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RESUMEN

Se ha estudiado la unién de la amoxicilina y del dcido clavuldnico a las proteinas plasmiticas de la gallina
y de la paloma utilizando ¢l método de la didlisis en ¢l equilibrio. La determinacion de ambos productos en el
plasma se realizé mediante ¢l método de FOULSTONE y READING (1982). '

La amoxicilina presenta un porcentaje de union medio a las proteinas plasmaticas de la paloma de 14°64%,
y de 16°36% a las de la gallina. Estos valores para ¢l dcido clavuldnico son de 28'62% y de 31770%
respectivamente.

Palabras clave: Acido clavulanico, amoxicilina, gallina, paloma, unicn a proteinas.

SUMMARY

The binding of clavulanic acid and amoxycillin to plasmatic proteins in hen and pigeon has been studied
by equilibrium dialysis. Both substances were determined according to FOULSTONE and READING (1982).

Amoxycillin has an average percentage of union to plasmatic proteins of pigeon of 14.64% and 16.36% in
hen. These values for clavulanic acid are 28.62% and 31.70% respectively.
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90 AN, VET. (MURCIA) 5 (1989). AMOXICILINA EN AVES. C. M. CARCELES ct al.

INTRODUCCION

La amoxicilina es una penicilina semisinté-
tica perteneciente al grupo de las aminopenici-
linas. Estructuralmente presenta un grupo hi-
droxilo en posicién para (NEU, 1979) que le
permite una buena absorcion digestiva tras su
administracion oral (WEBER et al., 19806).

El espectro antibacteriano de la amoxicilina
es amplio, incluyendo a numerosos gérmenes
Gram - (NEU, 1979; WEBER et al., 1986). Sin
embargo presenta el grave inconveniente de ser
un antibidtico penicilinasa sensible, por lo que
resulta inactivado por la accion de las B-lacta-
masas bacterianas (SYKES y MATTHEW,
1976; GRIECO, 1982; ROLINON, 1986; SU-
BIRON y TORRELLAS, 1988).

El 4cido clavulanico es una sustancia natu-
ral, producida por una cepa de Streptomyces
clavuligerus (ROLINSON, 1982), que posee un
anillo B-lactamico. La importancia de esta mo-
lécula radica en que se comporta como un inhi-
bidor de numerosas B-lactamasas, como las
producidas por Stafilococcus aureus y las
f-lactamasas de microorganismos Gram - de
las clases I a IV de Richmond (FARMER y
READING, 1982; READING, 1982; READING
et al., 1983).

La inactivacion de las B-lactamasas que
ocasiona el acido clavuldnico protege a cual-
quier penicilina presente y permite que ejerza
su actividad normal bactericida (BROGDEN et
al., 1981; WEBER et al., 1986). En la practica
terapéutica se ha seleccionado a la amoxicilina
como antibiético de eleccién para combinarse
con el dcido clavuldnico (MARTIN y GONZA-
LEZ, 1988). En Medicina Veterinatia se estd
introduciendo la combinacién amoxicilina-dci-
do clavulanico en la proporcion 4:1, existiendo
algunos trabajos que suministran informacién
favorable sobre su eficacia (COOPER, 1985:
SENIOR et al., 1985; BEECHAM ANIMAL
HEALTH, 1987).

Los farmacos son transportados en la sangre
circulante mediante diversos procedimientos.

Algunos se disuelven en el agua plasmadtica y
otros, la mayoria, se asocian parcialmente con
las proteinas plasmaticas. Esta union es reversi-
ble y estd en equilibrio con la forma no fijada o
farmaco libre.

En el presente trabajo se aborda el estudio
de la unién de ambos farmacos a las proteinas
plasmaticas de la paloma y de la gallina por
separado, con el fin de establecer los porcenta-
jes medios de unién correspondientes, para
abordar en trabajos posteriores el estudio de la
interaccién de ambos productos sobre las pro-
teinas plasmaticas de ambas especies (es decir,
en la utilizacion conjunta de ambos productos a
la proporcién utilizada en clinica).

MATERIAL Y METODOS

Se ha empleado la técnica de didlisis en el
equilibrio utilizando membrana de celofin
Wisking Dyalisis Tubing 8/32. de 6 mm de
didmetro y 50 um de anchura de pared, sirve
para la elaboracion de las bolsas.

La preparacion de las mismas se realizo
segin el método de RUDMAN y KENDALL
(1957) modificado por SERRANO et al. (1984).
El proceso de didlisis se realizé en oscuridad y
a temperatura ambiente durante 24 h. Las con-
centraciones de amoxicilina y clavulanico (pro-
ductos cedidos por los laboratorios Antibiéticos
S.A.) se determinaron en el interior de las bol-
sas de plasma y en los tampones externos de
todas las series mediante cromatografia liquida
de alta presién (HPLC) segin el método preco-
nizado por FOULSTONE y READING (1982),
que tiene una sensibilidad méaxima de 0’1 pg/
mi a 0’1l AUSF, en un sistema HPLC Water
compuesto por un controlador programable mod.
721, un médulo de datos mod. 730, un detector
Lambda-Max LS 481, dos bombas mod. 510 y
un inyector mod. U6K.

Para llevar a cabo el estudio de la unién de
la amoxicilina a las proteinas plasmaticas de la
paloma y de la gallina, se procedié a realizar 13
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series a las siguientes concentraciones: 517170,
40205, 29240, 18°275, 7°310, 5’482, 3’655 y
1’827 mg/l, a un pH de 7°4. A cada serie se le
asigné un blanco sin amoxicilina. Tres de di-
chas series se utilizaron para obtener la recta de
calibrado, cinco para realizar el estudio de Ia
unién del antibiético a las proteinas plasmaticas
de la paloma y las cinco restantes se utilizaron
para realizar el estudio de la unién de la amoxi-
cilina a las proteinas plasmaticas de la gallina.

Para el mismo estudio con el acido clavula-
nico se procedio de idéntica manera pero reali-
zando las 13 series a las siguientes concentra-
ciones: 33’180, 26°070, 18’960, 11850, 4’470,
3'555,2°370y 1185 mg/l. Los plasmas utiliza-
dos fueron una mezcla de los obtenidos de la
sangre de 10 palomas y de 2 gallinas proceden-
tes de una explotaciéon comercial. Todos los
animales estaban sanos y se sometieron a un
ayuno de 12 h. A los plasmas de ambas espe-
cies se fes determind la proteinemia por el mé-
todo descrito por ALLEN et al. (1977) utilizan-
do el reactivo de biuret.

Como pruebas estadisticas se han utilizado
métodos no paramétricos para analizar dos gru-

pos mediante valores apareados, concretamente
el test de “Mann-Whitney”.

RESULTADOS

En el Cuadro | se muestran los resultados
referidos al estudio de la unién de la amoxicili-
na a las proteinas plasmaticas de la paloma. En
el Cuadro 2 aparecen los resultados del estudio
similar a las proteinas plasmaticas de la gallina.

En los Cuadros 3 y 4 se reflejan los datos
correspondientes al estudio de la unién del aci-
do clavuldnico a las proteinas plasmaticas de la
paloma y de la gallina respectivamente. En todos
los cuadros anteriores se indican los valores
medios de concentracion de fairmaco en el inte-
rior de las bolsas de didlisis y en los tampones
externos, asi como las diferencias entre ambos
(concentraciones totales, libres y conjugadas
respectivamente) y los porcentajes de unién.

Por tltimo, en el Cuadro 5 se indican los
valores de “capacidad de fijacion” (n) y de las
constantes de asociacion aparentes (Ka) para
ambos productos y ambos tipos de plasma.

CUADRO |
VALORES MEDIOS DE CONCENTRACION DE AMOXICILINA (EN MGIL) LIBRE. TOTAL Y

UNIDA, Y PORCENTAJES DE UNION A LAS PROTEINAS PLASMATICAS DE PALOMA

CONCENTRACION
TOTAL LIBRE UNIDA
(X + S.D)mg/l (X + S.Domg/l mg/l % union
r;

54’93 (£ 3°50) 48’29 (+ 3'52) 6’74 12°27
42°47 (£ 3°75) 37716 (£ 2°44) 5'31 12°50
29796 (+ 2°94) 26’07 (£ 3°28) 3’89 12°98
1804 (£ 2°01) 15764 (£ 2°78) 2’40 13’33
6'79 (= 1°00) 583 (£2'12) 096 14715
521 (£ 0°76) 4’35 (£ 0°90) 0’86 16’50
3'39 (= 0°67) 2'81 (£ 0°49) 0’58 17°01
1’69 (£ 0°53) 1’38 (£ 0’41) 0’31 1836
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CUADRO 2

VALORES MEDIOS DE CONCENTRACION DE AMOXICILINA (EN MG/L) LIBRE. TOTAL 'Y
UNIDA, Y PORCENTAJES DE UNION A LAS PROTEINAS PLASMATICAS DE GALLINA

CONCENTRACION

TOTAL LIBRE UNIDA

(X £ S.D.) mg/l (X £ S.D.)mg/l mg/l % unidn
57°03 (£ 5°26) 49°09 (+ 4°88) 7°86 13’79
44°44 (£ 3°83) 38’08 (£ 3'34) 6’36 14’30
31’53 (£ 6°10) 26°97 (£ 3'24) 4’55 14’44
19712 (£ 3’32) 16’25 (£ 2°83) 2°87 15’00
754 1°17) 6’37 (£ 2'12) 1’17 15’47
564 (£ 1°18) 4’62 (£ 1°36) 1’02 18’16
374 (£ 0'72) 3°00 (£ 0°53) 073 19°62
1’84 (£ 0°61) 1’47 (£ 0°33) 0°37 2009

CuADRO 3

VALORES MEDIOS DE CONCENTRACION DE ACIDO CLAVULANICO (EN MG/L) LIBRE,
TOTAL Y UNIDO, Y PORCENTAJES DE UNION A LAS PROTEINAS PLASMATICAS DE

PALOMA
CONCENTRACION

TOTAL LIBRE UNIDA

(X £ S8.D.) mg/l (X = S.D.)mg/l mg/l % unioén
40’18 (£ 4'63) 30°07 (+ 2°14) 10711 2516
30°52 (£ 3'30) 22'98 (+2'30) 7’54 2471
21766 (+ 2'40) 16712 (£ 3°14) 5’53 25’54
13’69 (£ 2'15) 10711 (£ 1799) 3’58 2618
543 (= 1'92) 3789 (£ 0°42) 1'54 2832
4’11 (£ 1'73) 2786 (x ('50) 1’25 30’48
2’67 (= 0'66) 1’79 (+ 0°33) 0’87 32'80
1’35 (£ 0°35) 0’87 (£ 0°20) 0’48 35765
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CUADRO 4

93

VALORES MEDIOS DE CONCENTRACION DE ACIDO CLAVULANICO (EN MG/L) LIBRE,
TOTAL Y UNIDA, Y PORCENTAJES DE UNION A LAS PROTEINAS PLASMATICAS DE

GALLINA

CONCENTRACION

TOTAL LIBRE UNIDA

(X + S.Dymg/l (X £ S.Dymg/l mg/l e union
41°58 (£ 3°86) 30°25 (£ 3°07) 11°33 2726
3210 (£ 4°75) 23714 (£ 2°68) 895 27°90
23743 (£ 2°57) 16’72 (£ 2°58) 6’71 28’65
14’40 (+ 1°82) 10720 (£ 1'92) 420 29’15
577 (£ 1790) 397 (£ 0°70) 1’80 31°27
4’31 (£ 0°95) 2°85 (£ 0°58) 1’46 33’82
291 (£ 0°22) 1'84 (£ 0'43) 1°07 3676
1’47 (£ 0°29) 0°90 (£ 0°27) 0’57 38’79

CUADRO 5

VALORES DE “CAPACIDAD DE FIJACION” (N). EN MGIG, Y DE CONSTANTE APARENTE
DE ASOCIACION (KA), EN MG, OBTENIDOS MEDIANTE LA ECUACION DE KRUGER-
THIEMER PARA LA AMOXICILINA Y EL ACIDO CLAVULANICO RESPECTO A LAS PRO-
TEINAS DE PALOMA Y GALLINA. APARECEN LOS COEFICIENTES DE REGRESION OB-

TENIDOS (R) Y LOS NIVELES DE SIGNIFICACION (P)

AMOXICILINA AC. CLAVULANICO
Paloma Gallina Paloma Gallina
n Ka n Ka n Ka n Ka
0’776 0°012 0'542 0011 0913 0°020 0’597 0°022
r=0'88 0’84 0’84 0°87
p <001 0’01 001 0°01
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DISCUSION

Los porcentajes de recuperacién de amoxi-
cilina obtenidos en los ensayos realizados con
plasma de paloma oscilan entre el 78°51% vy el
95'99% (X£S.D. = 86°58% £ 6°40), por lo que
tan solo se pierde aproximadamente una media
de menos del 14% del producto al interaccionar
con las paredes de la bolsa de didlisis. En los
ensayos realizados con plasma de gallina los
porcentajes de recuperaciéon oscilan entre el
82'41% y el 97°61% (X£S.D. =89'72% + 5'48),
lo que indica que menos del 1% de amoxicili-
na se une a las paredes de la bolsa de dialisis.
Esto induce a pensar que el plasma de gallina es
capaz de fijar mayor cantidad de farmaco que el
de paloma; lo que se ve apoyado por las cifras
de proteinemia que se han encontrado en este
estudio: 4’75 g/ml £ 0’41 para la gallina y 245
g/ml + (0’23 para la paloma.

Los porcentajes de recuperacion del dcido
clavulanico oscilan entre 77°37% vy el 93°69%
(X £ S.D. = 85'88% + 5°58) para la paloma
y entre 80°74% y el 94°57% (X + S.D. =
= 87°87% + 5°03) para la gallina: por lo que
cabe hacer similar consideracion que se hizo
para la amoxicilina.

La concentraciéon de farmaco unida a las
proteinas es consecuencia de varios parametros
como son la capacidad de fijacién y la constan-
te de asociacion. Cuando se trabaja con solucio-
nes de una proteina pura, y a concentraciones
conocidas, puede calcularse la capacidad de fi-
jacion con numeros de sitios de unién por mo-
lécula de proteina y la constante de asociacién
en moles reciprocos.

Al trabajar con plasma de paloma y de galli-
na no podemos obtener los pardmetros molares
de la asociacion. El empleo de la ecuacion de
KRUGER-THIEMER (1961) permite calcular
la capacidad de fijacion mdxima en mg/g y la
constante de asociacion media aparente en mg .
En el Cuadro § aparecen los valores menciona-
dos referidos a la amoxicilina y al dcido clavu-
lanico en la paloma y en la gallina, junto con

sus coeficientes de correlacidn (r) correspon-
dientes. En general, todos los valores de capaci-
dad de fijacién y de constante de asociacion son
mayores en la paloma que en la gallina para
ambos fdrmacos.

En general, la unién de los farmacos a las
proteinas plasmadticas suele expresarse como
porcentaje de unién. En los Cuadros |y 2 se
observa la tendencia al ascenso de los mismos
conforme se incrementa la concentracion del
farmaco, lo que se debe a la progresiva satura-
cion de la capacidad de fijacion de la proteina.

Los porcentajes de uniéon medios de la
amoxicilina a las proteinas plasmadticas de palo-
ma y gallina sonde 14°63% £ 2’33 y de 16’36%
+ 2’53 respectivamente. Estos valores son bas-
tante semejantes a los encontrados en la especie
bovina (14%: BEECHAM ANIMAL HEALTH,
1987) y en la caprina (15°85%; CARCELES et
al.. 1988a).

Los porcentajes de union medios del dcido
clavuldnico a las protefnas plasmdticas de la
paloma y de la gallina son de 28'61% £ 421 y
de 31'70% £ 4’32 respectivamente. lgualmente
estos valores estan proximos a los encontrados
en la especie humana (COMBER et al., 1980) y
bovina (BEECHAM ANIMAL HEALTH, 1987)
de 30% y 229% respectivamente. Sin embargo
son superiores al 16'30% encontrado por CAR-
CELES et al. (1988b) en la especie caprina.

Como se puede apreciar los porcentajes de
unién son ligeramente superiores en la gallina
que en la paloma para ambos productos. Ello
podria deberse tan sélo al hecho de existir una
mayor concentracion proteica en el plasma de
gallina, ya que como se vio anteriormente tanto
la capacidad de fijacion como la constante apa-
rente de asociacion son menores en esta especie
para ambos productos.

Las pruebas estadisticas realizadas (test de
“Mann Whitney ™) muestran que, efectivamente,
a pesar de existir unos porcentajes de union de
la amoxicilina a las proteinas plasmaticas de
ambas especies parecidos éstos son significativa-
mente diferentes (Z = 0"127), e igual ocurre con
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el dcido clavuldnico (Z = (' 128). Mayores dife-
rencias existen entre los porcentajes de unién de
ambos productos en la paloma (Z = 9'392-10)
y la gallina (Z = 9°401-107).

Tgualmente, en el Cuadro 5 podemos obser-
var mayores valores de capacidad de fijacién y
de la constante aparente de asociacion para el
acido clavulanico que para la amoxicilina en
ambas especies, lo que sugiere que de la inte-
raccion de ambos productos puede haber un
desplazamiento de la amoxicilina de las protei-
nas plasmaticas por el dcido clavuldnico. En
cualquier caso este posible desplazamiento se-
ria ligero o poco importante ya que los porcen-
tajes de union de estos productos a las proteinas
plasmédticas de ambas especies son bajos. No
obstante para verificar todo esto es preciso rea-
lizar experiencias similares pero utilizando la
asociacion antibiotica a fa proporcion determi-
nada.
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