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I.as enfermedadcs bacterianas en 10s peces estan asociadas a causas extcrnas y 

son importantes por considerables perdidas que ocasionan en la produccion de la 

poblacion Las enfermedades son causadas principalmente par Aeromotl~r .solm(nrici(lo, 

Vihrio solmo~~icida y Vihrio olg;tro/y~,lyrrcri.s Debido a la presencia de un alto numero de 

bacterias en el media acuatico se ha recurrido a agentes antibacteriales, las 

fluoroquinolonas en general la enrofloxacina son uno de 10s medicamentos mas 

utilizados en acuicultura las cuales actuan en la bacteria modificando la estructura de la 

enzima de girasa-ADN topoisomerasa que es el blanco del mecanismo de accion de 

estos antibioticos 

La union de la enrofloxacina con una cefalosporina forman un complejo 

denominado CQMEPCA (cefaquinolona o CQ), el cual es de amplio espectro, por lo 

que es imponante conocer la Concentration Minima lnhibitoria (CMI) (es el valor 

potencial de un antimicrobiano para evitar el crecimiento de alguna bacteria) de la 

enrofloxacina, CMI de cefaquinolona (CQMEPCA) y la CMI del tianfenicol 

(antibiotic0 en estudio para entrar al mbro de utilidad en acuicultura) en presencia de 

Vibno alg1noly1ic2ts. El objetivo de este trabajo es determinar la actividad in v11ro de la 

CQMEPCA, e~ofloxacina y tianfenicol en presencia de vibrio. Los resultados de este 

anslisis cuando la CQMEPCA se encontraba en una dilucion de 0.13 mg ml'l presentaba 

un CMI de 2.4 vg mi-' y la enrofloxacina ya no presentaba CMI a la misma dilucion. En 

estudios reciente la CQMEPCA presenta mayor efectividad que la enrofloxacina in vivo 

que in vitro. Para el tianfenicol resulto que la bacteria presenta resistencia a este, no 

obtenitndose halos de inhibition en presencia de vibrio. 

La terapia de las enfermedades bacterianas en acuicultura es complicada, debido 

al limitado numero de agentes terapeuticos aprobados para su uso en peces Otro de 10s 

objetivos de  esta investigation he determinar 10s residuos de la CQMEPCA en tilapias 

clinicamente sanas, para lo cud se requirieron de 70 organismos a 10s cuales se les 

administro la cefaquinolona via intramuscular, se hicieron dos gmpos de 35 peces y a 

unos se les administro 5 mg kg" y al otro p p o  10 mg kg-' despues se sacrificaron a 



diferentes tiempos y re les extrajeron algunos organos como heron hiyado. bazo y 

riiion, y se realiz6 un analisis farmacocinetico con estos oryanos, obtenlendo que se 

encontraron residuos en higado a una concentracion de 5 rng kg-' en las primeras 12 

horas solamente y para la concentracion de 10 mg k g '  se encontraron residuos en el 

bazo solamente en las primeras 4 horas. Con estos datos farmacocineticos obtenidos y 

en vinud de la potencia antibacteriana de esta molecula es factible asegurar que, prevro 

a un diseiio de farmacia, para eocontrar el mejor vehiculo, se puede contar ya con el 

primer antibiotic0 de disefio y derarrollo completamente mexicano. 



INTRODUCCION 

Las cpidemias de cnfermedades originadas por bacterias son comunes en 

poblaciolles densas en acuarios o cultivos de peces La predisposiclon de 10s peces a 

tales problemas frecuentemente estan asociados con la pobre calidad del agua, el ma1 

manejo, la transponacion del pez, cambios marcados en la temperatura, la hipoxia, y 

condiciones de estks. Normalmente se encuentran altas concentraciones de bacterias de 

10'' ml 1" en depositos y acuarios, muchas de las cuales son oponunistas y activadas por 

un ambiente adverso, un huesped debil, o un organism0 patogeno primario, muchas de 

las bacterias patogenas de 10s peces son aerobicas y gram negativas (McNeill, 1979, 

Benediktsdottir et a1 , 1998) 

Una de las enfermedades mas comunes asociadas con condiciones de estres en 

agua dulce son causadas por Aeromorfas hydrophila, A liq?r@faciei?s y A ,  pri#fc/n/a. Las 

I'se~rdomonns spp. I? fluorescens y f'. ppafrda son tambien patogenos facultativos para 

10s organismos de agua dulce y son similares a la A. hydrophila. Todas las especies de 

agua dulce parecen ser susceptibles a 10s microorganismos patogenos debido a las 

deticiencias nutricionales, heridas traumaticas, parasitismo y cambios de temperatura 

(Olsson et a1 , 1998) 

Las enfermedades mis  imponantes en las granjas de peces provocan 

wnsiderables perdidas en la produccion de la poblacion, las cuales son causadas por 

Aeromonas ~12Imonicid0, V~brio mgui2larr/m y Vzbrio algfnolyficf~s (Samuelsen et a\., 

1997) 

La vibriosis es una enfermedad sistemica comun que afecta muchos cultivos, 

acuarios, ambientes naturdes, estuaries y ambientes marinos; siendo menos wmun en 

peces de aguas frias. Vibrioanguillnn~m y otras especies de vibrios son responsables de 

algunas enfermedades, las cuales producen manifestaciones sistemicas incluyendo 

hernorragias; las infecciones causadas por vibrio son comunes y generalmente 

caracterizadas por lesiones superficiales de piel con ulceraciones extemas en la pared 

del cuerpo, hemorragias en aletas y wla y carnbios degenerativos de organos internos, 



10s cuales puedcrl conducir a una considerable n~ortalidad (Robcrts 1982, 1989. Baron y 

Finesold. 1990) 

Los vibrios son saprofitos y son parte normal de la flora de 10s intestinos de 

peces marinos. 10s cuales son bien conocidos en la acuicultura alrededor del mundo; 

dentro de este genero podemos encontrar las si~uientes especles: Vihrio anprllarum. 

Vibrio ordalii. Vibrio salmonicida. fihrio algr~~oly~rcrrs, Vrhrio vulnifrcus, Vibrro 

paraharmolyiiot.9. Vibrio mimrcfrs. Vibrio carchar~ae. Vihrro harveyi y Vihrio damsela 

que son reconocidos como organismos patagenos 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 diagnostic0 de estas bacten'as requiere la identification de aislamientos puros 

de piel o de cualquier organo infectado Las medidas preventivas pueden ser, un amplio 

espacio para 10s organismos, temperatura constante, alimentacion adecuada y asi poder 

minimizar el estres La vibriosis de agua fria, es un serio problema en 10s cultivos 

marinos de salmonidos ya que esta caracterizado por una alta mortalidad y una gran 

resistencia a las drogas, el agente etiologico es V. salmon~cida. Desde que a Vibrio spp. 

se le ubica en ambientes marinos y dulceacuicolas es dificil liberarse de el(Fraser et a]., 

1991, Barony Finegold, 1990). 

Debido a la presencia de bacterias en el medio acuatico se ha recurrido a1 uso de 

agentes antibacteriales en acuicultura, lo que tiene ya una larga historia, la cual 

comenzo a fines de 10s aiios 30's cuando la sulfameracina de amplio espectro 

quimioterapeutico fue introducida en 10s EE UU, realidndose pmebas in wrro y 

demostrando ser potentemente activa en contra de varias especies patogenas para peces 

e incluia a Aeromonas salmonicida, Vibrio anpillarum, Vibrio salmonic~do y Vibrio 

al~nolyicrrs. debido a1 ma1 manejo de 10s antibi6ticos las bacterias se welven 

altamente resistentes a estos como puede el caso de sulfamidas (Brander et al., 1989; 

lnglis y Richards, 1991). 



Ila sur~ido un intcrcs rccicntc en ;~culcultura y sc han ct~focado los esfuerzos de 

invcstignc~on al desarrollo de antibacter~anos para usarsc como quimioterapeuticos para 

las enfernledades irifecciosas de 10s peces. Ensayos farmacocint3icos han sido 

dcsempefiados con numerosos antibacteriales en muchas especies de peces pcro a 

lncnudo bajo condiciones evtremas 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 alimentacion, e inyecciones parenterales), haciendo muy dificiles las 
I comparaciones y las generalizaciones subsecuentes racionales en la farmacocinetica de 

una simple droga o una familia de antibacteriales entre varias especies de peces 

(Meinenz et al., 1996; Stoffresen 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, 10s cuales son rebasados anualmente en granjas en Florida y esto representa solo 

una fraccion de la industria entera La mayoria de los peces enfennos son tratados por 

acuaculturistas, aficionados y encargados de tiendas para animales con 

quimioterapeutica extrapolando las dosis de medicamentos de animales supenores. En 

un esfuerzo para contener el flujo de medicamentos para mascotas y para peces que se 

desarrollan en la industria de la acuicultura y posterionnente son consumidos; 10s 

EE.UU cuentan con la FDA (Food and Drug Admhtistration) que es la agencia que 

restringe la amplia disponibilidad de 10s compuestos terapkuticos (Grondel (b) et a], 

1987; Lewban et al., 1997). 

Las Fluoroquinolonas en principio heron efectivas en otros animales como 

perros, gatos y borregos cuando eran administradas oralmente, per0 recientemente se 

han hecho pruebas de su actividad ht vitro en contra de Aeromonas solmonicida y 

Vihrio sp. 10s resultados han sido promisorios y disponibles y al parecer para ser 

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

La emofloxacina es un compuesto antibacteriano derivado de la fluoroquinolona 



aprobado en los EE UU poi la FDA para uso esclusivo dc pcrros y gatos, y es CI 

atitibiotico que presenta un amplio espectro de actividad bactcricida incluyendo 

bacterias gram-negativa, organismos intracelulares tales coma rrckcrsia, chlamydnr, y 

mycoplasma y un menor espectro de actividad contra organismos Gram positivos. Se ha 

demostrado que la enrofloxacina es eticaz contra bacterias patogenas comunes que 

impactan el cultivo de salmonidos coma pueden ser Aeromonrrs salmomcrda (agente 

causante de la furunculosis) Vibrio ang~~illanrm, (agente causante de la vibriosis), 

importantes enfermedades infecciosas que son causantes de serios daiios economicos al 

cultivo de peces (Kazuaki, 1996; Stofiegen et al., 1997). Es el antibiotic0 con m b  uso 

en la teraphtica de organismos acuaticos, debido a la 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 moditicacion de la estructura de la 

enzima de girasa-ADN (topoisomerasa) que es el blanco del mecanismos de accion de 

estos antibioticos (Paul et al , 1994; Booth y McDonald, 1988). 

Pero las fluoroquinolona han atraido mucho interes en 10s pasados I0 aiios. Ellas 

proveen un amplio espectro de actividad antibacteriana y son particularmente activas 

contra 10s patogenos Gram negatives. La e~ofloxacina mata la bacteria en bajas 

concentraciones provocando una obstaculizacion del espiral normal de DNA dentro del 

nucleo a traves de la actividad de la DNA-girasa. Este mecanismo unico de accion hace 

efectiva a la enrofloxacina wntra la bacteria que es resistente a otros antibioticos 

(Lewbart et al., 1997). 

Otras quinolonas y antimicrobiales de la fluoroquinolona sujetos a pruebas 

farmacocineticas en las enfermedades infecciosas de peces incluyen acido nalidixico 

acido oxalinico, sarafloxacina, y difloxacina (Stoffregen et al , 1997). 

La difloxacina y la sarafloxacina son nuevas mil-fluoroquinolonas 

antibacterianas que han sido identiticadas como agentes potencialmente terapeuticos 

contra enfermedades bacterianas de peces. Esos compuestos han ampliado su espectro, 

w n  una actividad antibacterianas potente in vitro e nl dvo, actuan rapidamente coma 

potentes bactericidas y 10s patogenos tienen una baja posibilidad a desarrollar 



resistcncia a las sustancias. actuan por intcrl'ercncia con la cnnma bacteriana csencial. la 

DNA-xirasa 

El tianfenicol es un nuevo analog0 sintetico del cloranfenicol (este antibiotico 

con anterioridad fue utilizado mucho en terapeutica de oryanismos acuaticos). El 

cloranfenicol fue retirado del mercado por exhibir una actividad toxica y que consiste en 

causar anemia aplastica en seres humanos, a raiz de  esto se desarrollo un anilogo 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 antibioticos 10s cuales estan 

constituidos por la union de una tluoroquinolona y una cefalosporina dando como 

resultado un antibiotico de amplio espectro, como es el caso de la cefaquinolona (Corpi 

et al., 1995), uno de 10s objetivos de esta investigacion es tratar de incorporarlo a1 mbro 

de 10s antibioticos utilizados en las bacteremias de peces. 

La terapia de las enfermedades bacterianas en acuicultura son complicadas 

debido a1 limitado numero de agentes terapeuticos aprobados para ser utilizados en 

peces, aunado a esto se requiere de una investigacion previa para obtener inforrnacion 

farmacocinetica la cud es esencial para el calculo de regimenes de dosis racionales para 

dichas especies. 

Mas aun, la naturaleza intensiva de la acuicultura requiere que 10s agentes 

antibacterianos usados para tratar infecciones de peces scan de bajo costo, efectivos y 

facil de administrar (Alavi et al , 1993; Samuelsen et al., 1997). 

' La farmacocin~tica se ccupa de estudiar el movirniento de 10s firmacos en el m e v ,  calmland0 
desplazamiento en 10s d i m s  niveles or&icos (cornpartimentor), la forma en que el organisrno 

i biotransfom ems rnedi~mentos y las cuaneristi~s de sa excmib o elimimcion. Desde un plnto de 
vista pddico. podernos inferir que la f~rmacocin~tica es la disciplina que a haves del estudio dc la 
dnhica  de la absorcibq la didinribucion, la biotransformanon y la cxcrecion expliw las fluctuaciones 
plasmiticas. manas, histol6gicas, etc.. de 10s f~mcos .  La farmac~~lll~tica estudia la respuesta de 10s 
orwsmos vi\.or a lm f h c o s ,  en ausencia de enlermedades. (Sumano y Ocarnpo, 1997) 



OBJET'IVOS 

Fnse in vi!ro 

GENERALES 

Comparar la efectividad de CEFAQUlNOLONA (CQMEPCA 406 (S) L ) con 

respecto a otros farmacos comerciales (enrofloxacina y tianfenicol) in vrtro a diferentes 

concentraciones evitando el crecimiento de Vibrro alghoIyfic11s. 

PARTICULARES 

Comparar la actividad antibacteriana de la cefaquinolona (CQMEPCA) y otros 

f=rmacos comerciales (enrofloxacinas y tianfenicol) in v i m  para inhibir el crecimiento 

de V~hrio algiirolylicrs. 

Determinar los halos de inhibicibn producidos por CQMEPCA, enrofloxacina y 

tianfenicol alas mismas concentraciones. 

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

diferentes diluciones 

El efecto antibacteriano 117 vilro de la CQlClEPCA 406 (s) L puede ser mayor que 

la enrofloxacina y tianfenicol inhibiendo el crecimiento de Vrbrio alginolytinis. 



GENERALES 

Obtener 10s tiempos de retencion de una nueva molecula de la familia de las 

cefaquinolonas (CQMEPCA) en tilapia Orm~chromis sp, clin~camente sanas, a1 aplicar 

el firmaco por via intramuscular a dosis de 5 y I0 mg kg-' de peso viva. 

Determ~nac~on farmacocinetica de residuos de la CQMEPCA mediante 10s 

metodos de espectofotometria con arreglos de diodos y WLC, posterior a la 

administracion intramuscular a dosis bajas (5 mg kg") en tilapia Oreochromis sp. 

clinicamente sanas 

Determinacion farmacocinetica de residuos de la CQMEPCA mediante 10s 

metodos de espenofotometria con arreglos de diodos y HPLC, posterior a la 

adrninistracion intramuscular a dosis altas (10 mg kg-') en tilapia Oreochromrs sp. 

clinicarnente sanas 

Especificar la farrnacocinetica de residuos del firmaco CQMEPCA del cuerpo 

de la tilapia Oreochromis sp Posterior a la adrninistracion intramuscular 

Establecer la dosis y el interval0 de dosificacion de la CQMEPCA a1 ser 

eliminado de la tilapia Oreochromis sp 

HlPOTESlS 

La variable farmacocinetica de la CQMEPCA [antibacteriano de la familia de las 

cefaquinolonas (cefalosporinas y fluoroquinolonas)] puede ser descrita con 

farmacocinetica compartamental utilizando cromatogratia liquida de alta resolution 

(HPLC) como metodo analitico cualitativolcuantitativo en peces clinicamente sanos 



ANTECEDEN'I'ES 

Fase in vilro 

Bertoldini y Sala (1989) trabajaron con 10s valores al 100% del CMI, 10s cuales 

fueron determinados por enrofloxacina y sarafloxacina contra 37 cepas de Yer.si~rro 

rl~ckeri, 25 de V. a t rg~ i l l a r~~m y una de A. mlrno~rrcrda, aisladas de granjas de peces en 

Italia. La enrofloxacina consistentemente dio 10s valores mas bajos 

Stamm (1989) trabajo con dos nuevas quinolonas antibacterianas, difloxacina 

(A-56619) y sarafloxacina (A-56620), las cuales heron comparadas con acido 

oxalinico, oxitetraciclina, y ormetoprim-sulfadimetoxina rrr vilro para poder inhibir el 

crecimiento bacteriano patogenas comunes en 10s peces Los objetivos heron 

determinar (I) las fiecuencias de resistencia oi vilro para antibacterianos en 8 tiempos, y 

las Concentraciones Minimas lnhibitorias (CMI), (2) 10s promedios y extensiones del 

decremento en la susceptibilidad antibacterial cuando 10s organismos heron seriamente 

transferidos para increments las concentraciones de la droga, (3) la estabilidad del 

decremento de susceptibilidad, y (4) la resistencia cruzada para otros antibacterianos por 

organismos con resistencia desarrollada La ftecuencia de resistencia espontanea para 

todos 10s antibacterianos en 8 tiempos dio como resultado un CMI bajo de 10" a 10.'~. 

Las quinolonas seleccionadas demostraron bajos niveles de resistencia in vivo. El 

promedio de susceptibilidad decrecio durante la transferencia serial y h e  gradual para 

todos 10s organismos con las combinaciones de drogas, en contraste para la difloxacina 

y sarafloxacina La CMIs del acido oxalinico, oxitetraciclina, y ormetoprim- 

sulfadimetoxina, resultaron que tienen una resistencia desarrollada estable para 10s 

antibacterianos. La resistencia cruzada h e  observada entre las dos quinolonas per0 no 

asi con 10s otros amibacteriales, excepto por la oxitetraciclina. Basado en estos 

resultados, la resistencia para la difloxacina y sarafloxacina por 10s patogenos del pez no 

se desarrollara facilmente durante el uso de la terapia apropiada 

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

que heron probadas in vrlro para encontrar las Concentraciones Minimas lnhibitorias 



en tubos de ensayo espucstas a enrofloxacina. ac~do nalidih~co y acido oxaltntco en 

varias diluciorles, La cnrofloxacina fue mas inhtbitorin que el icido nalidisico y el icido 

oxalinico con 24 dc 25 bacterias probadas, lor tres compuestos tenian la equivalencia 

CMI para una de las Aerf~mr)lla.s s~rlmonicido aisladas. El acido oxalinico con 17 de 25 

organtsmos probados y h e  equivalente al acido oxalinico con 6 de 10s 25 organismos 

probados, 

Lewis y Hastings (1990) utilizaron acido oxalinico y dos nuevas 

fluoroquinolonas, ciprofloxacina y norfloxacina haciendo una evaluation in vilm de la 

actividad antibacteriana contra Aeromonas .snlmonicida, obteniendo que el b i d o  

oxalinico tiene una actividad semejante a la ciproxacina en tbminos de una 

Concentracion Minima lnhibitoria de 0 18 pg ml-', y norfloxacina no presenta esta 

actividad, pero presentaron la habilidad para matar a cepas resistentes de Arromonas 

.salmonicida. 

Barnes y Amyes (1991) realizaron una prueba n7 vrlro utilizando 25 bacterias 

patogenas para peces, para poder determinar la Concentracion Minima lnhibitoria en 

tubos de diferentes diluciones, utilizando enrofloxacina y acido nalidixico observandose 

que la enrofloxacina dio mejores resultados en 17 de 25 organismos que el acido 

nalidixico. 

Barnes (1991) tambien realizaro pruebas en pollos con el acido oxalinico y cinco 

nuevas fluoroquinolinas: sarafloxacina, enrofloxacina, PD 127,319, PD 117, que tienen 

una elevada actividad in vitro contra Aeromonas salmonicidn Sarafloxacina, 

enrofloxacina, PD 127, 139 y PD 117, tiene significativamente mayor actividad que 

cualquier acido oxalinico, para matar a1 99% de las bacterias despues de 1 hora. 

Inglis y Richards (1991) demostraron que las concentraciones minimas 

inhibitonas (CMl) de 29 agentes antimicrobianos que heron determinados por algunos 

aislamientos representatives de Aeromonas salmoniciclr. Yersinio nicker; y Vibrio sp. 

once de ellos; son usados ampliamente en practicas clinicas y heron probados 

adicionalmente contra 28 a 36 campos que heron aislados. Las fluoroquinolonas heron 



Inhibidas en nluy bajas conccntraciones con on 50% dc A. .solnfo~,,n~~ilir tenieado un CMI 

de enrofloxacina con un valor de 0 02 s mi" La distrlbucior~ de CMI en las 

fluoroquinolonas y al acido oxalin~co tberon similares e indicaron una posible 

resistencia cmzada La amoxicillna, fluorfenicol, minociclina, rifampicina y las 

sulfonamidas tuvieron un pico sencillo en la distribucion de CMI con valores de 1.25 y 

ml". Las concentraciones minimas inhibitorias de fluoroquinolonas fueron 4 veces mas 

grandes a una temperatura de 10°C comparada con 22OC. Esto no sucedio tanto con la 

amocicilina, fluorfenicol o la sulfaclorfiridacina- trimetoprim (S-TP). A. salmonicida 

fue rapidamente aniquilada a una temperatuta de 22OC por la fluoroquinolona y S-TP, el 

acido oxalinico y amoxicilina aniquilaron a las bacterias en un tiempo de 24 horas y el 

fluorfenicol result0 ser bacteriostatico. 

Martinsen et al , (1992) observaron la actividad antimicrobiana in virro de acido 

oxalinico, flumequina, sarafloxacina, enrofloxacian y oxitetraciclinas contra bacterias 

patogenas en peces Aeromonas salmonicida, V. Anguillarum y Yersinia nrckrrr 

detenninandose la CMI a lS°C, y se obtuvo que la enrofloxacina tiene mayor actividad 

a temperaturas elevadas, por otro lado la actividad de oxitetraciclina se inhiben a altas 

temperaturas, saratloxacina es levemente mas activa que flumequinas y el Lido 

oxalinico en peces. 

Austin y Austin (1993) observaron una enfermedad en peces, que afectaba 

principalmente la pie1 con un alto nivel de mortalidad, la cual ocuma en estado juvenil 

cuando 10s organismos presentaban un peso de 20 g en acuario a una temperatura de  

25'C, posterionnente se identifico Vibrio alginoly~icus y se obtuvo como consecuencia 

que 10s peces mostraron melanomas, abscesos musculares y abdomen inflamado con 

liquid0 ascitico. Se hicieron inmersiones en 20 mg r' de cloramina por 15 minutos 

durante 3 dias consecutivos obteniendo resultado favorable. 

Ahmed y Shoreit (1994) observaron cientos de pews enfermos y tomaron una 

muestra al azar de organismos, las cuales estaban clinica y microbiologicamente 

d ~ a d o s  Los signos clinicos incluyeron hemorragias en el cuerpo especialmente en el 

abdomen, ojos nublados, exoflalmia, ascitis, inflamacion del oriticio anal y congestion 



dc lot, orgonos in!ernos Postcrlormcn!r sc aislaron 15 cspccics dc vibrio 10s cualcs 

fueron idcnttticados mcdtantc morfologia colotl~al y pruebas bioquimicas Se indujo una 

infeccibn cxpcri~nental udndose las especies de la tilapia Oreochromis mossan~hrca y 

0rr.ochromf.s ~~i lolrco mostrando simllitud clinlca. k'lhrlo sp tuvo una sensibilidad a 

estreptonlicina, neomicina, netilmlcina, oxitetraciclina y cloranfenicol. 

Wang et al., (1995) demostraron las actividades antibacteriales r t r  vilro de 8 

fluoroquinolonas, incluyeodo difloxacina (DIF), enrofloxacina (ENR), fleroxacina 

(FLE), norfloxacina (NOR), OD124816 (PDI 24). PD127391 (PD127), PD13 1628 

(PD13l) y saratloxacina (SAR) las cuales heron cornparadas con no fluoroquinolonas, 

incluyendo acido naladixico (NA) y acido oxalinico (OA) y no quinolona, incluyendo 

oxitetraciclinas (OTC) y sulfadimetoxina-onnetoprim (SO), para el metodo de 

disolucion serial de plata se usaron aislamientos de vibrio obtenidos de un cultivo de 

carnaron El Wllcoeon 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 ( 

PDl3l ( PD127. Las fluoroquinolonas incluidas DIF, ENR, FLE, NOR, PD124, PD127 

y PD131 tiene una actividad antibacterial mayor que las no fluoroquinolonas y las no 

quinolonas, y el vibrio aislado fue m b  sensible al NA y OA que al OTC. 

Fase in vivo 

Garcia (1997) realizo un estudio en tilapia Oreochromis mossambicus, la cual se 

infect0 experimentalmente con Vibriofluorences via intramuscular y se dosifiw con la 

(CQMEPCA 406 L (s)) "cefaquinolona" que es una mezcla de dos f h a c o s  

(fluoroquinolona y cefalosporina) a diferentes concentraciones en dos formas distintas 

en el alimento y en el agua, mostrando que era m b  efectiva la suministracion del 

antibiotico en el alimento ya que la mortalidad fue menor que la mortalidad obtenida al 

surninistrarse el antibiotico en el agua. La concentracion DL (dosis letal) de 

(CQMEPCA 406 L (s)) "cefaquinolona" suministrada en el alimento fue de 6.56 m@g 

y la concenrracion DL 50 de CQMEPCA 406 L (s)) "cefaquinolona" suministrada en el 

agua fue de 20 52 mgikg. A1 comparar lo5 resultados obtenidos de mortalidad de las 

tilapias 0reochromi.v mossombicus medicadas con cefaquinolona el cual fue de un SO%, 



con respccto a la monalidad obtcnida de las t~ucllas O,,cor/~~~~c/ i~ts m)k~.,\ las cuales 

fucron dosificadas con cnrotloxacina (fluoroquinolona) obteniendose una ~nonalidad dcl 

8S%, esto quiere decir que la CQMEPCA o cefaquinolona es mis efcctiva in v~vo que 

la enrofloxacina. 

F~rmacocinetica (residuos) 

Grondel (a) et al. (1987) plantearon un estudio de farmacocinetica para la 

investigacion de la absorcion, distribucion, eliminacion y bioabilidad de la 

oxitetraciclina (OTC) en carpa, Cyprit~us carpio L. Las diferentes rutas de 

adrninistracion de  la OTC en la carpa fueron intravenosa (i.v.), intramusculat (i m )  y 

oral con una cantidad de OTC de 60 mgkg de peso wrporal. Los niveles de OTC 

fueron determinados en plasma y en diversos tejidos. El analisis de la concentracion de  

la droga en plasma via (i.v.) revelo que la eliminacion final de la vida media fue de 

(139.8+381 h) Siguiendo con la adrninistracion (i.m.) de la OTC, C., 56.8 

f 10.9~lgOTC/ml a 14 h pos ingestion. El Brea de Vd fue de 2 1- 66 Ikg. Extremas 

diferencias se han observado con respecto a la bioabilidad de la via de administracion 

i.m. y la adrninistracion oral; aproximadamente 80 y 0.6%, respectivamente. La 

ingestion i.m. en tejidos de OTC, revelo que la droga fue acumulada en el pronefro, 

hueso y escamas. Despues de 21 dias las concentraciones de OTC fueron 2.935.8, 

5.2i0.3 y 4.7k3.1 pglml, respectivamente. Los datos de 10s parametros farmacocin6ticos 

son discutidos w n  base en la relacion de la susceptibilidad y el sistema inmune del pez. 

Grondel (b) et al. (1989) realizaron estudios farmacocinetiws comparatives de  

la conducta de la trucha arcoiris (Salmo gairdneri) y el pez gato africano (Clarias 

gariepim~s). Las vias de administracion de la OTC fueron intravenosa (i.v.) e 

intramuscular (i.m.), las dosis administradas fueron de 60 mgkg de peso corporal. La 

trucha y el pez gato se mantuvieron a una temperatura wnstante de 12°C y 25'C, 

respectivamente. La wncentracion de droga en el plasma del pez gato africano y en la 

trucha arwiris administrada por via i.v fue de (Cop = 86 r 10 pg/ml) y la trucha (CO, = 

753 i 290 &mi). Una diferencia signiticativa fue obselvada con respecto a la larza 

distribucion aparente de volomen (Vd(am,) despues de la administracion i v. de la OTC 



(trucha. valor rncd~o 2 1 llkg. pcz gato. valor nicdio 1 3 Ilks) Los valores obic~i~dos 

para la vida-media fuerori para trucha, 89 5 h, para el pez gato, 8 0 3  h). La media 

maxima de la concentrac~on del plasma (C,,,.,\ = 569 yyinil) obtenida para la trucha 

despub de 4 h de la administracion i m de OTC En el pez gato africano bajo C,,,, = 

43 4 pyirnl despuCs de 7 h. No hub0 diferencias significativas en lo observado con 

respecto a la bioabilidad seguida par la administracion i.m de OTC (trucha, 65%, pez 

gato, 86%) 

Rogstad et al. (1991) estudiaron la absorcion, distribucion y eliminacion de la 

oxitetraciclina en plasma, mtisculo, higado, mucosa del intestino, pie1 y vertebras en 

trucha arcoiris 0ncorhynchrr.s mykiss de agua dulce en donde heron estudiadas dosis de 

150 m@g. La absorcion de la droga fue lenta y Gnicamente cerca del 2 6% de la dosis 

administrada en el tiempo maximo fue absorbida. La distribucion de la droga h e  en 

todos 10s tejidos. La vida media h e  detectada en el plasma aproximadamente en 11 

dias. 

Bowser et al. (1992) administraron la enrofloxacina via intravenosa y por via 

oral, despds h e  determinada la actividad farmacocinetica El primer grupo de estudio 

estuvo constituido par 26 truchas arcoiris Oncorhynchus mykiss las cuales se 

mantuvieron a 15'C y se les administro una dosis de 5 a 10 &g de su peso corporal 

via intravenosa, posteriormente la extraction de la sangre h e  despues de 60 h. El 

segundo grupo de organismos se mantuvo a una temperatura de 10°C a 1S0C, estuvo 

constituido por 80 peces para cada rango de temperatura, se le administro la 

enrofloxacina via oral a las siguientes concentraciones 5, 10 y 5 0 m a g  de peso corporal 

y despues de 60 h fueron extraidas las muestras de sangre. En el primer g u p o  la 

constante de hibridacion de a y P no present6 diferencias entre las dosis. La fase de 

distribucion h e  rapida con una vida-media de 6 a 7 minutos para ambas dosis. La 

eliminacion completa de la vida media fue de 24.4 h (95% CI = 20.2 - 30.8) y 30 4 h 

(24.2 - 41 O), respectivamente para 5 y 10 m&g de las dosis. Una Vd(.rcl) h e  

observado en las dosis de 5 y 10 mg enrofloxacinakg,: 3.22 y 2.56 Vkg, 

respectivamente. La dosis de despeje para el cuerpo fue de 5myikg con 92 mllh kg y 58 

mllh k s  para 10 m&s de las dosis. Para la siguiente administracion oral de 



enrofloxacina aparcntcnicnte K., co~~cluyen quc todas las dos~s a una tempcratura de 

10°C presentan un promedlo de 62% siendo menor aparentemente la K ,  a una 

temperatura de 15" C Para la aparente estimacibn del t,l,:,concluyen que ambos rangos 

de temperatura tienen 29 5 h (18 4 - 73 4) y 56 3 h (38 3 - 1066) El promedio de 

bioabilidad fue 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 concentracion maxima del suero fue 

entre 6 y 8 h. La eliminacion de la vida-media en trucha arcoiris fue aproximadamente 

entre 5 y 9 dias, esta estimacion es imponante cuando es considerada la duracion de la 

terapia en pruebas clinicas. 

Kazuaki (1995) estudio la farmacocinetica para entender la bioabilidad de  

oxitetraciclina (OTC) en ayu (Plecogloss~is altivelrs) 10s cuales fueron infectados con 

vibrio. La temperatura del agua se mantuvo a 18.0 f 0.3" C en todo el experimento. La 

concentracion del suero de OTC en peces sanos despues de la administracion de  25 

mgkg" del peso corporal fue descrita mejor para modelos de dos compartimentos, 

mientras que la administracion oral fie de 100 mgkg -' del suero en peces sanos e 

infectados de ayu. La estimacion de la bioabilidad despues de la administracion oral fue 

de 9.3% para 10s peces sanos y 3.8% para 10s peces infectados. La eliminacion de la 

vida-media del suero en mlisculo, higado y riEon fue de 53.1 h, 106 h, 125 h y 117 h 

para 10s peces sanos, y 63.2 h, 92.9 h, 107 h y 123 h para peces infectados, 

respectivamente. Las proteinas del suero ~n vivo de OTC fue de 68.0 f 28% para peces 

sanos y 69.9 + 4.4% para peces infectados. 

Meinertz et al (1996) analizaron la farmacocinetica de la benzocaina en trucha 

arcoiris (Oncorhynchus mykiss). La administracion de benzocaina fue mediante bolos 

via intraarterial a unas concentraciones de 6 y 9 mgkg. Las concentraciones d e  

benzocaina despues de 2 minutos de la administraci6n fueron muy altas las variables y 

decrecieron rapidamente en 10s primeros 10 minutos. Las concentraciones de  

benzocaina cerca de 10s 90 minutos bajaron despues de la dosificacion. Se hicieron Ires 

compartimentos para el modelo farmacoeinetico obteniendo que la mejor descripcion 

fue en el plasma. Al finalizar el experimento el modelo del parametro indica que la 

distribucibn de benzocaina afuera del plasma fue limitada, a pesar de que la distribucibn 



inicial dc bcii~ocaina fuc rhp~da cn cl pl;~sriia. cn In fase tcrzn~nal du bcnzocailia su 

el~minacion fie relativamente lcnta (fisc de climinaclon tcrniinal vida-media de 89 y 

109 mlnutos) 

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 

solar) en agua marina a 1 l o  C. Los peces canulados fueron divididos en dos grupos, 8 

de ellos se les proporciono flumequina a 25 mgkg por medio de la via intravenosa en la 

vena caudal y a otros 8 oralmente via estomago por el tub0 que pasa por debajo del 

esofago; durante un period0 de dos dias, posteriomente se tomaron muestras de sangre 

a diferentes tiempos despues de la administracion de la droga. Al gmpo de 10s peces no 

canulados tambien se les administro flumequina via intravenosa y oral El volumen de 

distribution (V*,,)) es dos veces mis largo en el grupo canulado comparado con el 

grupo no canulado, en 10s peces que estuvieron sometidos a una administracion de la 

droga via intravenosa En la eliminacion de la vida-media ditiere considerablemente, en 

10s grupos canulados y en 10s no canulados La lentareduccion de la concentracion en el 

plasma en 10s peces canulados debido a la larga Verr) genera pequeiias diferencias en 

(CIT) entre 10s grupos. En el estudio la eliminacion de flumequina en el grupo 

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

Lewbart et al. (1997) realizaron la administracion de enrofloxacina en pacu rojo 

por vias intramuscular (i.m.) y oral (p.0.) e inmersiones en acuarios. La vida media de 

enrofloxacina en la administracion i.m. fue de 28.9. La concentracion maxima (C-3 a 

las 4 hrs fue de 1.64 pg/mL seguido por una dosis linica de 5.0 mgkg in v i m  para la 

concentracion minima inhibitoria (MIC) para 20 organismos infectados por bacterias 

Despues 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 Cmx de 0 94 

p g / d  de 6-8 h. La C,,, estuvo mas arriba de lo reponado in ilitro MIC Las 

concentraciones de la inmersion en 10s acuarios fueron de 2.5 mg/L por 5 h. La C,, fue 

de 0.17 pg/mL despues de 2 h pos tratamiento en muestras del plasma. La 

concentracion de enrofloxacina en el plasma excedio lo publicado in v i m  MIC's para 



los pcccs ~nfcctados con bacterias 72 I1 dcspuis dcl tratamicnto Es posible y praclica la 

obtencion de la concentracion de enrofloxacina en sangrc en el pacu rojo usando la p o 

i m y los bailos 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 gmpos de 150 0. nilorrcirs las cuales 

fueron inoculadas via i.p. con 0.2 ml del cultivo de caldo (3.5X10'/ml) de C'. 

an~rrllarrrm [Lis~oriella ang~ril lan~m]; 20 peces heron inoculados coma control, 

siguiendo el desarrollo de 10s signos clinicos Trabajaron con dos grupos de peces, el 

primer grupo A fue inyectado par via i.p, con enrofloxacina a 10 mgkg y el segundo 

gmpo B h e  inyectado con 20 m a g  peso corporal. La enrofloxacina persistio durante 

el tratamiento en 10s peces durante las 24 y 48 hrs siguientes a la ingestion de 10 y 20 

mgkg, respectivamente. La distribution de la vida media fue de 3 1.6ii5.18 y 26.1 lii1.93 

minutos y la eliminacion de la vida media fue de 7 92A0 44 y 6.52ii0.38 h, 

respectivamente. La eliminacion de enrofloxacina para todo el tejido fue de 96 h. La 

monalidad decrecio de 27.33% y 25.33% a 13.76 y 8.93% en el gmpo A y B, 

respectivamente, 48 h despues de la ingestion de enrofloxacina 

Stoffregen et al. (1997) trabajaron con una familia de antibacterianos que son un 

gmpo relativamente reciente entre 10s 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 fluoroquinolonas 

son prescritas ampliamente en humanos y recomendados par mMicos veterinaries en 

medicina veterinariq en EE UU e s t h  actualmente aprobados solo dos compuestos, 

enrofloxacina (~aytril" Bayer Animal Health, Shawnee Mission, KS) y sarafloxacina 

( ~ a r a ~ l o x ~ ,  Abbott Laboratories, North Chicago,IL), actualmente las fluoroquinolonas 

son utilizadas para tratamientos bacterianos en cultivos de peces. La enrofloxacina h e  

administrada en Salmon del atlhtico en estado juvenil por via intraanerial (La), 

intraperitoneal (i.p.), intramuscular (i.m.) y la administration oral. Las tres primeras 

rutas fueron dosificadas con 10 m g k g  y par via oral se realizaron con dos 

dosificaciones 10 (p.0 -10) y 5 (p 0.4) m a g .  En 10s modelos farmacocineticos se 

ohservaron las siguientes vidas-medias (t x) de 130 6, 34.32, 84.98, 105.1 1, y 48.24 h. 



Por dcb;ljo dcl area de la curva las conccntracloncs dc la droya cn cl tlclrlpo (AUT) 

fuerou de 84 3. 75 31, 55 61, 41 68, y 38 81 py h ml". y una bioabilidad (F) dc 100. 

89 34, 65 97, 49 44, y 46.04% (i a , i p , i m , p.0.- 10, p o  -5, respectivamente). Toda la 

administracibn de las rutas de IOmg!kg cncontradas en el cultivo comparando la 

concentracion de drogas en las curvas de tiempo para el tejido, indican distintas 

desventajas para emplear una ruta cinetica Finalmente, la dosis 5 m a g  (p 0:s) 

comparable en la multiplication de 10s tejidos en la concentration-tiempo de la cuwa de 

10 mukg en dosis (p.0.-lo), con tales evidencias farmacocineticas la justification 

terapbtica prueba que la eficiencia es a bajas dosis. 

Abedini et al. (1998) estudiaron la farmacocinetica y la bioabilidad de 

oxitetraciclina (OTC) en el Salmon chinook (Oncorhynchts tshawylscha) marino y 

trucha arcoiris (Oncorhy~rch~s mykiss) de agua dulce, comparando una sola dosis de 

OTC (50mgikg) administradas via i.a, con una temperatura del agua de ll°C. Se 

obtuvieron muestras de sangre en diferentes tiempos de 10s peces, se selecciono una fase 

solida y se analizo OTC con cromatografia liquida de alta resolution (HPLC). 

Presentaron la misma ruta de administracibn y el tiempo de concentracion de la OTC en 

la sangre en la trucha arcoiris y en el salmon. En el modelo derivado para 10s 

parametros farmacocineticos y la aparente bioabilidad de OTC se observo lo siguiente: 

La eliminacion de la vida-mediq volumen de distribution y la bioabilidad oral de OTC 

en el s a l m h  chinook h e  de 88.29 h, 0.89 L'kg y 24.84% respectivamente; Los valores 

correspondientes de la trucha arcoiris fueron 94.22 h, 0.87 llkg y 30.30?/0, 

respectivamente. El resultado del presente estudio indica que las diferentes especies y la 

alta salinidad de 24%. no juegan un rol importante en la absorcion y eliminacion de 

OTC para 10s salmonidos. Ademb, las truchas de agua dulce pueden ser usadas como 

modelos para estudios de farmacocinetica de OTC y viceversa. 



CQM EI'CA 

Anlecedentes del desarrollo de 1111 antibacteriano 

Dado 10s avances tecnologicos de la medicina y la quimica moderna 10s 

productos que parecian inima~inables hace un par de decadas, pueden ser producidos 

sinteticamente en la actualidad. Pero alin, gozando de este privilegio, el uso y abuso 

indiscriminado de medicamentos, que en su momento, han revolucionado la terapeutica, 

podrian llegar a un no muy lejano termino, debido a1 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 desarrollo de un firmaco 

innovador y efectivo. 

Las fluoroquinolonas y 10s P-lactamicos integran el gmpo de antibacteriales de 

mayor desarrollo farmaceutico, que mayor espectro han cubierto y que mayor potencia 

han presentado en esta ultima decada (Sumano, 1993). 

A partir de su caracterizacion en 1945, 10s p-lactimicos, y en especial las 

cefalosporinas, experimentan un enorme desarrollo de compuestos biosint6tiws. Sin 

embargo, no fue sino hasta 1964 que se introdujo la primera cefalosporina dentro de la 

practica m6dica (Thomson et al., 1984; Capril, 1988). Actualmente se distinguen tres 

generaciones de cefalosporinas, e incluso hay quienes consideran la existencia de  una 

cuarta con la cefaquinoma y la cefepima (Boner et al., 1995; Jones, 1996; Elkhaili et al., 

1997). 

Pues bien, Leshner (1960) present0 a la comunidad medica la primera quinolona 

antibacteriana, el acido nalidixico (Albercht, 1977). Esta molkula result0 ser de gran 

valor para la quimioterapia de las enfermedades bacterianas, en vimd de haber 

contribuido como el nucleo basico (Figura I) de 10s compuestos de ultimo desarrollo de 

importancia mundial, en el irea de 10s medicamentos antibacterianos: las 

fluoroquinolonas (Figura 2) En la actualidad, esta moikula y muchos analogos mas, 

han recibido su patente mundial (Prescob y Baggott. 1991). En Mexico se han 



clasificado en generaclones (Sunlano. 199.;) y las de tercera gcncrac16n son las mas 

usadas contra infeccioi~cs baclcrlanas, pcro desafonunadamcntc se ha abusado dc su 

uso, obedeciendo mas a presiones cornerciales, que a criterios clinicos farmacologicos y 

epidemiol6gicos y tambien debido a que se haccn extrapolactones de especie a especie 

Se han iinplementado diversas formas de dosificacion, incluso metafilactica y 

premezclas de nianera que las fluoroquinolonas se han conven~do en el g ~ p o  de 

medicamentos mas utilizados en estas dos ultimas decadas. Sus significativas ventajas 

en cuanto a su espectro, actividad y farmacocinetica, son evidentes (Sumano, 1993). en 

Estados Unidos de Norteamerica, despues de decadas de presiones ha aceptado el uso de 

la sarafloxacina en pollos y de la enrofloxacina en Bovinos. 

Considerando este marco de referencia, y dados 10s recursos economicos 

necesarios para presentar a1 mercado un nuevo antibacteriano eficaz, es factible 

explicarse porque, anualmente, el descubrimiento de nuevos antimicrobianos en 

medicina hurnana y medicina veterinaria se encuentra a cargo de proyectos conjuntos 

entre universidades e institutes de investigacion y la industria privada; esto solo se ha 

llevado acabo en paises desarrollados (Alper, 1993; Pharmaceutical Manufacturers, 

1993; Billstein,1994). 

Anualmente, las grandes corporaciones farmaceuticas en el mundo, destinan 

gastos inmensos para el desarrollo de nuevas moleculas. En contraste, en Latinoamerica, 

incluyendo Mexico, ningun laboratorio hasta ahora, habia destinado recursos para el 

desarrollo de moleculas originales (Anonimo, 1995). 

Sin embargo, a mediados de ena decada, nuestro pais, a traves de 10s 

laboratorios handat, se ha colocado como pionero en el desarrollo e investigacion de 

un novedoso grupo de antibacterianos, las cefaquinolonas3 (patente cefalones), molecula 

patentada intemacionalmente por 10s Laboratorios Aranda. 

El concept0 original para el desarrollo de la cafaquinolona, fue el de crear un 

efecto doble, utilizando cefalosporinas y fluoroquinolonas para la formation o la 

Dr Gustavo Garcia de la Mom Depananlenlo de Posgndo. Facullad de mimica UNAM. 
Quim~ca Lim Laura Nava MUI~OZ. Comol de Calldad Laboratorio Aranda. Quedtaro Qm. 



accrca dc la pSrdida dc actividad gcncrada par las niar~ipulacioncs dc dcha n~olcc~rla en 

sitios estrateyicos (Ito ct 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 lade laspartes que lo componen (Chu y Fernandez, 1989; Santamaria, 1997), 

para que el proyecto sea viable. 

Los esfuerzos de investigation y desarrollo en este campo, se iniciaron en 1990, 

a partir de 10s gmpos terapeuticos disponibles, mas favorables y estudiando las 

diferentes posibilidades de mezclas fisicas y sustitucion de radicales en las diferentes 

posiciones de las moleculas individuales (Mendez, 1996). Despues de multiples 

consideraciones y tentativas de hibridacion, se concluyo que la mejor expectativa, era la 

de realizar la union de un gmpo fluoroquinolinico con un derivado del acido 7- 

aminocefalosporanico (7-ACA), precursor sin actividad antimicrobiana, formando un 

gmpo carboxamido con el 7-amino del nucleo lactamico (Figura 3) 

Estructura quimica 

La cefalosporina C (Figura 4), obtenida a partir de la especie de Cephalosporium 

acremonium, tiene un anillo p-lacthico y un anillo adyacente de dihidrotiazina. El 

tratamiento acido de la cefalosporina C, hidroliza al acido 1-7 aminocefalosporinico (7- 

ACA) (Figura 3). En si el compuesto 7-ACA no tiene actividad biologics y se utiliza 

como materia prima para aumentar radicales en un sitio especifico (Smith y Reynard, 

1993). Este mismo grupo se utilizo en la reaccion de la cefaquinolona. 

La idea inicial se bas6 en la substitution de un anillo cefalosporinico (acido 7- 

amino cefalosporanico) en la posicion 3 de un anillo I ciclopropilo 7-etil-piperazinilo 6- 

fluoro-quinolinico, mediante la formacion de un gmpo carboxamido (Figura 5) el 

acoplamiento de un gmpo p-lactamico en sustitucion del carboxilo de la posicion 3 del 

anillo quinolinico, formindose un radical carboxamido y grupo amino del anillo 6- 
lactimico, siendo pdectamente estable, y da lugar a una molecula de potencia 

considerable De la reaccion basica, se han generado multiples opciones con mayor o 



Fisura I Nlicleo basico de las quinolonas 

Figura 2. Estructura bbica de las fluoroquinolonas. 

Figura 3 Estructura molecular de la CQMEPCA (Sumano rr aL.1998) 



Figura 4 Cefalosporina C 

- I 
COOH 

Figura 5.  Compuesto denominado 7(ACA) (acido 7-amino cefalosporanico) 



tnenor acliv~dad dcpcndierldo dc los precutsorcs utilizados para su sititesis (Johnson el 

al , 1996) En la estructtlra molecular dc las ccfaquinolonas, hay cuatro grupus 

substituycntes; dos cn el nucleo fluoroquinoli~lico y dos en el grupo cefalosporanico, lo 

que da como resultado la posibilidad de sintettzar mas de dos mil compuestos de 10s 

cualcs, 128 se consideran como compuestos de investigation prioritaria en este campo, 

Las moleculas que se seleccionaron, se sometieron a determinaciones 

fisicoquimicas como. a) humedad por Karl Fisher, b) punto de fusion, c) cromatografia 

de capa fina (TLC), d) espectofotometria por infrarrojo (lR), e) resonancia magnetica 

nuclear (RMN), f )  espectofotometria de masas' Asi se comprueba y con certeza la 

existencia de la union de las porciones quinolonicas y cefalosporanicas mediante el 

grupo carboxamido, la presencia del anillo p-lactamico sin degradacion y el peso 

molecular de 650 daltones de 10s compuestos formados de acuerdo con la estructura 

diseiiada 

La primera molkula liberada para ese estudio se codifico como CQMEPCA. Es 

un antimicrobiano que en estado solido es relativamente estable. La cefaquinolona, en 

una solucion de agua destilada tiene un aspect0 brillante de color amadlo con un pH de 

10.47. Al i s a l  que la mayoria de las cefalosporinas (Goodman, 1986, United States 

Drug Information, 1995), la cefaquinolona no represema un comportamiento estable, 

por lo que se indica que, una vez reconstituida se utilice en la siguiente hora para 

garantizar su pureza. Despues de 96 horas a temperatura ambiental, la solucian tiene 

apariencia turbia y de color amarillo ambar, esto se debe a la hidrolisis de la 

carboxamida de la CQMEPCA~ Si se requiere utilizar durante periodos prolongados, se 

recomienda su refrigeracion3. 

' Dr Gostavo Garcia de la Mon Depanamento de Posgndo. Fxultad de Quinaca. U N M .  
' Quimica L h a  Laura Nava Muioz. Control de Calidad Labralono Aranda. Queretaro Qm 



Meranismo de accion 

Pow se sabc del rnodo de la accion de la CQMEPCA, y si existe, o no relacion 

con respecto a 10s componentes por separado. En un  ensayo microbiologico Jones. 1996 

sugirieron que era posible, que dicha molecula tuviera un mecanisrno antibacteriano 

doble, esto es, que actuara tanto en el citoplasma bacteriano, inhibiendo el 

desenrrollamiento bacteriano del AND, corno en la pared celular. A traves de la 

inhibicion de la polirnerizacion de 10s nucleotidos de Park. Aun se investiga para 

determinar con exactitud la panicipacion de estas vias del rnetabolismo bacteriano y 

quiza otras que pudiesen estar involucradas en el mecanismo de accion de esta novedosa 

rnolecula. 

Para conocer el mecanismo de accion de la CQEPCA, se determino la relacion 

entre la localizacion de la CQ y sus precursores en comparacion con el valor 

correspondiente al ADN bacteriano aislado, mediante la tecnica reponada por Maniatis 

y Sambrook (1989) No se detect6 interaction de la CQ a nivel del ADN, per0 este 

estudio no puede destacar su participation a otros niveles del material nuclear, corno la 

ADNgirasa, polimerasas, etc. En otros estudios donde se analizo el papel de plasmidos 

que codifican la resistencia de quinolonas, con respecto a la resistencia de  la 

CQMEPCA, no se detecto efecto del plasmido gyra-A, por lo que se infirio que el 

efecto de este antimicrobiano difiere al de las cefalosporinas de primera generacion, y 

que posiblemente, posee un mecanismo de accion diferente a 10s ahora conocidos, que 

incluyen a ambos efectos a nivel de  pared (a quizi de membrana) y a nivel 

citoplasmatico, posiblemente en parte, mediado por un efecto sobre precursores de 

AD@. Hasta el momento, las evidencias indican que la actividad antibacteriana de la 

CQMEPCA es persistente en bacterias resistentes a este y lo mismo sucede cuando hay 

resistencia para fluoroquinolonas, per0 en contadas cepas de Pseudomonas spp. en las 

que se ha detectado resistencia tanto a cefalosporinas corno a fluoroquinolonas y se 

reduce la actividad de la CQMEPCA'. 

" Propoxionado por el Deparwnlento de Conlral de Calidad de 10s Laboratorios Aranda 
* Hosprtal General dc Zona del IMSS de Querklaro. Qro. estudio con mjr de 200 bacterias hosprlalanas y 
Laboratorio C ~ ~ N W  Especializddo en Quer6tw. Po.  



Potentin y espcctro microbiol6gico de la CQMEPC:\ 

Sc le considera una agcnte bacteric~da dc arnplio cspectro quc tienc actividad rn 

virro contra bacterias Gram nesativas y Gram positivas, presentando una accion muy 

imponante contra bacterias extra-celulares e intra-celulares (Mendez, 1996). Con 

relacion a 10s resultados obtenidos por pruebas comparativas de la molecula contra tres 

fluoroquinolonas y cefalosporinas con base en las concentraciones minimas inhibitorias 

(CMI 'S) contra S~ophyJmocn~sa~~re~~s, se dedujo que CQMEPCA es': 

3 l 7 veces m L  potente que la norfloxacina (2& generacion) 

7.9 veces mas potente que la ciprofloxacina (2"generacion) 

3 1.7 veces mas potente que la cefatoxina (3" generation) 

15.8 veces mas potente que la cefoperazona (3" generacion) 

1.9 veces mas potente que la enrofloxacina (3" generacion) 

El espectro antimicrobiano, se encuentra reflejado con gran precision en la patente 

original, en 10s que se consideran a 10s microorganismos que se han estudiado hasta 

ahora, per0 aun faltan algunos trabajos con Actirio6ocillus spp, algunos enterococos y en 

particular Slaphylococnrs spp. y cepas de Escherichia coli multiresistentes 

Toxicidad aguda 

Se han realizado multiples ensayos para determinar la dosis letal LD 1%, LD 

50%, y el margen terapeutico en ratas y ratones Los resultados reflejan una toxicidad 

baja; de  8.6 g kg.', y 9.56 g kg" respectivamente, par via intravenosa; y por via oral 

heron la LD 50% de 7.8 g kg'  y la LD 1% de 2 g kg-', a una dosis efectiva de 99% de  

3 g kg.' 6. 

Comparativamente con la toxicidad conocida de otros anfimicrobianos utilizados 

mtinariamente (aminoglicosidos, cloranfenicol, rifampicina, etc.) (Sumano y Ocampo, 

1997), la CQMEPCA muestra notables ventajas. No obstante, aun resta llevar a cab0 

otras pruebas de toxicidad. 

Dr E LO~CIVA. DeplMmentO de Fannacologia Facultad de Medicina UNAM 



Sc han realizado divcrsos estudios de cariictcr clinico, para conocer la eficacia de 

este nuevo grupo de medicamentos lnicialmente, al conocer que la CQMEPCA tenia un 

efecto bactericida7 notable, confirmado por 10s abundantes resultados de 10s CMI 

realizados (Mendez, 1996), se confirm0 que a nivel tisular, se lograban concentraciones 

bactericidas en tejidos clave (v.g pulmon), a traves de observaciones en 10s bioensayos 

realizados en raton, desafiados con Pa.~le~~rello mr,l/ocrda trpo A .  patogena, donde los 

animales tratados con la CQEPCA adquiriendo un  100% de proteccion, confirmada por 

la ausencia de monalidad (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). 

Para continuar con el proceso de desarrollo e investigation de la mol&cula 

CQMEPCA, fue necesario realizar estudios 111 vivo, desafiando a la CQMEPCA, dado 

que en caso de encontrar efectos in vrtro que no corresponden a lo obsewado in vivo, no 

es ajeno a la farmacologia. Se medicaron via intravenosa, con cefaquinolona a ratones, 

que posterionnente se inocularon con Pasreirrella multocida, se realizaron muestreos 

sanguineos a diferentes tiempos para detenninar la cinetica de desaparicion plasmatica 

v s  tiempo, mediante el metodo de Bemet et al , 1966. Dicho ensayo mostro que a las 2 

horas de  sangrado, la media del halo de inhibition fue de una concentration plasmatica 

equivalente a menos de 0.01 pg ml-I 

Dado que la CQMEPCA mostro, que en 10s ensayos in vilro tenia una eficacia 

antibacteriana exceptional, y en vinud de 10s ensayos de desafio en ratones, asi como la 

bioseguridad en ratones, se consideraron puntos de apoyo para llevar acabo ensayos que 

definieran la farmacocinetica del compuesto en perros Tambien mediante el 

analisis bacteriologico-cuantitativo diseiiado por Bennet et al., 1966; Ovalle, 1996, 



Suniano el al . 1998, encontrando quc la relacion ciltrc cor~ccntraciot~ y ticmpo dc la 

CQMEPCA sc ajusti, nlcjor a u n  modclo dc dos cornpartimcntos, con un volunien dc 

distribucion aparente del compartimento dc 2 5 1 kg'' y un volurncn de distrlbucion 

aparente en el estado estable notablemente elevado de 4.03 1 kg.' y una vida de 

elirninacion de 2 horas. Se lograron concentraciones plasrniiticas bactericidas por unas 

cuantas horas unicamente, per0 las concentraciones tisulares se predijeron como muy 

elevadas durante un rninimo 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 farmacocinetico en perros con afecciones pulmonares 

bacterianas, medicadas con CQMEPCA, (Sumano et a]., 1998), utilizando el mismo 

metodo de analisis bacteriologico-cuantitativo diseiado por Bennet et al., 1966, 

encontraron que, de acuerdo con el rango de la constante eliminacion rapida se sugiere 

tener un intervalo de dosificacion menor de 12 horas en estos casos clinicos. Asimismo, 

se encontro un volumen de distribucion rnuy grande (7 1 I kg-'). Los ensayos llevados a 

cabo mediante la farmacocinetica, han sido realizados por la tecnica microbiologica de 

Bennet et al., 1966, la cual solo detecta la fraccion farmacologicamente activa y no esta 

diseiiado para contabilizar las fracciones sin actividad biologica, brindando asi una 

vision parcial del destino de 10s antimicrobianos en el organismo. 

Dentro del desarrollo de un medicamento, se requiere la elaboracion de pruebas 

farmacocineticas en organismos sanos, a fin de conocer con exactitud el destino del 

medicamento en el organismo problema (Adams, 1995). De tal suene, es necesario 

llevar a cab0 estudios de bioacumulacion en este sentido en cada una de las especies a 

las que se les habra de aplicar. 

Perspectiva de  trabajo 

Para que una compaiiia farmaceutica, pretenda cornercializar un compoesto en 

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

tecnica analitica, generalmente por Cromatogratia Liquida de Alta Resolution (HPLC). 



Esro sc hace con cl fin de poder hacer nn scsuin1~ento de la inc~dencta dc res~duos y 

verificar otras pruebas cinet~cas (Sundolf et a1 ,1986, Craigrnill ct a1 -1993. Crawford y 

Franco, 1994) 

Cromatografia 

La cromatografia comprende un grupo de rnetodos de separacion variado que 

permite separar, identificar y determinar compuestos afines en mezcla que no podrian 

separarse de otra manera Es una tbnica de separacion basada en la diferente velocidad 

con la que se mueven 10s componentes de una rnezcla a traves de una fase estacionaria, 

mediante el flujo de una fase movil. El exito depende de la combination correcta de  las 

condiciones de operation, es deck el tipo de columna, su contenido, la fase movil, la 

longitud, la presion, condiciones electroquimicas de la columna, y la velocidad de flujo 

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

La migration diferencial en el HPLC es el resultado del equilibrio de 

distribution de 10s componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase movil 

Dichos componentes se separan en la columna, y a1 salir de esta, se conducen por la fase 

m6vil 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 la columna en forma de picos simaricos con un tiempo de 

retencion caracteristico, por lo que este tiempo se emplea para identificar el compuesto 

previamente comparandolos con 10s estandares que se esten utilizando. El tiempo de 

retencion se mide desde el momento de la inyeccibn de la muestra hasta el momento en 

que aparece el maximo pic0 en el cromatograma (DiCesare et a1 . 19%). 



rase in iitrfr: 

SO prepararon 100 rnl de agar caldo infusion ccrebro corazon (CICC) segun 

cspccificac~oncs del producto 10s cuales se esterilizaron en un autoclave (con una 

temperatura de 12I0C, con una presion de 15 libras durante 15 rninutos) Se dejo enfriar 

a rnedio ambiente hasta que bajo a una ternperatura de 40°C, se prepararon 3 cajas petri 

en las cuales se vaciaron aproximadarnente 30 ml del rnedio, dcntro de un cuano de 

vaciado para evitar contaminacion de las cajas. Posteriorrnente se sembro la bacteria en 

estudio queen este caso fue Vibrio algrrro!ytrcris (Analytical Profile, 1986) por rnedio de 

la tecnica de estrias, se incubaron por 24 horas a 30°C en una estufa, para utilizarlas 

posteriormente (cultivo de 24 horas de incubacion). 

Se utilizo un refractario cuadrado tipo Pyrex el cual se lavo con agua y jabon, se 

seco con alcohol y se sell6 con dos capas de plLtico de silicon (ega-pack), se envolvio 

con papel, y se esterilizo en autoclave a 12I0Ci151bslI5minutos. 

Se prepararon 210 ml de agar caldo infusion cerebro c o r h n  (CICC) segiin 

especificaciones del producto, y se llevo a1 punto de ebullition hasta que el medio 

quedo totalmente transparente (sin grumos). Posterionnente se vaciaron 200 ml del agar 

(hiwiendo) de CICC en una probeta calibrada y despub se vacio en un frasco de vidrio 

con ta@n de aluminio, el agar restante se introdujo en 3 tubos de ensayo con una 

capacidad de 10 ml, 10s cuales fueron llenados de 3 a 5 ml de CICC. Se introdujeron 10s 

rnedios de (CICC) para su esterilizacion en un autoclave a 121"C/15 libradl5 minutos. 

Del cultivo obtenido con anterioridad se torno una asada de la bacteria Vihrio 

algiitolytrc~is y se introdujo en uno de 10s tubos preparados con CICC y se estandarizo la 

concentracion de bacterias con un espectrofotornetro de Baush & Lomb hasta alcanzar 

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

Una vez esterilizados 10s refractarios se quit6 el papel, junto a 10s mecheros de 

Bunsen. (Esta operacion se llevo acabo en un cuarto cerrado para evitar las corrientes de 



airc y contaminaci6n), a1 rctactario se le yuito cl plistico y sc vinl6 el agar ClCC (200 

ml), despues con el mechero se procedio a quitar las posiblrs burbujas de  aire prasentes 

cn la superficie del agar veriido, se tapd nuevamente con el plastic0 y se espero a qite 

solidificara el agar en una superficie plana, durante una hora aproximadamente a una 

temperatura ambiente. una vez que solidifico el medio. se le agrego 200 ml de la 

solucion bacteriana leida en el espectrofoMmetro, poster~onnente con un isopo se 

procedio a dispersar homogeneamente todas la solucion 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 diametro9, utilizandose un diagrama d e  

perforaciones debajo del refractario (Beishir, 1977) 

Para la preparation del antibiotico se hicieron las siguientes diluciones d e  10s 

antibioticos a estudiar 6.85 m g  kg" d e  CQMEPCA, enrofloxacina y tianfenicol 10s 

cuales se disolvieron en 100 rnl de  asua destilada, de  esa solucibn se tom6 1 rnl y se 

llevo a 10  ml de  agua destilada (para tener la disolucion mencionada anteriormente del 

antibiotico). 

?.a Famwcqm de los Estados Unidos Meucanor remnoce dor metcdos genenles para la evaluacih de 
la aaividad antiMderiana de 10s compuestos- el mhtcdo de difusi6n en a m  y el tubidim&uico (cfr 
Farmacopsl de 10s Estados Unidos Mexicanos. Sexia edicion. 1994 P 49). Estos dos metcdos generales 
son reconocidos tambien en recientes ediciones de las Farmawpeas de 10s Emdm Unidos (dr  U.S. 
Pharmacopwia USP 23 National Formulary NF 18. United Phamacapia Convention Inc. 1991 P 
1690) e lnglatem (&British Pharmacopoeia 1993. p. A167) 
El metodo de &fusion en a m  es la tecnica que se utiliza camunnlente (cfr Pelzcar, M. J. 11. 
Microbiology. FiRh edition. McCraw-Hill, Nerv York 1986, p.536; Tonora, G.I., Funke, &rdeU. R. Y 
Case, Christine, L lntrcduccion a la Microbiobi~. Tercera edicion Traduccion de Rafael R. Angtada. 
Auibia, Zaragoza, 1993. p 494) y se findamenta en la difusion &I compuesto a evaluar desde un punto 
de aplicacibn a mves de una superficie de agar inoculado wn el miaoorgarusmo de pmeba A panu del 
d i m  se origina un gradiente de conwmcion del compuesto en el medio. Si el canlpuesto tiene 
propiedades antibacterianas m n m  ese microorganislno onginad zonas de inhibrci6n del crecimiento del 
mimoorganismo. 
E l m o  de la zona de inhibicibn & relacionada can la concenuaci6n del mmpuesto (cfr. Famwcopea 
de 10s Estados Unidos Mexicanos. Ob cit. p 79 ). lawetz. Ernest y Melnick Joseph L. Manual de 
MicrobioIoeiaM~ca. h?anualModemo MJxlm. D.F.. 1981. n.116) - . . 
Denvo dc lor mitodos de difusi6n en =gar dcrwcan k r  \anmt~.s ds1mgw2ndoa p r  la f o r m  cn quc se 
lwce la aplzcaclbn dcl conlpucno cn cl mcdo dc cLlli\o El  quc w enlplea con nljs irecucnc~a ultlrw 
dlsm dc p3pll Iillro Olm nlClodo emplead3 cs el dc clllndros dc 3ccro can nrdidu csm&n/;ldar ! 
una tercera varjante impbca hacer paforaciones en el nledio de altivo (pros) en donde se mloca el 
compuesto a evaluar (cfr Manna1 dc M d o s  dc Cultivo Mcrck. 1991. p 47). 



Posteriormentc en un tubo de ensayo se vert~o la soluc~on obtenida en nueve 

tubos con tapon de rosca se tenia I ml de solucion salina esttr~l, y del tubo rnadrc sc 

tomo un mililitro de solucion bacteriana y se paso a 10s tubos con solucion salina es 

deck del primero al segundo del segundo al tercero y del tercero a1 cuarto hasta llegar al 

noveno tubo (El mismo procedimiento se ]lev6 acabo con cada uno de 10s 

medicamentosl 

Con una micropipeta esterilizada se tomaron 100 HI de cada solucion, de 10s 

tubos del 6 al I0 10s cuales tenian las concentraciones siguientes 2.14 mg ml", 

1 07 mg mfl,  0 535 mg ml-I, 0 2675 rng ml-' y 0 1337 mg ml-' respectivamente (todas 

las concentraciones fueron las mismas para cada farmaco) se utilizo una puntilla 

diferente en cada ocasion y se vertio a 10s pozos hechos con anterioridad en el 

refractario, posteriormente se identiticaron 10s pozos en el refractario y en una hoja de 

papel se hizo un diagrama de la colocacion de 10s antibioticos en cada pozo, se dejo a 

temperatura ambiente durante 24 horas y cada operacion se 11evo acabo tres veces con 

cada f h a c o ,  despues realizaron las lecturas de los diametros de 10s halos de inhibicion 

de crecimiento bacteriano obtenidos con un vernier El manejo estadistico de 10s 

resultados se realizo mediante un analisis de varianza de doble entrada, una pmeba de 

tuckey y 10s resultados obtenidos se procesaran mediante el programa de stat graphy 

(Liman, 1993) 



MATERIAL Y MKI'ODO 

Farm;lcucinetics (residues) 

Obtencion de organismus 

Los organismos que se utilizaron en este experiment0 heron donados por el 

"Centro Acuicola Zacatepec y El Rodeo"ub~cado en el estado de Morelos. 

Se utilizaron 70 peces, tilapia 0reochrorni.s sp. con un peso promedio de IOOg 

f 5  g, clinicamente sanos. La fase experimental se llevo acabo en la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia en el Area de Acuicultura perteneciente al 

Departamento de Especies no Tradicionales 

Durante el estudio 10s peces fueron mantenidos en tinas de 540 litros con una 

previa decloracion del agua, aireacion constante y temperatura ambiental del agua que 

oscilo entre 19 y 23' C, posteriormente heron introducidos en acuarios de cristal de 60 

litros con las mismas condiciones mencionadas anteriomente y la densidad de 10s 

organismos en cada acuario de cristal fue de tres individuos, estos organismos se  

mantuvieron en 10s acuarios una semana para aclimatacion previa, posterior al 

tratamiento (Bowser et al., 1992). 

Se formaron aleatoriamente 2 gmpos de 35 organismos, a su vez estos 35 

organismos fueron divididos en 7 subgmpos con 5 peces cada subgmpo, a 10s cuales se 

lesadministro una dosis linica de CQMEPCA en la region caudal via 

intramuscular de 5 mg kg-' y 10 mg kg.' para cada gupo  a1 mismo tiempo. La 

inyecci6n h e  de un volumen aproximado de 0.5 mYpez con jeringas de insu~ina'~. 

La cefaquinolona que se utilizo fue una solucion in sinr de CQMEPCA (59 y 

102) y un diluyente de NaOH al 5% y agua destilada c.b.p. lOOml con un pH de 12 y 

una pureza del 98 66%. La cefaquinolona h e  proporcionada por Laboratorios Aranda 

Lore No. 1308 

"jeringa B-UPLASTIPAK* 1 ml, con agup 29X131nm b l m  Djck~nsan & Co 1 Benon Unve de MMaxco 



El mcdicarncnto se lcconslituyo c11 10s nlorncntos prcvlos a su aplicaci01i. 

asegurandosc que la solucion aplicada fucra nueva para cada animal y cornpletamcnte 

traslucida 

El primer grupo de organismos (35) al ser divididos en 7 grupos con cinco peces 

y tratados con el firmaco CQMEPCA a la concentracion baja de 5 mg kg" heron 

sacrificados macerando el cerebro. Cada 5 peces heron sacrificados en 10s tiempos 

mencionados a continuacion. 1, 2, 4, 12, 24, 48 y 72 h. A estos organismos se les 

extrajo el higado bazo y rifion. Los organos obtenidos heron yardados en bolsas de 

plastico transparente (10x1 5 Scrn), todos 10s organos iguales se colocaron en una sola 

bolsa, etiquetados previamente y llevado a congelacion a - 4'C hasta su detenninacion 

analitica El segundo gmpo de organismos tambien h e  tratado con el fkFmaco 

CQMEPCA a la concentracion 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: StotT?egen et al , 1997). 

La fase analitica se realizo en 10s Laboratorios Aranda, ubicados en San Martin 

de Porres # 105, Fraccionarniento Industrial Carrillo Puerto, Queretaro, Queretaro 

describiendose a continuacion. 

Equipo de cromatografia 

Se utilizo un equipo de cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (IIPLC) 

1050 Hewlet Packard, un detector con luz ultravioleta con lampara de deuterio con 512 

diodos de longitud de onda variable marca Hewlet Packard, bomba cuaternaria e 

inyector automatic0 Un integrador HP3396 serie 11, una columna de fase inversa. 

Columna uBondapak CIS 125 A" 10pm de 3.9 X 150mm HPLC waters". 

Condicio~les del HPLC: 

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

" El conlenzdo de la colurmw es de Dimnethyloctadec?ls~lyl bonded amorphous silica. agua 



Tiernpo I2m1nutos, 
lnyecior Volumen de inyeccibn de 20~11 
~ i k m ~ o  12 minutos 
Detector: Longitud de onda: 280nm. (280 nm BW 32 REF 450nm BW 32), 
Tiemno. 12 minutos. 
1nte;ador. ZERO = 0 

ATT = 6 
CHT SP = 0.5 
AR REJ = 10 000 
THRSH = 4 
PK = 0.04 
TIME 0 1NT 8 

La espectrofotometria se realizo en un espectofotometro marca Varian, modelo 

Caryle, (scan) U.V. Visible 

Condiciones del espectrofotornetro. 

Lampara ultravioleta (250nm a 350nm), Threshold: 0.0200. 

Pracedimiento. 

Estandar: 

Se pesaron aproximadamente 50 mg de CQMEPCA, disolviendose en 2.0 ml de  

(NH& HP04 el cual tiene una concentracion igual a 0 04 m, poaeriormente se ajusto el 

ph a 10 con hidroxido de amonio, y se agito hasta conseguir la dilucion completa. Se  

aforo a 50 ml en un matraz volum&rico con una mezcla de agua acetonitrilo 1: 1 grado 

HPLC y se agito. Se tomo una alicuota de 1 ml y se adiciono a un segundo matraz 

volumetrico de 25 ml y se aforo con una mezcla de metanol: (Mb)2HPO, teniendo una 

concentracion de 0.04 m, y se ajusto el pH a 3.5 con Acid0 acetic0 glaciar, 1:l gad0  

HF'LC. 

Para el HPLC: 

Se tomaron 2 ml con una jeringa12 y se filtraron con el acrodisc de nylon 0.45 

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

" PLASTIPAK 10 ml. con ay ja  2 IX32rnr1~ W o n  Dick"1son de Miuco 



anterirnc~lte dcscritas. cstas espccificacioncs se cslablecicron prevtanlcntc cn cl 

estandar Vcase cromatograma, se determini, la media del Area y tic~npo dc retention de 

CQMEPCA con base al estandar 

Para el espectrofotometro: 

Se tom6 una alicuota de I ml del segundo matraz (ver estandar) y se adiciono a 

un tercer matraz vo~umetrico'~ de 10 ml, este se aforo con una mezcla de metanol: 

(NH~)zHPO~ teniendo una concentracion de 0.04 mol I-', y se ajusto el pH a 3.5 con 

acido acetico glaciar, 1: I grado HPLC; de esta solucion se tomaron 2 ml que se 

colocaron en una celda de 1.0 cm, posterionnente se ley6 la muestra en el 

espectrofotometro bajo las condiciones anteriormente descritas, y se establecieron las 

condiciones del estandar; determinandose la region ultravioleta y la absorbancia de la 

solucion analizada. La muestra de CQMEPCA se disolvia en buffer de fosfato de 

amonio con un pH de 10 y se trato con agualacetonitrilo y buffer de fosfato de amoniot4 

con un pH de 3.5 y 0.04 mol I"iMetanol hasta que llego a una concentracion de 0.04 

mglml. 

Muestra de 6rganos 

Se deswngelaron 10s organos y se hizo un pool con 10s cinco organos obtenidos 

de 10s organismos (higado, bazo, riEon) y estos fueron macerados con la fase movil de 

la CQMEPCA que en este caso fue con acido tricloracetico al 10% (ATCA), la 

relacion fue 1 g de organo por un ml de la fase movil, y se maceraron perfectamente en 

un monero. 

Para la absorbancia: 

Se tom6 un volumen de 2 ml de la solucion anterior y se vacio a una celda de 

1.0 cm3,y las condiciones del espectrofotometro fueron como anteriormente se 

"El llwlerial de crisraleria que se ulilir6 es marca wrex" Mbim. 
'' Tcdos 10s rcaclivm que se utiliwml son de Labom1o"os J.T. Baker. Mallinckcdt Baker, S A de C V. 
Phillipsburg USA 6 )Wmtoc. Medm 



mencionaron. con bast cn eslo sc dcterrn~no la region ultravioleta de la absorbancia de 

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

Preparacih  previa: 

Se utilizo el suero obtenido de la maceracion del pool de 10s organos y se aforo a 

un ml con m ) 2 H P O 4  0.04mol I", con un pH de 3.51CH3OH I .  1 posteriotmente se 

adiciono 0.5 ml de CCI,COOH al 10 %, la soluci6n se agito vigorosamente durante 30 

sebandos dejandose reposar durante un minuto, despues se centrifugo la muestra a 7000 

rpm durante I0 minutos. 

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

inferior (pastilla) son proteinas plasmaticas 

Filtrado libre de  proteinas 

Se separo todo el sobrenadante con la ayuda de una pipeta pasteur afororindose 

con una mezcla de @TH&HPO4 con un ph de 3.5,O 04mol I-', 1: 1 grado HPLC. Para el 

HPLC se tomo de esta solucion I ml con una jeringa y se filtro con un filtro de acrodis 

nylon de 0.45 pm, se verti6 en un vial de 2 ml, se inyecto 3 veces cada muestra; y se 

determino la media del Brea de retencion de C Q E P C A  con base en el tiempo de  

retencion del estindndar. Las condiciones de HPLC heron las rnismas que anteriormente 

se mencionaron. 

Proteinas plasrniticas: 

A  la fraccion que se precipito, se le adiciono 0.5 ml de trietilamina al 6% en 

metanol, se agito y se removio constantemente con la ayuda de una espatula, para que la 

trietilamina penetrara en los espacios intermoleculares de las proteinas, despues se 

centrihgo a 7000 rpm durante 10 minutos Pomeriormente se separo la fraccion superior 

(sobrenadante) y se desecho con la ayuda de una pipeta pasteur; el precipitado 

corresponde a Ias proteinas. Se introdujo en el matraz donde se encuentran las proteinas 



0 5 rnl de trlelilamina a1 6% en metanol y se relnov~o constantementc con la ayuda de 

una espatula para que la trietilarnina penetre en 10s espaclos ~ntermoleculares de las 

proteinas y se centrifuge a 7000 rpm durante 10 rnlnutos. Despu4 se separ6 la fraccion 

superior (sobrenadante) y se vacio a un matraz volurnetrico de 10 rnl, con la ayuda de 

una pipeta pasteur. Se aforo a 10 rnl con una mezcla de (NH&HPO4 con un pH de 3 5, 

0.04M, CH,OH I I yrado HPLC. 

Para HPLC se torno I ml de la solucion anterior con una jeringal' de 5 ml y se 

filtro con un filtro acrodis de nylon de 0 45 pm y esta mezcla se vertio a un vial de 2 ml; 

se inyectaron tres veces cada muestra, despues se determino la media del area de 

retencibn de CQMEPCA con base en el tiempo de retencibn del estindar. Las 

condiciones del HPLC fueron las mismas que se mencionaron. 



RESULTADOS 

Fase in vitro 

La comparacion que se hizo de 10s antibtoticos enrofloxactna y cefaquinolona 

para inhibir el crecimiento de la bacteria Vibrio a/g,ttolylicrrs nos da una idea 

aproximada sobre la potencia antimicrobiana de estos No obstante, esta comparacion 

no puede ser muy exacta ya que la respuesta del microorganismo a 10s diferentes 

compuestos en el metodo de difusion de pozos en agar depende tambien de las 

propiedades de difusion de las diferentes sustancias, ya que la enrofloxacina es una 

molkula mucho mas pequeiia que la cefaquinolona debido a que la conformation de 

este antibiotic0 esta dada par una molecula de enrofloxacina y una de cefalosporina. 

La medicion antibacteriana mediante el metodo de pozos en agar, tales como 10s 

utilizados en este estudio, proporcionan una primera information sobre la posible 

actividad antibacteriana de nuevos compuestos como es el caso de la cefaquinolona. Los 

resultados obtenidos sirven como un criterio valido para postenores estudios iir virro 

seguidos de estudios in vivo para finalmente decidir si se trata de compuestos con uso 

terapeutico en especies acuaticas como es el caso de 10s peces (Medina, 1998) 

En la tabla 1, se muestran solo dos de 10s ires antibioticos que originalmente se 

labia I RespesW & b efiacla & ~ . O I I O & ~ C I I W  ) Cefaqulnolona 
tCQMtF€.&) ~ 0 1 1 ~ 3  I '  ~ / , C , " U / ~ I ~ N S  en clnm dlfrrenles dmluctones 



cstudiarian en cstc cxpurirncnto, dcbido a que la bacteria result0 ser reslstentc al 

~ianfenicol por lo tanto no present0 halos de inhibicibn con ninguna dc las 5 diluciones a 

estudiar. Enrofloxacina present0 mayor promedio en 10s halos de inhibicion que 

cefaquinolona por ejemplo con la dilucion t n b  alta que h e  la de 2 14 mg ml" 

enrofloxacina tuvo un promedio de halos de inhibicion de 3.5 pg ml-I, mientras que la 

cefaquinolona con la misrna concentracion obtuvo un promedio de halos de inhibicion 

de 2.6 pg ml"; si se comparan las concentraciones r n b  bajas de 10s antibioticos se 

observa que la enrofloxacina con una dilucion de 0.13 mg ml-' obtiene un halo de 

inhibicion de 2 4 vg ml-I y la cefaquinolona con la misrna concentracion obtiene un 

promedio de halos inhibicion de 0.0. pg ml" A una concentracion de 0.13 mg mr' la 

cefaquinolona ya llego a su concentracion minima inhibitoria mientras que 

enrofloxacina sigue teniendo efectividad a esta concentracion contra Vibrro 

a2Ri,luliryctrs (Tabla 2). 

Tabla. 2. Resultados de la inhibicion de Emofloxacina y Cefaquinolona 
(CQMXPCA) contra Vibrio alginoytin,~ en cinco diferentes diluciones. 

En la figura 6, se observa daramente que a medida que la concentracion del 

medicamento es menor la pendiente de la emofloxacina va bajando poco a poco, 

mientras que la pendiente de la CQMEPCA desciende mucho mas rapidamente. 

CMI (pg ml.') 

2.4 

0.0 

Susceptible 

Antibacterianos 

Enronoxacina 

Cefaquinolona 

Tianfenicol 

Se piensa que esto ocurre debido a que la molkula de CQMEPCA esta formada 

por una fluoroquinolona y una cefaquinolona por lo tanto tiende a ser mas grande que la 

molecula de enrofloxacina, por lo tanto la CQMEPCA contrarresta con menor eticacia 

el crecimiento del Vibrio olg~t~olyllicus 

Diluciones (mg ml-I) 

0.13 

0.13 

Susceptible 



Figura 6. Interacciones existentes entre 10s medicamentos (enrofloxacina y 
cefaquinolona) en relacion a la presencia de Vibrio ~lginolyficus 



En la fiyura 7 sc compararon lor pronlcdios de 10s halos de inhibicion que sc 

obtuvieron con 10s dos farmacos a esrudiar la enrotlosacina y la ccfaquinolona con la 

misma concentrac~jn de estos para cada uno, mostrando la diferencia que existe con 10s 

promedios de 10s halos obtenidos. 

Se tiene del lado derecho las medias de 10s halos de inhibicion de la 

enrofloxacina y del lado izquierdo 10s halos de inhibicion de la CQMEPCA, 

obse~andose  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 demis incluyendo las concentraciones de 

enrofloxacina, esto se wrroboro primer0 con la prueba de Tukey con (p< 0.05). En 10s 

d e m b  tratamiento no hubo diferencias (Tabla 3). 

En la figura 8 se ve a simple vista la diferencia que existe primordialmente entre 

10s dos farmaws 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 tamaiio del 

halo de  inhibicion; y estadisticamente tambien presenta diferencias significativas 

(Tabla 3). 



.mmedio de halos de inh- mlre batambntos y dlludones de anlibbllcoa 
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Figura 7. Promedios de 10s halos de inhihicion de enrofloxacina y 
cefaquinolona en presencia de Vibrio alginolytim 





Prwnedio de halos de i n h i W  can dos antibi6tltlms. 

Figura 8. Diferencia de promedios de halos de inhibition entre 
tratamientos, a distintas diluciones en presencia de Vibrio alginoIy1icus 



RESU1,TADOS 

Fnrmncocinelicn (residuos) 

O b t c ~ i c i o ~ ~  del peso dc 10s orgasos 

Los 70 peces tilapla Oreochromi.~ sp despues de haber sido sacrificados a 

diferentes tie~npos postenores a la adminlstracion de CQEMPCA, se obtuvieron y se 

pesaron 10s organos que interesaron para esta investigation y que en este caso fueron 

higado, bazo y rifion (Tabla 4). todos 10s pesos obtenidos de 10s organos higado, bazo y 

riiion en estudio no fueron homogeneos entre si, tampoco dentro de la misrna 

dosificacibn (5 mx kg"); lo rnismo sucedio con la segunda dosifi cacion ( I0  mg kg-') en 

estudio (Tablas 4 y 5). 

Dosis en 5mg kg-' 
Tiempo de sacrificio Peso de organos de peces en g 

Tabla 4. Peso de 10s organos del primer grupo de 35 peces tilapia 
Oreochromis sp. despues de la inyeccion de CQMEPCA. 

Tabla 5. Peso de 10s organos del segundo grupo de 35 peces tilapia 
Oreochromis sp. despuQ de la inyeccion de CQMEPCA. 



An6lisis dcl Estnndar dc In CQEkIYCA 

En el analisis por absorbancia dc 10s precursores se encontr6 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 interes que en este caso h e  CQEMPCA se encontro en el cone espectral 

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

El analisis del cromatogama se realizo cornparado con el pico que se retuvo de 

CQMEPCA a 10s 2 77 minutos aproximadamente y con el pico que presenta tiempo de 

retencion de 4 822 minutos (ver anexo, f i~ura  10). Este resultado se comparo con 10s 

precursores de la mol&ula: enrofloxacina (ver anexo, tigura 11) y 7-ACA (acido 7- 

amino cefalosporanico) (ver anexo, figura 12), con un tiempo de retencion de 3.45 

minutos y 1 50 minutos respectivamente. 

El tiempo utilizado para la lectura completa de la muestra de CQEMPCA y sus 

precursores fue de 10 minutos El primer pico que se presenta en el cromatogiama de 

10s estindares de CQEMPCA tuvo un tiempo de retencion de 2.77 minutos 10s cuales 

corresponden a impurezas de la reaccion (ver anexo, figura lo), principalmente de 

enrofloxacina. El pic0 de interes, que corresponde a la CQEMPCA, se present6 a 10s 

4 822 minutos Asi, la sustancia no reaccionante que corresponde a la enrofloxacina 

equivale a1 2.00%. De esta manera, la pureza del compuesto de interes CQEMPCA, es 

aproximadamente del98%. 

DeterminacUn de  la CQMEPCA por absorbancia (U.V. I visible) en el pool de  

6rganos de peces en estudio higado, bazo y riii6n 

La determinacion de la CQMEPCA en organos de peces por absorbanciaRI.V. 

no fie visible ya que en el tiltrado libre de proteinas solamente se analizaron tres 

muestras de 10s brganos en estudio; una de higado, una de bazo y una de riA6n en las 

cuales no se detect6 CQMEPCA, tampoco se detectaron 10s dos precursores 

componentes (enrofloxacina y 7-ACA); en ninguna de las dosis en estudio 5 mg kg' y 



10 nis ks I (vcr anexo. ligura 13) En todas las muestr:ls de 6rgnnos de pcces se 

detcrniinaron proteinas plasmaticas y fueron sometidas a la dcterminaclon de 

absorbancia en las cuales no se detect0 CQMEPCA, tampoco se deiectaron los dos 

precursores coniponentes (enrofloxacina y 7-ACA), en ninguna de las dosis en estudio 

5 rng kg-' (Tabla 6) 10 mg kg.' (Tabla 7). 

HIGADO I BAZO I RIRON 
1 D = 5 mg kg.' 1 D = 5 mg kg-' 1 D = 5 m g  kg-' / HORAS 1 UV 1 HPLC I UV 1 HPLC I UV I HPLC 

Tabla 6 .  Muestra la absorbancia (U.V. visible) y HF'LC detectada en organos de peces 
higado, bazo y rifion al ser expuestos a la CQMEPCA a una dosis de 5 mg kg-', a 
diferentes tiempos. 

Tabla 7. Muestra la absorbancia (U.V. visible) y HF'LC detectada en organos de peces 
higado, bazo y rifion al ser expuestos a la CQMEPCA a una dosis de 10 mg kg-', a 
diferentes tiempos 

En la figura 14 se muestran varios espectros de absorbancia del higado del pez el 

cual fue expuesto a una dosis de 5 mg kg' de CQMEPCA a varios tiempos y ninguno 

de 10s picos resultantes concuerda con el pico de absorbancia del estandar de 

CQMEPCA (ver anexo, figura 9). Lo mismo ocumo con todas las dernas muestras del 



pcz quc fueron bazo (vcr anuso, fiyura IS) y r~iion (ver anexo. fiyura 16) las cualcs 

fueron cxpuestas igual quc el hiyado a esta concentracion, la absorbanc~a que se 

muestra en la figura 17 del higado dcl per al igual que la muestra anterior fue expuesta a 

una concentracion de CQMEPCA per0 esta the de 10 mg kg-' y 10s picos que presenta 

en 10s diferentes tiempos no concuerdan con el estandar de la CQMEPCA (ver anexo, 

tigura 9) ,  lo mismo ocurrio con 10s otros dos organos en estudio bazo (ver anexo, figura 

18) y rifion (ver anexo, f iy ra  19). 

Determinacibn de la CQMEPCA por HPLC en proteinas plasmriticas de las 

muestras de organos de peces 

En la determination de CQMEPCA en proteinas plasmaticas por HPLC se 

observo que en la mezcla obtenida de higado de 10s peces expuestos a una 

concentraci6n de 5 mg k g L  de CQMEPCA, el tiempo de retencibn de la cefaquinolona 

esta entre 1, 2, 4 y 12 horas y para las siguientes horas en las cuales el organo estuvo 

expuesto al medicamento no se encontraron residuos (ver anexo, figura 20), en esta 

grafica solamente se muestra la primera lectura del HPLC que he  a la primera hora, las 

otras lecturas no se muestran debido a que son similares; en este cromatograma se 

muestran primeramente dos picos que pueden ser impurezas del medicamento u otros 

metabolitos, el tercer pic0 conesponden al precursor del 7-ACA y la siguiente lectura 

corresponde a la CQMEPCA ya que esta concuerda con el tiempo de retencibn del 

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

Tabla 8 Determinacion de la presencia de CQMEPCA y residuos de 10s dos precursores 
en higado de peces a una dosificacibn de 5 mg kg-', en U.V. visible y W L C  



espcctral como dcl HPLC en higado a una concentracion de 5 mg kg'  en las cuales 

ACA resulto pos~tivo (presente en la muestra) para U.V y para HPLC, mientras que 

enrotloxac~na ~rcsulto negative (ausente en las rnuestras) para arnbos y para CQMEPCA 

(cefaquinolona) resulto negativo en el cone espectral y positivo en el HPLC en las 

primeras cuatro lecturas. 

Al realizar la deteminacion de CQMEPCA en profeinas plasmaticas para la 

mezcla obtenida del bazo a una concentracion de 5 mg kg" del medicamento, no se 

obtuvo ninguna pico en el HPLC sobre 10s residuos de la cefalosporina en estudio a 

ninguna hora de las lecturas (ver anexo, figura ?I), tampoco se observan residuos de 10s 

precursores, 10s picos que se observan en 10s cromatogramas pueden ser impurezas u 

otros metabolites presentes en la muestra en estudio. En la tabla 9 se muestra las 

lecturas del cone espectral como del HPLC en bazo a una concentracion de 5 mg kg.', 

en las cuales ACA resulto positivo (presente en la muestra) para U V y para 

Tabla 9. Determinacibn de la presencia de CQMXPCA y residuos de 10s dos precursores 
en bazo de peces auna dosificacion de 5 mg kg-', en U.V. visible y HPLC. 

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

CQMEPCA (cefaquinolona) tambien resultaron negativos para ambos. 

En las lecturas que se realizaron en el HPLC de la mezcla que se obtuvo del 

ri1i6n de  10s peces expuestos a la misma concentracion del medicamento ocul~io 

exactamente lo mismo que en el bazo (ver anexo, Iigura 22) En la tabla 10 se muestra 

las lecturas del corte espectral como del HPLC en rihon a una concentracion de 5 mg 

kg-', en las cuales ACA resulto positivo (presente) para U.V. y para HPLC negativo 



(ausente), mtentras que enroflosac~na y CQMEPCA (cefaquinolonal tarnbiin rcs~~lraron 

negarivos para ambos. 

...I. "1. - 2  n.15 r.. 

I ACA 1 ENROFLOXACINA 1 CQMEPCA 
HORAS / UV I HPLC / UV I HPLC 1 UV 1 HPLC 

-1 I I I 

Tabla 10. Determinacion de la presencia de CQMEPCA y residuos de 10s dos 
precursores en riii6n de peces a una dosificaci6n de 5 mg kg1, en U.V, visible y HPLC. 

La determinacion mediante HPLC que se realizo en la mezcla que se obtuvo a1 

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

concentracion de 10 mg kg-'; no se obsewo nin@n pic0 correspondiente a 10s 

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

horas del sacrificio de 10s organisrnos 1, 2, 4, 12, 24, 48, 72 horas, y solamente se 

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

lecturas del cone espectral coma del HPLC en higado a una concentracion de 

IOmgkg", en las cuales ACA result0 positivo (presente) para U.V. y para 

HIGADO = 10 rnc 

/ ACA / ENROFLOXACMA / CQMEPCA 
HORAS 1 W I HPLC / UV I HPLC / W 1 HPLC 

1 I + I + I I 1 1 

Tabla 11. Determinacion de la presencia de CQMEPCA y residuos de 10s dos 
precursores en higado de peces a una dosificacion de 10 mg kg.', en U.V visible y 
HPLC. 



IIPLC. n,icntras rluc c~~rollosacina y CQMEPCA (ccf;~c]uinolonn) rcsultarori nc~ativos 

(nusentc) para ambos 

Al leer en el HPLC las muestras del bazo de peces quc estuvieron expuestas a 

10 mg kg-' de CQMEPCA se encontro que el tiempo de retencion es a 1, 2 y 4 horas y 

para las siguientes horas en las cuales el organ0 estuvo expuesto a1 medicamento no se 

encontraron residuos (ver anexo, figura 24). en esta grafica solarnente se muestra la 

primera lectura del HPLC que b e  a la primera hora, las otras lecturas no se 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 

presentcs en el medicamento en estudio, y la siguiente lectura corresponde a la 

CQMEPCA ya que esta concuerda con el tiempo de retencion del estandar de este 

medicamento. En la tabla 12 se muestra las lecturas del corte espectral como del HPLC 

en bazo a una concentracion de 10 mg kg", en las cuales ACA resulto positivo 

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

Tabla 12. Determination de la presencia de CQMEPCA y residuos de 10s dos 
precursores en bazo de peces a una dosificaci6n de 10 mg kg-', en U.V. visible y HPLC. 

resulto negativo en ambos y para CQMEPCA (cefaquinolona) resulto negativo en el 

mite espectral y positivo en el HFLC en las primeras tres lecturas. 

En la figura 25 se muestra una de las primeras lecturas de muestras del riiion de 

10s 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 10s precursores del medicamento, 



solanicntc prescnta dos p~cos que pueden ser lrnpureras n otro rnclaboltios del 

med~camento En la tabla l j  se muestra las lecturas del cone fspectral como del I-iPLC 

en rifion a una concrntracion de 10 rns kg', en las cuales ACA result0 posifivo 

(presente) para U V y para HPLC neyativo (ausente), rnientras que enrofloxacina y 

CQMEPCA (cefaquinolona) tambien resultaron negatives para arnbas lecturas 

Tabla 13. Determination de la presencia de CQMEPCA y residuos de 10s dos 
precursores en riR6n de peces a una dosificaci6n de 10 rng k g ' ,  en U V visible y 
HPLC. 



El principal problema al que sc enfrcritan 10s productores es sin duda la 

presencia de bactertas Gram negativo como es el caso de la farnilla Vrbr~or~~rcene en sus 

cult~vos, estos microorganismos son saprofitos y ademas son pane normal de la flora de 

10s ~ntestinos de peces rnarinos y de aguas dulces 

La predisposition de 10s organismos que se encuentran en cautiverio a una 

densidad de carga mayor a la que soportan dichos estanques, tienen pobrc calidad de 

asua, desnutricion, ma1 manejo y ademas condiciones de estres; estos son factores que 

inmediatamente se veran reflejados en la constitucion fisica del pcz, yen su conducta ya 

que todo inicia con una separation del cardumen, existe un nado lento y empiezan a 

boquear, esto ocurre cuando son infectados por bacterias Gram negativo las cuales son 

las principales hentes de enfermedades en Ios peces, por ejernplo Vibrro, Aeromorras y 

Pser~domorras. 

Es importante seiialar que la familia libriotraceae como en el caso de Vibrio 

cholera produce en humanos una enterotoxina que causa diarrea acuosa profusa que 

puede conducir con rapidez a la deshidratacion y muerte (Jawetz et al., 1996). Vibrio 

parohaemolyticlrs produce gastroenteritis aguda despues de su ingestion en productos 

marinos contaminados como peces o moluscos cmdos, Vibrio vulnlficus puede causar 

lesiones cutaneas intensas en personas que han manipulado mariscos u otros animales 

marinos, y en ocasiones producen enteritis bacteriana y muerte en personas ancianas o 

debilitadas; Vibrio mimrcus que produce diarreas despues de la ingestih de moluscos 

cmdos, en particular ostiones (ostras); &';brio alg~nolyfinrs origina infecciones oculares, 

auditivas o infecciones de las heridas despues de la exposicion al agua de mar; fibrio 

dnmsela produce tambien infecciones de las heridas (McNeill, 1979; Roberts, 1982; 

Espinosa y Labma,1988). 

Debido a la importancia que tienen estos microorganismos en la economia pesquera se 

han realizado pmebas m vitro para poder buscar una concentration adecuada de 

medicamentos que evite el crecimiento de dichos microorganisrnos en el medio 



acuatico Sc ha11 ~ ~ t i l ~ z a d o  ihrmacos como la enrotloxacina quc cn concentracioncs de 

0 005 mg mlK' se ha obtenido una CMI en prescncia de Arrorno~za.~ .salmo~,tr,do dc 

0 3 pg mi'' y en presencia de lihrzo sp de 0.8 pg mf' Para prueba con cefalosporina 

se ha utilizado una concentracion de 0 005 mg ml.' obteniendo la CMI en presencia de 

Asromt>no.s salmo~rrcrda de 0 8 pg ml.' (Inglis y Richards, 1991). Estos dos 

medicamentos la enrofloxacina y cefalosporina forman el complejo de la molecula a 

estudiar CQMEPCA. La cantidad de medicamento CQMEPCA que se utilizo en el 

presente trabajo fue de 0.13 mg ml-' para poder obtener un CMI de 0.0 pI ml-' en 

presencia de V~brio alg1t7o/ylictrs, esto quiere decir que el complejo de la molecula 

CQMEPCA que esta conformado por enrofloxacina y cefalosporina a1 estar separados 

estos dos principios activos sus halos de inhibition se presentan con menos 

concentracion del medicamento que cuando estan unidos para formar la CQMEPCA, 

per0 cabe mencionar que el medicamento CQMEPCA es m L  efectivo in vivo que o7 

vzmro con respecto a enrofloxacina (Garcia, 1997). 

Aeromonas salmonic~da y Vibrio ~ngrrillanrm heron contrarrestadas con 

quinolonas antibacteriales como son difloxacina y sarafloxacina n7 vrho de donde se 

obtuvo un correspondiente CMI Para Aeromonas salmonicida 0.06,O. 12 mg ml-' y para 

Vibrio anguillanrm 0.12 y 0.6 mg my1 respectivarnente. Los mutantes seleccionados 

con quinolonas generalmente mostraron un bajo nivel de resistencia a 10s quinolonas. 

Las diluciones que se utilizaron de difloxacina contra V. anguillamm son casi similares 

alas que se usaron en esta investigation con V. alginolylicus, ya que en el experiment0 

se  utilizaron 0.13 mg ml", a esta dilucion la enrofloxacina presentaba un halo de  

inhibicih de 2.4 pg ml-' y la CQMEPCA a esta misma dilucion ya habia alcanzado su 

CMI de 0.0 pg ml" (Stamm, 1989). 

La ewofloxacina es uno de 10s antibioticos mas usados en enfermedades de 

peces principalmente las que son causadas por bacterias gram (-1 ya sea m vitro o m 



1% ceud~os  recicn~es (Garcia, Ic)')7) sc realizaron expcrimentos con la tilapla 

Oreochronr,s nrossombici~s la cual tirc infectada experimentalrncntc con Vibrn)jlrrore~r. 

su tratamiento fue con CQMEPCA, 10s resultados obtenidos fueron cornparados con 

otros cstudios realizados con la terapeutica de enrotloxacina observandose que la 

mortalidad es mayor en los organismos a 10s cuales se les suministro enrofloxacina con 

respecto a 10s que se dos~ficaron con CQMEPCA, por lo tanto la enrofloxacina es mas 

efectiva in vitro que in vivo con respecto a CQMEPCA. 

La industria farmacbtica inviene continuamente gran cantidad de recursos 

humanos y econornicos para presentar un nuevo farmaco al rnercado Los investigadores 

en conjunto con la industria realizan un esfuerzo muy grande para este tipo de empresas, 

porque estan convencidos que un nuevo medicamento puede erradicar enferrnedades 

infecciosas que incapacitan y matan, de tal manera que aunque este product0 ya se 

encuentre comercialmente disponible, 10s esfuerzos e investigaciones continuan para 

mejorar 10s beneticios que este ofrece, evaluan la calidad de vida, 10s resultados 

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

En el ambito de la quimioterapia de enfermedades bacterianas, en Mexico se ha 

seguido el modelo de adquirir tecnologia de paises del primer rnundo. Una vez que b t a  

se adopta, se procede a su comercializacion. En contraste, la CQ-PCA, es una idea 

original rnexicana, cuyo desarrollo ha sido implementado por investigadores e 

instituciones nacionales. Ahora se le pretende proyectar para el tratamiento de 

enfmedades producidas por bacterias resistentes o multiresistentes, por desgracia cada 

dia m b  abundante en nuestra industria pecuaria 

En el ~ b r o  de la investigacion sobre esta molecula se proyecta lo siguiente: 

Efectos sobre micoplasma en diferentes especies. 

Penetration a tejidos de baja perfusion, como abscesos, grasa, sitios con fibrosis 

Capacidad de penetracion intracelurar para entidades como la mastitis por 

S~aphylococctrs aurrfrs forma "L" 

Evaluation de formas farmaceuticas que favorezcan su penetracion, corno por 

ejemplo con el uso de liposomas y ciclodextrinas 



Es rmponantc haccr knfasis en que la ccfaquinolona CQMEPCA es un  Grnmaco 

del cual no se tienen citas internacionales en la l~teratura a cxccpcion de las cxpuestas 

en los antecedentes de este trabajo Adernis existe ulia patente international que protege 

a la molicula y a la serre CQ De tal suene, no se ha intentado desarrollar un metodo 

analitico particular a este antimicrobiano por otros investigadores Por esta razon, se 

puso especial atencion en constatar la pureza del farmaco a utilizar, y se considera que 

10s errores intra e interensayo ofrecen seguridad suficiente para hacer de lo obtenido, 

una investigacion confiable y repetible 

La pureza de la molecula en estud~o su pureza es del 98% constatada en el 

~aboratorio'~. Los estandares internacionales de pureza de un principio activo permiten 

una desviacion hasta del5% (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 aminoglucosidos (The 

Merck Index, 1990). 

En la fase analitica del experimento, para detectar a la CQMEPCA a traves de la 

absorbancia por U.V-visible, no fue posible encontrar resultados positivos en 10s 

organos en estudio de 10s peces a ninguna de las concentraciones probadas, 

probablemente debido a una mala aplicacion del Grmaco en 10s organismos o 

extraction del medicamento, ya que presenta un elevado peso molecular la sustancia 

analizada y alcanza 10s 630 daltones, que esto permite que este espectro de luz incida 

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

El procedimiento que se empleo para cuantificar CQMEPCA en el filtrado libre 

de proteinas determino que el valor del farmaco en este caso es nulo debido a que no se 

present0 en ninguna gratica obtenida (ver anexo, figura 13). Muchas cefalosporinas de 

tercera generacion muestran una elevada union a proteinas plasmaticas, por ejemplo el 

cefciofur en un 97% (Counin et al , 1996; Brown et al., 1997) y la cefiriaxona en un 



96% (Thomson et al , 1954) L.a CQMEPCA tnuestra un componamtento similar a las 

cefalosporinas de tcrcera g?neracion cn cuanto a la alinidad por las proteinas 

plasmat~cas per0 en cste experiment0 no se pudieron detectar por U.V-visible cn 

ninguno de 10s organos expuestos (ver anexo, figuras 14, 15, 16, 17, 18 y 19). Debido a 

lo anterior se sugiere realizar estudios diri~idos 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 profeinas plasmaticas y aumentar 

la proportion del firmaco libre, con la consecuente mejoria de su biodisponibilidad y 

por ende, el efecto antimicrobiano. Esto ya se ha demostrado para el ceRiuofur (Counin 

et al., 1996; Brown et al., 1997). 

Los cromatogramas realizados con las muestras de organos de higado, bazo y 

riRon 10s cuales estuvieron expuestos a una conceniracion de 5 mg kg'  nos muestran lo 

siguiente: en el cromatograma de higado se observa la presencia de CQMEPCA en 1,2, 

4, y 12 horas, esto quiere decir que despues de este tiempo de medicacion a 10s 

siguientes tiempos 24, 48 y 72 horas ya no existen residuos del rnedicamento en este 

o r w o  (Tabla 8), (ver anexo, tigura 20); en 10s organos del pez, bazo y rifion no se 

encontraron residuos del rnedicamento (Tabla 9 y lo), (ver anexo, figura 16 y 17 

respectivamente). 

Entonces la eliminacion final de residuos de CQMEPCA en el higado de tilapia 

Oreochromrs s p  fue de 12 horas resultando ser menor en la mayoria de las especies de 

peces ya reportadas con difmentes antimicrobianos como son en peces bagre (Iclalunts 

pncfatus) con una eliminacion de residuos finales de 15 horas tratados con gentamicina 

(Rolf et al., 1986). para sulfadimidina en carpas (Cypriimrs carpio) con un tiempo de 

retencion de 18 horas (Nouws et al , 1986), doranfenicol en carpas (Cjprrms carpio) y 

m c h a  arcoiris (Oncorhy>ichus mykiss) con un tiempo de retencion de 9 y 10 horas 

(Grondel et a:., 1987a, b), enrofloxacina en tmcha arcoiris (O~icorhynchus mykiss) con 

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

Los cromatogramas obtenidos de 10s organos de peces higado, bazo y riiion 10s 

cuales estuvieron expuestos a una concentracion de 10 mg kg-' nos muestran lo 



siguiente. En el cromatograma dc hiyado no existen residuos del antlbiotico 

probablemente porque al momento de estar procesando la rnuestra presentaba gran 

cantidad de grasa y esto pudo haber interferido para poder extraer las proteinas 

plasmaticas lo cual no ocurrio con la muestra anterior de higado la cual h e  dositicada a 

5mg kg-' debido a esto en esta rnuestra si se encontraron residuos (Tabla 4), (ver anexo, 

figura 23). En las muestras que fueron procesadas de bazo y dosificadas a 10 rng kg-' si 

se encontraron residuos de CQMEPCA a 10s siguientes tiempos: 1, 2, y 4 horas esto 

quiere decir que despues de este tiempo de medicacion a 10s siyientes tiernpos 12, 24, 

48 y 72 horas ya no existen residuos del medicamento en este organ0 (Tabla 4) (ver 

anexo, figura 24), probablemente si se encontraron residuos de la CQMEPCA por que la 

dosis h e  mayor que en la otra rnuestra analizada; en el ultimo organ0 del p a  que se 

analizo fue el riiion expuesto a una concentracion de 10 rng kg-' en el cual no se 

encontraron residuos del medicamento (Tabla 4), (ver anexo, figura 25) No se pudo 

comparar el valor obtenido de bam sobre la retencion del medicamento debido a que en 

ninguna literatura se encuentra citado. 

Los metabolitos detectado a traves del HPLC la mayoria de 10s cromatogramas 

(ver anexo, figuras 20, 21, 22, 23, 24, y 25) presentan un tiempo de retencion menor al 

de 4.822 minutos, que sugiere ser un producto de la biotransformacion del CQMEPCA 

y es posible que se encuentre conjugado con otras rnol&ulas, ya que su tiempo de 

retencion fue superior al del residuo de enrofloxacina 3.45 minutos e inferior al tiempo 

de retencion del compuesto progenitor. 

Probablemente uno de 10s factores que afecto considerablemente el experiment0 

h e  el que 10s pooles de organos no eran del rnisrno p e o  ni dentro de la misrna 

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

Es dificil citar desarrollos farmaceutiws de moleculas diseaadas en el pais; estos 

se debe entre otras cosas, a que esta tarea requiere un inversion millonaria y 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 farmacocinetica en todas las especies en las que 

se pretenda usar el antirnicrobiano (Billstein, 1994) En 10s Estados Unidos de America, 



para cntrar a1 iiicrcadu fbrn~aciutico. a fin dc llcriar 10s rcquisitos bisicos de clic~cncla, 

calidad thrniaciut~ca. iriocuidad para 10s animales, rnoci~idad medio-ambientc e 

~noculdad para el hombre (residuos) El apego a eslos rcquisitos, puede explicar la 

diferencia que esiste entre el numero y la variedad de farmacos registrados en el pais y 

los disponibles en los otros dos paises miembros del Tratado de Libre Comcrcio 

(Oryan~zacion de las Naciones Untdas para la Agricultura,l994). 

Con datos farmacocineticos obtenidos y en vinud de la potencia antibacteriana 

de esta molecula, es factible asegurar que, previo a un disefio de farmacia, para 

encontrar el mejor vehiculo, se puede contar ya con el primer antibiotic0 de diseiio y 

desarrollo completamente mexicano. En este sentido cabe destacar, que a la fecha del 

presente trabajo, no se ha generado en Mexico ningun antimicrobiano (tanto para 

medicina humana como medicina veterinaria) que haya alcanzado este nivel de 

desarrollo Es entonces, esta, una oportunidad para que diversas instituciones 

coparticipen para la realization de la fase clinica en especies animales y mejor aun en la 

medicina humana. 

De no contar con un sistema de evaluacion de registro de medicamentos de igual 

rigor que el de 10s paises mencionados, se come el peligro de ser invadidos por 

productos del extranjero, convirtiendo a1 pais en un campo de pruebas preclinicas, con 

las evidentes consecuencias para la salud publica y animal. Por otro lado la industria 

farmac&utica rnisma, puede enfrentarse a crisis severas como se ha comentado en 

diversos foros. Por ello resulta impostergable, crear un Centro para la evaluacion de 

residuos farmacologicos, preferentemente a nivel universitario, que, en coordinacibn 

con las dependencias reguladoras de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, y 

desarrollo Rural, la Camara Nacional de la lndustria Farmaceutica, y otras dependencias 

interesadas, presten asistencia tecnica para la regulation del uso de 10s farmacos, asi 

como para generar la informacion tecnica de dichos medicamentos (Soberon et al., 

1994; Sumano y Ocampo, 1995) 



Se obtuvo la CMI de la CQMEPCA a una dilucion de 0.1 3 mg ml-', per0 a esta 

concentracion la enrofloxacina todavia presentaba halo de inhibic~on lo que quiere decir 

que Vibr~o algyimlilrcirs es mas resistente a la CQMEPCA que a la enrofloxacina 

La enrofloxacina tiene mejor eficacia de inhibicion contra Vibria algy,?olrticus 

con respecto de CQMEPCA 

La CQMEPCA presenta mayor eficacia o1 IJ~IIO contra Vibrio al~irolilictrs que 

enrofloxacina 

El tianfenicol no present6 eficacia de inhibicion en ninguna wncentracion del 

medicamento estudiado. 

Las fluoroquinolonas representan un mayor avance en el tratamiento d e  

infecciones bacteriales en animales La caracteristica de esos compuestos presentan un 

arnplio espectro de accion tambien como un gran volumen de distribution y su uso 

terapeutico no esta restringido por efectos adversos swero; mientras que con respecto a 

las cefalosporinas su carnpo de investigation todavia es muy restringido en lo que se  

refiere a la terapeutica piscicola 

Farmacocinetica (residuos) 

A1 aplicar la CQMEPCA via intramuscular en tilapia Oreochromls sp. 

clinicamente sana se obtuvieron 10s tiempos de retention del medicamento solamente en 

dos brganos en higado (5 mg kg.' y en bazo (10 rng kg"). 

A1 aplicar el metodo de espectofotometria con arreglos de diodos y HPLC en las 

muestras de tilapia Oreochromis sp. dosificadas con una concentracion de 5 mg kg', se 

obtuvo que solamente en el HPLC se obtuvieron lecturas positivas (presencia de la 

CQMEPCA); per0 solamente en higado 



AI aplicar el n~itodo dc espcctototometria con arreslos de d~odos y I-II'LC cn Ins 

muestras de rilapia Or~ochromr.~ sp dosificadas con una concentration de 10 mg kg-', 

se obtuvo que solamentc en el HPLC se obtuv~eron lecturas positivas (presenc~a de la 

CQMEPCA). pero solamente en bazo 

La dosis establecida de CQMEPCA es de 5 mg kg" ya que es la que se encontro 

en el higado de la tilapia Oreochromis sp, y puede se aplicada via intramuscular y 

ademas es absorbida en el organismos despues de 12 horas La segunda dositicacion de 

CQMEPCA h e  de 10 mg kg-' solamente se enconbo en bazo y fue eliminada despuQ 

de 4 horas de su aplicacion, en un estudio reciente se encontro que la dosificacion 

efectiva de la CQ es de 5 mg kg-' en contra de las bacteria Vibriopuoror~ces (Garcia, 

1998), por lo tanto se puede sugerir que la dosis efectiva a aplicar es de 5 mg kg'), ya 

que es mBs factible utilizar una dosificacion 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 10s factores que pudieron haber influido para que no se obtuvieran 

todos 10s riempos de retencion de 10s organos en estudio pudieron ser 10s siguientes: 

La via de administration pudo no ser la adecuada y volver a intentarlo con 

administraciones del f h a c o  via intravenosa, intraperitoneal y oral. 

Las muestras estuvieron en refrigeracion por mucho tiempo de ahi que no se 

puede saber con certeza la cantidad de CQMEPCA presente en cada organo debido a 

que puede haber deswmposicion de la CQMEPCA en el tejido; se sugiere el sacrificio 

de animales e inmediatamente realizar el estudio farmacocinetico. 

Se pueden cambiar las variables de integration del HF'LC 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 farmacocin6tica en varias especies 

de peces para poder tener un poco mas de bases para medicar adecuadamente a estos 

orzanismos en presencia de alguna infeccion bacteriana 
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Instrument Parameters 

Y Node Abs 
W-Vis Scan Race inm/minl 600.000 
UY-vis oata ~ n r e r v ~ i  inm, 1.000 
W-VII Rue. Tzme i s e i l  0.100 
UV-Vis SEW inml 2.0 
UV-vis Energy 1-00 



t o o l d  de Cal- 2- 4 44 WPM 

in,..>m Ni.ill: UIII(,LI. 
: ; , \ , n , > l - L ~ , - m o , ~ ~ ~  bl<-,Js. "L L 
I>" 5uuics on 
V i ,  SOUL-CC on 
s O u ~ s v  ChanrjcaYcr Inlo1 350 .00  
Undulin,: C,>rr . 'Ct l""  0 1  1 
Cycle Nod,: OL f 

Comments ENROFLOUCINA ESTRNOffi. 
7-ACA ESTUOAR. 
CQ-M-ECPR 1403 ESTRNDAR. 

Sample Name: ENROFLOXACINA 
c~ilccrion Timo 24/08/99 ::10:37 PM 

Peak Table 
Peak T W *  
Peek Threshold 
Range 

Sample Name: 7-ACA 
~olleccion T l m e  2008/99 4:12:02 PM 

Peak Table 
Peak T m e  
Peak Threshold 
Range 

Peaks 
0.0200 
450.00nm to 200.00nm 

Sample Name: CQ-M-EPCA 1403 
c~ileci~on 'rime 24,08,99 4:t3:47 PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 



Figura 10 Cromatograma del estindar de CQMEPCA 



Figura 1 1 .  Cromatograma del estindar de uno de 10s precursores 
de CQMEPCA, la emofloxacina 
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Instrument Parameters 

InSLTYment cary 100 
~nstcumenr version 7.00 
start 1na1 450.00 
stop (-1 200.00 
x mde Nanometers 
T "ode ~ b s  
W-"is scan Rare Indminl 600.000 
W-"I. Data interval Inn1 1.000 
W-vis  ave. ~ i m e  1ses1 0.100 
W-Vis SBW lnml 2.0 
W-Vis Energy 1.00 



S ~ o m  M m u  Dnublo 
S i g n a l - T o - n o i i c  Hodc Of C 
"V SoYCcr an 
V I S  s o u r c o  on 
~ a ~ r c a  ~hangcovar inml 350 .00  
8 l s o l i n a  corract1on Off 
c y c i v  nodo o f f  
L5menis RNRLISIS DE C Q - P I - E m  EN ORGANOS DE PECES. 

ORGIVIO: HIGI\M.TILTRI\M LI8RE DE PRWEINAS. 
W S I S :  5 MG/KG. 

Sam~le Name: MTA. 1 HIGADO 
c ~ l l e c z l o n  TIma 23/08 /99  3:47:35 W 

Peak Table 
Peak Type 
Pea* T h r e s h o l d  
Range 

Srnnle Name: MTA. 2 HlGADO 
C o i l e c t i a n  T i n a  23 /08 /99  3:49:12 W 

Peak Table 
Peak Type Peaks 
Peak T h r e s h o l d  0 . 0 2 0 0  
Range 450.00nm to 2OO.QOm 

Sam~le Name: MTA. 3 HIGADO 
c o l l e c t i o n  Time 23 /08 /99  3:50:34 W 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold  
Range 

Wavelength Inml i\bs 

2 6 3 . 0 0  3.6747 
2 3 5 . 0 0  3.2324 



Sarn~le Name: MTA 4 HIGADO 
C o l l a c C i o n  Tinv 23/08 /99  3:51:54 PH 

Peak Table 
Pesk Type 
Peek Threshold 
R a W E  

Sample Name: MTA. 5 HIGADO 
collacrlan Time 23/08/93 3:53:34 PN 

Peak Table 
Peak T p s  
Poak Threshold 
Ranqe 

Samole Name: MTA.6 HIGADO 
Collostion Time 23/08/99 3:55:15 RI 

Peak Table 
eoak Type 
Peak Threshold 
Range 

Samole Name: MTA. 7 HIGADO 
coiiecrion ~ i n e  23/06/99 3:56:36 PN 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Ran9e 

Peaks 
0.0200 
E 5 0 . 0 0 m  to 200.00nm 
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Figura 14 Absorbancia de las muestras de higado de peces expuestos a la 
molkula de CQMEPCA a urn dosis de 5 m a g  a diferentes tiempos de 
medication. 
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Instrument Parameters 

InJfCYmenf C.TY 100 
Insfr~nenC V e r s i o n  7 .00 

Y Mode 
W - v i r  Scan  ate inmlminl  
W - V i S  Data interval :nm, 
UY-via Ave. Time lsecl 
W - v i s  SsW (nml 
UV-vis Energy 
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Sam~le Name: MTA. 1 HIGADO (P.PL 
Collecilon 'Tim 24/08 /99  9:LA:LS iV( 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Peaks 
0.0200 
450.00nm to 200.00nrn 

Sample Name: MTA.l HIGADO fPP1 
:o . lacc lon T i m  21108,99 3:,1:2? 4V 

Peak Table 
Peak Type 
PeaX Threshold  
Range 

Wavelength Inn1 Rb$ 

265.00 3 .6056 
228.00 0.7705 

Peaks 
0.0200 
450.00nm to 200.00nm 

Sam~le Name: MTA.2 HIGADO fP.P) 
Collection Time 24/08 /99  P:3Z:i2 



Peak Table 
Peak Tlye Peaks 
Pent Thcrshold 0.0200 
~ r n q c  450.00nm t o  :oo.oOnm 

w ~ v c l e w : h  cnml l ibs 

Sample Name: MTA. 3 HIGADO (P.P) 
~u1lecr;un T i m e  2 4 / 0 8 / 9 9  93.33343 iiM 

Peak Table 
?eat T w e  
Peek Threshold 
Range 

Sample Name: MTA. 4 HlGADO (P PJ 
Cc!.eCI:cn TlZ" 6 4 / 0 8 / 9 9  9 5 5 . 5 5  W 

Peak Table 
Pea* Type Peaks 
Pea* Threshold 0.0200 
hnge 150.00nm r o  200.0Onrn 

Waiaveienorh ,nm, *s 

Sample Name. MTA. 5 HIGADO (PP) 
:c.le?t.>P YlWC 2 4 , C b , 9 3  ? : 2 , : 3 3  il* 

Peak Table 
Peak T w e  
Peak Threshold 
Range 

Peaks 
0.0ZOO 
450.00nm to 200.00nn, 



Sample Name: MTA. 6 HIGADO (P.P) 
Colic<-? l"n 'I'lmo i I I U d I 9 9  9:38:57 M 

Peak Table 
Pank Type 
Peak Threshold 
Ranqe 

Samle Name: MTA. 7 HIGADO (P.P) 
collection ~ l m e  2 4 / 0 8 / 9 9  8 :40 :45  PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Thrs~hold 
Range 

Perks 
0 .a200 
450.00nm r o  200.00nm 



Figura 15. Absorbancia de las muestras de b m  de peces expuestos a la 
molkula de CQMEPCA a una dosis de 5 mgkg a diferentes tiempos de 
medicacion 
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8aM: C:\~\canWnUV\MARIBELB.eSVY 
sohnae~.M.. 
Operamr: QFB. UNA U U U A  NAVA MUBOL 

Instrument Parameters 

rnsrrument car" 100 

x  ode Nanometers 
Y node Abs 
UV-VIS Scan Rare (nm/mlnI 600.000 
W-"IS Data 1nierva1 1nmi 1.000 
W-"11 Ave. Tlme tsecl 0.100 
UV-V1s SBW lnml 2.0 
"Y-vls Energy 1.00 
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"V Sourer On 
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ORGIWO: i i A i 0 .  PROTEIaIIS PLRSNATICAS. 
COSIS: 5 MG/KG. 

Sam~le Name: MTA. 1 BAZO (P.P) 
ColJec~ion ?,me 24108t99 3:06:01 PW 

Peak Table 
PeaX Type 
PeaY Threshold 
Range 

Sam~Ie Name: MTA. 2 BAZO. (P.P1 
Collecrion Tlme 24/08/93 3:07:29 Pn 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

wavelength inml Rbs 

391.00 0.1552 
227.00 0 . 4 4 3 8  

Sam~le Name: MTA. 3 BAZO. (P.PJ 
Collection ?>me 24/03/99 3 : 0 5 : 5 5  PH 

Peak Table 
Peak Type 
Pea* Threshold 
Range 



Sample Name: MTA. 4 BAZO (P.P1 
: . I  Ivcrlon Timno 2 4 l O V I P 1  i:l0:30 PM 

Peak Table 
F r J I  'TypO 
Pani  Threshold 
Rrnilc 

Sample Name: MTA. 5 BAZO (P.P1 
collection Time 2$108199 3:11:51 PU 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
xanqe 

Sample Name: MTA. 6 BAZO 1P.P) 
~ollestlon Time 24/08/99 3-13-47 PM 

Peak Table 
pea* Type 
peat Threshold 
sanqe 

Peaks 
0.0200 
45o.oonm to 200.0onm 

Sample Name: MTA. 7 BAZO (P.P) 
Collection Time 24/08/99 3:16:01 PH 

Peak Table 
P e a t  Type 
Pea* Threshold 
ianqe 



Fisura 16. Absorbancia de las muestras de riiion de peces expucstos a la 
molicula de CQMEPCA a una dosis de 5 mgikg a diferentes tiempos de 
medication. 
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eatck 
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Instrument Parameters 

Instrument 
InsfrumenC version 
Sfart l n m l  
SfOD lnml 
x "bde 
Y node 
w-vis $can =ate lnm/mxni 
UY-YI. D ~ L .  1nterv.1 I nm)  
W-"is a w e .  T i m a  isec1 
W-"is SBH 1nm1 
UY-"is Energy 

cary 100 
7 . 0 0  
450.00 
200.00 
Nanometers 
Rbs 
600.000 
1.000 
0.100 
2.0 
1.00 
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i lY  J O u x C c  rill 
"1:: sourc,. \>rr 
source chonqaovcr In?>) .,513 ,io 
snsai~ne curroir>on o t t  
cyc1I: Mod,: "t c 
Commcnrs RNRLISIS OE CQ-H-EPCR EN ORGRNOS DE PECES. 

IOH~~RNO: RINON. PROTEINRS PUSWTICAS. 
M S I S :  5 M0IY.G. 

Samole Name: MTA. 1 RINON. (P.P) 
c u ~ l e c ~ i o n  'rime :1108199 1:51:?6 PM 

Peak Table 
peak Type 
Peat Thresnold 
Range 

Samole Name: MTA. 2 RINON (P.P) 
collect~on T i m e  24loBI9P 6:53:23 PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Peaks 
0.0200 
450.00nrn to 200.00nm 

Wavelength inml iibs 

2 4 5 . 0 0  0 .0590  

Samole Name: MTA. 3 R I ~ O N .  (P.P) 
Coilecrxon Time 24/08/99 4:55:14 PM 

Peak Table 
Peak Trpe 
pear Threshold 
Range 

Samule Name: MTA. 4 RINON fP.P1 
col:ecrion T l m e  28/08/95 4:56:31 PM 



Peak Table 
P V ? *  'Type 
F r l k  Thrl:.h.illi 
hJ"ri' 

Sample Name: MTA. 5 RINON (P.P) 
Coilsctlon Tlme :1 /08 /99  1:58:08 PM 

Peak Table 
pen* Type 
Peak Threshold 
Rsngc 

Sample Name: MTA. 6 RINON (P.P) 
coilectldn Tlme 2 4 / 0 8 / 9 9  1 :59 :30  PN 

Peak Table 
~ e a ~  Type 
Peak Threshold 
Range 

Sample Name: MTA. 7 RINON (P.P) 
Collecrlon Time 2 4 / 0 8 / 9 9  5 : 0 0 : 5 3  PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peax Threshold 
Range 



~i~~~~ 17.Absorbancia de las muestras de higado de peces expuestos a 
la m o l h l a  de CQMEPCA a una dosis de 10 m&g a diferentes tiempos 
de medicacion. 
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Instrumen! Parameters 

Tnslrumenf cary 100 
Instrument Version 1.00 

450.00 
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Peak Table 
P C J *  Type 
PeilX Threshold  
Range 

Sample Name: MTA. 2 HIGADO (P.P) 
Collecrlon Tlmc 25/08/99 10:03:42 RM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
ianqe 

Sample Name: MTA. 3 HIGADO (P.P) 
collecrron ~ i n e  25/08/99 10:05:06 RM 

Peak Table 
P e a l  Type 
Peak Threshold 
Ranee 
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Samole Name. MTA 4 HIGADO (P.P) 
~:oiL..cl,*rl 'I,,".. :'b,o"i" no 1 1 0 . 1 a  rw 

Peak Table 

Sample Name MTA 5 HIGADO- -. ...,. >::I::, ? . ? C  
. . .. . c  3 3  .. : ? . > L  ir 

Peak Table 
Peak TypC 
Peak Threshold  
Ranqe 

Sam~le Name: MTA. 6 HIGADO (P.P) 
Collection Tlme 25/08/99 10:09:1& AM 

Peak Table 
Peak T p e  
Peak Threshold 
Range 

Samole Name: MTA. 7 HIGADO (P.P) 
Coiiectron Tlme 25/08/19 iO:lO:47 AM 

Peak Table 
Pea* Pipe 
Pee* Threshole 
Rarge 





Figura I8 Absorbancia de las muearas de bazo de peces expuestos a la 
m o l ~ I a  de CQMXPCA a una dosis de 10 mgkg a diferentes tiempos de 
medicacion. 
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Instrument Parameters 

xnsriurnenc Version 
start (nml 
XOP I"?"> 
X "ode 
Y Mode 
wvis  scan Rate lnmlmxnl 
W-vis ~ a t a  Interval (nml 
w-"is &"\ve. Time tsec, 
w-"is SBW (nm) 
"--"is Energy 

csry  100 
7.00 
450.00 
200.00 
Nanometers 
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calluc-;xon ~ ~ r n c  :5/08/99 3:36:L2 Pn 

Peak Table 
P e n t  'Type 
Peak Threshold  
Range 

Sample Name: MTA. 2 BAZO (P.P) 
c o l l e c r l o n  Tlme 25/06/99 3:37:44 PM 

Peak Table 
peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Peak* 
0 .0200 
110.00nm to 200.00nm 

Sample Name: MTA. 3 BAZO 1P.P) 
~ o l l e c t l o n  Time 25/08/99 3:39:09 PM 

Peak Table 
Peat Type 
Peat Thresh010 
Range 

Wavelength (nm1 .%I 

Peaks 
0.0200 
*50.00nm Lo 2oO.oonm 



Sample Name: MTA. 4 BAZO (P.P) 
~ ) 1 1 1 : c t l a n  Timl' ? b / O H / ? "  ::,10:35 PM 

Peak Table 
PaoK Typc 
Penh Threshold 
fianqc 

Sample Name: MTA. 5 BAZO (P.P) 
collection Time 25/08 /91  3:tZ:16 PM 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Thrcshald 
Range 

Sample Name: MTA. 6 BAZO (P.P1 
Collection T l m e  25/08/99 3 :43 :45  PM 

Peak Table 
Peak Type 
pee* Tnresnold 
Range 

Peaks 
0.0200 
450.00nm to 200.00n.m 

Sample Name: MTA. 7 BAZO (P.P) 
Coiiecrion Time 25/08/99 3:45:27 PM 

Peak Table 
Pea* Type 
Peak Thiesnold 
Range 

Siavelengrh inn, Rbs 
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YiWra '9 &sorbancia de las mucstras de neon de peces expuestos a la 
molCcula de CQMEPCA a una dos~s  de 10 m@g a diferentes ticmpos de 
medication. 
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Instrument Parameters 

~natrument cary 100 
~nstrument version 1.00 
start tnmj 450.00 
SfOP 1nm1 200.00 
x  ode Nanometerr 
Y Node Pb.5 
UV-Vlr  Scan Rare inmlminl 600.000 

W-"1s Energy 1.00 
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Sample Name: MTA. 1 RINON (P P) 
coilc~i,on r i m 0  ?5/08/99 4 : 2 1 : t 2  Pn 

Peak Table 
P e a t  Typ' 
Pea% Threshold 
"znqa 

Sam~le  Name MTA 2 RINON (P PI 
' : : .~"c: .>-  ->mc, 25 281 3% 4 ::.:! :V 

Peak Table 
Peak Type 
Peek T h r e s h o l d  
Range 

Sample Name: MTA. 3 RlNON (P.P) 
c o i i e ~ ~ 2 0 n  rime 25/08 /99  +:za:4o PM 

Peak Table 
Pea* Type  
Peak Thresnold 
Range- 

Peaks 
0.0200 
450.00nm to 2OO.OOnm 

Sample Name: MTA. 4 RINON (P.P) 
CoiieCtlon Time 2 5 / 0 8 / 9 9  C:26:0C PM 



Peak Table 
T p r  

i2..aL 7llresheld 
Il;lnqe 

Sample Name. MTA 5 Rl6JON (P PI 
71.:ect:on :.me . 5  .' ;9 * :-.:: 4 

Peak Table 
Peak Type 
Peak Threshold 
Range 

Wavelength inn, Abs 

233.00 1.3095 

Sample Name: MTA. 6 R I ~ o N  (P.P) 
co~iectron Tine 25,08199 <:za:so PM 

Peak Table 
peak ~ y p e  peaks 
Pea* Threshold 0.0200 
Range 450.00om to 200.0Onm 

Wavelength ~ n m )  ~ b s  

233.00 0.8+38 

Sample Name: MTA. 7 RINON (P.P) 
collection rime 25/08/99 4:30:20 P+! 

Peak Table 
Pea* Type 
Peat Threshold 
Range 

Peaks 
0.0200 
450.0Onm to 200.00nm 

wavelength inm, Abs 

233.00 0.7701 



~ i ~ . ~ ~  20. Cromatograma de las muestras de higado de pem 10s cuales 
estuvleron expuestos a una dosis de 5 mg/kg de CQMEPCA a difaemes 
tiempos mostrando la primera lechlra de siete realizadas. 



Figura 21. Cromatograma de las muestras de bazo de peces 10s cuales 
estuvieron expuestos a una dosis de 5 mgikg de CQMEPCA a diferentes 
tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas. 



Figura 22. Cromatograma de las muestras de ri%n de peces 10s cuales 
estuvieron expuestos a una dosis de 5 mgkg de CQMEPCA a diferemes 
tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas 

~.. ~ .. 



Figura z3. Cromatograma de las muearas de higado de peces 10s cuales 
estuvie&n expuestos a una dosis de 10 mgkg de CQMEPCA a 
diferentes tiempos, mostrando la primera lectura de siete realizadas. 



Figura 24, Cmmatograma de las muestras de bazo de peces 10s cuales 
estuvieron expuestos a una dosis de 10 mgikg de CQMEF'CA a 
diferentes tiempos, mostrando la primera lectura de siete realiidas. 



Figurn 25. Cromatograma de las muestras de riiion de peces 10s cuales 
estuvieron expuestos a una dosis de 10 m& de CQMEPCA a 
diierentes tiempos, mosvando la primera leama de siete realizadas. 
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