., 1993). Este ultimo estudio se aproximaria al pardmetro calculado en caninos
en este trabajo, considerando la dosis corregida por el peso. Se observaron grandes
diferencias también con las ratas siendo su ABC 1240 ug.min/ml (equivalente a 20,7
pg.h/ml) a una dosis 5 veces superior a la empleada en este trabajo (50 mg/kg) (Yang y
Lee, 2007). En su conjunto estas observaciones contribuyen a la comprension de las

diferencias entre especies en el comportamiento farmacocinético de la clindamicina.

VI.II.1.c. Administracion oral en ayunas

La velocidad de absorcion oral de la clindamicina fue rapida en caninos vy
significativamente mayor en felinos, acorde a los parametros que evallan esta etapa.
Siendo en caninos su kg, 2,63 = 1,54 h™, ty, 0,38 + 0,25 h y tmay 1,12 + 0,45 h. Mientras
que en felinos estos parametros resultaron: ko, 6,39 + 2,01 h™, ty, 0,12 + 0,04 h Yy tay
0,57+ 0,13 h.

Siendo la absorcién un proceso tan variable los t..x reportados en otras especies
estuvieron entre 0,25 a 3 h. Sin embargo, los valores obtenidos en este trabajo se
encontraron dentro del rango reportado para ambas especies. En caninos vari6 entre 1 a
3,2 h (Sinkula y col., 1973; Sun y Hsi, 1973; Batzias y col., 2005; Saridomichelakis y col.,
2011; Ortega y col., 2016) mientras que en felinos fue de 0,5 a 1,5 h (Brown y col., 1989;
Boothe y col., 1996). El t,.x €n otros animales fue de 3,5 h en cerdos (Goode y col., 2019),
0,5 h en palomas (Lenarduzzi y col., 2011), 0,25 h en ratas (Yang y Lee, 2007) y 0,8 a
1,08 h en humanos (Gatti y col., 1993; Carrasco-Portugal y col., 2008).

En cuanto a la velocidad de absorcion, solo se reportd en aves koi/h: 18,2 (Lenarduzzi y
col., 2011) y en humanos k,: 3,28 h™ y ti,.: 0,27 h (de Haan y col., 1972).
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La Cnax en perros fue de 3,71 = 1,01 pg/ml con una dosis de 8,3 = 1,1 mg/kg (F% 62,4),
mientras que en gatos fue de 5,59 +0,95 pg/ml con una dosis de 15 mg/kg (F% 94,8). Este
parametro coincide con el hallado en estas especies en estudios previos, en caninos una
dosis oral de 5mg/kg presentd una Cn de 1928 ng/mly a 11 mg/kg, 3051 ng/mly 3,25
pg/ml (Batzias y col., 2005; Saridomichelakis y col., 2011). En felinos 11 mg/kg via oral en
capsulas tuvo una Cs superior, 7,37 pug/ml (Boothe y col., 1996). En cerdos y humanos a
dosis similares los valores también coinciden con los hallados en este estudio. Cerdos (15
mg/kg) 3,52 pg/ml y humanos (600 mg orales con un peso de 59 y 68 kg, equivalente a
10,1 mg/kg y 8,8 mg/kg) 5,94 pg/mly 5,15 pg/ml (Carrasco-Portugal y col., 2008; Goode y
col., 2019).

En caninos, el ABCy. (corregida por la dosis) luego de la administracion oral del
antibiético, fue de 23,66 + 11,24 pg.h/ml (corregida), mientras que para la via endovenosa
este parametro toma el valor de 39,06 + 13,00 pg.h/ml. Como resultante de esto, la F oral

de la clindamicina en perros fue del 62,39 + 25,81 %.

Estudios previos en caninos reportaron valores algo superiores, con una F% de 72,55% y
87,9% ambos con una menor variabilidad, 11,3% y 9,8%, respectivamente (Sun y Hsi,
1973; Batzias y col., 2005). En humanos, este parametro tomo valores entre 0,53 y 0,876
(Gatti y col., 1993; Bouazza y col., 2012), mientras que en ratas la absorcion oral fue muy
baja con una biodisponibilidad del 30,1% (Yang y Lee, 2007).

En felinos, la biodisponibilidad oral de la clindamicina fue del 94,78 + 59,84 %. La amplia
variabilidad en este parametro se debié al amplio rango de valores obtenidos que
variaron entre 28,64% (gato H) y 184,44% (gato F). Esta mayor biodisponibilidad absoluta
en gatos ocurrié a expensas de 3 animales con un valor de F superior al 100%, siendo los
mas extremos el gato “F” y “G” con valores de 184% y 130% respectivamente. Es dificil
explicar esta diferencia tan amplia. Analizando estos 3 individuos, puede observarse que
fueron los que presentaron las ti,s Mas prolongadas asi como los mayores TMR, es
probable que la recirculacién enterohepética, proceso que sera discutido en la seccion
siguiente, sea el responsable de aumentar el tiempo de permanencia del farmaco en el
organismo y por ende influir dichos pardmetros. Por otro lado, particularmente en gatos se
empled una dosis mayor via oral (15 mg/kg) respecto a la endovenosa (10 mg/kg). Si bien
el calculo de biodisponibilidad se realiz6 corrigiendo el ABCy.. por la dosis, esto no

consideraria una mayor proporcion de recirculacion del farmaco (Toutain y Bousquet-
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Mélou, 2004?, Malik y col., 2016). Podria existir también un fenémeno de flip-flop en estos
animales ya que los 3 presentaron una vida media superior luego de administrada la
clindamicina via oral respecto a la via endovenosa, sin embargo, al analizar las ko; y kio
tanto endovenosa como oral no se observa la inversion de estas constantes (Toutain y
Bousquet-Mélou, 2004").

La eliminacion de la droga luego de su administracibn oral no mostrd diferencias
significativas comparada con la via endovenosa en ninguna de las 2 especies en estudio.
En caninos la ty,e fue de 2,54 + 0,59 h y en felinos fue de 3,32 + 1,59 h.

Las ti0e luego de una administraciéon oral reportadas en estudios previos en caninos son
algo superiores a las obtenidas en este trabajo. Un mismo estudio con dos dosis
diferentes, 5y 11 mg/kg, informé una ty, de 4,25 h'y 9,92 h (Saridomichelakis y col., 2011)
mientras que Batzias y col. (2005) informaron una ty, de 4,37 h (11 mg/kg).

VI.Il.1.d. Recirculacion enterohepatica

Al estudiar las curvas de disposicion plasmatica de la clindamicina, particularmente en
caninos, encontramos concentraciones elevadas en los Ultimos puntos de muestreo (11 h,
24 h) en la mayoria de los perros, todas por fuera de la pendiente de eliminacion del
antimicrobiano y similar en los tres tratamientos (ev 5/6 animales, oral en ayunas 3/6
animales y oral con alimento 4/6 animales). En gatos, si bien algunos animales
presentaron esta misma caracteristica en su curva de disposicion, el nimero de individuos
fue menor: ev 1/6 gatos, oral en ayunas 3/6 gatos y oral con alimento 2/6 gatos. Esta
tendencia comudn sugeriria la existencia de recirculacion enterohepética del

antimicrobiano.

Este hallazgo coincide con reportes previos realizados en caninos, Sun y Hsi (1973)
guienes encontraron un pico pequefio en la curva de disposicion luego de que los
animales fueran alimentados. Y Lavy y col. (1999) quienes atribuyeron una
biodisponibilidad superior al 100% para la via subcutanea a una posible recirculacion

enterohepética.

Por otro lado, las caracteristicas quimicas, particularmente del metabolito conjugado de la

clindamicina, apoyan esta observacién. Se estudi6 en medicina humana que las
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moléculas que sufren este proceso son aquellas de peso molecular superior a 400 g/mol y
polares, siendo 411 g/mol para los metabolitos demetilados y 441 g/mol para los
oxidados, mientras que la conjugacion con glucurénico aumenta en 200 g/mol el volumen
de la molécula y la polaridad de la misma. Estas modificaciones favorecen la excrecion
biliar de los metabolitos, los cuales, una vez en el intestino se escinden a su forma activa
mediante glucuronidasas bacterianas, quedando disponibles para reabsorberse (Malik y
col., 2016; Szultka-Mlynska y Buszewski, 2016).

VI.11.2. Comparacion de la farmacocinética de la clindamicina entre

perros y gatos

VI.ll.2.a. Via endovenosa comparada

Al comparar estadisticamente los principales pardmetros calculados para la via de
administraciébn endovenosa en caninos y felinos se determiné que existen diferencias
significativas en los parametros que evalian la eliminacion de la droga y el ABCy.«,
mientras que los pardmetros V. y Vs, encargados de evaluar la distribucién, no arrojaron

diferencias entre estas 2 especies.

En relacion a la eliminacién, el gato depurd el antibiético del organismo con mayor
velocidad respecto al perro. Se encontraron diferencias en el Cl, t;,el y TMR también se
encontraron diferencias significativas en la cantidad total de farmaco en el organismo
estimado con el ABC,... Todos estos parametros se relacionan estrictamente entre si, ya
gue el célculo del Cl y TMR incluyen al ABCy.. en su férmula, Io mismo ocurre con la ty e,
pardmetro hibrido modificado por variaciones tanto del volumen de distribucion como del
clearance, mientras que el ABC,.. se obtiene en forma directa a partir de la curva de

disposicion por el método de los trapezoides.

Analizando esto y considerando que la distribucion fue semejante entre perros y gatos
podriamos atribuir las diferencias estrictamente a variaciones en la depuracion del
farmaco del organismo. Como se describié en la introduccion, el metabolismo hepatico y
excrecion biliar es la principal ruta de eliminacion de la clindamicina, siendo la excrecion

renal activa menor al 10% del antimicrobiano administrado (Sun, 1973).
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Encontrar discrepancias en esta etapa es esperable, ya que es sabido que el metabolismo
hepatico de farmacos y sus sistemas enzimaticos involucrados son responsables de
amplias diferencias entre especies animales (Watkins y Klaassen, 1986; Fink-Gremmels,
2008).

Como se describi6 anteriormente la clindamicina se elimina principalmente por
metabolismo hepatico mediante reacciones de S-oxidacion, N-demetilacioén y conjugacion
con glucuroénico, demostradas en caninos, humanos y ratas (Sun, 1973; Wynalda y col.,
2003).

Existen 2 posibles factores que podrian explicar la menor velocidad de eliminacién de la
clindamicina en caninos respecto a felinos. Como se explicd en la seccién anterior, es
posible que el antimicrobiano realice un ciclo enterohepatico que aporte a un mayor
tiempo de permanencia en el organismo. Por otro lado, debido a la deficiencia en el
sistema enzimatico uridinadifosfato glucuroniltransferasa que presentan los felinos
(Gregus y col., 1983; Court, 2013), es probable que la eliminacion mediante
glucuronoconjugacion sea mas relevante en caninos y por ende una mayor recirculacion

enterohepética para dicha especie.

Este déficit enzimatico en los gatos nos permitiria inferir que estos animales derivan el
metabolismo de casi la totalidad del antimicrobiano a las dos reacciones restantes, las
vias de S-oxidacién y N-demetilacion, dado que no existe reporte de otros sistemas
enzimaticos involucrados en la eliminacién de la clindamicina en animales y humanos
(Sun, 1973; Brodasky y col., 1977; Wynalda y col., 2003; Szultka-Mlynska y Buszewski,
2016).

Analizando este mismo parametro para la lincomicina, antimicrobiano del que derivé la
clindamicina, se encontré que la vida media en caninos y felinos difiere de la misma
manera, 4,1 h'y 3,56 h, respectivamente [Rdstel y col. (s.f.); Albarellos y col., 2011a]. Sin
embargo, no existen trabajos que caractericen la eliminacion de la lincomicina en estas
especies 0 en humanos para establecer relacion con el metabolismo, un Unico estudio
realizado en perros encontré6 que la extraccién hepatica para ambos antimicrobianos
rondaba el 24-30% mientras que la renal era del 20-32% para lincomicina y 3-9% para

clindamicina (Brown y col., 1975).
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Estudiando otros farmacos, Court (2013) encontré un fendmeno similar con el piroxicam
en caninos, humanos y felinos. Este farmaco presenta una mayor vida media de
eliminacion en las primeras dos especies y menor en el gato. Postul6 que el felino
presentaria una mejor eficiencia en el metabolismo oxidativo del piroxicam por lo cual la
vida media en esta especie es menor. En caninos y humanos el piroxicam se eliminaria
mediante oxidacién principalmente y algunos de sus metabolitos son conjugados con
acido glucurénico. Por otro lado, previamente, habia sido demostrada la recirculacion
enterohepética de este farmaco en perros y humanos, no asi en gatos. En otro estudio
comparativo entre especies se demostré6 también que las reacciones microsomales
oxidativas son similares entre perros y gatos, y algo superior por parte de esta ultima

especie sobre determinadas moléculas (Gregus y col., 1983).

Por otro lado, la eritromicina es un antimicrobiano macrolido que se elimina casi en su
totalidad via metabolismo hepético. Las reacciones involucradas en esta etapa son
demetilacion, mediadas también por el CYP3A4 (en humanos), procesos de oxidacion e
hidrdlisis (Kirst y Sides, 1989), similar a lo que ocurre con la clindamicina. Trabajos
realizados con eritromicina en caninos Yy felinos arrojaron una ty,q de 1,35 h en perros y
0,75 h en gatos, observandose también una eliminacion mas lenta para los primeros
(Albarellos y col., 2008; Albarellos y col., 2011b).

Un mayor metabolismo con &cido glucurénico en el canino, una posible recirculacion
enterohepética y la posibilidad de una mayor capacidad oxidativa del felino podrian
explicar las diferencias en la eliminacién del farmaco del organismo entre estas dos

especies.

VI.1l.2.b. Via oral comparada

Al comparar estadisticamente los parametros obtenidos para la fase de absorcion entre
perros y gatos se encontraron diferencias significativas en la Ko, tipa Y €l tmax
Observandose una réapida y temprana absorcion en felinos, con una ko; 3 veces superior
para los perros (0,38 h vs. 0,12 h) y un t,,x del doble (1,12 h vs. 0,57 h). Es probable que
una de las causas de variacion de este parametro sea la forma farmacéutica empleada.
En perros se utilizaron comprimidos mientras que, a los gatos, se les administré capsulas.

Es sabido que la forma farmacéutica influye sobre la absorcion de un farmaco, por
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ejemplo las formas solidas, deben sufrir procesos fisicos para que el principio activo se
solubilice en el tubo digestivo y quede disponible para absorberse. Es asi que la liberacion
del principio activo desde el comprimido puede verse afectada tanto por las distintas
etapas de fabricacibn: mezcla, granulacién, compresion como por los excipientes
utilizados (Sabnis 1999; Adeleye, 2019). Por otro lado, un estudio realizado por
Uhumwangho y Okor (2007) sobre las caracteristicas de disolucion de cépsulas y
comprimidos de paracetamol demostré que las capsulas tenian una mayor constante de
disolucion, es decir un menor tiempo. También encontré que la composicion de los
excipientes en los comprimidos, no asi en las capsulas, influia en la disgregacién de los
mismos, favoreciendo o no este proceso. De manera que una lenta disgregacion del
comprimido, podria estar relacionado con este retraso en la absorcion oral de la
clindamicina en ayunas en caninos. Si bien en ambas especies, al ser carnivoras, el
comportamiento fisiol6gico del tubo digestivo es similar, es probable que exista también
alguna diferencia entre las mismas ya que reportes previos de t. €n felinos fueron de 0,5
a 1,5 h mientras que en caninos se obtuvieron tiempos mayores con un rango de 1 a3 h
(Sinkula y col.,, 1973; Sun y Hsi, 1973; Boothe y col.,, 1996; Batzias y col., 2005;
Saridomichelakis y col., 2011; Herdt y Sayegh, 2013; Ortega y col., 2016).

En cuanto a la biodisponibilidad oral en ayunas, si bien existen diferencias marcadas entre
perros (F% 61 + 26) y gatos (F% 94 £ 59), no se han encontrado diferencias significativas,
probablemente por el amplio desvio que present6 este pardmetro. Por otro lado, a pesar
de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas, la menor biodisponibilidad
oral de la clindamicina en caninos podria deberse también a la forma farmacéutica
(comprimido), como se explicd anteriormente. Existen reportes anteriores, en la misma
especie, que informaron resultados algo superiores para este parametro 72 — 88%,

administrando la clindamicina oral en capsulas (Sun y Hsi, 1973; Batzias y col., 2005).

VI.11.3. Comparacion de la farmacocinética de la clindamicina

administrada luego de una racién de alimento

La descripcion realizada previamente sobre el comportamiento farmacocinético de la

clindamicina en perros y gatos, nos permite obtener un patrén de comparacion para

- 167 -



identificar variaciones que pudieran ocurrir al administrar este antimicrobiano con una

racion de alimento, analizar sus posibles causas y consecuencias.

En ambas especies la presencia de alimento en el tubo digestivo produjo modificaciones
estadisticamente significativas en el tiempo y velocidad de absorcion del antimicrobiano

sin afectar la magnitud de la misma ni su eliminacion.

Sin embargo, los cambios ocurrieron en forma opuesta, en los caninos la clindamicina se
absorbié en forma mas rapida y temprana al administrarla luego de recibir una racién de
alimento respecto a su administracion en ayunas, mientras que en los felinos se observo
un retraso en la absorcion oral en los animales alimentados con respecto a los animales
gque se encontraban en ayunas, es por ello que se discutird cada especie por separado en
las siguientes secciones. La presencia de alimento en el tubo digestivo en ambas
especies también ocasiond un comportamiento diferente en las ABC,... Al relacionar el
ABC,. de los caninos respecto a la de los felinos (para lo cual el parametro se
estandarizé por la dosis oral administrada a cada especie) se observé que esta proporcion
tomo un valor de 1,11 en ayunas vs 0,83 luego de alimentados. Esto significaria que a
igual dosis, en ayunas, los perros tendrian un area 11% mayor a los gatos mientras que

con alimento ocurriria lo opuesto, siendo el &rea un 17% menor.

VI.1l.3.a. Clindamicina con alimento en perros

En caninos se observd una pendiente de absorciébn mas pronunciada, con un menor tpay.
Los parametros comparados son, clindamicina en ayunas: ko; 2,63 + 1,54 h™, t;,, 0,38 +
0,25 hy thax 1,12 + 0,45 h, clindamicina luego de recibir una racién de alimento: ky; 3,88 +
0,85 h™', t1/4 0,19 + 0,04 h y tyax 0,75 = 0,12 h.

La presencia de alimento no modific6 la cantidad total de farmaco absorbido, su
biodisponibilidad, ni la concentracion maxima alcanzada. Los resultados comparados en
caninos fueron ABC,yuno 19,04 + 7,82 pg.h/ml, ABCgjimento 16,03 % 5,12 pg.h/iml, F% ayuno
61,87 + 26,09, F% aimento 50,35 + 17,22, Cpax ayuno 3,71 = 1,01 pg/ml y Crax aimento 3,50 *
0,68 pg/ml.

Segun lo descripto en la introduccién era esperable que ocurra un retraso en la absorcion

de la clindamicina en presencia de alimento debido a sus caracteristicas quimicas, o que
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no existieran modificaciones en la cinética del antimicrobiano en ayunas y con alimento tal
como se publicé en otros estudios en medicina humana (Meyers y col., 1969; Birkenmeyer
y Kagan, 1970). Sin embargo, los resultados de este trabajo demuestran que, en caninos,
la presencia de comida en el tubo digestivo mejord su velocidad de absorcion.

Es probable que la formulacion sea responsable de este fendomeno. Como se describio en
la seccion anterior numerosos factores de la forma farmacéutica sélida pueden determinar
la cantidad y velocidad de farmaco que se solubiliza en los liquidos del tubo digestivo
quedando disponible para absorberse, y los mismos pueden modificarse por interaccion
con comida o con los procesos fisiologicos que desencadena la digestion. Se demostro
que la presencia de alimento en el estbmago, el pH, los movimientos sincronicos
encargados de la digestion podrian favorecer la disgregacién del comprimido, liberacién y
disolucién del principio activo en la fraccion liquida del contenido géastrico (Williams y col.,
1996). A su vez, durante la digestion, la fraccion liquida y particulas pequefias menores a
1 — 2 mm, pasan en forma casi inmediata al intestino mientras que la porcién sélida lo
hace posteriormente (luego de hasta 3-4 horas luego). Este fendmeno podria generar que
a medida que se desintegra el comprimido, el principio activo que se libera y solubiliza,
pase inmediatamente al intestino donde sera absorbido (Davis y col., 1986; Fleisher y col.,
1999; Herdt y Sayegh, 2013). En este caso la presencia de alimento en tubo digestivo
produciria una mejor disgregacién y disolucion del comprimido, y por ende un menor ta.y

tipa Y Mayor ko, respecto a la administracién del mismo comprimido en ayunas.

Otro factor que apoyaria esta diferencia atribuida a la formulacion, y por ende a la
velocidad y cantidad en que el principio activo se disgrega del mismo es que, al comparar
los pardmetros que evallan la absorcion oral de la clindamicina con alimento en perros y
en gatos, no existen diferencias significativas entre los parametros Ko, t12a ¥ tmax, COMO Si
las habia en ayunas. Probablemente el alimento homogenizé el comportamiento del
farmaco y su forma farmacéutica (disgregacion y disolucién) en estomago, logrando un
pasaje uniforme en ambas especies, en velocidad y cantidad hacia intestino donde fue
absorbido. Por otro lado, esto también produjo una menor variabilidad en los pardmetros
que evalian la absorcion. Particularmente sobre la biodisponibilidad, esta menor
variabilidad permiti6 demostrar diferencias significativas entre la Fgimento de caninos y

felinos, siendo del 50 + 17 % para los primeros y 90 + 45 %. A diferencia de lo ocurrido en
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ayunas, donde la diferencia no resulté estadisticamente significativa (Fayuno perros 62 + 26

% Yy Fayuno gatos 95 + 60 %), como se menciono anteriormente.

Esta menor variabilidad en los pardmetros cinéticos con alimento, se atribuiria por un lado
a que el tiempo de vaciado gastrico es uno de los principales factores que influyen sobre
la tasa de absorcion, demostrado en caninos (Sabnis, 1999). Por otro lado, Fleisher y col.
(1999) encontraron en medicina humana, que para farmacos de alta permeabilidad (como
se clasifica la clindamicina) puede existir una mayor variabilidad en la absorcién en
ayunas respecto a individuos alimentados. Esto ocurre porque en ayunas el vaciado
gastrico se rige por ciclos de movimientos que generan ondas peristalticas cada 90 a 120
minutos mientras que los ciclos de contraccion musculares durante el proceso digestivo
son regulares y frecuentes. Estas Ultimas, sumadas a la contraccién del piloro, son las
encargadas de retener y procesar el contenido sélido y permitir la salida constante del
liquido hacia el duodeno durante la digestion. No existen reportes del efecto del alimento
sobre la variabilidad en la cinética oral de farmacos en caninos y felinos pero si estan
descriptos estos ciclos de movimiento de la capa muscular del estbmago en ayunas, bajo
el nombre de complejo motor interdigestivo, que ocurren en pequefios animales con una
frecuencia de una a dos horas con el fin de volcar el contenido gastrico hacia el duodeno
en el animal en ayunas (Sabnis, 1999; Herdt y Sayegh, 2013). En perros se demostro la
variabilidad que produce el administrar un farmaco en ayunas, particularmente el
celiprolol, segun la fase del complejo motor interdigestivo en que se encuentre el

estdbmago, en el momento de recibir la droga (Lipka y col., 1995).

La activacion del proceso de digestion debido a la presencia de alimento en perros,
generaria ciclos de contraccion de la musculatura lisa gastrica regulares y frecuentes que
homogenizarian, en primer lugar, la concentracion o cantidad de farmaco solubilizado en
forma uniforme en los liquidos gastricos, a partir del comprimido. Y en segundo lugar, la
velocidad de pasaje del principio activo hacia el intestino. De esta manera el proceso de
absorcion ocurriria en forma mas uniforme y por ende los pardmetros farmacocinéticos

resultantes tendrian una menor variabilidad.
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VI.II.3.b. Clindamicina con alimento en gatos

En felinos las diferencias se orientaron, en forma significativa, hacia una menor velocidad
de absorcién y mayor tiempo maximo cuando la droga se administro luego de la racion de
alimento. Los parametros comparados son, clindamicina en ayunas: ko, 6,39 + 2,01 h*,
t12a 0,12 £ 0,04 h y thax 0,57 = 0,13 h, clindamicina con alimento: ko, 3,77 £ 2,23 h™, tyza
0,24 £ 0,12 hy ta 0,96 £ 0,40 h.

La presencia de alimento no modific6 la cantidad total de farmaco absorbido, su
biodisponibilidad, ni la concentracion maxima alcanzada. Los resultados comparados en
felinos fueron ABC ,yuno 30,9 * 16,10 pg.h/ml vs. ABC aimento 34,31 + 12,51 pg.h/ml, F%
ayuno 94,78 = 59,84 vs. F% aimento 90,3 * 45,08, Crax ayuno 5,59 * 0,95 pg/ml vs. Crax aimento
5,52 £ 0,39 pg/ml.

Las diferencias observadas en gatos coinciden con lo descripto en la introduccién en
relacién a este temay lo esperado segun las caracteristicas quimicas de la clindamicina y

su clasificacion biofarmacéutica (BCS por sus siglas en inglés).

Tal como se reporté en este trabajo en gatos, en medicina humana McGehee y col.
(1968), encontraron un retraso en la absorcién oral de la clindamicina administrada con
alimento, sin cambios en la C.x. Similar ocurrié al administrar clindamicina palmitato una
hora posterior al alimento, también en humanos, encontrando un retraso en el tyq Sin
diferencias en la C.a, particularmente en este estudio observaron también un leve
aumento del ABC,.. (De Haan y col., 1972).

Como se describié en la introduccién son numerosos los factores, tanto fisico-quimicos
como fisiolégicos, que pueden influir sobre la cinética de un farmaco al administrarlo oral
con alimento. A diferencia de lo propuesto en caninos, debido a la mejor disolucién que
presenta la forma farmacéutica utilizada en este caso, capsulas, las mismas no

interferirian con el proceso de liberacion del principio activo hacia la luz del tubo digestivo.

Es probable que el retraso en el proceso de absorcion del antimicrobiano al administrarlo
oral con alimento a gatos, sin influir sobre la cantidad total absorbida, se deba al retraso
en el vaciado gastrico y en un segundo orden de importancia al aumento de pH estomacal
consecuente a la presencia de alimento. Esto se fundamenta por un lado porque, en

felinos, el tiempo medio en que el estbmago vacia la porcion liquida del alimento es de 51
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a 80 minutos mientras que la solida lo hace en 104 a 220 minutos (Gould y col., 1990). El
transito gastrico depende de la composicion de alimento, su densidad, la distencion del
estbmago y la activacion de diversos receptores intestinales que limitan la velocidad de
este proceso. Estos factores asi como la interaccion del farmaco con las particulas de
alimento, su solubilidad o suspensién en el fluido gastrico generan un retraso en el pasaje
de las drogas hacia intestino donde seran absorbidas, y particularmente influye en
farmacos de absorcion rapida como es la clindamicina (Fleisher y col., 1999; Welling,
1977; Williams y col., 1996; Sabnis, 1999; Herdt y Sayegh, 2013). Por otro lado, en
medicina humana, se estudié que el vaciado gastrico es el factor principal que regula la
absorcion de los farmacos pertenecientes a la clase 1 del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (BCS), dentro de la cual se ubica este antimicrobiano tanto en medicina
humana como en veterinaria (Wu y Benet, 2005; Papich y Martinez, 2015). Un segundo
factor, probablemente de menor relevancia debido a la elevada solubilidad de la
clindamicina, es la influencia del pH de los jugos gastricos. Los farmacos bases débiles
presentan tasas de disolucibn mas lentas en presencia de pH mas altos como ocurre
cuando el alimento alcanza el estdbmago (Williams y col., 1996; Fleisher y col., 1999;
Sabnis, 1999).

Por dltimo que no se hayan detectado diferencias significativas en la biodisponibilidad oral
de la clindamicina administrada con alimento podria considerarse una ventaja al momento
de su administracién. Tal como fue descripto en la introduccién este antimicrobiano puede
causar esofagitis en gatos cuando se la utiliza por via oral, para prevenir este efecto
adverso se sugiere la administracion de agua o alimento para favorecer su correcta
deglucion (Graham y col., 2000). Considerando estos resultados los gatos podrian comer
una racion de alimento luego de recibir el antibiético previniendo la aparicion de esofagitis

sin interferir con la eficacia del antibidtico.
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VIIII. Farmacodinamia

VI.IIl.1. Cepas estudiadas

Tal y como se describe en el apartado de materiales y métodos, se emplearon para esta
etapa cepas bacterianas causantes de enfermedad en caninos y felinos. Los principales
sitios de infeccion a partir de donde se aislaron estos microorganismos fueron piel y oido,
y con un menor numero de muestras, abscesos, vagina y orina. El origen geografico de

estos aislamientos es Ciudad de Buenos Aires y Gran Buenos Aires.

En este estudio se analizaron un total de 20 cepas, 17 correspondientes a estafilococos
(S. pseudointermedius n=16 y S. aureus n=1) y 3 a Streptococcus spp. Si bien este
namero no es suficiente para establecer el valor de CIM poblacional para este
antimicrobiano en esta region (CLSI, 2016), consideramos suficientes las cepas para
cumplir los objetivos de este trabajo y poder relevar el perfil de susceptibilidad bacteriana
a la clindamicina, calcular los predictores de eficacia integrando los parametros
farmacocinéticos y farmacodinAmicos obtenidos, y establecer interacciones
farmacoldgicas entre la clindamicina y otros antimicrobianos de uso frecuente en

pequefios animales.

En relacion al género y especie de las bacterias obtenidas en trabajo, (con predominancia
de S. pseudintermedius y un numero muy bajo de S. aureus y Streptococcus spp.) y los
sitios de infeccidn a partir de los cuales se tomaron las muestras, (piel, oido y en menor
proporcion abscesos y vagina). Se ha reportado previamente en infecciones causadas por
cocos grampositivos en pequefios animales que el microorganismo principalmente aislado
es el estafilococo siendo el estreptococo un agente ocasional. El estreptococo,
particularmente S. canis, es comensal normal de piel, oidos y mucosas como faringe, vias
respiratorias altas y genitales. Siendo aislado como agente etiol6gico de procesos
infecciosos en condiciones particulares como son felinos inmunosuprimidos, cachorros o
gerontes, como ocurre con gatitos neonatos infectados a partir de este microorganismo
presentes en el canal vaginal de la madre o pacientes felinos positivos a VIF o VILEF. En
caninos también fue reportado como agente oportunista en vaginitis, otitis, onfaloflebitis y
poliartritis, estos ultimos en cachorros malnutridos o de ambientes poco higiénicos.
También se reporté su hallazgo en abscesos caudados por mordeduras de caninos y

felinos. Muchos de estos procesos infecciosos no llegan a un diagnostico definitivo, solo
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empirico, por el amplio uso y elevada susceptibilidad a penicilinas que logran la cura
clinica sin necesidad de realizar cultivos y aislamientos y por otro lado al ser un habitante
normal de la flora bacteriana muchas veces es aislado en cultivos, asi como se
encuentran en pacientes sanos, sin ser necesariamente el agente causal (Foster y Martin,
2011; Greene y Prescott, 2012; Weese, 2013; Frymus y col., 2015; Rothe y col., 2015;
Nocera y col., 2021). Un estudio retrospectivo realizado por Nocera y col. (2021) en ltalia,
encontr6 que solo un 8% de las piodermias y otitis en caninos eran causadas por
Streptococcus spp., mientras que en felinos dicho porcentaje fue del 5%. Los
estreptococos tienen mayor relevancia como agente etiolégico de neumonias siendo los
porcentajes de aislamiento de 6 a 21% en perros y 20% en gatos (Macdonald y col., 2003;
Dear, 2020). Particularmente en este trabajo no recibimos bacterias aisladas en

infecciones de pulmaén.

Similar situacién ocurre con la proporcion de S. pseudintermedius vs. S. aureus. Por un
lado el S. pseudintermedius es el habitante normal de piel y oido presente en mayor
proporcion en el microbioma canino y felino mientras que el S. aureus se encuentra en
cantidad nula en la mayoria de los caninos y puede ser comensal en felinos. Esto coincide
con reportes de sobrecrecimiento del S. pseudintermedius en diferentes dermatopatias
(dermatitis atépicas, de contacto, seborreicas, alérgicas) tanto en perros como en gatos,
y con reportes de aislamiento, siendo este coco el aislado en mayor porcentaje en
procesos infecciosos de piel (Weese, 2013; Ludwig y col., 2016; Older y col., 2017,
Bierowiec y col., 2019; Nocera y col., 2021). En cuanto al S. aureus, el hallazgo como
agente causal de infecciones de piel en caninos es bajo a nulo (Ludwig y col., 2016;
Bierowiec y col.,, 2019; Nocera y col., 2021), mientras que en felinos hubo més
discrepancias. El estudio publicado por Nocera y col. (2021) encontrd en esta especie una
frecuencia de aparicion de S. aureus algo superior a la de S. pseudinterrmedius, mientras
que Ludwig y col. (2016), aislé 49 S. pseudinterrmedius y 29 S. aureus causantes de

dermatitis en gatos.

Finalmente, en cuanto a la elevada proporcion de bacterias estudiadas en perros en
relacion a la menor cantidad de bacterias aisladas en gatos, el recuento de cepas coindice
con reportes previos tanto en Buenos Aires como en otras ciudades. En Ciudad de
Buenos Aires y Gran Buenos Aires, un estudio retrospectivo encontré que de los S.

pseudinterrmedius aislados en oido 1197 correspondian a caninos mientras que solo 60 a
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felinos, similar ocurri6 en muestras de piel, siendo 493 de origen canino y 18 felino (Rumi
y col., 2021). Otro estudio retrospectivo realizado en Napoles, Italia, encontr6 que de 170
muestras de otitis remitidas, el 97% correspondian a caninos y solo el 3% a felinos,
mientras que de piodermias (n=62) la proporcion fue 77% de caninos y 23% de felinos
(Nocera y col., 2021). Lo mismo sucedié en un trabajo realizado por Ludwig y col. (2016)
quienes analizaron un total de 605 cepas de S. pseudintermedius, de las cuales 556
correspondian a caninos y 49 a felinos. La frecuencia de procesos infecciosos de piel con
COoCcos como agentes causal ocurriria en mayor proporcion en caninos respecto a felinos
ya que es probable que tanto el S. pseudintermedius como el S. aureus tengan una menor
capacidad de adherencia a los corneocitos felinos, lo que explicaria la baja incidencia de
dermatitis en esta especie respecto a la especie canina (Lu y McEwan, 2007; Woolley y
col., 2008).

VILIII.2. Determinacion de la CIM

Para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana y determinacion de la CIM se utiliz6 el
método de macrodilucion en caldo, considerado el método de referencia. El procedimiento
se llevé a cabo siguiendo las recomendaciones de las normas CLSI (2018), cumpliéndose
con todos los criterios de validez: la CIM de las cepas patron siempre estuvieron en el
rango especificado, tanto el control de esterilidad como el de in6culo fueron correctos
(evidenciandose ausencia y presencia de crecimiento bacteriano, respectivamente) y el
recuento bacteriano arrojoé también un valor adecuado, encontrandose siempre dentro del
rango indicado, 1 x 10° - 1 x 10° UFC/m.

Para describir la sensibilidad de los microorganismos estudiados, se informaron los
valores individuales de cada cepa, la CIMg,, CIMg, la moda y la frecuencia relativa. Estos
altimos cuatro parametros fueron calculados solo para los Staphylococcus
pseudintermedius, ya que el bajo numero de los restantes microorganismos,
Staphylococcus aureus y Streptococcus spp. no permitié dicho analisis. En cuanto a los
parametros estadisticos, se seleccionaron aquellos que mejor resumen los resultados
obtenidos. La CIMsy y CIMg, representan la concentracion que inhibe el 50 y 90% de los
aislamientos, respectivamente, y se emplearan posteriormente para el calculo de los

predictores de eficacia FC/FD. La moda es una medida de tendencia central que le da
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importancia al valor de CIM que aparece con mayor frecuencia. Finalmente, la frecuencia
relativa muestra el perfil de susceptibilidad expresado en porcentaje con respecto al total
de las muestras estudiadas.

Si bien el nimero de microorganismos estudiados no permite un analisis poblacional,
como se menciond anteriormente, los resultados calculados permitieron comparar los
hallazgos en este trabajo con otros estudios similares realizados en las mismas especies
animales, asi como también calcular los predictores de eficacia en funcion a las curvas de

disposicion plasmatica y parametros obtenidos también en este trabajo.

La moda calculada para la CIM del S. pseudintermedius fue 0,12 pg/ml y tomé el mismo

valor que la CIMs,, mientras que la ClIMg, se encontré en valores superiores a 4 pug/mil.

Estos resultados coinciden con los valores de CIM, CIMsq y CIMg, para S.
pseudintermedius de caninos y felinos, reportados por investigadores de distintas
regiones de América y Europa. Dichos trabajos arrojaron un rango de valores de CIM,
para microorganismos sensibles, comprendido entre 0,06 a 0,5 pg/ml, resultando la
mayoria de los mismos entre 0,6 y 0,12 pg/ml mientras que los S. pseudintermedius
resistentes presentaron valores de CIM superiores o iguales a 4 ug/mil (4, 8, 16, 32, 64,
128 pg/ml). A su vez, fueron pocos los microorganismos con valores de CIM reportados
entre 1 y 2 pg/ml, tal como sucedi6é en nuestro caso. Lo mismo ocurrié con las CIMs, y
CIMg, informadas en estas publicaciones, la CIMso reportada fue de 0,12 pug/ml mientras
que la CIMg, se ubicé dentro del rango de concentraciones que clasifica a los
microorganismos como resistentes, es decir, mayor o igual a 4 pug/ml (4, 8 o 128 pg/ml),
coincidiendo estos resultados con los obtenidos en este estudio (Holm y col., 2002;
Ganiere y col., 2005; Hartmann y col., 2005; Abusleme Garay, 2009; Pfizer, 2014; Ludwig
y col., 2016). Solo un trabajo realizado en Canada, presentdé una CIMs, de 0,25 pg/ml y
CIMgp de 1 pg/ml (Rubin y col., 2011).

La resistencia reportada para S. pseudintermedius en pequefios animales en Argentina,
en otros paises de América Latina y en Europa varia entre un 40 a 60%. Dicho rango
también coincide con los resultados hallados en este estudio, con un 38% de
microorganismos resistentes (56% sensibles y 6% con sensibilidad intermedia), acorde a
los criterios de interpretacién del perfil de susceptibilidad antimicrobiana, segun el valor de

CIM (ug/ml) y los puntos de corte establecidos por el CLSI (2015).
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En cuanto a nuestra region geografica, el perfil de susceptibilidad encontrado en este
caso para S. pseuditermedius es similar al reportado por Rumi y col. (2021) y Vigo y col.
(2015), para el mismo microrganismo, aislados a partir de oido, piel, vagina y otros tejidos
de caninos y felinos de la Ciudad de Buenos Aires, Gran Buenos Aires y Ciudad de La
Plata con porcentajes de resistencia de 40% a 43%. Y algo inferior a los porcentajes
reportados para microorganismos causantes de infeccion netamente en piel, con un 60%
y 66% de resistencia (Giacoboni y col., 2017; Rumi y col., 2021). En América Latina, en
Brasil, también se reportd una resistencia del 60% mientras que en Chile y Peru solo del
25-28%, aunque estos Ultimos, corresponden a trabajos realizados en 2009 (Abusleme
Garay, 2009; Antlinez y col.,, 2009.; Siqueira y col., 2014). En relacién a los paises
europeos, la resistencia reportada para S. pseudintermedius aislados en piel y tejidos
blandos se presenta en un rango similar al encontrado también en este estudio con
porcentajes del 38% y 41 a 50% en Paises Bajos e ltalia, respectivamente. Mientras que
en otras regiones los porcentajes fueron inferiores, no superando el 25% (Ganiere y col.,
2005; Larsen y col., 2015; Ludwig y col., 2016; Jessen y col., 2019; van Damme y col.,
2020; Nocera y col., 2021).

VI.II1.3. Tablero de Damas

Para estudiar el tipo de interaccién farmacol6gica que ocurre in vitro entre la clindamicina
y otros antimicrobianos se realizé el método “Tablero de damas” o “Checkerboard” (Pillai y
col., 2005).

La seleccién de los antimicrobianos con los que podria ser necesario combinar la
clindamicina en una situacion clinica en perros y gatos, se realiz6 en funcion a los
indicados como primera linea para el tratamiento de infecciones sistémicas, como son
sepsis, infecciones en piel, urinarias, respiratorias, digestivas, infestaciones por
hemoparésitos, etc. Eligiendo el antimicrobiano representativo de su correspondiente
grupo quimico (Beco y col., 2013; Sainz y col., 2015; Lappin y col., 2017; Tasker y col.,
2018; Jessen y col., 2019; Weese y col., 2019).

Dado que esta técnica tiene como punto de partida la determinacion de la CIM del
microorganismo en estudio para todos los antimicrobianos a evaluar, se siguieron los

criterios de validacion y recomendaciones de las normas CLSI (2018), cumpliéndose con
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todo lo requerido y tal como se explico en la seccién anterior: la determinacion de la CIM
de las cepas patrdn, los tubos control de esterilidad y de in6culo, y el recuento bacteriano.

Todas las cepas incluidas en el estudio de interaccién resultaron sensibles a los
antimicrobianos evaluados, segun los puntos de corte establecidos por el CLSI (CLSI,
2015; CLSI, 2019).

El resultado de la interaccion de la clindamicina con ampicilina, doxiciclina, gentamicina y
enrofloxacina se analizO mediante el calculo del indice “Concentracion fraccionaria
inhibitoria (FIC)” y los métodos “> FIC promedio”, “> FIC minima” y “> FIC Fila y Columna”.
Tal como se describid en materiales y métodos el “Y FIC promedio” sirve para evaluar el
tipo de interaccion existente entre 2 antimicrobianos en forma global pero subestima la
aparicion de sinergismo o antagonismo en combinaciones puntuales de concentraciones.
Para ello se eligi6 complementar este método con el de “YFIC minima” y “3FIC Fila y
Columna” cuyo fin es la deteccidn de sinergismo y antagonismo, respectivamente, en
cruces de concentracion puntuales (Elion y col., 1954; Hall y col., 1983; Bonapace y col.,
2002).

El resultado de los tres métodos empleados para el andlisis de la interaccion de la
clindamicina con ampicilina, doxiciclina, gentamicina y enrofloxacina para estafilococos y
ampicilina y doxiciclina para estreptococos fue indiferencia. La combinacién clindamicina
con doxiciclina fue la excepcién, dando un resultado de sinergismo a través del método

“> FIC minima”, tanto sobre estafilococos como estreptococos.

No existen reportes previos sobre la interaccién entre la clindamicina y la doxiciclina. Si
los hay con betalactamicos, (pero no con ampicilina), y los resultados fueron similares a
los hallados en este trabajo. Un estudio realizado por Simon y Littschwager (1985), sobre
la interaccion de clindamicina con ceftazidima sobre S.aureus y S. epidermidis, en el
tablero de damas, demostro la presencia de un efecto aditivo, indiferencia o sinérgico, sin
hallar antagonismo. Similar ocurri6 con clindamicina combinada con diferentes
aminoglucdsidos frente a S. aureus en la cual se demostrd sinergismo en algunos casos e
indiferencia en otros (Fass y col., 1974; Watanakunakorn y Glotzbecker, 1974). En cuanto
a la interaccion clindamicina con fluoroquinolonas, la misma se estudi6 mediante el

tablero de damas solo sobre anaerobios, encontrando también indiferencia en casi la
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totalidad de las cepas estudiadas (solo 2 arrojaron sinergismo) (Ednie y col., 2000). No
hay estudios sobre cocos grampositivos.

El tablero de damas estudia la interaccion de los antimicrobianos en funcion a la deteccion
de modificaciones que se producen en la CIM de un antibiético por la presencia de otro.
Esto podria considerarse un factor limitante si se deseara conocer el efecto de la
interaccion sobre la muerte bacteriana, para lo cual deberiamos recurrir a un segundo

ensayo complementario, realizando Curvas de Muerte Bacteriana.

No existe método in vitro para la evaluacion de combinaciones de antimicrobianos que
presente una buena correlacién clinica, por ende deben tenerse ciertas consideraciones al
extrapolarlo al uso in vivo. En primer lugar el sinergismo o0 antagonismo no son
caracteristicas absolutas, dependen de la especie y cepa bacteriana, ocurre en un rango
de concentraciones y puede definirse en funcion del crecimiento o muerte bacteriana
segun sea el método empleado. Por otro lado, en el paciente, la farmacocinética y las
propiedades fisico-quimicas de cada antimicrobiano determinan el grado de difusion al
sitio de accibn de cada uno, en qué concentraciones y durante cuanto tiempo se
mantienen. Por ultimo el sistema inmune juega un rol fundamental para la resolucién de
los procesos infecciosos particularmente cuando se emplean antimicrobianos
bacteriostéaticos. Para el uso particular de la clindamicina combinada con los antibiéticos
evaluados en este trabajo, el Tablero de Damas considera la especie y cepa bacteriana y
el efecto logrado con diferentes concentraciones de ambos antimicrobianos,
concentraciones comprendidas alrededor del rango de su CIM. Por otro lado este método
evalla solo el efecto bacteriostatico, sabiendo que la clindamicina puede comportarse
como bactericida sobre algunos microorganismos o0 que, como bacteriostatico, podria
interferir con el efecto bactericida de los antibi6ticos clasificados como tal, sin poder
evidenciarlo en los resultados. Esto ultimo podria resultar poco efectivo o perjudicial en

pacientes que presenten compromiso de su sistema inmune.

La terapéutica antimicrobiana debe realizarse idealmente como monoterapia, excepto en
situaciones particulares como son procesos infecciosos mixtos o infecciones simultaneas
0 agente etioldégico desconocido para, luego del aislamiento y antibiograma, desescalar
los antibioticos. Para estos casos la clindamicina podria combinarse con la doxiciclina sin
afectar la eficacia del tratamiento antibiotico. Lo mismo sucederia al combinar la

clindamicina con los antibiéticos bactericidas, ampicilina, gentamicina y enrofloxacina,
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teniendo particular atencién en pacientes con enfermedades o bajo tratamientos
inmunosupresores 0 pacientes graves en los cuales la respuesta del sistema inmune
podria estar disminuida, pudiendo verse afectada la eficacia de estos antimicrobianos

sobre el S. pseudintermedius, microorganismo evaluado en este trabajo.

VI.IV. Integracion farmacocinética/farmacodinamica (FC/FD)

Una correcta integracion entre las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de
la clindamicina, en cada especie animal empleada, permite optimizar su uso terapéutico
considerando tanto la dosis como el intervalo posoldgico con el fin de alcanzar la cura
clinica, bacteriologica, minimizar la aparicion de efectos toxicos y disminuir la aparicion de

cepas resistentes.

Como se describié en la introduccion la clindamicina fue un antimicrobiano inicialmente
clasificado como de eficacia tiempo dependiente, y posteriormente se lo ubicé dentro de
los de eficacia independiente de su concentracion y con prolongado efecto persistente
(Toutain y col., 2002; McKellar y col., 2004; Asin-Prieto y col., 2015; Ahmad y col., 2016;
Jessen y col., 2019). Esto llevé también a modificar el predictor de eficacia con el cual se
evalla, siendo inicialmente el t>CIM = 40-60% del intervalo posolégico, para luego
algunos autores proponer también el ABCy.4/CIM. (Klepser y col., 1997; Craig, 2001,
Toutain y col., 2002; McKellar y col., 2004; Mouton y col., 2005; Levison y Levison, 2009;
Ahmad y col., 2016; Ahmad y col., 2017). Sin embargo, todavia, no se determin6 un valor
del corte para este ultimo predictor (Lewis y col., 1999; Canut Blasco y col., 2015).

Por este motivo, en el presente estudio, se decidié estimar ambos predictores de eficacia
clinica y a partir de los mismos, proponer el intervalo posolégico éptimo. Para el calculo
de los predictores de eficacia se decidio utilizar el valor de CIMs, obtenido en este trabajo,
para el predictor de eficacia t>CIM, se utilizaron los valores de 1CIMsg,, 2CIMsq Yy 4CIMsq
(Craig, 1998). Tal como se explicé anteriormente, como el niUmero de cepas estudiadas
no es suficiente para una representacion poblacional, se decidid6 también realizar el
andlisis FC/FD con la concentracion establecida por el CLSI (2015) como punto de corte
para estafilococos de origen animal sensibles a clindamicina, cuyo valor corresponde a

0,5 pg/ml. En este estudio no fue posible emplear la CIMg, por tomar valores superiores a

- 180 -



4 pg/ml, concentraciones comprendidas dentro del rango de microorganismos resistentes
(CLSI, 2015).

En caninos, la clindamicina administrada a 10 mg/kg por via endovenosa alcanzé
concentraciones plasmaticas por encima de 0,5 pg/ml (4CIMso y ClMc.s)) durante mas de
12 horas permitiendo un intervalo posologico de 24 horas (t>CIM = 40-60% del intervalo
posologico). En cambio, con una dosis de 8,3 mg/kg via oral las concentraciones se
mantienen 12 horas por sobre la CIM considerado 1CIMs, tanto en ayunas como con
alimento y 2 CIMso en ayunas. Con un valor de 4CIMs, y 2CIMso oral con alimento, las
concentraciones no superan las 8-9 horas por sobre el valor de CIM y por ende el
intervalo posoldgico optimo deberia reducirse a 12 horas. Al analizar estadisticamente el
pardmetro t>2CIMs, no se observaron diferencias significativas entre el valor calculado
para la administracion en ayunas respecto a la administracion con comida (tampoco la
hubo para los restantes valores de CIMs, utilizados). Probablemente, el desvio en este
parametro impidié obtener una diferencia significativa a este nivel. Los valores calculados
para el predictor de eficacia t>CIM y los intervalos posoldgicos propuestos, coinciden con
reportes similares hechos en caninos, donde indicaron que dosis de 11 mg/kg via oral
mantienen concentraciones por sobre una CIM menor a 0,5 pug/ml entre un 58 a 100% con
un intervalo posolégico de 24 horas, mientras que para valores de CIM de 0,5 pg/ml o
superior (2 pg/ml) el intervalo posolégico debia ser de 12h (Batzias y col., 2005). En un
segundo trabajo, clindamicina administrada via oral a caninos también a una dosis de 11
mg/kg mantuvo concentraciones por sobre la CIM de 0,5 pg/ml durante 16 horas
(Saridomichelakis y col., 2011).

En felinos, la clindamicina administrada a 10 mg/kg por via endovenosa y 15 mg/kg por
via oral tanto en ayunas como con alimento produjo concentraciones plasmaticas por
encima de 0,5 pg/ml o 4CIMs, durante mas de 12 horas permitiendo un intervalo
posologico de 24 horas (t>CIM = 40-60% del intervalo posologico). Estadisticamente
tampoco se observaron diferencias entre los predictores calculados para la via oral en
ayunas y con alimento. Un estudio realizado en gatos encontr6 que la clindamicina
administrada via oral a gatos a 11 mg/kg mantiene concentraciones superiores a 0,4
pug/ml durante mas de 12 horas proponiendo un intervalo posologico de 24 horas para el
tratamiento de S. aureus (con dicho valor de CIM) (Brown y col., 1989). Mientras que en

otro trabajo, a la misma dosis, obtuvieron concentraciones plasmaticas superiores a 4CIM
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(CIM=0,5 pg/ml) durante la primera hora y media, y superiores a 1CIM por 12 horas
(Boothe y col., 1996).

Posteriormente varios autores clasificaron la eficacia de este antimicrobiano como
independiente de su concentracion y con prolongado efecto persistente, ya que se
demostré que presenta un EPA que varia segun especie bacteriana que varia entre 1 a 10
horas (Bundtzen y col., 1981; Vogelman y Craig, 1986; Craig y Vogelman, 1987,
Vogelman y col., 1988; Kuenzi y col., 1987; Xue y col., 1996; Valdimarsdéttir y col., 1997;
Athamna y col., 2004). Sugiriendo que el mejor predictor de eficacia clinica para este
antimicrobiano seria ABC,.,4/CIM (Soriano Garcia, 2002; Ambrose y col., 2007; Levison y
Levison, 2009; Saridomichelakis y col., 2011; Papich, 2014; Asin-Prieto y col., 2015;
Blasco y col., 2015; Ahmad y col., 2016; Ahmad y col., 2017).

Considerando una administracion diaria, en caninos, los valores de ABC.,4/CIM, CIMs
0,12 pg/ml y ClMc.s; 0,5 pg/ml, obtenidos luego de administrarles la clindamicina por via
endovenosa fueron 329 y 79, respectivamente. Mientras que para la via oral en ayunas
fueron 159 y 38, y via oral luego de alimentados 133y 61.

Considerando una administracion diaria, en felinos, los valores de ABCy.,4/CIM, CIMsg
0,12 pg/ml y ClMc.s; 0,5 pg/ml, obtenidos luego de administrarles la clindamicina por via
endovenosa fueron 210 y 50 respectivamente. Mientras que para la via oral en ayunas

fueron 257 y 62, y via oral luego de alimentados, 286 y 69.

Para ambas especies, tampoco se encontraron diferencias significativas en el predictor
ABC,.,4/CIM abtenido luego de la administracién de la clindamicina oral en ayunas o con

alimento.

Como se cité anteriormente, a pesar de ser el predictor de eficacia sugerido para este
antimicrobiano, todavia no se establecié un valor del corte para el mismo (Lewis y col.,
1999; Canut Blasco y col., 2015). Un unico estudio en medicina humana calculé el ABC,.
24/CIM para 3 posologias de clindamicina via endovenosa en humanos, 600 mg cada 8
horas, 300 mg cada 8 horas y 300 mg cada 12 horas, en base a dos aislamientos de S.
aureus, con una CIM de 0,12 pg/ml, obteniendo un valor de parametro de 1133; 575 y
358, respectivamente (Lewis y col.,, 1999). Mientras que en caninos en el estudio

realizado por Saridomichelakis y col. (2011) encontraron que la clindamicina responderia
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mejor al predictor ABCy.,4/CIM cuando es administrada a 11 mg/kg cada 24 horas
respecto a administrarla a 5,5 mg/kg cada 12 horas.

- 183 -



VII. CONCLUSIONES

- 184 -



VIl. CONCLUSIONES

v El método de HPLC resultd selectivo y especifico para cuantificar las

concentraciones plasmaticas de la clindamicina en caninos y felinos.

v" Luego de la administracion endovenosa de la clindamicina a caninos y felinos
la misma se distribuy6 rdpidamente y en forma amplia en ambas especies.
Este proceso no difirié en perros y gatos y en ambas especies fue levemente
mas lento que los parametros reportados previamente en caninos. En cuanto a
la eliminacion, la misma ocurri6 con mayor velocidad en gatos respecto a
perros, probablemente debido a una diferencia en el metabolismo del farmaco.
Estos parametros estuvieron dentro del rango informado previamente, también

en estudios realizados en caninos.

v' La absorcién oral de la clindamicina en ayunas fue rapida presentando una
buena biodisponibilidad en ambas especies, siendo mayor en los gatos
respecto a los perros.

v' El alimento no modificé significativamente la biodisponibilidad oral del
antimicrobiano en ninguna de las especies en estudio. Si se encontré6 un
comportamiento distinto en la velocidad de absorcion en perros y gatos,
mientras que en los primeros el antimicrobiano administrado con comida se
absorbi6 maés rapido, en los segundos ocurri6 lo contrario, viéndose
enlentecido el proceso de absorcién en presencia de alimento en tubo
digestivo. Es probable que la forma farmacéutica sea la responsable de esta

diferencia.

v' La sensibilidad de las cepas de estafilococos estudiadas fue moderada y
similar a lo reportado previamente por la bibliografia tanto en esta regién como
en otros paises, sefialando un porcentaje considerable de microorganismos

resistentes a este antibiotico.

v" Al combinar in vitro la clindamicina con otros antimicrobianos de uso frecuente
en pequefios animales el resultado obtenido fue de indiferencia para todas las
combinaciones excepto para la doxiciclina con la que se detecté sinergismo. El
resultado de interacciones farmacodinamicas debe evaluarse en funcién a las

limitaciones de cada técnica.
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v' El predictor de eficacia t>CIM resultdé prolongado en ambas especies
permitiendo en felinos un intervalo posolégico de 24 horas a las dosis
empleadas, mientras que en caninos el intervalo para la via oral debiera

reducirse a 12 horas.

v" Al no existir valores de referencia en medicina humana como veterinaria para el
predictor de eficacia ABCg.4/CIM, pudieron establecerse valores en ambas
especies con las dosis empleadas en este trabajo.
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|IX. ANEXOS



IX.l1. ANEXO |

Colocacion catéter central Intracath® en vena yugular de los

felinos

Metodologia

La metodologia para la colocacion del catéter central yugular fue tomada a partir del
trabajo publicado por Albarellos y col. (2003). Para la cateterizacién los animales fueron
anestesiados con una combinacién de tiletamina-zolazepam (Zelazol® laboratorio Zoetis)
a razon de 4 mg/kg de tiletamina y 4 mg/kg de zolazepam por via intramuscular.
Posteriormente se realiz6 la preparacion del campo mediante tricotomia completa
alrededor del cuello y 3 lavados quirdrgicos, alternando peroxido de benzoilo 2% y
alcohol. Se colocé al animal en decubito lateral izquierdo y se ingurgité la vena yugular
presionando en la base de entrada al térax. Se canaliz6 la vena con un primer catéter tipo
Abbocat® 20G siguiendo la técnica clasica de colocacién de catéter en venas periféricas.
Como punto de entrada a la vena yugular se tomé la distancia media entre la rama
mandibular y la entrada del térax. Una vez introducido el teflon se retiré el mandril y se
colocé a través del mismo un segundo catéter denominado Intracath® (Intracath® with
wire stylet LV. catheter/needle unit Vialon® radiopaque material. Becton Dickinson

Vascular Access, Sandy, Utah, USA) para vias centrales (Figura Al.1).

Este catéter, de uso en medicina humana, es de un biomaterial denominado Vialon®, que
permite su colocacién durante periodos prolongados de tiempo debido a su nula accion
irritante sobre el endotelio. Tiene un largo total de 22 cm y debié introducirse en vena
yugular unos 10 cm, esta distancia es lo suficientemente larga para evitar la formacion de
trombos pero sin ingresar a las camaras cardiacas (Lainesse y col., 2007). Una vez
colocado este catéter, se procedio a retirar el primero, en forma completa de la vena, y se
acoplaron los conos de ambos por fuera del cuello del animal (Figura Al.2). Finalmente se
extrajo el mandril del segundo catéter y se coloc6é un tapon para catéter. La sujecion al
cuello se realiz6 colocando una tela adhesiva en forma de mariposa abarcando los 12 cm
externos del catéter (incluyendo también al catéter 20G, los conos acoplados y el tapén) y
se suturd con 2 puntos simples en relacion al sitio de ingreso del catéter en piel (Figura

AlL3). El extremo libre se adapté a la curvatura del cuello del animal y se realiz6 un
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vendaje en forma de collar, con cinta hipoalergénica (en contacto con la piel), luego con
venda tipo Cambric® y finalmente tela adhesiva, procurando dejar por fuera una porcién
del tapdn para realizar la toma de muestras (Figura Al.4). La permeabilidad del catéter se
comprobd y se mantuvo inyectando en el mismo 0,5 ml de solucién de heparina 10 Ul/ml
en solucidn fisiolégica, al iniciar y finalizar cada dia de trabajo.

Figura Al.1. Catéter Intracath® con mandril interno.

- 233 -



Clindamicina en caninos y felinos domésticos: farmacocinética y farmacodinamia
ANEXO |

Figura Al.1l. Catéter para via central colocado en vena yugular izquierda. El catéter 20G
se utilizé para la venopuncion, luego se introdujo el catéter definitivo de Vialon® a través
del mismo. El catéter de teflon es finalmente retirado del cuello del gato y acoplados uno

al otro para evitar movimiento.

Figura Al.2. Primera fijacion del catéter con tela adhesiva cubriendo la porcion externa del

mismo y 2 puntos simples en el extremo proximo al sitio de entrada del catéter a piel.
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Figura AlL.3. Vendaje completo en forma de collar realizado con cinta hipoalergénica,
venda tipo Cambric® y tela adhesiva. El tapon del catéter se deja libre para la toma de

muestras.

Si bien Lainesse y col. (2007) sefialaron que la longitud de catéter introducido en la vena
yugular y cava anterior de los gatos debia ser de entre 7 a 10 cm, por lo que la longitud
fuera del gato deberia ser para nuestro trabajo, no menor de 10 cm y hasta 13 cm. Se
decidio, al inicio del primer experimento, realizar un control radiolégico en uno de los
felinos del ensayo (Gato “K”) para verificar su ubicacion. Se indicaron 2 incidencias latero-
lateral izquierda y ventro-dorsal (Figura Al.5). Para la realizacion de este estudio no fue

necesario sedar al animal.
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Figura Al.4. Radiografia de cuello y térax incidencia latero-lateral izquierda (izquierda) y
dorso-ventral (derecha). Distancia medida al atrio derecho 2,75 a 3,39 cm

aproximadamente.

Resultados

Los gatos recibieron una Unica dosis anestésica para la colocacién del catéter y no
presentaron efectos colaterales durante la recuperacion. Tampoco manifestaron cambios
comportamentales y se adaptaron sin dificultad al vendaje realizado. No se observaron
reacciones en piel durante ni posterior a la extraccion de los mismos, ni sangrado o
hematomas en el sitio de entrada. Los catéteres se mantuvieron permeables durante todo
el tiempo en que fueron empleados (15 dias) y pudieron tomarse la totalidad de las

muestras sin dificultad.

El informe radiol6gico determiné una longitud interna de 8,05 cm (en linea recta) y 2,75 a
3,39 cm desde el extremo libre del catéter a la entrada del corazon (Figura 5). Retirado el

catéter se midio la longitud exacta desde el sitio de entrada en piel que fue de 10,5 cm.
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Discusiéon

La cateterizacion venosa central permiti6 muestreos prolongados, con el animal
consciente durante todo el estudio permitiendo que el modelo experimental se asemeje
més a la realidad y utilizando un material con minimo a nulo efecto irritante sobre el
endotelio. Esto lo diferencia de la metodologia de cateterizacion periférica clasica en la
cual el paciente debe permanecer entre 12 a 24 horas con el catéter colocado en uno de
sus miembros siendo particularmente molesto e incobmodo para esta especie animal. A su
vez, el riesgo de flebitis con el catéter venoso central es practicamente nulo porque el
material del que esté fabricado es no reactivo. Esta es una diferencia importante cuando
se lo compara con los catéteres venosos periféricos hechos de Teflon®, siendo ésta una
de las principales limitantes para el tiempo de permanencia de estos catéteres en las

venas (Gaukroger y col., 1988).
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IX.11. ANEXO I
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Figura All.1. Curvas estandar de la clindamicina en fase movil. Curvas de regresion del
area del pico en funcion de la concentracion del antimicrobiano (FM1 R* = 0.9999, FM2 R?
=0,9999, FM3 R?= 0,9996, FM4 R?= 0,9997, FM5 R?= 0,9994).

Tabla All.1. Célculo de la precision intra-dia del método cromatografico para la
determinacion de las concentraciones de la clindamicina en fase movil. Coeficiente de

variacion intra-dia (%) = (D.E. / promedio) x 100.

Concentracion Area de pico FM1 (mV) Area de pico FM2 (mV) Area de pico FM3 (mV)
(ng/ml) Promedio D.E. CV (%) Promedio D.E. CV (%) | Promedio D.E. CV (%)
20,00 2,96 0,011 0,38 3,03 0,023 0,75 2,94 0,053 1,81
10,00 1,49 0,010 0,69 1,49 0,008 0,53 1,49 0,013 0,89
5,00 0,77 0,011 1,39 0,75 0,006 0,77 0,75 0,010 1,37
2,50 0,38 0,003 0,67 0,38 0,004 1,07 0,41 0,008 2,04
1,25 0,19 0,004 2,28 0,19 0,003 1,58 0,20 0,007 3,24
0,63 0,10 0,004 4,15 0,09 0,002 2,41 0,12 0,001 1,02
0,31 0,05 0,002 2,98 0,05 0,001 1,45 0,07 0,0004 | 0,53
0,16 0,02 0,001 2,79 0,02 0,001 2,84 0,02 0,006 3,29
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Tabla All.1. Continta

Concentracion Area de pico FM4 (mV) Area de pico FM5 (mV)

(ng/ml) Promedio D.E. CV (%) | Promedio D.E. CV (%)
20,00 3,17 0,030 0,94 3,25 0,031 0,96
10,00 1,62 0,024 1,47 1,70 0,015 0,88
5,00 0,83 0,007 0,80 0,84 0,009 1,01
2,50 0,42 0,010 2,45 0,40 0,009 2,17
1,25 0,21 0,010 4,60 0,21 0,004 1,95
0,63 0,11 0,007 6,46 0,10 0,000 0,10
0,31 0,05 0,0030 5,48 0,05 0,0013 2,47
0,16 nc nc Nc nc nc Nc

nc: no calculado

Tabla All.2. Célculo de la precision inter-dia del método cromatografico para la
determinacion de las concentraciones de la clindamicina en fase movil. Coeficiente de

variacién inter-dia (%) = (D.E. / promedio) x 100.

Concentracion Areas de pico curva FM1, FM2, FM3, FM4, FM5 (mV)
(ng/ml) Promedio D.E. CV (%)
ALY 3,07 0,136 4,45
TR 1,56 0,096 6,15
LY 0,79 0,044 5,55
2,50 0,40 0,021 5,16
L 0,20 0,008 4,24
i 0,10 0,009 9,06
Ot 0,05 0,007 1334
e 0,02 0,002 11,02
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Tabla All.3. Célculo de la exactitud del método cromatogréafico para la determinacion de
las concentraciones de la clindamicina en fase mévil. Exactitud (%) = (valor observado /
valor real) x 100.

Concentracién Exactitud (%) = (valor observado / valor real) x 100

(ug/mi) FML Fv2 FM3 FM4 FM5
AUy 99,72 100,29 99,72 99,54 99,15
Y 100,44 98,97 100,56 101,30 103,30
. 102,86 99,13 100,41 102,11 101,73
2 99,87 101,03 107,42 102,11 96,54
s 100,01 101,62 99,94 95,75 95,80
e 98,85 101,74 107,21 90,21 90,49
el 98,16 106,32 103,50 80,02 84,74
Ok 64,24 96,27 21,45 ne ne

nc: no calculado
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Figura All.2. Curvas estandar de la clindamicina en plasma canino. Curvas de regresion
del area del pico en funcién de la concentracion del antimicrobiano (ppA R* = 0,9928, ppB
R?=0,9975, ppC R?=0,9945).
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Figura All.3. Curvas estandar de la clindamicina en plasma felino. Curvas de regresién del
area del pico en funcion de la concentracion del antimicrobiano (pgA R*= 0,9621, pgB R?
=0,9953, pgC R? = 0.9956).

Tabla All.4. Célculo de la precision intra-dia del método cromatografico para la
determinacion de las concentraciones de la clindamicina en plasma canino. Coeficiente de

variacion intra-dia (%) = (D.E. / promedio) x 100.

Concentracién Area de pico ppl (mV) Area de pico pp2 (mV) Area de pico pp3 (mV)

(ng/ml) Promedio D.E. CV (%) | Promedio D.E. CV (%) | Promedio D.E. CV (%)

20,00 2,13 0,03 1,29 2,15 0,02 1,09 2,17 0,06 2,57

10,00 0,91 0,02 1,87 1,17 0,03 2,66 0,98 0,02 1,94

5,00 0,53 0,03 6,24 0,59 0,01 1,21 0,54 0,01 1,48
2,50 0,28 0,01 2,33 0,26 0,01 1,99 0,30 0,01 4,76
125 0,18 0,01 5,33 0,13 0,00 2,68 0,16 0,00 3,12
0,63 0,08 0,01 11,63 | 0,08 0,00 5,84 nc

0,31 0,03 0,00 5,88 0,05 0,00 7,26 0,03 0,00 2,11

nc: no calculado
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Tabla All.L5. Célculo de la precision inter-dia del método cromatografico para la
determinacion de las concentraciones de la clindamicina en plasma canino. Coeficiente de

variacion inter-dia (%) = (D.E. / promedio) x 100.

Concentracion Areas de pico curva pp1, pp2, pp3 (mV)

(ng/ml) Promedio D.E. CV (%)
20,00 2,15 0,02 1,14
10,00 1,02 0,13 13,06
5.00 0,55 0,03 5,92
2,50 0,28 0,02 7,44
1.25 0,16 0,02 15,18
0,63 0,08 0,00 1,45
0,31 0,04 0,01 20,05

Tabla All.6. Célculo de la exactitud del método cromatografico para la determinacion de
las concentraciones de la clindamicina en plasma canino. Exactitud (%) = (valor

observado / valor real) x 100.

Concentracion Exactitud (%) = (valor observado / valor real) x 100

(ng/ml) ppl pp2 pp3
20,00 102,75 98,47 102,58
10,00 87,63 105,91 92,03
5,00 98,41 105,16 100,78
2,50 101,77 87,65 110,59
1.25 123,93 82,40 114,93
0,63 97,95 92,86 nc
0,31 80,00 117,72 81,70

nc: no calculado
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Tabla All.7. Célculo de la precision intra-dia del método cromatografico para la
determinacion de las concentraciones de la clindamicina en plasma felino. Coeficiente de

variacion intra-dia (%) = (D.E. / promedio) x 100.

Concentracion Area de pico pgl (mV) Area de pico pg2 (mV) Area de pico pg3 (mV)

(ng/ml) Promedio D.E. CV (%) | Promedio D.E. CV (%) | Promedio D.E. CV (%)

0ol 1,958 0,113 | 5,769 | 2,119 0,052 | 2,455 | 2,389 0,093 | 3,894

10,00 1,364 | 0,000 |0,022 | 1,185 0,007 | 0,555 | 1,109 | 0,049 | 4,422

5,00 0,623 |0,024 |3,776 |0,621 |0,004 |0,612 |0,550 |0,016 | 2,943
2,50 0,302 |0,023 |7,612 |0,319 |0,006 |1,754 |0,328 |0,022 | 6,707
125 0,145 |0,001 |0,390 |0,149 |0,004 |2,639 |0,166 | 0,004 | 2,435
0,63 0,083 |0,001 |1,283 |0,076 |0,001 |1,726 |nc

031 0,039 | 0,004 | 11,408 | 0,036 |0,001 |2,267 |0,034 |0,002 |3,756

nc: no calculado

Tabla All.8. Célculo de la precision inter-dia del método cromatografico para la
determinacion de las concentraciones de la clindamicina en plasma felino. Coeficiente de

variacién inter-dia (%) = (D.E. / promedio) x 100.

Concentracion Areas de pico curva pgl, pg2, pg3 (mV)

(ng/ml) Promedio D.E. CV (%)
20,00 2,155 0,218 10,105
10,00 1,220 0,131 10,742
5,00 0,598 0,041 6,931
2,50 0,316 0,013 4,091
125 0,153 0,011 7,085
0,63 0,079 0,005 6,850
0,31 0,036 0,003 7,034
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Tabla All.9. Célculo de la exactitud del método cromatografico para la determinacion de

las concentraciones de la clindamicina en plasma felino. Exactitud (%) = (valor observado

/ valor real) x 100.

Concentracion Exactitud (%) = (valor observado / valor real) x 100

(Hg/ml) pgl pg2 pg3
20,00 93,11 97,66 101,49
10,00 117,33 107,51 94,47
5,00 100,62 99,55 94,57
2,50 97,77 102,63 113,79
1,25 94,75 96,79 117,82
0,63 109,43 100,20 nc
0,31 105,51 98,79 119,03

nc: no calculado

Tabla All10. Célculo del porcentaje de extraccion (recuperacion) de la clindamicina a partir

de plasma canino.

Concentracion Porcentajes de extraccion (%)
(Hg/ml) PPA ppB ppC
Al 67,054 65,733 70,159
HIEe nc 68,708 62,028
ALY 63,913 70,052 66,674
22l 66,784 63,646 70,628
12 86,263 64,025 71,270
U 76,519 78,374 nc
ohel 61,700 58,090 71,600
Porcentaje de extraccién promedio 68,6%
D.E. 6,59
CV% 9,61

nc: no calculado
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Tabla All.11. Calculo del porcentaje de extraccion (recuperacion) de la clindamicina a
partir de plasma felino.

Concentracion Porcentajes de extraccion (%)
(Hg/ml) PgA pgB pgC
ALY 66,149 70,017 79,062
e 91,329 79,459 72,875
2Ly 81,186 83,290 71,634
22 80,390 84,130 80,835
e 77,073 78,575 72,352
tige 86,005 80,799 nc
ohet 77,190 74,500 65,200
Porcentaje de extraccion promedio 77,6%
D.E. 6,57
CV% 8,47

nc: no calculado

Tabla All.12. Calculo del limite de cuantificacion en fase mavil, plasma canino y felino.

Concentracion . ) )
Area media D.E. CV% Exactitud LOQ
(Hg/ml)
FASE MOVIL
0.6 0,102 0,01 10,70 6,50
03 0,047 0,004 9,72 18,43 LOQ
0,15 ng
PLASMA CANINO
0,6 0,0811 0,0070 8,59 6,53
03 0,0325 0,0034 10,55 19,86 LOQ
0,15 nq
PLASMA FELINO
0,6 0,0795 0,0014 1,78 14,65
03 0,0369 0,0019 4,91 6,08 LOQ
0,15 nq

ng: no cuantificable
LOQ: limite de cuantificacion
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X1 ANEXO 1l

Criterios de Akaike y Schwartz para el andlisis farmacocinético de la

clindamicina en perros

Tabla Alll.1. Valores individuales resultantes del calculo de los criterios de minima
parsimonia y correlacion entre valores observados y estimados, para la eleccion del

modelo de analisis compartimental, tras la administracion endovenosa de clindamicina a

perros.
Modelo DIAGNOSTICO C F P Q R T
Akaike 420 | -2,50 | -4,29 | -9,70 | -22,68 | -13,30

Monocompartimental | Schwartz 292 |-1,22|-3,32|-842 | -21,40 | -12,17
Correlacion 0,94 | 0,97 | 0,89 | 0,95 | 0,97 | 0,96

Akaike -20,00 | -1,91 | -8,36 | -8,34 | -22,59 | -34,70

Bicompartimental Schwartz -17,44 | 0,64 | -6,42 | -5,78 | -20,03 | -32,44
Correlacion 0,98 | 099 | 0,97 | 0,97 | 0,98 | 0,99

Tabla Alll.2. Valores individuales resultantes del calculo de los criterios de minima
parsimonia y correlacion entre valores observados y estimados para la eleccion del

modelo de andlisis compartimental, tras la administracion oral en ayunas de clindamicina

a perros.
Modelo DIAGNOSTICO | C F P Q R T
Akaike 20,39 | 19,37 | 8,68 |-10,13 | 8,96 | -1,02
Monocompartimental | Schwartz 22,08 | 20,57 | 10,13 | -8,94 | 9,86 | 0,17
Correlacion 0,88 | 0,81 | 0,96 | 0,98 |0,91 | 0,95
Akaike 87,62 | 23,60 | 12,75 | -8,99 | NA | -4,26
Bicompartimental Schwartz 90,44 | 25,59 | 15,17 | -7,00 | NA | -2,27
Correlacion 0,44 | 0,81 | 0,96 | 0,98 | NA | 0,97

NA: no se logré el ajuste
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Tabla Alll.3 Valores individuales resultantes del calculo de los criterios de minima
parsimonia para la eleccién del modelo de analisis compartimental, tras la administracién

oral con alimento de clindamicina a perros.

Modelo DIAGNOSTICO [ C F P Q R T
Akaike 9,09 | 1,21 | -9,63 | 0,34 | 10,47 | -9,21
Monocompartimental | Schwartz 10,29 | 2,90 | -10,46 | 2,03 | 12,17 | -8,01
Correlacion 0,91 | 0,98 | 0,99 |0,92| 095 | 0,97
Akaike 10,00 [ 5,15 | NA | 450 | 14,45 | NA
Bicompartimental Schwartz 11,99 | 7,98 NA 7,32 117,27 | NA
Correlacién 0,93 | 0,98 NA |[0,92| 0,94 NA

NA: no se logro el ajuste

Criterios de Akaike y Schwartz para el analisis farmacocinético de la

clindamicina en gatos

Tabla Alll.4. Valores individuales resultantes del calculo de los criterios de minima
parsimonia y correlacion entre valores observados y estimados, para la eleccion del

modelo de analisis compartimental, tras la administracion endovenosa de clindamicina a

gatos.

Modelo DIAGNOSTICO | F G H [ J K
Akaike 15,99 | 8,04 | 10,24 | -5,85 | 0,17 | 3,06

Monocompartimental | Schwartz 16,79 | 9,00 | 11,27 | -4,88 | 0,56 | 4,19
Correlacion 0,90 | 0,97 | 0,98 | 0,99 | 0,96 | 0,98
Akaike -4,16 | 9,89 | 4,90 | -28,14 | -2,10 | 6,16

Bicompartimental Schwartz -2,57 | 11,83 | 7,16 | -26,20 | -1,31 | 8,42
Correlacion 099 | 0,98 | 0,99 | 0,99 | 0,98 | 0,99
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Tabla Alll.5. Valores individuales resultantes del calculo de los criterios de minima
parsimonia y correlacion entre valores observados y estimados, para la eleccion del

modelo de analisis compartimental, tras la administracion oral en ayunas de clindamicina

a gatos.

Modelo DIAGNOSTICO F G H I J K
Akaike -9,13 | 17,97 | 13,84 | 2,69 | 11,64 | -3,33

Monocompartimental | Schwartz -7,68 | 19,89 | 15,54 | 4,61 | 12,83 | -1,87
Correlacion 098 | 0,94 | 093 | 0,96 | 0,92 | 0,96
Akaike 17,33 | 20,63 NA | 15,76 NA NA

Bicompartimental Schwartz 19,75 | 23,46 NA | 18,59 NA NA
Correlacion 0,95 | 0,85 NA 0,96 NA NA

NA: no se logro el ajuste

Tabla Alll.6. Valores individuales resultantes del célculo de los criterios de minima
parsimonia y correlacion entre valores observados y estimados, para la elecciéon del
modelo de andlisis compartimental, tras la administracion oral con alimento de

clindamicina a gatos.

Modelo DIAGNOSTICO F G H I K
Akaike 14,26 [ 16,59 | g 22 | 12,32 | 3,09

Monocompartimental | Schwartz 15,71 | 18,28 | g 13 | 14,02 | 4,28
Correlacion 094 | 085 [pog4q | 096 | 0,97
Akaike 17,33 | 20,63 | NA | 15,76 | NA

Bicompartimental Schwartz 19,75 | 23,46 | NA | 18,59 | NA
Correlacion 0,95 | 0,85 | NA | 0,96 | NA

NA: no se logro6 el ajuste
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IX.1V. ANEXO IV

Analisis no compartimental en perros y gatos

Se muestran a continuacion los resultados del andlisis no compartimental de las curvas de

disposicién de la clindamicina administrada por via endovenosa, oral en ayuno y oral

luego de recibir una racion de alimento a perros y gatos.

Tabla AlIV.1. Parametros farmacocinéticos calculados tras

la administracion de

la

clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa a perros, valores individuales, media y desvio

estandar (D.E.), obtenidos mediante analisis no compartimental.

Parametro Unidad C F Q P R T Media D.E.

L atmpalies 14,00 | 13,00 | 12,00 | 14,00 | 13,00 | 13,00 | 1317 | 0,75
Dose my 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 0,00
Rsq 098| 096| 091 096| 100| 100| 097| 0,03
e 098| 095| 090| 096| 100| 099| 096| 004
ConxXy 099 | -098| -095| -098| -1,00| -100| -098| 002
e 800 | 800 1000| 12,00| 300 1000| 850 | 3,08
UL ol 020| 026| 022| o021| 02| 026| 023| 003
HENTIOCEL A TS e 143| 225| 214| 188| 258| 213| 207| 039
Lk 2 Jonier h 150 100| 033| 033]| 600| 05| 161| 220
Lenloak 2 e h 12,00 | 10,00 | 8,00 | 1200 | 1000 | 10,00 | 1033 | 1,51
e h 347 | 267| 309| 324| 344| 270| 310| 035
Span 303| 337| 248| 360| 116| 352| 286| 0,93
Tmax h 016| o008| 008| 016| o008| 008| 011| 004
Cmax ug/m| 845 | 11,05| 1338 | 857 | 1270 | 1243 | 11,00| 2,14
Clies 1D kg*ug/ml/mg 085| 111| 134| o086| 127| 124| 121| 0,21
co ug/mi 790 | 12,03 | 1613 | 833 1283 | 1440 | 11,94 | 3,28
LIESS i 12,00 | 1000| 800 | 12,00 1000| 1000 | 1033 | 1,51
SR ug/ml 042| o057| 150| 060| 1,75| o067| 092| 056
LRl ug/ml 038| o071| 141| o051| 1,75| 065| 090| 055
ICEER I OLH ) 21,67 | 3572 | 3359 | 29,81 | 52,02 | 31,54 | 34,06 | 10,04
AR h*kg*ug/mlimg | .7 | 357| 336| 298| 520| 315| 341] 1,00
e h*ug/ml 21,67 | 3572 | 3359 | 2081 | 52,02 | 3154 | 34,06 | 10,04
UGS e h*ug/ml 2377 | 37,92 | 4028 | 3261 60,70 | 34,15 | 3824 | 12,38
AIE 18 619 h*kg*ug/mlimg |, 55| 379| 403| 326| 607| 342| 38| 124
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Continlia Tabla AIV.1

RUIE_da i) lae % 885| 580| 1660 | 861 1430 | 7,64 | 1030 | 4,20
RUIE_ s B ehs | b 266 | 243| 293| 204| 168| 314| 248| 055
Vs kg 211| 102| 121| 143| o082| 124| 127| 046
cl ok e 042| 026| 025| 031| 016| 029| 028| 084
AU Jpieo h*ug/mi 2356 | 3845| 39,88 | 32,17 | 60,73 | 34,07 | 3814 | 1247
AU siree h*kg*ug/miimg | 56 | 385| 399| 322| 607| 341| 381| 125
RUIE_vis el el % 806 | 710| 1578 | 734 1433| 741| 1000| 3,95
AIUIE Yidsals 123 preel | o 268| 240| 296| 207| 168| 315| 249| 055
VA Y i 213| 100| 112| 145| o082| 114| 128| 046
Sl i 042| 026| 025| 031| 016| 029| 028| 085
bR h*h*ug/m| 71,59 | 110,16 | 91,69 | 104,73 | 183,09 | 92,06 | 108,89 | 38,72
WELNGINZ @l - Uil 107,36 | 140,62 | 174,99 | 151,54 | 312,94 | 128,33 | 169,30 | 73,92
i e B 33,32 | 2166 | 47,60 | 30,89 | 41,49 | 2826 | 3387 | 9,34
e h*h*ug/m| 103,89 | 148,00 | 170,11 | 144,13 | 313,28 | 127,13 | 167,76 | 74,65
AUNIG Sl el ) b 31,09 | 2557 | 46,10 | 27,34 | 41,56 | 2759 | 3321 | 854
MRTlast h 330 | 308| 273| 351| 352| 292| 318| 032
RN 2153 i 452 | 371| 434| 465| 516| 376| 435| 055
e h 441| 385| 427| 448| 516| 373| 432| 051
VERLCIE kg 190| 098] 108| 142| o085| 110| 122| 038
Ve ol kg 187 100| 107| 139| o085] 110| 121| o037
Tabla AlIV.2. Pardametros farmacocinéticos calculados tras la administracion de la

clindamicina (8.3 = 1,1 mg/kg) por via oral en ayunas a perros, valores individuales, media

y desvio estandar (D.E.), obtenidos mediante analisis no compartimental.

Parametro Unidad © F Q P R T Media D.E.

ML Samifplis 1200 | 1100| 1100| 1100| 1000 1100| 1100 063
Dose mg 909 | o961| 758| 840| 657| 833| 826 1,08
Rsq 088 | 095 089| 095| 098] 094| 093] 004
R efUiEd 086| 094| 08| 094| 097| 093 092 | 004
R -094| -098| -094| -098| -099| -097| -097| 0,02
e_lotoni s Limisiels, 2 900| 800| 600| 600| 600| 800| 717 1,33
e Ln 024| o028| o021| o020| o027| 029| 026 003
L 2 (I 1,18 1,74 1,95 1,57 1,71 1,39 159 | 028
ieiiloielel 2 fote! h 0,75 1,00 1,00 200| 200| 050 121 | 064
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Continlia Tabla AIV.2

Lambda_z_upper

1000 | 1000| 800| 1000| 1000| 600| 900| 167
il LT 22 h 285| 251 334| 236| 259| 237| 267| 037
Span 324 | 359 210 | 338 3,08 2,32 295 | 060
VEE 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Uik i 0,50 0,75 0,75 1,50 1,00 0,33 0,81 0,41
S ug/ml 359 | 462 556 | 370| 378| 339| 411| 083
i kg*ug/mi/mg 039 | 048 073| 044| o058| 041 051| 013
et i 1000 | 1000| 800| 1000| 1000| 600| 900| 167
Clest Uit 047 | 034 1,04 | 0,33 034 | 061 052| 0728
il e ug/mi 029 | 036 1,34 | 026 038| 070| 055| 042
AleEEt h*ug/m| 1117 | 1752 | 2690 | 1407 | 1574| 1105| 1608| 588
AU D h*kg*ug/mlimg | ;>3 | 185 | 3855| 167 240| 133| 200| 086
Al Il 1117 | 1752 | 2690 | 1407 | 1574| 1105| 1608 | 588
AUEIN el h*ug/m| 1310 | 1876 | 3191| 1519 | 1701| 1314| 1819| 7,08
e e h*kg*ug/mlimg |y 44| 195| 421| 18| 259| 158| 226| 103
RS ST Blag | 1477| 656| 1570 741| 748| 1590 | 1130| 458
Ve = ple I 2,86 1,85 1,14 1,89 144 | 217 189 | 0,59
e kg 069 | 051 024| 055| 039| 063 050 | 017
AN [pies) h*ug/m| 1234 | 1883 | 3335| 1495| 1716| 1344 | 1834| 773
AN o) ) TG TEmling 13| 196| 440 178| 261 161 229| 112
AUG ST BEel | 953| 691 19034| 587| 820| 1776 | 1128 | 579
VB = pies I 303| 185| 100| 192| 143| 212| 191| o066
CLI7 free Uit 0,74 0,51 0,23 0,56 0,38 0,62 0,51 0,18
AICIESE I U ) 34,78 | 60,65 | 8688 | 4304| 5734| 2564 | 51,39| 2186
AULIEINE el AR/ 62,10 | 7741 | 15111 | 5813 | 7482 | 4532 | 7815 | 37,60
AUNE ZISIEn @85 | W 44,00 | 2165| 4250 | 2597 | 2336 | 4343 | 3349 | 1086
ASLAICINI foree I U] 51,30 | 78,37 | 169,58 | 54,80 | 76,90 | 48,13 | 79,86 | 4584
AIE EEy foee) |t 32,32 | 2262 | 4876 | 2146 | 2543 | 46,73 | 32,80 | 1213
LIRS i 311| 346| 323| 306| 364| 232| 314| 046
IR elos i 474| 413| 474| 383| 440| 345| 421| o051
ISR e 1 4,16 4,16 5,08 3,67 4,48 3,58 4,19 0,55
i ealienEe ) 1 0,19 | 0,38 050 | -045| o012| -060| -004| 045
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Tabla AIV.3. Parametros farmacocinéticos calculados tras

la administracion de

la

clindamicina (8.3 = 1,1 mg/kg) por via oral a perros luego de recibir una racion de

alimento, valores individuales, media y desvio estdndar (D.E.), obtenidos mediante

analisis no compartimental.

Parameter Units (03 F Q R T Media D.E.

NSRRI 11,00 | 13,00 9,00 | 13,00 11,00| 12,20 1,10
e my 9,09 9,61 7,58 6,57 8,33 8,40 1,15
R 0,85 0,98 0,96 0,95 0,98 0,95 0,05
Rer_guljusize 082| 097 094 095| 098 094| 0,07
Corr_XY 092 | -0,99 -0,98 098 | -0,99 -0,97 0,03
Mo peiiis [emise 2 6,00 | 8,00 400| 900| 800| 820| 148
Letilbele 2 Lh 023| 023 024| o024| o040| 026| 0,08
=EMINEE 2 Eee 110 | 1,67 2,86 162 | 140 140 | 024
I 72 [Erer h 1,00 1,00 6,00 1,00 0,50 0,80 0,27
S h 10,00 | 10,00 | 12,00 | 12,00 6,00 9,60 2,19
HL_Lambda_z h 207| 305| 29| 284| 174 282| 065
Span 303 | 295 207 388| 317 315| 044
Tlag i 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tmax h 050| 050| 600| 050| 050| 055| 0,1
i ug/mi 4,09 4,78 3,73 4,11 3,20 3,86 0,70
Cmax_D kg*ug/ml/mg 045| 050| 049| 063| 038| 047| 0,10
et h 10,00 | 10,00 | 12,00 | 12,00 6,00 9,60 2,19
Clast ug/mi 0,31 0,63 0,89 0,35 0,33 0,42 0,14
el e ug/m| 0,29 0,55 0,99 0,27 0,37 039| 012
AUClast h*ug/mi 1211 | 1994 | 2388 | 1871 | 877 | 1476| 4,62
AUClast_D h*kg*ug/mimg | 133 | 207 315| 285| 105| 1,80| 0,70
e h*ug/ml 1211 | 1994| 2388 | 1871| 877| 1476| 4,62
AUCINF_obs h*ug/m| 1344 | 2271| 2760| 2014 960 | 16,52 5,22
AUCINF_D_obs h*kg*ug/ml/mg 1,48 2.36 3,64 3,07 1,15 2,01 0,75
UG IR @ | W 9,89 | 12,22| 1349 7,11 g62| 1051 3,01
Vi F e kg 2899,21 | 1864,10 | 1149,23 | 1335,51 | 2174,64 | 2159,58 | 601,42
CI_F_obs Ihikg 0,68 0,42 0,27 0,33 0,87 | 559,21 | 215,12
HIUIEINE fEred h*ug/ml 1336 | 2235| 28,02| 1981 970| 1637 5,03
AUCINF_D_pred h*kg*ug/ml/mg 1.47 233 3,70 3,02 1,16 1,99 0,73
UG MR Jpleel | B 939 | 10,79 | 14,77 558 | 958 989 | 3,07
Wz IR JprEe kg 2915,35 | 1894,42 | 1132,29 | 1357,61 | 2151,61 | 2172,29 | 598,02
CI_F_pred Ilhikg 0,68 0,43 0,27 0,33 0,86 | 561,30 | 209,58
AUMClast ST 3520 | 66,23 | 15845| 6593| 1819| 47,27 | 20,69
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Continla Tabla AIV.3

ALMCINFEobs h*hrug/ml 5418 | 106,22 | 21874 | 8899 | 2522| 72,48| 32,46
AULSE PAS0ER P85 ) Y 3503 | 3764| 2756| 2592| 27.89| 3372| 6,77
AL g h*h*ug/ml 53,11 | 10098 | 22542 | 8371| 2609 | 69,98| 30,07
AUMC_%Extrap_pred | % 33,73 | 3441| 2971| 2125| 3030| 3213 7,20
SRl h 2,91 3,32 6.64 3,52 2,07 308| 062
IRV it h 403| 468| 792| 442| 263| 420] 0,98
AR foired h 398| 452| 805| 423| 269| 412] 092
MAT (calculado) h -0,40 0,24 3,91 0,05 0,00 -0,19 0,43
Tabla AIV.4. Pardmetros farmacocinéticos calculados tras la administracion de la

clindamicina (10 mg/kg) por via endovenosa a gatos, valores individuales, media y desvio

estandar (D.E.), obtenidos mediante analisis no compartimental.

Parametro Unidad F G H | J K Media | D.E.

N_Samples 11,00 | 12,00 | 13,00 | 12,00 | 9,00 | 13,00 | 11,67 1,51
Dose mg 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 | 10,00 0,00
Rsq 0,98 0,94 0,96 0,99 0,96 0,94 0,96 0,02
Rsq_adjusted 0,97 | 0,93 095 | 099 | 0,95 0,93 0,95 0,02
Corr_XY -0,99 | -0,97 -0,98 | -1,00 | -0,98 -0,97 | -0,98 0,01
No_points_lambda_z 7,00 8,00 9,00 8,00 7,00 9,00 8,00 0,89
Lambda_z 1/h 0,35 0,36 0,24 0,32 0,40 0,22 0,31 0,07
Lambda_z_intercept 1,84 1,92 2,12 1,98 1,55 2,03 1,91 0,20
Lambda_z_lower h 0,75 | 0,75 1,00 | 0,75 0,75 1,00 0,83 0,13
Lambda_z_upper h 6,00 8,00 12,00 8,00 6,00 12,00 8,67 2,73
HL_Lambda_z h 2,00 1,92 2,90 2,17 1,73 3,16 2,31 0,58
Span 2,62 | 3,78 3,79 | 334 | 3,04 3,48 3,34 0,45
Tmax h 0,08 | 0,08 0,16 | 0,08 | 0,33 0,16 0,15 0,10
Cmax ug/ml 11,71 8,22 11,81 9,24 5,77 8,06 9,14 2,33
Cmax_D kg*ug/ml/mg 1,17 0,82 1,18 0,92 0,58 0,81 0,91 0,23
Cco ug/ml 15,16 8,84 13,46 | 10,15 6,81 8,06 | 10,41 3,25
Tlast h 6,00 | 8,00 | 12,00 | 8,00 | 6,00 12,00 8,67 2,73
Clast ug/ml 0,81 | 0,37 0,56 | 055 | 0,42 0,62 0,55 0,16
Clast_pred ug/ml 0,79 0,38 0,47 0,56 0,43 0,55 0,53 0,14
AUClast h*ug/ml 17,33 | 19,29 34,58 | 21,86 | 11,96 33,85 | 23,15 9,17
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Continla Tabla AlV.4

AUClast_D h*kg*ug/mi/mg | 1,73 | 1,93 | 346| 219] 1,20| 3,39| 231| 092
AUCall h*ug/ml 17,33 | 19,29 | 34,58 | 21,86 | 11,96 | 33,85 | 23,15 | 9,17
AUCINF_obs h*ug/ml 19,68 | 20,31 | 36,91 | 23,59 | 13,01 | 36,67 | 2503 | 9,74
AUCINF_D_obs h*kg*ug/ml/mg | 1,97 | 203 | 3,69| 2236| 1,30 | 3,67| 250| 097
AUC_%Extrap_obs % 11,93 | 501 | 631| 731 | 809 | 7.68]| 7.72| 234
AUC_%Back_Ext_obs % 546 | 336 | 548 | 3291596 | 352| 618| 4,90
Vz_obs kg 147 | 1,36 | 113 1,33 | 1,92| 124| 141| 027
Cl_obs I/ikg 051 | 049 | 027] 042 077| 027| 046| 018
AUCINF_pred h*ug/ml 19,60 | 20,33 | 36,55 | 23,63 | 13,02 | 36,35 | 2491 | 9,58
AUCINF_D_pred h*kg*ug/mi/mg | 1,96 | 2,03 | 365| 236| 130| 3,63| 249| 096
AUC_%Extrap_pred % 1157 | 512 | 539 | 746 | 817 | 687 | 743 234
AUC_%Back_Ext_pred % 549 | 336 | 553| 328 |1595| 355| 6419| 4,89
Vz_pred I/kg 147 | 1,36 | 114 1,33 | 1,92| 125| 141| 027
Cl_pred I/h/kg 051| 049 | 027 042 077| o028| 046| 018
AUMClast h*h*ug/ml 31,82 | 42,38 | 107,07 | 51,29 | 20,76 | 120,18 | 62,25 | 41,30
AUMCINF_obs h*h*ug/ml 52,68 | 53,32 | 144,78 | 70,49 | 29,69 | 166,79 | 86,29 | 55,81
AUMC_%Extrap_obs % 39,61 | 20,53 | 26,05 | 27,23 | 30,10 | 27,95 | 2858 | 6,28
AUMCINF_pred h*h*ug/ml 51,96 | 53,58 | 138,98 | 70,92 | 29,78 | 161,50 | 84,45 | 53,08
AUMC_%Extrap_pred % 38,76 | 20,91 | 22,96 | 27,68 | 30,32 | 2558 | 27,70 | 6,36
MRTlast h 184 | 220| 310 235| 1,74| 355| 246 | 0,72
MRTINF_obs h 2,68 | 263 | 392| 299 | 228 455| 317| 087
MRTINF_pred h 265| 264 | 380| 300| 229 444 314 082
Vss_obs I’kg 1,36 | 1,29 | 1,06 1,27 | 1,75| 124| 1,33| 0,23
Vss_pred kg 135 | 1,30 | 1,04 | 127 | 1,76 | 122| 1,32| 024
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Tabla AIV.5. Pardmetros farmacocinéticos calculados tras

la administracion de

la

clindamicina (15 mg/kg) por via oral en ayunas a gatos, valores individuales, media y

desvio estandar (D.E.), obtenidos mediante andlisis no compartimental.

Parametro Unidad F G H I J K Media D.E.

N_Samples 12,00 14,00 | 13,00 14,00 | 11,00 | 12,00 12,67 1,21
Dose mg 15,00 15,00 | 15,00 15,00 | 15,00 | 15,00 15,00 0,00
Rsq 0,97 0,86 | 0,94 0,98 | 090 | 0,98 0,94 0,05
Rsq_adjusted 0,96 0,83 | 0,93 0,97 | 0,88 | 0,98 0,92 0,06
Corr_XY -0,98 -0,93 | -0,97 -0,99 | -0,95 | -0,99 -0,97 0,03
No_points_lambda_z 7,00 7,00 | 8,00 9,00 | 7,00 | 8,00 7,67 0,82
Lambda_z 1/h 0,11 0,24 | 0,29 0,16 | 0,42 | 0,28 0,25 0,11
Lambda_z_intercept 1,81 2,25 1,59 1,88 1,91 1,77 1,87 0,22
Lambda_z_lower h 1,50 2,00 | 1,00 1,00 0,75 | 0,75 1,17 0,49
Lambda_z_upper h 12,00 12,00 | 12,00 12,00 | 12,00 | 12,00 12,00 0,00
HL_Lambda_z h 6,30 2,88 2,43 4,34 1,64 2,51 3,35 1,70
Span 1,67 3,47 4,53 2,53 6,85 4,48 3,92 1,82
Tlag h 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Tmax h 1,00 0,50 | 1,00 0,50 | 1,00 | 0,75 0,79 0,25
Cmax ug/ml 6,23 7,26 4,76 7,12 6,54 5,12 6,17 1,03
Cmax_D kg*ug/ml/mg 0,42 0,48 0,32 0,47 0,44 | 0,34 0,41 0,07
Tlast h 12,00 12,00 | 10,00 12,00 6,00 8,00 10,00 2,53
Clast ug/ml 1,54 0,38 | 0,35 1,05| 062 | 0,75 0,78 0,45
Clast_pred ug/ml 1,63 0,53 | 0,28 096 | 054 | 0,64 0,76 0,48
AUClast h*ug/ml 39,87 35,55 | 15,06 34,20 | 14,06 | 17,15 25,98 11,76
AUClast_D h*kg*ug/ml/mg 2,66 2,37 1,00 2,28 0,94 1,14 1,73 0,78
AUCall h*ug/ml 39,87 35,55 | 15,06 34,20 | 14,06 | 17,15 25,98 11,76
AUCINF_obs h*ug/ml 53,84 37,14 | 16,28 40,78 | 15,53 | 19,85 30,57 15,71
AUCINF_D_obs h*kg*ug/ml/mg 3,59 2,48 1,09 2,72 1,04 1,32 2,04 1,05
AUC_%EXxtrap_obs % 25,94 4,27 7,49 16,12 9,52 | 13,60 12,82 7,69
Vz_F _obs I/kg 2,53 1,68 3,23 2,30 2,29 2,74 2,46 0,52
CI_F_obs I/h/kg 0,28 0,40 | 0,92 0,37 | 097 | 0,76 0,62 0,30
AUCINF_pred h*ug/ml 54,69 37,74 | 16,06 40,24 | 15,33 | 19,48 30,59 16,08
AUCINF_D_pred h*kg*ug/ml/mg 3,65 2,52 1,07 2,68 1,02 1,30 2,04 1,07
AUC_%Extrap_pred % 27,09 5,79 6,20 15,00 8,31 | 11,93 12,39 8,02
Vz_F_pred I/kg 2,49 1,65 | 3,27 234 232| 2,79 2,48 0,54
Cl_F_pred I/h/kg 0,27 0,40 | 0,93 0,37 | 098 | 0,77 0,62 0,31
AUMClast h*h*ug/ml 190,58 | 146,38 | 43,26 | 143,14 | 26,12 | 46,90 99,40 68,87
AUMCINF_obs h*h*ug/ml 485,09 | 171,97 | 59,72 | 263,24 | 38,50 | 78,29 | 182,80 170,21
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Continla Tabla AIV.5

AUMC_%Extrap_obs | % 60,71 | 14,88 | 27,57 | 4562 | 32,15 | 40,09 | 36,84 | 15,80
AUMCINF_pred h*h*ug/ml 503,11 | 181,70 | 56,70 | 253,35 | 36,78 | 73,91 | 184,26 | 177,00
AUMC_%Extrap_pred | % 62,12 | 19,44 | 2371 | 4350 | 28,99 | 36,54 | 35,72 | 15,57
MRTlast h 478 | 412 287 | 418 186 2,73| 3,42 111
MRTINF_obs h 901 | 463| 367| 646| 248 394 503 2,35
MRTINF_pred h 920 | 481 353| 630 240 3,79 | 5,01 2,44
MAT (calculado) h 294 | 1,92 -023| 184 | 012| -082| 096 1,48

Tabla AIV.6. Parametros farmacocinéticos calculados tras

la administracion de la

clindamicina (15 mg/kg) por via oral a gatos luego de recibir una racion de alimento,

valores individuales, media y desvio estandar (D.E.), obtenidos mediante analisis no

compartimental.

Parameter Units F G H | K | Media D.E.

N_Samples 12,00 13,00 14,00 13,00 | 11,00 12,60 1,14
Dose mg 15,00 15,00 15,00 15,00 | 15,00 15,00 0,00
Rsq 0,99 0,99 0,85 0,99 0,93 0,95 0,06
Rsq_adjusted 0,99 0,98 0,82 0,99 0,91 0,94 0,08
Corr_XY ‘ -1,00 -0,99 -0,92 -1,00 -0,96 -0,97 0,03
No_points_lambda_z 7,00 7,00 7,00 8,00 | 7,00 7,20 0,45
Lambda_z | 1/h 0,22 0,16 0,15 0,27 | 0,25 0,21 0,05
Lambda_z_intercept 1,94 2,13 1,97 1,92 1,75 1,94 0,14
Lambda_z_lower h 1,50 2,00 2,00 1,00 1,50 1,60 0,42
Lambda_z_upper h 10,00 12,00 | 12,00 10,00 | 10,00 | 10,80 1,10
HL_Lambda_z h 3,15 4,42 4,58 2,54 2,77 3,49 0,95
Span 2,69 2,26 2,18 3,55 3,06 2,75 0,57
Tlag h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tmax h 1,00 1,50 0,50 0,50 0,50 0,80 0,45
Cmax ug/ml 6,73 6,19 6,03 6,31 5,48 6,15 0,45
Cmax_D kg*ug/ml/mg 0,45 0,41 0,40 0,42 0,37 0,41 0,03
Tlast h 10,00 12,00 12,00 10,00 10,00 10,80 1,10
Clast ug/ml 0,77 1,31 0,87 0,41 0,39 0,75 0,38
Clast_pred ug/ml 0,77 1,28 1,17 0,44 0,47 0,83 0,39
AUClast h*ug/ml 26,16 40,53 39,43 22,72 20,99 29,97 9,34

- 256 -




Continla Tabla AlIV.6

AUClast_D h*kg*ug/ml/mg 1,74 2,70 2,63 1,51 1,40 2,00 0,62
AUCall h*ug/ml 26,16 40,53 39,43 22,72 20,99 29,97 9,34
AUCINF_obs h*ug/ml 29,68 48,90 45,21 24,22 22,54 34,11 12,18
AUCINF_D_obs h*kg*ug/ml/mg 1,98 3,26 3,01 1,61 1,50 2,27 0,81
AUC_%Extrap_obs % 11,85 17,11 | 12,77 6,18 | 6,89 | 10,96 4,51
Vz_F_obs I/kg 2,30 1,96 2,19 2,27 2,66 2,28 0,26
Cl_F _obs I/h/kg 0,51 0,31 0,33 0,62 | 0,67 0,49 0,16
AUCINF_pred h*ug/ml 29,68 48,68 47,14 24,35 22,87 34,54 12,47
AUCINF_D_pred h*kg*ug/ml/mg 1,98 3,25 3,14 1,62 1,52 2,30 0,83
AUC_%Extrap_pred % 11,86 16,74 16,34 6,69 8,24 11,97 4,58
Vz_F_pred I/kg 2,30 1,96 2,10 2,26 2,62 2,25 0,25
CI_F_pred I/h/kg 0,51 0,31 0,32 062 | 066 0,48 0,16
AUMClast h*h*ug/ml| 91,97 187,48 | 184,22 70,67 | 69,95 | 120,86 60,00
AUMCINF_obs h*h*ug/ml 143,16 341,25 | 291,63 91,11 91,71 | 191,77 117,07
AUMC_%Extrap_obs % 35,76 45,06 | 36,83 22,44 | 23,72 32,76 9,55
AUMCINF_pred h*h*ug/ml 143,19 337,19 | 327,54 92,91 | 96,33 | 199,43 123,01
AUMC_%Extrap_pred | % 35,77 44,40 43,76 23,94 | 27,38 35,05 9,30
MRTlast h 3,52 4,63 4,67 3,11 3,33 3,85 0,74
MRTINF_obs h 4,82 6,98 6,45 3,76 4,07 5,22 1,43
MRTINF_pred h 4,82 6,93 6,95 3,82 4,21 5,35 1,50
MAT (calculado) h 1,68 243 | 1,58 076 | -022| 1,25 1,01
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