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1. AMOXICILINA

1.1 Generalidades

Durante una inspeccion de varios cultivos en placa, en el laboratorio
del Hospital de St. Mary, en Londres, en 1928, el profesor Alexander
Fleming, observé la lisis de estafilococos por un moho contaminante. Al
hacer cultivos del moho, encontr6 en el caldo una sustancia
poderosamente antibacteriana y atoxica. Le di6 el nombre de penicilina,

derivado del nombre Penicillium notatum, moho que generé el antibiotico.

Las penicilinas son agentes bactericidas que actidan inhibiendo la
sintesis mucopéptida en la pared celular, creando una barrera defectuosa y
un microorganismo osmoticamente inestable. Mucho se ha avanzado sobre
el conocimiento del mecanismo de accion de estas drogas. Los
componentes esenciales del esclarecimiento de este mecanismo estan
estrechamente vinculados con la union de los antibidticos betalactamicos a
ciertas enzimas (carboxipeptidasas, transpeptidasas, endopeptidasas), en
la membrana citoplasmatica de la bacteria, responsables de la sintesis de

su pared.

El grupo de las aminopenicilinas, también llamado de amplio espectro,
ha incrementado la accion de las penicilinas a muchos microorganismos
Gram negativos aerobios, no cubiertos por ninguna de las penicilinas

naturales (Plumb, 1999).

La amoxicilina fue producida por primera vez en 1961, como una
forma modificada de ampicilina, y es un antibiético del grupo de las

aminopenicilinas perteneciente a la familia de los beta-lactamicos.
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Esta droga semisintética, fue desarrollada con el objeto de superar dos

de las mas grandes desventajas de la penicilina producida por extraccion.

En primer lugar, el bajo rango de su espectro (cocos y bacilos Gram
positivos y cocos Gram negativos) y en segunda instancia, su
inestabilidad en medios acidos. El espectro de la amoxicilina se extiende a

otros microorganismos Gram negativos, incluyendo enterobacterias.

La estructura de la amoxicilina (Figura No. 1), ilustra su pertenencia a
tres categorias de antibidticos:

COOH

CH,
NH 2 N /\l CH .
HO — C ﬁ —NH 3
H O | H H
ANILLO ANILLO
CADENA AMINA BETALACTAMICO TIAZOLIDINA

Figura 1: Estructura quimica de Ia amoxicilina

Familia betalactamicos: Por su anillo central betalactamico.

Grupo de aminopenicilinas o grupo A de penicilinas :Por la cadena

lateral amina en el C6, en el anillo central betalactamico.

Clase penicilinas : Por su anillo tiazolidina (heterociclo insaturado, con
dos heteroatomos, nitrogeno y azufre) completando el anillo central

betalactamico.

El grupo de aminopenicilinas esta constituido por la ampicilina y la
amoxicilina. Dentro de este grupo es mas comiun el uso de la ultima,

debido a las numerosas ventajas que ofrece.
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La amoxicilina es un antibiético semisintético, producido de la

siguiente manera :

- El anillo central de penicilina (betalactamico + tiazolidina), es producido

por fermentacion del Penicillium chrysogenum.

- La cadena amina es obtenida como el resultado de un proceso quimico y
enzimatico que consiste en lo siguiente: Durante la fermentacidén
controlada de cultivos de Penicillium chrysogenum, el precursor de la
cadena lateral amina, es adicionado al medio de cultivo, para

potencializar las cadenas a sintetizar, preferencialmente amoxicilina.

1.2 Caracteristicas bioquimicas de la droga en estudio

La amoxicilina base tiene un peso molecular de 365 Dalton (420 en

forma de trihidrato), se trata, por lo tanto, de una molécula pequeiia.

Una consecuencia de este reducido tamafio, es una amplia area
superficial para intercambio con el medio. Esto hace mas intensa la
transferencia a través de las membranas de la pared de la bacteria, y los

capilares sanguineos.

La amoxicilina es un acido débil. Muchas de sus propiedades
pueden ser explicadas en virtud de su compleja estructura quimica. Esta
complejidad es ilustrada por la presencia de tres grupos (carboxilo, amino
y fenol), cuyas caracteristicas de ionizaciéon varian en funciéon del pH del

medio, y se comportan de manera diferente, cada uno con respecto a los

otros.
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Las constantes de disociacion (y las formas quimicas dominantes en

medio acido/basico) se describen a continuacion en funcion del grupo :

- Carboxilo : pKa = 2.4
COOH « pH=24 « COO

- Amino : pKa = 7.4
NH3+ —»> pH = 7.4 —»> NH2

-Fenol : pKa =9.6
C6HSOH —»pH =9.6 - C6HSO

< Incremento en concentracion H' (bajo pH).

—Incremento en concentracion OH".

La funciéon fenol de la amoxicilina, provee una base débil adicional

que actia como un buffer y mejora la estabilidad en su rango de pH.

En un medio acido (pH < 2.4), o basico (pH > 9.6) fuertes, las
formas ionizadas dominan. A un pH buffer, la funcién carboxilo con un
débil pKa, puede atraer y capturar iones H', hasta un pH &4cido muy

fuerte. Esta es la razén de su excelente estabilidad en medio acido.

A pH fisiolégico (2.4 - 7.4), se presenta un equilibrio entre la
forma i6nica dipolar y la forma no i16nica (La amoxicilina existe en las

dos formas) (Sanofi, 1997).

Lo anterior es indicativo de que a pH fisioldogico, la amoxicilina

puede ser :
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- Disuelta en el plasma (forma idnica).
- Difundida por transferencia pasiva de membrana (forma no idnica)

La amoxicilina es un compuesto hidrosoluble y liposoluble a la vez.
Debido a su funciéon fenol es mucho mas soluble en agua (4 comparado
con 0.5 mg/l) y solventes lipidicos, (7.5 comparado con 0.02 mg/l) que la

ampicilina (Sanofi, 1997).

Esta dualidad (hidro y liposolubilidad), es la razén para los dos

principales puntos fuertes de la amoxicilina:
- Excelente comportamiento en todos los tejidos del organismo.

- Mas facil difusion a través de las paredes de bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

1.3 Mecanismo de accion.

El mecanismo de acciéon de los betalactamicos y la amoxicilina es
particularmente bien entendido actualmente. Los betalactamicos, son
antibioticos bactericidas, que inhiben la sintesis del constituyente
principal de la pared de las bacterias, el peptidoglicano. Son activos
solamente en microorganismos en fase de crecimiento, o en aquellos que

se multiplican de manera activa (Prescott & Baggot, 1988).

La principal funcion del peptidoglicano consiste en sostener la alta
presion osmoética dentro de la bacteria (entre 5 y 20 atmdsferas). La
biosintesis del peptidoglicano, se inicia en el citoplasma de la bacteria

donde son sintetizados los elementos basicos. Estos elementos son
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transferidos a través de la membrana citoplasmitica, donde las enzimas
(transglicolasa, transpeptidasa y carboxipeptidasa) se ligan a ellos para
formar el peptidoglicano. Como es sabido, la membrana, juega un rol
fundamental en la morfologia y multiplicacion bacteriana (Prescott &

Baggot, 1988).

El blanco de la amoxicilina, son las enzimas responsables de la
biosintesis del peptidoglicano. Debido a su funcion, estas enzimas también

son conocidas como proteinas ligadoras de penicilina o PBPs.

El numero de PBPs varia de acuerdo a las especies de bacterias. Por
ejemplo: Existen seis PBPs para Escherichia coli y cuatro para

Streptococcus y Staphylococcus.

Las PBPs pueden presentar afinidad por uno u otro de los

betalactamicos. Por ejemplo:
- Afinidad selectiva hacia PBPs 1a y 1b de E.coli para amoxicilina.
-Afinidad selectiva hacia PBPs 3 de E.coli para ampicilina.

Estas PBPs se ligan de forma irreversible a la amoxicilina,
produciendo una uniéon covalente, después de abrir el anillo central del

farmaco, bloqueando los sitios donde el peptidoglicano normalmente se

une.

Existen dos etapas identificadas en el mecanismo de accion

bactericida de la amoxicilina (Sanofi, 1997):

Primera etapa: Transferencia a través de la pared de la bacteria.
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Debido a que las enzimas responsables de la biosintesis del
peptidoglicano estan localizadas en la membrana citoplasmatica, la

amoxicilina debe cruzar la pared bacteriana para alcanzar las enzimas

blanco.

Las etapas varian dependiendo de que el ataque sea realizado contra

una bacteria Gram positiva o contra una Gram negativa.

En bacterias Gram positivas, la pared es firme (20-80 nm de
espesor), y esta compuesta de peptidoglicano en un 90 %. El pequeiio
tamafio de la amoxicilina facilita su transferencia a través de la pared, y el

acceso a las enzimas (o PBPs).

La pared de las bacterias Gram negativas es delgada (10-15 nm), y
esta estratificada en tres capas (de adentro hacia afuera): Peptidoglicano,

fosfolipidos y lipopolisacaridos.

Los fosfolipidos conjuntamente con los lipopolisacaridos, forman
una membrana i1onizada externa (Con presencia de iones Mg2+ y Ca2+), la

cual es predominantemente lipidica.

La membrana externa esta atravesada en varios puntos por canales,
los que se ubican sobre moléculas protéicas, especialmente sobre aquellas
llamadas porinas. La funcién de estos tuneles, es la transferencia de
moléculas hidrofilicas. Por ejemplo, E.coli tiene cuatro Porinas que
inhabilitan el paso de moléculas, cuyo peso es superior a 600 Dalton (e.g.

amoxicilina).

En consecuencia, la pared de las bacterias Gram negativas es

permeable a:
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- Moléculas lipofilicas no ionizadas.

- Moléculas hidrosolubles de pequefio tamafio.

La amoxicilina ionizada en liquidos fisiolégicos, cruza la membrana
externa, principalmente a través de las porinas, pero también con los iones

de Mg2'y Ca2".

Para E.coli, las principales Porinas involucradas son la OmpF y OmpC.

Segunda etapa (Etapa bacteriostatica): Ligada a las PBPs y

bacteriolisis.

La amoxicilina tiene una mayor afinidad por las PBPs, que los
precursores naturales del peptidoglicano. Se liga a las PBPs, dejando
libres a los precursores naturales de peptidoglicanos; la competencia
favorece a la amoxicilina, resultando en la inhibicion de la sintesis de

peptidoglicanos, y por lo tanto, la detencion del crecimiento bacteriano.

El mal funcionamiento de las PBPs da lugar, por lo tanto, a la

alteracion morfologica, y al cese de la multiplicacion bacteriana.

Etapa bacteriolitica:

Con el peptidoglicano no funcional, la amoxicilina puede entonces
disminuir ciertas inhibiciones enzimaticas dentro de la bacteria,
observandose enzimas autoliticas que son liberadas en el citoplasma

bacteriano.

La bacteria adopta una forma esférica transitoria, caracteristica de
deficiencias en la pared antes de su ruptura, debido al efecto de la alta

presion osmotica interna, y a la actividad de las autolisinas.
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De esta manera, la amoxicilina, debilita la pared de la bacteria en su
fase de crecimiento. Asi, la bacteria no puede resistir el diferencial de la
presidon osmotica entre los medios intra y extra celular, y es deformada y

lisada.

1.4 Espectro antimicrobiano

En general, las bacterias Gram positivas, son altamente
susceptibles a la amoxicilina, y son inmediatamente lisadas cuando son
expuestas a ésta. Por otro lado, para las bacterias Gram negativas, la
susceptibilidad a la amoxicilina es variable. La relativa importancia del rol
del peptidoglicano en la estructura de su pared, es la razén por la cual,
estas bacterias son menos susceptibles que los microorganismos Gram

positivos a la accion de los antibidticos betalactamicos.

En bacterias Gram negativas, el grado en que el antibidético puede
acceder a su sitio de accion, depende de la permeabilidad a través de la
membrana, y por lo tanto de su potencia. En general, las especies no
resistentes, tienen una mayor concentracion inhibitoria minima (CIM) que

las Gram positivas y son mucho mas difundidas.

Ciertas bacterias del género Mycoplasma, Rickettsia y Chlamydia,
carentes de paredes, no caen dentro del espectro de accion de la
amoxicilina. Estas bacterias no poseen una pared, y por lo tanto el

antibidtico solo causa un leve efecto toxico para estas células.

Las bacterias que caen dentro del espectro de la amoxicilina y cuya
pared no es destruida por su acciéon, son en todo caso debilitadas
(debilitamiento de 1la pared). Estas bacterias, son entonces mas

susceptibles a la fagocitosis, a la accion lisosomal, o al sistema del
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complemento (esto explica el éxito clinico de la amoxicilina en bacterias

con susceptibilidad intermedia).

AMOXICILINA

PEPTIDOGLICANO

1

Excelente actividad

Staphylococcus
Streptococcus
Clostridium
Erysipelotrix
Corynebacterium
Bacillus
Listeria

AUSENTE

Mycoplasma, Chlamydia
Rickettsia

Celulas animales

Actividad vanable

Microrganismos Pasteurella
respiratorios Bordetella
Actinobacillus
) ) Haemophillus
Microrganismos
digestivos £ Coli

Salmonella

E}Jngmu

Figura 2: Mecanismo de accion de la amoxicilina; diferencias entre

Gram positivos y Gram negativos (Sanofi, 1997) modificado.

1.4.1 Relaciones estructura actividad

El anillo central de la penicilina es responsable de la accion basica

farmacoldgica de la droga, debido a su afinidad por las PBPs bacterianas.

Esta es la razon del espectro de actividad de la molécula, en relacién con
los microorganismos Gram positivos, su modo de accion, sus mecanismos

de resistencia y su baja toxicidad.
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El tipo de substituciones en la cadena lateral del anillo central
betalactamico en C6, influye especialmente en el espectro y la intensidad
de la actividad antibacteriana de las penicilinas. En el caso de la
amoxicilina, la cadena lateral amina, amplia el espectro de actividad de la

droga, hasta incluir bacterias Gram negativas como Pasteurellay E. coli.

La presencia del grupo OH en la cadena amina, es una caracteristica
unica en comparacion con otros betalactamicos, y es la razéon de su alta

biodisponibilidad y su muy rapida actividad bactericida.

El pequefio tamafio de la molécula, combinado con su caracteristica
de hidro y liposolubilidad, la habilitan para difundir facilmente a través de
membranas bioldgicas, y explica por qué las paredes de las bacterias Gram

positivas y Gram negativas son permeables a la amoxicilina.

De igual manera, la hidro y liposolubilidad explican el excelente
comportamiento de la amoxicilina en todos los tejidos del organismo

(Sanofi, 1997).

1.5 Espectro de actividad

A diferencia de las primeras penicilinas naturales, cuyo espectro era
reducido y principalmente centrado en microorganismos Gram positivos,
la amoxicilina tiene un amplio espectro de actividad y es activa frente a
gérmenes Gram positivos, y algunas bacterias Gram negativas (Prescott &

Baggot, 1988).
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Tabla I: Principales bacterias susceptibles a la acciéon de Ila

amoxicilina

Staphilococcus sp, Streptococcus sp,|Cocci Gram Positivos

Nocardia sp

Clostridia, Corynebacterium  (equi,|Bacilli

pyogenes, renale)

Actynomices pyogenes

Erysipelothrix rhusiopathiae

Bacillus anthracis

Listeria monocytogenes
Pastereulla (P. Multocida, P. Gram
Haemolitica) Negativos

Actynobacillus pleuropneumoniae

Haemophillus

Bordetella bronchiséptica, Salmonellae

Actinomyces (bovis, ovis) Espiroquetas y
actinomicetos

Leptospira sp

La CIM de un antibiético sobre una determinada bacteria, es
definida como la mas baja concentracion de antibidtico que puede inhibir
totalmente la multiplicacion de esa bacteria. Para organismos susceptibles,
la actividad bactericida es obtenida a concentraciones de 1 a 4 veces la

CIM.

Se ha encontrado, que las bacterias Gram positivas, son
particularmente susceptibles a la amoxicilina. La permeabilidad de su

pared a este antibidtico explica su baja CIM, usualmente inferior a 0.25

ug/ml, a excepcion de S. aureus, cuya CIM varia entre 0.25 y 0.8 pug/ml.
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Tabla II: Concentracién inhibitoria minima de la amoxicilina con

respecto a diferentes especies bacterianas.

CIM Gram (+) CIM Gram (-)
(vg/mi) (Hg/ml)

0.25

0.1-0.5 Pasteurella CIM<0.5 pg/mi
0.01-0.5 Streptococcus D. 0.1-0.2 Actinobacilus
0.01 Streptococcus suis 0.25 Haemophillus

0.05-0.3 Staphylococcus
0.05 Clostridia

0.02 Erysipelothrix
0.01-0.125 Corynebacterium
0.1 Listeria

1.25-2.5 Proteus CIM 0.5-2.5 pg/ml

mirabillis
0.5-2.5 Salmonella
0.8 Treponema

0.4-2.5 Moraxella
0.4-2.5 Actinobacillus
0.4-2.5 Haemophillus

5 Bordetella CIM § ug/ml

5 Escherichia

550 Staphylococcus 500 Pseudomonas CIM > 5 pug/ml

Penicilina resistente
250 Klebsiella

2.5-250 Proteus

La susceptibilidad de bacterias Gram negativas a la amoxicilina,
parece ser mas variable. Ciertas especies son susceptibles mientras que
otras presentan una resistencia intermedia. La presencia de una membrana

externa semipermeable, cuya permeabilidad varia en funcion del tipo de
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bacteria, explica por qué la CIM es mayor y mas dispersa que para

bacterias Gram positivas.

Siempre deben considerarse las variaciones en susceptibilidad de las
cepas de campo, que a veces son realmente de elevada magnitud, por lo
que el estudio de la susceptibilidad de los miccroorganismos actuantes en

casos clinicos son de gran utilidad (Adamson et al, 1985).

1.6 Cinética bactericida

1.6.1 Bacterias Gram positivas

Los betalactamicos, tienen una actividad tiempo dependiente, es
decir, su efecto varia como una funcién del periodo durante el cual, la
bacteria esta expuesta a la amoxicilina, con la acciéon bactericida

iniciandose rapidamente (Sanofi, 1997).

Esta conclusion se obtuvo tras experimentos in vitro e in Vvivo.
Realizando infecciones experimentales en musculos de ratones con
suspensiones de Streptococcus pneumoniae, la reducciéon en poblacion
bacteriana in situ, mostr6 una elevada correlaciéon con el tiempo durante
el cual la concentraciéon de penicilina G se mantuvo por encima de la CIM

(Sanofi, 1997).

Por otro lado, existen estudios que reportan que la concentracidn
de betalactamico, afecta muy poco la actividad bactericida, la cual obtiene

su maximo a concentraciones de 5 a 10 veces la CIM (Sanofi, 1997).

La rapida accion bactericida, puede explicarse, por la rapidez con

que los sitios de accidén son alcanzados (pared permeable en bacterias
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Gram positivas), asi como el disparo instantaneo del efecto autolitico de

la concentracion de amoxicilina (Sanofi, 1997).

1.6.2 Bacterias Gram negativas

La concentracion del antibidtico, determina la rapidez de
establecimiento de la actividad bactericida. Dependiendo de la bacteria
involucrada, la velocidad de activacién de los mecanismos autoliticos

varia.

Un estudio de la actividad de la amoxicilina en una cepa de

Pastereulla haemolytica, cuya CIM es 1.125 ug/ml mostré que:

- En la fase temprana (0-7 h), se observa actividad bactericida

dependiente del tiempo sobre 0.25 pg/ml, (dos veces la CIM).

- Durante la fase tardia (24 horas), se observa actividad bactericida a
concentraciones mayores que la CIM (0.125 pug/ml), presentandose

actividad bacteriostatica a concentraciones menores o iguales que la CIM.

Para algunas bacterias Gram negativas, el efecto de tiempo
dependencia, parece ser menos importante, y en otras, la velocidad
bactericida de la amoxicilina se incrementa sensiblemente cuando su

concentracion aumenta, como en el caso de la Escherichia coli.

Estos resultados indican, que para microorganismos Gram positivos, el
tiempo durante el cual la concentracion de amoxicilina persiste sobre la
CIM, es el mas importante a considerar al evaluar la actividad de la droga,
mientras que para bacterias Gram negativas, es mas importante tener en

cuenta la magnitud del pico de la concentracién plasmatica (Cmax)
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(Sanofi, 1997). Esto podria vincularse con el grado de susceptibilidad de
la bacteria involucrada, en caso de bacterias menos susceptibles, la
concentracion elevada de la droga o la relacion Cmax/CIM pasa a ser
importante. Como las bacterias Gram negativas son, en general, menos
susceptibles a la amoxicilina que las Gram positivas, esa podria ser la

explicacion.

1.7 Indicaciones clinicas

En general, las aminopenicilinas son bactericidas, relativamente no
toxicas, y con un amplio espectro de actividad, mayor al de la penicilina

G, al mismo tiempo que presentan una mejor distribucion en el cuerpo.

Aun con estas ventajas, se requieren dosis relativamente altas para

tratar infecciones causadas por bacterias Gram negativas.

Aunque se ha descripto que la ampicilina es la mejor penicilina para el
tratamiento de infecciones del tracto urinario e infecciones entéricas, la
amoxicilina ofrece ventajas sobre ésta, por las concentraciones de farmaco
obtenidas en tejidos. De cualquier manera, el uso de los dos agentes, se ve
afectado por la resistencia que han adquirido los oganismos Gram

negativos (Prescott y Baggot, 1988).

Las principales indicaciones clinicas son similares a las de la penicilina
G, a excepcion de los casos donde ofrece ventajas por las caracteristicas

descriptas, y en leptospirosis y listeriosis.

En definitiva, se trata de un agente antimicrobiano potente, de accidén
bactericida, amplio espectro, elevada distribucion en comparacion con

otras penicilinas y bajo precio.
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Tabla III. Aplicaciones de la amoxicilina en infecciones animales

(Sanofi, 1997).

A inobacilosis, infecciones anaer reptococosis, quinos
clostridiosis
Infecciones anaerdbicas Estreptococosis, Caninos
clostridiosis
Pasteurella,queratoconjuntivitis, Clostridiosis, Bovinos, ovinos, caprinos
infecciones anaerobicas, S. aureus. Infecciones por
corynebacterias,
antrhax
Mastitis por Bovinos, ovinos
estreptococos,
listeriosis,
leptospirosis
Pasteurella, infecciones anaerdbicas Estreptococosis, Porcinos
clostridiosis

La amoxicilina es utilizada en equinos para el tratamiento de
infecciones oportunistas por estreptococos beta-hemoliticos, tales como
poliartritis, meningitis en potros neonatos, y en adultos para el
tratamiento de infecciones de heridas, tracto respiratorio y urinario por

via parenteral e infusion local.
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2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA ARTICULACION DEL
CARPO

2.1 Anatomia del carpo

La region carpal incluye los huesos carpales ( Radial, intermedio,
ulnar y accesorio en la fila proximal; primero, segundo, tercero y cuarto
en la fila distal), la extremidad distal del radio, las extremidades
proximales de los tres huesos metacarpianos y las estructuras adyacentes a

estos componentes 0seos.

El aspecto dorsal de la piel del carpo, es el de una red vascular, la
red carpo dorsal, formada por ramas de las arterias craneal interdsea,
cubital transversa y radial. Los nervios cutaneos antebraquiales medial y
lateral, dan ramas a los aspectos medial y dorsal del carpo. Fibras
tendinosas del extensor carpo radial, extensor carpioblicuo y los muasculos
digitales extensores, se encuentran encerrados en fibras que pasan a través
de la fascia profunda y a través del extensor retinaculo. Las fibras
tendinosas de los tendones extensores comun digital y oblicuo carpal, se
extienden desde la articulacion carpometacarpiana a 6 a 8 cm proximales

al carpo. (Stashak, 1987).

Existe una bolsa subtendinosa entre la vaina tendinosa del extensor
carpoblicuo, y el ligamento medial lateral del carpo, facilitando Ila
excursion del tendon durante la flexion. En la mayoria de los potros
menores de 2 aiios, la bursa es una estructura sinovial separada; en
caballos viejos se comunica con el tendén adyacente. Un pequeiio tendon
desde la cabeza radial del muasculo extensor digital comun, ocupa la misma
capsula sinovial que el tendon principal; el tendon del musculo extensor

carpo radial termina en la mitad del carpo, y el tendén se adhiere al
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rectangulo extendiéndose su insercion a la tuberosidad metacarpal

(Stashak, 1987).

Profundamente, el ligamento carpal dorsal sirve como la parte
dorsal de la capsula comun fibrosa de las articulaciones carpianas,
antebraquiocarpal (radiocarpal), intercarpal, y carpometacarpiano. El
extensor retinaculo se pega al radio, y a los ligamentos dorsal
intercarpiano, dorsal carpometacarpiano, los huesos carpianos y el tercer

hueso metacarpiano (Sisson y Grossman, 1979).

Tallos de la arteria craneal interOsea suplen las estructuras
superficiales del aspecto lateral de la region carpiana. Las arterias radial
proximal y palmar lateral suplen estructuras mas profundas. El tallo dorsal
del nervio ulnar emerge de entre el tendon de insercién del musculo flexor
carpoulnar, y el tendon corto del ulnar lateral o de entre los tendones
corto y largo del ultimo musculo, en tanto los nervios suplen
ramificaciones a la piel y a la fascia del aspecto dorsal y lateral del carpo

(Stashak, 1987).

En el aspecto lateral, el ligamento carpiano lateral colateral, se
extiende distalmente desde su union al proceso estiloide del musculo
extensor digital lateral. La parte superficial del ligamento, se adhiere
distalmente al cuarto hueso metacarpiano y otra parte al tercer hueso
metacarpiano. Un canal entre la parte superficial y la parte profunda del
ligamento, da paso al tendon del muasculo extensor digital lateral y a su

capsula sinovial (Stashak, 1987).

Palmar al ligamento carpiano lateral colateral, cuatro ligamentos
sostienen el hueso carpiano accesorio. Estos ligamentos, llamados de
acuerdo a sus uniones son, en orden proximal a distal, los ligamentos

accesorioulnar, accesoriocarpoulnar, accesoriocuartal y
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accesoriometacarpiano. Los tendones de dos musculos estdn asociados
con el hueso carpiano accesorio. El tendén corto del musculo ulnar
lateral, se adhiere al borde proximal y a la superficie lateral del hueso; el
tendon largo del musculo, encerrado en una capsula sinovial pasa a través
de la superficie lateral del hueso y después continua distal para insertarse
en la extremidad proximal del cuarto hueso metacarpiano. Proximalmente
palmarolateral a la capsula articular antebraquicarpiana, se interpone
entre el tendon largo del ulnar lateral y el proceso estiloide lateral del
radio. El tendoén del musculo flexor carpoulnar, se adhiere al borde
proximal del hueso carpiano accesorio, uniéndose palmarmente con el
ligamento carpal dorsal. Una banda fibrosa del hueso carpiano accesorio

se une al tendon extensor lateral digital (Sisson y Grossman, 1979).

En el lado medial del carpo, la fascia y la piel reciben sangre de
ramificaciones de la arteria radial. La inervacion es suplida por el nervio

cutaneo antebraquial medial (Stashak, 1987).

El ligamento medial colateral carpiano se extiende desde el proceso
medial estiloide del radio, y se abre distalmente, para adherirse al extremo
proximal del segundo y tercer metacarpianos. Grupos de fibras también se
adhieren al radial, segundo y tercer hueso carpiano. Palmarmente, el
ligamento se une al ligamento carpal dorsal. A esta altura, un canal se
forma, permitiendo el paso del tendon del flexor carpo radial y su capsula
sinovial, en tanto el tendon continua a la extremidad proximal del segundo
hueso metacarpiano. El inconstante primer hueso carpiano puede ser
adherido en la parte palmar del ligamento medial colateral carpiano,

adyacente al segundo hueso carpiano (Sisson y Grossman, 1979).
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EXTREMO DISTAL DEL RADIO

FILA PROXIMAL DEL CARPO
(radial, intermedio, cubital, accesorio)

LADO MEDIAL LADO LAIERAL

FILA DISTAL DEL CARPO
(primero, segundo, tercero, cuarto)

EXTREMO PROXIMAL DEL METACARPO

Figura 3: Esquema de las posiciones relativas de los huesos del carpo

(Soraci, 1991, modificado).

En el aspecto palmar, el ligamento carpal dorsal es una amplia
banda fibrosa, que se extiende desde el ligamento medial colateral
carpiano, hasta el hueso accesorio carpiano, uniendo la onda carpiana, y
formando el canal carpiano. Tejidos fibrosos conectivos llenan el canal
carpiano, dando soporte a todas las estructuras que pasan a través del
canal. La vena medial palmar y la arteria radial son palmares al tendon del
musculo flexor carporadial; el nervio palmar lateral y la arteria pequeiia
lateral palmar, son adyacentes a la superficie medial palmar del hueso
carpiano accesorio, adherida en la parte profunda del ligamento carpal
dorsal. La vena medial palmar, es palmar al tendén del muasculo flexor
superficial digital. Dos estructuras, la arteria larga medial palmar y el
nervio medial palmar, permanecen mediales a los tendones de los
musculos flexores digitales. Los dos tendones estan encerrados en una

capsula sinovial carpiana, extendiéndose desde un nivel 8 a 10 cm
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proximal al carpo distal de la mitad del metacarpo (Sisson y Grossman,

1979).

El ligamento palmar carpiano forma la pared dorsal del canal
carpiano, su cara profunda actua como la parte palmar de la capsula
fibrosa comun de las articulaciones carpianas. Se adhieren al tercer
ligamento palmar radiocarpiano, tres ligamentos palmar intercarpianos,
cuatro ligamentos palmares carpometacarpianos, y las superficies palmares
de los huesos carpianos. Distalmente, el ligamento palmar carpiano da
origen al ligamento accesorio al tendon flexor digital, el cual se une al

tendon en la mitad del metacarpo(Sisson y Grossman, 1979).

En el antebrazo, proximal al carpo, las arterias anastomoética lateral
palmar y colateral ulnar, se unen al musculo flexor carpoulnar para formar
el arco supracarpiano. La red vascular de la region profunda palmar
carpiana, red carpopalmar, es irrigada por pequeiias ramificaciones, desde
las arterias lateral palmar y proximal radial. La arteria lateral palmar,
continua distal, cerca del fin proximal del cuarto hueso metacarpiano,
donde forma el arco profundo carpal en conjunto con la arteria radial.
Arcos dorsales de la arteria radial se extienden alrededor del aspecto

medial del carpo, contribuyendo a la red dorsal carpiana (Stashak, 1987).

La unién antebraquiocarpal entre el radio (unioén radiocarpal), la
cubital (unidn ulnocarpal), la fila proximal de los huesos carpianos y la
unién metacarpiana entre las filas proximal y distal de los huesos
carpianos, actian como ginglimo, mientras la unidon carpometacarpiana
entre la fila distal de los huesos carpianos y el tercer hueso metacarpiano,
exhibe un movimiento minimo. Un extensivo saco sinovial radiocarpiano,
penetra la capsula fibrosa articular, enviando extensiones entre los huesos
carpianos a la fila proximal, tanto como los ligamentos carpianos

permiten, rodeando las uniones formadas por el hueso accesorio carpiano.
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Un saco palmarolateral se extiende desde el saco radiocarpal entre el
tendon largo del musculo ulnar lateral y el proceso estiloideo lateral del
radio. El saco sinovial metacarpiano sinovial, se comunica con el pequeiio
saco carpometacarpiano entre el tercero y cuarto huesos carpianos

(Stashak, 1987).

Las uniones antebraquiocarpiana y metacarpiana, son flexionadas
por la accién combinada del flexor carpo radial, el flexor carpo ulnar y el
musculo ulnar lateral. Las uniones se extienden por los musculos
extensores carpo radial y el carpo oblicuo. El area plana dorsal articular
de las uniones carpales y el ligamento palmar carpiano, unen el aspecto
palmar a los huesos carpianos, para prevenir una sobreextension de las

articulaciones antebraquiocarpal y metacarpal (Stashak, 1987).

Mayor estabilidad es proporcionada al carpo extendido dorsalmente,
por el tendon del musculo extensor carpo radial, y palmarmente por el
soporte tendoligamentoso de los ligamentos y los tendones flexores
digitales. El ligamento accesorio del flexor profundo digital, continaa
distal desde el ligamento palmar carpiano, a unir el tendon principal cerca

a la mitad del metacarpo (Stashak, 1987).

2.2 Capsula articular

Las articulaciones estan formadas por las extremidades articulares
de: (1) al menos dos huesos cubiertos con cartilago hialino; (2) la capsula
articular, que envuelve la cavidad articular y (3) los ligamentos articulares

(Sisson y Grossman, 1979).

En el caso del carpo, la capsula articular consiste de una porcién
fibrosa gruesa, delineada por una lamina subsinovial y la membrana

sinovial, la cual tiene contacto directo con el liquido sinovial. Entre
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ambas, puede encontrarse una capa desplazable de tejido adiposo y
conjuntivo, de manera que la capa sinovial pueda desplazarse sobre la
fibrosa. La capa fibrosa es comun a tres articulaciones. Se inserta por su
extremo proximal, muy cerca del borde de la cara articular del radio, y
por su borde distal, sobre la cara articular del metacarpo. La capsula
articular es contigua a las estructuras periarticulares (tendones y piel), en
las uniones distales, y a los musculos y tendones en las uniones

proximales (Sisson y Grossman, 1979). .

Los ligamentos colaterales son intracapsulares, y en algunas
articulaciones, existen ligamentos intra-articulares. El cartilago hialino (lo
cual significa translucido o transparente), que forma las superficies
articulares de la articulacion, se sostiene sobre el hueso subcondral. El
fluido sinovial es incoloro, o amarillo palido y ocupa el espacio intra-

articular (Auer, 1992).

Asimismo son diferenciables tres sacos que comprenden a las tres
articulaciones. El mas voluminoso es el saco radiocarpal, que incluye las
articulaciones formadas por el hueso carpal accesorio y también las
formadas entre los huesos proximales del carpo, hasta los ligamentos
inter6seos. El saco intercarpal envia extensiones proximal y distalmente
entre los huesos de las dos filas hacia los ligamentos interdseos,
comunicandose entre el tercero y cuarto carpal con el saco carpo-
metacarpal. El tercer saco formado por la membrana sinovial, es el carpo-
metacarpal, el cual es bastante limitado en su extensién, y se encuentra
intimamente unido a los huesos, incluyendo la articulacion carpo-
metacarpiana y lubricando las partes inferiores de las articulaciones, entre

los huesos carpal distal y las articulaciones intermetacarpianas (Soraci,

1991).



2.3 Cartilago articular

La  apariencia  traslucida del cartilago  articular, es
predominantemente debida a su alto contenido acuoso (70 % de peso en
cartilago maduro, y aproximadamente 80 % en cartilago de neonatos), y
sobre todo al arreglo aleatorio de coligeno. En peso en materia seca, el
cartilago hialino, contiene aproximadamente 50 % de colageno, 35 % de
proteoglicano, 10 % de glicoproteina (inhibidores de proteasa, lisozimas,
fibronectina, condronectina), 3 % minerales, 1 % lipidos y de 1 a 2 %

condrocitos (Auer, 1992),

La morfologia del cartilago articular, varia entre diferentes
articulaciones, entre zonas que soportan apoyo de peso y zonas que no, y
entre animales adultos y jovenes. El patron general es mas uniforme en el
adulto. El cartilago articular, esta subdividido en tres zonas no
mineralizadas (I a III), las cuales son claramente delineadas desde el
cartilago calcificado (zona IV). En animales adultos, la zona I (llamada
también zona tangencial) tiene la mas alta densidad celular. Los
condrocitos son relativamente pequeiios y planos, y estan orientados a lo
largo del eje paralelo a la superficie. Aqui, las fibras de colageno tienden
a ser tangenciales a la superficie. En la zona II (zona transicional) se ven
perfiles celulares mas grandes y las fibras de colageno tienden a tomar
direcciones oblicuas. En la zona numero III (zona radial), las células son
mas grandes, y estan alineadas con sus ejes largos perpendiculares a la

superficie, reflejando el curso radial de las fibras de colageno.

La nutricion del tejido cartilaginoso, es avascular, y se realiza por
difusion desde el liquido sinovial. La distribucion de sustancias en el
cartilago no mineralizado, se ve favorecida por la presién (durante la

carga), que se realiza en el movimiento. Asi, la nutricion del cartilago se
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hace dificil en la inmovilizaciéon, por la falta de "masaje"” y en la edad

avanzada al disminuir la cantidad de liquido sinovial (Stashak, 1987).

2.4 Caracteristicas del liquido sinovial

El fluido sinovial es un ultrafiltrado de plasma, y contiene iones de
la mayoria de moléculas presentes en el plasma, excluyendo proteinas
mayores. El fluido sinovial contiene predominantemente células
mononucleares, que forman el 90 % del total y el 10 % restante esta

constituido por leucocitos polimorfonucleares (Auer, 1992).

La sinovia es mesénquima modificado. La intima recubre una capa
de tejido conectivo (subintima o lamina propia), la cual puede ser fibrosa,
areolar o adiposa. La intima es una capa incompleta, constituida por uno a
cuatro sinoviocitos gruesos, sin una membrana base. Los sinoviocitos
consisten de un conjunto de células, que cumplen funciones secretorias y

de fagocitosis (Auer, 1992).

En su forma normal, el liquido sinovial, es un dializado protéico del
plasma sanguineo, transparente, amarillo palido y viscoso, que se forma
en la membrana sinovial. No se coagula, debido a que no contiene
fibrindgeno, y el nivel de proteinas es aproximadamente de un 25 a 30 %.
Contiene acido hialurdonico, que le da su caracter lubricante, y es
reponsable de la viscosidad y de sus cambios. La viscosidad de este
liquido es de 3 a 7 veces mayor que la del agua, aumenta durante los
movimientos lentos y decrece a medida que aumenta la velocidad de los
mismos, reduciendo resistencia al movimiento, y asegurando una adecuada
lubricacion. Presenta una capacidad para solidificarse instantaneamente
ante un impacto, evitando asi, su eliminacion de entre las superficies

articulares (Stashak, 1987).
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En resumen, las principales funciones del liquido sinovial son la
capacidad constante de soportar una carga, la lubricacién o humectacion
de superficies, la conductibilidad de calor y elasticidad, la amortiguacion

ante los impactos y la nutricién del cartilago (Adams, 1982).

2.5 Movimiento articular

El movimiento articular normal es: (1) libre de dolor, 0 extremo por
fuera del rango normal fisiologico pero detectable, (2) controlado por
musculos y tendones asociados y (3) repetible y casi sin friccion (Auer,

1992).

Cuando se llevan a cabo movimientos articulares que involucran
desplazamiento de peso, las articulaciones y los tejidos asociados llevan y
distribuyen el movimiento, dispersando el stress y disipando energia. El
movimiento articular es controlado por tendones y musculos que se
extienden, flexionan, y rotan la articulacion, y esta restringido por la
capsula articular, los ligamentos, el contorno oseocartilaginoso y los
tendones y musculos periarticulares. Las articulaciones proximales que se
pueden mover a rangos motores de mas de un plano, estan rodeadas por
grandes masas musculares, que contribuyen a la estabilidad de la
articulacion. La estabilidad de las articulaciones distales, se sustenta mas
en la fuerza de la capsula articular, los ligamentos y en el contorno
oseocartilaginoso de la articulacidon, que en los musculos circundantes

(Auer, 1992).

Ademas de la flexion y extension de las aticulaciones, las unidades
tendo-musculares cerca de las mismas, controlan el movimiento
rotacional. Estas acciones, son balanceadas por tendones opuestos y por

ligamentos, en el contorno de la superficie articular, los cuales previenen
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el movimiento mas alla del rango normal motriz. El movimiento de dos
cuerpos adyacentes relativos el uno al otro, puede ser mejor descripto por
movimientos de translacion, entre tres ejes perpendiculares y tres

movimientos rotacionales sobre los mismos ejes (Auer, 1992).

El movimiento translacional en articulaciones normales es minimo.
La inhabilidad de las estructuras articulares para limitar los movimientos
translacionales, y para restringir algunos arcos rotacionales de mocion es
denominada subluxacion o luxacion. En la mayoria de los casos, el control
de los movimientos translacionales, es mantenido por el contorno 6seo de
la articulacion. Los ligamentos tienden a evitar el movimiento, en el plano
en donde no se encuentran, a través, o perpendiculares, a sus ejes mayores

(Auer, 1992).



3. PATOLOGIA ARTICULAR

3.1 Artritis infecciosa

3.1.1 Etiologia

La artritis infecciosa o séptica, es la entidad artritica resultante del
secuestro de la infeccion bacteriana en una articulacion. El desarrollo de
una infeccion articular sucede en tres principales situaciones: (1)
Infeccion hematdogena (2) Injuria traumatica, con infeccion introducida
focalmente y (3), infeccion iatrogénica asociada a inyecciones intra-
articulares de corticoides, analgésicos u otros medicamentos,

intervenciones quirurgicas etc (Stashak, 1987).

La artritis infecciosa hematdégena, es mas comin en potros jovenes.
Los organismos mas comunmente implicados en este tipo de infecciéon, son
el Actinobacillus sp. , Escherichia Coli, Streptococcus sp. y Salmonella
sp., pero también se han aislado Corenybacterium equi, Staphylococcus
aureus, Klebsiella sp., Bacteroides sp. y Pseudomonas sp. de
articulaciones infectadas (Adams, 1982, Moore et al, 1993, Pascoe, 1992,

Tulamo et al, 1989).

La infeccion umbilical es considerada la via clasica, pero no debe ser
aceptada como la Gnica ruta de infeccion. La enfermedad puede también
estar asociada a neumonia o enteritis, o alguna otra forma de infeccidn
sistémica. La infeccion intrauterina, puede ocurrir también. En muchas
ocasiones, una osteomielitis en la epifisis adyacente o metafisis es el
primer foco de localizacion. Otras influencias pueden incrementar la
incidencia de problemas infecciosos en estos potros, un ejemplo particular
es el fallo total o parcial de transferencia pasiva de inmunoglobulinas a

través del calostro (Stashak, 1987) .
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Una asociacion entre una tardia recepcion de calostro y la artritis
séptica, ha sido también identificada. Se ha sugerido que un descenso en
la acidez estomacal en el recién nacido, puede permitir la fuga de
organismos que usualmente son destruidos dentro del tracto
gastrointestinal, bajo una invasion sistémica. En la infeccion umbilical, la
bacteria puede obtener acceso al cuerpo a través de dos arterias

umbilicales, la vena umbilical y el uraco (Adams, 1982).

Se ha asociado a infecciones por Mycoplasma y Chlamydia, con

poliartritis en potros (Adams, 1982, Trent y Plumb, 1991).

Una vez que la bacteria se localiza en el torrente sanguineo, le es mas
facil obtener acceso al fluido sinovial, que al fluido espinal, al humor
acuoso o a la orina. Este y otros factores promueven el establecimiento de

la infeccion dentro de la membrana sinovial del potro (Stashak, 1987). .

Un trauma directo es una causa comun de artritis infecciosa en
animales adultos. La penetracion directa de la articulacion no es esencial.
La destruccion de tejido y la celulitis en la region de una articulacién
puede conducir a una abertura de la misma y una artritis infecciosa. El
codo es un buen ejemplo de este caso. La ausencia de tejido muscular en
el aspecto lateral de la articulacién, la deja pobremente protegida. La
capsula articular se torna inmediatamente vulnerable, craneal al ligamento
lateral colateral, y también caudalmente, donde empuja a través del
musculo ulnar lateral. Es por tanto necesario tratar con extremo cuidado
las heridas en la region del codo, y con mucho cuidado, incluso cuando la
articulacion no esta involucrada; de otra manera una artritis infecciosa

puede desarrollarse (Stashak, 1987).

La inyeccion intra-articular de corticoides, acido hialuronico, es

probablemente la causa mas comin de infeccién iatrogénica en



articulaciones; puede también estar asociada con inyeccion de soluciones
analgésicas, otras medicaciones o procedimientos quirargicos (Trotter &

Mcllwraith, 1981).

Los organismos bacterianos envueltos en las formas de artritis
traumatica e iatrogénica varian, comprendiendo bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Las infecciones mas serias se presentan con
Pseudomonas, Proteus o Staphylococcus. La infeccion con
Staphylococcus parece ser la predominante en artritis infecciosa

postcorticoide.

3.1.2 Patogénesis

La membrana sinovial, responde a colonizacién bacteriana con una
reaccion inflamatoria, que varia en intensidad, dependiendo del grado de
colonizacion de la bacteria y su subsecuente multiplicacion. De la misma
manera, este hecho esta asociado al numero, tipo y virulencia de los
organismos, y al grado de resistencia del paciente. La inflamacion puede
ser leve, con cambios, con infiltraciones celulares, a necrosis de la
membrana sinovial y la formacién de extensiva exudacion fibrinopurulenta
(Orsini, 1984, Stashak, 1987). La trombosis de la membrana sinovial,
necrosis y formacion de pannus, resultan en una marcada disfuncion de la
articulacionon. El pannus es una formacion reactiva de membrana sinovial,
que consiste en un acimulo de granulacidon de tejido vascular. Este puede
causar destruccion directa del cartilago articular. De igual o mayor
significacion es la liberacion de enzimas potencialmente destructivas al

cartilago articular (Stashak, 1987).

La pérdida de colageno es un prerrequisito para la destruccion

visible del cartilago. La pérdida de glicosaminoglicanos y proteoglicanos
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desde la matriz, precede esta pérdida de colageno. Esta deplecién
matricial de proteoglicanos, es significativas por 5 dias en artritis
experimentalmente inducida. Dentro de las enzimas capaces de actuar de
esta manera sobre la matriz, se incluyen las lisosomales (liberadas de
neutrofilos, membrana sinovial y cartilago dafiado), la plasmina y las
enzimas proteoliticas extracelulares de los organismos. La pérdida de
proteoglicanos deja el cartilago vulnerable a un trauma fisico. La pérdida
de colageno sigue la pérdida de sustancia, y en un modelo experimental se
vuelve significativa después de 9 dias. Se ha sugerido que esta pérdida de
colageno, esta asociada con factores mecanicos en colageno vulnerable, y
la accion mecanica incrementada, que es observada en las areas de
contacto de las aticulaciones, sustenta esta idea. Ademas, en el
mecanismo total, la colagenasa es producida por la membrana sinovial
inflamada, asi como por los neutréfilos. La cantidad de esta enzima es
particularmente alta, con artritis séptica, y la colagenasa puede
directamente degradar el colageno del cartilago. La colagenasa puede
causar engrosamiento del cartilago mas rapido que otras proteasas

(Adams, 1982) .

La produccion de prostaglandinas y de radicales superoxido,
también puede ocurrir en estos procesos inflamatorios severos. La rapida
lisis de huesos, con pérdida de soporte cartilaginoso, es también
encontrada comunmente en potros, y es probablemente debida a

osteomielitis e infarto (Stashak, 1987).

Las capas de fibrina son formadas en exudados inflamatorios,
particularmente exudados sépticos, con compromiso de la membrana
sinovial, asi como interfase con la nutricion del cartilago articular. La
variedad de factores involucrados en la patogénesis de la destruccidon del
cartilago en artritis infecciosa esta ilustrada en la figura No. 4 (Orsini,

1984, Stashak, 1987).



Bactena Sinovitis + necrosis
Prostaglandinas < D>
V .
Proteasas Liberacion de enzimas
extracelulares lisosomales de la membrana
sinovial y los neutréfilos
e -
‘7 Pérdida de ‘iﬁ Proteasas <
proteoglicanos | glicosidasas T ‘V
Colaﬁenasa
Pérdida de las ~ Fibrina
propiedades normales Destruccion <
| enzimatica V
Trauma mecanico Compromiso de
: la nutricion
\7 del cartilago
D - : A |
—> Destruccion del cartilago Q

Figura 4: Patogenia de la artritis séptica (Stashak, 1987, modificado)

3.1.3 Diagnostico

La enfermedad es comunmente poliarticular en las articulaciones de
los huesos largos principalmente, en potrillos con infecciones
poliarticulares. Adicionalmente a la presentacion de signos tipicos locales
de artritis infecciosa, el problema puede estar también acompaiiado por
osteomielitis. El sindrome artritis/osteomielitis en potros, se ha
clasificado en Europa, como la presencia de artritis serofibrinosa o
fibrinopurulenta, en una o mas articulaciones, con 1) tipo S, no evidencia

microscopica de osteomielitis, 2) Tipo E, osteomielitis de la epifisis o
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hueso subcondral/unién cartilaginosa, y 3) Tipo P, osteomielitis adyacente
a la epifisis (Stashak, 1987). Las lesiones Oseas causadas por la
osteomielitis son reconocidas radiograficamente. La presencia de
osteomielitis es tipica de infeccion con Salmonella. Este tipo de infeccion
tiende a localizarse en la diafisis, y se extiende a la epifisis y metafisis con
formacion de secuestros oOseos. La infeccion puede rapidamente
convertirse en una enfermedad degenerativa articular, si el ciclo
inflamatorio no se interrumpe (Bertone et al, 1992). Por experiencia
personal, ha sido observada la localizacion inicial en la articulacion del
carpo o tarso, y de no aplicarse un tratamiento rapidamente, la infeccion

se extendera.

Esta condicion se ha reportado como una infeccion O6sea, sin artritis
asociada, y también en asociacion con artritis infecciosa. La localizacion
de los signos de la artritis séptica incluye claudicacidon, que puede ser leve
en estados tempranos, pero usualmente progresa rapidamente, a una de no
apoyo total. Se presenta inflamaciéon y calor en la articulacion
involucrada, y generalmente el calor y la hinchazdn en artritis séptica son
mas notables que en la aséptica, en la cual se observa mejoria sin
tratamiento, y mas rapido alivio con el uso de antiinflamatorios (NSAID)
generales y locales (Stashak, 1987). Ambos, el tejido suave periarticular
inflamado, y la efusidon sinovial, son componentes de la articulacion
inflamada. La inflamacidén periarticular puede variar de edema y celulitis
en un caso agudo de fibrosis, hasta el caso mas cronico con elongacion
Osea detectada en un estado tardio. Un bajo grado de fiebre puede
presentarse en adultos con artritis infecciosa. Los potros con poliartritis

generalmente tienden a exhibir altas temperaturas (Stashak, 1987).

Existe alguna variabilidad en signos clinicos, dependiendo de los
casos. Los potros presentan a menudo distension de la capsula articular,

asociada a una efusion sinovial y minima inflamacion del tejido blando por



fuera de la cépsula articular. La artritis infecciosa inducida en. adultos,
tiende a estar asociada a una inflamacion mayor de tejido blando (Adams,

1982).

El uso de radiografias provee considerable informacion, incluso en
estados agudos (Butt, 1973). Este instrumento de diagnodstico debe ser
obtenido inmediatamente para eliminar el dafio traumatico al hueso u
osteomielitis a tiempo. Una marcada efusion, es a menudo aparente en
articulaciones distales interfalangicas, observandose un incremento del
espacio en el examen radiografico, herramienta util para confirmar el
diagnostico. Radiografias secuenciales son importantes para conocer el
grado de destruccion y la evolucion del caso. El cambio litico en el hueso,
se puede desarrollar muy rapido. A medida que la enfermedad progresa,
son visibles ciertos cambios radiograficos, incluyendo proliferacion
periosea y ensanchamiento del espacio articular, debido a la destruccioén
del cartilago articular. Mas que un ensanchamiento difuso del espacio
articular, pueden verse areas de lisis. Con mayor progreso, una
osteomielitis generalizada se desarrolla en el hueso subcondral y el
espacio articular se ensancha, en tanto el hueso es destruido. La
combinacion de osteomielitis y una marcada proliferacion peridosea puede

llevar a la anquilosis (Stashak, 1987).

Los cambios radiograficos tipicos con artritis infecciosa son: (1)
tejido blando inflamado; (2) pérdida de espacio articular; (3) osteopenia
periarticular; y (4) erosiones O0seas centrales o marginales. La duracion
entre la aparicion de signos clinicos de artritis séptica espontanea, y la
presentacion de anomalias radiograficas, varia de 7 a 10 dias en equinos
(Stashak, 1987). La extension de la infeccion desde el espacio articular, al
hueso subcondral, puede ocurrir como el resultado de un drenaje linfatico.

En artritis infecciosa en equinos adultos, no se presentaron cambios 0seos
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radiolégicos tras 21 dias de la induccion de la enfermedad (Stashak,

1987).

Una técnica que puede resultar de utilidad en el diagnéstico
radiografico, es el uso de artrografia de contraste positivo y negativo. La
artrografia de contraste negativo se logra inyectando aire en la
articulacion, ayudandose con el posicionamiento de banderillas condrales
para delineacion. La artrografia de contraste positivo se obtiene
inyectando un material de contraste acuoso con yodo como componente,
el cual permite visualizar bien las masas que ocupen espacios (e.g.
sinovitis vilonodular). Ambos, el contraste i6nico y el no iénico son

utilizados (Adams, 1982).

El analisis del fluido sinovial es una forma definitiva de confirmar
una artritis infecciosa. La aspiracion de algunas articulaciones puede ser
complicada, debido a la organizaciéon fibrinosa, que puede tomar lugar
rapidamente. La contaminacion es comun debido a la naturaleza
hiperémica de la inflamada membrana sinovial. Hay que ser especialmente
cuidadosos en la extraccion de las muestras en forma aséptica.
Generalmente los analisis tipicos de fluido sinovial en infecciones de
artritis equina, incluyen un volumen incrementado, un fluido turbio que
varia de amarillo a colores serosanguineos con baja viscosidad, muy pobre
capa de mucina, proteinas a razéon de 4 g/dl o mas, conteo de células
blancas superior a 30.000 y normalmente 100.000 células/mm3, con 90 %

o mas de neutroéfilos (Stashak, 1987).

Un cultivo bacteriano positivo del fluido, confirma la artritis
infecciosa, pero cultivos negativos, comunmente no representan la
ausencia de una infeccion articular. Los factores implicitos en la dificultad
de obtener cultivos positivos de liquido sinovial, incluyen, la localizacion

primaria del organismo en la membrana sinovial, las propiedades
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bactericidas intrinsecas de las efusiones sépticas sinoviales (De Gara,
1943), y la administracion previa de antibidticos (Evans, 1977). Las
técnicas de cultivo son definitorias para llegaf al diagndstico. Ambos, el
anaerobico, asi como el método de cultivo aerdbico, deben ser utilizados.
El uso de biopsia de membrana sinovial, puede mejorar la tasa de cultivo
positivo (Wotsky, 1980). La identificacion bacteriana directa del fluido
articular, puede ser de ayuda, en la busqueda de una decision acerca de la
terapia antibiotica inicial, pero se puede realizar solamente en aquellos

casos en que hay enormes cantidades de bacterias en el liquido.

Sin embargo, con infecciones por bacterias Gram negativas (que son
comunes en equinos), la identificacion por método de Gram es dificil
algunas veces. Particularmente con poliartritis hematogena, el uso de
cultivos sanguineos puede ser atil y mucho mas confiable que el examen

coloreado directo (Stashak, 1987).

Un diagnostico etiologico es obtenido aproximadamente en un 50 %
de los casos. Por otra parte, el tratamiento de la artritis infecciosa es una
emergencia, que requiere tratamiento previo a los resultados del cultivo
bacteriano. Por estas razones, se confia en el analisis del fluido sinovial,

para diagnosticar la presencia de artritis infecciosa (Van Pelt, 1971).

La variacion de los parametros sinoviales usuales puede ser confusa
en algunas instancias. En potros .con poliartritis, los cambios en los
parametros normales son a veces menos marcados. Se ha notado, que
algunas alteraciones articulares asociadas con infecciones por
Streptococcus o Corynebacterium pueden ser problemas sinoviales

inmuno-mediados mas que infecciones (Stashak, 1987).

Las infecciones leves en articulaciones, son un problema en adultos.

La infeccidon focal de la membrana sinovial puede manifestarse con signos
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clinicos muy leves, pero es importante debido a que las condiciones
pueden ser degenerativas y causar eventualmente cambios severos en la
articulaciéon. Afortunadamente, los casos confusos son la minoria. Sin
embargo, cuando aparecen, se presenta la duda, y, ante ella, es mejor
tratar como si existiera una artritis infecciosa antes de omitir el

tratamiento (Stashak, 1987).

Es también importante en potros con poliartritis, el chequeo de la
adecuacion de la transferencia pasiva de inmunoglobinas, ya sea por test
de turbidez de sulfato de zinc, o por ensayo de radioinmunodifusion

(McGuire et al, 1975).

3.1.4 Tratamiento

Los principios generales para el tratamiento de la artritis séptica,
involucran drenaje y lavado de la articulaciéon para remover bacterias y
productos inflamatorios, agentes antiinflamatorios para reducir la
produccion de prostaglandinas, y ejercicio restringido para prevenir dafio

mecanico (Stashak, 1987).

Experimentalmente, el lavado via artrotomia, seguido por un
drenaje abierto, resulta en una eliminacién de bacterias y reduccion de la
inflamacion, sin verificacion de infecciones secundarias, siempre que se

respeten estrictamente las reglas de asepsia (Bertone et al, 1992).

El uso de fluidos que contengan antisépticos en el lavado, no ofrece
ventaja alguna sobre las soluciones electroliticas balanceadas (Bertone et
al 1992). Los antibidticos penetran la sinovia de articulaciones normales e
infectadas en equinos al ser suministrados de manera sistémica en distintas

proporciones, dependiendo de las caracteristicas quimicas de los mismos.
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Sin embargo, la inyeccion intra-articular puede facilitar el
aclaramiento bacteriano (Bertone et al., 1992). Es de esperarse que la
inflamacién de la membrana sinovial producto de infeccion de lugar a un
aumento de la permeabilidad, este aumento de permeabilidad permitiria un
aumento de la disponibilidad sinovial del antibiotico. En la primera etapa
de la terapia antibacteriana de las artropatias infecciosas, se recomendaba
la inyeccidon intraarticular. Posteriormente, y durante mucho tiempo se
consider6 que el tratamiento sistémico era superior al intraarticular,
fundamentalmente a efectos de evitar la introduccion de nuevas bacterias
a la articulacion. Actualmente la posicidon que se insinia como la que se
impondra en el manejo practico, es la de administrar sistémicamente
concomitantemente con una inyeccidon intraarticular. De esta manera, las
elevadas concentraciones en plasma, actuan en contra de la salida del
antibiotico de la articulaciéon, y, por lo tanto, prolongando su efecto

(Anderson & Ethell, 1999).

El tratamiento con antibidoticos debe ser continuo, durante varias
semanas, y se debe mantener posteriormente a la resolucion de los signos
clinicos, debido a la persistencia de bacterias en la membrana sinovial
(Bertone et al, 1987b). La prognosis del retorno al ejercicio para
funciones atléticas, debe ser reservada en cualquier caso, sin embargo una
terapia temprana y agresiva puede mejorar esta situacion (Ross et al,

1991).

El papel de los mediadores inflamatorios y de particulas
cartilaginosas en la progresion de artritis, ha sido considerado. La
remocion de estos mediadores con un lavado articular, representa una
logica aproximacion a una terapia eficiente. El lavado de articulaciones ha
sido utilizado principalmente en artritis séptica. El lavado debe ser

realizado a través de agujas, artroscopia o artrotomia.
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En el caso de la artritis séptica inducida, la artrotomia y lavado ha
superado el efecto de agujas o lavado artroscopico (Bertone et al, 1987a).
Las soluciones de lavado deben demostrar su inocuidad, y es
recomendable el uso de soluciones electroliticas balanceadas (Bertone et

al, 1988).

El tratamiento quirargico de enfermedades articulares, puede
involucrar diferentes técnicas: La artrotomia y artroscopia, la remocioén o
fijacion de fracturas condrales u osteocondrales, sinoviectomia
generalizada o regional, y reparacion o remociéon de ligamentos intra-
articulares afectados. Debe ser tenido también en cuenta, el potencial de
varios tejidos articulares, y su papel en el proceso patologico, al

considerar el tratamiento quirurgico de la enfermedad articular.

En sintesis, para la eleccion del régimen terapéutico se deben
considerar varios factores, como el tipo y la virulencia del organismo
infectante, la capacidad de defensa local o general de la articulaciéon, el
curso clinico de la infeccidon y, como en toda infeccidn, el estado general
del paciente. El conocimiento de las patologias y las alteraciones que
producen, es necesario para evaluar el diagnéstico y prondstico de la

enfermedad, y de esta manera formular una terapia adecuada.

En general, dado que se trata de entidades nosolégicas complejas,
un tratamiento de artritis séptica incluye una combinacién de
subtratamientos dirigidos a reducir la sepsis, removiendo los restos intra-
articulares y manteniendo la homeostasis, paralelamente con el

tratamiento de fondo, dirigido a eliminar la infeccidn.

La experiencia clinica y la recomendacién de algunos autores
(Bertone et al, 1992), sugiere que la evolucion de la artritis infecciosa en

equinos puede rapidamente convertirse en una enfermedad articular
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degenerativa, si el ciclo inflamatorio no es detenido a tiempo, causando
destruccion del cartilago. Por tanto es preciso tomar medidas terapéuticas
incluso antes de la recepcion de datos de cultivo y en adelante, ya que un
falso negativo no proporciona absoluta certeza para el diagnostico de la

infeccion.
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4. FUNDAMENTOS DEL METODO MICROBIOLOGICO PARA
DETERMINAR CONCENTRACIONES DE ANTIMICROBIANO

Dentro de las técnicas establecidas para deteccion de
concentraciones de antimicrobianos en muestras biologicas, existen
métodos de elevada complejidad como por ejemplo cromatografia gaseosa
y liquida de alta presion, o la espectrometria de masa. Por otra parte
existen métodos de menor complejidad, pero de sensibilidad aproximada a

los anteriores, como el método bioldgico.

El método biologico consiste en enfrentar concentraciones patrones
del antibiotico a determinar, en un medio estandarizado, con una cepa
sensible al antimicrobiano. Utilizando los halos de inhibicion de
crecimiento, se traza una curva patron, en la que se interpolan los halos
de inhibicion producidos al enfrentar una muestra de concentracion
desconocida, con el mismo cultivo. De este modo, es posible determinar
las concentraciones de antibidtico en la muestra, por extrapolacion desde

la curva patron.

4.1 Medios de cultivo

4.1.1 Agar y agentes gelificantes

El agar es un polisacarido complejo, constituido por agarosa y
agaropeptina, que gelifica a una temperatura de 30 °C, permanenciendo en
estado de gel solido, licuandose a 100 °C. Se obtiene de algas del género

Rodophyceae.
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Debido a que el agar es un material de origen natural, la calidad del
mismo puede variar de acuerdo al método de extraccion del alga, su

constitucién, y por el medio ambiente en el cual se desarrollé.

Durante la utilizacion del agar, eventualmente es necesario
adicionar calcio, a fin de mantener la propiedad gelificante del mismo, lo
que esta estrechamente vinculado a lo mencionado en el parrafo anterior.
Conjuntamente con el calcio, el agar contiene trazas de otros elementos,
los cuales pueden estimular o inhibir el crecimiento bacteriano; por esta
razén se debe proceder a una remocién de todos estos contaminantes

(Newton, 1953).

Los agentes gelificantes, a diferencia del agar que es de origen
natural, son sintéticos, compuestos por materiales que no modifican el
crecimiento bacteriano, ni la actividad de los agentes antimicrobianos.
Son polimeros, y entre los mas utilizados como medio de cultivo en
laboratorio pueden mencionarse, el Separan NP10, contando entre sus
cualidades, la estabilidad ante temperaturas extremas y su utilizacion
como complemento del agar, en aras de reducir su cantidad. Sin embargo,
esta sustancia no sirve como reemplazo total del agar. Es un polimero de

alto peso molecular, producido por polimerizacion de acrilamida.

Uno mas de los agentes gelificantes de uso en este tipo de
metodologia, es el polimero de polioxietileno. Este compuesto fue
desarrollado por Unioén Carbide (Toxed, New York), y es conocido con el
nombre comercial de neutra gel. Es inerte, claro Opticamente, estable, y

las temperaturas extremas no lo afectan (Lorian, 1966).



59

4.2 Crecimiento bacteriano en el medio de cultivo

Los nutrientes solubles en el medio de cultivo deben ingresar a la
célula bacteriana, para ser posteriormente metabolizados y utilizados, una
vez que aquella es depositada sobre la superficie, o en el interior del
medio.

A partir de ese momento, la bacteria iniciara su proceso
reproductivo, y eventualmente tendra una progenie suficiente para
conformar una colonia microscOpicamente visible. Debido a que el
microorganismo se multiplica, los nutrientes del medio adyacente al
crecimiento bacteriano disminuirian, y el crecimiento rapido cesaria, lo
que seria cierto de no ser por el hecho de que la distribuciéon de materiales
nutritivos solubles en el medio esta gobernada por leyes fisicas de
difusion. Por tanto, los materiales disueltos tienden a difundirse desde
areas mas concentradas, hacia las de menor concentracion en el medio,
manteniendo de esta manera un equilibrio constante. Sin embargo, es
evidente que las concentraciones de nutrientes tienden a disminuir con el

crecimiento del cultivo.

No obstante, en tanto nutrientes adicionales sean suplementados
por difusion, el crecimiento bacteriano podra continuar. De igual manera,
productos extracelulares del metabolismo son liberados al medio, y se

difunden hacia afuera del area de crecimiento microbiano.



4.3 Método biolbégico para la determinaciéon de antimicrobianos en

muestras de origen biolégico

4.3.1 Seleccion del medio de cultivo

El medio recomendado para este tipo de test es el Mueller-Hinton,
por su carencia de sustancias que puedan interferir con los antibioticos
Beta lactamicos, y por que permite un crecimiento bacteriano 6ptimo. Los
medios para antibidticos 1 y 2 son utilizados también, dependiendo del

antimicrobiano a ser analizado.

Cuando el microorganismo test es un anaerobio, el medio Wilkins &

Chalgren arroja mejores resultados (Rosemblatt, 1980).

4.3.2 Estandarizacion del inoculo

Una de las variables mas determinantes en el resultado del test, es
la densidad del indculo. Esta debe ser cuidadosamente estandarizada para

obtener reproducibilidad.

De entre los métodos existentes para la estandarizacion del inéculo,
son conocidos los creados para formas vegetativas, para los cuales puede
usarse el método fotométrico, midiendo transmitancia y trabajando con

cultivos frescos en base a una transmitancia definida.

Otro método mas seguro y exacto, es el conteo viable, a través del
cual se mide la concentracion de un inoculo madre, el cual sera sometido
a diluciones seriadas hasta conseguir una que permita un crecimiento
Optimo. Las caracteristicas del indéculo no son demasiado faciles de
definir, dado que, cuanto menor sea su concentracion, mayor sera la

inhibicién que los antimicrobianos generen, pero debera ser
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suficientemente concentrado para que el crecimiento bacteriano pueda ser
observado a simple vista y los halos bien definidos. El in6culo obtenido en
este punto, puede envasarse y ser mantenido en freezer o liofilizado.
Entonces, se debe reconstituir y/o diluir a la concentracion deseada antes

de su uso.

4.3.3 Difusion de los agentes antimicrobianos

Las soluciones de los agentes antimicrobianos, o las muestras
biologicas que los contienen, pueden ser ensayadas por los siguientes

meétodos:

1°. Técnica de disco de papel de filtro: En la cual los discos de papel son
saturados con la solucién que contiene la droga, y aplicados en la
superficie del medio de cultivo, previamente inoculado con la cepa
elegida. Debido a que el volumen de saturacion de los discos es
variable en funcion de la calidad de los mismos y el lote al cual
pertenecen, este método no es muy seguro, aunque es practico (Davis

& Stout, 1976).

2°. La técnica del cilindro placa: La cual utiliza cilindros de acero
inoxidable, o de vidrio, que son colocados sobre la superficie del
medio de cultivo inoculado, la muestra a probar se vierte en una
cantidad perfectamente medida en su interior. Es un método mas

preciso que el descrito anteriormente.

3°. Otra técnica para la difusion de los agentes microbianos es la técnica
de pocillo, en la cual, pequefios pocillos son cortados con sacabocados
del medio de cultivo inoculado, y son sembrados con la muestra a

dosar. Su desarrollo es mas dificil, y se requieren dos tipos diferentes
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de medio de cultivo, uno superficial y otro profundo con distinta
proporcion de agar, siendo mayor la consistencia del mas profundo, lo
que permite una mayor facilidad para la aplicacion del sacabocado y la
estandarizacion de la profundidad del pocillo. Algunos investigadores
han simplificado esta técnica, trabajando en una capa de agar uUnica,

con buenos resultados.

4.3.4 Dinamica de la difusion

La difusion inicialmente es tridimensional, a excepcion de cuando se
utiliza la técnica del pocillo en monocapa de agar, y posteriormente es

bidimensional.

El diametro del halo de inhibicion es influenciado por el espesor del
medio de cultivo. Si el medio es delgado, el halo sera de mayor diametro.
Este es el fundamento para sustentar, que el medio de cultivo inoculado
debe ser colocado sobre una superficie nivelada durante su solidificacién.
De no cumplirse esta premisa, algunas zonas de la placa seran mas
delgadas que otras, causando la aparicion de halos de inhibicion con
diametros no relacionados con la concentracion presente en la muestra

que le di6 origen.

4.3.5 Factores que influyen en los tests de difusion

Dentro de los factores que representan modificacion en los tests de

difusion se pueden contar:

La densidad del ind6culo: La densidad del inéculo es uno de los

factores de mayor influencia en el tamaifio de la zona de inhibicion. En el
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caso de los in6culos débiles, se hara necesario un tiempo mayor para
obtener un crecimiento Optimo, asi el antimicrobiano podra difundirse
mas, y las zonas de inhibicidon resultantes seran mayores. Los indculos
muy concentrados, si bien como regla general daran lugar a halos mas
grandes, tenderan a producir zonas de inhibicion relativamente mas
pequeiias (Cooper, 1958), lo que significa que la relacion concentracidn
versus halo no es lineal. En general, en la puesta a punto del método una
de las cosas que se buscan es determinar la zona recta de la linea de
regresion concentracion versus halo. Siempre se tratara de trabajar con

patrones dentro de ese rango.

Por lo tanto el in6culo debe ser estandarizado, durante la puesta a
punto del método y debe mentenerse la misma concentracion bacteriana
durante todas las experiencias. Asimismo, las concentraciones patrones

deberan ser definidas dentro del rango adecuado.

Otro factor de alta influencia en los tests de difusidn, es el espesor
del medio de cultivo. Para una maxima sensibilidad, las placas utilizadas
deben contener una capa delgada de medio de cultivo inoculado, vy
aproximadamente 2 a 3 mm de profundidad. Este es un punto importante,
debido a que las fluctuaciones en esta caracteristica, afectan las zonas de
inhibicion obtenidas. Por lo tanto, el medio debe tener una profundidad
uniforme. Esto sera posible dejandolo solidificar sobre una superficie
perfectamente nivelada y en una cantidad perfectamente especificada y
medida en cada aplicaciéon. Durante todos los experimentos el espesor de
la capa de agar debera ser constante (Rule, 1988, Lanusse, 1988, Landoni,

1990, Soraci,. 1991, Mestorino, 1994).

Las caracteristicas de crecimiento de la cepa test, afectan la
velocidad de propagacion y por lo tanto el resultado final de la prueba.

Debe utilizarse una cepa de rapido desarrollo, y durante la puesta a punto



del método, deben estandarizarse todas las condiciones para obtener un

optimo desarrollo de la cepa.

La temperatura de incubacion que generalmente se utiliza, es de
aproximadamente 35 °C, y en tanto menor esta sea, tanto menor sera la
velocidad de crecimiento. Esto permitiria al antimicrobiano mayor
facilidad de difusiéon, y por tanto zonas de inhibicion mayores. Sin
embargo, esta afirmacion no es absoluta puesto que a menor temperatura,
el medio tendera a ser mas viscoso y por lo tanto la velocidad de difusién
sera menor (Rule, 1988, Lanusse, 1988, Landoni, 1990, Soraci, 1991,
Mestorino, 1994). .

Otro factor de influencia en los tests de difusion, es el tiempo de
incubacion, el cual puede tener una gran influencia en los resultados
finales. Si el tiempo es corto, el antimicrobiano no habra difundido
completamente, y la zona de inhibicion obtenida no sera la total. En caso
contrario, la zona de inhibicion parcial, continuara su crecimiento, y el
halo de inhibicién ira disminuyendo su tamafio. Se ha propuesto un rango
de 16 a 18 horas, como el tiempo estandar, el que puede variar con el
microorganismo test (Rule, 1988, Lanusse, 1988, Landoni, 1990, Soraci,

1991, Mestorino, 1994).
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S. FARMACOCINETICA

5.1. Definicién

La farmacocinética es la ciencia que estudia la evolucion de las
concentraciones de droga en el cuerpo, en funcion del tiempo y los
modelos matematicos mas adecuados para la descripcién de esos datos
(Gibaldi & Perrier, 1975). Cuando se aplica a una situacion clinica, esta
disciplina proporciona al veterinario una herramienta util para diseiiar los
horarios y dosajes de drogas, para cada paciente de manera individual
(Baggot, 1978a). Tales regimenes deben ser terapéuticamente efectivos,
minimamente toxicos y no deben resultar en residuos de droga violatorios
en los tejidos del animal (Riviere, 1988). Los parametros de disposicion
de la droga, estan correlacionados con ciertas variables clinicas
cuantificables; juntos, son utilizados para disefiar un régimen O6ptimo de

suministro de droga para el animal tratado.

En la figura 5 se ilustran los procesos farmacocinéticos basicos a

los que puede estar sometido un farmaco.

En general se fija como punto de referencia para el analisis
farmacocinético, a la concentraciéon de droga disuelta en el suero (o
plasma), debido a que este es el fluido corporal del cual es posible tomar
muestras mas facilmente para analisis farmacoldgico inmediato y de
manera repetida. Para la mayoria de las drogas, el suero esta en equilibrio
con el fluido extracelular de los tejidos, por lo tanto existe una relacion
directa entre las concentraciones séricas del farmaco y las concentraciones

de droga en el fluido extracelular.
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Figura S: Esquema de los procesos que influyen en la captacién,

acceso al lugar de accion y eliminacion de un farmaco del organismo.

La i1nformacion respecto a los procesos de distribucion vy
eliminacién, es obtenida mediante la monitorizacion de concentraciones
séricas de droga, después de aplicar una inyeccion intravenosa (Riviere,
1988a). Ambas, la distribucidén y eliminacion, tienden a remover la droga
de la circulacion sistémica, resultando en un continuo descenso de las

concentraciones séricas. Si estos procesos ocurren a diferentes tasas, el
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perfil de concentracion de farmaco sérico en el tiempo, reflejard el angulo
correspondiente al proceso mas rapido. Para la mayoria de los farmacos
estudiados, la distribucion a los tejidos es el evento mas rapido, y por
tanto es usualmente el mayor determinante de la tasa de cambio de la
concentracion, inmediatamente después de la inyeccion. Cuando se
consigue el equilibrio entre concentraciones séricas y en el tejido, los
procesos de eliminacién determinaran la tasa de descenso de
concentraciones séricas de farmaco. Para ciertos componentes que
muestran gran afinidad por unirse con los tejidos, las fases terminales
lentas en el perfil concentracion versus tiempo, son una evidencia de la

liberacidon de farmaco desde estos sitios tisulares (Riviere, 1988a).

El perfil concentracién versus tiempo es por tanto una imagen
integrada de como los procesos afectan la distribucion y eliminacion del
farmaco en el cuerpo. Si estos procesos tienen tasas significativamente
diferentes, entonces la evolucion de las concentraciones en funcion del

tiempo, puede ser utilizada para analizarlos (Riviere, 1988a).

5.2 Absorcion

La absorcion y disposicion de drogas antimicrobianas en el cuerpo,
es altamente gobernada por su caracter quimico, y por ciertas propiedades
fisicoquimicas. La mayoria son electrolitos organicos débiles, ya sea
acidos, como las penicilinas, cefalosporinas o sulfonamidas; o bases, como
aminoglicosidos, lincosamidas o macrolidos, mientras las tetraciclinas

anfotéricas y cloranfenicol son moléculas neutras.

La solubilidad lipidica y el grado de ionizacidén, el cual es
determinado por el pKa, de la droga y por el pH del fluido biolégico en

cuestion, influyen la extension de la absorcion, el patron de distribucidn,



asi como los procesos de eliminacién. El pKa caracteristico de una droga,
es aquel pH al cual las concentraciones de las formas ionizada y no
ionizada son iguales. Para drogas acidas, una caida en una unidad de pH
resultara en 10 veces un incremento de la forma no ionizada. La relacion
es tal, que a valores de pH, por debajo del pKa, los acidos existen
esencialmente en la forma no ionizada. Este hecho es importante, ya que
la difusion pasiva de drogas a través de las membranas celulares, depende
de la solubilidad lipidica, y la forma no ionizada del farmaco es

liposoluble (Prescott & Baggot, 1988).

El segundo factor a considerar respecto a la absorcion, es la
cantidad total de farmaco absorbido, denominada, su biodisponibilidad
(Baggot, 1978b). Esta es la fraccion de 1la dosis disponible
sistémicamente, y es equivalente a una dosis intravenosa. Las rutas de
administracion cominmente utilizadas en la practica veterinaria, incluyen,
via oral, percutaneas o toOpicas, subcutaneas o intramusculares, entre
otras. La tasa y extension de la absorcion del farmaco por estas rutas, es
dependiente de las propiedades fisicoquimicas del farmaco (pH pKa,
solubilidad), del vehiculo en el cual es mezclada, y de la propiedad
bioquimica de las membranas que van a ser atravesadas (Baggot, 1986).
Los farmacos aplicados por via topica no son empleados para obtener un

efecto sistémico, aunque una absorcion significativa puede ocurrir.

5.3 Distribucion

La distribucion de un farmaco al tejido periférico depende de cuatro
factores principales: las propiedades fisicoquimicas del farmaco, el
gradiente de concentracion establecido entre la sangre y el tejido, la tasa
de flujo sanguineo a la masa tisular, y la afinidad del farmaco por los

tejidos constituyentes (Riviere, 1988a). Las caracteristicas fisicoquimicas
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del farmaco (pKa, solubilidad lipidica, peso molecular), son el factor mas
importante al determinar la tendencia de un farmaco a dirigirse a un tejido

especifico (Riviere, 1988a).

La distribucion en el tejido, sin embargo, no es homogénea porque
los farmacos tienen alta afinidad por ciertos tejidos, dependiendo del flujo
sanguineo regional, el tipo de tejido, y la naturaleza biolégica del mismo.
Por ejemplo, algunos farmacos son rapidamente conducidos al higado y
riidén, debido al alto porcentaje del volumen minuto asignado a estos
o0rganos. Los farmacos liposolubles tienden a distribuirse hacia el tejido
adiposo y cerebral, debido a su alto contenido lipidico. Los sitios con un
alto flujo sanguineo, son el cerebro, el corazon, el higado, rifiones,
pulmones y glandulas enddcrinas; otros con una tasa intermedia son los
musculos y la piel, y de baja tasa, indicativo de un sistema pobre en

perfusion, son el tejido adiposo y huesos (Riviere, 1988a).

Desde una perspectiva clinica, tres grupos de tejidos pueden
identificarse: El tejido del sitio de accidn del farmaco, el tejido del sitio
de toxicidad del farmaco, y el resto del cuerpo al cual el farmaco sera
distribuido, pero donde no sera terapéuticamente util (Riviere, 1988b).
Para la mayoria de las drogas, estos tejidos no son diferenciables,
mediante analisis farmacocinético. Esto es especialmente verdadero para
antibioticos, debido a que el sitio de infeccion puede estar localizado en
cualquier parte del tejido corporal. Para muchos componentes, los sitios
de accion del farmaco y toxicidad, son los mismos y solo la concentracion
absoluta del farmaco determinara, si existe una actividad terapéutica,

toxica o si las dos pueden producirse.

Un factor importante a considerar al discutir la distribucion de un
farmaco, es el grado de union a las proteinas séricas. Solamente el

firmaco no ligado (libre), es capaz de salir al fluido extracelular, para
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forzar actividad en tejidos. La proteina sérica involucrada en ligar los
farmacos, es esencialmente la albumina, aunque muchos de los farmacos
basicos se ligan a glicoproteinas acidas y Iipopréteinas. La mayoria de los
procedimientos analiticos de uso comun actualmente, miden solamente
concentraciones totales del farmaco (ligada y libre). Esto puede ser muy
incierto, porque el farmaco libre puede ser ampliamente distribuido a
tejidos, que solo alojan' una pequeiia fraccion del total de la concentracidon
del farmaco en el suero. Ocurre asi con farmacos liposolubles, los cuales
son extensivamente ligados a proteinas séricas, y aun asi se distribuyen

hacia tejidos adiposos (Pla Delfina y Pozo Ojeda, 1974, Riviere, 1988b).

Algunos o6rganos poseen barreras anatomicas particulares en contra
de la penetracion del farmaco. El clasico ejemplo, es la barrera sanguinea
cerebral, la cual posee una capa de células gliales interpuesta entre el
endotelio capilar y el tejido nervioso. El paso sélo se produce por
difusi6n (Boooth & Mc Donald, 1992). Solo los farmacos liposolubles
pueden traspasar esta barrera (Riviere, 1988b). Consideraciones similares
son aplicables para distribucion del farmaco en liquido sinovial, ocular,
prostata, testiculo, placenta y como ejemplo importante desde el punto de
vista productivo, la glandula mamaria. El farmaco también se puede
distribuir hacia compartimientos de fluido extracelular, los cuales son
demarcados también por una capa de ceélulas epiteliales. Esto incluye
compartimentos de fluido sinovial, cerebroespinal, intraocular,

pericardico, pleural, peritoneal y perilinfo coclear (Riviere, 1988b).

Si el farmaco posee alta afinidad hacia los componentes del tejido,
la unidén con los componentes de éste se produce. Este fenomeno ha sido

denominado secuestro. Esta ligazon puede ser el resultado de:

1. Toma intracelular y localizacion en organelos subcelulares.

2. Fuerte union a proteinas celulares, a acidos nucléicos o lipidos.
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Cuando esta uniéon es muy fuerte (covalente), se hace muy lenta la
salida de moléculas del organismo. Estos procesos toman mayor
importancia, debido a que pueden resultar en aparicion de residuos

nocivos en tejidos animales, durante tiempos muy prolongados.

5.4 Eliminacion

En tanto la distribucion de la droga ha encontrado su equilibrio, la
eliminacion del farmaco del cuerpo se convierte en el proceso primario,
resultando en un descenso de las concentraciones séricas de la droga. Los
organos mas importantes involucrados en la eliminacion son el higado y el
riion. Los farmacos son excretados sin modificacion alguna por bilis u
orina, cuando son suficientemente hidrosolubles, o son metabolizados a
compuestos mas hidrosolubles, para una excrecion subsecuente. Algunos
farmacos son excretados mediante otros mecanismos (e.g. en secreciones
bronquiales, prostaticas, salivares, sudorales). Estas rutas cobran
importancia clinica, cuando el tejido es también el sitio de accidn; sin
embargo estas rutas son generalmente negligibles en términos de la
fraccion total de farmaco eliminado (Baggot, 1986, Pla Delfina y Pozo

Ojeda, 1974).

Mecanismos hepaticos

La eliminacion por el higado puede ocurrir a través de
biotransformacion y secrecion biliar posterior, o directamente por
secrecion biliar. La biotransformacion del farmaco (o metabolismo),
generalmente da lugar a un compuesto mas polar, menos lipofilico y mas

hidrosoluble.
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La biotransformacién se produce a través de dos clases de

reacciones:

Fase 1, vias no sintéticas, incluyendo oxidacion, reducciéon o hidrélisis.
Son reacciones relativamente simples, involucrando modificaciones leves a
la estructira molecular del farmaco, que aporte hidrosolubilidad.

Fase 2 reacciones sintéticas, incluyendo conjugacion del farmaco con
diferentes sustancias, lo que da lugar a una nueva sustancia (Baggot,

1986). En general las reacciones sintéticas inactivan al farmaco.

Todas estas reacciones ocurren en el citoplasma hepatocito,
mitocondria o reticulo endoplasmatico (microsomas), siendo el ultimo
cuantitativamente mas importante. La oxidaciéon y la reduccion de los
farmacos son llevadas a cabo por el sistema citocromo microsomal p450
oxidasas de funcion mixta (MFO). Este inducible, relativamente no
especifico complejo enzimatico, consiste de un nimero de isoenzimas de
diferentes especificidades por el sustrato. Esta involucrado en su mayoria,
en las reacciones de la fase 1. También es responsable por la activacion
metabdlica de cierto nimero de compuestos no toxicos, a metabolitos

toxicos (Baggot, 1986).

La quimica ex06gena xenobiotica, induccién, o inhibicion del sistema
MFO, pueden resultar en caso de interaccion de farmacos (e.g. inhibicién
por parte del cloranfenicol del metabolismo de los barbituratos o
induccion por parte del fenobarbital de la biotransformacion de sus
congéneres y otras sustancias). Los insecticidas organofosforados, inhiben
generalmente la actividad MFO, mientras que los hidrocarburos clorados
inducen el sistema MFO. Ademas, los farmacos pueden inducir o inhibir su
propia biotransformacién, después de repetidas exposiciones. La
complejidad de la interaccion posible, es confusa, especialmente cuando

se considera que la total capacidad de biotransformacion para un farmaco
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especifico o toxico, es la suma de actividades de las isoenzimas,
conjugando el complejo MFO, y que estas isoenzimas pueden ser
independientemente inhibidas o inducidas en varios grados por distintos
compuestos. La farmacocinética clinica puede ser utilizada como una
herramienta para determinar el estado de biotransformacién (en realidad

el estado hepatico) de un paciente clinico (Riviere, 1988b, Baggot, 1986).

Otra consideracién importante en biotransformacion hepatica, es la
alta pero limitada capacidad de este sistema. Estos sistemas enzimaticos
son saturables, teniendo capacidad limitada. Cuando la cantidad de droga
presentada al higado excede su limite, la fraccion de eliminacion total del

farmaco se vera disminuida.

Para muchos farmacos el simple paso a través del higado, resultara
en una biotransformacion completa. La eliminacién de estos farmacos, que
poseen una tasa alta de extraccion hepatica, depende de la tasa de flujo
sanguineo a través del higado. La incidencia de enfermedades o terapias
concomitantes farmacoldégicas, pueden causar un descenso en el flujo
sanguineo hepatico, prolongando el tiempo de permanencia de estos
componentes en el cuerpo. Cuando los farmacos con altas tasas de
extraccion son administrados oralmente (resultando en pasaje por el
sistema portal antes de entrar a la circulacion sistémica), la mayoria de
ellos son metabolizados total o parcialmente a componentes inactivos
antes de cumplir su funcion. Este fenémeno ha sido denominado, efecto de
primer paso, y es la base para explicacion de la inactividad farmacolégica
de ciertos medicamentos administrados oralmente (Baggot, 1986). Este
proceso ha sido utilizado en la formulaciéon de profarmacos, los cuales son
administrados oralmente, en una forma inactiva, y son activados durante
su primer paso a través del higado. La piel puede tener una accidén de

metabolismo de primer paso en el caso de ciertos farmacos administrados
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por la via percutanea, o con sistemas de liberacion de farmaco

transdérmicos (Baggot, 1986, Riviere, 1988b).

Ciertos componentes pueden ser excretados en la bilis, a través de
sistemas especificos de transporte enzimatico, para acidos débiles, bases
débiles, componentes neutrales, o metales. Generalmente, solo
componentes relativamente polares con pesos moleculares mayores de 300
a 500 Dalton, son excretados por esta ruta. Los productos de
biotransformacioén hepatica, son a menudo, manejados de esta manera.
Existen diferencias en la capacidad de excrecidon biliar entre especies; los
perros y las gallinas tienen una alta capacidad, los gatos y las ovejas
tienen un nivel moderado, y los conejos y primates tienen una capacidad
pobre. Los farmacos que son secretados en la bilis como conjugados,
pueden sufrir hidrolisis en los intestinos, y ser reabsorbidos en la
circulacion portal. Las tetraciclinas sufren tal ‘recirculacion
enterohepatica’ (Pla Delfina y Pozo Ojeda, 1974, Baggot, 1986, Riviere,
1988b).

Mecanismos renales

El rifion es el organo mas importante de eliminacion de la mayoria
de antibidticos de uso veterinario. Los farmacos pueden ser eliminados
por el rifion a través de dos mecanismos: Filtracion glomerular y secrecion
tubular. La reabsorcion tubular, es importante en la alteracion de la tasa
de excrecion renal de componentes. Los farmacos son removidos de la
sangre mediante filtracion glomerular del plasma, y el fairmaco no ligado a
proteina puede ser eliminado por este mecanismo. Después de la
filtracién, la droga pasa a través de segmentos tubulares del nefron, donde

puede ocurrir reabsorciéon desde el lumen (Riviere, 1988b, Baggot, 1986).
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Para los farmacos, la mayoria de la reabsorcién renal, ocurre por
difusion pasiva de farmacos no i10nicos desde los tabulos distales. Solo
los liposolubles, forma neutra de un acido débil o base, pueden ser
reabsorbidos bajo un gradiente de concentracion. La reabsorcion es por lo
tanto, dependiente de la solubilidad lipidica inherente de la materia
ionizada, considerando el pKa del farmaco, al pH de la orina y en funcion
de la tasa de flujo de orina. La tasa de moléculas no ionizadas, a
moléculas ionizadas, a un pH de orina especifico, determina la magnitud
del gradiente de concentracion para reabsorcion. Los acidos débiles (pKa
entre 3.0 y 7.5), son absorbidos de orina acidificada, mientras que las
bases débiles (pKa entre 7.5 y 10.0), son reabsorbidas de orina alcalina.
La reabsorcion también es facilitada por tasas bajas de flujo urinario. Los
farmacos polares, y sus metabolitos no son reabsorbidos. Es facil saber
por tanto, que para farmacos manejados de esta manera, los cambios en el
pH de la orina o en su volumen, resultante de enfermedades, diuréticos,
terapia de fluidos, o uso de acidificantes urinarios o alcalinizantes, pueden
afectar marcadamente la tasa de eliminacion renal del farmaco. Existen
diferencias en el pH entre especies, y por lo tanto en los patrones de

eliminacion (Baggot, 1986).

Algunos farmacos basicos son reabsorbidos por mecanismos
relativamente no especificos, incluyendo ligazo6n a membranas pilosas en
los tubulos proximales, con subsecuente entrada por pinocitosis. Los
aminoglicosidos son reabsorbidos por este mecanismo, lo cual resulta en
su secuestro en lisosomas de los tubulos proximales. El aumento en la
reabsorcion, resulta en un descenso en la eliminacion renal; al mismo
tiempo que un descenso en reabsorcién, causa un aumento en la

eliminacion renal.

Algunas drogas son activamente reabsorbidas del lumen tubular, por

mecanismos de transporte enzimatico, o secretadas activamente de
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capilares peritubulares al lumen tubular. Puede ocurrir competencia por

transporte, entre farmacos secretados a través del mismo proceso.

Algunos farmacos conjugados, productos de la biotransformacion
hepatica, son secretados por este mecanismo. En el caso de las
penicilinas, éstas son filtradas y excretadas activamente, todo este
fenomeno da lugar a una corta permanencia en el organismo (Mandell &

Sande, 1991).

La suma neta de estos tres procesos es el aclarado renal del
farmaco en cuestion. En general, la extension de reabsorcion tubular o
secrecion, es estimada mediante la comparacion de los dos procesos, con
la filtracion glomerular. Si estos dos aclarados son iguales, entonces los
farmacos son eliminados unicamente por filtracion glomerular. Si el
aclarado renal excede la tasa de filtracion glomerular, el farmaco es
filtrado y secretado. Y si este es menor, el componente es filtrado y
reabsorbido. Cuando un farmaco ionizable es reabsorbido por procesos
pasivos, la tasa de flujo urinario y el pH urinario son los factores mas
importantes que influencian la tasa de excrecion del farmaco. Cuando los
procesos activos estan involucrados, la saturacion a altas dosis, disminuye
la tasa de reabsorcion tubular de la secrecion. Para la mayoria de los
farmacos estudiados, el aclarado renal es directamente proporcional a la
tasa de filtracion glomerular, independientemente del método de manejo

(Baggot, 1986).

S5.5.Anadlisis Compartimental

Un método corriente para estudiar el comportamiento
farmacocinético de las drogas, estriba en considerar al organismo como un

sistema de compartimientos de distribucion. En muchos casos estos
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compartimientos, que son entidades matematicas, no tienen significado
fisiologico, aunque son utiles para describir la cinética de la disposicion
de un farmaco. El modelo abierto de doble /compartimento, describe
adecuadamente la disposicion de muchos farmacos en los animales y en el
hombre. Se supone que un farmaco que penetra en el organismo, se
distribuye instantanea y homogéneamente en el espacio Illamado
compartimento central, que esta constituido por la sangre y por otros
tejidos y fluidos facilmente accesibles (Pla Delfina y Pozo Ojeda, 1974,
Levy & Bauer, 1986). Para muchos farmacos el compartimento central
consiste probablemente en el plasma sanguineo y fluido extracelular de
organos intensamente perfundidos, tales como pulmones, higado, corazén
y rifiones. La distribucion en el resto del espacio corporal disponible, o
compartimento periférico, tiene lugar mas lentamente (Pla Delfina y Pozo

Ojeda, 1974, Gibaldi & Perrier, 1975, Baggot, 1986).

Se puede considerar que el compartimento periférico, consiste de
los tejidos menos perfundidos, tales como musculos, piel y grasa corporal.
El volumen aparente de los compartimentos central y periférico para cada
farmaco, depende de las caracteristicas del flujo sanguineo para cada
tejido componente, de la capacidad del farmaco para penetrar en dichos
tejidos, y de la cuantia de la fijacion tisular. Los compartimentos para la
distribucion de farmacos pueden tener volimenes aparentes superiores a
sus volumenes verdaderos, debido a la fijacion de la droga a los

componentes tisulares (por ejemplo proteinas) (Baggot, 1986).

5.6 Principios del analisis farmacocinético

Farmacocinética es el estudio de las variaciones de las
concentraciones de drogas y metabolitos en funcion del tiempo en

diferentes fluidos, tejidos y excretas del organismo, y de los
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procedimientos matematicos utilizados para desarrollar los modelos que
expliquen esos datos (Gibaldi y Perrier, 1975). Efectivamente, los
principios farmacocinéticos, se refieren especificamente, a la variacién
que experimenta con el tiempo, la concentracion de los farmacos,
particularmente en el plasma o en el suero sanguineo (aunque también se
pueden considerar otros liquidos, humores o tejidos corporales). Por
extrapolacion, pueden interpretarse los términos de efecto del farmaco. El
método mas simple de administracion de farmacos para su analisis
farmacocinético, es la inyeccion rapida de una dosis unica directamente en
la corriente sanguinea. Suponiendo la distribucion instantanea por todo el
compartimento central, la tasa de descenso de la concentracion del

farmaco en el plasma puede escribirse (Riviere, 1988a y b):

dCp/dt = (k12 + kel) Cp - k21Ct

Siendo Cp la concentracion de farmaco en plasma en el tiempo t. La
concentracion de farmaco en el plasma (Cp = 40 ug/ml) es la suma de A y

B.

La vida media del farmaco se define como (Riviere, 1988b):

T1/2(B) = In 2/B = 0.693/B

donde B (0.0058 min a la menos uno), es el valor negativo de la pendiente

de la porcion terminal lineal (fase eliminacion) de la curva de disposicion.

Siendo Cp la concentracion del farmaco, y Ct, la concentracion del
farmaco en los fluidos de distribucidon (tejidos) en el tiempo, se puede
plantear la siguiente ecuacion diferencial que proporciona la expresion

biexponencial (Riviere, 1988b):
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Cp=Ae ™+ Be "™

en la que los coeficientes A y B son términos de intercepcion con
dimensiones correspondientes a concentracion (pug/ml), a y B son las
constantes de las tasas de distribucion y eliminacidon, respectivamente, que
son expresadas en unidades de tiempo reciproco (1/min) y ‘e’ representa
la base de los logaritmos naturales. La anterior expresiOn matematica,
describe frecuentemente el trazado semilogaritmico, del descenso que
experimenta la concentracion de farmaco en el plasma en funcion del
tiempo transcurrido, después de la administracién intravenosa de una
dosis unica de farmaco. Es manifiesto un fuerte descenso inicial de la
concentracion de farmaco en el plasma, debido principalmente a la
distribucion (mediante difusion) del farmaco desde el compartimento
central al periférico (tejidos). Una vez establecido el equilibrio aparente
de distribucion, disminuye la velocidad con que desciende Ila
concentracion de farmaco en plasma, que viene determinada
principalmente por la eliminacion irreversible del farmaco, del
compartimento central, denominada en forma apropiada: ‘fase B’ o ‘de
eliminacion’. La porcion lineal de la curva tiene una pendiente que puede
ser definida como -f/2.303, y una intercepcion extrapolada a tiempo cero,
B, expresada en unidades de concentracion. Al descomponer la curva
biexponencial de disposicion del farmaco en sus dos componentes por el
método de residuales, se obtiene un segmento lineal, llamado fase ‘a’ o de
‘distribuciéon’, con una pendiente igual a -a/2.303, y una intercepcion a
tiempo cero de A. Si la ordenada del trazado semilogaritmico fuese en
logaritmos naturales (base e), las pendientes de los dos componentes
exponenciales de la curva de disposicion serian simplemente - y -pB. La
suma de A y B da la concentracion del farmaco en plasma inmediatamente
después de la inyeccion intravenosa. El volumen aparente del
compartimento central, Vc se calcula mediante la expresion (Riviere,

1988b) :



V¢ = Dosis(iv)/C ala 0 p

En los estudios sobre disposicion de farmacos se calculan los
coeficientes A y B; vy las constantes de velocidad a y 3, mediante los
datos sobre la concentracion de farmaco en plasma-tiempo. Estas
constantes experimentales son parametros ‘hibridos’. Un trazado
semilogaritmico de los datos experimentales, proporciona una idea del
momento en que se establece el equilibrio de distribucion aparente. Las
lineas de regresion de cuadrados minimos, seran utilizadas para derivar
los valores para B y B, que mejor se acomodan a la fase exponencial
terminal de la curva de disposicion. Los valores para A y a, que describen
el componente distribucion de la curva de disposicidon, se obtendran
calculando una linea de regresion lineal de cuadrados minimos, para los
puntos de datos residuales obtenidos, mediante el calculo de la porcidon
inicial del trazado semilogaritmico, por el método de la técnica de
residuales. Los puntos de datos residuales, que representan la fase de
distribucion, se obtienen restando la porciéon extrapolada de la fase B de
los datos experimentales. Resulta crucial determinar la ecuacidén mas
exacta para describir la curva de disposicion. Quizas el mejor
procedimiento sea acomodar la curva completa concentracién versus
tiempo, mediante un programa computarizado, que proporcione un analisis

de regresion no lineal de la curva (Riviere, 1988b, Baggot, 1986).

El perfil de concentracion del farmaco en plasma-tiempo es
importante, porque representa la unica variable, que puede determinarse
con exactitud para la mayoria de los farmacos. En otras palabras, es la
unica fuente fiable de datos experimentales cuantificables. Los

coeficientes y exponentes obtenidos por analisis de los datos

experimentales (A, B, a y B) son usados para calcular las mejores

estimadas de los parametros farmacocinéticos reales, asociados con el
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modelo abierto de doble compartimento, cuyas microconstantes se definen

como k12, k21 y kel (Baggot, 1986).

La determinacion de las microconstantes, permite valorar la
contribucion relativa de los procesos de distribucion y eliminaciéon (que
pueden verse alterados en caso de enfermedad), para el perfil
concentracion-tiempo de un farmaco. También permiten estimar

velocidades de transferencia entre compartimientos.

En la realizacion de un estudio de disposicion cinética, una de las
caracteristicas criticas es el disefio de las actividades previamente al inicio
de los experimentos. La preparacion de los animales en su estado
sanitario, el plan de toma de muestras de sangre, el conocimiento del
destino, los efectos farmacoldégico de la droga, y el método analitico para
la determinacidén cuantitativa del farmaco, son varios de los factores
previos a tener en cuenta antes de la ejecucion del ensayo. Resulta por
tanto esencial, que el método de ensayo del farmaco sea sensible y
especifico. Debe existir conocimiento previo de si se va a determinar el
farmaco total, libre en el plasma, en liquidos corporales y si se
determinara la proporciéon fijada a las proteinas del plasma a
concentraciones terapéuticas del farmaco. El acopio de esta informacién
es definitiva para interpretar los datos generados en un estudio de
disposicion de farmacos. De igual manera, el analisis debera ser realizado
para cada animal individualmente. Resulta dificil determinar cual modelo
describe mejor la disposicion del farmaco en plasma, suero o en sangre
completa, tras una dosis unica, ya que para este caso es frecuente que

datos que se sabe no son lineales aparezcan como tales (Wagner, 1983).

Cuando un farmaco alcanza el equilibrio entre los compartimentos
central y periférico de forma rapida en relacion con la tasa de eliminacion

(K12 + K21 > Kel), la cinética de disposicion del farmaco puede ser
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descripta perfectamente, suponiendo que el organismo se comporta como
un unico compartimento de distribucion homogénea, es decir, se ajusta a
un modelo de compartimento unico. Este modelo presupone que cualquier
cambio que se produzca en el plasma, refleja cuantitativamente los
cambios que tienen lugar en los niveles de farmaco en los tejidos. Esto no
implica necesariamente que las concentraciones de farmaco sean las
mismas en todos los tejidos corporales en un determinado momento. El
descenso de la concentracion de un farmaco en plasma en funciéon del
tiempo, puede describirse matematicamente mediante la expresion

monoexponencial (Gibaldi & Perrier, 1975):

Cp = Be

Donde B es la intercepcion a tiempo cero de la linea de regresion lineal de
cuadrados minimos, y B la constante de la tasa de eliminacion total,
siendo el valor negativo de la pendiente de la linea. El valor del
coeficiente B es una estimacion de la concentracion inicial del farmaco en
plasma, basado en la obtencion instantanea del equilibrio de distribucion.
Entre los farmacos cuya disposicion es descripta por un modelo abierto de
doble compartimento se incluye el cloranfenicol (Davis et al, 1973) y la

amoxicilina en equinos (Wilson et al, 1988).

Para describir completamente la cinética de distribucion de algunos
farmacos, puede hacerse necesario analizar los datos segin un modelo
abierto de tres compartimentos. La expresion matematica que describe el
perfil de la concentracidon del farmaco relacionando plasma y tiempo tras
la administracion intravenosa de una dosis unica es (Gibaldi & Perrier,

1975):

Cp=Pe ™+ Ae ™ + Be ™
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Los valores de P, A, B, &, o y B, pueden ser determinados mediante
el trazado semilogaritmico de la concentracién del farmaco, en funcién del
tiempo, que es una linea triexponencial. El método idoneo para calcular
estos términos, consiste en acomodar la curva mediante el analisis de la
regresion de los cuadrados minimos no lineales. Una vez que son
conocidas las constantes experimentales, es posible calcular el volumen
aparente del compartimento central (Vc), y las constantes de las tasas
individuales asociadas con el modelo abierto de tres compartimentos (k12,
k21, k13, k31, kel)(Gibaldi & Perrier 1975). El namero de
compartimentos de distribucion es igual al numero de expresiones

exponenciales precisas para describir la disposicion de un farmaco.

Constante de la tasa de eliminacion total

Debido a su funcionalidad en el calculo de los valores cinéticos de
los farmacos, la constante de la tasa de eliminacién total (B), es

probablemente la mas importante dentro de ellos.

Es igual al valor negativo de la pendiente de la fase terminal lineal
del trazado obtenido al relacionar In Cp con el tiempo. El parametro en
cuestion, es un componente de las ecuaciones utilizadas para calcular la
vida media, el volumen de distribucion (por el método de area), el
aclaramiento corporal, las microconstantes de los modelos de mas de un
compartimento, y los intervalos de dosificacion en los planes de dosis
multiples. Es esencial también para determinar las tasas de infusion de
farmacos y las constantes de las tasas de absorcion, tras la administracion
de farmacos por vias no intravasculares. El tiempo que tarda un farmaco
en alcanzar un nivel constante en el plasma cuando se administra una dosis
fija, a intervalos constantes, esta relacionado con la magnitud de la

semivida de eliminacién (Baggot, 1986).



De otro lado, la semivida bioldgica, se define como el tiempo
preciso para que el organismo elimine un cincuenta por ciento de una
determinada concentracion de un farmaco en particular. Se supone que
una vez establecido el equilibrio de distribucion, se mantiene constante el

cociente entre las cantidades de farmaco presente en los compartimentos

periférico y central (Baggot, 1986).

El valor de la semivida se obtiene a partir de la siguiente expresion

(Riviere, 1988):
T1/2 8= 0.693/8

Tal como fue descripto con anterioridad, B es la constante de la

tasa de eliminacion total, y T1/2 es expresada en unidades de tiempo

(minutos u horas). Un valor elevado de B, correspondiente a una vida
media corta, es indicativo de una eliminacion rapida. La tasa de
eliminacion de farmacos puede verse influenciada por una fijacion intensa
a las proteinas del plasma, por las tasas de las diversas pautas metabolicas
(para compuestos liposolubles predomina la oxidacién microsomal
hepatica), y por la eficacia de los procesos de excrecion (particularmente
filtracion glomerular). Cada vez que transcurre un intervalo de tiempo
igual a una vida media del farmaco, se elimina un 50 % del nivel del
mismo que estaba presente en el organismo, al comienzo de dicho
intervalo. La eliminaciéon exponencial (primer orden) presupone que, por
unidad de tiempo, es eliminada una fraccion constante del farmaco
contenida en el organismo. Los valores de semivida de la mayoria de los
farmacos que se usan como agentes terapéuticos en medicina humana y en
animales domésticos, son independientes de la dosis administrada, ya que
su eliminacion total obedece a una cinética de primer orden. Por otro
lado, la semivida de un farmaco que se elimina exponencialmente, es

independiente de la via de administracion. Sin embargo, la inyeccion
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intravenosa de una dosis Unica de farmaco, es el unico procedimiento

satisfactorio para determinar el valor de su semivida de eliminacion.

Volumen aparente de distribucion

Este parametro (Vd) puede definirse, como el volumen de fluido
que seria preciso para contener la cantidad de farmaco presente en el
organismo, si estuviese uniformemente distribuido con una concentracion

igual a la del plasma (Baggot, 1978a).

Este valor es util, como una constante de proporcionalidad, que
relaciona la concentracion en plasma de un medicamento con la cantidad
total del mismo en el organismo en cualquier momento, después que se
haya alcanzado el equilibrio de distribucion. Se calcula segun la siguiente
ecuacion, cuando un modelo abierto de dos compartimentos es el que
mejor describe la cinética de disposicion del farmaco (Gibaldi & Perrier,

1975) (Baggot, 1978a):
Vd(B) = el x Vc/ B = Ve/fc

donde el, es la constante de la tasa de eliminacion especifica para la
pérdida de un farmaco del compartimento central, y B es la constante de la
tasa para la eliminacion total del farmaco en el organismo. Vc es el
volumen del compartimento central y fc es la fraccion de la cantidad de

farmaco en el organismo que esta contenida en el compartimento central.

El método del area, proporciona otro procedimiento satisfactorio
para calcular el volumen del parametro de distribucion (Riviere,

1988b)(Baggot, 1978a):

Vd(area) = Dosis/(4rea) x p= Dosis/(a/a + b/B) B



donde (area) es el area bajo la curva, obtenida al relacionar la
concentracion de farmaco en plasma con el tiempo, trazada sobre
coordenadas aritméticas desde t = 0, hasta t = oo, y se expresa en unidades
de mg.min/litro. El método de area da un volumen de distribucion, que es
totalmente equivalente al volumen de distribucion, en equilibrio de
pseudodistribuciéon, Vd(B) segun el modelo de doble compartimento

(Gibaldi et al, 1969)(Baggot, 1978a) es:

Vd(B) = Ve/fe

El volumen aparente de distribucion de un farmaco, da una idea de
la amplitud o magnitud de su distribucion, aunque no proporciona ninguna
clave sobre si la distribucion del farmaco es uniforme o limitada a ciertos
tejidos. Un amplio volumen aparente de distribucion supone una

distribucion extensa, notable fijacion a los tejidos, o ambos hechos.

Aclarado corporal

El aclarado de un farmaco (CIB), se define como el volumen de
sangre libre de un farmaco, por los diversos procesos de eliminacion
(biotransformacion y excrecidon), por unidad de tiempo; es un concepto
farmacocinético de importancia considerable y se describe mediante la

siguiente ecuacion (Baggot, 1978a):
CIB =el x Vc =B x Vd(darea) = (0.693/T1/2) Vd(area)

El aclarado corporal puede ser calculado dividiendo la dosis

administrada, por la superficie total bajo la curva, obtenida al relacionar
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el nivel del farmaco en plasma, con el tiempo en un eje de coordenadas

(Riviere, 1988). El area bajo la curva (AUC) puede calcularse segun:

AUC = ft* 0 Cpdt + nCp(t*)/B

donde t* es el tiempo en que se recogido la ultima muestra de sangre,
Cp(t*) es la ultima concentracion del farmaco medida en plasma, y B es la
constante de la tasa de eliminacion total. El area desde tiempo O hasta t*
puede calcularse usando la regla de los triangulos y trapezoides (Baggot,

1986).

La semivida de eliminacidén es una funcién compleja para la mayoria
de los farmacos y encierra varios procesos farmacologicos como la
distribucion, biotransformacion y excrecion renal del farmaco. El aclarado
permite, por otra parte, expresar las tasas de eliminacion de farmaco del

organismo independiente a estos procesos (Baggot, 1978b).

Calculo de regimenes de administracion

Para el calculo de regimenes de administracion se han utilizado,
clasicamente, ecuaciones. Anteriormente hemos trabajado segin Baggot
(1977), Button (1980) y Errecalde (1983). Las ecuaciones asumen un
modelo monocompartimental, dado que se trabaja sobre las pendientes

terminales, en que la unica variable es la eliminacion.

Para el calculo de dosis de mantenimiento se utiliza la siguiente

expresion:

Dm = Cp(min). VdB (e¢'* - 1)



En la que Dm: Dosis de mantenimiento, Cp(min) es la concentracién que
se fij0 como minima para el plan. VcB es el volumen de distribucion
obtenido por extrapolacion, e es la base de los logaritmos naturales, B es

la constante de tasa de eliminacion y t es el intervalo entre dosis.
Para el calculo de la dosis de ataque, se utiliza la siguiente expresion:

Da=Dm (1/1 - e ")

Donde Da es dosis de ataque y DM es la dosis de mantenimiento.

Actualmente, y con el avance del conocimiento en quimioterapia
antibacteriana, se clasifican los antibiéticos en dos grandes grupos:
Aquellos que tienen actividad concentracion dependiente, con elevada
residualidad (aminoglucosidos, quinolonas), y aquellos con actividad
tiempo dependiente, con moderada actividad residual (penicilinas,

macroélidos) (Craig, 1998).

Ha sido demostrado que, para el caso de los beta lactamicos, es
necesaria una cobertura de aproximadamente un 50 % del tiempo entre
dosis por encima de la concentracion inhibitoria minima del agente
etiologico para asegurarse mas de un 80 % de posibilidades de éxito
terapéutico. Esto cambia las reglas del juego, mientras antes nos debiamos
esforzar para estar siempre por encima de la CIM durante todo el
tratamiento, este concepto se relativiza y podemos trabajar con mayor

elasticidad.
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6

. MATERIALES Y METODOS

.1 Materiales

49 Equinos mestizos adultos, sanos, de ambos sexos.
Amoxicilina sédica

Amoxicilina trihidrato

Lipopolisacacarido de toxina de Escherichia coli serotipo 025-86
Bozales y maneas

Crondémetro

Afeitadora, algodon, alcohol, jabon, yodo povidona.
Agujas y jeringas descartables, jeringas heparinizadas,
Tubos de centrifuga estériles y tapones de goma
Tubos de hemolisis estériles

Placas de Petri estériles

Placas de vidrio estériles de 25 x 25 cm.

Pipetas Pasteur estériles

Centrifuga

Estufa de cultivo

Freezer

Balanza digital para grandes animales

Medio agar Mueller-Hinton

Sarcina lutea ATCC 9341

Gradillas

Erlenmeyer de 2 litros

Tubos para liquido sinovial rotulados, con tapones de goma.
Sonda nasogastrica

Embudo
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6.2 Métodos

6.2.1 Manejo de los animales previamente al estudio

Previamente al estudio, los animales fueron pesados,
desparasitados, y se realizé6 un chequeo individual del estado clinico de
cada uno de ellos, constatando su buen estado general y descartando

animales heridos y/o en estado de desnutricion.

Se llevd a cabo un rasurado de las regiones yugular y carpal,
previamente a la administracion del farmaco y a la extraccion de las
muestras. La cantidad de sangre tomada por muestra fue 5 ml, mientras

que la de sinovia fue de 0.5 a 1 ml.

6.2.2 Muestreo

La droga fue administrada en dosis de 40 mg/Kg en la vena yugular
derecha, y en la zona isquiotibial, para las vias IV e IM respectivamente.
Se utilizaron jeringas y agujas descartables, con las que se tomaron las
muestras de sangre. Las muestras fueron tomadas previamente, y a los
siguientes tiempos post-administracion (para la via IV): 5, 10, 15, 20 y 30
minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48 horas. En el caso de la via IM,
nuevamente una muestra previa y, luego de la administracion, a los
siguientes tiempos: 10, 20, 30 minutos y 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48
horas. En el caso de la VO, el esquema de extraccion fue el mismo que el
de la via IM. Las muestras obtenidas se coagularon en el sitio

experimental, y el suero fue separado por centrifugacién (3000 r.p.m. x

10 min.) y almacenado en freezer (-20°C) hasta ensayo.
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6.2.3Muestreo de liquido sinovial

6.2.3.1 Materiales

Para el muestreo del liquido sinovial se utilizaron los mismos
materiales descritos en el numeral 6.1. Se utilizaron jeringas de 1 ml
lubricadas con heparina, para evitar la coagulacion del liquido sinovial en

el caso de puncion de articulaciones inflamadas.

Los volumenes de las muestras oscilaron entre 0,5 y 1 ml. En todos
los casos se obtuvieron muestras basales algunas horas antes del inicio
del experimento. Luego de la administracion del medicamento, se
obtuvieron muestras a los siguientes tiemps: 30, minutos y 1, 2, 4, 6, 8,

12, 24, 48, y 72 horas.

6.2.3.2 Método

La preparacion de los animales se realizé de la misma manera como
fue descrito en el numeral 6.2.1. Las muestras fueron tomadas de la
articulacion del carpo, para ello la zona fue rasurada y desinfectada

siguiendo la técnica de Van Pelt (1962).

La muestras obtenidas fueron centrifugadas, el sobrenadante
separado y almacenado en tubos debidamente rotulados en freezer a —20°

C hasta su analisis.
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6.3 Eleccién de la dosis

Se utilizo6 una dosis de amoxicilina sdédica para la via IV, y
trihidrato para , las vias IMy VO, de 40 mg/kg, reportada como la dosis
maxima tras revision bibliografica (Moore, 1993). El objetivo del uso de
una dosis elevada fue, por una parte, el de optimizar los resultados del
método microbiolégico (algo netamente vinculado al analisis
farmacocinético a realizarse posteriormente), a través de la medicion de
concentraciones francamente inhibitorias sobre la bacteria test, y por la
otra, la posibilidad de atacar bacterias sobre el rango necesario para
superar la CIM de bacterias de baja sensibilidad a la droga estudiada
(esto a los efectos de aportar al conocimiento terapéutico de esta

molécula, en este sistema).

6.4 Induccion de la artritis aséptica

Una vez realizada la toma de muestras para el analisis
farmacocinético en suero y liquido sinovial, en equinos sanos, se procedi6

a inducir artritis séptica en un grupo de 7 equinos.

Si bien han sido descriptas diferentes metodologias para la
induccién de artritis, desde adyuvante de Freund (Toutain et al, 1994),
carragenina (Owens et al, 1995), bacterias (Staphylococcus aureus)
(Whitehair, 1992), hasta interleukinas en los trabajos mas modernos
(Hardy et al, 1998). Obviamente, la inyeccion de bacterias es el
procedimiento que mejor vincula el modelo con la realidad, sin embargo,
la inyecciéon de lipopolisacarico de Escherichia Coli, tiene todos los
componentes de la infeccion, pero en forma aséptica, por lo que se lo
eligid. Se siguid el mismo procedimiento de preparacion para los animales

descrito en el numeral anterior, y se inyectd una dosis de 0,08 ug/Kg
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(Firth et al, 1988) de lipopolisacarido de toxina E. coli en el carpo del
miembro anterior derecho, con el objetivo de estudiar la evolucidn clinica,

hematolégica y sinovial de la inflamacion.

Una vez estandarizado el modelo, se procedid a inducirla artritis
aséptica en los animales de los grupos correspondientes a las diferentes

vias de administracion de amoxicilina.

La amoxicilina fue administrada de la misma manera y dosis como
se describié6 en la primera experiencia, y se tomaron muestras a los

mismos tiempos descritos previamente.

Para la valoracion de la evolucion de la artritis, se midieron los
siguientes parametros generales para cada uno de los animales objetivo

del estudio:

1. Frecuencia cardiaca
2. Frecuencia respiratoria

3. Temperatura rectal

De la misma manera se recogieron datos de los siguientes parametros

locales:

1. Temperatura de la articulacion
. Circunferencia de la articulacion
. Flexion

. Dolor a la presion, a la flexiéon y a la estacion.

wn AW N

. Claudicacion

Como complemento al analisis fisioléogico, se realiz6 un analisis

hematologico y sinovial (Van Pelt, 1974) a efectos de determinar la
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incidencia de la inflamacion, para el cual se analizaron los siguientes

parametros:

Sangre:

1. Analisis hematoloégicos y bioquimicos

En muestras seriadas en funcion del tiempo

Sinovia:

1. Analisis celular y bioquimico (leucocitos, proteinas)
2. Color y apariencia fisica
3. PH

En muestras seriadas en funcién del tiempo

Posteriormente se llevo a cabo el mismo procedimiento de analisis,
para muestras de liquido sinovial y sangre una vez inducida la artritis en

los mismos periodos y volimenes descritos para la primera experiencia.

6.5 Determinacion de la amoxicilina en las muestras obtenidas

6.5.1 Puesta a punto del método microbiologico

6.5.1.1 Materiales

e Medio de cultivo Mueller Hinton

e Amoxicilina

e Cilindros de acero inoxidable de 8 mm de diametro externo y 5.4 mm
de diametro interno (estériles)

e Pipetas automaticas
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e Suero equino libre de antibidtico

e Placas de vidrio de 25 x 25 cm y 2.5 cm de altura (estériles)
e Sarcina lutea ATCC 9341

e Planilla para la ubicacion de los cilindros en la placa

e Marcadores al solvente

e Vernier

e Estufa de cultivo (37° C)

e Ansa de platino

e Material de vidrio estandar

6.5.1.2 Preparacion del inéculo

El microorganismo que se utilizd para la determinacion de la
amoxicilina en suero y liquido sinovial, fue la cepa ATCC 9341 de

Sarcina lutea.

Se prepard una suspension madre de 1 ml en 100 ml de solucién
fisiologica estéril, obteniéndose una dilucién de 10. Antes de usar se
diluye 1/10 y a partir de esta solucion se prepara una suspensiéon con 50
% de transmitancia en el fotocolorimetro. De ésta, un mililitro se inocula

en el medio de cultivo cuyo volumen es de 120 ml.

6.5.1.3 Preparacion de las soluciones patrones

Fueron pesados 10 mg de droga pura, esta cantidad fue disuelta en
10 ml de buffer fosfato pH 7, dando como resultado una solucién de 1

mg/ml de amoxicilina.
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A partir de esta solucion madre se prepararon diluciones de 100
ug/ml, S pug/ml, 3.75 ug/ml, 1.875 pg/ml, 1.25 ug/ml y 0.625 pg/ml
utilizando como disolvente suero equino o liquido sinovial segun las

muestras a analizar.

6.5.1.4 Preparacion de las placas

Para la preparacion de las placas se pesaron 4.44 g de medio

Mueller Hinton cuya formula es:

e Infusidon de carne
e Hidrolizado de caseina
e Almidon

e Agar

Estos ingredientes fueron disueltos en 100 ml de agua destilada, la
cual se agité constantemente, hasta que el medio estuvo completamente
disuelto y se calenté a ebullicion aproximadamente por 1 minuto. A
continuacion se llevo al autoclave a 120° C y una atmésfera de presion,
durante 20 minutos, una vez retirado del autoclave se coloco en baiio
Maria a 50°C. A esta temperatura 1 ml del indculo de Sarcina lutea, fue
colocado agitando levemente con el fin de asegurar una distribucion

homegénea del in6culo en el medio de cultivo.

Se coloco la placa de vidrio estéril, previamente termostatizada,
sobre una superficie perfectamente nivelada (la cual poseia en su base
externa los numeros correspondientes a cada cilindro). Se volcé en su
interior el medio de cultivo inoculado, se esper6 la solidificacion y se
colocaron sobre la superficie del medio los cilindros de acero inoxidable,

previamente esterilizados.



6.5.1.5 Siembra

Con pipeta automatica de 100 ul, se sembraron en los cilindros las
diluciones de la droga patron y las muestras, anotandose el numero de
cilindro que recibié cada muestra en la planilla. Estas muestras fueron

sembradas por cuadruplicado.

Las placas asi sembradas fueron llevadas a estufa de cultivo a 37°C

por 18 horas.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, los halos de
inhibicion obtenidos fueron medidos por medio de un Vernier. Los
diametros de los halos de inhibicion fueron promediados, y con esos
valores se trazo una linea de regresion, considerando diametro del halo,
en relacion a la concentracion y obteniéndose de esta manera, coeficiente

de correlacion (r), pendiente y ordenada en el origen.

Los diametros de los halos de inhibiciéon generados por las muestras
de concentraciones desconocidas fueron interpolados en la linea de

regresion, de la que se extrapolaron las correspondientes concentraciones.

6.6. Metodologia Farmacocinética y estadistica

6.6.1. Las concentraciones fueron graficadas en paper aritmético y
semilogaritmico. Fueron examinadas visualmente, concentraciones
maximas en suero y sinovia, tiempos a las que se produjeron, tiempos de

no deteccion en suero y sinovia, fueron determinados.
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6.6.2. Las concentraciones fueron cargadas en computadora y los datos
analizados por medio de programas de analisis lineal (Sedman y Wagner,

1976).

6.6.3. Los datos fueron analizados por medio de programas de analisis no
lineal ponderado de minimos cuadrados, a través del paquete de
programas ADAPT (D’ Argenio y Schumitzky, 1979), que usa el algoritmo
Simplex (Nelder y Mead, 1965). El analisis se llevdo a cabo por
metodologia compartimental, utilizando modelos de uno, dos y tres

compartimientos abiertos.

6.6.4. Con las sumas de cuadrados obtenidas previamente, se utilizé el
test MAICE (Yamahoka et al, 1978) que utiliza el criterio de informacion
de Akaike (AIC) (Akaike, 1973a y b; Akaike, 1976; Errecalde y Mariiio,
1990). El criterio de informacion de Akaike se basa en la siguiente

expresion:

AIC = N In Re + 2p

Donde N es el numero de datos, p es el nGimero de parametros y In Re es
el logaritmo natural de Re que es la suma de cuadrados de los valores

residuales entre valores experimentales y teoricos.

6.6.5. Calculo de parametros farmacocinéticos: Fueron obtenidos por
medio de los métodos clasicamente utilzados (Gibaldi y Perrier, 1975,

Baggot, 1977).

6.6.6. Tratamiento estadistico: Se analizo la pertenencia de las muestras
correspondientes a los diferentes parametros a poblaciones normales o no.
En caso de normalidad, las comparaciones fueron realizadas por

metodologia paramétrica (analisis de la varianza). En caso de no
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normalidad, las comparaciones fueron realizadas por medio de pruebas no
paramétricas (Kruskal-Wallis). Se fij0 un nivel de probabilidad de 0,05

para considerar la existencia de diferencias estadisticamente significativas

(Clarke, 1980).
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7. RESULTADOS

A continuaciéon se presentan los resultados obtenidos, luego del
estudio farmacocinético de amoxicilina en suero y liquido sinovial, en
equinos sanos; los resultados del estudio del modelo de artritis aséptica
inducida; y los resultados del estudio farmacocinético de la amoxicilina en

suero y liquido sinovial, en equinos con artritis aséptica inducida.

En las Tablas del nimero IV al VII se presentan las concentraciones
séricas individuales y promedios de amoxicilina en funcion del tiempo,
luego de su administraciéon por las vias IV (soluciéon al 17 %), IM
(suspension al 10%), IM (suspension al 17%) y VO (suspension al 5 %) en

equinos sanos.

En las Tablas del namero VIII al X se presentan las concentraciones
séricas individuales y promedios de amoxicilina en funcién del tiempo,
luego de su administracion via IV, IM (10%) y VO en equinos con artritis

aséptica inducida.

En las Tablas del numero XI a la XIV se presentan las
concentraciones en liquido sinovial de amoxicilina, luego de su
administracion por via IV, IM (suspension al 10%), IM (suspension al

17%) y VO, en equinos sanos.

En las Tablas del namero XV al XVII se presentan las
concentraciones en liquido sinovial, de amoxicilina, luego de su
administracion via IV, IM (suspension al 10%) y VO en equinos con

artritis aséptica inducida.

En las Tablas del numero XVIII a la XXI se presentan los

parametros farmacocinéticos séricos de amoxicilina, luego de su
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administracion via IV, IM (suspension al 10%), IM (suspensidon al 17%) y

VO, en equinos sanos.

En las Tablas del numero XXII a la XXIV se presentan los
parametros farmacocinéticos séricos de amoxicilina, luego de su
administracion via IV, IM (suspension al 10 %) y VO, en equinos con

artritis aséptica inducida.

En las Tablas del nimero XXV a la XXVIII se presentan los
parametros farmacocinéticos en liquido sinovial de amoxicilina luego de
su administracion via IV, IM (suspension al 10%), IM (suspension al

17%) y VO, en equinos sanos.

En las Tablas del nimero XXIX a la XXXI se presentan los
parametros farmacocinéticos en liquido sinovial de amoxicilina luego de
su administracion por las vias IV, IM (suspension al 10 %), y VO, en

equinos con artritis aséptica inducida.

En la Tabla XXXII se puede observar una comparacion, entre las
concentraciones de amoxicilina en funcién del tiempo, tras su
administracion via IV en suero, y liquido sinovial, en equinos sanos y con

artritis aséptica inducida.

En la Tabla XXXIII se puede observar una comparacion de las
concentraciones de la amoxicilina en suero y sinovia en funcién del
tiempo, tras su administracion IM, en suspensiones al 10 y al 17 %, en

equinos sanos.

En la Tabla XXXIV se puede observar una comparacion de las

concentraciones de amoxicilina en suero y sinovia en funcién del tiempo,



102

tras su administracion IM, en suspensioén al 10 %, en equinos sanos y con

artritis aséptica inducida.

En la Tabla XXXV se puede observar una comparacion de las
concentraciones de amoxicilina en funcion del tiempo, tras su

administracion VO, en equinos sanos y con artritis aséptica inducida.

En la Tabla XXXVI se presentan los valores encontrados en
laboratorio tras el analisis del liquido sinovial durante el desarrollo del

modelo de artritis aséptica inducida.

En la Tabla XXXVII se presenta la comparacion entre parametros
farmacocinéticos en suero y liquido sinovial de animales sanos y artriticos

luego de la administraciéon de amoxicilina intravenosa.

En la Tabla XXXVIII se presenta la comparacion entre parametros
farmacocinéticos en suero y liquido sinovial de animales sanos y artriticos
luego de la administracion de amoxicilina intramuscular en suspension al

10 %.

En la Tabla XXXIX se presenta la comparacion entre parametros
farmacocinéticos en suero y liquido sinovial de animales sanos y artriticos

luego de la administracion de amoxicilina oral.

En la figura 6 se presenta la evolucion de las concentraciones
séricas de amoxicilina en funcion del tiempo, luego de su administracion

por via IV en equinos sanos y con artritis aséptica inducida

En la figura 7 se presenta la evolucion de las concentraciones de

amoxicilina en liquido sinovial en funcion del tiempo, luego de su
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administracién por via IV en equinos sanos y con artritis aséptica

inducida.

En la figura 8 se presenta la evoluciéon de las concentraciones
séricas de amoxicilina en funcidén del tiempo, luego de su administracion

por via IM en suspensiones del 10y 17 %, en equinos sanos.

En la figura 9 se presenta la evolucion de las concentraciones de
amoxicilina en liquido sinovial en funcion del tiempo, luego de su

administracion IM en suspensiones del 10 y 17 % en equinos sanos.

En la figura 10 se presentan las curvas en conjunto, que representan
la evolucion de las concentraciones séricas de amoxicilina en funcion del
tiempo, luego de su administracion IM (en suspension al 10 %) en equinos

sanos y con artritis aséptica inducida.

En la figura 11 se presenta la curva que representa la evolucion de
las concentraciones en liquido sinovial, de amoxicilina en funcion del
tiempo, luego de su administracion IM (en suspension al 10%) en equinos

sanos y con artritis aséptica inducida.

En la figura 12 se presenta la curva que representa la evoluciéon de
las concentraciones séricas, de amoxicilina en funcién del tiempo, luego

de su administracion VO en equinos sanos y con artritis aséptica inducida.

En la figura 13 se presenta la curva que representa la evolucion de
las concentraciones, de amoxicilina en liquido sinovial, en funciéon del
tiempo, luego de su administracion VO, en equinos sanos y con artritis

aséptica inducida.
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En la figura 14 se presenta la curva que representa la evolucion de
las concentraciones séricas de amoxicilina en funciéon del tiempo, luego de

su administracion IV, IM (10%) y VO, en equinos sanos.

En la figura 15 se presentan las curvas en conjunto, que representan
la evoluciéon de las concentraciones séricas de amoxicilina, en funcion del
tiempo, luego de su administracion IV, IM (10%) y VO, en equinos con

artritis aséptica inducida.

En la figura 16 se presentan las curvas en conjunto, que representan
la evolucién de las concentraciones en liquido sinovial de amoxicilina, en
funcion del tiempo, luego de su administracion IV, IM (10%) y VO, en

equinos sanos.

En la figura 17 se presentan las curvas en conjunto, que representan
la evolucion de las concentraciones en liquido sinovial de amoxicilina, en
funcion del tiempo, luego de su administracion IV, IM (10%) y VO, en

equinos con artritis aséptica inducida.

En la figura 18 se presenta la curva que representa la variacion de
la frecuencia cardiaca en funcion del tiempo como parametro del modelo

de induccion de artritis aséptica.

En la figura 19 se presenta la curva que representa la variacion de
la frecuencia respiratoria en funcién del tiempo como parametro del

modelo de induccion de artritis aséptica.

En la figura 20 se presenta la curva que representa la variacion de
la temperatura rectal en funciéon del tiempo como parametro del modelo de

induccion de artritis aséptica.
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En la figura 21 se presenta la curva que representa la variacion de
leucocitos en liquido sinovial en funcion del tiempo como parametro del

modelo de induccidén de artritis aséptica.

En la figura 22 se presentan las curvas promedio en funcidon del
tiempo del analisis de las proteinas en liquido sinovial como parametros

del modelo de induccidn de artritis aséptica.

En la figura 23 se presentan las curvas porcentuales en funcion del

tiempo de los signos clinicos como parametro del modelo de induccidon de

artritis aséptica.
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Tabla IV: Concentraciones séricas individuales y promedios de amoxicilina

s6dica en solucién al 17 % luego de su administracién

sanos (pg/mL)

intravenosa en 6 equinos

5 min 71.06 69.1
10 min 2 52.9 436 | 423 | 427 | 54.2 | 4714
15 min 3 46.8 4516 | 346 | 328 | 37.2 | 444 | 40.16
20 min 4 37.9 38.26 | 26.6 29 | 31.3 | 39.5 | 33.76
30 min 5 29.88 29 18.25 | 20.1 | 25 | 30.9 | 25.52
1 h. 6 17.6 1396 | 888 | 111 | 125 | 16.3 | 13.39
1.5 h. 7 9.7 651 | 7.03 7 6.45 7.34
2 h. 8 588 5.72 435 | 499 | 45 | 3.98 4.9
4n. 9 1.91 214 206 | 1.79 | 1.8 | 1.05 179
6 h. 10 0.64 1.03 086 | 071 | 0.66 | 0.49 0.73
8 h. 11 0.24 0.56 045 | 041 | 0.34 | 0.24 0.36
10 h. 12 0.04 0.24 0.18 02 | 0.15 | 0.09 0.15
12 h. 13 0 0.01 0.01 | 0.01 0 0 0.005
24 h. 14
48 h. 15
R 0.97 0.97 092 | 092 | 0.96 | 0.99
A 2.35 2.35 1.9 19 | 1.01 | 2.71
B 2.1 1 1.6 1.6 | 1.43 | 1.36
Dosis mg| 17.400 | 18.400 | 14.100 [19.000|16.200(18.100
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Tabla V: Concentraciones séricas individuales y promedios de amoxicilina

trihidrato en suspensiéon al 10 % luego de su administracion intramuscular en 6

equinos sanos (pg/mlL)

1.13

1.74

1.49

10 min 1 1.45 1.33 1.09
20 min 2 1.68 1.13 1.74 2.24 1.92 1.74
30 min 3 1.8 1.4 1.16 1.97 2.55 2.04 1.82
1h. 4 2.03 1.53 1.24 2.14 2.61 2.13 1.95
2 h. 5 2.32 1.82 1.70 2.34 2.63 2.2 2.17
4h 6 2.03 1.99 1.85 2.2 2.7 2.35 2.19
6 h. 7 2.14 1.62 2.04 2.39 1.98 2.03
8 h. 8 1.56 1.59 1.39 1.83 1.94 1.74 1.68
10 h. 9 1.22 1.15 1.05 1.26 1.41 1.31 1.23
12 h. 10 1.02 0.91 0.9 1.09 1 0.98
24 h. 11 0.78 0.81 0.73 0.66 0.89 0.66 0.76
48 h. 12 0.67 0.5 0.47 0.76 0.52 0.58
72 h. 13 0.37 0.31 0.22 0.38 0.47 0.43 0.36
R 0.96 0.92 1 0.96 0.97 1
A 1.56 2.1 1.98 2.2 1.9 1.76
B 1.70 1.4 1.32 1.14 1.64 1.56
Dosis mg| 13.200 | 16.000 | 13.600 | 13.200 | 14.800 | 14.000
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Concentraciones séricas individuales y promedios de amoxicilina

trihidrato en suspensién al 17 % luego de su administraciéon intramuscular en 6

equinos sanos (ug/mL)

10 min 1 0.73 0.82 0.63 0.62
20 min 2 0.9 1.04 0.87 0.90 0.71 0.55 0.83
30 min 3 - 1.97 0.98 0.98 0.90 0.7 0.93
1h. 4 1.01 1.11 1.02 1 0.97 0.86 1
2h. 5 1.12 — 1.05 1.06 0.99 0.92 1.03
4 h. 6 1.21 1.19 1.12 1.17 1.06 1.03 1.13
6 h. 7 1.06 1.12 1.02 0.98 1.03 0.95 1.03
8 h. 8 0.85 1.0 0.83 0.76 0.90 0.82 0.86
10 h. 9 0.66 0.85 0.70 0.70 0.79 0.73 0.74
12 h. 10 0.51 - 0.62 0.64 0.72 0.66 0.59
24 h. 11 0.35 0.42 0.40 0.55 --- ~e- 0.43
48 h. 12 0.30 0.30 0.32 - -— e 0.31
R 0.1 0.99 0.92 0.96 0.97 0.96
A 1.1 0.96 2.1 1.66 1.8 2.2
B 3 3.1 1.4 2.53 2 1.14
Dosismg | 14100 19000 18400 18400 14000 12600
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Tabla VII: Concentraciones séricas individuales y promedios de amoxicilina

trihidrato en suspensién al 5 % luego de su administracién via oral en equinos

sanos (pg/mL)

10 min |

0.13

1 0.35 0.47 0.5 0.42 0.35
20 min 2 0.58 0.55 0.59 0.72 0.37 0.32 0.52
30 min 3 1.33 0.92 1.4 1.16 0.77 0.84 1.07
1h. 4 1.8 1.29 1.73 1.58 1.12 1.66 1.53
2 h. 5 1.46 0.04 1.33 1.43 0.92 1.34 1.25
4h. 6 1.05 0.71 0.98 1.1 0.51 0.98 0.89
6h. 7 0.64 0.36 0.65 0.73 0.39 0.51 0.56
8 h. 8 0.4 0.20 0.28 0.36 0.11 0.35 0.28
10 h. 9 0.23 0 0.21 0.21 0 0.1 0.13
12 h. 10 0.04 0 0.1 0.06 0 0 0.033
24 h. 11 0 0 0
48 h. 12 0 0
R 0.95 0.99 0.99 0.99 0.95 0.99
A 1.4 1.1 1.5 1.5 1.4 2.1
B 1.6 3 2.5 2.5 1.6 1.36
Dosis mg | 20.400 | 17.200 | 20.400 | 17.200 | 25.000 | 21.900
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Tabla VIII: Concentraciones séricas individuales y promedios de amoxicilina

sédica en solucién al 17 % luego de su administracién intravenosa en 6 equinos

con artritis aséptica inducida (ug/mL)

S min 1 78.5 71.5 55.1 44.9 57.4 69.8 62.87
10 min 2 57 54 .2 44.8 32.1 45.9 48.5 47.08
15 min 3 46.1 42.5 35.4 24 .45 35.3 32.5 36.04
20 min 4 39.1 33.8 28.31 19.95 29.6 26.6 29.56
30 min 5 28.4 24.9 22.37 15.59 23.1 21.45 22.64
1 h. 6 15.9 17.7 11.15 12.04 13 14.79 14 .1
1.5 h. 7 9.7 9.95 === 8.72 7 9.93 9.06
2 h. 8 6.2 5.98 5.55 5.52 4.3 6.35 5.65
4 h. 9 1.5 2.06 2.05 2.35 1.4 3.76 2.19
6 h. 10 0.55 0.75 1.16 1.1 0.59 1.2 0.89
8 h. 11 0.26 0.4 0.67 0.51 0.28 0.67 0.47
10 h. 12 0.12 0.19 0.29 0.36 0.09 0.35 0.21
12 h. 13 0.05 0.02 0.01 0.06 0 0.10 0.04
24 h. 14 0 0 0 0 ---- 0.001 0
48 h. 15 0 0 0 0 ---- ----
r 0.99 0.99 1.2 1 0.93 0.92
A 1.94 1.7 1.56 1.56 1.8 1.9
B 1.38 1.6 1.67 1.67 1.8 1.6
Dosis mg |15.600| 15.200 | 16.400 | 15.200 | 18.400 | 15.600
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Tabla IX: Concentraciones séricas individuales y promedios de amosxicilina

trihidrato en suspensién al 10 %, luego de su administracién intramuscular en 6

equinos con artritis aséptica inducida(pg/mL)

10 min 1 1.7 1.59 1.64 1.19 1.48 1.48
20 min 2 2 1.76 1.86 1.44 1.68 1.68 1.76
30 min 3 2.06 1.84 2.01 1.64 1.91 1.81 1.88
1h. 4 2.1 1.92 2.09 1.75 2.06 2.04 1.99
2h. 5 2.21 2.1 2.23 1.78 211 2.09 2.09
4h. 6 23 2.32 2.29 1.91 2.21 2.31 2.22
6 h. 7 215 2.08 2.0 1.87 1.84 1.96 1.98
8 h. 8 1.82 1.81 1.79 1.76 1.56 1.84 1.76
10 h. 9 1.25 1.12 115 1.24 113 1.15 117
12h. 10 1.06 1.02 0.89 117 1.02 0.99 1.03
24 h. 11 0.88 0.92 0.73 0.74 0.69 0.73 0.78
48 h. 12 0.77 0.53 0.60 0.6 0.43 0.60 0.61
72 h. 13 0.31 0.22 0.27 0.19 0.22 0.26 0.25

R 1 0.99 0.98 0.98 0.96 0.97

A 2 2 2.1 2.1 1.56 1.8

B 1.32 1.25 1.34 1.34 1.70 15

Dosis Mg | 13.600 | 18.000 | 17.600 | 13.600 | 14.000 | 18.000
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Tabla X: Concentraciones séricas individuales y promedios de amoxicilina
trihidrato en suspensién al 5 % luego de su administracién via oral en 6 equinos

con artritis aséptica inducida (png/mL)

021 | 0.13 0.41 0.1 0.34 0.19 0.23

10 min 1
20 min 2 0.27 0.75 0.73 0.31 0.97 0.39 0.57
30 min 3 0.84 1 1.2 0.51 1.13 1.03 0.95
1 h. 4 1.31 1.74 1.77 1.15 1.54 1.65 1.53
2 h. 5 1.14 1.4 1.25 1.07 1.38 1.36 1.27
4 h, 6 0.75 0.95 1.04 0.75 1.01 0.98 0.91
6 h. 7 0.47 0.62 0.74 0.56 0.47 0.68 0.59
8 h. 8 0.3 0.35 0.41 0.28 0.26 0.29 0.32
10 h. 9 0.17 0.11 0.18 0.13 0.1 0 0.12
12 h. 10 0.05 0.05 0.07 0.06 0.08 0.05
24 h. 11 0 0 0 0.001 0 0
48 h. 12 0 | 0
R 1 0.99 0.93 1 0.94 0.98
A 1.4 1.7 1.63 1.6 1.7 2.7
B 1.8 1.6 1.84 1.985 1.6 1
Dosis mg| 15.600 | 16.400 | 14.800 | 15.600 | 17.600 | 14.800
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Tabla XI: Concentraciones individuales y promedios de amoxicilina sédica en

solucién al 17 %, en liquido sinovial tras su administracién via intravenosa en

equinos sanos (pg/mL)

1.51

30 min 1 1.65 1.81 1.28 1.86 1.41 1.06
1 h. 2 1.7 1.6 1.35 1.71 1.82 1.25 1.52
2 h. 3 1.65 1.45 1.1 1.43 1.58 1.23 1.4
4 h. 4 1.52 1.2 0.97 1.37 1.04 1.12 1.2
6 h. 5 0.5 0.49 0.6 0.64 0.8 0.82 0.71
8 h. 6 0.39 0.39 0.4 0.4 0.33 0.5 0.4
12 h. 7 0.19 ---- 0.10 0.14 0 0.12 0.11
24 h. 8 ---- —--- -
48 h. 9 ---- ---- ----
R 0.95 0.95 0.97 0.97 0.97 0.93
A 1.25 1.25 1.3 1.3 1.27 1.61
B 3 3 2.75 2.75 1.25 1.41
Dosis mg| 17.400 | 18.400 14.100 | 19.000 | 16.200 18.100
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Tabla XII: Concentraciones individuales y promedios de amoxicilina trihidrato

en suspensiéon al

10 %

en liquido
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