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RESUMEN

Se determinaron los pardmetros farmacocinéticos en equinos después de la
administracién de fosfomicina disédica a una dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg por via
endovenosa (IV), intramuscular (IM) y subcutdnea (SC) cada una a 10 caballos adultos
clinicamente sanos. La concentracidn sérica al tiempo (Csp) obtenida fue de 112.21 +
1.27 pg/mL and 201.43 £ 1.56 ug/mL para cada dosis. La biodisponibilidad para la
administracién SC fue de 84% y 86% para la dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg
respectivamente. Teniendo en consideracién que la concentracién méxima (Cmax)
obtenida fue de 56.14 + 2.26 pug/mL con 10 mg/kg por via SC y 72.14 + 3.04 ug/mL
con 20 mg/kg por via SC, que la fosfomicina es clasificada como un antimicrobiano
tiempo dependiente, se puede concluir que se obtienen niveles plasméticos terapéuticos
hasta por 10 horas con la administracién de 20 mg/kg de fosfomicina acuosa por via SC.
La relacién farmacocinética/farmacodindmica del 4rea bajo la curva (AUCy. ;») entre la
MICy calculada fue de 996 para la dosis de 10 mg/kg y 1260 para la dosis de 20 mg/kg
para bacterias sensibles a la fosfomicina y 15 para la dosis de 10 mg/kg y 19 para la
dosis de 20 mg/kg para cepas mds resistentes, y con ello, la eficacia in vivo del

antimicrobiano.

En una segunda fase del trabajo se determinaron las constantes farmacocinéticas de dos
preparados de larga acciéon (LS-LA) de fosfomicina disédica, los cuales fueron
administrados a una dosis de 10 mg/kg por via intramuscular (IM) a 10 caballos adultos

clinicamente sanos.

La biodisponibilidad fue de 84% para el preparado A y 86% para el preparado B,
respectivamente. La Cmax obtenida fue de 56.14 + 2.26 ug/mL con el preparado A y
72.14 £ 3.04 pg/mL con el preparado B. Se puede concluir que se obtienen niveles
plasmaticos terapéuticos hasta por 10 horas con la administracién del preparado B a una
dosis de 10 mg/kg por via IM. La relacién farmacocinética/farmacodindmica calculada
AUCy.12/ MICyy fue de 996 para el preparado A y 1260 para el preparado B si se
consideran cepas bacterianas sensibles a la fosfomicina, mientras que si se trata de cepas

mds resistentes, esta relacion disminuye a 15 para el preparado A y 19 para el preparado

B.



ABSTRACT

Pharmacokinetic parameters of fosfomycin were determined in horses after the
administration of disodium fosfomycin at 10 mg/kg and 20 mg/kg intravenously (IV),
intramuscularly (IM) and subcutaneously (SC) each, to ten clinically healthy adult
horses. Serum concentration at time zero (Csp) was 112.21 + 1.27 pg/mL and 201.43 +
1.56 pg/mL for each dose level. Bioavailability after the SC administration was 84%
and 86% for the 10 mg/kg and the 20 mg/kg dose, respectively. Considering the
documented minimum inhibitory concentration (MICo) range of sensitive bacteria to
fosfomycin, the maximum serum concentration obtained (56.14 + 2.26 pg/mL with 10
mg/kg SC and 72.14 + 3.04 pg/mL with 20 mg/kg SC) and that fosfomycin is
considered a time-dependant antimicrobial, it can be concluded that clinically effective
plasma concentrations could be obtained for up to 10 hours administering 20 mg/kg SC.
The area under the curve AUC,.1o/MICy ratio in this case was calculated as being 996
for the 10 mg/kg dose to 1260 for the 20 mg/kg dose for sensitive bacteria and 15 for
the 10 mg/kg dose and 19 for the 20 mg/kg dose for more resistant strains.

A second phase of this study was the pharmacokinetic analysis of two slow releasing —
long acting (SR-LA) disodium fosfomycin formulas. These were administered

intramuscularly at a 10 mg/kg dose in ten clinically healthy adult horses.

Bioavailability found for formula A was 84% and 86% for formula B. The Cmax
obtained with the administration of formula A was 56.14 + 2.26 ug/mL and 72.14 +
3.04 pg/mL with formula B. It can be concluded that therapeutic plasmatic levels could
be reached during 10 hours with the intramuscular administration of formula B at a dose
of 10 mg/kg. The AUCy.12/ MICq ratio for formula A was 996 and 1260 for formula B
if sensitive bacteria have to be treated. If, on the other side, more resistant strains have

to be dealt with, this ratio diminishes to 15 for formula A y 19 for formula B.

Keywords: Fosfomycin, horse, pharmacokinetics, dosing interval, efficacy



INTRODUCCION

En la practica clinica diaria del profesional que se dedica a los equinos se presentan con
frecuencia casos clinicos en los que se requiere la aplicacion de antibacterianos. La lista
de las patologias en las que se ven involucradas bacterias como Strepfococcus equi,
Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus pneumoniae (Timoney, 2004), Escherichia
coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Clostridium
spp- y otras, es larga. Son comunes las infecciones del arbol respiratorio alto y bajo
como gurma y neumonias, abscesos, celulitis y osteomielitis causados por traumatismos
y heridas, onfaloflebitis, septicemias y artritis sépticas en neonatos, etc. Sin embargo,
debido a la idiosincrasia de la especie las opciones de antibacterianos que se pueden
utilizar se reducen significativamente debido a la posibilidad de que se presenten
reacciones adversas en el animal. La penicilina G procainica es el antibacteriano més
utilizado en la clinica de equinos y se ha informado de hasta un 15% de reacciones
adversas, que incluyen excitacion del SNC y postracion. Estas estin causadas
principalmente por toxicidad de la procaina en esta especie (Chapman, 1992; Sumano,
2004).

Todos los antimicrobianos tienen el potencial de producir cambios en la microflora
intestinal del ciego y el colon del caballo (Gustafsson, 2004). El primer informe
documentado de la presentacion de diarrea aguda asociada con el uso de antibidticos fue
en 1971, afio en el que murieron 2 de 3 caballos a los que se administré tetraciclina por
via intramuscular a una dosis de 27 — 40 mg/kg. (Keir et al., 1999; Andersson, 1971;
Cook, 1973). Se reconoce la presentacion de colitis aguda asociada con la proliferacién
de Clostridium difficile y Salmonella spp en caballos que han estado bajo tratamiento
con B lactdmicos (penicilina G procaina, ampicilina y cefalosporinas) (Baverud et al.,
1997; Foreman, 1998), eritromicina, rifampicina, clindamicina y lincomicina,
(Gustafsson, 1997; Prescott et al., 1988), ciprofloxacina (Weese et al., 2002) y
bacitracina (Collinder et al., 2002). Se ha asociado el uso oral de
trimetoprim/sulfonamida con la presencia de heces suaves y diarrea en algunos caballos
tratados (Ensink, 1996), ain cuando en otros estudios no se encontraron cambios
importantes en la flora gastrointestinal. (Gustafsson, 1999). Las fluoroquinolonas

causan dafio en el cartilago articular en animales jovenes, por lo que su uso estd



contraindicado en animales en pleno desarrollo 6seo y en yeguas gestantes (Egerbacher,

2001; Davenport, 2001).

Investigadores como Vengust et al. (2002) manejan la teoria de que existen esporas
latentes de Clostridium spp en el tejido muscular de caballos sanos. El riesgo de
provocar miositis o mionecrosis clostridial mediante una inyeccién intramuscular es
alto, independientemente de la técnica de inyeccion que se use. La miositis clostridial
puede tener graves consecuencias como laminitis, edema pulmonar y muerte (Brielle,
2004). Este peligro aumenta cuando es necesario dosificar el antimicrobiano
frecuentemente, como es el caso de la gentamicina, utilizada para tratar infecciones por
bacterias Gram negativas (Ziirich et al., 1997). De este aminoglicésido se requiere una
dosificacion cada 6 G 8 horas por via parenteral (IV 6 IM) para disminuir el riesgo de
producir nefrotoxicidad (Britt y Byars, 1997). No obstante, se ha postulado una dosis
de 6.6 mg/kg cada 24 hrs para disminuir la frecuencia de inyecciones (Magdesian,
1998) con lo que de paso se logran concentraciones pico mayores, variable ésta que es
clave para antimicrobianos dependientes de la concentracion (Mueller, 2004).
Obviamente, en caballos es importante considerar que la administracion parenteral
frecuente de un antimicrobiano aumenta el estrés del animal y el riesgo para el médico.
Esto ocasiona una inconsistencia en los esquemas de tratamiento y por ende una falla

terapéutica.

Por otro lado el vehiculo de las formulaciones de los antibacterianos llamados de larga
acciéon utilizadas en los preparados de oxitetraciclina, amoxicilina y otros, como
propilenglicol y polivinilpirrolidona, ttiles en especies como bovinos o porcinos para
reducir la frecuencia de las aplicaciones estdn contraindicados en equinos por el dolor e
inflamacioén severa que producen en el sitio de la aplicacién. Evidentemente estos
preparados producen ficilmente colapso circulatorio o choque de velocidad

medicamentoso, si se administran por via IV (Dowling, 1999).

Es claro que no es deseable una reaccion inflamatoria en el sitio de la aplicacién, no

s6lo por las consecuencias mencionadas anteriormente, sino porque la absorciéon del



farmaco aplicado disminuye y porque puede haber falla terapéutica (Ahmed y Kasraian,

2002).

La fosfomicina es un firmaco antibacteriano de amplio espectro descubierto en 1966 en
Espafia (Kirby, 1977). Ha sido utilizado durante los dltimos 30 afos en medicina
humana para tratar una amplia variedad de infecciones bacterianas (Sumano et al. 2006;
Joukhadar et al., 2003; Patel et al., 1997). Debido a sus caracteristicas farmacocinéticas
y farmacodindmicas, su alto indice de tolerancia por los pacientes y baja toxicidad, la
fosfomicina se utiliza ampliamente en la Unién Europea (Gray et al., 2001; Barry,
1995), atin cuando en los Estados Unidos sélo estd aprobada por la FDA para el
tratamiento de cistitis aguda causada por cepas sensibles de Escherichia coli y
Enterococcus faecalis]. Su aplicaciéon en medicina veterinaria en la actualidad es
reducida. Existen reportes de su uso en pollo de engorda para el tratamiento de
infecciones por Escherichia coli y Salmonella spp (Ferndndez et al., 2001; Ferndndez et
al., 1998) y de la sensibilidad de Actinobacillus pleuropneumoniae y Pastereulla
multocida al farmaco en cerdos (Williams et al., 2001). Se han estudiado los valores
farmacocinéticos de la fosfomicina en aves (Aramayona et al., 1997), en conejos
(Fernandez et al., 1987; Ferndndez et al., 1986) y en ganado bovino (Sumano et al.,

2006).

No existen estudios de farmacocinética, ni experiencia terapéutica documentada con el
uso de fosfomicina en equinos. Por su mecanismo de accién y su espectro, se considera
que este antimicrobiano pudiera ser una alternativa en la préctica clinica en equinos,
sobretodo por lo observado en otras especies, incluyendo el ser humano. En el mercado
veterinario existen preparados comerciales con fosfomicina en solucién acuosa para uso
parenteral (Parfarm, S.A.; Avimex, S.A. de C.V.). A pesar de lo anterior solo hay datos
cinéticos para bovinos. Estos indican una répida eliminacién con T%p de tan sélo 1 a 2
horas por via IV y 1.8 a 3 horas por via IM (Sumano et al., 2006). De acuerdo con lo
postulado por Sauermann (2005) en el sentido de que es mds tutil una estancia
prolongada de la fosfomicina que concentraciones muy elevadas, el disefio farmacéutico

de este farmaco en caballos exige una liberaciéon prolongada que optimizaria la

'FDA Drug Approvals for December 1996 http:/www.fda.gov/cder/da/da1296.htm
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actividad del antibacteriano y reduciria el manejo del paciente. Para tal fin, se puede
recurrir a la formulacién de un preparado de fosfomicina a partir de un polimero
biodegradable como vehiculo; por ejemplo el chitosan, matriz que pudiera controlar la
velocidad de liberacién del principio activo y mantener concentraciones plasméticas
sostenidas durante varios dias, optimizando asi su farmacocinética/farmacodinamia
(PK/PD); ésto es, que el valor de la Cmax (concentracién plasmdtica maxima) sea = a 3
veces la CMI y que el drea bajo la curva de la concentracién plasmdtica vs. tiempo

(AUC) dividido entre la CMI (AUC/CMI) sea > 40 - 50 (Ahmed y Kasraian, 2002).

Tomando en cuenta estos factores y sumando las ventajas précticas que tiene el limitar
el manejo de un animal enfermo, el optimizar la administraciéon del tiempo y el
disminuir el riesgo de aplicaciones por via parenteral a intervalos cortos de cualquier
farmaco, se considera que una formulacién de fosfomicina dis6dica de liberacién
sostenida y larga accion (LS-LA) serd una alternativa viable para uso en equinos debido
a los valores farmacocinéticos del antimicrobiano que se obtienen tras su aplicacidn,
teniendo en cuenta, sin embargo, que se tendrdn que realizar los estudios de tolerancia y

toxicidad correspondientes.

Por lo tanto el objetivo del presente trabajo fue, en una primera fase, determinar la PK
de la fosfomicina disddica acuosa en equinos a dos dosis (10 mg/kg y 20 mg/kg) por via
endovenosa, intramuscular y subcutdnea. Una segunda etapa consistié en desarrollar
dos preparados de liberacidn sostenida y larga accidn (LS-LA) de fosfomicina disddica
que se aplicaron a una dosis de 10 mg/kg por via intramuscular. En ambos casos se
determinaron sus valores cinéticos estindar para correlacionarlos con su aplicacién
clinica y determinar el intervalo de dosificacion con base en modelaje de

farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD).



REVISION DE LA LITERATURA
Fosfomicina

Caracteristicas quimicas

La fosfomicina (L. — (cis) -1,2 4cido —epoxipropil fosfénico) se obtuvo inicialmente a
partir de la fermentacién de varias especies de Streptomyces (Rogers, 1974). (Véase
figura 1). En la actualidad se produce por la epoxidacion esteroselectiva de
subproductos de microorganismos como Pseudomonas, alcaligenes, Flavobacterium,
Aeromonas y Corynebacterium. (Liu, 2004; Gobernado, 2003). La fosfomicina no se
relaciona quimicamente con ningin otro antibidtico utilizado en la practica clinica, ya
que su molécula presenta un anillo epéxido y un grupo fosfonato, que no son comunes a
otros antibidticos y que determinan su actividad antibacteriana (Kirby, 1977; Rogers y
Birnbaum, 1974) Su molécula es sencilla e hidrosoluble. Tiene un peso molecular de
138.1 Da y estd compuesta por tres dtomos de carbono unido a un dtomo de fosforo.
(Nau, 1995). La sustitucién de los dos dtomos de hidrégeno del radical fosférico por dos
de sodio origina la sal disddica, utilizada para la administracion parenteral en humanos.
(Gobernado, 2003) (Véase figura 3). Esta sal es muy soluble en agua y una solucién al
5% en la misma tiene un pH de 9.0 a 10.5."  La sustitucién de los dos 4tomos de
hidrégeno por uno de calcio en la molécula de fosfomicina da lugar a la sal célcica,
disefiada para utilizarse por la via oral en humanos. Presenta poca absorcién debido a su
baja hidrosolubilidad (Gobernado, 2003) Una solucién al 0.1% de la misma en agua
tiene un pH de 8.1 a 9.6. La incorporacién de la base orgdnica trometamol o
trometamina (tris-hidroximetil-aminometano) a la molécula facilita la absorciéon de la
sustancia activa al torrente sanguineo después de la administracion oral (Reeves, 1995),
ya que es muy soluble en agua y una solucién al 5% en la misma tiene un pH de 3.5 a

5.5.

Espectro antibacteriano

El espectro de la fosfomicina es amplio. Se ha demostrado actividad in vitro contra una

gran variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo

! http://www.medicinescomplete.com/mc/martindale/current/ms-179-a.htm?q=%22fosfomycin%22#_hit
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Staphylococcus aureus., Streptococcus spp, Haemophilus spp, Bacillus anthracis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus  spp, Salmonella  spp,
Fusobacterium spp, Clostridium spp y otros anaerobios, Pasteurella multocida,
Pseudomonas aeruginosa, como se muestra en el Cuadro 1 (Gobernado, 2003;
Nakazawa et al. 2003; Williams et al., 2001). Las concentraciones minimas inhibitorias
(MICyy) detalladas en la literatura fluctian de 0.25 pg/ml para Streptococcus spp y 0.5
ug/ml para Escherichia coli (Fernandez et al., 1995), hasta valores de 16 pg/ml para
bacterias y cepas mds resistentes. La fosfomicina no ha mostrado tener efecto
antibacteriano sobre las especies de Leptospira (Oie, 1986). Mazzei et al. (2006) y
Pedreira (2003) mencionan ademds un efecto postantibidtico de 3.4 a 4.7 horas. Se ha
demostrado que se puede obtener una actividad antibacteriana méxima con fosfomicina
manteniendo el valor de la MICy al triple y aparentemente no hay ningin beneficio en
aumentar la concentracion (Pfausler et al., 2004). Por lo tanto se le puede considerar
como un antibacteriano dependiente del tiempo y por ello la congruencia de su uso en
equinos desde el punto de vista de farmacocinética-farmacodinamia (PK/PD), es
mediante un preparado de liberacion sostenida — larga accion (LS-LA) (Medlicott, 2004;
Mueller, 2004)

Mecanismo de accion

La fosfomicina ingresa en las bacterias a través de permeasas que habitualmente
transportan L-alfa-glicerofosfato 6 D-glucosa 6 fosfato (Hoeprich, 1971; Detter, 1983) y
actia como andlogo del fosfoenolpiruvato, inhibiendo a la UDP-N-acetilglucosamina-3-
0-enolpiruvil transferasa (MurA) (Gobernado, 2003). Esta enzima cataliza el primer
paso de la sintesis del peptoglicano, componente de la pared celular (Gray et al., 2001).
Por ello se considera que su efecto antibacteriano se basa en la inhibicién de la
producciéon de pared celular como se esquematiza en la figura 2. Como muchas
bacterias requieren de la pared para mantener una permeabilidad selectiva, ésta se
pierde y se traduce en un efecto bactericida, en particular sobre las bacterias en fase de
crecimiento. Su mecanismo de accién sobre las primeras etapas de la formacién de la
pared bacteriana sugiere un efecto aditivo o sinérgico con otros antibiticos como se

muestra en el cuadro 2 (Pruekprasert, 2005; Blacky et al., 2005; Gobernado, 2003; Nau,



1995). No presenta resistencia cruzada con otros antibidticos, probablemente debido a

su estructura quimica y a su mecanismo de accion tnicos (Patel et al., 1997).

Farmacocinética

Ante todo es importante destacar que no hay datos de la PK de la fosfomicina en
equinos. Por ello se presenta a continuacién una compilacién de datos en otras especies,

principalmente en humanos.

Absorcion

Zeitlinger et al. (2004) determinaron que la biodisponibilidad oral en humanos de la
fosfomicina trometamol puede llegar hasta el 50%, mientras que la de la fosfomicina
célcica es del 20 al 40%. La Cmax a las 2 horas encontrada con una dosis de 1 g de
fosfomicina cdlcica por via oral fue de 5.2 pg/ml. (Gobernado, 2003) La
biodisponibilidad por via IM es del 74.52% en bovinos (Sumano et al., 2006) Después
de una dosis endovenosa de 300 mg/kg en 8 conejos, la Cmax sérica fue de 324.48 +
102.1 pg/ml a la 0.5 h (Ribes, 2006). La via intramuscular en humanos es menos
utilizada, ya que produce dolor severo, por lo que requiere de la inclusion de lidocaina
al 1% en la formulacién, la cual no interfiere con la absorcién de la fosfomicina (Kirby,
1977). La Cmax a la hora es de 17.1 a 45.5 ug/ml, dependiendo de la dosis (0.5 a 2 g),
manteniendo una concentracion de 8 pg/ml a las seis horas con la dosis de 1 g. (Kirby,

1977)

Distribucion

La fosfomicina tiene una unién a proteinas plasmatica muy baja (< 0.5%) (Sumano et
al., 2006; Bergan, 1990). La distribucién a los tejidos en humanos es moderado
(Gobernado, 2003). En bovinos el volumen de distribucién desde el compartimiento
central (Vdue,) es de 673 £ 27 ml/kg y el volumen de distribucion en el estado de
equilibrio (Vdss) es de 483 £+ 11 ml/kg. (Sumano, 2006), lo que sugiere una distribucién

moderada desde el compartimiento central. Se distribuye con un modelo de un



compartimiento (Sumano et al., 2006; Gutiérrez et al., 2007).

La distribucion de fosfomicina en hueso esponjoso y cortical fue reportada por Sirot et
al. (1983). Una hora después de la administracién de 4g por via IV la concentracion de
fosfomicina fue de 105.0 +12.4 ug/ml en suero, 19.6 + 4.8 ug/g en hueso esponjoso y
13.3 £ 3.7 ug/g en hueso cortical. A las 3 hs las concentraciones fueron 67.8 + 15.9
pg/ml, 10.0 = 4.2 pg/g y 2 £ 3.6 ug/g en suero, hueso esponjoso y hueso cortical.,
respectivamente. La concentracion en el tejido éseo disminuyen en relacion directa a la

concentracion sérica y la relacion tejido/suero permanece en 15 +4%.

Se sabe que la fosfomicina atraviesa la barrera hematoencefdlica en humanos, pasando
répidamente al liquido cefalorraquideo (LCR). Sicilia y cols. (Gobernado, 2003)
encontraron en adultos con meningitis una penetracion de fosfomicina en el LCR del
25.7% de la concentracion plasmadtica, superior a la de la penicilina (7.9%) y la
ampicilina (15.9%) e inferior a la del cloranfenicol (32%). Ribes et al. (2006)
demostraron una penetracion del 49.2 % en LCR en conejos. La penetracion de la

fosfomicina en parénquima cerebral es alto (Brunner, 2002).

La fosfomicina alcanza concentraciones altas en liquido intersticial. (Joukhadar, 2003).
Se administré una dosis de 50 mg/kg/dia por via IV en enfermos con quemaduras
graves y se obtuvo una Cmax de 77 ug/ml a la hora en las ampollas cutdneas,
comparado con la Cmax sérica de 166 pg/ml (Koh, 1986). En el liquido intersticial y
tejido subcutdneo de enfermos con celulitis y sindrome del pie diabético, la fosfomicina
alcanza concentraciones en tejidos inflamados y no inflamados del 34 a 43% de las

plasmaticas (Legat, 2003).

En el sistema respiratorio, la penetracion de fosfomicina varfa dependiendo del tipo de
tejido y de la dosis administrada, pero en tejido pulmonar sano, tras la administraciéon de
2 g de fosfomicina por via parenteral, la concentracion del antibidtico es del 32% al
52% de la sanguinea y la mitad en tejido pulmonar tumoral (Gobernado 2003). En el
liquido pleural la cinética de fosfomicina se comporta como la de un modelo

bicompartimental abierto, con concentraciones maximas medias de 42.63 ug/ml a las
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tres a cuatro horas de administrar 30 mg/kg en bolo por via IV (Fernidndez et al. 1994).

La fosfomicina tiene una buena penetracion en el humor acuoso y vitreo (Kofler, 1986).
Después de la administracion de 4 g por via IV, la Cmax en el humor acuoso a la hora
fue de 14.63 pg/ml + 5.54 a las 2 h y manteniendo niveles significativos a las 12 horas

(Forestier, 1996)

Después de una dosis de 8 g por via IV, la Cpromedio en pus de abscesos intracraneales
de 12 personas fue de 182 + 64 ug/mL en el estado estable, valor por arriba de la MIC
somo de varias especies bacterianas involucradas comunmente en la formaciéon de
abscesos, como Streptococcus spp., Staphylococcus spp. y Escherichia coli. La vida
media de la fosfomicina en el fluido dentro de los abscesos fue de 32 a 39 horas

(Sauermann, 2005).

La Cmax obtenida en el ttero después de una dosis de 2 g de fosfomicina sédica por via
endovenosa fue de 26.56 + 53.48 pg/g lo cual indica una buena penetracion a este

organo (Cho, 1985).

Biotransformacion y eliminacion

La mayor parte de la dosis (>80%) administrada por via oral y endovenosa es eliminada
a través de la orina en forma activa (Gobernado, 2003; Gialdroni, 1990; Patel et al.,
1997). La vida media de la fosfomicina trometamol administrada por via oral en
humanos es de 5.7 h. Después de una dosis oral inica de 3 g alcanza una Cmax en orina
a las 4 horas y permanece a concentraciones altas (>128 ug/ml) durante 24 — 48 hs

(Patel, 1997).

Sumano et al. (2006) encontraron en bovinos una T %2 por viaIM de 2.17 £0.4 h y por
via IV de 1.33 £ 0.3 h después de administrar 20 mg/kg de fosfomicina disddica por
ambas vias durante tres dias. Estos valores permanecieron constantes durante los tres

dias y se considerd que tenia una cinética de primer orden no acumulativa.
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Su biotransformacion es practicamente nula. (Goto, 1981) y la eliminacién por bilis es

minima (Shimizu, 1977)

La concentracion de fosfomicina como molécula activa encontrada en orina después de
12 horas representa el 87% de la dosis total administrada por via endovenosa, el 43% de
fosfomicina trometamol administrada por via oral y el 18% de fosfomicina célcica

también administrada por via oral (Bergan, 1990).

Toxicidad y efectos adversos

La fosfomicina trometamol es bien tolerada en humanos (Schito, 2003) ain a dosis
repetidas de 8 g/dia IV durante 7 dias, 4 g/dia IM durante 5 dias y 4 g/dia PO durante 7
dias (Kuemmerle, 1987). Otros estudios reportan la presentacion de pocas reacciones
adversas que consisten bdsicamente en cefalea, mareos y sintomas gastrointestinales
transitorios y autolimitantes como dolor abdominal y vémito (Patel et al. 1997; Reeves,
1994). En un estudio con 48 pacientes, el 8.3% presenté nduseas y urticaria después de
una dosis de 8 a 24 g/dia de una combinacién de fosfomicina con un f lactdmico por via
oral durante 14.4 +/- 8.3 dias (Stengel, 2005). Durupt et al., (2001) reportaron un caso
inusual de toxicidad hepdtica aguda en una paciente con fibrosis quistica, pero
usualmente no es un efecto ligado a este farmaco. No tiene efectos secundarios adversos

durante la gestacién en humanos (Reeves, 1992).

Es, sin embargo, importante mencionar la presentacién de dolor en el 7% de las
personas a las que se administré por via intramuscular y flebitis en el 0.1% a las que se

administré por via endovenosa (Pedreira, 2003)

En equinos la principal forma de efectos adversos de los antibacterianos en el tracto
gastrointestinal se produce por permitir o fomentar el crecimiento de Clostridium
difficile y de Salmonella spp en colon mayor y ciego (Gustafsson, 2004). Aunque no
hay datos en esta especie, es factible que este efecto adverso no se presente, ya que en
ocho personas sanas a las que se administré 5 g de fosfomicina cada 12 horas (84

mg/kg) no se detectaron alteraciones en Bacteroides y lactobacterias anaerobias, ni la
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seleccién de Clostridium difficile (Knotte, 1991)

Usos

Los usos clinicos de fosfomicina en humanos son amplios. Bonfiglio et al. (2005)
recomiendan una dosis inica de 3 g por via oral como primera opcién en el tratamiento
de infecciones urinarias. Se ha recomendado ademads para el tratamiento de infecciones
del SNC, como meningitis causada por Streptococcus pneumoniae, en combinacién con
ceftriaxona o vancomicina (Ribes, 2006; Nau, 1995) y en abscesos intracraneales

(Brunner, 2002).

La fosfomicina ha demostrado ser de utilidad, con una eficacia del 87.5% o mas, en
otitis media purulenta crénica supurativa y otros cuadros clinicos otorrinolaringolégicos
causados por Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

(Deguchi, 1995).

Su uso estd indicado en los pacientes diabéticos en los que hay infeccion de tejidos
blandos y en ocasiones, de huesos y articulaciones (Stengel, 2005; Legat, 2003); en
artritis séptica y osteomielitis causada por Citrobacter freundii y Haemophilus
influenzae tipo b (Stricker, 1998); y en osteomielitis causada por Pseudomonas

aeruginosa y otros microorganismos (Marquez, 2003).

Es de utilidad en la mayoria de los abscesos purulentos en los que se ven involucrados
Streptococcus spp, Staphylococcus spp y E. coli (Sauermann, 2005). Se usa ademas en
la prevencion y tratamiento de infecciones intraabdominales postquirirgicas (Murao,
1997; Andaker, 1987), en infecciones de heridas postquirigicas (Ortler, 2001), en
infecciones intrapélvicas y uterinas (Cho, 1985; Takase, 1983), infecciones urinarias
(Honderlick, 2006; Mazzei, 2006; Loram, 2004), infecciones gastroentéricas (Nakaya,
2003; Panos, 2006) y dermatoldgicas (Pérez, 1999). Los resultados in vitro obtenidos
por Blacky et al. (2005) sugieren que la combinacion de fosfomicina con amoxicilina o

claritromicina pueden ser una alternativa en el tratamiento de Helicobacter pylori.
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La fosfomicina estd indicada, ademds, en el tratamiento perioperatorio en oftalmologia

y en pacientes con endoftalmitis (Kofler, 1986; Forestier, 1996).

Se ha utilizado sola o asociado a otros antibacterianos por via endovenosa para tratar
infecciones respiratorias causadas por Strepfococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae Enterobacter, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. (Mirakhur et

al., 2003; Berthelot, 1986)

Dados las indicaciones anteriores, es factible pensar que este antibacteriano pudiera ser
util en equinos para el tratamiento de problemas infecciosos en el sistema respiratorio
(gurma, bronconeumonias, pleuroneumonias), infecciones del sistema gastrointestinal
(diarreas, peritonitis), del aparato locomotor (osteomielitis, tenosinovitis, artritis
sépticas), infecciones en neonatos (onfaloflebitis, septicemias, neumonias, artritis
sépticas), del sistema nervioso central (meningitis, abscesos), del sistema genitourinario
(cistitis, placentitis, metritis postparto, endometritis, mastitis), infecciones
postquirdrgicas o traumdticas (celulitis y abscesos), infecciones dermatolégicas y

ulceras corneales, entre otros.
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MATERIAL Y METODOS

En el Apéndice se presentan de manera esquematica las dos etapas de este trabajo.

Se seleccionaron 10 caballos adultos (1 yegua de raza Pura Sangre Inglés y 9 caballos
castrados de raza Cuarto de Milla) clinicamente sanos. Su edad fluctué en un rango de 5
a 15 afios y su peso corporal entre 450 a 550 kg. Los animales estuvieron alojados en las
instalaciones de la Unidad Médico Veterinaria de la Policia Montada de la Secretaria de
Seguridad Publica ubicada en la Av. Guelatao No. 100, Col. Alvaro Obregén, Del.
Iztapalapa en México, DF con la misma alimentacion, bajo el mismo régimen de
medicina preventiva y con el mismo nivel de actividad fisica. Ninguno de los animales
con los que se trabajé habia recibido tratamiento antibidtico por lo menos durante 30

dias antes de recibir la primera administracion de fosfomicina disddica.

Etapal

Determinacion de la farmacocinética de fosfomicina disédica en equinos
Elaboracion del preparado

Se disolvié fosfomicina disédica en forma de polvo estéril (Parfarm de México, SA) en
agua inyectable estéril para preparar una solucién al 10%, la cual fue destinada a ser
aplicada por la via endovenosa (IV). Adicionalmente se prepard otra solucién similar,
con la adicion de lidocaina al 0.1% para ser destinada a la aplicacion intramuscular (IM)
y subcutdnea (SC). La lidocaina se utiliz6 para minimizar el dolor en el sitio de la

aplicacion al momento de ser administrada.

Administracién por via endovenosa (IV) de 10 mg/kg

Se determiné el peso aproximado de cada uno de los caballos mediante una cinta que
mide el perimetro toracico (Purina Mills USA)

Se aplic6 una dosis de 10 mg/kg p.v. de la formulacién acuosa de fosfomicina al 10%
por via endovenosa en la vena yugular a cada caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.

Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se
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recuper? el suero, se identificd y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Administracién por via intramuscular (IM) de 10 mg/kg

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior

Se aplic6 una dosis de 10 mg/kg p.v. de la formulacién acuosa de fosfomicina al 10%
con lidocaina al 0.1% por via intramuscular en la tabla del cuello a cada caballo. Con el
fin de disminuir variaciones debido al sitio de la aplicacion, se dividi6 la dosis total en
dos fracciones iguales y se administraron en cada lado del caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuperd el suero, se identificd y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Administracién por via subcutanea (SC) de 10 mg/kg

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior

Se aplic6 una dosis de 10 mg/kg p.v. de la formulacién acuosa de fosfomicina al 10%
con lidocaina al 0.1% por via subcutinea en la tabla del cuello a cada caballo. Con el fin
de disminuir variaciones debido al sitio de la aplicacidn, se dividi6 la dosis total en dos
fracciones iguales y se administraron en cada lado del caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuperd el suero, se identificd y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Administracién por via endovenosa (IV) de 20 mg/kg

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior

Se aplic6 una dosis de 20 mg/kg p.v. de la formulacién acuosa de fosfomicina al 10%
por via endovenosa en la vena yugular a cada caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada

caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
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siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuper? el suero, se identific y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Administracién por via intramuscular (IM) de 20 mg/kg

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior

Se aplic6 una dosis de 20 mg/kg p.v. de la formulacién acuosa de fosfomicina al 10%
con lidocaina al 0.1% por via intramuscular en la tabla del cuello a cada caballo. Con el
fin de disminuir variaciones debido al sitio de la aplicacion, se dividi6 la dosis total en
dos fracciones iguales y se administraron en cada lado del caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuper? el suero, se identificd y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Administracién por via subcutinea (SC) de una dosis de 20 mg/kg

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior

Se aplic6 una dosis de 20 mg/kg p.v. de la formulacién acuosa de fosfomicina al 10%
con lidocaina al 0.1% por via subcutinea en la tabla del cuello a cada caballo. Con el fin
de disminuir variaciones debido al sitio de la aplicacidn, se dividi6 la dosis total en dos
fracciones iguales y se administraron en cada lado del caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuperd el suero, se identificd y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Procesamiento de muestras

Determinacion de la concentracion sérica de fosfomicina

La concentracion de fosfomicina disddica en cada muestra de suero fue determinada
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mediante el andlisis microbioldgico cuantitativo/cualitativo descrito por Bennet et al.
(1966). En €l se mide la concentracién en términos de la actividad antibacteriana in

vitro del farmaco. A continuacidn se describe el proceso que se llevo al cabo.

a. Agar
El agar utilizado es Mueller Hinton (Merck) preparado a razén de 50 g/l, siguiendo las

indicaciones que marca el producto.

b. Cultivo bacteriano
Se utiliza una cepa bacteriana ATCC (American Type Culture Collection) 19615 de

Streptococcus pyogenes

c. Estdndar bacteriano

En un tubo de tap6n de rosca se colocan 5 ml de agua destilada y una asada del cultivo
bacteriano joven (resembrado 24 horas antes) de Streptococcus pyogenes. Por medio de
los estandares de Mc Farland' se realizan los ajustes necesarios a la dilucién para
obtener una concentracién al 0.5 de Mc Farland.

La turbidez al 0.5 de Mc Farland se obtiene por medio de un espectrofotometro a una

transmitancia del 60-65%, la cual corresponde a una concentracién bacteriana de 1 x

10",

d. Preparacion de las placas

En un refractario estéril tipo Pirex® de 21 x 20 cm se colocan 300 ml de agar y se dejan
enfriar durante 10 minutos. Sobre el agar ya frio se colocan 200 pl de la suspension
bacteriana y por medio de un hisopo estéril se distribuyen homogéneamente sobre el

agar.

e. Preparacion de las diluciones
Se pesan 20 mg de estandar de fosfomicina con un 98% de pureza (Parfarm de México).
Se colocan en un vaso de precipitados y se aforan a 10 ml con agua desionizada. Se

marcan 10 tubos de 5 ml del 1 al 7 y uno de 15 mililitros con el nimero 0. En el tubo

1 . L.
BioMérieux

18



numerado con el 0 se colocan 9 ml de agua desionizada y en cada uno de los demds
tubos se coloca 1 ml. Se toma 1 ml de la solucién del vaso de precipitados y se coloca
en el tubo 0. Se homogeniza. De este tubo se toma 1 ml y se agrega al tubo 1. Se
homogeniza. Se toma 1 ml del tubo 1 y se agrega al tubo 2, asi sucesivamente. Se

continda hasta completar los 7 tubos, teniendo finalmente las siguientes diluciones:

No. Concentracion (ug/ml)
Vaso de precipitados 2000

Tubo 0 200

Tubo 1 100

Tubo 2 50

Tubo 3 25

Tubo 4 12.5

Tubo 5 6.25

Tubo 6 3.125

Tubo 7 1.5625

f. Preparacion de las placas

Una vez preparada la placa y con ayuda de un sacabocados se realizan a lo largo del
refractario dos hileras de 10 pozos cada una. En cada pozo se colocan 100 pl de cada
una de las diluciones, realizindose por duplicado. Se trabajan 5 placas en el mismo dia
con la misma metodologia, con la finalidad de tener un total de 10 lecturas. Se incuban
durante 24 horas a 37 °C. Después de transcurrido este periodo de tiempo se miden los

halos de inhibicién por pozo y por placa.

g. Procesamiento de las lecturas de los halos de inhibicién
Se obtienen medias y desviaciones estdndar del didmetro de halo de inhibicién de cada
una de las diluciones. Mediante los programas Microcal Origin 1.6 y Excel 2, se

obtienen las graficas de milimetros de halo de inhibicién vs concentracion.

2 Microsoft Excel. 1985-97
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Obtencion de valores farmacocinéticos

El andlisis farmacocinético se realiz6 mediante el andlisis compartimental ingresando
los valores de concentracion sérica de fosfomicina obtenidos en la fase anterior al
programa PK Analyst (5.1) (MicroMath Scientific Software Salt Lake City, lowa,
USA).

El andlisis farmacocinético de los valores obtenidos después de la administraciéon IV se
obtuvo mediante el Modelo 1, que consiste en aplicacién de un bolo endovenoso, sin
periodo de aplazamiento, eliminacién de primer orden, con un coeficiente de
correlacién (r) > 0.96 en todos los casos. Los valores obtenidos después de la
administracién IM y SC (r > 0.96) fueron analizados mediante el Modelo 3 (1
compartimento, sin tiempo de aplazamiento, eliminacién de primer orden) con un
coeficiente de correlaciéon (r) > 0.96 en todos los casos. Ambos modelos son

representados mediante las siguientes ecuaciones:

Modelo 1

— . Tiempo - B.Tiempo

Concentracién (Tiempo) = Ae + Be

Modelo 3

o . K Ti K _Ti
Concentracién (Tiempo) = Dosis. K g € elim 7 o-€ A T°

Volumen Kap _K ¢jim.

Las variables farmacocinéticas determinadas para las dosis administradas por la via IV
fueron las siguientes: drea bajo la curva (AUC), constante de eliminacién (Kel), drea
bajo la curva en un momento determinado (AUMC), tiempo medio de residencia
(MRT), concentracién sérica al tiempo 0 (Cso), volumen aparente de distribucién con
base en el AUC (Vdauc), volumen aparente de distribucién en el estado estable (Vdss) y
depuracion sistémica (CLs). Los valores farmacocinéticos determinados para las dosis
administradas por las vias IM y SC fueron los siguientes: constante de eliminacidén

(Kel), vida media de absorcién (TY2ab), concentracidn sérica maxima (Cmax), tiempo
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para llegar a la Cmax (Tmax), 4drea bajo la curva (AUC), constante de eliminacién
(Kel), area bajo la curva en un momento determinado (AUMC), tiempo medio de
permanencia (MRT) y biodisponibilidad (F). Los datos fueron expresados como la
media + desviacion estindar (DS) de diez observaciones para cada pardmetro y el
andlisis estadistico de las medias de los pardmetros PK fue llevado al cabo mediante
ANOVA vy la prueba Bonferroni t utlizando el programa SAS System 9.0 (SAS
Institute, Cary, NC, USA).

Etapa I1
Elaboracién de dos preparados de liberacion sostenida y larga accion (LS y LA) de
fosfomicina acuosa al 10%

Se elaboraron varias preparaciones con fosfomicina disédica LS - LA al 10% en el
Laboratorio de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (UNAM). Se incluyé el principio activo en poloxdmero 407 o chitosan y 3 -
ciclodextrina a diferentes concentraciones y lidocaina al 0.1%. Se dejaron las
soluciones en reposo durante dos semanas y se escogieron dos preparados (A y B) con

base en las caracteristicas visuales de precipitacion y estabilidad.

Pruebas de irritabilidad en animales de laboratorio

Se administraron las dos formulaciones elegidas por via intramuscular a 5 ratas cada
uno (1 ml administrado en la masa muscular formada por los muisculos semitendinoso y
semimembranoso). La irritacién se evalu6 mediante reconocimiento visual y palpacion

del tumor, rubor y dolor desde 24 hasta 72 horas después de la administracion.

Administracién por via intramuscular (IM) de 10 mg/kg del preparado A

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior
Se aplicé una dosis de 10 mg/kg p.v. del preparado A (LS-LA) de fosfomicina al 10%
con lidocaina al 0.1% por via intramuscular en la tabla del cuello a cada caballo. Con el

fin de disminuir variaciones debido al sitio de la aplicacion, se dividi6 la dosis total en
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dos fracciones iguales y se administraron en cada lado del caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuperd el suero, se identific y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Administracién por via intramuscular (IM) de 10 mg/kg del preparado B

Se dejo pasar un periodo de 21 dias de espera después de finalizada la etapa anterior

Se aplicé una dosis de 10 mg/kg p.v. del preparado B (LS-LA) de fosfomicina al 10%
con lidocaina al 0.1% por via intramuscular en la tabla del cuello a cada caballo. Con el
fin de disminuir variaciones debido al sitio de la aplicacion, se dividi6 la dosis total en
dos fracciones iguales y se administraron en cada lado del caballo.

Se colocé un catéter de calibre 18 x 1.5” (Becton Dickinson) en la vena yugular de cada
caballo. Se tomaron muestras de 10 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante a los
siguientes intervalos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 18 y 24 horas.
Inmediatamente después de la coleccidn, cada una de las muestras se centrifugd, se

recuperd el suero, se identificd y se congeld a — 4°C hasta su andlisis 5 dias después.

Procesamiento de muestras

Determinacion de la concentracion sérica de fosfomicina

La concentracion de fosfomicina disddica en cada muestra de suero fue determinada
mediante el andlisis microbioldgico cuantitativo/cualitativo descrito por Bennet et al.

(1966).

Obtencion de valores farmacocinéticos

El andlisis farmacocinético se realiz6 mediante el andlisis compartimental ingresando
los valores de concentracion sérica de fosfomicina obtenidos en la fase anterior al

programa PK Analyst (5.1) (MicroMath Scientific Software Salt Lake City, lowa,
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USA).

Los valores obtenidos después de la administraciéon IM de ambos preparados (r > 0.96)
fueron analizados mediante el Modelo 3 (1 compartimento, sin tiempo de aplazamiento,
eliminacién de primer orden) con un coeficiente de correlacidon (r) > 0.96 en todos los

casos. El modelo es representado mediante la siguiente ecuacion:

Modelo 3

Concentracion (Tiempo) = Dosis. K ap_ € K i TiEmPO _ g K - Tiempo

Volumen Kap _K ¢jim.

Los valores farmacocinéticos determinados para las dosis administradas por la via IM
fueron los siguientes: constante de eliminacién (Kel), vida media de absorcién (TY2ab),
concentracion sérica mdxima (Cmax), tiempo para llegar a la Cmax (Tmax), drea bajo
la curva (AUC), constante de eliminacién (Kel), area bajo la curva en un momento
determinado (AUMC), tiempo medio de permanencia (MRT) y biodisponibilidad (F).
Los datos fueron expresados como la media + desviacidon estidndar (DS) de diez
observaciones para cada pardmetro y el andlisis estadistico de las medias de los
pardametros PK fue llevado al cabo mediante ANOVA vy la prueba Bonferroni t utlizando

el programa SAS System 9.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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RESULTADOS

En las Figuras 1 y 2 se muestra la media de la concentracién plasmadtica = 1 DS (Log;o)
de fosfomicina disédica después de la administracion de 10 mg/kg y 20 mg/kg por via
IV, IM y SC del farmaco, respectivamente. En la Figura 3 se muestra la media de la
concentraciéon plasmdtica £ 1 DS (LoglO) de fosfomicina disédica después de la
administracién por via intramuscular de una dosis de 10 mg/kg del Preparado A y del
Preparado B, respectivmente. El cuadro 1 muestra los valores farmacocinéticos (PK) de
fosfomicina después de la administracion Unica de estas mismas dosis por via IV, IM y
SC de fosfomicina disddica y el cuadro 2 muestra los valores farmacocinéticos (PK) de
fosfomicina después de la administracién tnica de 10 mg/kg por via intramuscular del
preparado A y el preparado B.

El perfil de eliminacién de fosfomicina administrada por via IV, mostré un modelo de
un compartimento, con una vida media de eliminacién (T%2 3) de 1.23 + 0.08 h para la
dosis de 10 mg/kg y de 1.34 + 0.01 h para la dosis de 20 mg/kg.

A través del andlisis estadistico de los datos a través del ANDEVA y la prueba de
Bonferroni se encontré una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) entre las
vidas medias de eliminacién (T2 ) al comparar las diferentes rutas de administracion.
Sin embargo, no se encontré diferencia estadisticamente significativa de los valores
encontrados entre las dos dosis administradas por la misma via.

La vida media de absorcién (T%2 ab) y el tiempo medio de residencia (MRT) de la via de
administracién SC fueron més elevadas (P < 0.05) que las encontradas para las vias IM
eIV.

El AUCy.12, AUCj24 y AUMC de las dos dosis (10 y 20 mg/kg) administradas por via
SC fueron més elevadas (P < 0.05) que las administradas por via IM, pero menores (P <
0.05) que las obtenidas al administrar el fairmaco por via IV.

La biodisponibilidad (F) después de la administraciéon IM, calculada mediante los
valores del AUC, fue de 38% y 58% para 10 mg/kg y 20 mg/kg, respectivamente. La
biodisponibilidad calculada después de la administracion SC fue més elevada (P < 0.05)
para ambas dosis (84% y 85% para 10 mg/kg y 20 mg/kg, respectivamente).

Los valores de Tmax y Cmax mostraron diferencia estadisticamente significativa (P <
0.05), tanto cuando se compararon las vias de administracion como cuando se

compararon las dos dosis administradas por la misma via (P < 0.05 en todos los casos).
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DISCUSION

La fosfomicina ha sido utilizada en paises europeos para el tratamiento de infecciones
bacterianas en humanos, tales como pielonefritis aguda y cistitis (Bayrak, 2006),
infecciones obstétricas y ginecoldgicas (Cho, 1985), otitis y otras infecciones
otorrinolaringolégicas (Deguchi et al., 1995), endoftalmitis (Kofler, 1986), celulitis e
infecciones en pie diabético (Legat et al., 2003; Stengel, 2005), infecciones respiratorias
(Mirakhur et al., 2003; Berthelot, 1983), infecciones en el sistema nervioso central
(Ribes, 2006; Nau, 1995) y abscesos intracraniales (Brunner, 2002), peritonitis (Michel
et al., 1989) asi como osteomielitis y artritis sépticas (Marques, 2003; Stricker, 2005).

En la actualidad su uso en Medicina Veterinaria es limitado. Existe experiencia
documentada de su uso en pollo de engorda para el tratamiento de infecciones causadas
por Escherichia coli y Salmonella spp (Ferndndez et al., 2001; Fernandez et al., 1998) y
se ha demostrado la sensibilidad de Actinobacillus pleuropneumoniae y Pastereulla
multocida en cerdos a la fosfomicina (Williams et al., 2001). Se han descrito valores
farmacocinéticos en pollos (Herndndez et al., 2001), conejos (Fernidndez Lastra et al.,
1987), bovinos (Sumano et al., 2007) y perros (Gutiérrez et al., 2007). No existe

informacion documentada de la farmacocinética de este formaco en equinos.

Se escogieron las dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg para utilizar el volumen inyectable més
pequeifio posible de una solucién de fosfomicina dosédica al 10% (50 ml y 100 ml para
un caballo de 500 kg ) y también para evitar irritacién y dolor locales, atin con la
inclusién de lidocaina al 0.1%. Se escogié ademads, una dosis baja para minimizar los
posibles efectos adversos en el tracto gastrointestinal (Baverud et al., 1997) y en el
tejido muscular (Vengust, 2002), frecuentemente asociados con el uso de

antimicrobianos en caballos.

La dosis de 10 mg/kg es menor que la utilizada en bovinos (20 mg/kg) (Sumano et al.,
2007) y perros (40 y 80 mg/kg) (Gutiérrez et al., 2007) y ciertamente menor que la
utilizada en humanos (30 a 100 mg/kg) (Segre et al., 1987; Nakamara, 1985). Sin
embargo existe el antecedente de Aramayona et al. (1997), autores que definieron la
farmacocinética de una dosis endovenosa dnica de 10 mg/kg en pollos y Fernandez et
al. (2002) report6 una buena eficacia clinica en pollos infectados con E. coli utilizando
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una dosis de 10 mg/kg.

El pH de la solucién de fosfomicina disddica utilizada para la administracion IV fue de
12, el cual es el limite aceptado para su uso por esta via en humanos (Strickley 2004).
Las soluciones que fueron administradas por la via IM y SC registraron un pH de 9, que
se encuentra, a su vez, en el limite aceptado para la administracién por esta via
(Strickley, 2004). Teniendo en consideracién que los caballos tienden a ser mads
susceptibles al dafio muscular causado por inyecciones multiples que otras especies, se
requieren mds estudios para evaluar este dafio por la administraciéon IM de fosfomicina
disédica. No se ha informado de ninguna interaccién in vitro de la fosfomicina disédica
y la lidocaina al 0.1% utilizando métodos microbiologicos (Segre et al., 1987;
Nakamara, 1985; Vecchio et al., 2001; Sumano et al., 2007; Gutiérrez et al., 2007). Las
preparaciones utilizadas para el uso IM en humanos contienen lidocaina, mientras que
las que se aplican por via IV carecen de ella. Sin embargo, pudieran llevarse a cabo
estudios farmacocinéticos comparativos de fosfomicina con y sin lidocaina en caballos
para descartar que haya cambios significativos. En este estudio no se observo irritacion
local ni dolor en ninguno de los caballos a los que se inyect6 la fosfomicina por via IM

y SC.

La biodisponibilidad de la administraciéon IM fue de 38% y 58%, valores menores que
los reportados por Sumano et al. (2007) en bovinos después de la administracién de 20
mg/kg (74%) y similar a la reportada por Gutiérrez et al. (2007) en perros después de la
administracién de 40 mg/kg, pero mds elevada que la mencionada por los mismos
autores después de inyectar 80 mg/kg por la misma via. La biodisponibilidad de la
administracién SC fue més elevada que la obtenida a través de la administracién IM,
con valores de 84 % y 86 % para las dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg, respectivamente.
Estos valores son similares a los reportados para la misma via en perros, los cuales
fueron 84% para la dosis de 40 mg/kg y 85% para la dosis de 80 mg/kg (Gutiérrez et al.,
2007). Se sabe que los caballos tienen una mayor susceptibilidad a la necrosis muscular
después de cualquier inyecciéon por via IM, lo cual pudiera explicar la menor

biodisponibilidad encontrada a través de esta via.

El volumen de distribucién aparente del drea bajo la curva (Vdauc) encontrado en estos
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caballos fue de 215.0 4.0 mL/kg para la dosis de 10 mg/kg por via IV y 220.0 + 3.0
mL/kg para la dosis de 20 mg/kg por la misma via. Estos valores fueron mucho menores
que los encontrados en ganado bovino por Sumano et al. (2007) (Vdauc = 673.0 = 27.0
mL/kg) al administrar 20 mg/kg por via IV.

Sumano et al. (2007) informaron una vida media de eliminacién corta T%2f (1.33 + 0.3
h parala via IV y 2.17 £ 0.4 h para la via IM) y una depuracion total rdpida (11.2 + 1.2
mL/kg/h) para la dosis de 20 mg/kg en bovinos. En caballos la vida media de
eliminacion encontrada en este trabajo para la via IV fue de 1.23 £ 0.08 h para 10 mg/kg
y 1.34 £0.01 h para 20 mg/kg; y para la via IM fue de 1.54 + 0.07 h para 10 mg/kg y
1.57 £ 0.02 h para 20 mg/kg. Se obtuvo una depuracion total (CLg) rdpida (16.0 £ 0.6
mL/kg/h para 10 mg/kg y 24.0 £ 1.0 mL/kg/h para 20 mg/kg).

Se han establecido concentraciones minimas inhibitorias (CMlIgy) de fosfomicina para
Streptococcus spp de 0.25 ug/mL (Fernidndez et al., 1995). Si se considera la relacién
del porcentaje de tiempo que la concentracidn sérica permanece mds elevada que la
CMI (% T > CMI) como la variable para determinar un intervalo de dosificacion para
fosfomicina, un antimicrobiano tiempo-dependiente (McKellar et al., 2004) y se
considera una MIC de 1 pug/mL, se puede decir que la administracion SC de 20 mg/kg
permite la obtencién de niveles terapéuticos hasta por 10 horas. Esta afirmacion
coincide con la mejor via de administracién propuesta para humanos (Cree et al., 2007)
y en perros (Gutiérrez et al., 2007), que es la inyeccion SC. Otra relacién
farmacocinética/farmacodindmica (PK/PD) aceptada para predecir la eficacia clinica de
algunos antimicrobianos tiempo-dependientes es la relacién del drea bajo la curva de 0 a
24 horas dividida entre la CMlyy (AUC(24/CMlIy) (Ailani et al., 1999; Burgess et al.,
2006). La relacion AUC(,4/CMlyy reportada para macrdlidos y tetraciclinas, por
ejemplo, es > 25. La AUCy. ; para fosfomicina en humanos después de una dosis de 8 g
por via IV informada por Gattringer (2006) es 2159.4 + 609.8. Este valor permiti6 a los
autores a recomendar un intervalo de dosificacion de 12 horas. En equinos no se ha
sugerido un valor ideal del AUC ni de la relacion AUC,.;,/CMlyg,. Por lo tanto, los
valores de AUC_j, obtenidos en este estudio mediante el método trapezoidal después de
la administracién SC de fosfomicina dis6dica, pueden ser considerados como los
primeros antecedentes (249.0 + 8.0 y 315.0 £ 9.0 después de administrar 10 mg/kg y 20
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mg/kg, respectivamente). Si se tiene que tratar una infeccion causada por una bacteria
sensible a la fosfomicina, como Strepfococcus spp y se toma en consideracion la
relacion AUCy.12/CMlyy, se obtienen valores de 996 para la dosis de 10 mg/kg y 1260
para la dosis de 20 mg/kg por la via SC. Estos valores son lo suficientemente altos para
sugerir una buena eficacia in vivo. Sin embargo, si se requiere el tratamiento de una
bacteria menos sensible (CMIyy = 16 pg/mL) (Gobernado, 2003), la relacion AUC,.
12/CMlgp disminuye a 15 para la dosis de 10 mg/kg y 19 para la dosis de 20 mg/kg
aplicada por via SC y la eficacia clinica pudiera verse disminuida, a su vez. Atn cuando
pareciera que la mejor ruta de administracion de la fosfomicina disddica en caballos es
la subcuténea, si se consideran los bajos valores del volumen de distribucién del drea
bajo la curva (Vdauc) y del volumen de distribucién aparente en el estado estable (Vdss)
encontrados en este estudio, la corta vida media de eliminacién (T%2f) y el aumento
linear en las concentraciones séricas vs tiempo con la dosis administrada (Ferndndez
Lastra, 1987), deben administrarse dosis mds elevadas para aumentar la relacion AUC,.
12/CMlyg para bacterias resistentes. Ademads, debido al hecho que los caballos son més
susceptibles a irritaciones tisulares severas después de inyecciones repetidas (Brielle,
2004) es necesario disminuir el volumen a inyectar y aumentar el intervalo de
dosificacion si se utilizan las vias IM y SC. Por lo tanto, seria de utilidad contar con
una solucién de fosfomicina disédica con mayor concentracién (20%). Concluimos que
se obtendrdn mejores valores farmacocinéticos de fosfomicina si se administra una
solucién de este fiarmaco al 20% en un sistema de polimeros biodegradables de
liberacion sostenida. La fosfomicina ha demostrado tener ademds un efecto
inmunomodulador, consistente en el aumento de la habilidad bactericida de los
neutréfilos (Krause et al., 2001) y una supresion en la respuesta inflamatoria (Morikawa
et al., 2003). Estos hechos, aunados al efecto sinérgico y aditivo de la fosfomicina con
otros antimicrobianos (Pruekprassert, 2005; Tessier, 1997) deben ser tomados en cuenta
antes de hacer recomendaciones précticas para el clinico en equinos. Ademads, debido a
los efectos negativos severos que algunos antimicrobianos han demostrado ejercer sobre
la microflora intestinal en caballos (Gustafsson, 1997) y la susceptibilidad de la especie
a la irritacién y necrosis muscular, deben llevarse a cabo mds estudios de seguridad y
toxicidad. Sin embargo, es importante mencionar que ninguno de los animales

experimentales en este estudio no mostraron ninguna alteracién aparente en el tracto
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gastrointestinal o en el tejido muscular, lo cual coincide con el hecho de que la
fosfomicina es considerada un formaco con pocos efectos téxicos en las especies hasta

ahora estudiadas.
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APENDICE 1
Esquema experimental

ETAPAT

FOSFOMICINA DISODICA
ACUOSA 10%

10 CABALLOS
ADULTOS 10 mg/kg
APLICACION IV | =ep | APLICACION M | =y APLICACION SC
I 21 DIAS I 21 DIAS I
‘Washout ‘Washout
EXTRACCION DE EXTRACCION DE period EXTRACCION DE
SUERO SUERO SUERO
| | |
Método de Bennet Método de Bennet Método de Bennet
PK Analyst PK Analyst PK Analyst
DETERMINACION DETERMINACION DETERMINACION
VALORES VALORES VALORES
FARMACOCINETICOS FARMACOCINETICOS FARMACOCINETICOS
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ETAPAT

FOSFOMICINA DISODICA

ACUOSA 10%

10 CABALLOS
ADULTOS 20 mg/kg
APLICACION 1V | = | APLICACION M | et APLICACION SC
I 21 DIAS I 21 DIAS I
de espera de espera
EXTRACCION DE EXTRACCION DE EXTRACCION DE
SUERO SUERO SUERO
I I I
Método de Bennet Meétodo de Bennet Método de Bennet
PK Analyst PK Analyst PK Analyst
DETERMINACION DETERMINACION DETERMINACION
VALORES VALORES VALORES
FARMACOCINETICOS FARMACOCINETICOS FARMACOCINETICOS
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ETAPA I

ELABORACION VARIOS PREPARADOS
LS -LA
FOSFOMICINA DISODICA
ACUOSA 10%

CHITOSAN
POLOXAMERO
B CICLODEXTRINA

v

ELECCION DE 2 PROTOTIPOS
PREPARADO LS -LA
FOSFOMICINA DISODICA
ACUOSA 10%

Pruebas de irritabilidad en animales de
laboratorio

Administraciéon 10 mg/kg por via IM en
10 caballos sanos
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ETAPA III

PREPARADO A LS -LA
FOSFOMICINA DISODICA
ACUOSA 10%

10 mg/kg

10 CABALLOS 1
ADULTOS

APLICACION IM

EXTRACCION DE
SUERO

Método de Bennet
PK Analyst

l

PREPARADO B LS - LA
FOSFOMICINA DISODICA
ACUOSA 10%

»

»

21 DIAS de espera

DETERMINACION
VALORES
FARMACOCINETICOS

10 mg/kg

!

APLICACION IM

EXTRACCION DE
SUERO

Método de Bennet
PK Analyst

l

DETERMINACION
VALORES
FARMACOCINETICOS
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Tabla 1.

Valores farmacocinéticos calculados de fosfomicina mediante el andlisis compartimental después de la
administracién unica de 10 y 20 mg/kg de fosfomicina disédica

v M SC
Promedio + DS Promedio = DS Promedio = DS

10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
ﬁ/g]i‘)’-z“ (ng 310.0°  12.0 4150°£150 | 119.0°43.0 | 243.0°490 | 262.0°440 | 358.0°+11.0
ﬁ/gig-lz (ng 307.0* £ 8.0 410.0°+ 10.0 115.0°+ 4.0 224.0°+ 7.0 249.0° + 8.0 315.0°+9.0
ﬁzynlg (ng 1022.0°+42.0 | 1354.0°431.0 | 589.0°419.0 | 735.0°4£21.0 | 278.0°28.0 | 527.0°% 13.0
MRT (h) 1.0* + 0.03 1.27% +0.01 2.23%+0.07 237°+0.09 | 4.95+0.02 | 5.0°+0.012
B (ug/mL h) 0.31* £ 0.06 0.31*+0.02 024*+0.04 | 0.24°+0.03 | 0.20*+0.01 | 0.20*+0.05
T Y ab (h) - - 044+ 0.1 0.42°+0.03 | 0.70°+0.14 | 0.70°+0.12
T % B (h) 1.23*+0.08 1.34*° +0.01 1.54°+0.07 | 1.57°+0.02 | 3.43Y+0.08 3.46%+0.1
Ko (h) 0.5 +0.03 0.6 £ 0.04 - - - -
Vd auc (mL/kg) 215.0+4.0 220.0 £ 3.0
Vd ss (mL/kg) 206.0 £ 2.0 210.0 £4.0
Cso (ug/mL) 1120+ 1.0 201.0°+ 1.0
Cmax (Lg/mL) - - 240+ 1.0 46.0°+2.0 56.0¢+2.0 72.09+3.0
Tmax (h) - - 237%+0.03 | 2.46°+0.05 | 3.32°+045 | 3.24°+0.08
CLg (mL/kg h) 16.0° £ 0.6 24.0°+ 1.0
F (%) - 38% 58% 84% 86%

=T Los valores en la misma fila con diferentes superindices tienen diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05)
AUC . y4=Area bajo la curva del tiempo 0 a 24 h; AUC,.;, = Area bajo la curva del tiempo 0 a 12 h ; AUMC = Area bajo la
curva en un momento determinado; MRT = retention time; B = constante hibrida del dngulo de distribucién-eliminacién;

K. = Constante de eliminacién del compartimiento central; T ,,, = Vida media de la fase de absorcion; T 4,3 = Vida media de
eliminacién; Vdg = Volumen de distribucion aparente en el estado estable; Vdayc = Volumen de distribucién aparente de area 6 AUC;
C,, = Concentracién sérica tedrica al tiempo 0; C,,,x = Concentracidén plasmatica maxima tedrica; T,,,x = Tiempo de concentracion
plasmadtica maxima; CLg = Depuracion total; F = Biodisponibilidad

39



Tabla 2.
Valores farmacocinéticos calculados de fosfomicina mediante el andlisis compartimental después de la administracién tinica de
10 mg/kg de los preparados A y B de liberacion sostenida y larga accién (LS-LA)

™M
Promedio + DS

Preparado A Preparado B
AUC()—24 a b
L (ng 210.9*+5.0 242.0° £ 6.0
AUC()—IZ a b
L (ng 202.0°+3.0 230.0" £ 3.0
ﬁ%\g (ug 1493.0* +32.0 1050.0° + 31.0
MRT (h) 7.0°£0.1 4.33*£0.01
B (ug/mL h) 0.31* £ 0.06 0.31*+0.02
T V2 ab (h) 0.44*+0.1 -
T B (h) 4.51°£0.1 4.9*+0.01
Ko (hh) - -
Vd auc (mL/kg) - -
Vd ss (mL/kg) - -
Cso (ug/mL) - -
Crmax (Lg/mL) 56.14 +0.02 72.14° + 1.0
Tmax (h) 1.15*£0.02 1.53°+0.01
CL3 (mlL/kg h) - -
F (%) 84% 86%

*~"Los valores en la misma fila con diferentes superindices tienen diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05)

AUC.y4=Area bajo la curva del tiempo 0 a 24 h; AUC,_;, = Area bajo la curva del tiempo 0 a 12 h ; AUMC = Area bajo la

curva en un momento determinado; MRT = retention time; B = constante hibrida del dngulo de distribucién-eliminacién;

K. = Constante de eliminacién del compartimiento central; T ,,, = Vida media de la fase de absorcion; T 4,3 = Vida media de
eliminacién; Vd = Volumen de distribucion aparente en el estado estable; Vdayc = Volumen de distribucion aparente de area 6 AUC;
C,, = Concentracién sérica tedrica al tiempo 0; C,,,x = Concentracién plasmatica maxima tedrica; T,,,x = Tiempo de concentracion
plasmadtica maxima; CLy = Depuracion total; F = Biodisponibilidad
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—=—10mg/kg IV
—e— 10 mg/kg IM
——10 mg/kg SC

10 5

Concentracion (ug/mL)

Tiempo (horas)

Cuadrol. Promedio  SD de la relacién concentracion plasmaética/tiempo (Logio) de fosfomicina

después de la administracién tnica por via IV, IM y SC de una dosis de 10 mg/kg de fosfomicina
disédica en caballos
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—=— 20 mg/kg IV
—— 20 mg/kg IM
——20 mg/kg SC

Concentracion (ug/mL)
=
1

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Tiempo (horas)

Cuadro 2. Promedio £ SD de la relacién concentracion plasmatica/tiempo (Log;o) de fosfomicina

después de la administracion tnica por via IV, IM y SC de una dosis de 20 mg/kg de fosfomicina
disédica en caballos
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Concentracion (ug/mL)

100

—=— Preparado B
= —v— Preparado A
141
T 1
T
] T
] 1
T I I T I T I T 1
0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)

Cuadro3. Promedio = SD de la relacién concentracién plasmatica/tiempo (Log;o) de los
preparados A 'y B (LS —LA) de fosfomicina dis6dica después de la administracion tinica

por via IM de una dosis de 10 mg/kg

43



	Portada

	Índice

	Resumen

	Abstract
	Introducción

	Revisión de la Literatura

	Material y Métodos

	Resultados

	Discusión

	Referencias

	Apéndice 1. Esquema Experimental

	Tablas de Resultados

	Cuadros


