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NOMBRES: Roberto
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INGRESO: Categoria: Becario Fecha: 1984
ACTUAL: Categoria: Investigador Adj. desde fecha: 1995
4. INSTITUCION DONDE DESARROLLA LA TAREA
Universidad y/o Centro: La Plata
Facultad: Ciencias Medicas
Departamento: Clinicas
Catedra: Farmacologia Aplicada
Otros:
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Localidad: La Plata CP: 1900 Tel: 423 6710
Cargo que ocupa: JTP
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Apellido y Nombres:
Direccion Particular: Calle: Ne:
Localidad: CP: Tel:

Direccion electronica:

"Art. 11; Inc. “e” ; Ley 9688 (Carrera del Investigador Cientifico y Tecnoldgico).
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. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO.

Debe exponerse, en no mas de una pagina, la orientacion impuesta a los trabajos,
técnicas y métodos empleados, principales resultados obtenidos y dificultades
encontradas en el plano cientifico y material. Si corresponde, explicite la importancia de
sus trabajos con relacion a los intereses de la Provincia.

Farmacocinética y evaluaciéon de dano tisular de dos preparados de
ceftazidima administrados via intramuscular en cabras sin produccién
lechera

La ceftazidima es una cefalosporina llamada de tercera generacidén, su
farmacocinética ha sido estudiada. Los antibiéticos preparados con vehiculos de
liberacion lenta y administrados por via intramuscular pueden provocar dafio en
el tejido muscular. La enzimas que se elevan con una relativa especificidad
durante una injuria tisular son las TGO, LDH y CK.

Objetivos. Los objetivos del trabajo fueron determinar el comportamiento
farmacocinético y evaluar el dafio tisular de dos preparados de ceftazidima
administrados via intramuscular a cabras sanas sin produccion lechera

Se utilizaron, en un disefio experimental cruzado, cabras criollas sanas (n=12)
sin produccién en dos experiencias (E1 y E2), dejando transcurrir dos semanas
entre una y otra. Durante la E1 se les administro a las cabras via intramuscular
una monodosis de pentahidrato de ceftazidima (20mg/kg) (formulacion
convencional). Cada frasco ampolla conteniendo 1 gramo de antibidtico fue
preparado con solucion salina normal (1 gramo c.s.p. 10 ml ). Posteriormente se
realizé la E2 donde los animales recibieron una monodosis de pentahidrato de
ceftazidima (20 mg/kg).

Cada frasco ampolla conteniendo 1gr de antibidtico fue preparado con solucion
salina 50% vy propilenglicol 50% (formulacién liberacién lenta) (c.s.p. 10ml).
Durante el transcurso de la E1 y E2 se tomaron muestras sanguineas a tiempos
controlados: previamente y a las 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48 horas
postadministracién del antibidtico. Las concentraciones-tiempo de ceftazidima en
suero fueron determinadas utilizando un método biologico (E. coli ATCC:
25922). Las cuantificaciones de los niveles séricos de las enzimas TGO, CK'Y
LDH fueron realizadas por espectrofotometria (método colorimétrico).

Los parametros farmacocinéticos se presentan en la Tabla 1. El tiempo medio de
absorciéon (t,ap) de la formulacion larga accion fue 2.4 veces superior a la
observada en la formulacion convencional, siendo las vidas medias (i) vy
biodisponibilidad relativa (f) similares para las dos formulaciones. La GOT y LDH
evaluadas durante 24 horas no presentaron diferencias (P> 0.05)
postadministracion de las dos formulaciones de ceftazidima. No obstante, la
administracion intramuscular de ceftazidima larga accién al igual a lo observado
en cabras tratadas con tetraciclinas con formulacion lenta los niveles séricos de
CK fueron diferentes (P< 0.05) respecto a las formulaciones convencionales.
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Tabla 1. Parametros cinéticos de ceftazidima preparada en formulaciones de
larga accion (FLA) y convencional (FC) y administradas via intramuscular en
cabras (n=12) sin produccion lechera

Parametros (Unidades) FLA FC Estadistica
(Media = DE)

A, (b 0.5+ 0.3 03+ 0.1 NS
Ka (07 09+ 1.7 35+ 25 S

t, (h) 1.6+ 0.9 20+ 04 NS
tab(h) 0.6+ 0.5 0.2+ 0.1 S
Conax (ng/ml) 46.5+ 9.6 55.5+3.8 NS
tmax (h) 1.3+ 0.7 0.7+1.1 NS
ABC (pgh/ml) 201.8 £24.5 219.+£21.6 NS

f relativa (%) 921+ 199 ... e -

Tabla 2. Valores séricos (Media + D.E.) de las enzimas GOT, LDH y CPK
obtenidos postadministracién de ceftazidima (formulaciones convencional y larga
accién) a cabras (n =12) sin produccion lechera

Tiempo Formulacion convencional (U/L) Formulacion larga accion (U/L)
(Horas) (Media = D.E.) (Media = D.E.)

GOT CPK LDH GOT CPK LDH
0 123+ 16a 134+44a 43+67a 139+5a 187+66b 390+70a
2 119+17a 225+17a 428+66a 127+13a 475+182 b 368+87a
6 130+ 15a 443 +288a 459+99a 131+1la 1393+499b 514+ 133 a
8 135+91a 374+243a 373+ 101a 131+16a 1717+1299b 476+ 198 a
12 139+ 6a 424+267a 504+31a 126+ 14a 1300+675b 680 +490 a
24 130+ 13a 216+91a 437+ 128a 127+10a 514+359b 478 +146a
48 ND* ND ND 128 +7 138+ 54 391+ 100
72 ND ND ND 132+13 140.6+32.3 489+134
96 ND ND ND 115+7 132 +28.7 432+123
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Figura 1. Concentraciones-tiempo en suero de ceftazidima (media + D.E.),
preparada en formulacion convencional (A) y larga accion (B), administrada via
intramuscular en cabras (n= 12) lechera sin produccion.

En conclusion, aunque las concentraciones-tiempo obtenidas a las 12
horas postadministracion de ceftazidima larga accion fueron mas elevadas
respecto a la preparada convencionalmente, ambas formulaciones
presentaron concentraciones sericas, durante dicho tiempo, por encima de
las CIM para gérmenes sensibles. La observacion de valores aumentados
de CK después de la administracion de la formulacién de liberacién lenta
de ceftazidima respondioé a la presencia de dano de tejidos en el sitio de
administracién provocado por la preparacion farmacéutica del antibiotico.

7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN ESTE

PERIODO.

7.1 PUBLICACIONES. Debe hacer referencia exclusivamente a aquellas
publicaciones en las que haya hecho explicita mencion de su calidad de
Investigador de la CIC (Ver instructivo para la publicacién de trabajos,
comunicaciones, tesis, etc.). Toda publicacion donde no figure dicha mencién
no debe ser adjuntada porque no sera tomada en consideracién. A cada
publicacion, asignarle un numero e indicar el nombre de los autores en el
mismo orden que figuran en ella, lugar donde fue publicada, volumen, pagina y
afo. A continuacion, transcribir el resumen (abstract) tal como aparece en la
publicacion. La copia en papel de cada publicacion se presentara por separado.
Para cada publicacion, el investigador deberd, ademas, aclarar el tipo o grado
de patrticipacion que le cupo en el desarrollo del trabajo y, para aquellas en las
que considere que ha hecho una contribucion de importancia, debera escribir
una breve justificacion.

Moénica Giusti, Raul Lacchini, Osvaldo H. Farina, Roberto Rule.
PARAMETROS BIOQUIMICOS, HEMATOLOGICOS Y PRODUCTIVIDAD
DE CONEJOS ALIMENTADOS CON DIETAS NORMO E
HIPOPROTEICA. BIOCHEMICAL AND HEMATOLOGICAL
PARAMETERS AND PRODUCTIVITY OF RABBITS FED LOW AND
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NORMO-PROTEIN DIETS. Acta bioquim. clin. latinoam. 2012, vol.46, n.2,
pp. 213-220. ISSN 0325-2957

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue realizar un modelo experimental con
la finalidad de evaluar la bioquimica sanguinea, hematologia e indices
de productividad de conejos alimentados con dietas normo e
hipoproteica. Los conejos (n= 24), con distintos grados de cruzamiento
entre raza Californiana y Neocelandesa, destetados, edades (rango) de
30-34 dias, pesos corporales (rango) de 730-770 gramos. fueron
separados aleatoriamente en dos grupos (NP y HP). EI grupo NP fue
alimentado con balanceado comercial (17 % PB) y el HP con un alimento
formulado con cereales y algunos de sus subproductos de manera que
su porcentaje de proteina bruta (PB) fuera de 12,2 %. A los animales se
los pesd semanalmente, estimé el consumo semanal de alimento y
recolectaron muestras sanguineas cada 14 dias durante 8 semanas. Los
indices productivos (crecimiento, rendimiento, conformacion, despiece
de la canal) fueron diferentes entre los animales de las dieta NP vs. HP
(P< 0.05). El contenido de urea en plasma fue el parametro bioquimico
que nos permitid relacionar alimentacion normo e hipoproteica y
produccion. En conclusion los resultados obtenidos mostraron que el
nivel de proteinas en la dieta de conejos produce modificaciones en sus
indices de productividad.

Palabras clave: conejos - dietas - parametros bioquimicos y
hematolégicos - productividad.

Importancia del trabajos con relacién a los intereses de la Provincia.

Fundamentamos la realizacion del presente trabajo, entre otros, en la Ley 11.553 sancionada por
el Senado y Camara de Diputados de Provincia de Buenos Aires que dice
en algunos de los articulos lo siguiente:

ARTICULO 1°: Declarase de Interés Provincial a la cunicultura, su promocién y desarrollo,
como asi también toda otra actividad relacionada directa o indirectamente con la misma.

ARTICULO 3°: Item c. Impulsar, apoyar y realizar la investigacion, experimentacién y
ensefianza tanto privada como estatal, para lograr el mejoramiento de los productos de la
cunicultura. Item h. Realizar tareas de extensiéon e investigacion técnica y cientifica de
coordinacion con el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y con la Comision de
Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.

A nivel nacional la cunicultura se encuentra enmarcada bajo la Ley 23.634 donde se declara “De
interés Nacional y Prioritario la Promocion, Fomento y Desarrollo de La Cunicultura” credndose
La Comisién Nacional de Cunicultura dependiente de La Secretaria de Ganaderia Agricultura
Pesca y Alimentacién de la Nacion.

Ademas, el tema desarrollado en el presente periodo contribuye en la busqueda de soluciones de
la problematica sanitaria de los conejos en una forma racional e integral. Brindando apoyatura
cientifica y técnica en el uso de antibiéticos a los productores y profesionales Veterinarios y
Agrénomos que realizan sus actividades en cunicultura, a la Salud Publica evitando residuos de
dichos quimioterapicos y seleccion de cepas resistentes por usos indiscriminados, a la economia
previniendo gastos innecesarios y a la Provincia de Buenos Aires, generando informacion
cientifica que permita la capacitacion laboral de sus profesionales y en definitiva formacién de
recursos humanos tan necesarios para su desarrollo.
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CREACION DE UNA GRILLA DE PUNTAJE PARA LA EVALUACION
DE REVISTAS CIENTIFICAS Y TECNICAS DE APICULTURA.
Leveratto D, Perez R, Rule R, Reynaldi F. Trabajo Completo IV
Congreso Nacional y Il Congreso Internacional de Ensefianza de las
Ciencias Agropecuarias. Publicado en el Tomo 2 p{aginas 1469 a 1476.
Libro impreso en Multigroup S.R.L. Belgrano 520, Ciudad de Buenos
Aires, Argentina. En el mes de agosto de 2012.

Resumen

Apimondia es la institucion que nuclea a los apicultores de todo el
mundo, siendo Argentina en el afo 2011, sede del 422 Congreso
Internacional de Apicultura. Profesores de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de la Plata fueron
seleccionados como organizadores del Concurso Internacional de
Revistas Cientificas y Técnicas de Apicultura, realizado en el marco del
Congreso. No se disponia de un sistema oficial de puntaje para el
concurso, por lo que se cred un modelo de calificacion. Se consideraron
tres bloques: | Edicion, Diagramacion y Disefio; Il Contenidos; Il
Secciones y Articulos, con un total de 100 puntos. Se generd una grilla
con puntajes correspondientes a los bloques analizados. Participaron
seis revistas de diferentes partes del mundo. Los resultados fueron: 12
Oro 71,1 puntos, 22 Plata 63,5 puntos, 32 Bronce 58,1 puntos y mencién
especial 55,7 puntos.

La creacién y utilizacion de una grilla para premiar a los participantes,
permiti6 disponer de una forma de evaluacion de caracter objetiva,
neutral y predictiva, que facilito la seleccion y premiacion. De esta forma,
nuestra Facultad tuvo un rol participativo y protagdnico, proponiendo
este modelo para futuras ediciones de Apimondia.

7.2 TRABAJOS EN PRENSA Y/O ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION. Debe

hacer referencia exclusivamente a aquellos trabajos en los que haya hecho
explicita mencion de su calidad de Investigador de la CIC (Ver instructivo para
la publicacion de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Todo trabajo donde no
figure dicha menciéon no debe ser adjuntado porque no sera tomado en
consideracion. A cada trabajo, asignarle un numero e indicar el nombre de los
autores en el mismo orden en que figurarén en la publicacion y el lugar donde
sera publicado. A continuacion, transcribir el resumen (abstract) tal como
aparecera en la publicacién. La version completa de cada trabajo se presentara
en papel, por separado, juntamente con la constancia de aceptacion. En cada
trabajo, el investigador debera aclarar el tipo o grado de participacion que le
cupo en el desarrollo del mismo y, para aquellos en los que considere que ha
hecho una contribucién de importancia, deber a escribir una breve justificacion.

7.3 TRABAJOS ENVIADOS Y AUN NO ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION.

Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo, indicando el
lugar al que han sido enviados. Adjuntar copia de los manuscritos.

Roberto Rule et al. PHARMACOKINETICS AND TISSUE PENETRATION
OF CEFTAZIDIME ADMINISTERED DURING HYSTERECTOMY AND
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OOPHORECTOMY IN CANINE FEMALES. Latin American Journal of
Pharmacy.

We determined the pharmacokinetics and tissue penetration of ceftazidime
during abdominal hysterectomy and oophorectomy in canine females. The
study consisted in Trial 1 (T1) and Trial 2 (T2). during T1 the animals (n=30)
received a single dose of ceftazidime (20 mg/kg) intravenously. Blood was
then drawn and tissue samples removed during time intervals. For T2, 10
animals from T1 were selected for pharmacokinetic studies. The
pharmacokinetic parameters (mean + SD) were: ty,= 1.03 + 0.33 h; AUC=
100.6 + 46.9 pg/ml.h; Vs= 343.1 £ 166.8 ml/kg; CL= 174.5 £ 50.2 ml/kg. The
mean ceftazidime concentrations Cmax (0.5-1 h) and Cmin (2-3 h) in the
tissues were: right ovary= 52.8 and 0.3; left ovary= 54.6 and 0.4; body of the
uterus= 38.2 and 1.1; peritoneum= 34.5 and 4.6; ST=32.3 and 8.0 and skin=
54.6 and 1.0 pg/ml, respectively. These concentrations of ceftazidime are
considered sufficient to treat most surgery-associated aerobic infections.

Albo, G.N.; Reynaldi, F; Avellaneda, E; Leniz, D.; Rule R. Determinacion
de las concentraciones-tiempo de dos preparados de tilosina
administrados en colonias de apis mellifera a campo Xl Congreso
Latinoamericano de Apicultura - 2014 FILAPI. 3 al 6 de septiembre de
2014.

La loque americana es la enfermedad bacteriana mas importante que afecta a las
larvas de abejas. Su agente etiologico es el Paenibacillus larvae, bacteria
esporulada que complejiza su estrategias de control. La tilosina es el unico
antibiotico aprobado para su uso que no ha presentado resistencia bacteriana. El
objetivo del trabajo fue determinar las concentraciones-tiempo de tilosina,
administrada en colonias de Apis mellifera a campo. Se utilizaron 9 colonias
estandar (tipo Langstroth) de abeja melifera italiana (A. mellifera ligustica., L). Se
realizaron los siguientes tratamientos: T1: 1 g de de tartrato de tilosina en paper-
pack (PP); T2: 1 g de tartrato de tilosina en espolvoreo (E); T3: Testigo sin
antibidtico (T), con 3 repeticiones por tratamiento. El tratamiento T1 fue aplicado
dos veces con un intervalo de quince dias, sobre los cabezales de los cuadros de
cria. El tratamiento T2 fue administrado una vez por semana durante cuatro
semanas mediante espolvoreo sobre los cabezales de los cuadros de cria. Se
recolectaron 50 larvas de abejas menores de 72 h por colmena, tres veces por
semanas, durante cuatro semanas (periodo de aplicacion de los tratamientos).
Postadministraciones de los tratamientos T1 y T2 se realizaron muestreos de larvas
semanalmente por un periodo de tres meses. Para cuantificar las concentraciones
de antibidtico se uso un método biologico (Geobacillus sthearothermophilus). Un
ANOVA determin6 diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05) y un
posterior test de medias mostré que los tratamientos no son bioequivalentes
Durante tratamiento T2, realizado mediante espolvoreado, se observé una mayor
pendiente de eliminacion respecto a T1, con concentraciones inferiores a 0,01
Mg/ml a partir de los 40 dias postadministracion del antibiotico. Dicho
comportamiento en colonias de abejas permitiria evitar una posible sobreexposicion
al antibiético, disminuyendo de este modo una la posible seleccion de cepas con
perfil de sensibilidad aumentado.
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7.4 TRABAJOS TERMINADOS Y AUN NO ENVIADOS PARA SU PUBLICACION.
Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo.

7.5 COMUNICACIONES. Incluir tnicamente un listado y acompanar copia en papel
de cada una. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores).

FARMACOCINETICA SERICA Y TISULAR DE CEFTAZIDIMA
ADMINISTRADA EN PERRAS DURANTE LA CASTRACION. De Gatica L,
Baschar H, Rule R. XlllI Jornadas de Divulgacion Tecnico Cientificas 2012.
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Rosario. Casilda
6 de agosto de 2012.

FARMACOCINETICA SERICA DE CEFTAZIDIMA ADMINISTRADA EN
PERRAS DURANTE LA ANEXO HISTERECTOMIA ABDOMINAL. De
Gatica L, Villagra S, Arauz S, Rule R. Encuentro Regional de la Asociacién
Internacional de Monitoreo Terapéutico de Drogas y Toxicologia Clinica.
Buenos Aires, 27 y 28 de noviembre de 2012.

CREACION DE UNA GRILLA DE PUNTAJE PARA LA EVALUACION DE
REVISTAS CIENTIFICAS Y TECNICAS DE APICULTURA. Leveratto D,
Pérez R, Rule R, Reynaldi F. Trabajo presentado en el IV Congreso
Nacional y Il Congreso Internacional de Ensefianza de las Ciencias
Agropecuarias. La Plata, 9,10 y 11 de septiembre de 2012.

PHARMACOKINETICS AND TISSUE DAMAGE EVALUATION OF TWO
PREPARATIONS OF CEFTAZIDIME ADMINISTERED VIA
INTRAMUSCULAR ROUTE IN GOATS. Lacunza J, Prozzi G, Villagra S,
Muro A, Cordiviola C, Rule R. 20 Congreso Latinoamericano de
Farmacologia y Terapéutica. 5°. Congreso Iberoamericano de
Farmacologia. 11™ Congreso Nacional y 5 Internacional de la Sociedad
Cubana de Farmacologia. 21 al 25 de octubre de 2013. Palacio de la
Convenciones, La Habana, Cuba.

CINETICA DE CEFTAZIDIMA ADMINISTRADA VIA INTRAMAMARIA EN
CABRAS LECHERAS EN PRODUCCION SANAS Y MASTITICAS.
Lacunza J, Prozzi G, Farina O, Rule R. | Congreso Internacional de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata,
realizado en la FCM de la UNLP los dia 28, 29 y 30 de noviembre de 2013

7.6 INFORMES Y MEMORIAS TECNICAS. Incluir un listado y acompafar copia en
papel de cada uno o referencia de la labor y del lugar de consulta cuando
corresponda.
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9.

10.

11.

8. TRABAJOS DE DESARROLLO DE TECNOLOGIAS.

8.1 DESARROLLOS TECNOLOGICOS. Describir la naturaleza de la innovacién o
mejora alcanzada, si se trata de una innovacion a nivel regional, nacional o
internacional, con qué financiamiento se ha realizado, su utilizacién potencial o
actual por parte de empresas u ofras entidades, incidencia en el mercado y
niveles de facturacion del respectivo producto o servicio y toda otra informacion
conducente a demostrar la relevancia de la tecnologia desarrollada.

8.2 PATENTES O EQUIVALENTES. Indicar los datos del registro, si han sido
vendidos o licenciados los derechos y todo ofro dato que permita evaluar su
relevancia.

8.3 PROYECTOS POTENCIALMENTE TRASNFERIBLES, NO CONCLUIDOS Y
QUE ESTAN EN DESARROLLO. Describir objetivos perseguidos, breve
resefia de la labor realizada y grado de avance. Detallar instituciones,
empresas y/o organismos solicitantes.

8.4 OTRAS ACTIVIDADES TECNOLOGICAS CUYOS RESULTADOS NO SEAN
PUBLICABLES (desarrollo de equipamientos, montajes de laboratorios, etc.).

8.5 Sugiera nombres (e informe las direcciones) de las personas de la actividad
privada y/o publica que conocen su trabajo y que pueden opinar sobre la
relevancia y el impacto econoémico y/o social de la/s tecnologia/s
desarrollada/s.

SERVICIOS TECNOLOGICOS. Indicar qué tipo de servicios ha realizado, el grado
de complejidad de los mismos, qué porcentaje aproximado de su tiempo le
demandan y los montos de facturacion.

PUBLICACIONES Y DESARROLLOS EN:
10.1 DOCENCIA

10.2 DIVULGACION

DIRECCION DE BECARIOS Y/O INVESTIGADORES. Indicar nombres de los
dirigidos, Instituciones de dependencia, temas de investigacion y periodos.

Dr. Francisco Reynaldi, Investigador Asistente, Carrera del Investigador Cientifico
del CONICET. Titulo: COMPORTAMIENTO CINETICO EN COLMENAS DE
DIFERENTES BIOCIDAS ADMINISTRADOS VIA DIGESTIVA EN ABEJAS
ADULTAS. 2012-2013

Director A. Alippi, Co-director R. Rule.

Proyecto 11-A147 del programa de Incentivos Universidad Nacional de La

Plata (Periodo 2010-2013). Titulo: Produccion de carne y leche caprina en
sistemas semiintensivos. Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP.
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Secretaria de Ciencia y Técnica. UNLP.
Director R. Lacchini. Co-directores: R. Rule, A.A. Ruiz.

12. DIRECCION DE TESIS. Indicar nombres de los dirigidos y temas desarrollados y
aclarar si las tesis son de maestria o de doctorado y si estan en ejecucién o han
sido defendidas; en este ultimo caso citar fecha.

Doctorando Lic. Sergio Villagra. Tema de Tesis Doctoral: EVALUACION DEL
COMPORTAMIENTO CINETICO, Y DE LA ACTIVIDAD CONTRA
Trypanosoma cruzi, DE TRIFLURALIN ADMINISTRADO EN CONEJOS. En
ejecucion, Facultad de Cs. Vet. UNLP. Aprobado el primer informe de
avance. Aio 2013. Director R. Rule

13. PARTICIPACION EN REUNIONES CIENTIFICAS. Indicar la denominacion, lugar y
fecha de realizacion, tipo de participacion que le cupo, titulos de los trabajos o
comunicaciones presentadas y autores de los mismos.

XIII Jornadas de Divulgacion Técnico Cientificas 2012. Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de Rosario. Casilda 6 de agosto de 2012.
Presentacion del trabajo: Farmacocinética sérica y tisular de ceftazidima
administrada en perras durante la castracion. Autores: De Gatica L, Baschar
H, Rule R.

Encuentro Regional de la Asociacion Internacional de Monitoreo Terapéutico
de Drogas y Toxicologia Clinica. Buenos Aires, 27 y 28 de noviembre de
2012. Participacion: Presentacion del trabajo titulado: Farmacocinética sérica
de ceftazidima administrada en perras durante la anexo histerectomia
abdominal. De Gatica L, Villagra S, Arauz S, Rule R.

Encuentro Regional de la Asociacion Internacional de Monitoreo Terapéutico
de Drogas y Toxicologia Clinica. Buenos Aires, 27 y 28 de noviembre de
2012. Participacion: presentacion del trabajo titulado: Indice de penetracion
tisular de ceftazidima administrada en perras durante la anexo histerectomia
abdominal. De gatica L, Villagra S, Prozzi G y Rule R.

| Congreso Internacional de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de La Plata, realizado en la FCM de la UNLP los dia
28, 29 y 30 de noviembre de 2013. Participacion: Asistente.

Encuentro Regional de la Asociacion Internacional de Monitoreo Terapéutico

de Drogas y Toxicologia Clinica. Buenos Aires, 27 y 28 de noviembre de
2012. Participacion Asistente: total de horas docentes 20.
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14.

15.

16.

17.

18.

CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. Senalar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, periodo, instituciones visitadas, efc.

SUBSIDIOS RECIBIDOS EN EL PERIODO. Indicar institucion otorgante, fines de
los mismos y montos recibidos.

Subsidio Institucional CIC-PBA 2012-2013.

OTRAS FUENTES DE FINANCIAMIENTO. Describir la naturaleza de los contratos
con empresas y/o organismos publicos.

DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO.

ACTUACION EN ORGANISMOS DE PLANEAMIENTO, PROMOCION O
EJECUCION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA. Indicar las principales gestiones
realizadas durante el periodo y porcentaje aproximado de su tiempo que ha
utilizado.

Representante Regional de la Sociedad Argentina de Farmacologia
Experimental.

Scientific Board. Online Journal of Veterinary Research.

Miembro titular del jurado de tesis doctoral de la Médica Veterinaria Maria
Laura Meneses. Titulo del trabajo: “Desarrollo de un modelo experimental
para el estudio in vivo de la farmacodinamia de los antimicrobianos”.
Facultad de Ciencias Veterinarias Universidad Nacional de La Plata. Tiempo
insumido 10 jornadas laborables (aprox.).

Revisor del trabajo cientifico titulado: Influence of E. coli lipopolysaccharide
induced fever on the plasma kinetic of ceftriaxone in Black-Bengal goats.
Veterinarski Arhiv. Journal of the Faculty of Veterinary Medicine, Universidad
of Zagreb, Croatia.

Miembro del Comite de Revision de Resumenes de trabajos originales de
XIV Jornadas de Divulgacion Técnico Cientificas de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario, Casilda, agosto 2013.

19. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO. Indicar el porcentaje

aproximado de su tiempo que le han demandado.

Jefe de Trabajos Practicos. Farmacologia Aplicada FCM UNLP. 10 hs.
semanales.
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20. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES. Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés
para la evaluacion de la tarea cumplida en el periodo.

21. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO.
Desarrollar en no mas de 3 paginas. Si corresponde, explicite la importancia de sus
trabajos con relacién a los intereses de la Provincia.

FARMACOCINETICA DE CEFTAZIDIMA ADMINISTRADA VIA PARENTERAL
EN CONEJOS ALIMENTADOS CON DIETA RESTRINGIDA EN PROTEINAS.

Introduccion

La ceftazidima es una cefalosporina de tercera generacion activa contra una gran
variedad de germenes que incluye enterobacterias (E. coli, C. diversus, C.
freundii, E. aerogenes, E. Agglomerans, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris,
M. morganii, S. marcescens, Salmonella y Sigella) y P. aeruginosa
fundamentalmente (O Callaghan et al., 1980; Bolant et al., 1985; Thormsberry,
1985). En general, para todos los microorganismos enunciados la concentracion
inhibitoria minima de ceftazidima no supera los 4 ug/ml (O Callaghan et al., 1980;
Thormsberry, 1985).

La ceftazidima presenta en general buen pasaje a pulmon, liquidos corporales y
baja union a proteinas plasmaticas (Abd El-Aty et al., 2001, Goodman and
Gilman, 2003; Rule et al., 1991, 1993, 1996, 2011) Su eliminacion del organismo
se realiza por excrecion urinaria casi exclusivamente, no evidenciandose
metabolizacion ni cambios cineticos por administraciones repetidas (Goodman
and Gilman, 2003). A diferencia de la gentamicina, antibiotico con quien
comparte espectro antibacteriano, en esta cefalosporina no se han observado
efectos nefretoxicos (Capel et al., 1981), resultando esta propiedad de suma
utilidad en la practica clinica.

Los objetivos del presente trabajo son determinar la farmacocinetica de
ceftazidima administrada via parenteral en conejos alimentados con dietas normo
e hipoproteicas.

Materiales y Metodos

Animales: doce conejos machos, sanos, seran asignados randomizadamente a
dos experimentos (E1y E2).

Raciones de los animales: Sobre la base del tipo y composicion de los
alimentos, cantidad diaria consumida durante el dia y estado fisiolégico de los
animales (requerimientos) se les suministrara una racion completa a los animales
de la E1. En la E2 se restringira el aporte proteico de la racién diaria de los
animales. Las formulaciones de las raciones y tiempo de los experimentos seran
realizados considerando las propuestas de Giusti et al., 2013.

Antibiético, dosis y via de administraciéon. Se administrara ceftazidima (10
mg/kg) via intramuscular a todos los animales. Postadministracion del antibiotico
se recogeran muestras sanguineas a tiempos controlados.

Cuantificacion del antibiético. La cuantificacion de la ceftazidima en plasma se
realizara utilizando cromatografia liquida de alta presion (HPLC): 250 ul de
plasma obtenido de los conejos seran mezclados con 100 ul de buffer
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PO4H3/PO4H2K, 0,02 molar, 20 pl de acido perclérico y 250 pyl de metanol,
centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos. Previa separacion del sobrenadante
sera inyectado en una columna pbondapak C-18 (4b) conteniendo una fase movil
de ACN al 16% en buffer PO4H3/PO4H2K, 0,02 molar y pH 2,6. La deteccién
sera realizada por UV (254 nm). Se validara la técnica con los parametros
clasicos de linealidad, reproducibilidad, recuperabilidad, limite de deteccion y de
cuantificacion.

Analisis cinético y estadistico. EI comportamiento cinético de la ceftazidima
sera descripto utilizando modelos compartimientales y no compartimentales
(Gibaldi, 1991).

Los resultados de las variables cinéticas de ceftazidima administrada en conejos
con alimentados con dietas hipo e hiperproteicas seran comparadas
estadisticamente teniendo en cuenta la siguiente premisa: si la distribucion es
normal se realizaran métodos paramétricos, caso contrario se utilizaran métodos
no paramétricos.
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SUBPROYECTO

Farmacocinetica de distintos preparados de trifluralin administrado en
conejos.

2- OBJETIVOS GENERALES
OBJETIVO GENERAL

e Se desarrollaran preparados con una dinitroanilina (trifluralin) y
posteriormente seran evaluados cinéticamente administrandolos via
parenteral en conejos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Validar técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
detectar y cuantificar trifluralin.

e Desarrollar preparados de trifluralin conteniendo formulacion que permitan su
administracion parenteral.

e Definir el comportamiento cinético de tres formulaciones de ftrifluralin
administrados en dosis unica y multiples por via endovenosa e intramuscular
en conejos.

HIPOTESIS DE TRABAJO

e Es factible definir el comportamiento cinético de distintos preparados de
trifluralin a partir de los valores de concentraciones sanguineas mediante una
técnica de HPLC/UV.

El tratamiento de la enfermedad en el periodo agudo es a base de farmacos que
presentan serias limitaciones, que incluyen efectividad variable y efectos
colaterales y de toxicidad. Algunos farmacos son efectivos (Ej. alopurinol,
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lovastatina, sinefungina) (Stopani, 1999; Croft ,1999), pero la falta de selectividad
contra Trypanosoma cruzi, hace que la investigacion de nuevos compuestos sea
relevante y necesaria (i.e: trifluralin, alquilfosfolipidos, D0870, bifosfonatos y
residronato) (Stopani, 1999; Traub-Cseko et al., 2001; Zaidenberg et al. , 1999;
Croft et al, 1996; Simon et al, 2003; Urbina 1999; Marra et al., 2002; Docampo
and Moreno, 2001; Garzoni et al., 2004%; Garzoni, et al., 2004°).

Zaindeberg et al. (2006) hallaron efectividad en el tratamiento crénico de la
enfermedad en el modelo murino ratdén utilizando una dinitroanilina llamada
trifluralin.

.-INTRODUCCION

El Trifluralin es una dinitroanilina ampliamente utilizado como herbicida para
control de plantas herbaceas consideradas malezas. Es llamado comercialmente
como Treflan, Triflurex, Olitref, Tri-4, Trigard, Triplen,Tristar y Zeltoxone
(Budavari, 1989; Tomlin, 1994) y es frecuentemente utilizado en cultivos de soja
y algodon.

El nombre quimico de trifluralin segun es:

a,a,a-Trifluoro-2,6-dinitro-N,N-N  dipropil-p-toluidina, presentando la siguiente

férmula quimica C _H, .F.N.O,

Trifluralin es un cristal amarillo- naranja con un peso molecular de 335,29,
soluble en acetona, cloroformo, etanol, acetonitrilo, tolueno, acetato de etilo y
practicamente insoluble en agua (<0,005 ppm) (Tepe & Scroggs, 1967; Weber &
Modnaco, 1972; Tomlin, 1994). Diluido en soluciones metandlicas exhibe una
maxima absorcion de la luz ultravioleta a 275 y 376 ym (Tepe & Scroggs, 1967).
Su estructura molecular es la siguiente:

(Budaravi, 1989)
Propiedades fisicas y quimicas:

Cristales amarillos sin olor apreciable. Su punto de fusién se encuentra entre los
46 y 47°C. Su densidad relativa es de 1.36 a 22°C. Su solubilidad en agua es de
18.4 mg/L a 25°C y pH 5. Su solubilidad en diferentes compuestos organicos a
25°C es la siguiente: en acetona, acetonitrilo y cloroformo es > 100 g/100 ml; en
xileno de 81 g/100 ml; en etanol de 7 g/100 ml; en dimetilformamida DE 82 g/100
ml; en dioxano de 83 g/100 ml; en hexano de 5 a 6.7 g/100 ml; en metanol de 3 a
3.4 g/100 ml; en 2-metoxietanol de 44 g/100 ml y en metil etil cetona de 88 g/100
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5
ml, su presion de vapor de 4.58x10 mm Hg a 25°C y su Constante de la Ley de

Henry es de 1.03 x 104 ATM m3/mol a 20°C. Esta sustancia se descompone al
calentarse o al arder produciendo gases toxicos y corrosivos que incluyen a los
oxidos de nitrogeno y al fluoruro de hidrégeno.

Mecanismos de accion del Trifluralin:

El modo de accién principal del trifluralin contra las plantas es mediante la via
antagonica de las tubulinas (Hess & Bayer, 1974).

El Trifluralin no solo presenta actividad herbicida sino también antifungica y
antiprotozoarica (Chan et al., 1993, 1995; Fidalgo et al., 2004; Zaidenberg et al.,
1999, 2006).

Cinética:

El comportamiento cinético del trifluralin ha sido estudiado en animales (ratas,
perros, ratéon) (Emerson and Anderson, 1966; Heck, et al., 1977; Erkog and
Menzer, 1985; Zaidenberg et al., 2009). Cuando el trifluralin fue administrado
intraperitonealmente en ratas se observo una alta absorcién y pasaje a tejidos
grasos (Heck et al., 1977). En tanto, el trifluralin cuando fue administrado via
peroral en ratas presento dos picos de concentraciones plasmaticas, el primero a
1 hora y el segundo a las 22 horas postadministracion y una vida media de
eliminacion plasmatica de 3.5 horas (Dow et al., 2002).

El trifluralin, en general, es extensa y rapidamente degradado por N-
desalquilacion, nitro reduccion, hidroxilacion alifatica y ciclizacion, resultando una
continua acumulacién de una mezcla heterogénea de productos polares
(Emmerson & Anderson, 1966; Probst et al., 1967; Golab et al., 1969; Erkog &
Menzer, 1985). En comparacion, la fotodescomposicién involucra
significativamente la N-desalquilacion, nitro reduccidon y ciclizacion (Letis &
Crosby, 1974). Observando la administracion oral, el trifluralin es pobremente
absorbido y ampliamente metabolizado en el intestino y muestra una completa
eliminacion en orina y heces (superior al 80 %) (Emmerson and Anderson, 1966).
También se observan bajos niveles de residuos en tejido mediante la
administracién de trifluralin via peroral en ratas (Golab et al., 1969; Erkog &
Menzer, 1985). Con un incremento de la dosis, la proporcion de trifluralin y
metabolitos excretados en las heces aumenta, indicando una saturacién de la
absorcion de trifluralin y del sistema urinario (Erkog & Menzer, 1985). Mientras
que la mayoria de los metabolitos no identificados de ftrifluralin son compuestos
polares, el principal metabolito identificado en heces resultd provenir de la
reduccion de un grupo nitro, y en orina de la nitro reduccién y de N-
desalquilacion (Emmerson & Anderson, 1966; Golab et al., 1969). In vitro la via
metabdlica predominante es la de la hidroxilacion alifatica y la desalquilacion
(Nelson et al., 1977). Sin embargo, el numero de metabolitos y la significancia de
varias de las rutas varia con el tamano de la dosis. Se han publicado ademas
reacciones de conjugacion, asi como la produccion continua de desalquililacion y
reacciones de ciclazacion (Nelson et al., 1977; Erkog & Menzner, 1985).

La administraciéon parenteral demostr6 que debido a su alta lipofilicidad el
trifluralin y sus metabolitos se acumulan en grasa (Emmerson & Anderson, 1996;
Golab et al., 1969).

Heck et al (1977) encontraron bajas concentraciones de trifuralin en plasma y un
importante deposito en tejidos. La via de administracion peroral en ratas
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presenté una pequena absorcion de la droga en forma inalterada, mientras que
cuando fue administrada parenteralmente, una vez que se absorbe, es decir que
llega al torrente circulatorio, el trifluralin y sus metabolitos pueden persistir en
grasa por un largo periodo de tiempo.

Toxicidad:

Dado el amplio uso de trifluralin como herbicida, la toxicologia del trifluralin ha
sido estudiada ampliamente y revisada (Robens, 1980, Ebert et al, 1992; Byrd et
al., 1995). El trifluralin tiene una baja toxicidad en ratas, ratones y perros con una
dosis letal evaluada de aproximadamente 2,5 y 10 g/kg respectivamente (Ebert
et al, 1992). Sin embargo la edad es un importante factor, con una
administracion oral en ratas de 1 a 2 dias de edad la DLsg es de 0,5 gramos/kg ,
mientras que en ratas de 49 a 56 dias la dosis DLsy es de 36,5 gramos/kg
(Goldenthal, 1971). Los efectos adversos observados en rata y raton incluyeron
alteraciones de la actividad motriz, decaimiento, ereccion pilosa, posicidon
abdominal, pasividad, temblor, midriasis, exoftalmia e incremento de la secrecién
lacrimal (Ebert et al., 1992; Byrd et al., 1995). En estudios subcrénicos se
observdé una pérdida del peso corporal, una disminucion del consumo de
alimento y alopecia (Byrd et al., 1995), tampoco se observaron efectos de
toxicidad con respecto a controles normales cuando administraron ftrifluralin via
peroral (50 mg/kg/dia) en ratones. El principal 6rgano blanco para la toxicidad de
trifluralin son las células del tejido hematopoyético y en menor grado el higado,
con una reversibilidad en un periodo recuperacion de dos semanas (Ebert et al.,
1992).

DESARROLLO DE PREPARADOS DE TRIFLURALIN

La biodisponibilidad de drogas poco solubles, como es el caso de la trifluralin,
puede ser incrementada empleando formulaciones basadas en lipidos. Muchos
trabajos se han realizado en las ultimas décadas para el desarrollo de sistemas
de liberacion de drogas basados en la nanotecnologia. Entre ellos, los liposomas
son unos de los mejores caracterizados. Aunque los liposomas fueron descriptos
por Bangham en el afo 1960, recién a comienzos de 1990 comenzaron a
proponerse como sistemas de liberacién de drogas. Desde ese momento, han
sido empleados como vehiculos de una amplia variedad de drogas, dando como
resultados un incremento de sus indices terapéuticos (Cruz et al., 2005). Sus
propiedades multifuncionales juegan un rol clave modificando el perfil de
biodisponibilidad del agente terapéutico.

La transformacion de una droga libre en su formulacion liposomal es una
estrategia que también sirve para controlar y modificar la farmacocinética y
biodistribucién. Luego del encapsulamiento, ambos parametros pasan a
depender de las propiedades fisicoquimicas del sistema liposoma-droga. Es por
esto que la eleccion de liposomas uni o multilamelares, liposomas grandes o
pequefios, composicion lipidica, permite ejercer un control sobre las propiedades
de la droga. Estos hechos, acompanados por la disminucién en la toxicidad de
los liposomas cargados con la droga en comparacion con la droga libre, alientan
a intentar desarrollar un sistema de encapsulamiento de trifluralin en liposomas.
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Los liposomas, formados por fosfolipidos dispersos en agua los que se
autoorganizan en bicapas esféricas concéntricas. Estos liposomas, se
denominan liposomas multilamelares (MLVs), que pueden reducirse en tamafio y
lamelaridad por pasaje a través de membranas de policarbonato de tamafo de
poro definido, obteniendo vesiculas unilamelares grandes (LUVs), o por
ultrasonido, obteniendo de esta manera vesiculas unilamelares pequefias
(SUVs).

El éxito del empleo de liposomas en la vehiculizacién de drogas depende de
poder controlar su biodisponibilidad. Cuando el principal objetivo es liberar la
droga a macréfagos o monocitos, los liposomas multilamelares grandes son los
mas efectivos, pero si el objetivo es permitir que la droga alcance un tejido
diferente a estas células fagociticas, existen tres factores a tener en cuenta: la
afinidad de los liposomas por las células fagociticas, la capacidad de los
liposomas de escapar al espacio extravascular y por ultimo la afinidad y
especificidad de los liposomas por el tejido “blanco” (Gregoriadis and Seniors,
1982).

Para alcanzar el espacio extravascular, los liposomas deben traslocarse a través
de las paredes continuas y fenestradas de los capilares, constituyendo esto un
problema a afrontar al idear estrategias de liberacién de drogas empleando
liposomas como vehiculo.

Diferencias cuantitativas en la adsorcion de proteinas entre los diferentes
liposomas, las que resultan de las diferencias de curvatura entre cada uno de
ellos, pueden ser responsables de direccionar a las vesiculas a diferentes pools.

Cuando los liposomas son inyectados, ocurren una serie de fendmenos, que
comienzan con la rapida adsorcién de proteinas sobre la superficie de los
liposomas. Por un lado, las opsoninas, responsables del reconocimiento de los
liposomas por células fagociticas (Hiroshi, 1997) y lipoproteinas (Maurer et al.
2001). En el caso de HDL, estas contienen apolipoproteina intercambiables A, C
y E, cuya interaccion con la membrana liposomal provoca una desestabilizacion
del liposoma (Rodriguez and Phillips, 1998).

En relaciéon a disminuir la ruta fagocitica, lo mas exitoso ha sido el empleo de
SUV compuestos de mezclas esfingomielina y colesterol (SM/CHOL) (Hwang et
al., 1987). El tiempo de vida en circulacion de estos dos tipos de liposomas
puede ser de 15 a 20 h, siendo por estos los mejores candidatos en el targeting
de drogas in vivo.

Ademas, es necesario tener en cuenta la dosis de liposomas empleada, ya que a
altas dosis, domina una ruta no saturable, mientras que las células de Kupffer
participan en la ruta saturable via fagocitosis predominante a bajas
concentraciones de liposomas.

Los liposomas compuestos de mezclas de fosfolipidos (liposomas
convencionales) fueron la primera generacién de liposomas empleados en el
encapsulamiento de drogas. Luego aparecieron liposomas cuya superficie
estaba modificada con gangliosidos o acido sialico, evadiendo el sistema inmune
responsable de su eliminacion de circulacion. Con la misma intencion, fueron
desarrollados liposomas pegilados (PEG liposomas), denominado "stealth
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liposomes" con un elevado tiempo de vida en circulacion y una favorable
farmacocinética (Cattel et al., 2003; Kim et al., 2009).

Por ultimo, con la finalidad de dirigir una droga encapsulada a un tipo celular en
particular, se han unido a la superficie del liposoma anticuerpos especificos del
blanco en cuestion. La union de anticuerpos antimiosina a liposomas fue
ensayada como una estrategia para dirigir ATP encapsulado en liposomas a
tejido miocardico (Levchenko et al., 2010).

El encapsulamiento de una droga y su direccionamiento en liposomas se
considera efectivo si la droga encapsulada es liberada en el sitio deseado. La
liberacion de la droga esta influenciada por la composicién de la membrana y de
la droga en cuestion. Ademas, existen en el medio factores que disparan la
liberacion de la droga, tales como bajos pH y presencia de enzimas particulares,
o estimulos como temperatura o ultrasonido los que han ganado atencion desde
el punto de vista clinico Lindner and Hossann (2010).

Existen en la literatura antecedentes del encapsulamiento de ftrifluralin en
liposomas compuestos de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilglicerol (PG), para su
empelo en el tratamiento de leishmaniasis (Marques et al., 2008). En esta
enfermedad, el agente infeccioso esta localizado en células del sistema

fagocitico mononuclear, las que a su vez son el blanco natural de los liposomas.

El objetivo del presente desarrollo de formulaciones con ftrifluralin sera
encapsular la droga en liposomas, que escape al sistema fagocitico y con larga
vida en circulacion y realizar formulaciones de ftrifluralin preparadas en solucién
alcoholica y aceite de mani que permitan ser administradas via endovenosa e
intramuscular, respectivamente.

Metodologia

El primer paso en la preparaciéon de una formulacion liposomal de trifluralin
consiste en realizar pruebas in vitro con liposomas de diferente composicion
lipidica, capaces de obtener las mayores relaciones drogal/lipido.

Lipidos

Fosfatidilcolina de huevo (PCegg), Fosfatidilcolina hidrogenada (HSPC),
Diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), Cholesterol(Chol) esfingomielina (SM).

Se incluira en la mezcla lipidica Distearolyphosphatidyl ethanolamine-N-poly
(ethylene glycol) 2000 (DSPE-PEG 2000) para crear una barrera estérica en los
liposomas.

Preparacion de Liposomas
MLVs, LUVsy SUVs se prepararan a una concentracion de 100 mg/mL.

Los lipidos puros, o sus mezclas y trifluralin en una relaciéon molar 1:10 se
solubilizan en cloroformo/metanol 9: 1(vol: vol). El solvente organico se evapora
bajo corriente de nitrégeno. La pelicula obtenida se solubiliza en ter butanol y se
liofiliza toda la noche. Finalmente el liofilizado se rehidrata en buffer salino
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(Buffer A, 150 mmol/L NaCl, 20 mmol/L HEPES, pH 7.4, HEPES- salino),
esterilizado por filtracion. Estas preparaciones se someteran a vortex vigoroso y
luego se dejaran toda la noche a 4°C obteniéndose MLVs. Para generar LUVs,
MLVs se pasaran a través de membranas de policarbonato (100-nm pore size),
proceso denominado extrusion. Los SUV se generaran sometiendo la
suspension de MLVS a 3 ciclos de 20 minutos de sonicacién bajo atmosfera de
nitrogeno (en un sonicador de punta, potencia 3 Branson. La suspension
inicialmente lechosa, se torna traslucida. Luego de la sonicacion, la suspension
se centrifuga a 20000 rpm 30 minutos para eliminar las particulas de titanio
desprendidas de la sonda durante la sonicacion.

La concentracion de lipidos de las preparaciones se determinara por un
microensayo colorimétrico (Botcher et al.,, 1961). Antes de la inyeccion las
dispersiones se diluyen con buffer estéril a una concentracién de 100 mg PL/ ml.

Separacion del material no encapsulado

Trifluralin no encapsulado en MLVs sera eliminado por cromatografia de
exclusién molecular empleando Sephadex G 50. Los liposomas obtenidos luego
de la elucion se concentraran por centrifugacion a 10000 rpm durante 30
minutos.

En el caso de SUVs o LUVs, el material no encapsulado se eliminara por
cromatografia de exclusibn en columna empleando Sephadex GS50. Los
liposomas obtenidos luego de la extrusion se concentraran por
ultracentrifugacién a 70000 rpm durante 3 horas

Las preparaciones de vesiculas SUVs y LUVs, se esterilizaran por pasajes a
través de filtros de 0.45-um antes de la inyeccién.

Determinacion de tamaio

El diametro de las vesiculas se determinara por medidas de dispersion dinamica
empleando un Zeta Sizer (Malvern Instruments), obteniendo el diametro medio
de las particulas y la distribucion de tamafios en la dispersion.

Eficiencia de encapsulamiento

Trifluralin encapsulado se determinara luego de romper los liposomas con
DMSO (1:10, v/v) o TX 100 10 % y cuantificado por HPLC uv (Zaidenbert et al.,
2009).

La eficiencia de encapsulamientose se expresara como [trifluralin/L] fina/
[triquraIin/L] inicial.

Grado de Opsonizacion

La cantidad de proteinas asociadas a las diferentes formulaciones liposomales
seran medidas por el método de flotacion empleando Nicodenz (Kelley and
Kruski, 1986). Luego de la incubacion de 100 ul de la suspension liposomal con
250 pl de plasma humano durante 1 h a 37 °c, las mezclas se diluyen con
solucion isoténica de Nonidenz. Los tubos se ultracentrifugan 15,000 rpm 1h
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(rotor SW40). Los liposomas se colectan de la interfase entre la fase Nonidenz y
la fase superior acuosa. Los lipidos liposomales se determinaran luego de la
extraccion y las proteinas seran determinadas por el microensayo de Bradford
(1976).

Asociacidén de lipoproteinas a liposomas

La separacion de lipoproteinas se realizara segun Cassidy et al., 1998 (Cassidy
et al., 1998). Luego de incubar liposomas-trifluralin o liposomas control en
plasma durante 15 min a 37°C, se incrementara la densidad del sistema a 1.25
g/ml por agregado de KBr sdlido y 3 ml de esta mezcla se cargaran en el fondo
de un tubo de centrifuga (Beckman Instruments, CA, US) cubriéndolo con 3
capas de 2.8 ml de 3 soluciones de KBr de diferentes densidades (densidad=
1.21, 1.063 y 1.006 g/ml). Los tubos se ultracentrifugaran en un rotor SW 40 Ti a
40,000 rpm durante 18 h a 15°C en una ultracentrifuga Beckman XL-70. Luego
se colectan fracciones de 0.5 ml y se realizara una cuantificacion de proteinas
segun Bradford (1976) y el contenido de fosfolipidos por un método colorimétrico
(Botcher et al., 1961).

Estabilidad y liberacién de droga in vitro: Ensayos de dilucién

Con la finalidad de predecir el grado de asociacion de la droga al liposoma luego
de ser inyectado, se realizaron ensayos de dilucién de acuerdo a Barenholz and
Amselem (1993). Para esto, 10 pl de la suspension liposomal se diluira en buffer
450 veces. Luego de incubar diferentes tiempos (10, 10, 20 y 60 minutos) los
tubos se centrifugaran a 14000 rpm durante 10 minutos y se determinara la
relacion droga/lipido en el pellet.

Preparacion de trifluralin libre

Se prepararan soluciones de trifluralin en etanol (TE) (7 gramos/c.s.p. 100 ml de
etanol) para la via endovenosa vy ftrifluralin en aceite de mani (TAM) para su

administracién por via intramuscular (Zaidenberg et al., 2009).

Estudio cinético

Animales: Se utilizaran 12 conejos (de la raza/especie Nueva Zelanda), machos,
sanos y con pesos corporales (rango) de 1.5 a 2.0 kg en tres experimentos (E1,
E2, E3).

Vias de administracion y dosis

Las soluciones de trifluralin seran administradas via endovenosa (TE) (E1),
intramuscular (TAM) (E2) y endovenosa conteniendo trifluralin con liposomas
(TCL) (E3) en dosis de 50 mg/kg de peso a todos los animales (considerando la
dosis utilizada en ratones por Zaidenberg et al.,, 2009). El momento de la
administracion para cada una de las vias de administracion y soluciones del
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trifluralin sera determinado utilizando métodos aleatorios, dejando transcurrir 100
vidas medias entre la administracion de un preparado y otro.

Tomas de muestras sanguineas.

Posteriormente de la administracion del trifluralin se recogeran muestras
sanguineas a las 0, 0.08, 0.17, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0, 8.0, 12.0, 24.0,
36.0 y 48.0 horas. Se dejaran transcurrir dos semanas entre una administracion y
otra.

Cuantificacion del trifluralin

La cuantificacion del trifluralin en sangre sera realizada inmediatamente después
del muestreo, utilizando métodos cromatograficos (HPLC) (Zaidenberg et al.,
2009).

Se validara la técnica con los parametros clasicos de linealidad, reproducibilidad,
recuperabilidad, limite de deteccion y de cuantificacion.

Analisis cinético y estadistico.

El comportamiento cinético del ftrifluralin sera descripto utilizando modelos
compartimientales y no compartimentales (Gibaldi, 1991).

Los criterios utilizados a la hora de elegir el modelo farmacocinético
compartimental al que mejor se ajustaran los datos obtenidos experimentalmente
seran: el criterio de Akaike (AIC), el criterio de disminucién del sumatorio de los
residuales al cuadrado (Yres?) y la aleatoriedad en la distribucién de residuales.
Los resultados de las variables cinéticas de trifluralin administrado por distintas
vias seran comparados estadisticamente teniendo en cuenta la siguiente
premisa: si la distribucion es normal se realizaran métodos parametricos, caso
contrario se utilizaran métodos no parametricos. El estudio estadistico se llevara
a cabo utilizando el programa informatico Statistica 7.

ESTUDIO CINETICO MULTIDOSIS EN BASE A UN REGIMEN DE TREINTA
DIAS DE TRATAMIENTO.

Animales. Se seguira la misma premisa utilizada para el estudio realizado en la
cinética de ftrifluralin administrado en monodosis. Las muestras de sangre seran
tomadas previo a la administracion de la droga y a los 0.08, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4,
6, 8, 12 y 24 horas del primer dia. En los restantes veintinueve dias se tomaran
muestras a las 3, 6, 12 y 24 horas posteriores a cada una de las
administraciones. En el trigesimo dia se tomaran muestras sanguineas a todos
los animales a los mismos tiempos que en el dia uno, continuando el muestreo
cada 24 horas durante siete dias.

Las muestras seran procesadas para su cuantificacion y evaluadas en igual
forma que para el estudio cinético monodosis.

- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

e Revision y actualizacion periddica de bibliografia.
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e Seleccién de animales, evaluacién clinica, acondicionamiento de lugar de
alojamiento e identificacion.

e Desarrollo de preparados de trifluralin

e Tomas de muestras para estudios farmacocinéticos de trifluralin administrado
en regimenes terapéuticos de dosis unica.

e Tomas de muestras para estudios farmacocinéticos de trifluralin administrado
en regimenes de dosis multiples.

e Cuantificacion de trifluralin mediante técnica de HPLC/uv

e Estudio farmacocinético y estadistico.

e Discusion de los resultados y elaboracién de conclusiones

e Realizacién de informes y memorias parciales.

e Divulgacion de resultados.
Bimestres 112|3/4/5/6/7/8|9
Revision Bibliografica XIX[ XX X|X|X]|X|X
Desarrollo de preparados de frifluralin | X | X | X
Cuantificacién de trifluralin X X[ X|X]|X
Toma de muestras X X[ X[X]|X
Analisis farmacocinético y estadistico X X[ X|X|X
Discusion Resultados XX
Elaboracién informes XX
Divulgacion XXX
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PLAN DE TRABAJO PERIODO 2012-2014

Evaluacion del comportamiento cinético de una formulacion de ceftazidima
administrada en cabras con produccion lechera.

Introduccion

La ceftazidima es una cefalosporina de tercera generacidn que presenta
actividad contra E. coli, C. diversus, C. Freundii, E. aerogenes, E. agglomerans,
K. pneumoniae, Proteus spp, Klebsiela spp, S. Marcescens, Salmonellas,
Shigellas y P. aeruginosa. En general, para todos los microorganismos
enunciados la concentracion inhibitoria minima (CIM) no supera los 4 pg/ml
(O’Callaghan et al., 1980; Thornsberry, 1985). La actividad antibacteriana de la
ceftazidima esta determinada por el tiempo por el cual las concentraciones del
farmaco en sangre y leche permanecen por encima de la CIM.

La ceftazidima fue utilizada por Rule et al. (1998) para tratamientos en vacas
lecheras (administrada via intramamaria, en tres dosis de 200 mg/cuarto y cada
12 horas) con signos clinicos de inflamacién y presencia de uno o mas
microorganismos patogenos en las glandulas mamarias. En lineas generales la
ceftazidima administrada a vacas en produccion lechera presentd buena
distribucion en glandula mamaria y presencia de residuos durante 72 horas
posteriores a su administracion debiéndose descartar la leche para consumo
humano durante ese tiempo (Rule et al., 1998).

Blanco et al (1983) observaron que la baja unién a proteinas permite la difusion
de la ceftazidima a glandula mamaria. La ceftazidima tiene uniones a proteinas
que pueden variar con la especie animal y que van del 20 al 30 % en ratones y
ratas (O’Callaghan et al., 1980), 10 % en humanos (Blanco et al., 1983) y 17 %
en conejos (Abd El-Aty et al., 2001). En tanto, Lam et al. (1988) encontraron que
la actividad bactericida de ceftazidima estaba mas estrechamente relacionado al
farmaco no unido que a las concentraciones totales de antibiéticos y que so6lo el
farmaco libre es microbiolégicamente activo.

La ceftazidima administradas en perros via subcutanea 6 intramuscular (25
mg/kg de peso) pueden resultar efectiva contra P. aeruginosa (Monfrinotti et al.,
2009). Abd EI-Aty (2001) recomiendan para el tratamiento de gérmenes
sensibles en conejos administrar una dosis de 50 mg/kg de peso por via
intramuscular cada 12 horas.

Aunque Rule et al. (2011) y Abo-El-Sooud y Tohamy (2011) realizaron estudios
sobre el comportamiento farmacocinético de ceftazidima, preparada en
soluciones acuosas, en cabras con y sin produccion lechera y cabras en
produccion lechera sanas y mastiticas, respectivamente, se desconoce el
comportamiento de dicho antibiético en cabras en lactacién cuando se utilizan
otros excipientes.
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Los objetivos del presente plan de trabajo son determinar el comportamiento
farmacocinético en suero y lechera de una formulacion de ceftazidima
administrada en cabras con produccion lechera.

Materiales y métodos

Animales. Seis cabras criollas sanas con produccion lactea seran utilizadas en
los grupos 1 (G1) y 2 (G2).

Grupo 1. A los animales del G1 se les administrara via intramuscular una
monodosis de ceftazidima de Laboratorio Klonal (20 mg/kg).

Grupo 2. Pasados 15 dias de la administracion en el G1 a los mismos animales
se les administrara ceftazidima (preparado en una formulacion de larga accion)
via intramuscular (20 mg/kg).

Toma de muestras. Las tomas de muestras sanguineas y lacteas para
cuantificar el antibidtico se realizaran previa y posteriormente a las
administraciones del antibiotico (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 y 96
horas).

Cuantificacion y analisis cinético del antibiético: Las concentraciones-tiempo
de ceftazidima seran determinadas utilizando un método biolégico (Gin et al.,
1982) y analizadas no compartimentalmente con el programa WinNonlin (V.4.1
Pharsight Corp., Cary, NC).

Analisis estadistico: Se empleara el programa informatico de estadistica
Statgraphics Plus.
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