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RESUMEN

Las enfermedades bacterianas en los peces estan asociadas a causas externas y
son importantes por considerables perdidas que ocasionan en la produccion de la
poblacion Las enfermedades son causadas principalmente por Aeromona salmomcida,
Vibrio salmonicida y Vibrio alginolyticus Debido a la presencia de un alto mimero de
bacterias en el medio acuanico se ha recurrido a agentes antibacteriales, las
fluoroquinolonas en general la enrofloxacina son uno de los medicamentos mas
utilizados en acuicultura las cuales actilan en la bacteria modificando la estructura de la
enzima de girasa-ADN topoisomerasa que es ¢l blanco del mecanismo de accidon de

estos antibioticos

La unién de la enrofloxacina con una cefalosporina forman un complejo
denominado CQMEPCA (cefaquinolona o CQ), el cual es de amplio espectro, por lo
que es importante conocer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (es el valor
potencial de un antimicrobiano para evitar el crecimiento de alguna bacteria) de la
enrofloxacina, CMI de cefaquinolona (CQMEPCA) y la CM! del tianfemcol
(antibiotico en estudic para entrar al rubro de utilidad en acuicultura) en presencia de
Vibrio alginolyticus. El objetivo de este trabajo es determinar la actividad i virro de la
CQMEPCA, enrofloxacina y tianfenicol en presencia de vibrio. Los resultados de este
analisis cuando la CQMEPCA se encontraba en una dilucién de 0.13 mg mi™ presentaba
un CMI de 2.4 ug mI” y la enrofloxacina ya no presentaba CMI a la misma dilucién. En
estudios reciente la CQMEPCA presenta mayor efectividad que la enrofloxacina in vivo
que in vitro. Para el tianfenicol resultd que fa bacteria presenta resistencia a este, no

obteniéndose halos de inhibicidn en presencia de vibrio.

La terapia de las enfermedades bacterianas en acuicultura es complicada, debido
al limitado numero de agentes terapéuticos aprobados para su uso en peces Otro de los
objetivos de esta investigacion fue determinar los residuos de la CQMEPCA en tilapias
clinicamente sanas, para lo cual se requirieron de 70 organismos a los cuales se les
adnministro la cefaquinolona via intramuscular, se hicteron dos grupos de 35 peces y a

unos se les administro 5 mg kg v al otro grupo 10 mg kg después se sacrificaron a
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diferentes tiempos y se les extrajeron algunos organos como fueron higado, bazo y
rifidn, y se realizd un andlisis farmacocinético con estos organos, obteniendo que se
encontraron residuos en higado a una concentracion de 5 mg kg en las primeras 12
horas solamente y para la concentracion de 10 mg kg se encontraron residuos en el
bazo solamente en las primeras 4 horas. Con estos datos farmacocinéticos obtenidos y
en virtud de ]a potencia antibacteriana de esta molécula es factible asegurar que, previo
4 un disefio de farmacia, para encontrar el mejor vehiculo, se puede contar ya con el

primer antibidtico de disefio y desarrolle completamente mexicano,
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INTRODUCCION

Las cpidemias de cnfermedades onginadas por bacterias son comunes en
poblaciones densas en acuarios o cultivos de peces La predisposicion de los peces a
tales problemas frecuentemente estan asociados con la pobre calidad del agua, el mal
manejo, la transportacion del pez, cambios marcados en ta temperatura, la hipoxia, vy
condiciones de estrés. Normalmente se encuentran altas conceniraciones de bacterias de
10 ml 1 en depésitos v acuarios, muchas de las cuales son oportunistas y activadas por
un ambiente adverso, un huésped débil, o un organismo patégeno primario, muchas de
las bacterias patogenas de los peces son aerébicas y gram negativas (McNeill, 1979,
Benediktsdottir et al , 1998)

Lina de las enfermedades mas comunes asociadas con condiciones de estrés en
agua dulce son causadas por deromonas hydrophila, A liquefaciens y A. punciata. Las
Pseudomonas spp. P. fluorescens y P. putida son también patégenos faculiativos para
los organismos de agua dulce y son similares a la 4. Ayvdrophila. Todas las especies de
agna dulce parecen ser susceptibles a los microorganismos patdgenos debido a las
deficiencias nutrictonales, heridas traumaricas, parasitismo y cambios de temperatura

{Olsson et al , 1998)

Las enfermedades mas importantes en las granjas de peces provocan
considerables perdidas en la produccidn de la poblacion, las cuales son causadas por
Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum y Vibrio algmolyticus (Samuelsen et al,
1997)

La vibriosis es una enfermedad sistémica comin que afecta muchos cultivos,
acuarios, ambientes naturales, estuarios y ambientes marinos; siendo menos comin en
peces de aguas frias. Vibrio anguillarum y otras especies de vibrios son responsabies de
alpunas enfermedades, Ias cuales producen manifestaciones sistémicas incluyendo
hemorragias; las infecciones causadas por vibrio son comunes y generalmente
caracterizadas por lesiones superficiales de piel con ulceraciones externas en la pared

del cuerpo, hemorragias en aletas y cola y cambios degenerativos de drganos internos,



los cuales pueden conducir a una considerable mortalidad (Roberts 1982, 1989, Baron y
Finegold, 1990}

Los vibrios son saprofitos y son parie normal de la flora de los intestinos de
peces marinos, los cuales son bien conocidos en la acuicultura alrededor del mundo,
dentro de este género podemos encontrar las siguientes especies: Vibrio angudllarum.
Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida, Vibrio algmolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio mimicus, Vibrio carchariae, Vibrio harveyi y Vibrio damsela
que son reconocidos como organismos patogenos de peces marinos y moluscos
{Nicolet, 1985, Cottral, 1986, Lavilla et al., 1990; Hjeltnes y Roberts, 1993, Austin y
Austin, 1993, Jawetz et al., 1996).

El diagnostico de estas bacterias requiere la identificacién de aislamientos puros
de piel o de cualquier érgano infectado Las medidas preventivas pueden ser, un amplio
espacio para los organismos, temperatura constante, alimentacién adecuada y asi poder
minimizar e} estrés La vibriosis de agua fria, es un serio problema en los cultivos
marinos de salménidos ya que esti caracterizado por una alta mortalidad y una gran
resistencia a las drogas, el agenie etiologico es V. safmomicida. Desde que a Vibrio spp.
se le ubica en ambientes marinos y dulceacuicolas es dificil liberarse de el(Fraser et al,
1991, Baron y Finegold, 1990).

Debido a la presencia de bacterias en el medio acudtico se ha recurrido al uso de
agentes antibacteriales en acuicultura, lo que tiene ya una larga historia, la cual
comenzd a fines de los afios 30s cuando la sulfameracina de amplio espectro
quimioterapeutico fue introducida en los EE UU, realizandose pruebas in vitro y
demostrando ser potentemente activa en contra de varias especies patdgenas para peces
¢ incluia a deromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida y Vibrio
alginolyticus, debido al mal manejo de los antibidticos las bacterias se wuelven
altamente resistentes 2 estos comg puede el caso de sulfamidas (Brander et al., 1989,
Ingiis y Richards, 1991).



Ha surgido un interés reciente en acuicultura y se han enfocado los esfuerzos de
investigacion al desarrollo de antibacterianos para usarse como quimioterapeuticos para
las enfermedades infeccipsas de los peces. Ensayos farmacocinéticos han sido
desempenados con numerosos antibacteriales en muchas especies de peces pero a
menude bajo condiciones extremas diversas, incluyendo variables ambientales
(Temperatura del agua, salinidad, pH, etc) biologicas (Varias etapas de vida, anadromos
contra especies marinas o de agua dulce, etc) y experimentales (Ensayos en campos
clinicos contra pruebas de eficacia de laboratorio, varias rutas de administracion
incluyendo alimentacién, e inyecciones parenterales), haciendo muy dificiles las
comparaciones y las generalizaciones subsecuentes racionales en la farmacocinética' de
una simple droga o una familia de antibacteriales entre varias especies de peces
(Meinertz et al., 1996; Stoffregen et al., 1997).

Mantener y criar peces tropicales es un pasatiempo muy popular alrededor del
mundo. Con un costo de casi de 16 millones de dolares, de peces tropicales de agua
dulces, los cuales son rebasados anualmente en granjas en Florida y esto representa solo
una fraccién de la industria entera La mayoria de los peces enfermos son tratados por
acuaculturistas, aficionados y encargados de tiendas para animales c¢on
quimioterapéutica extrapolando las dosis de medicamentos de animales superiores. En
un esfuerzo para contener el flujo de medicamentos para mascotas y para peces que se
desarrollan en la industria de la acuicultura y posteriormente son consumidos; los
EE.UU cuentan con la FDA (Food and Drug Administration) que es la agencia que
restringe 1a amplia disponibilidad de los compuestos terapéuticos (Grondel (b) et al,
1987; Lewbart et al., 1997).

Las Fluoroguinolonas en princii)io fueron efectivas en otros animales como
perros, gatos y borregos cuando eran administradas oralmente, pero recientemente se
han hecho pruebas de su actividad i vifro en contra de Aeromonas salmonicida y
Vibrio sp. los resultados han sido promisorios y disponibles y al parecer para ser

utilizados en acuicultura (Pelzar, 1986, Stamm, 1989; Sumano, 1993).

La enrofloxacina es un compuesto antibacteriano derivado de la fuoroquiiolona



aprobado en los EE UU por la FDA para uso exclusivoe de perros y gatos, v es ¢l
antibiotico que presenta un amplio espectro de actividad bactericida incluyendo
bacterias gram-nepativa, organismos intracelulares tales como ricketsia, chlamydia, y
mycoplasma y un menor espectro de actividad contra organismos Gram positivos. Se ha
demostrado que la enrofloxacina es eficaz contra bacterias patogenas comunes que
impactan el cultivo de salmonidos como pueden ser Aeromonas salmomcida (agente
causante de la furunculosis) Vibrio anguillarum, {agente causante de la vibriosis),
importantes enfermedades infecciosas que son causantes de serios dafos econémicos al
cultivo de peces (Kazuaki, 1996, Stoffregen et al., 1997). Es el antibidtico con mas uso
en la terapéutica de organismos acuaticos, debido a lz alta eficacia bactericida de las
quinolonas a bajas concentraciones, su baja toxicidad y la nula resistencia bacteriana
mediada por plasmidos, la resistencia se debe a la modificacion de la estructura de la
enzima de girasa-ADN (topoisomerasa) que es €l blanco del mecanismos de accion de
estos antibidticos (Paul et al , 1994; Booth y McDonald, 1988).

Pero las fluoroquinolona han atraido mucho interés en los pasados 10 afios. Ellas
proveen un amplio espectro de actividad antibacteriana y son particularmente activas
contra los patdgenos Gram negatives. La enrofloxacina mata la bacteria en bajas
concentraciones provocando una obstaculizacion del espiral normal de DNA dentro del
niicleo a través de la actividad de la DNA-girasa. Este mecanismo unico de accion hace
efectiva a2 la enrofloxacina contra la bacteria que es resistente a otros antibidticos
(Lewbart et al., 1997,

Otras quinolonas y antimicrobiales de la fluoroquinolona sujetos a pruecbas
farmacocinéticas en las enfermedades infecciosas de peces incluyen acido nalidixico

acido oxalinico, sarafloxacina, y difloxacina {Stofitegen et al , 1997).

La difloxacina y la sarafloxacina sor nuevas aril-fluoroquinclonas
antibacterianas que han sido identificadas como agentes potencialmente terapéuticos
contra enfermedades bacterianas de peces. Esos compuestos han ampliado su espectro,
con una actividad antibacterianas potente Jjn vifro e 1 vivo, actian rapidamente como

potentes bactericidas y los patdgenos tienen una baja posibilidad a desarrollar



resistencia a las sustancias. actlan por interferencia con la enzima bactenana esencial, la

DNA-girasa

El tianfenicol es un nuevo andlogo sintético del cloranfenicol (este antibiotico
con anterioridad fue utilizado mucho en terapéutica de organismos acudticos). El
cloranfenicol fue retirado del mercado por exhibir una actividad téxica y que consiste en
causar anemia apldstica en seres humanos, a raiz de esto se desarrollé un analogo del
cloranfenicol el cual conservara su actividad antimicrobiana y no tuviera efectos

colaterales (Sumano y Ocampo, 1997, Nordmo et al., 1998).

La CQMEPCA es una nueva generacion de antibidticos los cuales estan
constituidos por la unién de una fluoroquinolona y una cefalosporina dando como
resultado un antibidtico de amplio espectro, como es el caso de la cefaguinolona (Corpi
et al., 1995), uno de los objetivos de esta investigacion es tratar de incorporarlo al rubro

de los antibidticos utilizados en las bacteremias de peces.

La terapia de las enfermedades bacterianas en acuicultura som comiplicadas
debido al limitado niimero de agentes terapéuticos aprobados para ser utilizados en
peces, aunado a esto se requiere de una investigacion previa para obtener informacion
farmacocinética la cual es esencial para el caleulo de regimenes de dosis racionales para

dichas especies.

Mas ain, la naturaleza intensiva de la acuicultura requiere que los agentes
antibacterfanos usados para tratar infecciones de peces sean de bajo costo, efectivos y
facil de administrar (Alavi et al , 1993, Samuelsen et al., 1997).

' La farmacocinstica se ocupa de estudiar ¢l movimiento de los firmacos en el cuerpo, calculando
desplazamiento en los diversos niveles organicos (compartimentos), la forma en que el organismo
biotransforma estos medicanientos ¥ las caracteristicas de su excrecion o elimiracién. Desde up punto de
vista prictico. podemos inferir que la farmacocinética es la disciplina que a través del estudio de la
dindmica de la absorcidn, 1a distribucién, ia biotransformacidn y fa excrecidn explica {as fluctuaciones
plasmidticas, urinanas, histoldgicas, etc.. de los farmacos. La farmacocinética estudia la respuesta de los
organsmos vivos a los farmacos, en ausencia de enfermedades. (Sumano y Ocampo, 1997)



OBJETIVOS

Fase in vitro
GENERALES
Comparar la efectividad de CEFAQUINOLONA (CQMEPCA 406 (8) L ) con

respecto a atros farmacos comerciales (enrofloxacina y tianfenicol) iz wifro a diferentes

concentraciones evitando el crecimiento de Vibrio alginolyricus.

PARTICULARES

Comparar la actividad antibacteriana de la cefaguinolona (CQMEPCA) y otros
farmacos comerciales (enrofloxacinas y tianfenicol) in vitre para inhibir el crecimiento

de Vibrio alginolyticus,

Determinar los halos de inhibicién producidos por COMEPCA, enrofloxacina y

tianfenico! a las misinas concentraciones,

Encontrar la Concentracion Minima Inhibitoria de la (CQMEPCA 406 (S) L } en

diferentes diluciones

HIPOTESIS

E! efecto antibacteriano i vitro de la CQMEPCA 406 (s} L puede ser mayor que

la enrofloxacina y tianfenicol inhibiendo el crecimiento de Vibrio alginolyticus.



OBJETIVOS

Farmacocinética (residuos)

GENERALES
Obtener los tiempos de retencion de una nueva molécula de la familia de las
cefaquinolonas (CQMEPCA) en tilapia Oreochromis sp. climcamente sanas, al aplicar

el farmaco por via intramuscular a dosis de 5y 10 mg kg de peso vivo.
PARTICULARES

Determinacion farmacocinética de residuos de la CQMEPCA mediante los
métodos de espectofotometria con arreglos de diodos y HPLC, posterior a la
administracién intramuscular a2 dosis bajas (5 mg kg™) en tilapia Oreochromis sp.

clinicamente sanas

Determinacion farmacocinética de residuos de la CQMEPCA mediante los
métodos de espectofotometria con arreglos de diodos y HPLC, posterior a la
administracion intramuscular a dosis altas (10 mg kg”) en tilapia Oreochromis sp.

clinicamente sanas

Especificar la farmacocinética de residuos del farmaco CQMEPCA del cuerpo

de la tilapia OQreochromis sp Posterior a la administracion intramuscular

Establecer la dosis y el intervalo de dosificacion de la COMEPCA al ser

eliminado de la tilapia Oreochromis sp

HIPOTESIS

{.a variable farmacocinética de la CQMEPCA {antibacteriano de la familia de las
cefaquinolonas (cefalosporinas y fluoroquinolonas)] puede ser descrita con
farmacocinética compartamental utilizando cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC) como método analitico cualitativo/cuantitativo en peces clinicamente sanos
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ANTECEDENTES
Fase in vitro

Bertoldint y Sala (1989) trabajaron con los valores al 100% del CMI, los cuales
fueron determinados por enrofloxacina y sarafloxacina contra 37 cepas de Yersima
ruckeri, 25 de V. anguillarnm y una de A. salmonicida, aisladas de granjas de peces en

ialia. La enrofloxacina consistentemente dio los valores mas bajos

Stamm (1989) trabajo con dos nuevas quinolonas antibacterianas, difloxacina
(A-56619) y sarafloxacina (A-56620), las cuales fueron comparadas con 4cido
oxalinico, oxitetraciclina, y ormetoprim-sulfadimetoxina i vifro para poder inhibir ¢l
crecimiento bacteriano patdgenas comunes en los peces Los objetivos fueron
determinar {1) las frecuencias de resistencia 2 vitre para antibacterianos en 8 tiempos, y
las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI), (2) los promedios y extensiones del
decremento en la susceptibilidad antibacterizl cuando los organismos fueron seriamente
transferidos para incrementar las concentraciones de la droga, (3) la estabilidad del
decremento de susceptibilidad, y (4) la resistencia cruzada para otros antibacterianos por
organismos con resistencia desarroflada La frecuencia de resistencia espontanea para
todos los antibacterianos en 8 tiempos dié como resultado un CMI bajo de 107 a 107,
Las quinolonas seleccionadas demostraron bajos niveles de resistencia i vivo. El
promedio de susceptibilidad decrecié durante la transferencia serial y fue gradual para
todos los organismos con las combinaciones de drogas, en contraste para la difloxacina
y sarafloxacina La CMIs del acido oxalinico, oxitetraciclina, y ormetoprim-
sulfadimetoxina, resultaron que tienep una resistencia desarrollada estable para los
antibacterianos. La resistencia cruzada fue observada entre las dos quinolonas pero no
asi con los otros antibacteriales, excepto por la oxitetraciclina. Basado en estos
resultados, Ia resistencia para la difloxacina y sarafloxacina por los patdgenos del pez no

se desarrollara facilmente durante ¢l uso de la terapia apropiada

Bowser y House (1990) utilizaron un total de 25 bacterias patdgenas en peces

que fueron probadas in vitre para encontrar las Concentraciones Minimas Inhibitorias
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en tubos de ensayo expucstas a enrofloxacina, acdo nalidimico y acido oxalimeo en
varias diluciones. La enrofloxacina fue mas inhibitoria que el acido nalidixico y ¢l acido
oxalinico con 24 de 25 bactenias probadas, los tres compuestos tenian la equivalencia
CMI para una de las deromonas saimonicida aisladas. EI acido oxalinico con 17 de 25
organtsmos probados y fue equivalente al acido oxalinico con 6 de los 25 organismos

probados.

Lewis y Hastings (1990) utilizaron acido oxalinico y dos nuevas
fluoroquinolonas. ciprofloxacina y norfloxacina haciendo una evaluacién in vitro de la
actividad antibacteriana contra Aeromonas salmonicida, obteniendo que el acido
oxalinico tiene una actividad semejante a la ciproxacina en términos de una
Concentracion Minima Inhibitoria de 0 18 pg ml”, v norfloxacina no presenta esta
actividad, pero presentaron la habilidad para matar a cepas resistentes de Aeromonas

salmonicida.

Barnes y Amyes (1991) realizaron una prueba 7 vitro utilizando 25 bactenias
patdgenas para peces, para poder determinar fa Concentracidén Minima Inhibitoria en
tubos de diferentes diluciones, utilizando enrofloxacina y acido nalidixico observandose
que Ja enrofloxacina dio mejores resultados en 17 de 25 organismos que el 4cido

nalidixico.

Barnes (1991) también realizard pruebas en pollos con el acido oxalinico y cinco
nuevas fluoroquinolinas: sarafloxacina, enrofloxacina, PD 127, 319, PD 117, que tienen
una elevada actividad in vitroe contra Aeromonas salmonicida Sarafloxacina,
enrofloxacina, PD 127, 139 y PD 117, tiene significativamente mayor actividad que

cualquier acido oxalinico, para matar al 99% de las bacterias después de 1 hora.

Inglis y Richards (1991} demostraron que las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI} de 29 agentes antimicrobianos que fueron determinados por algunos
aislamientos representativos de Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri y Vibrio sp.
once de ellos, son usados ampliamente en practicas clinicas y fueron probados

adicionalmente contra 28 a 36 campos que fueron aistados. Las fluoroquinolonas fueron
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inhibidas en muy bajas concentraciones con un 50% de A. salmonicida teniendo un CMI
de enrofloxacina con un valor de 002 g mI' La distribucion de CMI en las
fluoroquinolonas y al &cido oxalimeo fueron similares e indicaron una posible
resistencia cruzada La amoxicilina, fluorfenicol, minociclina, rifampicina y las
sulfonamidas tuvieron un pico sencillo en la distribucion de CM1 con valores de 125 g
ml™!. Las concentraciones minimas inhibitorias de fluoroquinolonas fueron 4 veces mas
grandes a una temperatura de 10°C comparada con 22°C. Esto no sucedid tanto con la
amocicilina, fluorfenicol o la sulfaclorfiridacina- trimetoprim (S-TP). 4. salmonicida
fue rapidamente zniquilada a una temperatuta de 22°C por la flnoroguinolona y S-TP, el
acido oxalinico y amoxicilina aniquilaron a las bacterias en un tiempo de 24 horas y el

fluorfenicol resulto ser bacteriostatico,

Martinsen et al , (1992) observaron la actividad antimicrobiana in vitro de icido
oxalinico, flumequina, sarafloxacina, enrofloxacian y oxitetraciclinas contra bacterias
patdgenas en peces Aeromonas salmonicida, V. Anguillarum y Yersinia rucken
determinandose la CMI a 15°C, y se obtuvo que la enroffoxacina tiene mayor actividad
a temperaturas elevadas, por otro lado Iz actividad de oxitetraciclina se inhiben a altas
temperaturas, sarafloxacina es levemente mas activa que flumequinas y el acido

oxalinico en peces.

Anstin v Austin (1993) observaron una enfermedad en peces, que afectaba
principalmente la piel con un alto nivel de mortalidad, la cual ocurra en estado juvenil
cuando los organismos presentaban un peso de 20 g en acuario a una temperatura de
25°C, posteriormente se identificd Vibrio alginolyticus y se obtuve como consecuencia
que los peces mostraron melanomas, abscesos musculares y abdémen inflamado con
liquido ascitico. Se hicieron inmersiones en 20 mg I’ de cloramina por 15 minutos

durante 3 dias consecutivos obteniendo resultado favorable.

Ahmed y Shoreit (1994} observaron cientos de peces enfermos y tomaron una
muestra al azar de organismos, las cuales estaban clinica y microbiologicamente
dafiados Los signos clinicos incluyeron hemorragias en el cuerpo especialmente en el

abdémen, ojos nublados, exoftalmia, ascitis, inflamacion del orificio anal y congestion
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de los organos internos Posteniormente sc aislaron 15 espegics de vibrio los cuales
fueron identificados mediante morfologia colontal y pruebas bioguimicas Se indujo una
infeccion experimental usandose las espectes de la ttlapia Oreochromis mossambica y
COreochroms milotica mostrando simulbitud climca. Frbrio sp tuvo una sensibilidad a

estreptomicina, neomicina, netilmicina, oxitetraciclina y cloranfentcol,

Wang et al., (1995) demostraron las actividades antibacteriales m vitro de 8
fluoroquinolonas, incluyendo difloxacina (DIF), emrofloxacina (ENR), fleroxacina
(FLE), norfloxacina (NOR), OD124816 (PDI124), PD127391 (PDI127), PD13]1628
(PD131) y sarafloxacina (SAR) las cuales fueron comparadas con no flucroquinolonas,
incluyendo acido naladixico (NA) y acido oxalinico (OA) y no quinolona, incluyendo
oxitetraciclinas (OTC) y sulfadimetoxina-ormetoprim (SO), para el método de
disolucion serial de plata se usaron aislamientos de vibrio obtenidos de un cultive de
camarén El Wilcoeon firmado en una prueba de rango mostro el siguiente orden de
mayor sensibilidad’ OTC( NA( SO( OA, DIF, y FLE ( NOR ( PD124 y SAR ( ENR {
PD131 ( PD127. Las fluoroguinolonas incluidas DIF, ENR, FLE, NOR, PD124, PD127
y PD131 tiene una actividad antibacterial mayor que las no fluorogquinolonas y las no

quinolonas, y el vibrio aislado fue mas sensible al NA y OA que al OTC.
Fase in vive

Garcia (1997) realizo un estudio en tilapia Oreochromis mossambicus, 1a cual se
infecto experimentalmente con Vibrio fluorences via intramuscular y se dosifico con la
(COMEPCA 406 L (s)) “cefaguinolona” que es una mezcla de dos farmacos
(fluocroquinolona y cefalosporina) a diferentes concentraciones en dos formas distintas
en el alimento y en el agua, mostrando que era mas efectiva la suministracién del
antibidtico en ¢l alimento va que la mortalidad fue menor que la mortalidad obtenida al
suministrarse el antibidtico en el agua. La concentracion DL (dosis letal) de
(CQMEPCA 406 L (s)) “cefaquinolona” suministrada en ¢l alimento fue de 6.56 mg/kg
y la concentracién DL 50 de CQMEPCA 406 L (s)) “cefaquinolona™ suministrada en el
agua fue de 20 52 mg/kg. Al comparar los resultados obtenidos de mortalidad de las

tilapias Oreochromis mossambicus medicadas con cefaquinolona el cual fue de un 80%,
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con respecto a la mortalidad obtemida de las truchas Oncorfynchus mykiss las cuales
fueron dosificadas con enrofloxacina (fluoroquinolona) obteniendose una mortalidad del
85%, esto quiere decir que la CQMEPCA o cefaquinolona es mas efectiva in vivo que

ja enrofioxacina.

Farmacocinética {residuos)

Grondel (a) et al, (1987) plantearon un estudio de farmacocinética para la
investigacion de la absorcidon, distribucion, eliminacién y bloabilidad de la
oxitetraciclina (QTC) en carpa, Cyprinus carpio L. Las diferentes rutas de
administracion de la OTC en la carpa fueron intravenosa (i.v.), intramuysculat (im) y
oral con una cantidad de OTC de 60 mg/kg de peso corporal. Los niveles de OTC
fueron determinados en plasma y en diversos tejidos. El andlisis de la concentracién de
la droga en plasma via (i.v.) revelé que la eliminacion final de la vida media fue de
(139.8£38 1 h) Siguiendo con la administracion (im.) de la OTC, C.. 5.8
#10.9ug0OTC/mi a 14 h pos ingestion. El area de Vd fue de 2 120 66 Vkg. Extremas
diferencias se han observado con respecto a la bioabilidad de la via de administracion
im. y la administraciéon oral, aproximadamente 80 y 0.6%, respectivamente. la
ingestion i.m. en tejidos de OTC, reveld que la droga fue acumulada en el pronefro,
hueso y escamas. Después de 21 dias las concentraciones de OTC fueron 2.9+0.8,
5.240.3 y 4.713. 1ug/ml, respectivamente. Los datos de los parametros farmacocinéticos

son discutidos con base en la relacion de la susceptibilidad v el sistema inmune de! pez.

Grondel (b) et al. (1989) realizaron estudios farmacocineticos comparativos de
la conducta de la trucha arcoiris (Salmo gairdneri) y el pez gato africano (Clarias
gariepinus). Las vias de administracion de la OTC fueron intravenosa (iv.) e
intramuscular (i.m.), las dosis administradas fueron de 60 mg/kg de peso corporal. La
trucha v el pez gato se mantuvieron a una temperatura constante de 12°C y 25°C,
respectivamente. Ly concentracidn de droga en el plasma del pez gato africano y en la
trucha arcoiris administrada por via i.v fue de (C°, = 86 + 10 pg/ml) y la trucha (C% =
753 4 290 ug/ml). Una diferencia significativa fire observada con respecto a la larga

distribucion aparente de volumen (V) después de la administracion i v. de la OTC
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(trucha. valor medio 2 1 kg, pez gato, valor medio 13 I/kg) Los valores oblenidos
para la vida-media fueron para trucha, 895 h, para ¢l pez gato, 80.3 h). La media
maxima de la concentracidn del plasma (C,. = 56.9 pg/mi} obtenida para fa trucha
después de 4 h de la administracion i m de OTC En el pez gato afficano bajo Cupy =
43 4 pg/ml después de 7 h, No hubo diferencias significativas en lo observado con
respecto a la bioabilidad seguida por la administracién i.m de OTC (trucha, 65%, pez
gato, 86%)

Rogstad et al. (1991) estudiaron la absorcion, distribucidon y eliminacidn de la
oxitetraciclina en plasma, musculo, higado, mucosa del intestino, piel y vértebras en
trucha arcoiris Orcorhynchus mykiss de agua dulce en donde fueron estudiadas dosis de
150 mg/kg. La absorcion de la droga fue lenta y inicamente cerca del 2 6% de la dosis
administrada en e} tiempo maximo fue absorbida. La distribucidn de la droga fue en
todos los tejidos. La vida media fire detectada en ¢l plasma aproximadamente en 11

dias.

Bowser et al. (1992) administraron la enrofloxacina via intravenosa y por via
oral, después fue determinada la actividad farmacocinética El primer grupo de estudio
estuvo constituido por 26 truchas arcoiris Oncorhynchus mykiss las cuales se
mantuvieron a 15°C y se les administrd una dosis de 5 a 10 mg/kg de su peso corporal
via intravenosa, posteriormente la extraccion de la sangre fue después de 60 h. El
segundo grupo de organismos se mantuvo a una temperatura de 10°C a 15°C, estuvo
constituido por 80 peces para cada rango de temperatura, se le administré la
enrofloxacina via oral a las siguientes concentraciones 5, 10 y 50mg/kg de peso corporal
y después de 60 h fueron extraidas las muestras de sangre. En el primer grupo la
constante de hibridacion de « ¥y P no presentd diferencias entre las dosis. La fase de
distribucion fue rapida con una vida-media de 6 a 7 minutos para ambas dosis, La
eliminacion completa de la vida media fue de 244 h (95% Cl =202 - 308) y 304 h
(24.2 — 41 0), respectivamente parz 5 y 10 mg/kg de las dosis. Una Vg, fue
observado en las dosis de 5 y 10 mg enrofloxacinakg, 3.22 y 2.56 lke,
respectivamente. La dosts de despeje para el cuerpo fue de 5mg/kg con 92 mi‘h kg y 58

ml/h kg para 10 mg/kg de las dosis. Para la siguiente administracién oral de
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enroffoxacina aparentemente K, concluyen que todas las dosis a una temperatura de
10°C presentan un promedio de 62% siendo menor aparentemente la K, a una
temperatura de 15° C. Para la aparente estimacion del t,.2. concluyen que ambos rangos
de temperatura tienen 295 h (184 - 734) y 563 h (383 - 1066) El promedio de
bioabilidad fiie de 42% de las dosis a una temperatura de 15° C y fue disminuyendo el
promedio a 25% a una temperatura de 10° C. La concentracidn maxima del suero fue
entre 6 v 3 h. La eliminacidon de la vida-media en trucha arcoirts fue aproximadamente
entre 5 v 9 dias, esta estimacion es importante cuando es considerada la duracion de la

terapia en pruebas clinicas.

Kazuaki (1995) estudio la farmacocinética para entender lz bioabilidad de
oxitetraciclina (OTC) en ayu (Plecoglossus altivelis) los cuales fueron infectados con
vibrio. La temperatura del agua se mantuvo a 18,0 + 0.3° C en todo el experimento. La
concentracion del suero de OTC en peces sanos después de la administracion de 25
mg/kg" del peso corporal fue descrita mejor para modelos de dos compartimentos,
mientras que la administracién oral fue de 100 mg/kg ™' del suero en peces sanos e
infectados de ayu. La estimacion de 1a bioabilidad después de la administracion oral fue
de 9.3% para los peces sanos y 3.8% para los peces infectados. La eliminacion de la
vida-media del suero en misculo, higado y rifion fue de 53.1 h, 106 b, 125 hy 117 h
para jos peces sanos, y 632 h, 929 h, 107 h v 123 h para peces infectados,
respectivamente, Las proteinas del suero m vivo de OTC fué de 68.0 + 28% para peces

sanos y 69.9 + 4.4% para peces infectados.

Meinertz et al (1996) analizaron la farmacocinética de la benzocaina en trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss). La administracion de benzocaina fue mediante bolos
via intraarterial a unas concentraciones de 6 y 9 mg/kg. Las concentraciones de
benzocaina después de 2 minutos de Ia administracion fueron muy altas las variables y
decrecieron rapidamente en jos primeros 10 minutos. Las concentraciones de
benzocaina cerca de los 90 minutos bajaron después de ia dosificacion. Se hicieron tres
compartimentos para el modelo farmacocinetico obteniendo que la mejor descripcién
fue en el plasma. Al finalizar el experimento el modelo del parametro indica que la

distribucion de benzocaina afuera del plasma fue limitada, a pesar de que la distribucion
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inicial de benzocama fue ripida en el plasma, en la fase tenminal de benzocaina su
eliminacion fue relativamente fenta (fase de eliminacion terminal vida-media de 89 y

109 minutos)

Sohlberg et al. (1996) determinaron la actividad antimicrobial de la droga
flumequina, mediante la canulacion y la no canulacion en el salmon del atlantico (Salmo
salary en agua marina a 11° C. Los peces canulados fueron divididos en dos grupos, 8
de ellos se les proporciond flumequina a 25 mg/kg por medio de la via intravenosa en la
vena caudal y a otros 8 oralmente via estomago por el tubo que pasa por debajo del
esofago; durante un periodo de dos dias, posteriormente se tomaron muestras de sangre
a diferentes tiempos después de la administracién de la droga. Al grupe de los peces no
canulados también se les administré flumequina via intravenosa y oral El volumen de
distribucion (Vg..) es dos veces mas largo en el grupo canulado comparade con el
grupo no canulado, en los peces que estuvieron sometidos a una administracion de la
droga via intravenosa En la eliminacion de la vida-media difiere considerablemente, en
los grupos canulados y en los no canulados Lz lenta reduccidn de la concentracién en el
plasma en los peces canulados debido a la larga Vs, genera pequefias diferencias en
(C/T) entre los grupos. En el estudio la eliminacién de flumequina en el grupo

canulados difiere con respecto al grupo no canulado en s2imon del atlantico.

Lewbart et al. {1997) realizaron la administracion de enrofloxacina en pacu rojo
por vias intramuscular {im.} y oral (p.o.) e inmersiones en acuarios. La vida media de
enrofloxacina en la administracioén i.m. fue de 28.9. La concentracion maxima (Crax) 2
las 4 hrs fue de 1.64 ug/mL seguido por una dosis inica de 5.0 mg/kg in vitro para la
concentracion minima inhibitoria (MIC) para 20 grganismos infectados por bacterias
Después de 48 h de la administracion pos i.m, la concentracion media del plasma de
enrofloxacina fue mayor que la MIC para las bacterias gram negativas para peces
enfermos. La via oral de la administracion de la enrofloxacina produjo una Cp,x de 0 94
pg/ml. de 6-8 h. La Cu,, estuvo mas arriba de lo reportado in witro MIC Las
concentraciones de la inmersion en los acuarios fueron de 2.5 mg/L por 5 h. La Caa, fuse
de 017 pg/mL después de 2 h pos tratamiento en muestras del plasma. La

concentracién de enrofloxacina en el plasma excedid lo publicado in vitro MIC's para
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los peces infectados con bacterias 72 h después del tratamiento  Es posible y practica la
obtencion de la concentracién de enrofloxacina en sangre en el pacu rojo usando lap o
i m y los bafios de inmersion. La ruta i m fue mas predecible y se prescnto con una alta

concentracion de droga en el plasma

Yonis et al (1997) trabajaron con dos grupos de 150 (. milotrens las cuales
fueron inoculadas via ip. con 0.2 ml de) cultivo de caldo (3.5X107/ml) de ¥
angutilarum [Listonella anguillarum}, 20 peces fueron inoculados como control,
siguiendo el desarrollo de los signos clinicos Trabajaron con dos grupos de peces, el
primer gropo A fue inyectado por via i.p. con enrofloxacina a 10 mg/kg y el segundo
grupo B fue inyectado con 20 mg/kg peso corporal. La enrofloxacina persistié durante
el tratamiento en los peces durante las 24 y 48 hrs siguientes a la ingestién de 10 y 20
mg/kg, respectivamente. La distribucion de la vida media fue de 31.6115.18 y 26.1171.93
minutos y la eliminacion de la vida media fue de 792044 y 6.521n0.38 h,
respectivamente. La eliminacién de enrofloxacina para todo el tejido fue de 96 h. La
mortalidad decrecid de 27.33% y 25.33% a 13.76 v 8.93% en el grupo A y B,

respectivamente, 43 h después de la ingestién de enrofloxacina

Stoffregen et al. (1997) trabajaron con una familia de antibacterianos que son un
grupo relativamente reciente entre los componentes bactericidas, la eficiencia de las
caracteristicas generales de estos compuestos es que son de amplio espectro y las
bacterias muestran una minima resistencia en pacientes tratados. Las flucroquinolonas
son prescritas ampliamente en humanos y recomendados por médicos veterinarios en
medicina veteriparia, en EE UU estan actualmente aprobados solo dos compuestos,
enrofloxacina (Baytril® Bayer Animal Health, Shawnee Mission, KS) y sarafloxacina
(SaraFlox® , Abbott Laboratories, North Chicago,IL), actualmente las fluoroquinolonas
son utilizadas para tratamientos bacterianos en cultivos de peces. La enrofloxacina fue
administrada en Salmon de! atlantico en estado juvenil por via intraarterial (i.a),
intraperitoneal (i.p.), intramuscular (i.m.) y la administracion oral. Las tres primeras
rutas fueron dosificadas con 10 mg/kg, y por via oral se realizaron con dos
dosificaciones 10 (p.o-10) y 5 (p 0.-5) mg/kg. En los modelos farmacocinéticos se

observaron las siguientes vidas-medias (i ) de 130 6, 34.32, 84.98, 105.11,y 4824 h.
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Por debajo det area de la curva las concentraciones de la droga cn cf nempo (AUC)
fueron de 84 3. 7531, 5561, 41 68, y 38 81 pg h ml"', y una bioabilidad (F) de 100,
B934, 6597, 4944, y46.04% (ia,ip,im, p.o.-10, p.o-5, respectivamente). Toda la
administracion de las rutas de 10mg/kg encontradas en el cultivo comparando la
concentracion de drogas en las curvas de tiempo para el tejido, indican distintas
desventajas para emplear una ruta cinética Finalmente, la dosis 5 mg/kg (p o.-5)
comparable en la multiplicacion de los tejidos en la concentracidn-tiempo de la curva de
10 mg/kg en dosis (p.o.-10), con tales evidencias farmacocinéticas la justificacion

terapéutica prueba que la eficiencia es a bajas dosis.

Abedini et al. (1998) estudiaron la farmacocinética y la bicabilidad de
oxitetraciclina {OTC) en el Salmén chinook {Oncorhynchus tshawytscha) manno y
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykissy de agua dulce, comparando una sola dosis de
OTC (50mg/kg) administradas via 1.a, con una temperatura del agua de 11°C. Se
obtuvieron muestras de sangre en diferentes tiempos de los peces, se selecciond una fase
sélida y se analizé OTC con cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Presentaron la misma ruta de administracion y ¢} tiempo de concentracién de la OTC en
la sangre en la trucha arcoiris y en el salmdén, Ep el modelo derivado para los
parametros farmacocinéticos y la aparente bioabilidad de OTC se observd lo siguiente:
La eliminacion de la vida-media, volumen de distribucion y la bioabilidad oral de QTC
en el salmén chinook fue de 88.29 h, 0.89 Lkg y 24,84% respectivamente; Los valores
correspondientes de la trucha arcoiris fueron 9422 h, 037 Vkg y 30.30%,
respectivamente. El resultado del presente estudio indica que las diferentes especies y la
alta salinidad de 24%o no juegan un rol importante en la absorcion y eliminacion de
OTC para los salmonidos. Ademas, las truchas de agua dulce pueden ser usadas como

modelos para estudios de farmacocinética de OTC y viceversa.
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Antecedentes del desarrollo de un antibacteriano

Dado los avances tecnologicos de la medicina y la quimica modema los
productos que parecian inimaginables hace un par de décadas, pueden ser producidos
sintéticamente en la actualidad. Pero aim, gozando de este privilegio, el uso y abuso
indiscriminado de medicamentos, que en su momento, han revolucionado la terapéutica,
podran llegar a un no muy lejano término, debido al desarrollo de infecciones
producidas por microorganismos altamente resistentes, y por la lentitud en el avance de
nuevas opciones, ademas del costo economico que implica el desarrolle de un fairmaco

innovador y efectivo,

Las fluoroquinolonas y los B-lactamicos integran el grupo de antibacteriales de
mayor desarrollo farmacéutico, que mayor espectro han cubierto y que mayor potencia

han presentado en ésta ultima década (Sumano, 1993).

A partir de su caracterizacién en 1945, los B-lactamicos, y en especial las
cefalosporinas, experimentan un enorme desarrollo de compuestos biosintéticos. Sin
embargo, no fue sino hasta 1964 que se introdujo la primera cefalosporina dentro de la
practica médica (Thomson et al., 1984; Capril, 1988). Actualmente se distinguen tres
generaciones de cefalosporinas, ¢ inchiso hay quicnes consideran la existencia de una
cuarta con la cefaquinoma v la cefepima (Botter et al., 1995; Jones, 1996; Elkhaili et al.,
1997).

Pues bien, Leshner (1960) presento a la comunidad médica la primera quinolona
antibacteriana, el acido nalidixico (Albercht, 1977). Esta molécula resultd ser de gran
valor para la quimioterapia de las enfermedades bacterianas, en virtud de haber
contribuido como el nicleo basico (Figura 1) de los compuestos de altimo desarrello de
importancia mundial, en el area de los medicamentos antibacterianos: las
flucroquinolonas (Figura 2) En la actualidad, esta molécula y muchos analogos mas,

han recibido su patente mundial (Prescott y Baggott, 1991). En Meéxico se han
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clasificado en generaciones (Sumano, 1993) y las de tercera generacion son las mas
usadas contra infecciones bactenanas, pero desafortunadamente se ha abusado de su
uso, obedeciendo mas a presiones comerciales, que a criterios clinicos farmacologicos y
epidemiologicos y también debido a que se hacen extrapolaciones de especie a especie
Se han implementado diversas formas de dosificacién, incluso metafilactica y
premezclas de manera que las fluoroquinolonas se han convertido en ef grupo de
medicamentos mas utilizados en estas dos ultimas décadas. Sus significativas ventajas
en cuanto a su espectro, actividad y farmacocinetica, son evidentes (Sumano, 1993), en
Estados Unidos de Norieamérica, después de décadas de presiones ha aceptado el uso de

Ia sarafloxacina en polios y de la enrofloxacina en Bovinos.

Considerando este marco de referencia, y dados los recursos economicos
necesarios para presentar al mercado un nuevo antibacteriano eficaz, es factible
explicarse porque, actualmente, el descubrimiento de nuevos antimicrobianos en
medicina humana y medicipa veterinaria se encuentra a cargo de proyectos conjuntos
entre universidades e institutos de investigacion y la industria privada; esto solo se ha
llevado acabo en paises desarrollados (Alper, 1993; Pharmaceuntical Manufacturers,
1993; Billstein, 1994}.

Anualmente, las grandes corporaciones farmacéuticas en el mundo, destinan
gastos inmensos para el desarrollo de nuevas moléculas. En contraste, en Latinoamérica,
incluyendo México, ningin laboratorio hasta ahora, habia destinado recursos para ¢

desarrollo de moléculas originales (Anonimo, 1995).

Sin embargo, a mediados de esta década, nuestro pais, a través de los
laboratorios Aranda’, se ha colocado como pionero en el desarrollo e investigacion de
un novedoso grupo de antibacterianos, las cefaquinolonas® (patente cefalones), molécula
patentada internacionalmente por los Laboratorios Aranda.

El concepto original para el desarroilo de la cafaquinolona, fue el de crear un

efecto doble, utilizando cefalosporinas y fluoroquinolonas para la formacion o Ia

= Dr Gustavo Garciz de la Mora Departamento de Posgrado. Facullad de Quimica. UNAM.
? Quinuca Lina Laura Nava Mufioz. Controt de Cakidad. Laboratorio Aranda, Querétaro Qro.
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acerca de la pérdida de actividad generada por las manipulaciones de dicha molecula en
sitios estratégicos (Ito et al, 1980, Bergan, 1987) La experiencia con este tipo de
compuestos hibridos no habia sido del todo favorable en otros laboratorios La tarea no
fue ni es facil, pues se deben de obtener productos con una actividad antimicrobiana
superior a la de las partes que lo componen (Chu y Fernandez, 198%; Santamaria, 1997),

para que €l proyecto sea viable.

Los esfuerzos de investigacion y desarrollo en este campo, se inictaron en 1990,
a pastir de los grupos terapéuticos disponibles, mas favorables y estudiando las
diferentes posibilidades de mezclas fisicas y sustitucion de radicales en las diferentes
posiciones de las moléculas individuales (Méndez, 1996). Despues de maltiples
consideraciones y tentativas de hibridacion, se concluyd que la mejor expectativa, era la
de realizar la union de un grupo fluoroguinolinico con un derivado del acido 7-
aminocefalosporanico (7-ACA), precursor sin actividad antimicrobiana, formando un

grupo carboxamido con el 7-amino del nicleo lactamico (Figura 3)

Estructura qnimica

La cefalosporina C (Figura 4), obtenida a partir de la especie de Cephalosporium
acremonium, tiene un anillo B-lactdimico y un anillo adyacente de dihidrotiazina. El
tratamiento acidoe de la cefalosperina C, hidroliza al acido 1-7 aminocefalosporanico (7-
ACA) (Figura 3). En si el compuesto 7-ACA no tiene actividad bioldgica v se utiliza
como materia prima para aumentar radicales en un sitio especifico (Smith y Reynard,

1993). Este mismo grupo se utilizd en la reaccién de la cefaguinolona.

La idea inicial se basd en la substitucion de un anillo cefalosporanico (acido 7-
amino cefalosporanico) en la posicion 3 de un anillo 1 ciclopropilo 7-etil-piperazinilo 6-
fluoro-quinolinico, mediante la formacidn de un grupo carboxamido (Figura 5) el
acoplamiento de un grupo B-lactamico en sustitucion del carboxilo de la posicion 3 del
anillo quinolinico, formandose un radical carboxamido vy grupo amino del anillo $-
lactamico, siendo perfectamente estable, y da lugar a una molécula de potencia

considerable De la reaccion basica, se han generado multiples opciones con mayor o
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Figura 1 Nucleo basico de las quinolonas.
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Figura 2. Estructura basica de Jas fluoroquinolonas.
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Figura 3 Estructura molecular de la CQMEPCA (Sumano e al,1998).
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menor actividad dependiendo de los precutsores utilizados para su sintesis (Johnson et
al, 1996) En la estructura molecular de¢ las cefaquinolonas, hay cuatro grupos
substituyentes; dos en el nicleo fluoroquinolinico y dos ¢n el grupo cefalosporanico, lo
que da como resultado la posibilidad de sintetizar mas de dos mil compuestos de los

cuales, 128 se consideran como compuestos de investigacion prioritaria en este campo.

Las moléculas que se seleccionaron, se sometieron a determinaciones
fisicoquimicas como’ a) humedad por Karl Fisher, b) punto de fusion, ¢} cromatografia
de capa fina (TLC), d) espectofotometria por infrarrojo (IR}, e) resonancia magnética
nuclear (RMN), f) espectofotometria de masas' Asi se comprueba y con certeza la
existencia de la unién de las porciones quinoldnicas y cefalosporanicas mediante el
grupo carboxamido, la presencia de! anillo B-lactamico sin degradacion y el peso
molecular de 650 daltones de los compuestos formados de acuerdo con la estructura

disehada
Estabilidad

La primera molécula liberada para ese estudio se codifico como CQMEPCA. Es
un antimicrobianc que en estado solido es relativamente estable. La cefaquinolona, en
una solucion de agua destilada tiene un aspecto britlante de color amarille con un pH de
10.47. Al igual que la mayoria de las cefalosporinas (Goodman, 1986, United States
Drug Information, 1995), la cefaquinelona no representa un comportamiento estable,
por lo que se indica que, una vez reconstituida se utilice en la siguiente hora para
garantizar su pureza. Después de 96 horas a temperatura ambiental, la solucién tiene
apariencia turbia y de color amarillo ambar, esto se debe a la hidrélisis de Ia
carboxamida de la CQMEPCA? i se requiere utilizar durante periodos prolongados, se

recomienda su refrigeracién’,

* Dr Gustavo Garcia de la Mora Departaweento de Posgrado. Facultad de Quinuca. UNAM.
* Quimica Lina Laura Nava Mufioz. Conirol de Calidad. Laboratorio Aranda, Querétare Qro.
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Mecanismo de accién

Poco se sabe del modo de la accion de la CQMEPCA, y si existe, o no refacion
con respecto a los componentes por separado, En un ensayo microbioldgico Jones, 1996
sugirieron que era posible, que dicha molécula tuviera un mecanismo antibacteriano
doble, esto es, que actuara tanto en el citoplasma bacteriano, inhibiendo el
desenrrollamiento bacteriano del AND, come en la pared celular. A través de la
inhibicién de la polimerizacion de los nucledtidos de Park. Adn se investiga para
determinar con exactitud la participacion de estas vias del metabolismo bacteriano y
quizd otras que pudiesen estar involucradas en el mecanismo de accién de esta novedosa

molécula.

Para conocer el mecanismo de accién de la CQEPCA, se determind la relacion
entre la localizacion de la CQ y sus precursores en comparacién con el valor
correspondiente al ADN bacterianc aistado, mediante la técnica reportada por Mantatis
y Sambrook (1989} No se detecté interaccién de Jla CQ a nivel del ADN, pero este
estudio no puede destacar su participacion a otros niveles del material nuclear, como la
ADNgirasa, polimerasas, etc. En otros estudios donde se analizd el papel de plasmidos
que codifican la resistencia de quinolonas, con respecto a la resistencia de ia
CQMEPCA, no se detectd efecto del plasmido gyra-A, por lo que se infirié que el
efecto de este antimicrobiano difiere al de las cefalosporinas de primera generacion, y
que posiblemente, posee un mecanismo de accidn diferente a los ahora conocidos, que
incluyen a ambos efectos a nivel de pared (o gquiza de membrana) y a nivel
citoplasmatico, posiblemente en parte, mediado por un efecto sobre precursores de
ADN*. Hasta el momento, las evidencias indican que la actividad antibacteriana de la
CQMEPCA es persistente en bacterias resistentes a éste y lo mismo sucede cuando hay
resistencia para fluoroquinolonas, pero en contadas cepas de Pseudomonas spp. en las
que se ha detectado resistencia tanto a cefalosporinas como a fluoroquinolonas y se
reduce la actividad de la CQMEPCA’.

* Proporcionado por el Departamento de Control de Calidad de los Laboratorios Aranda
* Hospal General de Zona del IMSS de Querétaro. Qro. estudio con mas de 200 bacterias hospitalanas v
Laboratorio Clinico Especializade en Querétaro. Qro.
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Potencia y espectro microbiolégico de la CQMEPCA

Se le considera una agente bactericida de amplio espectro que tiene actividad mr
vitro contra bactertas Gram negativas y Gram positivas, presentando una accion muy
importante contra bacterias extra-celulares e intra-celulares (Méndez, 1996). Con
relacion a los resultados obtenidos por pruebas comparativas de la molécula contra tres
fluoroquinolonas y cefalosporinas con base en las concentraciones minimas inhibitorias

{CMI1'S) contra Staphylococeus aurens, se dedujo que CQMEPCA es®:

31 7 veces mas potente que ka norfloxacina (2" generacién)
7.9 veces mas potente que Ja ciprofloxacina 2% peneracidn
P q p g
31.7 veces mas potente que la cefatoxina (3™ generacion)
15.8 veces mas potente que la cefoperazona 3™ generacion
P 8
1.9 veces mas potente que la enrofloxacina 3™ generacion
p g

El espectro antmicrobiano, se encuentra reflejado con gran precision en la patente
original, en los que se consideran a los microorganismos qué se han estudiado hasta
ahora, pero aun faltan algunos trabajos con Actinobacillus spp, algunos enterococos v en

particular Staphylococcus spp. y cepas de Escherichia coli multiresistentes
Toxicidad aguda

Se han realizado milltiples ensayos para determinar la dosis letal LD 1%, LD
50%, y el margen terapéutico en ratas y ratones Los resultados reflejan una toxicidad
baja; de 8.6 g kg, v 9.56 g kg’ respectivamente, por via intravenosa; y por via oral
fueron la LD 50% de 7.8 g kg™ y la LD 1% de 2 g kg™, a una dosis efectiva de 99% de
gk’ ©
Comparativamente con la toxicidad conocida de otros antimicrobianos utilizados
rutinariamente (aminoglicdsidos, cloranfenicol, rifampicina, ete.} (Sumano y Ocampo,
1997), la CQMEPCA muestra notables ventajas. No obstante, ain resta Hevar a cabo

otras pruebas de toxicidad.

®Dr E Lotenza. Departamento de Farmacologia Facultad de Medicina UNAM
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Eficiencia clinica

Se han realizade diversos estudios de cardcter clinico, para conocer la eficacia de
este nuevo grupo de medicamentos Inicialmente, al conocer que la COMEPCA teniz un
efecto bactericida’ notable, confirmado por los abundantes resultados de los CMI
reatizados (Méndez, 1996), se confirmé que a nivel tisular, se lograban concentraciones
bactericidas en tejidos clave (v.g pulmon), a través de observaciones en los bioensayos
realizados en raton, desafiados con Pastenrella multocida tipo A. patbgena, donde los
animales tratados con la CQEPCA adquiriendo un 100% de proteccion, confirmada por
la ausencia de mortalidad {Ovalle, 1996). Asimismo, se ha trabajado con vacas, perros,
becerros, bovinos y aves, donde se ha observado una notable eficacia de estos farmacos

(Santamaria, 1997, Ocampo y Sumano, 1998, Sumano et al , 1998).
Farmacocinética

Para continuar con el proceso de desarrollo e investigacion de la molécula
CQMEPCA, fue necesario realizar estudios i vivo, desafiando a la CQMEPCA, dado
que en caso de encontrar efectos ir vifro que no corresponden a lo observado in vive, no
es aj.eno a la farmacologia. Se medicaron via intravenosa, con cefaquinolona a ratones,
que posteriormente se inocularen con Pastenrella multocida, se realizaron muestreos
sanguineos a diferentes tiempos para determinar la cinética de desaparicion plasmatica
vs. tiempo, mediante el método de Bennet et al , 1966. Dicho ensayo mostré que a las 2
horas de sangrado, la media del halo de inhibicién fue de una concentraciéon plasmatica

equivalente a menos de 0.01 pgmt™* °

Dado que la COMEPCA mostro, que en los ensayos in vilro tenia una eficacia
antibacteriana excepcional, y en virtud de los ensayos de desafio en ratones, asi como la
bioseguridad en ratones, se consideraron puntos de apoyo para llevar acabo ensayos que
definieran la farmacocinética del compuesto en perros También mediante el

analisis bacterioldgico-cuantitativo disefiado por Bennet et al., 1966, Ovalle, 1596,

’. Bactericida- Mata a la bacteriz
% Premio CANIFARMA a tecnologia (armacéutica, 1995.
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Sumano et al, 1998, encontrando que la relacién ertre concentracion y tiempo de la
COMEPCA se ajustd mejor a un modelo de dos compartimentos, con un velumen de
distribucion aparente del compartimento de 2 5 1 ki”' y un volumen de distnibucion
aparente en el estado estable notablemente elevado de 4.03 I kg y una vida de
eliminacion de 2 horas, Se lograron concentraciones plasmaticas bactericidas por unas
cuantas horas unicamente, pero las concentraciones tisulares se predijeron como muy
elevadas durante un minimo de 6 horas, especulando que un intervalo de dosificacion de
8 horas seria eficaz en la mayoria de las infecciones bacterianas que cubren el espectro

de este antibacteriano {(Ovalle, 1996).

En otro ensayo farmacocinético en perros con afecciones pulmonares
bacterianas, medicadas con CQMEPCA, (Summano et al,, 1998), utilizando el mismo
método de andlisis bacteriologico-cuantitativo disefiado por Bennet et al, 1966,
encontraron que, de acuerdo con el rango de la constante eliminacion répida se sugiere
tener un intervalo de dosificacidon menor de 12 horas en estos casos clinicos. Asimismo,
se encontrd un volumen de distribucion muy grande (7 11 kg'). Los ensayos Hevados a
cabo mediante la farmacocinética, han sido realizados por la técnica microbiologica de
Bennet et al., 1966, la cual solo detecta la fraccion farmacoldgicamente activa y no esia
disefiado para contabilizar las fracciones sin actividad bioldgica, brindando asi una

visién parcial del destino de los antimicrobianos en el organismo.

Dentro del desarrollo de un medicamento, se requiere la elaboracién de pruebas
farmacocinéticas en organismos sanos, a fin de conocer con exactitud el destino del
medicamento en el organismo problema (Adams, 1995). De tal suerte, es necesario
tlevar a cabo estudios de bicacumulacién en este sentido en cada una de las especies a

las que se les habré de aplicar.
Perspectiva de trabajo
Para que una compafiia farmacéutica, pretenda comercializar un compuesto ¢n

EE UU, debe proporcionar a la FDA (Administracion de Drogas en el Alimento) una

técnica analitica, generalmente por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).
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Esto se hace con ¢ fin de poder hacer un seguimicnto de Iz incidencia de residuos y
verificar otras pruebas cinéticas (Sundolf et al ,1986; Craigmill et al., 1994, Crawford y

Franco, 1994)

Cromatografia

La cromatografia comprende un grupo de métodos de separacion variado que
permite separar, identificar y determinar compuestos afines en mezcla que no podrian
separarse de otra manera Es una t€cnica de separacion basada en la diferente velocidad
con la que se mueven los componentes de una mezcla a traves de una fase estacionaria,
mediante ¢l flujo de una fase movil. El éxito depende de la combinacion correcta de las
condiciones de operacion, es decir el tipo de columna, su contenido, la fase movil, la
longitud, la presién, condiciones electroquimicas de la columna, y la velocidad de flujo

de la fase movil, etc, (DiCesare et al., 1996)

La migracién diferencial en ¢l HPLC es el resultado del equilibric de
distribucién de los componentes de una mezcia entre la fase estacionaria y la fase mowvil,
Dichos componentes se separan en la columna, y al salir de ésta, se conducen por la fase
mévil hacia un detector, y en el orden que emergen, se registran sus concentraciones y
sus tiempos de retencion en la columna El cromatograma que resulta, nos muestra cada
compuesto que sale de ia columna en forma de picos simétricos con un tiempo de
retencion caracteristico, por lo que este tiempo se emplea para identificar el compuesto
previamente comparandolos con los estandares que se estén utilizando. El tiempo de
retencion se mide desde el momento de la inyeccidn de la muestra hasta el momento en

que aparece el maximo pico en el cromatograma (DiCesare et al , 1996).



MATERIAL Y METODO

fase in vitro:

Se prepararon 100 mi de agar caldo infusidn cerebro corazon (CICC) segin
especificaciones del producto los cuales se esterilizaron en un autoclave {con una
temperatura de 121°C, con una presion de 15 libras durante 15 minutos) Se dejo enfriar
a medio ambiente hasta que bajo a una temperatura de 40°C, s¢ prepararon 3 cajas petri
en las cuales se vaciaron aproximadamente 30 ml del medio, deniro de un cuarto de
vaciado para evitar contaminacion de las cajas. Posteriormente se sembré la bacteria en
estudio que en este caso fue Fibrio algmolyticus (Analytical Profile, 1986) por medio de
la técnica de estrias, se incubaron por 24 horas a2 30°C en una estufa, para utilizarlas

posteriormente {cultivo de 24 horas de incubacion).

Se utilizé un refractario cuadrado tipo Pyrex el cual se lavd con agua y jabén, se
seco con alcohol vy se selld con dos capas de plastico de silicon (ega-pack), se envolvid

con papel, y se esterilizod en autoclave a 121°C/151bs/1 5minutos.

Se prepararon 210 mi de agar caldo infusién cerebro corazon (CICC) segin
especificaciones del producto, v se llevé al punto de ebullicion hasta que el medio
quedd totalmente transparente (sin grumos). Posteriormente se vaciaron 200 mi del agar
(hirviendo) de CICC en una probeta calibrada y después se vacié en un frasco de vidric
con tapén de aluminio, el agar restante se introdujo en 3 tubos de ensayo con una
capacidad de 10 ml, los cuales fueron llenados de 3 a 5 mi de CICC. Se introdujeron los

medios de (CICC) para su esterilizacion en un autoclave a 121°C/15 libras/15 minutos.

Del cultivo obtenido con anterioridad se tomo una asada de la bacteria Vibrio
alginolyticus y se introdujo en uno de los tubos preparados con CICC y se estandarizo la
concentracion de bacterias con un espectrofotémetro de Baush & Lomb hasta alcanzar

una lectura de 0.1 de absorbancia, a 530 nanometros (onda de luz visible).

Una vez esterilizados los refractarios se quitd el papel, junto a los mecheros de

Bunsen. (Esta operacion se llevo acabo en un cuarto cerrado para evitar las corrientes de
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aire y contanunacion), al refractario se le quite ¢l plastico y s¢ virid el agar C1CC (200
ml}, después con el mechero se procedié a quitar las posibles burbujas de aire presentes
en la superficie del agar vertido, se tapd nuevamente con el plastico y se esperd a que
solidificara el agar en una superficie plana, durante una hora aproximadamente a una
temperatura ambiente, una vez que solidifico el medio. se le agrepe 200 ml de la
solucién bacteriana leida en el espectrofotometro, posternormente con un isopo se
procedio a dispersar homogéneamente todas la solucidn bacteriana en la superficie del
agar, una vez terminado este procedimiento se hicieron perforaciones equidistantes {una
de otra) con un sacabocados de 0.5 cm de didmetro’, utilizindose un diagrama de

perforaciones debajo del refractario (Beishir, 1977)

Para la preparacion del antibiotico se hicieron las siguientes diluciones de los
antibidticos a estudiar 6.85 mg kg’ de CQMEPCA, enrofloxacina y tianfenicol los
cuales se disolvieron en 100 ml de agua destilada, de esa solucidn se tomd 1 ml y se
levd a 10 ml de agua destilada (para tener la disolucién mencionada anteriormente def

antibi6tico).

*La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos reconoce dos métodos genemies para la evaluacion de
la actividad antibacteriana de los compuestos' €l método de difusion en agar y el turbidimétrico (cfr
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Sexta edicién. 1994 P 49). Estos dos métodos genenles
son reconocidos también en recientes ediciones de las Farmacopeas de los Estados Unidos {cfr U.S.
Pharmacopoeia USP 23 National Formulary NF 18. United Pharmacopocia Convention Inc. 1994 P
1690) ¢ Inglaterra (cfr British Pharmacopoeia 1993. p. A167)

El método de difusién en agar es la técnica que se utiliza mas comunmente {(cfr. Pelzcar, M. J. Jr.
Microbiology. Fifth edition. McGraw-Hill, New York, 1986, p.536; Tortorz, G.J., Funke, Berdell, R. Y
Case, Christine, L. Introduccién a 1a Microbiologia. Tercera edicion. Traduccion de Rafael R. Anglada.
Acribia, Zaragoza, 1993. p. 494) vy se fandamenta en la difusién del compuesto a evaiuar desde un punto
de aplicacién a través de una superficie de agar inoculade con el microorgamsmo de prucba A partir del
disco se origina un gradiente de concentracion del compuesto en ¢l medio. Si el compuesio tiene
propiedades antibacterianas contra ese microorganisino onginari zonas de inhibicion del crecimiento del
ICroorganismo,

El tamaiio de la zona de inhibicién esta relacionada con la concentracién del compuesto (cfr. Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos. Ob cit. p. 79 ¥ Jawetz, Emest v Melnick. Joseph 1. Manual de
Microbiologia Médica. Manual Moderno, México, D.F., 1981, p.116)

Dentro de los métodos de difusion en agar destacan tres variantes distimguiéndose por la forma en que se
hace la aplicacion del compuesto en ¢l medio de cultivo. El que se emplea con mas frecuencia utiiza
disco de papel filtro. Otro método empleado es el de cilindros de acero con medidas estandarizadas v
una tercers variante implica hacer perforaciones en el medio de cultivo (pozos) en donde se coloca el
compuesto a evaluar {cfr Manual de Medios de Cultivo Mcrck. 1994, p47).



Posteriormente en un tubo de ensayo se vertio la solucion obtenida en nueve
tubos con tapén de rasca se tenia | mi de solucion salina esténl, y del tubo madre se
tomo un mililitro de solucion bacteriana y se paso a Jos tubos con solucion salina es
decir del primero al segundo del segundo al tercero y del tercero al cuarto hasta llegar al
noveno tubo (E! mismo procedimiento se llevo acabo con cada uno de los

medicamentos)

Con una micropipeta esterilizada se tomaron 100 pl de cada solucidn, de los
tubos del 6al 10 los cuales tenian las concentraciones siguientes 2.14 mg ml’,
1 07 mg ml”, 0535 mg ml', 02675 mg mi" y 0 1337 mg ml” respectivamente (todas
las concentraciones fueron las mismas para cada farmaco) se utilizd una puntilla
diferente en cada ocasion y se vertid a los pozos hechos con anterioridad en el
refractario, posterormente se identificaron los pozos en el refractario y en vna hoja de
papel se hizo un diagrama de la colocacion de los antibioticos en cada pozo, se dejo a
temperatura ambiente durante 24 horas y cada operacion se llevd acabo tres veces con
cada farmaco, después realizaron las Jecturas de los didmetros de los halos de inhibicion
de crecimiento bacteriano obtenidos con un vernier El manejo estadistico de los
resultados se realiz6 mediante un analisis de varianza de doble entrada, una prueba de
tuckey y los resultados obtenidos se procesaran mediante el programa de stat graphy
(Liman, 1993)



MATERIAL Y METODO
Farmacocinética (residuos)

Obtencidn de organismos

Los organismos que se utilizaron en este experimento fueron donados por el

“Centro Acuicola Zacatepec y El Rodeo” ubicado en el estado de Morelos.

Se utilizaron 70 peces, tilapia Oreochromis sp. con un peso promedio de 100g
5 g, clinicamente sanos. La fase experimental se llevé acabo en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia en el Area de Acuicultura perteneciente al

Departamento de Especies no Tradicionales

Durante el estudio los peces fueren mantenidos en tinas de 540 litros con una
previa decloracién del agua, aireacidn constante y temperatura ambiental del agua que
oscilo entre 19 y 23° C, posteriormente fueron introducidos en acuarios de cristal de 60
litros con las mismas condiciones mencionadas anteriormente vy la densidad de los
organismos en cada acuario de cristal fue de tres individuos, estos organismos se
mantuvieron en los acuarios una semana para aclimatacion previa, posterior al

tratamiento (Bowser et al,, 1992).

Se formaron aleatoriamente 2 grupos de 35 organismos, a su vez estos 35
organismos fueron divididos en 7 subgrupos con 5 peces cada subgrupo, a los cuales se
les administré6 una dosis tnica de CQMEPCA en la region caudat via
intramuscular de 5 mg kg y 10 mg ke’ para cada grupo al mismo tiempo. La
inyeccion fie de un volumen aproximado de 0.5 ml/pez con jeringas de insulina'®.

La cefaguinolona que se utilizd fue una solucion in sitv de CQMEPCA (5g v
10g) v un diluyente de NaOH al 5% y agua destilada ¢.b.p. 100ml con un pH de 12 y
una pureza del 98 66%. La cefaquinolona fue proporcionada por Laboratorios Aranda
Lote No. 1308

" seringa B-DPLASTIPAK® 1 ml, con aguja 29X 13mm, Becton Dickinson & Co | Becton Drive de Ménico
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El medicamento se reconstituyo en los momentos previos a su aplicacion,
asegurandose que la solucion aplicada fuera nueva para cada animal y completamente

traslucida

El primer grupo de organismos (35) al ser divididos en 7 grupos con cinco peces
y tratados con el farmaco CQMEPCA a la concentracidn baja de 5 mg kg fueron
sacrificados macerando el cerebro. Cada 5 peces fueron sacrificados en los tiempos
mencionados a continuacidén' 1, 2, 4, 12, 24, 48 y 72 h. A estos organismos se les
extrajo el higado bazo y rifion. Los érganos obtenidos fueron guardados en bolsas de
plastico transparente {10X15 5cm), todos los 6rganos iguales se colocaron en unz sola
bolsa, etiquetados previamente y Hevado a congelacion a — 4°C hasta su determinacion
analitica El segundo grupc de organismos también fue tratado con el farmaco
CQMEPCA a la concentracidon alta de 10 mg kg' y fue sometido al mismo
procedimiento que el grupo anterior de organismos (Bowser et al., 1992; Samuelsen et
al , 1997; Stoffregen et al , 1997).

La fase analitica se realizé en los Laboratorios Aranda, ubicados en San Martin
de Porres # 105, Fraccionamiento Industrial Carrillo Puerto, Querétaro, Querétaro

describiéndose a continuacion.
Equipo de cromatografia

Se utilizd un equipo de cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC)
1050 Hewlet Packard, un detector con luz ultravioleta con ldmpara de deuterio con 512
dicdos de longitud de onda variable marca Hewlet Packard, bomba cuaternaria e
inyector automatico Un integrador HP3396 serie Il, una columna de fase inversa,
Columna uBondapak C18 125 A® 10um de 3.9 X 150mm HPLC Waters''.

Condiciones del HPLC:

Bomba: Gradiente Metanol:40/Buffer:60 de fosfato de amonio dibasico pH 3 5, 0.04M

Y El comemdo de 1a columna es de Dimethyloctadecy Isilyl borded amorphous silica. agua
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Tiempo 12minutos.

Inyector Volumen de inyeccion de 2011

Tiempo 12 minutos

Detector: Longitud de onda: 280nm. (280 nm BW 32 REF 450nm BW 32).
Tiempo' 12 minutos.

Integrador. ZERO =0
ATT =6
CHT SP =05
AR RE] =10 000
THRSH =4
PK =0.04
TIME O INT 8

La espectrofotometria se realizd en un espectofotdémetro marca Varian, modelo
Caryle, (scan) U.V. Visible
Condiciones del espectrofotdmetro.
Lampara ultravioleta (250nm a 350nm), Threshold: 0.0200.

Procedimiento.

Estandar:

Se pesaron aproximadamente 50 mg de CQMEPCA, disolviéndose en 2,0 ml de
{NH.}; HPO; €l cual tiene una concentracion igual a 0 04 m, posteriormente se ajusto el
ph a 10 con hdréxido de amonio, y se agitd hasta conseguir la dilucion completa. Se
aford a 50 ml en un matraz volumétrico con una mezcla de agua acetonitrilo 1:1 grado
HPLC vy se agitd. Se tomd una alicuota de 1 ml y se adiciond a un segundo matraz
volumétrico de 25 ml y se aford con una mezcla de metanol: (NH,4);HPO, teniendo una
concentracion de 0.04 m, y se ajustd el pH a 3.5 con 4cido acético glaciar, 1:1 grado
HPLC.

Para el HPLC:

Se tomaron 2 ml con una jeringa'® v se filtraron con el acrodisc de nylon 0.45

um directamente a un vial de 2 ml y se inyectaron al HPLC bajo las condiciones

2 PLASTIPAK 10 ml. con aguja 21X32mn Becton Dickinson de México.



anterimente descritas, estas  especificaciones se  cstabiccieron previamente cn el
gstandar Véase cromatograma, se determing la media del area y tiempo de retencion de

COMEPCA con base al estandar

Para el espectrofotometro:

Se tomo una alicuota de 1 ml del segundo matraz (ver estandar) y se adicioné a
un tercer matraz volumétrico'® de 10 ml, este se aford con una mezcla de metanol:
(NH4):HPO, teniendo una concentracion de 0.04 mol I, y se ajustd el pH 2 3.5 con
acido acético glaciar, 1;1 grado HPLC; de esta solucién se tomaron 2 ml que se
colocaron en uma celda de 1.0 cm, posteriormente se leyé la muestra en el
espectrofotometro bajo las condiciones anteriormente descritas, y se establecieron las
condiciones del estandar; determimandose la regidn ultravioleta y la absorbancia de la
solucion analizada. La muestra de CQMEPCA se disolvidé en buffer de fosfato de
amonio con un pH de 10 y se tratd con agua/acetonitrilo y buffer de fosfato de amonio™
con un pH de 3.5 y 0.04 mol 1"/Metanol hasta que llego a una concentracién de 0.04
mg/ml.

Muestra de érganos

Se descongelaron los drganos y se hizo ur pool con los cinco 6rganos obtenidos
de los organismos (higado, bazo, rifion} y estos fueron macerados con la fase movil de
la CQOMEPCA que en este caso fue con acido tricloracético al 10% (ATCA), la
relacion fie 1 g de drgano por un ml de la fase movil, y se maceraron perfectamente en

un mortero.
Para ia absorbancia:
Se tomd un volumen de 2 mi de {a solucion anterior y se vacié a una celda de

1.0cm’y las condiciones del espectrofotometro fueron como anteriormente se

*E1 material de cristaleria que se utilizd es marca Pyrex® México.
" Fodos los reactivos que se utilizaron son de Laboratorios J.T. Baker. Mallinckrodt Baker, S A de CV.
Phillipsburg. USA. ¢ Xalostoc. México



mencionaren, con base en esto se determine la region ultravioleta de la absorbancia de

la solucion que se utilizo, 1a cual fuc de 280 nm £ 1 nm.

Preparacién previa:

Se utilizo el suero obtenido de fa maceracion del pool de los drganos y se aforg a
un mi con (NH4):HPO4 0.04mol 1!, con un pH de 3.5/CH;OH 1.1 posteriormente se
adiciond 0.5 ml de CCl;COOH al 10 %, la solucion se agitd vigorosamente durante 30
sepundos dejandose reposar durante un minuto, después se centrifugo la muestra a 7000

rpm durante 10 minutos.

La fraccién superior (sobrenadante) es el filtrado libre de proteinas y la fraccion

inferior (pastilla) son proteinas plasmaticas

Filtrado libre de proteinas

Se separd todo el sobrenadante con la ayuda de una pipeta pasteur afororindose
con una mezcla de (NH.),HPO; con un ph de 3.5, 0 04mot I, 1:1 grado HPLC. Parz el
HPLC se tomé de esta solucion ! m! con una jeringa y se filiré con un filtro de acrodis
nylon de 0.45 um, se vertid en un vial de 2 ml, se inyecté 3 veces cada muesira; y se
determiné la media del area de retencion de CQMEPCA con base en el tiempo de
retencion del estandar. Las condiciones de HPLC fueron las mismas que anteriormente

$€ mencionaron.
Proteinas plasmaticas:

A la fraccién que se precipité, se le adiciond 0.5 ml de trietilamina al 6% en
metanol, se agitd y se removio constantemente con la ayuda de una espatula, para que la
trietilamina penetrara en los espacios intermoleculares de las proteinas, después se
centrifugd a 7000 rpm durante 10 minutos Posteriormente se separé la fraccidn superior
{sobrenadante) y se desecho con la ayuda de una pipeta pasteur; el precipitado

corresponde a las proteinas. Se introdujo en el matraz donde se encuentran las proteinas
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0 5 ml de trictilamina al 6% en metanol y se remowvié constantemente con la ayuda de
una espatula para que la trietilamina penetre en los espacios ntermoleculares de las
proteinas y se centrifugo a 7000 rpm durante 10 minutos. Después se separd ia fraccion
superior (sobrenadante) y se vacio a un matraz volumétrico de 10 mi, con la ayuda de
una pipeta pasteur. Se aford a 10 ml con una mezcla de (NH4):HPO4 con un pH de 3 §,
0.04M, CHyOH 1 1 grado HPLC.

Para HPLC se tomd 1 ml de la solucion anterior con una jeringa' de 5 ml y se
filtrd con un filtro acrodis de nylon de 0 45 um y esta mezcla se vertio a un vial de 2 ml;
se inyectaron tres veces cada muestra, después se determind la media del area de
retencion de CQMEPCA con base en el tiempo de retencion del estindar. Las

condiciones del HPLC fueron las mismas que se mencionaron.

* PLASTIPAK 5 ml. con agwa 21X32mm. Becton Dickinson de México.
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RESULTADOS
Fase in vitro

La comparacion que se hizo de los antibioticos enrofloxacina y cefaquinolona
para inhibir el crecimiento de la bacteria Fibrio alginolyticus nos da una idea
aproximada sobre la potencia antimicrobiana de estos No obstante, esta comparacion
no puede ser muy exacta ya que Ja respuesta del microorganismo a los diferentes
compuestos en el método de difusion de pozos en agar depende también de las
propiedades de difusion de las diferentes sustancias, ya que la enrofloxacina es una
molécula mucho mas pequefia que la cefaguinolona debido 2 que la conformacion de

este antibictico esta dada por una molécula de enrofloxacina y una de cefalosporina.

La medicion antibacteriana mediante el método de pozos en agar, tales como los
utilizados en este estudio, proporcionan una primera informacion sobre la posible
actividad antibacteriana de nuevos compuestos como es el caso de la cefaquinolona. Los
resultados obtenidos sirven como un criterio valido para posteriores estudios in vifro
seguidos de estudios in vivo para finalmente decidir si se trata de compuestos con uso

terapéutico en especies acudticas como es el caso de los peces (Medina, 1998)

En la tabla 1, se muestran sélo dos de los tres antibidticos que originalmente se

Tratamientos. Halos Halos Hatos
Diluciones. Promedio N Std.Dv.
Enrofloxacina 2.9 15 0.422577
214 35 3 01
1.07 32 3 0.1
0.535 2.8 3 0.1
0.26 26 3 G.1
0.13 2.4 3 01
Cefaquinolona 1.238 15 0.901429
2.144 26 3 0.1
1.07 1666 3 0.057735
0.535 1.4233 3 0.005774

0.26 0.8 3 0.1
0.13 0 3 o
Total 2059 30 1.09218

Tubla 1. Respuesta de la eficacia de Enrofloxacina y Cefaquinolona
(CQMEPCA) contra I alginolvircus en cinco diferentes diluciones
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estudiarian en cste experimento, debido a que la bacteria resultd ser resistente al
tiantenicol por lo tanto no presentd halos de inhibicion con ninguna de tas 3 diluciones a
estudiar, Enrofloxacina presentd mayor promedio en los halos de inhibicidn que
cefaquinolona por ejemplo con la dilucion mas alta que fue la de 2 14 mg ml'
enrofioxacina tuvo un promedio de halos de inhibicién de 3.5 pg mi”, mientras que la
cefaquinoiona con la misma concentracién obtuvo un promedio de halos de inhibicion
de 2.6 pg ml’'; si se comparan las concentraciones mas bajas de los antibidticos se
observa que la enrofloxacina con una dilucién de 0.13 mg ml” obtiene un halo de
inhibicion de 24 ug ml” y la cefaquinolona con la misma concentracion obtiene un
promedio de halos inhibicion de 0.0. ug mi” A una concentracion de 0.13 mg ml” la
cefaquinolona ya llegd a su concentracidm minima inhibitoria mientras que
enrofloxacina sigue teniendo efectividad a esta concentracion contra Fibrio

alginolitycus (Tabla 2).

Antibacterianos Diluciones (mg ml™) CMI (ug mi?)

Enrofloxacina 0.13 24

Cefaquinolona 0.13 0.0
Tianfenicol Susceptible Susceptible

Tabla. 2. Resultados de Ja inhibicion de Enrofloxacinz y Cefaquinolona
(CQMEPCA) contra Vibrio alginolyticus en cinco diferentes diluciones.

En la figura 6, se pbserva claramente que a medida gue la concentracién del
medicamento es menor la pendiente de la enrofloxacina va bajando poco a poco,

mientras que la pendiente de la CQMEPCA desciende mucho mas rdpidamente,

Se piensa que esto ocurre debido a que la molécula de CQMEPCA esta formada
por una fluoroquinolona y una cefaguinolona por lo tanto tiende a ser mas grande que la
molécula de enrofloxacina, por lo tanto la COQMEPCA contrarresta con menor eficacia

el crecimiento del Vibrio algmolyticus



Promedio de halos de inhibicién en dos tratamientos y diluciones dobles seriadas
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Figura 6. Interacciones existentes entre los medicamentos (enrofloxacina y
cefaquinolona) en relacion a la presencia de Vibrio alginolyticus
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En la figura 7 sc compararon los promedios de los halos de inhibicion que se
obtuvieron con los dos farmacos a estudiar la enrofloxacina y la cefaguinolona con la
misma cengentractdn de estos para cada uno, mostrando la diferencia que existe con los

promedios de los halos obtenidos.

Se tiene del lado derecho las medizs de los halos de inhibicion de la
enrofloxacina y del lado izquierdo los halos de inhibicion de la CQMEPCA,
observandose que en el grupo de medias de enrofloxacina si existen diferencias
significativas, las cuales estan marcadas con letras diferentes y que corresponden a las
ultimas tres diluciones que se realizaron, por otro lado si se comparan las
concentraciones de cefaquinolona, solamente la primera dilucion presenta diferencias
significativas con respecto de las demds incluyendo las concentraciones de
enrofloxacina, esto se corroboro primero con la prueba de Tukey con (p< 0.05). En los

demds tratamiento no hubo diferencias (Tabla 3).

En la figura 8 se ve a simple vista la diferencia que existe primordialmente entre
los dos farmacos con una misma dilucion y a medida que la dilucion tiende a ser menor
la diferencia es mayor de enrofloxacina con respecto a la CQMEPCA en el tamafio del
halo de inhibicién; y estadisticamente también presenta diferencias significativas
(Tablz 3).



roredio de halos de inhibicidn entre tratamientos y diuciones de antibiéticos
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cefaquinolona en presencia de Vibrio alginolyticus
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Tratamiento 2: Cefaguinolona.

1,2,3,4,5, Promedios de halos
6,7,86,10. de inhibicion.
Diluciones.
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013

(34



HALOS, mm

Promedio de hales de inhibicikin con dos antibiéticos.
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RESULTADOS
Farmacocinética (residuos)

Obtencion del peso de los organos

Los 70 peces tilapta Creochromis sp después de haber sido sacrificados a
diferentes tiempos posteriores a la admimstracion de CQEMPCA, se obtuvieron y se
pesaron los OTpanos que interesaron para esta investigacion y que en este casc fueron
higado, bazo y rifion (Tabla 4), todos los pesos obtenidos de los drganos higado, bazo y
rifion en estudio no fueron homogéneos entre si, tampoco dentro de la misma
dosificacion (5 mg kg''); lo mismo sucedio con la segunda dosificacién (10 mg kg') en

estudio (Tablas 4 y 5).

Dosis en Smg kg™
Tiempo de sacrificio | Peso de érganos de pecesen g

Higado Bazo Rifén
2 horas 229 0.73 0.082
2 horas 227 } 0.23 0.095
4 horas 301 0 61 0.136
12 horas 451 0.31 0.071
24 horas 1.73 0.7 0.167
48 horas 1.64 027 0.042
‘12 horas 3.31 Q.33 ¢.037

Tabla 4. Peso de los drganos del primer grupo de 35 peces tilapia
Oreochromis sp. después de la inyeccion de COQMEPCA.

Dosis 10 mg kg™
Tiempo de sacrificio Peso de organos de peces en g

Higado Bazo Rifidn

1 hora 7 8] 0.38 0.062

2 horas 7.43 0.33 0.073

4 horas 5,31 0.86 0.132

12 horas 3.63 0.18 0.085

24 horas 5 81 014 0062

48 horas 4 64 (.39 0.054

72 horas 423 0.29 0.046

Tabla 5. Peso de los Organos del segundo grupo de 35 peces tilapia
Oreochromis sp. después de la inyeccion de CQMEPCA.
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Analisis del Estandar de la CQEMPCA

En el analisis por absorbancia de¢ los precursores se encontrd que para
enrofloxacina se obtuvo en el corte espectral una absorbancia maxima de 279.0 nm y
para el precursor 7-ACA (cefalosporina) una absorbancia de 264.0 nm y para la
absorbancia de interés que en este caso fue CQEMPCA se encontrd en el corte espectral

presenta una absorbancia maxima de 279.0 nm (ver anexo, figura 9)

El analisis del cromatograma se realizo comparado con el pico que se retuvo de
CQMEPCA a los 2 77 minutos aproximadamente y con el pico que presenta tiempo de
retencion de 4 822 minutos (ver anexo, figura 10). Este resultado se comparé con los
precursores de Ja molécula: enrofloxacina (ver anexo, figura 11} y 7-ACA (acido 7-
amino cefalosporanico) {ver anexo, figura 123, con un tiempo de retencion de 3.45

minutos y 1 50 minutos respectivamente.

E! tiempo utilizado para la lectura completa de la muestra de CQEMPCA y sus
precursores fue de 10 minutos EI primer pico que se presenta en el cromatograma de
los estandares de CQEMPCA tuvo un tiempe de retencidon de 2.77 minutos los cuales
corresponden a impurezas de la reaccion (ver anexo, figura 10), principalmente de
enrofioxacina. El pico de interés, que corresponde a la CQEMPCA, se presento a los
4 822 minutos. Asi, la sustancia no reaccionante que corresponde a la enrofloxacina
equivale al 2.00%. De esta manera, la pureza del compuesto de interés CQEMPCA, es

aproximadamente del 98%.

Determinacion de Ia CQMEPCA por absorbancia (U.V. / visible) en el pool de

organos de peces en estudio higado, bazo y rifién

La determinacion de la CQMEPCA en organos de peces por absorbancia/U.V.
no fite visible ya que en e! filtrado libre de proteinas solamente se analizaron tres
muestras de los 6rganos en estudio; una de higado, una de bazo y una de rifién en las
cuales no se detecté CQMEPCA, tampoco se detectaron los dos precursores

compenentes {enrofloxacina y 7-ACA); en ninguna de las dosis en estudio 5 mg kg’ y
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10 mg kg ' (ver anexo. figura 13) En todas las muestras de organos de peces se
determinaron  proteinas plasmaticas y fueron sometidas a la determinacién de
absorbancia en las cuales no se detecté CQMEPCA, tampoco se detectaron los dos
precursofes componentes (enrofloxacina y 7-ACA), en ninguna de las dosis en estudio
5 mg kg (Tabla 6) 10 mg kg™ (Tabla 7).

HIGADO BAZO RINON
D =5 mg kg’ D=5mgkg" D=5 mg kg
HORAS Uuv HPLC UV HPLC UV HPLC

1 - + - - - -
2 - + - - - -
4 - + - - - -
12 - + - - - -
24 - n - _ _ -
18 - - - - . -
72 - - - - “ -

Tabla 6, Muestra la absorbancia (1. V. visible) y HPLC detectada en drganos de peces
higado, bazo y rifion al ser expuestos a la CQMEPCA 2 una dosis de 5 mg kg, a
diferentes tiempos.

HIGADO BAZO RINON
D =10 mg kg™’ D =10 mg kg’ D = 10 mg kg™
HORAS Uv HPLC Uv HPLC uUv HPLC

1 - - - + - -
2 - - - + - -
4 - - - + - -
12 - - - - - -
24 - - - - - .
48 - - - - - -
72 - - - - - -

Tabla 7. Muestra la absorbancia (U.V. visible) y HPLC detectada en drganos de peces
higado, bazo y rifidn al ser expuestos a la CQMEPCA a una dosis de 10 mg ke, a
diferentes tiempos

En la figura 14 se muestran varios espectros de absorbancia del higado det pez el
cual fue expuesto a una dosis de 5 mg kg" de CQMEPCA a varios tiempos y ninguno
de los picos resultantes concuerda con el pico de absorbancia del estandar de

COMEPCA ({ver anexo, figura 9). Lo mismo ocurrid con todas las demas muestras def
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pez que fileron bazo (ver anexo, figura 15) y nifion (ver anexo. figura 16) las cuales
fucron expuestas igual que el higado a esta concentracion, la absorbancia que se
muestra en |a figura 17 del higado del pez al igual que la muestra anterior fue expuesta a
una concentracion de CQMEPCA pero esta fue de 10 mg kg™ y los picos que presenta
en los diferentes tiempos no concuerdan con el estandar de la COMEPCA (ver anexo,
figura 9}, lo mismo ocurrid con los otros dos drganos en estudio bazo (ver anexo, figura

18) y rifion (ver anexo, figura 19).

Determinacion de la CQMEPCA por HPLC en proteinas plasmaticas de las

muestras de drganos de peces

En la determinacion de CQMEPCA en proteinas plasmaticas por HPLC se
observd que en la mezcla obtemda de higado de los peces expuestos a una
concentracién de 5 mg kg™ de CQMEPCA, el tiempe de retencion de Ja cefaquinolona
esta entre 1, 2, 4 y 12 horas y para las siguientes horas en las cuales el érgano estuvo
expuesto al medicamento no se encontraron residuos (ver anexo, figura 20), en esta
grafica solamente se muestra la primera lectura del HPLC que fue a la primera hora, las
otras lecturas no se muestran debido 2 que son similares; en este cromatograma se
muestran primeramente dos picos que pueden ser impurezas del medicamento u otros
metabolitos, ¢l tercer pico corresponden al precursor del 7-ACA y la siguiente lectura
comresponde a la COMEPCA ya que esta concuerda con el tiempo de retencion del

estandar de este medicamento. En la tabla 8 se muestran tanto las lecturas del corte

HIGADO=5mg ke’

ACA |  ENROFLOXACINA COMEPCA

HORAS HPLC uv HFPLC UV HFLC

i - - - +

2

4

+
- - - +
12 +

24

48

[+ [+ [+ [+ 41T

SN E N e P
1
.
i

72

Tabla 8 Determinacion de la presencia de CQMEPCA y residuos de los dos precursores
en higado de peces a una dosificacion de S mg kel en UV, visible y HPLC
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espectral como det HPLC en higado a una concentracion de 5 mg kg en las cuales
ACA resulto posttivo (presente en la muestra) para U.V y para HPLC, mientras que
enrofloxacina resultd negativo (ausente en las muestras) para ambos y para COMEPCA
{cefaguinolona) resultd negativo en el corte espectral y positivo en el HPLC en las

primeras cuatro lecturas.

Al realizar la determinacién de CQMEPCA en proteinas plasmiticas para la
mezcla obtenida del bazo a una concentracién de 5 mg kg del medicamento, no se
obtuvo ninguna pico en el HPLC sobre los residuos de la cefalosporina en estudio a
ninguna hora de las lecturas (ver anexo, figura 21), tampoco se observan residuos de los
precursores, los picos que se observan en los cromatogramas pueden ser impurezas u
otros metabolitos presentes en la muestra en estudio. En la tabla 9 se muestra las
lecturas del corte espectral como del HPLC en bazo 2 una concentracion de S mg kg,

en las coales ACA resulto positivo (presente en la muestra) para UV y para

[ BAZO = 5mg kg
ACA ENROFLOXACINA CQMEPCA.
HORAS UV HPLC 1% HPLC UV HPLC
1 + - - - - -
2 + . _ - - -
4 ¥ . - - - -
12 + . - - B .
24 + . - - - -
48 + . - N - -
72 + - - - - -

Tabla 9. Determinacion de la presencia de COMEPCA y residuos de los dos precursores
en bazo de peces a una dosificacion de 5 mg kg™, en U.V. visible y HPLC.

HPLC resulto negativo (ausentes en las muestras), mientras que enrofloxacina y

CQMEPCA (cefaquinolona) también resultaron negativos para ambos.

En las lecturas que se realizaron en el HPLC de la mezcla que se obtuvo del
rifion de los peces expuestos a la misma concentracién del medicamento ocurtid
exactamente lo mismo que en el bazo (ver anexo, figura 22) En Ja tabla 10 se muestra
las lecturas del corte espectral como del HPLC en rifidn a una concentracion de 5 mg

kg', en tas cuales ACA resulto positivo (presente) para U.V. y para HPLC negativo
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{ausente), mientras que crrofloxacina y COMEPCA {cefaguinoiona) tambien resultaron

negativos para ambos.

RINON=5mg kg7

ACA I ENROFLOXACINA COMEPCA
HORAS uy HPLC uv HPLC uv HPLC
1 + - - - - -
2 + - - - - .
4 + - - - - N
12 + - - - - -
24 + - - - - -
48 4 - - - - -
72 + - R [ - - _

Tabla 10. Determinacion de

la presencia de COQMEPCA y rtesiduos de Jos dos

precursores en rifion de peces a una dosificacidn de 5 mg ke', en UV, visible y HPLC,

La determinacién mediante HPLC que se realizo en la mezcla que se obtuve al

procesar las muestras de higado de peces las cuales estuvieron expuestas a2 una

concentracion de 10 mg kg'; no se observd ningin pico comespondiente a los

estandares de la CQMEPCA en ninguna de las siete lecturas correspondientes a las

horas del sacrificio de los orgamismos 1, 2, 4, 12, 24, 48, 72 horas, y solamente se

observan los picos de 7-ACA (ver anexo, figura 23). En la tabla 11 se muestra las

lecturas del corte espectral como del HPLC en higado a una concentracion de

10mgkg’, en las cuales ACA resulto positivo (presente) para U.V. y para

HIGADO = 10 mg ke’

ACA

ENROFLOXACINA

CQMEFPCA

HPLC

HPLC

HPLC

12

24

48

5]
SRR LAy

T2

R EA Ea R

Tabta 11. Determinacion de la presencia de COMEPCA vy resxduos de los dosg
precursores en higado de peces a una dosificacién de 10 mg kg, en U.V visible y

HPLC.
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HPLC, mientras que enrofloxacing y CQMEPCA {cefaquinolona) resultaron negativos

{ausente) para ambos

Al teer en el HPLC las muestras del bazo de peces que estuvieron expuestas a
10 mg kg de CQMEPCA se¢ encontrd que el tiempo de retencion esa 1,2y 4 horas y
para las siguientes horas en las cuales el organo estuvo expuesto al medicamento no se
encontraron residuos (ver anexo, figura 24), en esta grafica solamente se muestra la
primera lectura del HPLC que fie 2 la primera hora, las otras lecturas no s¢ muestran
debido a que son similares, en este cromatograma se muestran primeramente Cinco
picos que pueden ser impurezas del medicamento u otros metabolitos que se encuentra
presentes en el medicamento en estudio, y la siguiente lectura corresponde a la
CQMEPCA ya que esta concuerda con el tiempo de retencién del estandar de este
medicamento. En la tabla 12 se muestra las lecturas del corte espectral como del HPLC
en bazo a una concentracién de 10 mg kg”, en las cuales ACA resulto positivo

(presente) para UV y para HPLC negativo (ausente), mientras que enrofloxacina

BAZO =10 mg kg’

] ACA ENROFLOXACINA COMEFCA
HORAS uv HPLC Uy HPLC v HPLC
1 + - - - - +
2 + - - - - +
4 + - - - - +
12 + - - - - .
24 + - - - - -
43 + - - - - -
72 + - - - - R

Tabla 12. Peterminacién de la presencia de CQMEPCA vy residuos de los dos
precursores en bazo de peces a una dosificacion de 10 mg kg, en U.V. visible y HPLC,

resulto megative en ambos y para CQMEPCA (cefaquinolona) resulté negative en el

corte espectral v pasitivo en el HPLC en las primeras tres lecturas.

En la figura 25 se muestra una de las primeras lecturas de muestras del rifion de
los peces que igual que las anteriores muestras estuvieron expuestos a una
concentracion de 10 mg kg'' de CQMEPCA, en estas lecturas realizadas no se observa

el medicamento en estudio, tampoco ninguno de los precursores del medicamento,
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solamente presenta dos prcos que pueden ser umpurezas u otro mctabolitos del

medicamemo En la1abla 13 se muestra las lecturas del cone espectral como del HPLC

en rifion a una concentracion de 10 my kg, en las cuales ACA resulto positivo

(presente} para UV y para HPLC negativo (ausente), mientras que enrofloxacina y

COMEPCA (cefaquinolona) también resuitaron negativos para ambas lecturas

RINON = 10 mg ke

ACA

ENROFLOXACINA

COMEPCA

HORAS

=
<

HPLC

uv

HPLC

uv HPLC

1

2

4

12

24

48

72

S R EA

Tabla 13. Determinacidn de

la presencia de CQMEPCA y residuos de los dos

precursores en rifion de peces a una dosificacion de 10 mg kg, en UV visible y

HPLC.




ANALISIS

El principal problema al que sc enfrentan los productores es sin duda la
presencia de bacterias Gram negative como es el caso de la famiha Fibrionaceae en sus
culttvos, estos microorganismos son saprofitos y ademas son parte normal de la flora de

los intestinos de peces marinos y de aguas dulces

La predisposicién de Jos ofgamsmos (ue s€ encuentran en cautiverio a una
densidad de carga mayor a la que soportan dichos estanques, tienen pobre calidad de
agua, desnutricion, mal manejo v ademas condiciones de estrés; estos son factores que
inmediatamente se veran reflejados en la constitucién fisica del pez, vy en su conducta ya
que todo inicia con una separacion del cardumen, existe un nado lento y empiezan a
boquear, esto ocurre cuando son infectados por bacterias Gram negativo las cuales son
las principales fuentes de enfermedades en los peces, por ejemplo Fibrio, deromonas y

Pseudomonas.

Es importante sefialar que la familia Fibrionaceae como en el caso de Vibrio
cholerae produce en humanos una enterotoxina que causa diarrea acuosa profusa que
puede conducir con rapidez a la deshidratacton y muerie (Jawetz et al., 1996). Vibrio
parahaemolyticus produce gastroenteritis aguda después de su ingestidn en productos
marinos contaminados como peces 0 moluscos crudos, Vibrie vulmficus puede causar
lesiones cutdneas intensas en personas que han manipulado mariscos y otros animales
marinos, y en ocasiones producen enteritis bacteriana y muerte en personas ancianas 0
debilitadas; Vibrio mimncus que produce diarreas después de la ingestion de moluscos
crudos, en particular ostiones (ostras), Fibrie alginolyticus origina infecciones oculares,
auditivas o infecciones de las heridas después de la exposicion al agua de mar, Fibrio
damselg produce también infecciones de las heridas (McNeill, 1979, Roberts, 1982;
Espinosa y Labarta, 1988).

Debido a ja importancia que tienen g5tos TICIOOTZAMSHOS €n 12 economia pesquera se
han reahizade pruebas 1 vifro para poder buscar una concentracion adecuada de

medicamentos que evite el crecimiento de dichos microorganismos en el medio
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acuatico Se han utilizado farmacos como la enrofloxacina que en concentraciones de
0 005 mg ml™ se ha obtenido una CMI en presencia de Aeromonas salmomcrda de
03 ug mi' y en presencia de 17hrio sp de 0.8 pg ml"  Para prueba con cefalosperina
se ha utilizado una concentracién de 0 005 mg ml"' obteniendo la CMI en presencia de
Aeromonas  salmomeida de 08 pg ml" (Inglis y Richards, 1991). Estos dos
medicamentos la enrofloxacina y cefalosporina forman el complejo de la molécula a
estudiar CQMEPCA. La cantidad de medicamento CQMEPCA que se utilizé en el
presente trabajo fue de 0.13 mg ml”" para poder obtener un CMI de 0.0 ul m!” en
presencia de Vibrio algmolyticus, esto quiere decir que el compliejo de la molécula
CQMEPCA que esta conformado por enrofloxacina y cefalosporina al estar separados
estos dos principios activos sus halos de inhibicion se presentan con menos
concentracion del medicamento que cuando estan unidos para formar la CQMEPCA,
pero cabe mencionar que el medicamento CQMEPCA es mas efectivo in vivo que i

witre con respecto a enrofloxacina (Garcia , 1997).

Aeromonas salmonicida 'y Vibrio anguillarum fueron contrarrestadas con
quinolonas antibacteriales como son difloxacina y sarafloxacina wr vitro de donde se
obtuvo un correspondiente CM1 Para Aeromonas salmonicida 0.06, 0.12 mg ml™ y para
Vibrio anguillarum 0.12 y 0.6 mg mi' respectivamente. Los mutantes seleccionados
con gquinolonas generalmente mostraron un bajo nivel de resistencia a los quinolonas.
Las diluciones que se utilizaron de difioxacing contra V. anguillorum son cast similares
a las que se usaron en esia investigacion con V. alginobticus, ya que en el experimento
se utilizaron 0.13 mg m!”, a esta dilucién la enrofloxacina presentaba un halo de
inhibicion de 2.4 pg ml y la CQMEPCA 2 esta misma dilucién va habia alcanzado su
CMI de 0.0 pg mi” (Stamm, 1989).

La enrofloxacina es uno de los antibidticos mas usados en enfermedades de
peces principalmente las que son causadas por bacterias gram (-) ya sea m vitro o

vivo.
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En estudios teciemes {Garcia, 1997) se realizaron experimentos con la tilaga
Ureochromis mossambicns la cual fue infectada experimentalmente con Fibrio fluorens,
su tratamtento fue con CQMEPCA, los resultados obtenidos fus¢ron comparados con
otros estudios realizados con la terapéutica de enrofloxacina observandose que la
mortalidad es mayor en los organismos a los cuales se les suministré enrofloxacina con
respecto a los que se dasificaron con CQMEPCA, por lo tanto la enrofloxacina es mas

efectiva in vitro que n vivo con respecto a CQMEPCA.

La industria farmacéutica invierte continuamente gran cantidad de recursos
humanos y econdmicos para presentar un nuevo farmaco al mercade Los investigadores
en conjunto con la industria realizan un esfiuerzo muy grande para este tipo de empresas,
porque estan convencidos que un nuevo medicamento puede erradicar enfermedades
infecciosas que incapacitan y matan, de tal manera que aunque este producto ya se
encuentre comercialmente disponible, los esfuerzos e investigaciones continiian para
mejorar los beneficios que éste ofrece, evalian la calidad de vida, los resuliados

econdmicos y el costo de mantenerlo a la venta (Billstein, 1994).

En el ambito de la quimioterapia de enfermedades bacterianas, en México se ha
seguido el modelo de adquirir tecnologia de paises del primer mundo. Una vez que ésta
se adopta, se procede a su comercializacion. En contraste, la COMEPCA, es una idea
original méxicana, cuyo desarroilo ha sido implementado por investigadores e
instituciones nacionales. Ahorz se le pretende proyectar para el tratamiento de
enfermedades producidas por bacterias resistentes o multiresistentes, por desgracia cada

dia mas abundante en nuestra industria pecuaria

En el rubro de la investigacién sobre esta molécula se proyecta lo siguiente:
Efectos sobre micoplasma en diferentes especies.
Penetracion a tejidos de baja perfusion, como ahscesos, grasa, sitios con fibrosis
Capacidad de penetracion intracelurar para entidades como la mastitis por
Staphylococcus aurens forma “L”
Evaluacion de formas farmacéuticas que favorezcan su penetracion, como por

ejemplo con el uso de liposomas y ciclodextrinas



Es importante hacer énfasis en gue la cetaguinolona COMEPCA es un tarmaco
del cual no se tienen citas internacionales en la literatura a excepcidn de las expuestas
en los antecedentes de este trabajo  Ademds existe una patente internacional que protege
a la molécula v 2 ta serie CQ De tal suerte, no se ha intentado desarroliar un método
analitico particular a este antimicrobiano por otros investigadores Por esta razén, se
puso especial atencion en constatar la pureza del farmaco a utilizar, v se considera que
los errores intra e interensayo ofrecen seguridad suficiente para hacer de lo obtenido,

una investipacion confiable y repetible

La pureza de la molécula en estudio su pureza es del 98% constatada en el
laboratorio'®. Los estandares internacionales de pureza de un principio activo permiten
una desviacion hasta del 5% (Commission of the European Communities). En el caso de
un antimicrobiano una pureza del 98% es comparable a la observada en muchos
antimicrobianos como la tetraciclina, florfenicol, y muchos aminoglucdsidos (The
Merck Index, 1990).

En la fase analitica del experimento, para detectar a la CQMEPCA 2 través de Ja
absorbancia por U.V-visible, no fue posible encontrar resultados positivos en los
organos en estudic de los peces a ninguna de las concentraciones probadas,
probablemente debido a una mala aplicacién del farmaco en los organismos o
extraccion del medicamento, ya que presenta un elevado peso molecular la sustancia
analizada y alcanza los 630 daltones, que esto permite que este espectro de luz incida

sobre la molécula (Sumano et al., 1998).

El procedimiento que se empled para cuantificar CQMEPCA en el filtrado fibre
de proteinas determiné que el valor del firmaco en este caso ¢s nulo debido a que no se
presento en ninguna grafica obtenida (ver anexo, figura 13). Muchas cefalosporinas de
tercera generacion muestran una elevada unidn a proteinas plasmaticas, por ejemplo el

ceftiofur en un 97% (Courtinet al , 1996; Brownet al., 1997)yla cefiriaxona en un

18 L aboratorios Aranda, San Martin de Porres 103 Fraccronamiento industrial Carrilio Puento, Queréiaro, Querélaro
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96% (Thomson et al , {984} [.a COMEPCA muestra un comportamento similar a las
cefalosporinas de tercera generacidn en cuanto a la afinidad por las proteinas
plasmaticas pero en este experimento no se pudieron detectar por U.V-visible en
ninguno de los érganos expuestos (ver anexo, figuras 14, 15, 16, 17, 18 y 19). Debido a
lo anterior se sugiere realizar estudios dirigidos a evaluar, si la presencia de otros
farmacos como la fenilbutazona u otros antinflamatorios no esteroidales pueden
desplazar a la CQMEPCA en sus sitios de union a las proteinas plasmaticas y aumentar
la proporcion del farmaco libre, con la consecuente mejoria de su biodisponibilidad y
por ende, &l efecto antimicrobiano. Esto ya se ha demostrado para el ceftivofur (Courtin
et al., 1996; Brown et al., 1997),

Los cromatogramas realizados con las muestras de Organos de higado, bazo y
rifion los cuales estuvieron expuestos a una concentracion de 5 mg kg’ nos muestran lo
siguiente. en el cromatograma de higado se observa la presencia de CQMEPCA en 1, 2,
4, vy 12 horas, esto quiere decir que despugs de este tiempo de medicacidn a los
siguientes tiempos 24, 48 y 72 horas ya no existen residuos del medicamento en este
organo (Tabla B8), {ver anexo, figura 20); en los organos del pez, bazo y rifidn no se
encontraron residuos del medicamento (Tabla 9 y 10), (ver anexo, figura 16 y 17

respectivamente).

Entonces la eliminacion final de residuos de COQMEPCA en el higado de tilapia
Oreochromis sp. fue de 12 horas resultando ser menor en la mayoria de las especies de
peces ya reportadas con diferentes antimicrobianos como son en peces bagre (letalurus
punctatus) con una eliminacion de residuos finales de 15 horas tratados con gentamicina
(Rolf et al., 1986}, para sulfadimidina en carpas {Cyprinus carpio) con un tiempo de
retencion de 18 horas (Nouws et al , 1986), cloranfenicol en carpas (Cyprinus carpio) y
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con un tiempo de retencion de 9 y 10 horas
{Grondel et al., 1987a, b), enrofloxacina en trucha arcoiris (Oncorfiynchus mykiss) con

un tiempo de retencidn de 27.4 horas (Davidson et al., 1986).

Los cromatogramas obtenidos de los drganos de peces higado, bazo v rifion los

cuales estuvieron expuestos a una concentracion de 10 mg kg’ nos muestran lo
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siguiente. Ean el cromatograma de higado no existen residuos del antibiotico
probablemente porque al momento de estar procesando la muestra presentaba gran
cantidad de grasa y esto pudo haber interferido para poder extraer las proteinas
plasmaticas Jo cual no ocurrié con la muestra anterior de higado la cual fue dosificada a
5mg kg" debido a esto en esta muestra si se encontraron residuos (Tabla 4), (ver anexo,
figura 23). En las muestras que fueron procesadas de bazo y dosificadas a 10 mg kg’ si
se encontraron residuos de CQMEPCA a Jos siguientes tiempos: 1, 2, y 4 horas esto
quiere decir que después de este tiempo de medicacion a los siguientes tiempos 12, 24,
48 y 72 horas ya no existen residuos del medicamento en este organo (Tabla 4) (ver
anexo, figura 24), probablemente si se encontraron residuos de la CQMEPCA por que la
dosis fue mayor que en la otra muestra analizada; en el Gltimo drgano del pez que se
analizo fue el rifidon expuesto 2 una concentracidn de 10 mg kg en ef cual no se
encontraron residuos del medicamento (Tabla 4), (ver anexo, figura 25) No se pudo
comparar ¢l valor obtenido de bazo sobre la retencion del medicamento debido a que en

ninguna literatura se encuentra citado.

Los metabolitos detectado a través del HPLC la mayoria de los cromatogramas
{ver anexo, figuras 20, 21, 22, 23, 24, y 25) presentan un tiempo de retencion menor al
de 4.822 minutos, que sugtere ser un producto de la biotransformacion det COMEPCA
y es posible que se encuentre conjugado con otras moléculas, ya que su tiempo de
retencion fue superior al del residuo de enroffoxacina 3.45 minutos ¢ inferior al tiempo

de retencion del compuesto progenitor.

Probablemente uno de los factores que afectéd considerablemente el experimento
fue el que los pooles de oOrganos no eran del mismo peso ni dentro de la misma

dosificacion {5 mg kg’ y 10 mg kg') ni entre las dosificaciones (Tabla 4 y 5).

Es dificil citar desarrollos farmacéuticos de moléculas disefiadas en el pais; estos
se debe entre otras cosas, a que esta tarea requiere un inversion millonaria vy de 6 a 10
afios de investigacion Una vez lograda la sintesis y la caracterizacion de la sustancia en
cuestion, se deberan realizar estudios de farmacocinética en todas las especies en las que

se pretenda usar el antimicrobiano (Billstein, 1994) En los Estados Unidos de Ameérica,
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para entrar al mercado farmacéutico, a fin de llenar los requisitos basicos de cficienaa,
calidad farmacéutica, inocuidad para los amimales, nocuidad medio-ambiente ¢
mocudad para el hombre (residuos) El apego a estos rcquisitos, puede explicar la
diferencia que existe entre el namero vy la variedad de farmacos registrados en el pais y
los disponibles en los otros dos paises miembros del Tratado de Libre Comercio

{Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura,1994),

Con datos farmacocinéticos obtenidos y en virtud de la potencia antibacteriana
de esta molécula, es factible asegurar que, previo a un disefio de farmacia, para
encontrar €l mejor vehiculo, se puede contar ya con el primer antibidtico de diseiio y
desarrollo completamente mexicano. En este sentido cabe destacar, que a la fecha del
presente trabajo, no se ha generado en México ninglin antimicrobiano (tanto para
medicina humana como medicina veterinaria) que haya alcanzado este nivel de
desarrollo Es entonces, ésta, una oporiunidad para que diversas instituciones
coparticipen para la realizacién de la fage clinica en especies animales y mejor atn en la

medicina humana.

De no contar con un sistena de evaluacidn de registro de medicamentos de igual
rigor que el de los paises mencionados, se corre el peligro de ser invadidos por
productos del extranjero, convirtiendo al pais en un campo de pruebas preclinicas, con
fas evidentes consecuencias para la salud publica y animal. Por otro lado la industria
farmacéutica misma, puede enfrentarse a crisis severas como se ha comentado en
diversos foros. Por ello resulta impostergable, crear un Centro para la evaluacion de
residuos farmacolagicos, preferentemente a nivel universitario, que, en coordinacién
con las dependencias reguladoras de la Secretarfa de Agricultura, Ganaderia, y
desarrollo Rural, la Camara Nacional de la Industria Farmacéutica, y otras dependencias
interesadas, presten asistencia técnica para la regulacion del! uso de los farmacos, asi
como para generar la informacion técmica de dichos medicamentos (Soberon et al.,

1994; Sumano y Ocampo, 1993)



CONSIDERACIONES

Fase in vitro

Se obtuvo la CMI de la CQMEPCA a una dilucion de 0.13 mg ml”', pero a esta
concentracion Ja enrofloxacina todavia presentaba halo de inhibicion lo que quiere decir

que Vibrio algynoliticus es mas resistente a la CQMEPCA que a la enrofloxacina

La enrofloxacina tiene mejor eficacia de inhibicidén contra Vibrio algynoliticus
can respecto de COMEPCA

La CQMEPCA presenta mayor eficacia i vive contra Fibrio algynoliticus que

enrofloxacina

E!l tianfenicol no presento eficacia de inhibicidn en ninguna concentracion del

medicamento estudiado.

Las fluoroquinolonas representan un mayor avance en el tratamiento de
infecciones bacteriales en animales La caracteristica de esos compuestos presentan un
amplio espectro de accion también como un gran velumen de distribucién y su uso
terapéutico no esta restringido por efectos adversos severo; mieniras que con respecto a
las cefalosporinas su campo de investigacion todavia es muy restringido en lo que se

refiere a la terapéutica piscicola

Farmacocinetica (residuos)

Al aplicar la CQMEPCA via intramuscular en tilapia Oreochromis sp.
clinicamente sana se obtuvieron los tiempos de retencidn del medicamento solamente en

dos organos en higado (5 mg kg™ y en bazo (10 mg kg™).

Al aplicar el método de espectofotometria con arreglos de diodos y HPLC en las
muestras de tilapia Oreochromis sp. dosificadas con una concentracién de 5 mg kg, se
obtuvo que solamente en el HPLC se obtuvieron lecturas positivas {presencia de ia

COMEPCAY, pero solamente en higado



63

Al aphear ¢l métado de espectotolometsia con arreglos de dodos y HPLC en lag
muestras de tilapia Oreochronus sp dosificadas con una concentracion de 10 mg kg™,
se obtuve que solamente en ¢l HPLC se¢ obtuvieron lecturas positivas (presencia de la
CQMEPCA), pero solamente en bazo

La dosis establecida de CQMEPCA es de 5 mg kg™ ya que es la que se encontrd
en el higado de la tilapta Oreochromis sp. y puede se aplicada via intramuscular y
ademas s absorbida en el organismos después de 12 horas La segunda dosificacion de
COMEPCA fue de 10 mg kg™ solamente se encontro en bazo y fue eliminada después
de 4 horas de su aplicacidén, en un estudio reciente se encontrd que la dosificacion
efectiva de la CQ es de 5 mg kg™ en contra de las bacteria Vibrio fluorences (Garcia,
1998), por lo tanto se puede sugerir que la dosis efectiva a aplicar es de 5 mg kg, ya
que es mas factible utilizar una dosificacidon que ya ha sido probada en contra de alguna
bacteria que genera infecciones en peces; por otro lado no se encontro literatura para

poder comparar el tiempo de retencion del bazo

Algunos de los factores que pudieron haber influido para que no se obtuvieran
todos los tiempos de retencién de los érganos en estudio pudieron ser los siguientes:

La via de administracién pudo no ser la adecuada y volver a intentarlo con
administraciones del firmaco via intravenosa, intraperitoneal y oral.

Las muestras estuvieron en refrigeracion por muche tiempo de ahi que no se
puede saber con certeza la cantidad de CQMEPCA presente en cada érgano debido a
que puede haber descomposicién de la CQMEPCA en el tejido; se sugiere el sacrificio
de animales e inmediatamente realizar el estudio farmacocinético.

Se pueden cambiar las variables de integracion det HPLC para lograr leer en las
muestras a CQMEPCA pero, si y solo si, se trata de muestras frescas.

Se recomienda realizar mas estudios sobre la farmacocinética en varias especies
de peces para poder tener un poco mas de bases para medicar adecuadamente 2 estos

organismos en presencia de alguna infeccidn bacteriana
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Figura9 Apsorbancia de los estandares de enrofloxacina, 7-ACA y COMEPCA
(cefaquinolona).

Scan ReportMar 24 Ago 04:44:19 PM 1999

Batch:
Software version; 01.00(6)
Operator: QFB. LINA LAURA NAVA MUNOZ.

Instrument Parameters

Instrument Cary 100
Instrument Version 7.00
Start (nm) 450.00
Stop {(nm} 200.00
X Hode Nanometers
Y Mode Abs
UV-Vis Scan Rate [nm/min} §0G. 000
Uy-vis Data Iaterval (nm} 1.000
Uv-Vis Ave. Time [sec) D.100
Uy-vis SBR (nm) 2.0
UV-¥is Energy 1.00
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Hoam Mode
Bagtal-to-oorLe Mowdee
Ny Source

Vi. Source

Seurce Changeover (om)
Bagsuline Corcection
Cycle Mode

Comments

Double

[+ 83

On

on

350.00

O1f

otf

ENROFLOXACINA ESTANDAR.
T-ACA ESTANDAR.
CQ-M-ECPA 1403 ESTANDAR.

Sampte Name: ENROFLOXAGINA

Collection Time

Peak Table

Peak Type

Peak Threshold

Range

Wavelength (nm) Bbs
317.00 1-4487
279.00 3.5324
227.00 0.9412

Sample Name:; 7-ACA

Collection Time

Peak Table

Peak Type

peak Thresheld

Range

Wavelength (nm) Abs
264.00 0-6538

24/08/99 4:40:37 PM

Peaks
0.0200
450.00nm to 200.00nm

24/08/99 4:;42:02 PM

Peaks
0.0200
450.00nm to 200.00nm

Sample Name: CQ-M-EPCA 1403

Collection Time

Peak Table

peak Type

Peak Threshold

Range

Wavelength (nm} Bbs
332.00 0.8048
318.00 0.8916
279.00 2.8787

229.00 1.0020

24708799 4:43:47 BM

Peaks
0.0200
450.00nm te 200.00nm

74
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Cromatograma dei estandar de CQMEPCA.

Figura 10
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Figurall.  Cromatograma del estandar de uno de los precursores
de COMEPCA, la enrofloxacina
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de CQMEPCA, la 7-ACA.
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Figura 13, Absorbancias de las muestras de higado 2 una concentracién de 5
mﬁg, mostrando el filtrado libre de proteinas.

Scan ReportLun 23 Ago 03:57:08 PM 1999

Bateh:
Software version: (1

Operstor: QFB. LINA LAURA NAVA MURIOZ.

Instrument Parameters

Instrument
Instrument Version
Start (nm}

Stop (nm]}

X Mode
Y Mode
Uv=-vis
uv-vis
uv-vis
Uv-vis
uv-vis

Scan Rate {(nm/min)
Data Interval {(nm)
Ave. Time (sec)
SBW (nm}

Energy

Cary 100
7.00
450.00
200.00
Nanometers
Abs

600. 000
1.000
0.1¢0
2.0

1.00
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79

Huam Moda Double

Signal~to-noige Hode ofrt

UV Source <n

Vis Sourca on

Spurce Chahgoovay {nml 3%0.00

Baseline Corroction off

Cycle Mode off

Comment 3 ANALISIS DE CQ-M~EPCA EN CRGANOS DE PECES,

ORGANO: HIGADO.FILTRADO LIBRE DE PROTEINAS.
DOSIS: S MG/KG.

Sample Name: MTA. 1 HIGADO

Collection Time 23/08/99 3:47:35 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold ¢.0200
Range 45¢.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm) Abs

259.00 A.1444

233.00 2.7.82

Sample Name: MTA. 2 HIGADO

Coilection Time 23/08/99 3:49:12 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 9.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm) Abs

265.00 2.1102

231.00 2.3423

Sample Name: MTA. 3 HIGADO

Collection Time 23/08B/99 3:50:34 BEM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.9200
Range 450.00nm to Z00.Q00nm
Ravelength {(nm} Abs

263,00 3.6747

235.00 3.2324




Corrol de Calidad  2308/95 357 18 PM

Sampie Name: MTA 4 HIGADO

Collecticon Time 23/08/9% 3:51:54 PH
Peak Table
Peak Type Peaks
pPeak Threshold 0.0z200
Range 450.00nm Lo 200.00nm
Wavelength (nm! Abs

259.00 3.3044

233.00 3.1643

Sample Name: MTA. 5 HIGADO

Colleccion Time 23/08/99 3:53:34 BM
Peak Table
Peak Type teaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm} Absg
267.00 1.9787
- 231.00 2,2273

Sample Name: MTA.6 HIGADO

Collection Time 23/08/99 3:55:15 PM
Poak Table
Feak Type Paaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wayelength lnm} Aos

264.00 1.8590

230.00 1,9227

Sample Name: MTA. 7 HIGADO

Collection Time 23/08/99 3:56:36 PM
Peak Table

Peak Type Peaks

Peak Threshold 2.0200

Range 450.00nm Lo 200.00nm

Wavelength (nm) Abs
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Figura 14 Absorbancia de las muestras de higado de peces expuestos ala
molécula de CQMEPCA a una dosis de 5 mg/kg a diferentes tiempos de

medicacion.

Scan ReportMar 24 Ago 09:41:17 AM 1989

Balch:
Software version: 01.00(6)

Operator: OFB. LINA LAURA NAVA MURGZ.

Instrumertt Parameters

Instrument

Instrument Version

Start (nm)

Stop (nm)

X Mode

Y Mode

UV~Vis Scan Rate (nm/min}
Uv~vis Data Interval {nm}
UV-vis Ave. Time (sec)
Uv-yis SBW (nm)

UV~-vis Energy

Cary 100
7.00
450.00
200.00
Nanometers
Abs
£00.000
1.000
0.100
2.0

1.0¢
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N2

Buesm Mode Doutle

Signal-toenoise Mode utt

UV Sourca on

Vis Source on

Source Changeover fnm) 360,00

Baseline Corrcection oft

Cycle Mode off

Comment s ANALISIS DE CQ-M-EPCA EN ORGANQS DE PECES

PROTEINAS PLASMATICAS. HIGADC.
DGSIS DE S MG/KG.

Sample Name: MTA. 1 HIGADO (P.P).

Callaction Time 24/08/9% 9:24:156 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Thrashold 0.02¢0
Range 450.00nm to 200.00nm
fHavelength {nm} Abs

396.00 1.7547

272.00 5.2200

26%.00 5.6762

2617.00 6.3127

264.00 5.5285

262.00 5.8116

259.90 9.9999

257.00 9.9959

255.00 9.9999

253.00 5.8261

251.00 9.9999

248.00 6.2713

246.00 6.0790

242.00 $.6141

238.00 9.99%9

207.¢00 1.8743

203.00 1.8518

Sample Name: MTA.1 HIGADO (P.P)

Collection Time 24/08/99 5:20:21 aMm
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) Abg

265.00 3.6056

228.00 Q.77%5

Sampie Name: MTA.2 HIGADD (P.P)

Collection Time 24708799 9:32:12 AM
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Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range . 450.000m to 200.00nm
Wavelength (nhm) Abs
26€.00 0.6783
I2%.30 9.9323

Sample Name: MTA. 3 HIGADQ (P.P)

Coilecraaon Time 24/08/9% 3:33:43 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm &o 200.90nm
Wavelength {nm) Mos

396.00 0.2415

265.00 0.9921

228.00 0.8215

Sample Name: MTA. 4 HIGADC (P.P)

Collection Time 24/08/9% 9:35:55 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 460.00nm te 200.00nm
Wavelength (nm} Abs

261,36 0.3091

228.00 1.0012

Sampie Name: MTA. 5 HIGADC (P.P

Collection Time 29/08/99 9:37:33 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshoid 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelencth (nm) Abns

286.00 0.9784

228 .00 1.1822
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Sample Name: MTA_8 HIGADO (P.P)

Collection Time S4/08/99 9:38:57 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold .0200
Range 450.00nm to 200.00nm
wWavelength (nm) Abs

266.00 0.502¢

227.00 2.5979

Sample Name: MTA. 7 HIGADOQ (P P)

Collection Time 24/08/99 2:40:45 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold V.0200
Range 450.00nm o 200.00nm
Wavelength (nm} Abs

265.00 0.6338

229.00 0.7588
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Figura 15. Absorbancia de las muestras de bazo de peces expuestos a la
molécula de CQMEPCA a una dosis de 5 mg/kg a diferentes tiempos de
medicacion.

Scan ReportMar 24 Ago 03:16:33 PM 1999

Batch: CWarfan\Cary WinU\\MARIBELE BSw
Software version: 01 OXE) _
Operator: QF 8. LINA LAURA NAVA MUNQZ.

instrument Parameters

Instrument Cary 1C0
Instrument Version 7.00
Start {nm} 450.00
Stop (nm} 200.00

X Mode Nanometers
Y Mode Abs

Uv-vis Scan Rate (nm/min) 600.000
Uv-Vis Data Interval (nm} 1.G00
Uv-vis Ave. Time {sec} 0.100
W-Vas SBW {nm) 2.0

U¥-vis Enerqy 1.00
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Beam Mode Dokl e

sigRal-to-nolse Modanr ot

UV Source on

Yiu Seurce on

Seurce Changeovis [nnl 350.00

Baseline Correctien off

yele Mode of f

fTumments ANALIFIS DE CQ-M-EPCA EN ORGANOCS DE PECES.

ORGANO: BAZO, PROTEINAS PLASMATICAS,
DOSIS: 5 MG/KG.

Sample Name: MTA. 1 BAZO (P.P)

Cellection Taime 24708499 3:06:01 PM
Peak Table
Peax Type Peaks
Paak Thresheld 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm) Abs

397.00 0.5331

228.00 0.6782

Sample Name: MTA. 2 BAZO. (P.P)

Collection Time 24/08/9% 3:07:258 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Thresheld 0.0200
Range 450.00nm to 202.C0nm
Wavelength (nm} Abs

397.00 0.1552

227.%0 0.4438

Sample Name: MTA. 3 BAZQ. (P.P}

Collection Time 24/08/99 3:08:55 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peazk Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 2£0.00nm
Wavelength (nnm) Abs

397.00 0.6862

z260.00 0.5025

LZ8.00 0.879%
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he

Sample Name: MTA_ 4 BAZO (P.P)
sollecrion Thme L4/0079% 2:105230 PM
Peak Table
Feak Type Peoks
prak Threshold 0.9200
Range 450.08nm to 200.00nm
Wavelength (am) Abs
RELTE] §.1485

227.00 v.5186¢

Sample Name: MTA. 5 BAZ0 (P.P)

Collectien Time 24708/99% 3:;11:51 oM
Peak Table
reak Type Peaks
peak Threshold 0.0200
Range 45Q.00nm tce 200.00nm
Wavelength (nm) Pos

337.00 1.0849

228.00 0.5298

Sample Name: MTA. 6 BAZ0 (P.P)

Collecticn Time 24/08/99 3:13-47 BM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm te 200.0Cnm
Wavelength [nm) Rbs

397.00 0.2136

z27.00 0.2145

Sample Name: MTA_7 BAZO (P.P)

Callection Time 24/08/99 3:16:01 PM
Peak Table

feak Type Peaks

?eak Threshold 0.0200

#“ange 450.00nm te 20C.00nm

Havelength {nm) Abs
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Figura 16. Absorbancia de las muestras de rifion de peces expuestos a la
molécula de COMEPCA a una dosis de 5 mg/kg a diferentes tiempos de

medicacién.

Scan ReportMar 24 Ago 05:01:25 PM 1999

Barch:
Software version: 01

00(E)
Cperator: QFB_ LINA LAURA NAVA MURIOZ.

Instrument Parameters

Instrument

Instrument Version

Start (nm)

Stop (am}

X Mode

¥ Mode

IW-Vis Scan Rate {nm/min)
UV-Vis Data Interval (nm)
BV-vis Ave. Time {sec)
W-vis SBW (nm)

Uv-vis Energy

Cary 100
7.00
450.00
200.00
Manometers
Abs
600.000
1.000
0.100
2.0

1.00
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W

perum Moo Dbl

Sagqnal=tgenctur Mode IR}

WV Soutoe 4l

Vin Bource un

source Changeever tam) 490 uo

Basalaine Corcection ottt

Cycle Mode 7184

Coaments ANALISIS DE CQ-M-EPCA EN ORGANOS DE PECES.

ORGAND: RINON. PROTEINAS PLASMATICAS.
DOSIS: B MGING.

Sample Name: MTA. 1 RINON_ (P.P)

Collection Time 24708799 4:51:26 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
pPeak Threshcld 0.0200
Range 350.00nm o 200.00km
Wavelength (om) Abs

232.00 0.118%

Sample Name: MTA. 2 RINON (P.P)

Collection Time 24/08/99 4:53:23 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
feak Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength {nm) Abs

245.00 0.0590

Sample Name: MTA. 3 RINON. (P.P)

Collection Time 24708/99 4:55:14 BM
Peak Tabile
Peak Type Peaks
Peax Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) Abs

232.00 ¢.0875

Sample Name: MTA. 4 RINON (P.P)

Collection Time 24/08/99 4:56:31 FM
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Peak Table

vrak Type

Preak Threohold

Ronqe

Wavelength (am) Ab
41,00 n.oaasy

l}!

Prakys
Q. aI00
450 dUnm to SO0, 000m

Sample Name: MTA. 5 RINON (P.P)

Collection Time

Peak Table

Peak Type

Peak Threshold

Range

Wavelength (nm) Abs
z32.00 g.1175

24/08/99 4:58:08 PM

Traks
g.Qzp0
£50.00nm te 200.00nm

Sample Name: MTA. 6 RINON (P P}

Collestion Time

Peak Table

Peak Type

Peak Threshold

Range

Wavelength {nm} Abs
228.00 0.0386

24/08/59 4:5%:30 PM

Peaks
Q.0200
450.000m to 200.000m

Sample Name: MTA. 7 RINON (P.P)

Collectaion Time

Peak Table

Peak Type

Peak Thresheld

Range

Wavelength (nm) Abs
263,00 0.0813

24/08/9% 5:00:53 PM

Peaks
0.0200
450.00nm to 200.00nm
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Figura 17 Absorbancia de las muestras de higado de peces expuestos a
la molécula de CQMEPCA a una dosis de 10 mgrkg a diferentes tiempos

de medicacion.

Scan ReportMié 25 Ago 10:11:19 AM 1999

Batch:
Software version: 01 O(X6)
Operator: QFEB. LINA LAURA NAVA MUROZ.

Instrumertt Parameters

Instrument Cary 100
Instrument Version 7.00
Start (nm) 450.90
Stop (nm) 200.00

X Mode Nancmeters
Y Moce Abs

UV-¥is Scan Rate (nm/min} 600.000
UvV-Vis Data Interval (nm) 1.000
Uv-Vis Ave, Time (sec) 0.100
Uv-vis SBW (nm) 2.0

Uv-¥is Energy 1.00
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03

oo Mg Loboie

Nl Lo eno g Mo Orte

UIENT on
Vi. Bwurce on
Sugdree Changeover  (nn) 350.00
vareline Cortectaohn are
Ty le Mode of ¢
Commere . ANALISIS DE CO-M-EDCA LN OURGANOS DE PECES,

ORGANC: HIGADO. PROTEINAZ PLASMATICAS
DOSIS: 10 MG/KG.

Sample Name: MTA, 1 HIGADRQ (P.Py

Collection Time 25/08/9% 10:01:57 AM
Peak Table
Fuak Type Peaks
Penk Threshold 2.0200
Range 450.00nm to 20Q,00nm
Wavelength {nom) Ak

265.00 1.3048

228.00 1.5210

Sample Name: MTA. 2 HIGADO (P.P}

Collection Time 25/0879% 10:03:42 BN
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.0Qnm
Wavelength (nm!} Abs

28200 I.1411

228.¢00 1.3872

Sample Name: MTA. 3 HIGADC (P.P)

Collection Time 25/08/99 10:05:06 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshaold G.Q200
Ranae 450.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) As

264.00 Q.7L7S

228.00 Q.2078
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Sample Name: MTA 4 HIGADQ (P.P)

Collection Time VLG9 lQ do, 34 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Thresnold 0.0290
Range 450.00nm Lo 700 O0nm
Wavelength (nm) RAbu

387.00 ¢.6537

264.00 1.3922

229.00 1.5884

Sample Name: MTA. 5 HIGADC (P P)

Collection Timc 25708799 10:08:01 AM
Peak Table
Peak Type Paaks
Peak Threshcld 0.0200
Range §50.00nm ke 200.00nm
Wavelength (nm} Abs

Z63.00 0,3864

227.00 0.52%8

Sample Name: MTA. 8 HIGADO (P.P)

Collection Time 25/08/59 10:09:14 AM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.02G0
Range 450.00nm to 290.00nm
Wavelength {nm} Rbs

265.00 0.7722

22%.00 0.9360

Sample Name: MTA. 7 HIGADO (P.P)

Collection Taime 25/08/39 10:10:47 AM
Peak Table

FPeak Type Peaks

Peak Threshold 0.0200

Rarge 450.00nm to 200.00nm
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Waveleagth (nm} Az,
197.00 Q.4290
258.00 1.1277

228.00 1.3309
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Figura 18 Absorbancia de las muestras de bazo de peces expuestos a la
molécula de CQMEPCA a una dosis de 10 mg/kg a diferentes tiempos de
medicacion.

Scan ReportMié 25 Ago 03:45:59 PM 1999

Batch:
Software version: 0 .O(E) i
Operator: QFB. LINA LAURA NAVA MUROZ.

Instrument Parameters

Instrument Cary 140
Instrument Verzion 7.00
Start {nm) 450.00
stop inm) 200.00

¥ Mode Nanometers
Y Mode Rbs

UV-Vis Scan Rate (nm/min) 600,000
Uv-vis Data Interval (nm} 1.G00
YV-Vis Ave. Time (sec} 0.100
Uy-Vig SBW (num} 2.0

Uv-¥is Energy 1.00
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Eeam HMode
Signalero=noy e Marie
[FA'RINICEN L

Vio Bourcne

Sourve Changeoveo (om}
Baseline Correctlon
Cye le Mode

Comnent s
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ANALISIS CQO-M-ZPCA EN ORGANUS DE PEZ
ORGANG:BAZO. PROTEINAS PLASMATICAS.
DOSIS: 10 MG/RG.

Sample Name: MTA. 1 BAZO (P.P)

Collection Tiwne

Peak Table

peak Type

peak Threshold

Range

Wavelength (nim) Abs
396.00 0.2854
261.00 0.3037
229.00 Q0.3327

25/04/99 3:36:12 PM

Peaks
0.0200
450.00nm to 200.00nm

Sample Name: MTA_ 2 BAZO {P.P)

Cellection Time

Peak Table

Peak Type

Peax Thresholad

Range

Wavelength (nm) Abs
396.00 0.2837
229.00 2.4130

25/08/99 3:37:44 PM

Peaks
¢.0200
450.00nm to 200.00nm

Sample Name: MTA. 3 BAZO (P.P)

Collection Time

Peak Table

pPeak Type

Peak Thresholao

Range

Wavelength {num} Abs
296,00 0.8359
229.00 1.0536

25/08/99 3:39:09 PM

Peaks
0.0200

450.00nm to 200.00nm
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Sample Name; MTA. 4 BAZO (P.P}

Callectron Time 2L/0R/99 1:40:30 PM
Peak Table
prak Type Puaks
Peak Threshold o.ulog
Rang 450 UOnm o 200.00nm
Wavelength (nm) Abs

397.00 0.2908

228.00 0.3298

Sample Name: MTA. 5 BAZO (P.P)

Collection Time 25/08/89 1:4%2:16 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
peak Threshold Q.g200
RADGE 450.00nm ©a 200.00nm
wavelength (nm) Abs

396.00 a.2227

229.00 0.3634

Sample Name: MTA 6 BAZO (P P\

Collection Time 25/08/99 3:43:45 BM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 450.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm} Abs

397.00 0.859z2

229.00 G.8861

Sample Name: MTA. 7 BAZ0 (P.P)

Collection Time 25/08/99 3:45:27 PM
Peak Table

Peak Type Peaks

peak Threshold 0.0200

Range 450.00nm to 200.00nm

Wavelength (nm) Ros



Control de Cahdad  2SAX09 3 46 09 PM o
Py

197,00 EREBE -
LraLug RN



Control de Cabdad  2500/9 43108 PM [ TN
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Figura 19. Absorbancia de las muestras de rifion de peces expuestos a la
moiécula de CQMEPCA a una dosis de 10 mg/kg a diferentes tiempos de

medicacion,

Scan ReportMié 25 Ago 04:30:52 PM 1999

Batch:
Software version' 01.00(5) R
Operator: QFB. LINA LAURA NAVA MUNOZ.

Instrument Parameters

Instrument

Instrument Version

Start {nm}

Stop (nm)

X Mode

Y Mode

UV-Vis Scan Rate (nm/min)
Uv-¥1s Data Interval (nm)
UV-Vigs Ave. Time (sec)
UV-V¥is SBW {(nm)

W-Vis Energy

Cary 100
7.60
450,00
200.00
Nanometers
Abs
600,000
1.000
0.100
z.0
1.00
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Seam Mg vk

Tignalerto vraeane Made oLt

[P RTENTT £ t

Vin LGouror (=)

souree Changeover (pmp ELTINVH]

baseline Joerfostaon Gt

Tyl Mo obt

Comment. FNALIZIS DE OQ-M-EPCA EN ORGRANOI DU PEL.

ORGANO: RINON .

PROTEINAS PLAMATICAS.

POSTS, 10 MG/KG.

Sample Name: MTA. 1 RINON (P P)

Collection Tlme 25/08/99 4:21:42 BPM
Peak Table
Peak Type Peaks
Paax Threshold 0.0200
Range 450.00nm To Z200.00nm
Wavelength (nm) Apbg

233.00 1.42%22

Sample Name: MTA. 2 RINON (P.P)

Collection Time 25/0B799 4:23:21 PM
Peak Table
Peak Type Feaks
Peak Threshold 0.0200
Range $50.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) Abs

233.00 1.5018

Sample Name: MTA_ 3 RINON (P.P)

Collectzon Time 25/0B/99 $:24:40 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Thresnold 0.0200
Range- 450.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm) Abs

232.00 1.4875

Sample Name: MTA. 4 RINON (P.P)

Coliection Time 25/08/99 ¢:26:00 PM

101
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Peak Table

Prgk Type

feak Threshold

Runce

Wavelength (nmi Aby
£3%.00 Q.1383

Praks
n.o0ten
150.00nm o 00, Q9Onm

Sampie Name: MTA. 5 RINON (P P)

Collection Time

Peak Table

Peak Type

Peak Threshold

Range

Wavelength (nm) Ao
233.00 1.3085

25/08/99 4:27:24 PM

Peaks
0.0200
450.00nm to 200.00AM

Sample Name: MTA. 6 RINON (P.P)

Collection Tine

Peak Table

Peak Type

Peak Threshold

Range

Wavelength (nm) Abs
233.00 0.8438

25/08/99 4129150 PM

Peaks
0.05200
450.000m to 200.00nm

Sample Name: MTA. 7 RINON (P.P)

Collection Time

Peak Table

Peak Type
Peak Threshold
Range

Wavelength {nm) Abs

233.00 0.7701

25/08/9% 4:30:20 BM

Peaks
0.0200
450.00nm ro 200.00nm

1o?
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Figura 20. Cromatograma de las muestras de higado de peces los cuales

eshivieron expuestos

a una dosis de 5 mg/kg de CQMEPCA a diferentes

tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas.
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Figura 21, Cromatograma de las muestras de bazo de peces los cuales
estuvieron expuestos a una dosis de 5 mg/kg de CQMEPCA a diferentes
¥ tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas.
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estuvieron expuestos a una dosis de 5 mg/kg de CQMEPCA a diferentes
tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas
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Figura 23. Cromatograma de las muestras de higado de peces los cuales
estuvieron expuestos a una dosis de 10 mgkg de CQMEPCA a
diferentes ticmpos, mostrando la primera lectura de siete realizadas.
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Figura 24. Cromatograma de las muestras de bazo de peces los cuales
estuvieron expuestos a una dosis de 10 mgkg de CQMEPCA a
diferentes tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas.
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Figura 25. Cromatograma de las muestras de rifién de peces los cuales
estuvieron expuestos a una dosis de 10 mgkg de CQMEPCA a
diferentes tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas.
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