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RESUMEN

Macouzet Garcia Sofia. Farmacocinética sérica y de residuos en vacas lecheras con una
nueva molécula de la familia de las cefaquinolonas (CQMEPCA). (bajo la direccion del Dr.
Héctor Sumano Lopez).

La CQMEPCA es un medicamento unico en México, de desarrollo nacional, con
patente internacional, el cual se esta sometiendo a todas las etapas de pruebas ¢
investigaciones propias para €l desarrollo de cualquier antibacteriano aprobado por la FDA,
entre dichas pruebas, la farmacocinética, realizada en este estudio, ofrece la informacién
necesaria para darle congruencia y racionalidad al uso clinico de este antibacteriano. Se
utilizaron 24 vacas Holstein que se dividieron en 4 grupos: 1° una dosis de 10mg/kg 1V, 2°
S5mg/kg 1V, 3° 10mg/kg IM; 4° Smg/kg IM. Las muestras de sangre se tomaron en un
periodo de 8 horas. Ademas se hizo un seguimiento de residuos en leche en vacas en
produccion. Los métodos analiticos utilizados para procesar las muestras fueron
espectrofotometria (UV-visible) y HPLC. Los resultados de graficar concentracion contra
tiempo en los 4 grupos, revelan que el medicamento se comporta con una cinética de 2
compartimentos, que tiene una cinética de primer orden a las dosis utilizadas y una
biodisponibilidad promedio de 84 %. La CQMEPCA aplicada IM, alcanza concentraciones
pico (tmax) a las 2.6 horas y ésta llega a un nivel plasmatico (Cpmax) de 1.57pg/ml. Los
volumenes aparentes de distribucion revelan una amplia distribucion tisular (ej. Vdie
promedio de 2.86 a 10 mg/kg) y una eliminacién eficiente en la fase B con vida media de
3.58 horas + 1.45 horas, lo que da en el extremo de las desviaciones 5 horas; esto es, mas
de cuatro dias de periodo de retiro para carne (y 60 horas para leche de acuerdo a los
resultados). El farmaco tiene una depuracion de 0.63 ml/min/kg que concuerda con un Kz
muy superior a la kjo y k21 (0.07 contra 1.67 y 1.83 respectivamente). También este ensayo
reveld, una elevada unién de la molécula a proteinas plasmaticas, y dado que la potencia de
un antimicrobiano depende en parte de la proporcion del farmaco libre, se propone como
seguimiento a este ensayo, se realicen estudios cinéticos utilizando CQMEPCA y un agente
que compita por el grupo cefalosporanico, como la fenilbutazona o algin antinflamatorio
no esteroidal. Estos resultados son familiares a los encontrados en las cefalosporinas de
tercera generacion y resultan semejantes, en este sentido, al ceftiofur. En resumen, la
CQMEPCA tiene las caracteristicas de un firmaco del alta penetracion y lenta eliminacion
que sugiere una elevada eficacia clinica, pero que obligan a determinar en futuros ensayos,
si existe, una tercera fase de eliminacion lenta (y) de residuos. Este ensayo comprende un
elemento fundamental que lineariza la continuidad en la investigacion que se requiere para
proyectar el farmaco al mercado humano.

Palabras clave: antibiotico, cefalosporinas, cefaquinolonas, CQMEPCA, farmacocinética,
fluoroquinecionas, vacas.
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SUMMARY

Macouzet Garcia Sofia. Seric pharmacokinetics and milk elimination of the new
cephaquinolone antibacterial CQ-M-EPCA, in dairy cows. (Under the supervision of Dr.
Heéctor Sumano Lépez).

The antibacterial code-named CQ-M-EPCA is perhaps the only drug fully designed
and pharmacologically developed in Mexico. The so-called cephaquinolone series, has
obtained international patent protection and at the time of this work CQ-M-EPCA is
currently being tested under the FDA instructions. Among these tests, pharmacokinetics is
regarded as key-stone to further develop clinical work under field and experimental
conditions. To define the pharmacokinetic behavior of CQ-M-EPCA, 24 Holstein-Friesian
cows in lactation were divided in 4 groups as follows: group 1°: received a dose of
10mg/kg IV; group 2° a dose of Smg/kg IV; group 3° a dose of 10mg/kg IM; and group 4°
received a dose of Smg/kg IM. Blood samples were taken at various time intervals during 8
hours to obtain plasma concentrations vs. time profiles. Additionally, an attempt was made
to detect drug residues in milk. The analytical method elected was HPLC linked
spectrometry. Drug plasma concentrations vs. time profiles obtained, revealed that they fit
better a two compartment open model with an apparent linear increase in plasma
concentrations and clearance values, as dose is increased. This suggests a first order
kinetics. Bioavailability after IM injection was calculated to be 84 %, and CQ-M-EPCA
reaches a peak concentration at a tmax of 2.6 hours, with a Cpmax value of 1.57 pg/ml.
Apparent volumes of distribution revealed high tissue penetration (i.e., mean Vdie, = 2.86
at a dose of 10 mg/kg). This antibacterial showed a rapid clearance (0.63 ml/min/kg) during
the B phase with a mean T% of 3.58 + 1.45 hours. Taking deviations into account the
maximum T%z will be 5 hours, which in turn will amount 60 hours of withdrawal period for
plasma clearance, This may be extrapolated to meat and is in full agreement with findings
in milk. Micro-constants reveal that ki2 was much higher than ko and ky; (0.07, 1.67 and
1.83 respectively), values that suggest high tissue penetration of the drug. This work
revealed also that there is a high degree of drug protein-bound. It is therefore, suggested
that a displacement of the drug be induced using an specific drug-plasma protein
interaction. Similar approach has shown to be useful with other third generation
cephalosporins, Taken together these resuits indicate that CQ-M-EPCA possesses good
tissue distribution, sufficiently slow elimination to allow 8 to 12 hour intervals of drug
injection and perhaps a gamma phase which prompts further research to find out the kinetic
patterns of drug-residue elimination.

Key words: antibacterial, cephalosporin, fluoroquinolones, cephaquinolones, CQMEPCA,
pharmacokinetics, cows.

V1 Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 F.MV.Z.



oo gizon

CQ-M-EPCA
INDICE

Portada I
Declaracion |
Dedicatoria I1
Agradecimientos v
Resumen v
Summary VI
Indice VIl
Lista de cuadros VIl
Lista de figuras X1
Lista de anexos XIi
Abreviaturas y Siglas usadas X1
Introduccion 1
Hipétesis y Objetivos 21
Maternal y Métodos 22
Resultados 38
Discusion 42
Bibliografia 49
Cuadros 53
Figuras 64
Anexos 77

VTl Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 FMV.Z




CQ-M-EPCA

LISTA DE CUADROS

CUADRO TITULO PAGINA
1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en vacas que recibieron una dosis del farmaco 33
al 10% por via I'V.
2 Concentraciones séricas de CQMEPCA cn vacas que rccibicron una dosis farmaco al 54
10% por via IM.
3 Determinacién de la presencia de CQMEPCA vy residuos de enrofloxacina en suero de 55
leche de vacas dosificadas con 10 y 5 mg/kg via M.
4 Valores estadisticos de la determinacion por HPLC dc las vacas dosificadas por via 56
V.
5 Valores estadisticos de la determinacion por espectrofotometria (absorbancia UV-VIS) 57
de las vacas dosificadas por via IV.
6 Valores estadisticos de la determinacién por HPLC de las vacas dosificadas por via 58
IM.
7 Valores estadisticos de la determinacidn por espectrofotometria (absorbancia UV-VIS) 59
de las vacas dosificadas por via IM.
8 Relacién de la media, desviacion estandar y mediana de las variables farmacocinéticas 60
de la CQMEPCA inyectada por via [V a dosis de 10 mg/kg en vacas sanas.
9 Relacién de la media, desviacion estandar y mediana de las variables farmacocinéticas 61
de la CQMEPCA inyectada por via [V a dosis de 5 mg/kg en vacas sanas
10 Relacion de la media, desviacién estindar y mediana de las variables farmacocinéticas 62
de la CQMEPCA inyectada por via IM a dosis de 10 mg/kg en vacas sanas.
11 Relacion de la media, desviacion estindar y mediana de las variables farmacocinéticas 63
de la CQMEPCA inyectada por via IM a dosis de 5 mg/kg en vacas sanas,
VIH Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 FMV.Z



CQ-M-EPCA @ O |

S
LISTA DE FIGURAS

FIGURA TITULO PAGINA

1 Inversién realizada para ¢l desarrollo de nuevos farmacos en Estados Unidos. 2

2 Porcentaje que destina la industria farmacéutica para desarrollo € investigacién en 3
Estados Unidos

3 Porcentaje de las ventas invertidos en desarrollo e investigacion, por ciertas industrias 4
en Estados Unidos durante el afio de 1993

4 Porcentaje cstimado de inversidn para desarrollo ¢ investigacién por la industria 5
farmacéutica en Estados Unidos durante 1998

5 Nicleo basico de las quinolonas 9

6 Estructura basica de las fluoroquinclonas 9

7 Estructura molecular de la CQMEPCA 12

8 Cefalosporina C. 12

9 Compuesto denominado 7 ACA (dcido 7-amino cefalosporinico). 12

10.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administré una dosis 64

boto de 10 mg/kg via [V del farmaco. Determinacion por absorbancia UV-visible.

10.2 Valores medios y emror estandar (EE) de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 64
6 vacas que se les administré una dosis bolo de 10 mg/kg via IV del farmaco.
Determinacién por absorbancia UV-visible.

11.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA ¢n 6 vacas a las que s¢ les administré una dosis 65
bolo de 5 mg/kg via I'V del farmaco. Determinacion por absorbancia UV-visible.

11.2 Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 65
6 vacas que se les administré una dosis bolo de 5 mg/kg via IV del farmaco.
Delcrminacién por absorbancia UV-visible,

12.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administré una dosis 66
belo de 10 mg/kg via 1V del firmaco. Determinacion por HPLC.

12.2 Valores medios y error estindar (EE) de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 66
6 vacas quec sc les administré una dosis bolo de 10 mg/kg via IV del Firmaco.
Determinacién por HPLC.

X Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 F.MV.Z.



CQ-M-EPCA

13.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se l¢s administrod una dosis 67
bolo de 5 mg/kg via IV del farmaco. Determinacién por HPLC.

13.2 Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 67
6 vacas que se les administré una dosis bolo de 5 mgkg via TV del firmaco.
Determinacion por HPLC.

14.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administré una dosis 68

de 10 mg/kg via IM del farmaco. Determinacién por absorbancia UV-visible.

14.2 Valores medios y error estindar (EE) de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 68
6 vacas qu¢ s¢ les administré una dosis de 10 mghkg via IM del farmaco.

Determinacion por absorbancia UV-visible.

15.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que s¢ les administré una dosis 69
de 5 mg/kg via IM del farmaco. Determinacion por UV-visible.

15.2 Valores medios y error estindar (EE) de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 69
6 vacas que s¢ les administré una dosis de 5 mg/kg via IM del farmace. Determinacion
por absorbancia UV-visible.

16.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administré una dosis 70
de 10 mg/kg via IM del firmaco. Determinacion por HPLC.

16.2 Valores medios y error estandar (EE} de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 70
6 vacas que se les administré una dosis de 10 mg/kg via IM del farmaco.
Determinacion por HPLC

17.1 Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administré una dosis 71
de 5 mg/kg via IM del farmaco. Determinacién por HPLC.

17.2 Valores medios y error estindar (EE) de tas concentraciones séricas de COMEPCA de 71
6 vacas que se les administrd una dosis de 5 mg/kg via IM del farmaco. Determinacion
por HPLC.

18 Comparacién de los valores medios de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 72
las vacas a las que se les administré la dosis de 10 mg/kg v 5 mg/kg via TV del farmaco.
Determinacion por absorbancia UV-visible.

19 Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 72
las vacas a las que se les administro la dosis de 10 mg/kg y 5 mg/kg via [V del farmaco.
Determinacion por HPLC.

20 Comparacién de los valores medios de¢ las concentraciones séricas de CQMEPCA de 73

las vacas a las que s¢ les administro la dosis de 10 mg/kg y 5 mg/kg via [IM del
farmaco. Determinacién por absorbancia UV-visible,

21 Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 73
las vacas a las que se les administré la dosis de 10 mg/kg v 5 mg/kg via IM del
farmaco. Determinacion por HPLC.

22 Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de CQMEPCA de 74

X Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 F.MVZ.



CQ-M-EPCA

23

24

25

26

las vacas a las que se les administrd el fArmaco a dosis de 10 mg/kg por via IV contra la
via IM. Determinacion por HPLC.

Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas dc CQMEPCA de
las vacas a las que se les administro el farmaco a dosis de 5 mg/kg por via IV contra la
via IM. Determinacion por HPLC.

Valores de la media poblacional de la CQMEPCA a dosis de 10mg/kg IV, £ 1
desviacion estindar y los probables intervalos de dosificacién segin las CMls para
bacterias sensibles.

Valores de la media poblacional de la CQMEPCA a dosis de 5 mg/kg IV, 1
desviacidon estandar y los probables intervalos de dosificacion segin las CMIs para
bacterias sensibles.

Valores de la media poblacional de la CQMEPCA a dosis de 10 mp/kg IM, + 1
desviacion estandar y los probables intervalos de dosificacion segin las CMIs para
bacterias sensibles

74

75

75

76

X1 Sofia Macouzet Garcia

LUNAM 1999

FMVZ



CQ-M-EPCA

LISTA DE ANEXOS

ANEXO TITULO PAGINA
A Certificado de andlisis. 77
B Absorbancia maxima de la CQMEPCA. 80
C Absorbancia maxima de la enrofloxacina. 81
D Absorbancia mixima del precursor 7-ACA. 82
E Cromatograma de la COMEPCA. 83
F Cromatograma de enrofloxacina. 84
G Cromatograma de precursor 7-ACA. 85
H Cromatograma ddonde se delermina la presencia del metabolito 3. 86
X1l Soffa Macouzet Garcia

UNAM 1869 FMV.Z



o cglzol

CQ-M-EPCA
i
ABREVIATURAS Y SIGLAS UTILIZADAS
CQMEPCA Cefaquinolona
FDA Food and Drug Administration
EU Estados Unidos
DI Desarrollo e investigacion
IND Investigational New Drug
CANIFARMA Camara Nacional de la Industria Farmacéutica
7-ACA Acido 7 amino cefalosporanico
TLC Cromatografia por capa fina
IR Infra-rojo
RMN Resonancia magnética nuclear
CQ Cefaquinolona
CMI'S Concentraciéon minima inhibitoria
LD Dosis letal
ECRC Enfermedad crénica respiratoria complicada
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
IM Intramuscular
v Intravenosa
CEPIER Centro de Ensefianza , Practica, Investigacion y Extension en Rumiantes
Chp Cuanto baste para
Rpm Revoluciones por minuto
Ul Unidades internacionales
M molar
ATT Atenuacion
CHT SP Espacio de la grafica
AR RE] Area de rechazo
THRSH Umbral
PK Pico
TIME Tiempo
FLP Fraccién libre de proteinas
AB.C. Area bajo la curva
MTRA Muestra
STD Estandar
PROT proteina
PT Proteina total
wf Peso final
Wi Peso inicial
AUC Area bajo la curva
AUCM Area bajo la curva-momento
X1 Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 FMVZ



.@" J;Q—

CQ-M-EPCA
i
Vde Volumen de distribucion
oy B constantes de distribucion y posdistribucion, respectivamente
A Extrapolacion a tiempo cero de la fase de distribucion
B Extrapolacion a cero de la fase de posdistribucion
T2 Vida media de distribucion
TV B Vida media de la fase de posdistribucién
Clg Depuracidn sérica
Cpo Concentracion maxima plasmatica extrapolada al momento cero
K2 Constante de difusion del compartimento central al periférico
Ko Constante de redistribucion del compartimento periférico al central
K10 Constante de eliminacién
Clg Depuracion sérica
Uv. Ultra violeta
CICREF Centro Independiente de Constatacion de Residuos y Eficacia
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FARMACOCINETICA SERICA Y DE RESIDUOS EN VACAS
LECHERAS MEDICADAS CON UNA NUEVA MOLECULA DE LA
FAMILIA DE LAS CEFAQUINOLONAS (CQMEPCA)' .

INTRODUCCION

A) PROCEDIMIENTO A TRAVES DEL CUAL LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA PRESENTA UN PRODUCTO ANTIBIOTICO AL MERCADO
EN LOS ESTADOS UNIDOS

Aproximadamente 65 afios atras, se inicio la industria farmacéutica moderna. Desde
entonces la practica médica se ha revolucionado, sobre todo por la aportacion de nuevos
compuestos que han salvado la vida al neutralizar diversos procesos infecciosos especificos
que no se controlaban con farmacos, tales como, las sulfonamidas, penicilinas,

cefalosporinas, aminoglicésidos y quinolonas entre otros. {1).

El proceso a través del cual la industra farmacéutica norteamericana lanza al
mercado nuevos productos requiere de un periodo de pruebas preclinicas en animales de
experimentacién, 3 etapas de ensayos clinicos, 2 etapas de aprobacion por la Food and
Drug Administration (FDA). En estas investigaciones se requieren aproximadamente, 10
afios de trabajos con un costo que fluctia entre 100 y 359 millones de délares. Empero, atin
después de la aprobacion de la FDA, el fabricante continia con las investigaciones en 4
etapas de ensayos clinicos que permite obtener el maximo beneficio para el comprador o
usuario (2).

El proceso para desarrollar un medicamento es muy riguroso, ya que unicamente | de cada
6000 compuestos probados puede alcanzar el mercado. El desarrollo de estos compuestos,
regularmente requiere un minimo de 7 afios para que se puedan utilizar por primera vez en

humanos. Antes de 1967, se introdujeron al mercado norteamericano unicamente 823

! Under the Patent Cooperation Treaty, PCT WO 95-23153

1 Sofia Macouzet Garcia
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productos farmacéuticos nuevos; de éstos, 502 se descubrieron en los EU, y 437 fueron
producto del desarrollo de otras industrias farmacéuticas manufactureras norteamericanas.
En el periodo comprendido entre los afios de 1967 y 1992 solamente se introdujeron cerca
de 500 productos nuevos al mercado de EU (1).

El tiempo que se invierte no es el unico factor involucrado, también lo es el costo
economico para el desarrollo de nuevos farmacos, pues se ha disparado en forma exagerada
durante los ultimos 17 afios. En 1976, por ejemplo, la Universidad de Rochester estimo
que, el desarrollo de un medicamento nuevo costaba 54 millones de ddlares, (véase figura
1) (1). Para 1993 el costo se incrementd en mas de un 500% (3). Por ello, se estima en la
actualidad, que para el desarrollo de un nuevo producto farmacéutico se requiere el tiempo

ya referido, lo que representa un enorme capital de riesgo (2).

400
350
300
250
200
150
100

50

54 231 359

MILLONES DE DOLARES

ANOS

Figura 1. Inversion reatizada para el desarrollo de nuevos farmacos en Estados Unidos. (2)

Con el fin de promover la generacion de nuevos medicamentos, las compafias
farmacéuticas norteamericanas han incrementado dramaticamente sus inversiones para el
desarrollo e investigacion (DI). En 1970, las empresas farmacéuticas norteamericanas
invirtieron 618.5 millones de délares en DI; para 1993, esta cifra super6 los 1.2 billones de

dolares (1); y sorprendentemente, mas de la mitad de estos costos de DI se destinaron para

2 Sofia Macouzet Garcia
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desarrollo de nuevos compuestos (véase figura 2). La Asociacién de Industrias
Farmacéuticas Manufactureras de los E.U. en 1993, compararon los porcentajes de ventas
invertidos en DI por diferentes industrias norteamericanas. Encontraron que la industria
farmacéutica reinvierte porcentajes de ventas mucho mayores en DI, que otras industrias
manufactureras, como la espacial y la electronica (véase figura 3) (1). En la actualidad se
ha estimado que para el afio de 1998 la inversion para DI por la industria farmacéutica se
incrementara a un 19.6 % (véase figura 4)(4). A pesar de esta situacion las compaiiias
farmacéuticas solo tienen la posibilidad de que anicamente 3 productos de 10 que inicien la

fase I1 del desarrollo, lo terminen y alcancen un lugar en el mercado. (2).

Figura 2. Porcentaje que destina la industria farmacéutica para desarrollo e tnvestigacion en
Estados Untidos (2).

Las inversiones realizadas por las industrias en DI comprenden un rango muy
amplio en aspectos quimicos, en los que se incluyen: la manufactura del farmaco en forma
99% pura, del medicamento en su presentacion farmacéutica. Se tienen costos elevados
también en aspectos legales en farmacéuticos, la promocién del producto a miembros de la
profesion médica; y en el desarrollo de presentaciones que no requieran prescripcion. Otros
productos que elaboran las empresas farmacéuticas son los de tipo biolégico como las
vacunas y los productos resultado de la ingemeria genética, que también requieren de altos
costos para su produccion. A continuacion se describen las etapas que se consideran

fundamentales para la aprobacion de un nuevo farmaco (2).
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2,9 % Manufacturera 3.5% Espacial

16.9 % Farmacéutica 5.8 % Electrénica

Figura 3. Porcentaje de las ventas invertidos en desarrolio e investigacion, por algunas
industrias en Estados Unidos durante el afio de 1993 (2)
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19,6 % de inversion en 1988 para D&I

Figura 4 Porcentaje estimado de inversion para desarrollo e investigacién por la industria
farmacéutica en Estados Unidos durante 1998 (4).
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ETAPA PRECLINICA

Consiste en el desarrollo del producto antibacteriano. Todas las moléculas nuevas,

naturales, sintéticas o recombinantes, se prueban en animales para tener una evidencia

preliminar de su actividad farmacologica y su seguridad. A los productos que no presentan

toxicidad marcada, se les realiza una serie de evaluaciones para saber si su actividad es

antibiotica, antiviral, antiparasitaria, antifungal, o como agente antitumoral, si se encuentra

que el producto posee cualquiera de estas actividades, se realizan pruebas adicionales para

conocer sus efectos y estimar su posible dosis y ser probada con seguridad en humanos.

Esta etapa dura aproximadamente entre 2 y 3 afios. Posteriormente se presenta la solicitud

de evaluacion por la FDA, en la que se invierten entre 3 y 7 afios dedicados a pruebas para

finalmente lograr su aprobacion {2).

ESTUDIOS CLINICOS

Etapa 1 del programa de ensayos clinicos: El tiempo de duracion es de
aproximadamente de ! a 2 aftos, donde se evalia el farmaco en 100 a 300 individuos.
Se realiza en pacientes sanos (humanos) y se realiza con el fin de definir la
farmacocinética, la via adecuada de administracién, el rango de dosificacion, la

tolerancia y el efecto toxico en diferentes 6rganos.

Etapa II del programa de ensayos clinicos: La duraciéon de esta etapa consta de
aproximadamente 2 afios y se evalua en 300 y 1000 individuos infectados para el cual el
antibiotico haya sido creado. Los ensayos se enfocan principalmente a definir la
eficacia terapéutica del compuesto. Si se trata de un antibacteriano, se evalua la
seguridad del producto, se evalua el impacto en pruebas de laboratorio y su potencial
para tratamientos profilacticos, haciendo comparaciones con productos conocidos

(“gold standard™). Se realizan pruebas de dosis respuesta, posibles interacciones

6 Sofia Macouzet Garcia

UNAM 1699 FMV.Z



CQ-M-EPCA ® © f] 1

medicamentosas, respuesta oftalmologica después de varias semanas de administracion,
ototoxicidad y se define la correlacion de respuesta clinica con la concentracion
plasmatica y tisular (farmacocinética y farmacodinamia). Dentro de las poblaciones
tratadas, debe haber animales gestantes y lactantes para que una vez que se hayan
descartado problemas de teratogenicidad, se evalie en humanos bajo estas misma

condiciones.

e Etapa III del programa de ensayos clinicos: Esta es la etapa mas larga y comprende el
segmento mas extenso dentro del programa de pruebas clinicas. Su objetivo principal es
comparar todas las investigaciones y los resultados de la eficacia terapéutica del
antibacteriano en cuestion, con relacion a los existentes en el mercado. Se continua
estimando en seguridad y dosis dptimas. Se estudia sus efectos sobre enfermedades
especificas, agudas y cronicas, situaciones especiales con pacientes con cancer,
diabetes, o en la que su sistema tnmune se encuentra comprometido, el tipo de
poblacion al que debe de dirigirse, zona geografica, y otros aspectos estadisticos y de
mercadotecnia.Finalmente, se envia la solicitud con los resultados y sustento cientifico
a la IND', para su evaluacion. La FDA revisa la documentacion a través de personal
capacitado y especialistas que conjuntamente determinan la aprobacion o rechazo del
producto y la autorizacion para su comercializacion. Dentro de esta ultima revision, se
establecen los lineamientos sobre los cuales debe hacerse la presentacion del
medicamento, especificaciones de empaque, usos, indicaciones y contraindicaciones

para la presentacion comercial (2).

« FEtapa IV de evaluacion: Las compaiiias farmacéuticas, contintan con las
investigaciones aun después de haberse iniciado la comercializaciéon de su producto,
con el compromiso de mejorar, eficacia y seguridad, generar mas literatura cientifica al

respecto de su compuesto y determinar interacciones con otros productos, y alimentos

(2).

" Investigational New Drug
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B) ANTECEDENTES DEL DESARROLLO DE LA SERIE CQMEPCA

Las fluoroquinolonas y los B-lactamicos, integran e! grupo de antimicrobianos de
mayor desarrollo farmacéutico, que mayor espectro han cubierto y que mayor potencia han

presentado en ésta ultima década (5).

A partir de su caracterizaciébn en 1945, los [B-lactamicos, y en especial las
cefalosporinas, experimentaron un enorme desarrollo de compuestos biosintéticos. Sin
embargo, no fue sino hasta 1964 que se introdujo la primera cefalosporina dentro de la
practica médica (6, 7). Actualmente se distinguen 3 generaciones de cefalosporinas, e
incluso hay quienes consideran la existencia de una cuarta con la cefquinoma y la cefepima

(8, 9, 10).

En 1960, Leshner presenta a la comunidad médica la primera quinclona
antibacteriana, el acido nalidixico (11). Esta molécula resultd ser de gran valor para la
quimioterapia de las enfermedades bacterianas, en virtud de haber contribuido como el
nucleo basico (véase figura 5) de los compuestos de ultimo desarrollo de importancia
mundial, en el area de los medicamentos antibacterianos: las fluoroquinolonas (véase figura
6). En la actualidad, esta molécula y muchos anilogos més, han recibido su patente mundial
(12). En México se han clasificado en generaciones (5) y las de tercera generacion son las
mas usadas en medicina veterinaria. Se cuenta en la actualidad con mas de 340 compuestos
con notable actividad antimicrobiana, pero desafortunadamente, se ha abusado de su uso,
obedeciendo a presiones comerciales, mas que a criterios clinicos farmacologicos y
epidemiologicos y debido a que se hacen extrapotaciones de especie a especie. Se han
implementado diversas formas de dosificacion, incluso la metafilactica y las premezclas de
manera que la fluoroquinolonas se han convertido en el grupo de medicamentos mas

utilizado en estas dos ultimas décadas. Sus significativas ventajas en cuanto a su espectro,

8 Sofia Macouzet Garcia
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actividad y farmacocinética, son evidentes (5), pero en muchos paises, se les ha reservado
como Ultima frontera de la resistencia bacteriana v.gr., Estados Unidos de Norteamérica,

que después de décadas de presiones ha aceptado el uso de la sarafloxacina en pollos y la

enrofloxacina en bovinos.

Figura 5. Nacleo basico de las quinolonas.
O
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Figura 6. Estructura basica de las fluoroquinolonas
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Considerando este marco de referencia, y dados los recursos econdmicos necesarios para
presentar al mercado un nuevo antimicrobiano eficaz, es factible explicarse porque,
actualmente, el descubrimiento de nuevos antimicrobianos en medicina humana y medicina
veterinaria se encuentra a cargo de proyectos conjuntos entre universidades e institutos de
investigacion y la industria privada. Esto solo se ha logrado en paises desarrollados.
Anualmente, las grandes corporaciones farmacéuticas en el mundo, destinan gastos
inmensos para el desarrollo de nuevas moléculas. En contraste, en Latinoameérica,
incluyendo a México, mingun laboratorio hasta ahora, habia destinado recursos para el

desarrolio de moléculas originales (13).

Sin embargo, a mediados de esta década, nuestro pais, a través de los laboratonios
ARANDA?, ha colaborado como pionero en el desarrollo e investigacion, de un novedoso
grupo de antibacterianos, las cefaquinolonas®, moléculas patentadas internacionalmente por

los Laboratorios Aranda

El concepto original para el desarrollo de la cefaquinolonas, fue el de crear un
efecto doble, utilizando cefalosporinas y fluoroquinolonas para formar un hibrido. La idea
fue atrevida, ya que en la literatura abundan datos acerca de la pérdida de actividad
generado por las manipulaciones de dichas moléculas en sitios estratégicos (14, 15). La
experiencia con este tipo de compuestos hibridos no habia sido del todo favorable en otros
laboratorios. La tarea no fue, ni es facil, pues se deben obtener productos con una actividad
antimicrobiana superior a la de sus partes componentes (16, 17), para que el proyecto sea

viable.

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

partir de los grupos terapéuticos disponibles, mas favorables y estudiando las diferentes

* Laboratorios Aranda, S.A. San Martin de Porres 105 fracc. Industrial Carrilto Puerto, Querétaro, Qro.

} Premio CANIFARMA a tecnologia farmacéutica, 1995
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posibilidades de mezclas fisicas y sustitucion de radicales en las diferentes posiciones de
las moléculas individuates (18). Después de multiples consideraciones y tentativas de
hibridacién, se concluyé que la mejor expectativa, era la de realizar la union de un grupo
fluoroquinolinico con un derivado del acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), precursor
sin actividad antimicrobiana, formando un grupo carboxamido con el 7-amino del nucleo

lactamico (véase figura 7).

C) ESTRUCTURA QUIMICA

La cefalosporina C (véase figura 8), obtenida a partir de la cepa del Cephalosporium
acremonium, tiene un anillo B-lactimico y un anillo adyacente de dihidrotiazina. El
tratamiento acido de la cefalosporina C, hidroliza al acido 1-7 aminocefalosporanico (7-
ACA) (véase figura 7). En si el compuesto 7-ACA no tiene actividad biologica y se utiliza
como materia prima para aumentar radicales en sitios especificos (19). Este mismo grupo se

utilizo en la reaccion de la cefaquinolona.

La idea inicial se bas® en la substitucion de un anillo cefalosporanico (acido 7-
amino cefalosporanico) en la posicion 3 de un anillo 1 ciclopropilo 7-etil-piperazinilo 6-
fluoro -quinolinico, mediante la formacion de un grupo carboxamido (véase figura 9). El
acoplamiento de un grupo B-lactimico en sustitucion del carboxilo de la posicion 3 del
anillo quinolinico, formandose un radical carboxamido y grupo amino del anillo B-
lactamico, siendo perfectamente estable, y da lugar a una molécula de potencia
considerable. De la reaccion basica, se han generado multiples opciones con mayor o
menor actividad dependiendo de los precursores utilizados para su sintesis (20). En la
estructura molecular de las cefaquinolonas, hay cuatro grupos substituyentes;, dos en el
nucleo fluoroquinolinico y dos en el grupo cefalosporanico, lo que da como resultado la
posibilidad de sintetizar més de dos mil compuestos de los cuales, 128 se consideran como

compuestos de investigacion prioritaria en este campo.
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Figura 9. Compuesto denominado 7 ACA (acido 7-amino cefalosporanico).
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Las moléculas que se seleccionaron, se sometieron a determinaciones
fisicoquimicas: humedad por Karl Fisher, punto de fusion, cromatografia por capa fina
(TLC), espectrofotometria por infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN),
espectrofotometria de masas'. Asi se comprueba y con certeza la existencia de la union de
las porciones quinolonica y cefalosporanica mediante el grupo carboxamido, la presencia
del anillo 3-lactamico sin degradacion y el peso molecular de los compuestos formados de

acuerdo con la estructura disefiada.

D) ESTABILIDAD

La primera molécula liberada para ese estudio se codifico como CQMEPCA. Es un
antimicrobiano que en estado solido es relativamente estable. La cefaquinolona, en solucion
tiene un aspecto brillante de color amarillo con un pH de 10.47. Al igual que la mayoria de
las cefalosporinas (21), la cefaquinolona no presenta un comportamiento estable, por lo que
se indica que, una vez reconstituida, se utilice en la sigutente hora para garantizar su
pureza. Después de 96 horas a temperatura ambiente, la solucidn tiene apariencia turbia y
de color amarillo ambar, esto se debe a la hidrélisis de la carboxamida de la CQMEPCA?.

Si se requiere utilizar durante periodos prolongados, se recomienda su refrigeracion.’

E) MECANISMO DE ACCION

Poco se sabe del modo de accion de la CQMEPCA, vy si existe, o no relacion con
respecto a los componentes por separado. En un ensayo microbioldgico, Jones y
colaboradores (20} sugirieron que era posible, que dicha molécula tuviera un mecanismo

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

: Dr.Gustavo Garcia de la Moera Departamento de Posgrado. Facultad de Quimica, UNAM.
~ Quimica Lorena Garcia Torres, Control de Calidad. Laboratorios Aranda, Querétaro Qro.
? Proporcionado por el Departamento de Control de Calidad de los Laboratorios Aranda.
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desenrrollamiento bacteriano del ADN como en la pared celular, a través de la inhibicidn
de la polimerizacion de los nucledtidos de Park. Adn se investiga para determinar con
exactitud la participacion de estas vias del metabolismo bacteriano y quiza otras que

pudiesen estar involucradas en el mecanismo de accion de esta novedosa molécula.

Para conocer el mecanismo de accion de la CQEPCA, se determiné la relacion entre
la localizacton electroforética de la CQ y sus precursores en comparacion con el valor
correspondiente al ADN bacteriano aislado, mediante la técnica reportada por Maniatis y
Sambrook (22). No se detectd interaccion de la CQ a nivel del ADN, pero este estudio no
puede descartar su participacion a otros niveles del material nuclear, como la ADNgirasa,
polimerasas, etc. En otros estudios donde se analizé el papel de plasmidos que codifican
resistencia a quinolonas, en la resistencia a la CQMEPCA; no se detecto efecto del
plasmido gyra-A, por lo que se infirid que el efecto de este antimicrobiano difiere al de las
cefalosporinas de primera generacién, y que postblemente, posea un mecanismo de accion
diferente a los ahora conocidos, que incluyen a ambos efectos a nivel de la pared (o quiza
de membrana) y a nivel citoplasmético, posiblemente en parte, mediado por un efecto sobre

precursores de ADN.

Hasta el momento, las evidencias indican que la actividad antibacteriana de la
CQMEPCA persiste en bacterias resistentes a cefalosporinas y lo mismo sucede cuando hay
resistencta para fluoroquinolonas, pero en contadas cepas de Psendomonas spp, en las que

se ha detectado resistencia tanto a cefalosporinas como a fluoroquinolonas se reduce la
actividad de la CQMEPCA*

F) POTENCIA Y ESPECTRO MICROBIOLOGICO DE LA CQMEPCA

? Hospital General de Zona del IMSS de Querétaro, Qro, estudio con mas de 200 bacterias hospitalarias v
Laboratorio Clinico Especializado en Querétaro Qro.
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Se le considera un agente bactericida de amplio espectro que tiene actividad in vitro
contra bacterias Gram negativas, Gram positivas, presentando una acciéon muy importante
contra bacterias extra-celulares e intra-celulares (18). Con relacién a los resuitados
arrojados por pruebas comparativas de la molécula contra tres fluoroquinolonas y
cefalosporinas con base a las concentraciones minimas inhibitorias (CMI’S) contra
Staphylococcus aureus, se dedujo que CQMEPCA es*:
¢ 31,7 veces mas potente que la norfloxacina
s 31.7 veces mas potente que la cefotaxima
¢ 15.8 veces mas potente que la cefoperazona
s 7.9 veces mas potente que la ciprofloxacina

¢ 1.9 veces mas potente que la enrofloxacina

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

particular Sraphylococcus spp y cepas de L. coli multiresistentes.

G) TOXICIDAD AGUDA

Se han realizado multiples ensayos par determinar {a LD 1%, LD 50%, y el margen
terapéutico en ratas y ratones. Los resultados reflejan una toxicidad baja; de 8.6 g/kg, vy
9.56 g/kg respectivamente, por via intravenosa, y por via oral fueron, la LD 50% de 7.8
g/kg. y la LD 1% de 2 g/kg, a una dosis efectiva de 99% de 3 mg/kg.’.

Comparativamente con la toxicidad conocida de otros antimicrobianos utilizados
rutinartfamente (aminoglicosidos, cloranfenicol, rifampicina, etc.) (23), la CQMEPCA

muestra notables ventajas. No obstante, aln resta llevar a cabo otras pruebas de toxicidad

* Dr. E. Lorenzana, Departamento de Farmacologia. Facultad de Medicina. UNAM
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subaguda o subcronica, mismas que deben incluir estudios de genotoxicidad”. En diversos
ensayos se ha detectado una actividad téxica minima o nula de estas moléculas por lo que
las autoridades de la Secretaria de Salud de la Republica Mexicana han autorizado y

aceptaron los resultados de toxicidad aguda y subcronica de estos compuestos en cerdos.
H) EFICACIA CLINICA

Se han realizado diversos estudios de caracter clinico, para conocer la eficacia de
este nuevo grupo de medicamentos. Inicialmente, al conocer que la CQMEPCA tenia un
efecto bactericida notable, confirmado por los abundantes resultados de los CMI realizados
(18), se confirmo, que a nivel tisular, se lograban concentraciones bactericidas en tejidos
clave (v.g. pulmon), a través de observaciones en los bioensayos realizados en ratén,
desafiados con Pasteurella multocida tipo A. patdgena, donde los animales tratados con la
CQEPCA adquirieron un 100% de proteccion, confirmada por la ausencia de mortalidad
(24).

Asimismo, Santamaria (17)., medico vacas, a través de un preparadc intramamario
con CQMEPCA-600 para el tratamiento de la mastitis en vacas de primer parto. Sus
resultados indican que la cefaquinolona, manifiesta tan buena eficacia clinica para la
resolucion de procesos mamiticos moderadamente agudos como los otros preparados
comerciales semejantes, adicionados con antinflamatorios. En los cuadros de mastitis
severamente aguda, la eficacia clinica de la cefaquinolona, arrojo resultados estadisticos

mas favorables.

En otros ensayos realizados en perros con problemas infecciosos de vias
respiratorias, con medicacion oral de CQMEPCA, se encontrd una eficacia clinica cercana
al 100 %, con una mejoria aparente después de la primera dosificacién oral. En ensayos

realizados en aves, con problemas de enfermedad cronica respiratoria complicada (ECRC),

¢ Bidloga Isabel Gracia M. Departamento de Quimica Inorginica. Facultad de Quimica. UNAM
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causada por Mycoplasma gallisepticum, se analizo la eficacia clinica de la CQMEPCA en
comparacion con la enrofloxacina, considerando, las lesiones y las tasas de mortalidad. Se
encontrd que no hubo diferencia estadisticamente significativa, efecto que atribuyen al

elevado numero de aves utilizadas y a la notable eficacia de ambos farmacos (25).

Recientemente, se han realizado ensayos de medicaciébn a becerros, con
CQMEPCA, a manera de terapia metafilactica para la reduccién de enfermedades
respiratorias del ganado bovino especializado en produccion lechera, datos que ofrecieron
un mejor resultado que los tratamientos convencionales’. Y similar al logrado con ceftiofur
(26).

I) FARMACOCINETICA

Para continuar con el proceso de desarrolio e investigacién de la CQMEPCA
molécula, fue necesario realizar estudios in vivo, desafiando a la CQMEPCA, dado que en
caso de encontrar efectos in vitro que no corresponden a lo observado in vivo, no es ajeno a
la farmacologia. Se medicaron i.v., con cefaquinolona a ratones, que posteriormente se
inocularon con Pasteurella multocida, se realizaron muestreos sanguineos a diferentes
tiempos para determinar la cinética de desaparicion plasmatica vs. tiempo, mediante el
método de Bennet ef a/ (27). Dicho ensayd mostré que a las 2 horas de sangrado, la media

dei halo de inhibicion fue de una concentracion plasmatica equivalente a menos de 0.01

pg/ml®

Dado que la CQMEPCA mostrd en los ensayos in vitro una eficacia antibacteriana
excepcional, y en virtud de los ensayos de desafio en ratones, asi como la bioseguridad en

ratones, se considerd como procedente llevar a cabo ensayos que definieran la

" Informacién derivada de los archivos intermos de los Laboratorios Aranda, 1998
% premio Canifarma 1995
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farmacocinética del compuesto en perros. También mediante el analisis bacteriologico-
cuantitative disefiado por Bennet ef a/ (27), Ovalle y Sumano (24), encontraron que la
relacion entre concentracion y tiempo de la CQMEPCA se ajusto mejor a un modelo de dos
compartimentos, con un volumen de distribucién aparente del compartimento central de 2.5
I/kg, y un volumen de distribucion aparente en el estado estable notablemente elevado de
4.03 Vkg y una vida de eliminacion de 2 horas. Se lograron concentraciones plasmaticas
bactericidas por unas cuantas horas unicamente, pero las concentraciones tisulares se
predijeron como muy elevadas durante un minimo de 6 horas, especulando que un intervalo
de dosificacion de 8 horas seria eficaz en la mayoria de las infecciones bacterianas que
cubren el espectro de este antibacteriano (24). En otro ensayo farmacocinético en perros
con afecciones pulmonares bacterianas, medicadas con CQMEPCA, Sumano vy
colaboradores {25), utilizando el mismo método de analisis bacteriolégico-cuantitativo
disefiado por Bennet et af (27), encontraron que, de acuerdo con el rango de la constante
eliminacion rapida se sugiere tener un intervalo de dosificacidén menor de 12 horas en estos

casos clinicos. Asimismo se encontré un volumen de distribucion muy grande (7.1 Ikg)

Los estudios de farmacocinética en pollos medicados por via oral, sugieren una
biodisponibilidad muy elevada del producto, notable desaparicion rapida en sangre y con
una vida media de tan solo 0.49 hr. Dada la cinética observada, se sugirié que era poco
practico establecer un solo intervalo de dosiftcacion y al igual que muchas cefalosporinas
de tercera generacton o fluoroquinolonas modernas, la dosis y el intervalo de dosificacidon
se ajustaran a cada caso clinico (28). Considerando la gran actividad biolégica in virro de la
CQOMEPCA contra multiples bacterias, y su baja toxicidad en ratones, tanto por via oral
como parenteral, se ha considerado necesario realizar, el desarrollo de la farmacocinética de
este compuesto en diferentes especies domésticas, con la finalidad que se consideren estos
datos como precedentes para estudios equivalentes en seres humanos (clinico
farmacocinético), y el de contar con una opcion antimicrobiana, innovadora en medicina

veterinaria. (24).
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Es importante sefialar que los ensayos anteriormente citados, los estudios
farmacocinéticos, han sido realizados mediante la técnica microbiologica de Bennet et al
(27), que solo detecta la fraccion farmacologicamente activa y no esta disefiado para
contabilizar las fracciones sin actividad biologica, brindando asi una vision parcial del

destino de los antimicrobianos en el organismo.

Dentro del desarrollo de un medicamento, se requiere la elaboracion de pruebas de
farmacocinética en individuos sanos, a fin de conocer con exactitud el destino del
medicamento en el organismo problema (29). De tal suerte, es necesario llevar a cabo
estudios en este sentido en cada una de las especies a las que se les habra de aplicar. En el
caso del bovino, esto permitira entre otras cosas establecer los tiempos de retiro de la leche
y carne (30), amén de que se obtendra informacién de su distribucion, intervalos de
dosificacion, concentracion de la molécula en tejidos sanos y lesionados. Una vez
establecida la farmacocinética, resulta procedente confirmarla en brotes de campo,

mediante pruebas controladas y estudios cinéticos en los animales enfermos.

J) PERSPECTIVA DE TRABAJO

Para que una compaiiia farmacéutica, pretenda comercializar un compuesto en EU,
debe proporcionar a la FDA una técnica analitica, generalmente por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (mejor conocida por HPLC por sus siglas en inglés). Esto se hace con el
fin de poder hacer un seguimiento de la incidencia de residuos y verificar otras pruebas

cinéticas (31, 32, 33).

K) CROMATOGRAFIA

La cromatografia comprende un grupo de métodos de separaciéon variado que

permite separar, identificar y determinar compuestos afines en mezclas que no podrian
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separarse de otra manera. Es una técnica de separacion basada en la diferente velocidad con
la que se mueven los componentes de una mezcla a través de una fase estacionaria,
mediante el flujo de una fase movil. El éxito depende de la combinacion correcta de las
condiciones de operacion, es decir: el tipo de columna y su contenido, la fase movil, la
longitud y la presion y condiciones electroquimicas de la columna, y la velocidad de flujo

de la fase movil, etc, (34).

La migracion diferencial en HPLC es el resultado del equilibrio de distribucion de
los componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y la fase movil. Dichos
componentes se separan en la columna, y al salir de ésta, se conducen por la fase movil
hacia un detector, y en el orden que emergen, se registran sus concentraciones y sus
tiempos de retencidon en la columna, El cromatograma que resulta, nos muestra cada
compuesto que sale de la columna en forma de picos simétricos con un tiempo de retencion
caracteristico, por lo que este tiempo se emplea para identificar el compuesto. El tiempo de
retencion se mide desde el momento de la inyeccién de la muestra hasta el momento en que

aparece el maximo pico en ¢l cromatograma (34).

En funcion de lo anterior, se propone en este ensayo llevar a cabo un estudio
cinético en animales sanos para definir el valor de la cefaquinolonas (molécula) a través del

método de determinacidn de HPLC, en bovinos productores de leche.
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HIPOTESIS

Las variables farmacocinéticas de la CQMEPCA (antimicrobtano de la familia de las
cefaquinolonas) pueden describirse mediante una farmacocinética compartamental
utilizando el método analitico cualitativo/cuantitativo de cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC) en vacas sanas productoras de leche.

OBJETIVOS GENERALES

Establecer la farmacocinética sérica de una nueva molécula de la familia de las
cefaquinolonas (CQMEPCA) en vacas productoras de leche clinicamente sanas, al aplicar

el farmaco por via intravenosa e intramuscular a dosis de 10 y 5 mg por kg de peso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Implementacion de la técnica adecuada de separacion del estandar de la CQMEPCA,
asi como de sus precursores, a través del método HPLC.,

e Determinacion de la farmacocinética sérica de la CQMEPCA mediante los métodos de
espectrofotometria con arreglo de diodos y HPLC, posterior a la administracion IV, a
dosis altas (10 mg/kg) en vacas productoras de leche, clinicamente sanas.

¢ Determinacion de la farmacocinética sérica de la CQMEPCA mediante los métodos de
espectrofotometria con arreglo de diodos y HPLC, posterior a la administracion IM, a
dosis altas {10 mg/kg) en vacas productoras de leche, clinicamente sanas.

e Determinacion de la farmacocinética sérica de la CQMEPCA mediante los métodos de
espectrofotometria con arreglo de diodos y HPLC, posterior a la administracion IV e
IM, a dosis bajas (5 mg/kg) en vacas sanas.

e Inferencia de la farmacocinética de residuos de la CQMEPCA posterior a la
administracion I'V e IM, asi como el tiempo de retiro del ordefio.

e Calculo de la dosis y del intervalo de dosificacion de la CQMEPCA.,
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MATERIAL Y METODO

FASE DE CAMPO

La fase experimental de campo se realizo en las instalaciones del Centro de
Ensefianza, Practica, Investigacion y Extension en Rumiantes (C.E.P.1.LE.R) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, ubicado en el km. 28.5 de la carretera
federal México-Cuernavaca, poblacion de Topilejo, Delegacion Tlalpan, Distrito Federal; el
cual se encuentra a una altitud de 2,760 metros sobre el nivel del mar, a 19° 13’ latitud
norte y 99° 08’ longitud oeste. El clima de la region segin Koppen es C(Wz) (W)b (i), que
corresponde al clima semifrio, subhumedo con lluvias en verano y una precipitacion pluvial
media anual de 800 a 1,200 mm®. La temperatura media anual es de 19°C con variacion de

—4.5a30°C (37).

Se utilizaron 24 bovinos hembras, de la raza Holstein, con un peso promedio de 400
+ 50 kg, de 2 afios de edad, clinicamente sanos, con ordefio cada 12 horas, que se
mantuvieron bajo las mismas condiciones de alimentacion y estabulacion. Se asignaron
aleatoriamente en 4 grupos de 6 individuos cada uno para distribuir los tratamientos de la

siguiente manera:

GRUPO No. ANIMALES VIA ADMON. DOSIS DE CQMEPCA
1 6 Intravenosa 10 mg/kg.
2 6 Intravenosa 5 mg/kg.
3 6 Intramuscular 10 mg/kg.
4 6 Intramuscular 5 mg/kg.
22 Sofia Macouzet Garcia

UNAM 1999 FMVZ



CQ-M-EPCA () O 1

i

La cefaguinolona que se utilizd en esta prueba, fue una solucion insifu de
CQMEPCA al 10 %, compuesta por un polvo para reconstituir (COQOMEPCA 10 g y
procaina HCI) y un diluyente (NaOH, Sulfoxido de Dimetilo y agua destilada c.b.p. 100
ml) con una pureza del 98.66 %. Tanto el diluyente (50 mi) como el polvo para reconstituir
se almacenaron en frascos ambar de 60 ml por comodidad en el empleo de un frasco para
cada vaca. La cefaquinolona (CQMEPCA) fue proporcionada por los Laboratorios Aranda,

Lote No. 1308. (véase certificado de analisis en el anexo A).

El medicamento se reconstituyd momentos previos a su aplicacion, asegurandose

que la solucion aplicada fuera nueva para cada animal y compietamente translucida.

La medicacion intravenosa se realizd a través de puncion yugular con agujas del No.
21 y jeringas de 60 ml'. La medicacion intramuscular, se realizo en dos sitios de aplicacion

en la region de la grupa, con agujas del No 16 y jeringas de 60 ml.

Urna vez administrado el medicamento al tiempo 0 (cero), se tomaron las muestras
sanguineas a diferentes tiempos, con relacion a la via de administracion. Para los individuos
de los grupos 1 y 2 (a quienes se les medico via intravenosa) los tiempos de sangrado, en
horas, después de la medicacion, fueron los siguientes: 0.08, 0.16, 0.25,0.5, 1.0,2.0,40y
8.0. Para los individuos de los grupos 3 y 4 (medicados via intramuscular), los tiempos de
sangrado, en horas, después de la medicacién fueron los siguientes: 0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0
(38).

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena yugular, a través de la
colocacion de un catéter No. 16% en sentido retrogrado, fijado a la piel por una sutura

absorbible’ def No 0 y cinta adhesiva®. Se conect¢ a una extension de catéter® con un tapén

' TERUMO® Syringe 60 ml. TERUMO Medical Corporation.
* Insyte® 16GA 2IN, Becton Dickinson Vascular Access.
? DEXON* [[, T-10, 37 mm DAVIS-GECK
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para catéter’ en su porcion distal. Por medio de la puncion del tapon de catéter con jeringas
de 10 mi’, se colectd la cantidad de 7 ml de sangre, por tiempo, que se vacié en tubos
vacutainer® sin aditivo. Después de cada muestra que se tomo, se lavé la canalizacion
venosa con solucion de lactato de Ringer’ heparinizada'® con 1000 Ul/t para mantener
limpio el conducto de muestreo. Los tubos vacutainer, llenos con la muestra de sangre, se
centrifugaron a 7,000 rpm. durante 10 minutos. Se extrajo el suero de los tubos y se
contuvieron en tubos de eppendorf de 1.5 ml. Los sueros previamente identificados se

almacenaron en congelacion en hielo seco hasta su analisis.

En los individuos que no terminaron el tiempo de muestreo con el catéter en
condiciones viables, por la duracion de la prueba, se procedid a sangrarlos por la vena

coccigea con jeringas de 10 ml y agujas del No.21.

Para la recoleccion de la muestra de leche de las vacas, se considerdo como dia 1,
hora cero al tratamiento unico de CQMEPCA a dosis de 5 mg/kg v 10 mg/kg via im. Las
muestras se realizaron a la 1, 3 y posteriormente cada 12 horas (vacas de 2 ordefios) durante
6 ordefios (72 horas). Para tomar las muestras, las ubres se lavaron con agua y jabon, y se
les secaron con toallas de papel, se despuntaron los pezones y se procedio a recolectar la
cantidad de 7 ml de leche dentro de tubos vacutainer sin aditivo. Las muestras se

almacenaron en congelacién (-4° C) hasta su determinacion analitica.

* Sedasiva®, Scm x 5m.

* Discofix®. Tubo de extension, 75 cm, 5.00 ml, Laboratorios Pisa. S.A. de C.V.
¢ ljection Site, Baxter Healthcare Corporation.

" PLASTIPAK 10 ml, con aguja 21X32mm, Becton Dickinson de México.

8 Becton Dickinson VACUTAINER® Systems, sin aditivo de 7 ml.

® Ringer con lactato de sodio, envase viaflex 1000 ml, Baxter® S.A. de C.V.
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FASE ANALITICA

La fase analitica se realizd en los Laboratorios ARANDA, ubicado en San Martin
de Porres 105 Fraccionamiento Industrial Carrillo Puerto, Querétaro, Querétaro y se

describe a continuacidn.

Equipo de Cromatografia

Se utilizo un equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC)
1050 Hewlet Packard, y detector con lampra de deuterio de arreglo de diodos 991 con 512
diodos de longitud de onda corta marca Hewlet Packard, bomba cuaternaria ¢ inyector
automatico. Un integrador HP3396 series II. Se utiliz6 una columna de fase inversa,

Columna uBondapak C18 125 A° 10pm de 3.9 X 150mm HPLC Waters'",

Condiciones del HPLC:
Bomba: Gradiente Metanol/Buffer de fosfato de amonio dibasico pH 3.5, 0.04M.
(35:65).
Tiempo: 12 minutos.
Inyector: Volumen de inyeccion de 20 pi.
Tiempo: 12 minutos.
Detector: Longitud de onda: 280 nm.
Tiempo: 12 minutos.

Integrador:  ZERO =0
ATT =8
CHT SP =0.5
AR RE] = 100 000
THRSH =6
PK = 0.04
TIME =

'* Inhepar®, 5000 Ul/ml, Laboratorios 1a Pisa S.A. de C.V.
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La espectrofotometria se realizo en un espectrofotometro marca Varian, modelo Cary le,
(scan) U.V. Visible.
Condiciones del espectrofotometro:
Lampara ultravioleta (250nm a 350nm).
Umbral: 0.0200
Balanza analitica, marca Sarotius analytic A200S
Potencidometro marca Beckman 10pHMeter.

Centrifuga clinica.

Material

Matraz volumétrico de 10 ml 9
Pipetas volumétricas de 1 mi 9
Tubos de 10 ml para centrifuga 10
Pipetas volumétnica de 2 ml 1
Equipo de filtracion 1
Jeringas 4
Filtros de Nylon Acrodisc 0.45 um 4
Viales 4

El material de cristaleria que se utilizd es marca Pyrex® México.

Reactivos

. 1 g CQMEPCA

e 500ml  Agua (HPLC)

e 500ml  Acetonitrilo (HPLC)

e 500ml Fosfato de amonio dibasico (NH4):HPO, pH 3.5, 0.04 M (HPLC)
e 10ml Fosfato de amonio dibasico (NH4);HPO4 pH 10, 0.04 M (HPLC)
e 500ml Metanol (HPLC)

. 1 g Acido tnicloroacético CCl;COOH al 10%

. 10 mi Acido sulfurico H,80,

' El contenido de la columna es de Dimethyloctadecylsilyl bonded amorphous silica. agua.
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100 m! Trietilamina
Hidroxido de amonio
Acido acético glacial

Todos los reactivos que se utilizaron son de elaboracion J. T, Baker®, Mallinckrodt Baker,

S.A. de C.V. Philtipsburg, USA, 0 Xalostoc, México.

Procedimiento

Estandar:

Se peso aproximadamente 10 mg de CQMEPCA, se disolvié en 0.5 ml de (NH,);HPO,
pH 10 y se ajusté con hidroxido de amonio a 0.04 M, se agité hasta conseguir la
dilucion completa.

Se afor6 a 10 ml en un matraz volumétrico con una mezcla de agua:acetonitrilo 1:1
grado HPLC. Se agito.

Se tomo una alicuota de 1 ml y se adiciono 2 un segundo matraz volumétrico de 10 ml y
se aforé con una mezcla de metanol: (NHs);HPO, pH 3.5, que se ajustd con acido
acético glacial, 0.04 M 1:1 grado HPLC. Se obtuvo una concentracion final de
0.1mg/ml.

Para el HPLC:

4.

Se tomo 2 ml con una jeringa y se filtrd con el acrodisc de nylon directamente 2 un vial
de 2 ml.

Se inyectd al HPLC bajo tas condiciones anteriormente descritas.

Se establecieron las especificaciones en el estandar. Véase cromatograma.

Se determind la media del area y tiempo de retencion de CQMEPCA con base al

estandar.
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Para el Espectrofotometro:

8. Se tomo una alicuota de | mi del segundo matraz (paso c del estandar)y se adiciono a
un tercer matraz volumétrico de 10 ml. Se afor6 con una mezcla de metanol:
(NH,4):HPO; pH 3.5 que se ajustd con acido acético glacial, 0.04 M 1:1 grado HPLC.
Se obtuvo una concentracion final de 0.01 mg/ml. Se realizd una tercera dilucion
porque a una concentracion de 0.1 mg/ml las absorbancias son muy altas.

9. Setomaron 2 ml y se colocaron en una celda de 1.0 cm.

10. Se ley6 la muestra en el espectrofotometro bajo las condiciones anteriormente descritas.

11. Se establecieron las condiciones del estandar. Véase espectro.

12. Se determind en la region ultravioleta la absorbancia de la soluciéon analizada. Se

exhibio maximos a 280 nm +/- Inm.

La muestra de CQMEPCA se disolvié en buffer de fosfato de amonto pH = 10.0 y se
tratd con agua/acetonitrilo y buffer de fosfato de amonio pH = 3.5, 0.04 M/Metanol hasta

llegar a una concentracion de 0.04 mg/ml.

Muestra de suero sanguineo:

1. Se descongeld el suero almacenado.

Para Absorbancia

2. Se tomo un volumen de 2 mi y se afiadié a una celda de 1.0 cm’.

3. Las condictones del espectrofotometro fueron como anteriormente se menciond.

4. Se determiné en la region ultravioleta la absorbancia de la solucién que se utilizo.

Exhibio maximos de 280 nm +/- 1 nm.

28 Sofia Macouzet Garcia
UNAM 1999 FMVZ.



CQ-M-EPCA ® O I

i,

Preparacion previa

5. Se utilizd 0.2 ml de suero y se aforé a un ml con (NH4);HPO4 0.04M, pH 3.5/CH;0H
1:1.

6. Se anadié 0.5ml de CCI3COOH al 10% y se agitd vigorosamente durante 30 segundos.
Se dejo reposar 1 minuto. (pH 1-2). (39)

7. Se centrifugd la muestra a 7000 rpm durante 10 minutos.

La fraccion superior (A) es el filtrado libre de proteinas (pH 2), y la inferior (B) las

proteinas plasmaticas.

Fraccion A: filtrado libre de proteinas

8. Se separd todo el filtrado libre de proteinas con ayuda de una pipeta pasteur.

9. Se aforé a 1 con una mezcla de (NH4);HPQ4 pH 3.5, 0.04M, 1:1 grado HPLC.

Para HPLC

10. Se tomo 1 ml con una jeringa y se filtré con el filtro acrodis de nylon. Se vertid en un
vial de 2 ml.

11. Las condiciones del HPLC fueron como anteriormente se menciond.

12. Se inyect6 3 veces cada muestra.

13. Se determind la media del area de retencion de CQMEPCA con base al tiempo de

retencion del estandar.
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Fraccion B: proteinas plasmaticas:

1. A la fraccion que se precipito, se le adiciond 0.5 m! de trietilamina al 6 % en metanol,
se agito y se removid constantemente con una espatula, para que la trietilamina
penetrara en los espacios intermoleculares de las proteinas.

2. Se centrifugo a 7000 rpm durante 10 minutos.

3. Separamos la fraccion superior (1) y se afiadié a un matraz volumétrico de 100 ml, con
ayuda de una pipeta pasteur. El precipitado corresponde a las proteinas.

4. Se afiadid a las proteinas 0.5 mi de trietilamina al 6% en metanol y se removid
constantemente con una espatula, para que la trietilamina penetrara en los espacios
intermoleculares de las proteinas.

5. Se centrifugo a 7000 rpm durante 10 minutos.

6. Se separo la fraccién superior (1I) y se afiadié a un matraz volumétrico de 100 mi, con
ayuda de una pipeta pasteur.

7. Se aforé a 1 ml con una mezcla de (NH4);HPO, pH 3.5, 0.04M, CH;3;0H 1:1 grado
HPLC.

8. Se afiadid al vial de 2 ml y se filtrd con un acrodis de nylon.

9. Las condiciones del HPLC fueron como anteriormente se menciono

10. Se inyecto 3 veces.

11. Se determiné el area y tiempo de retencion de CQMEPCA con base al tiempo de

retencion del estandar.

Muestra de suero de leche:

Para las muestras de leche, una vez descongeladas, el procedimiento que se utilizo, fue

lograr la separacion de suero, grasa y proteinas a través de la adicion de 100 U de proteasa'?

12 SIGMA Cod. No. 2234
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por litro de leche para coagular la leche. Posteriormente se centrifugé a 7,000 rpm durante

10 minutos.

Para Absorbancia

1.
2.
3.

. oy 3

Se tomé un volumen de 2 ml de suero de leche y se afiadio a una celda de 1.0 cm”.

Las condiciones del espectrofotometro fueron como anteriormente se menciono.

Se determind en la region ultravioleta la absorbancia de la solucién que se utilizé.

Exhibié maximos de 280 nm +/- 1 nm.

Para HPLC:

Se afor6 a 10 ml en un matraz volumétrico con una mezcla de agua:acetonitrilo 1:1
grado HPLC. Se agito.

Se tom6 una alicuota de 1 mi y se adicioné a un segundo matraz volumétrico de 10 ml y
se aforo con una mezcla de metanol: (NH4);HPO4 pH 3.5, que se ajustd con acido
acético glacial, 0.04 M 1:1 grado HPLC. Se obtuvo una concentracion final de
0.1mg/ml.

Se tomd 2 ml con una jeringa y se filtro con el acrodisc de nylon directamente aun vial
de 2 ml.

Se inyecto al HPLC bajo las condiciones anteriormente descritas.
Se determind el area y tiempo de retencion de CQMEPCA con base al tiempo de

retencion del estandar.

El rendimiento se determind en suero unicamente, porque en grasa no se puede

determinar por HPLC, bajo las condiciones anteriormente descritas, ya que el tipo de

columna que hemos utilizado es de C 18, y provocariamos que se tapara esta altima.
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Formulas
Apéndice 1
Para caicular | % de CQMEPCA en suero:
e Fraccion A. % de CQMEPCA en filtrado libre de proteinas.
HPLC
% de CQMEPCApp = [AB.C. xvrra/AB.Cstn X Cstin/Carral 100
Donde:
% de CQMEPCAGp p =% de CQMEPCA en filtrado libre de proteinas.
A B.C. urra = Area bajo la curva de la muestra.
AB.Csmp = Area bajo la curva del estandar.
Csmo = Concentracion del estandar en mg/ml = 0.01 mg/ml
CMTRA = Concentracion de la muestra en mg/m! = 0.01 mg/mi
Espectro:
% de CQMEPCAFp = [Avrra/AsTn X Corn/Curra]100
Donde:
% de CQMEPCAGF.p =% de CQMEPCA en filtrado libre de proteinas.
AMTRA = Absorbancia de la muestra, exhibe maximo a 280
nm +/- 1 nm.
AsTp = Absorbancia de la muestra, exhibe maximo a 280
nm +/- 1 nm.
Cstp = Concentracion del estandar en mg/ml = 0.01 mg/ml
Cwmrra = Concentracion de la muestra en mg/ml = 0.01 mg/ml
e Fraccion B. % de CQMEPCA en proteinas plasmaticas:
HPLC
% de CQMEPCApror = [A.B.C. yTRA/A B C.stp X Cs1n/CMmrral100
Donde:
% de CQMEPCAproT =% de CQMEPCA en proteinas.
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AB.C mira = Area bajo la curva de la muestra.

AB.Csm = Area bajo la curva del estandar.

Csmp = Concentracion del estandar en mg/ml = 0.01 mg/ml

Crmrra = Concentracion de la muestra en mg/m! = 0.01 mg/ml
Espectro

% de CQMEPCArroT = [AmTrA/AsTD X Cs1/CrMrrA]100

Donde:

% de CQMEPC AproT = % de CQMEPCA en proteinas.

AMTRA = Absorbancia de la muestra, exhibe maximo a 280
nm +/- 1 nm,

Asth = Absorbancia de la muestra, exhibe maximo a 280
nm +/- 1 nm.

Cstp = Concentracién del estandar en mg/ml = 0.01 mg/ml

Camrra = Concentracion de la muestra en mg/ml = 0.01 mg/mi

Porcentaje de CQMEPCA en proteinas plasmaticas

Calculado por diferencia;
% CQMEPCAprotEinas pLASMATICAS = 100%- % CQMEPCAF»

Cuantificacion de proteinas totales:
PT = Wf - Wi

Donde:

PT = Proteinas totales (g)

Wf = Peso final (peso del papel-proteinas).
Wi = Peso tnicial (eso del papel)

Especificacion: Niveles normales de proteinas plasmaticas = 0.12 a 0.16 g/2 ml de suero.

El enfoque analitico para determinar las concentraciones séricas y tisulares de la
CQMEPCA fue a través de la estimacion del porcentaje de recuperacion logrado para la
parte quinolinica y para la parte f3-lactdmica. Cuando se obtiene un 91% de recuperacién o
mas, se considera el método de eleccidn. En casos contrarios, se suman los porcentajes de

recuperacion para llegar a la citada cifra.
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Los datos obtenidos se analizaron con Estadistica descriptiva, con media, mediana y

variacion de los datos.

Las variables farmacocinéticas se calcularon mediante analisis compartamentat'’. Se
utilizé el modelo 7 para el analisis de los datos correspondientes a la administracion
endovenosa de la CQMEPCA, y el modelo 11 para el analisis de los datos correspondientes

a la administracion intramuscular.

Variables farmacocinéticas que se determinaron para la CQMEPCA en vacas.

AUC (pgeh/ml) o (hr-1) Clg (ml/min//kg.) T¥ B (hr)
AUMC (pgeh/ml) 3 (hr-1) Cpp (ug/ml)

Vdc (L/kg.) A (ug/ml) K{o (hr‘l)

Vdarea (L7kg) B (pg/ml) Ko} (hr-l)

Vdg (L/kg.) T (hr) Ko (hr-1y

AUC = area bajo 1a curva por integral trapezoidal

AUMC = area bajo la curva-momento

Vdc = volumen de distribucion aparente del compartimiento central
VdA rea = volumen de distribucién aparente de la fase posdistribucién
Vd = volumen de distribucidn aparente en Ia fase estable

oy B = constantes de distribucion y posdistribucion, respectivamente
A= extrapolacién a tiempo cero de la fase de distribucién

B = extrapolacion a cero de la fase de posdistribucion

T% a = vida media de distribucion

T% B = vida media de la fase de posdistribucion

Clg = depuracion sérica

Cp(Q = Concentracién mixima plasmatica extrapolada al momento cero
K172 = constante de difusién del compartimento central al periférico

K71 = constante de redistribucién del compartimento periférico al central
K¢ = constante de eliminacién

Biodisponibilidad = AUC i m/AUC i.v. x 100
(40)

'3 MicroMath Scientific Software. Salt Lake City, Utah 1993,
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Apéndice 2

Farmulas Generales

Volumen de distribucion aparente del compartimento central:

Vdc = Dosis IV
Cpo

Volumen de distribucidn area;

Vdprea = Dosis IV/ AUC o 3

Volumen de distribucion en el estado estable:
Vdg, = Dosis IV / AUC? / AUMC

Depuracion sistémica:

Cly=Dosis IV / AUC

Concentracion de la CQMEPCA en plasma al momento cero C,=A+B
donde A = concentracion de la CQMEPCA al momento cero, extrapolado por linearizacion

de residuales y B = concentracién de la fase terminal.

K21= AB+B/A+B
K10= CLOB/Kzl
Kiz= a+B-Ka-Kje

(40)
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PK Analyst Modelo #7 para la cinética TV"*

Modelo de dos compartimentos

K_,.
Bolus IV elim
— 1 5>
K21T ‘LKu
2
(14)
Variable Independiente: Tiempo
Variable Dependiente: Concentracién
Parametros: Volumen, Dosis, Kelim, K12 K21
Cantidades Calculadas:; AUC, Kelim_half, alpha, beta, alpha_half,
beta_half, A, B, AUMC, Residence_time,
AUC to_last T, AUMC to_last_T,
Residence time to last T
Ecuacion general:
Concentracion (Tiempo) = Ae ®'*"° 4 BefeTempe
'* MicroMath Scientific Software, Salt Lake City, Utah 1993
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PK Analyst Modelo#14 para la cinética IM**

Modelo de dos compartimentos

elim

Constant
Rate IV

K21

Variable Independiente:

Variable Dependiente:
Parametros:

Cantidades Calculadas:

Ecuacion general:

Tiempo

Concentracion

Volumen, Dosts, Kelim, K12, K21, KAB
AUC, Kelim_half, alpha, beta, alpha_half,
beta_half, A, B, C, AUMC, Residence_time,
AUC_to_last_T, AUMC to last T,
Residence time_to_last T

Concentracion (Tiempo) = Ae ®T"° 4 BePrliempo (g KABeTiempo

UNAM 1998
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RESULTADOS

Analisis de Pureza del Estandar de la CQMEPCA

En el analisis por absorbancia de la sustancia de interés se encontro en el corte
espectral un absorbancia maxima de 278.33 nm (véase anexo B). En el analisis de los
precursores se encontré una absorbancia maxima de 278.33 nm para la enrofloxacina

(véase anexo C) y para el precursor 7-ACA una absorbancia de 263.0 nm (véase anexo D).

El analisis del cromatograma se realizo al pico que se retuvo a los 4.4 minutos
aproximadamente y al pico que se presenta al tiempo de retencion de 5.2 minutos (véase
anexo E). Se comparo con los precursores de la molécula: enrofloxacina y 7-ACA, con un
tiempo de retencion de 4.2 minutos y 2.4 minutos respectivamente (véase anexo F y G).

El tiempo utilizado para la elusion completa de la CQ-M-EPCA vy sus precursores fue de 8
minutos. El primer pico tuvo un tiempo de retencion de 4.4 minutos y corresponde a
impurezas de la reaccion, principalmente enroftoxacina, (véase anexo E). El pico de interés,
que corresponde a la CQMEPCA, se presentd a los 5.2 minutos. Asi, la sustancia no
reaccionante que corresponde a la enrofloxacina equivale al 2.19%. De esta manera, la

pureza del compuesto de interés CQMEPCA es aproximadamente del 97.81%.

Determinacién de la CQMEPCA en suero por absorbancia (U.V.visible) en un

estandar mezclado in vitro.

La distribucion in vifro de COMEPCA en suero determinada por absorbancia nos
mostré que en filtrado libre de proteinas encontramos hasta un 7 %, en proteinas hasta un
84 %, y hasta un 9 % de CQMEPCA que no se pudo extraer y se calculé por diferencia

porcentual, ya que se retuvo en moléculas proteicas. El analisis de las muestras de suero
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total por absorbancia es semicualitativo y cuantitativo, ya que los resultados que presenta la
absorbancia, corresponden a todo lo que se absorbe del suero a 278.00 nm y no
especificamente COMEPCA. Con relacion a esto, se explica que in vitro, estos valores
difieren de los encontrados por HPLC, presentindose ligeramente mas elevados. Por lo

tanto, la recuperacion de la CQMEPCA se calcula en aproximacion 91% + 0.5,

Determinacion de la CQMEPCA en proteinas plasmaticas por HPLC en un estiandar

mezclado in vitro,

La distribucion in vitro de CQMEPCA en suero, determinada por HPLC nos mostro
que el filtrado libre de proteinas resultd contener hasta 7 % y en proteinas plasmaticas
mayor al 93 %, que se cuantificé de la siguiente forma: mas del 70 % se determiné por
extraccion de COMEPCA de las proteinas y menos del 23 % no se pudo extraer y se
considerd que se retuvo en otras moléculas proteicas por lo que el calculo se realizéd por

diferencia.

Determinacion de la CQMEPCA por absorbancia (U.V. visible) en suero problema.

La determinacion de CQMEPCA en suero total por absorbancia/U.V. visible es de
100 %. En filtrado libre de proteinas es del 7 % y en proteinas plasmaticas es del 93 %. El
analisis de las muestras de suero total por absorbancia es semicualitativo y cuantitativo, ya
que, los resultados que presenta la absorbancia, corresponden a todo lo que se absorbe del
suero a 278.00 nm y no especificamente CQMEPCA (véase cuadro 1 y cuadro 2). El error

intraensayo se estimo en < del 2% vy el error interensayo del 5% aproximadamente.
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Determinacion de la CQMEPCA por HPLC en proteinas plasmaticas de las muestras

problema,

En la determinacion de CQMEPCA en proteinas plasmaticas por HPLC, se
identificaron dos compuestos que corresponden a la enrofloxacina, que aparece con un
tiempo de retencion de 3minutos y la CQMEPCA que aparece con un tiempo de retencion

de 6 minutos.

El valor tedrico de la distribucion de CQMEPCA en proteinas plasmaticas por HPLC es
mayor al 93 % determinado por HPLC y absorbancia.

En el analisis de las proteinas plasmaticas de las muestras, por HPLC se identificaron 3
metabolitos, los cuales se retuvieron a los siguientes tiempos, y que corresponden con los
determinados en el estandar:

e Metabolito 1 = CQMEPCA con un tiempo de retencion de 6 minutos

¢ Metabolito 2 = enrofloxacina con a un tiempo de retencién de 3 minutos.

s Metabolito 3 = fraccidn no identificada con un tiempo de retencion de 4 minutos.

En resumen:
El metabolito; + metabolito; + metabolito; = 93%. Por lo que se considera que el error

intraensayo fue de no < 2% y el error inter-ensayo del 5%.

Determinacion de CQMEPCA en leche de vacas sanas tratadas,

La determinacion de la CQMEPCA en leche por el método de HPLC y
espectrofotometria, mostro resultados en los que la presencia de la molécula en cuestion,
despues de haber sido administrada parenteralmente a la hora cero, aparece en leche a la

hora 12 (coincidiendo con el primer ordefio), permaneciendo en las lecturas de las horas 24,
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36, y 48 (cuarto ordefio). Después del cuarto ordefio, tanto las lecturas del corte espectral

como del HPLC que correspondieron a las horas 60 y 72 resultaron negativos (véase cuadro

3)

En las cuadros 1 y 2.se presentan los datos individuales de las concentraciones
séricas obtenidas en cada uno de los tiempos de sangrado, tanto para los animales que
recibieron la dosis de 5 mg/kg de cémo los que recibieron 10 mg/kg por las vias IM e IV en
ambos casos. En las cuadros 4, 5, 6, vy 7, se preseﬁtan los valores medios, desviacion
estandar (DE), error estandar (EE) y medianas de las concentraciones séricas referidas. En
las figuras de la 10.1 a la 17.2, se ilustran las tendencias en el tiempo de las concentraciones

séricas de CQMEPCA bajo los esquemas de dosificacion ya referidos.

Todos los datos farmacocinéticos y promedio se presentan en los cuadros 8,9, 10y
11. A manera de comparacion, se presenta en las figuras 18 y 19 las tendencias en el tiempo
de las concentraciones séricas de la CQMEPCA a las dosis evaluadas IV, y con los dos
métodos analiticos utilizados; HPLC y absorbancia UV-visible. Asi mismo, en las figuras
20 y 21 se presentan el equivalente a lo anterior pero por via IM. Considerando que las
tendencias graficas de los resultados obtenidos con los dos métodos analiticos utilizados,
son similares, como se puede apreciar en todas las figuras anteriormente citadas, los datos
que se expresan en las siguientes figuras, son relativos a la informacion que arrojo fa
evaluacion a través del HPLC debido a su mayor sensibilidad. En la figura 22 se presenta la
relacton entre las concentraciones séricas después de la aplicacién IV e IM a fin de ilustrar
la biodisponibilidad del farmaco. Finalmente, en las figuras 24, 25, 26 y 27 se presentan las

concentraciones séricas medias de la CQMEPCA y su rango poblacional,

Variables farmacocinéticas.

Véase cuadros de variables farmacocinéticas: cuadros 8,9, 10y 11.

F= 84 % a dosis de 10 mg/kg
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DISCUSION

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

economicos. El costo de mantenerlo a la venta (2).

En el ambito de la quimioterapia de enfermedades bacterianas en medicina
veterinaria, en México se ha seguido el modelo de adquirir tecnologia de paises del primer
mundo. Una vez que é¢sta se adopta, se procede a su comercializacion. En contraste, la
COMEPCA, es una idea onginal mexicana, cuyo desarrollo ha sido implementado por
investigadores e instituctones nacionales. Ahora se le pretende proyectar par el tratamiento
de enfermedades producidas por bactenas resistentes o multiresistentes, por desgracia cada
dia mas abundantes en nuestra industria pecuaria.

En el rubro de la investigacion sobre esta molécula, se proyecta lo siguiente:

e Efectos sobre micoplasmosis en diferentes especies

e Penetracion a tejidos de baja perfusion, como abscesos, grasa, sitios con fibrosis.

e Capacidad de penetracién intracelular para entidades como la mastitis por
Staphylococcus aureus forma “L”.

¢ Evaluacién de formas farmacéuticas que favorezcan su penetracion, como por ejemplo

con el uso de liposomas y ciclodextrinas.
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Es importante hacer énfasis en que la cefaquinolona CQMEPCA es un farmaco del
cual no se tienen citas internacionales en la literatura a excepcion de las que se presentan en
la introduccion de este trabajo. Ademas, existe una patente internacional que protege a la
molécula y a la serie CQ. De tal suerte, no se ha intentado desarrollar un método analitico
particular a este antimicrobiano por otros investigadores. Por esta razon, se puso especial
atencion a constatar la pureza del farmaco a utilizar, y se considera que los errores intra e
interensayo ofrecen seguridad suficiente para hacer de lo obtenido, una investigacion

confiable y repetible.

Los estindares internacionales de pureza de un principio activo permiten una
desviacion hasta de un 5% (42). En el caso de un antimicrobiano una pureza del 98% es
comparable a la observada en muchos antimicrobianos como la tetraciclina, florfenicol,
muchos aminoglicosidos (43). De cualquier mamera la sustancia utilizada, garantizo la
repetibilidad de los bioensayos que se tlevaron a cabo, lo que se refleja en el tamafio de las
desviaciones estandar (DE) y en la similitud entre la media y la mediana para las

concentraciones séricas de la CQMEPCA, que se ilustran en las figuras 8,9, 10y 11,

Un dato interesante encontrado en la fase analitica de este ensayo, es la elevada
confiabilidad para detectar a la CQMEPCA a través de la absorbancia por UV-visible. Esto
pudo haber sido el resultado de una extraccion eficiente a partir de sangre, asi como debido
al elevado peso molecular de la sustancia por analizar que alcanza los 630 daltones, y que

permite que este espectro de luz incida sobre la molécula.

El método inicial de donde se derivo la secuencia analitica que se utilizd en este
ensayo, contemplaba la extraccion de cefalosporinas de tercera generacion (por ejemplo
ceftiofur y ceftriaxona), lo que tuvo el éxito que se detalla en resultados de una eficiencia
de recuperacion del 97%. Comparado con lo observado por el cuerpo técnico de
Laboratorios Aranda'. Se considero mas viable utilizar un método de extraccion y analitico

general derivado de cefalosporinas y no de fluoroquinolonas, debido a que el
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comportamiento farmacoldgico y quimico de la CQMEPCA la relaciona con el primer
grupo y no con ¢l segundo. Al respecto destacan algunos rasgos como el espectro
antibacteriano y la union carbamido en el grupo B-lactamico utilizado por las

cefalosporinas de tercera generacion y ausente en las fluoroquinolonas.

Es importante sefialar que en el procedimiento que se empleé para cuantificar
CQMEPCA en el filtrado libre de proteinas, se establecieron los niveles de distribucion in
vitro de 1la CQMEPCA. En el filtrado libre de proteinas se determind que el valor de la
CQMEPCA es menor al 7% y en proteinas plasmaticas se calculo por diferencia porcentual
que resultd ser mayor a 93% del peso total de CQMEPCA en sangre. Con relacion a lo
anterior, se establece que in vifro y seguramente /n vivo, la molécula en sangre tiene gran

afinidad a unirse a proteinas plasmaticas en una proporcion de 95%.

La cinética observada se ajustd a un modelo de 2 compartimentos, que pudiese
incluso obedecer a un modelo de 3 compartimentos, si en estudios subsecuentes se toman

muestras sanguineas a tiempos posteriores a las 12 y 24 horas.

Las constantes hibridas Kis, Ki1 v Kjo indican que la molécula tiene una elevada
penetracion tisular y una depuracion en dos fases, una rapida y otra mas lenta. Tomados en
conjunto estos datos arrojan una depuracion del organismo entre 0.24 y 1.55 ml/min/kg, lo
que significa una permanencia promedio en el cuerpo de 35 horas, de acuerdo con el

siguiente razonamiento:

Si la depuracion corporal es igual a 0.34 ml/min/kg, se ajustan los ml/hora y serd
igual a 20.40 ml/hora/kg, que en un animal de 450 kg con 70% de su peso vivo en agua,
equivaldria a 9.18 litros/hora, lo que dividido entre 315 litros de agua corporal, para

eliminarlo todo, equivale a 34.31 horas de depuracion completa. Esto coincide con el

' Dr.Juan Azuara . Jefe de la Seccién Quimica de ID.
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concepto de multiplicar por 10 la T2 para obtener el 99.99% (30, 31) de eliminacion del

farmaco y que arroja un valor de 30 horas para la misma dosis.

Las bajas concentraciones plasmaticas al tiempo cero muy inferiores al factor de
dilucion simple de dosis en volumen plasmatico, revelan que el medicamento sale del
compartimento central (plasma) desde su misma aplicacion. Esto se refleja en elevados
volimenes aparentes de distribucion en particular del Vde (X £ DE); Vds (X £ DE); Vdauc
(X = DE). Esto a pesar de que el farmaco se une en gran proporcién a las proteinas

plasmaticas, limitando su difusion.

La biodisponibilidad que se calculd para la molécula después de su aplicacion IM
fue en promedio de 84%. (véase figura 22 y 23). Es posible, que este dato, no resulte
definitivo para la presentacion comercial final, ya que seguramente se vera modificada al
mejorar las caracteristicas del vehiculo. Muchas cefalosporinas de tercera generacion
muestran una elevada union a proteinas plasmaticas, por ejemplo el ceftiofur en un 97%
(44, 45) y la ceftriaxona en un 96% (7). La CQMEPCA muestra un comportamiento similar
a las cefalosporinas de tercera generacion en este sentido, por lo tanto, se sugiere realizar
estudios dirigidos a evaluar, si la presencia de otros farmacos como la fenilbutazona u otros
antinflamatorios no esteroidales pueden desplazar a la CQMEPCA en sus sitios de union a
las proteinas plasmaticas y aumentar la proporcion del farmaco libre, con la consecuente
mejoria de su biodisponibilidad y por ende, el efecto antimicrobiano. Esto ya se ha

demostrado para el ceftiuofur (44, 45).

Desde el punto de vista de la relacion que existe entre los CMIs reportados y los
valores plasmaticos absolutos de la CQMEPCA, tanto para la unida a proteinas plasmaticas
como para la libre, se puede inferir que el medicamento ofrece concentraciones plasmaticas
utiles, por lo menos equivalentes al doble de la CMI promedio. Si se toman en cuenta, que
los valores documentados de la CQMEPCA, durante un intervalo considerable, para

Staphyloccocus aureus es de 0.06 pg/ml, y de 0.017 pg/ml para £. Coli (18, 20)
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Se puede también especular, que el intervalo de dosificacion es aproximadamente
de 8 a 18 horas a una dosis de 10 mg/kg IV, cuando se toma en cuenta el valor de la CMI
para Staphylococcus aureus (0.01pg/ml) y para k. Coli (0.17ug/ml), segin Johnson D. y
colaboradores (20), y estableciendo arbitrariamente 1pg/ml como la concentracion limite
para bacterias poco sensibles. Esta relacion se aprecia en la figura 24. Sin embargo, por
referencia a la figura 25, los mismos valores fluctian entre 4 y 13 horas cuando se utilizan

tan solo Smg/kg IV.

En la figura 26 se extienden al eje de la X, regresiones polinomiales a la dosis de
10mg/kg IM y se detecta que el intervalo de dosificacion medio puede ser hasta de 16
horas, recorriéndose desde las 12 horas para los animales que depuran mas rapido la
COMEPCA. En casos de tratamientos contra microorganismos resistentes a
concentraciones inferiores a 1pg/ml, el intervalo de dosificacion serd de 4 a 6 horas, o bien,

se recomendaria que la medicacidn se realizara por via intravenosa.

En este trabajo no se exploro la posibilidad de que existiera una fase de eliminacion
lenta (v) postedor a la fase B. En la farmacologia existen diversos ejemplos de
medicamentos, como los aminoglicosidos, que después de una fase de distribucidn,
eliminacion, se manifiesta una fase de eliminacion lenta de fijacién a tejidos, que en el caso
de éstos, penetran a las células tubulares del rifion, de donde son eliminados lentamente
después de la fase B de 16 a 30 horas (46). Esto mismo sucede con la polimixina B e
incluso con la cefalotina pero solo en rifiones que presentan una deficiente capacidad de
depuracion (23, 46). Estas consideractones puedea aplicar a la cefaquinolona en estudio y
son necesarias para determinar la residualidad del producto si llegara a utilizarse en
medicina veterinaria Al respecto, se realizaron estudios de determinacion de la CQMEPCA
en leche, con resultados que sugieren que si existe una fase y en la eliminacidn de estos
productos, pues se le detecté en leche, ain a las 60 horas de haber sido administrado el
medicamento, 1o que representa el doble del tiempo promedio de la depuracién calculado,
ademas cabe menctonar, que la eliminacion de residuos en leche, por lo general, es mas

corta para la mayoria de los farmacos en el cuerpo (20, ,26, 47, 48).
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Otro indicio de que puede existir dicha fase v, es el hallazgo de un tercer metabolito
detectado a través del HPLC con un tiempo de retenciéon de 4 minutos, que sugiere ser un
producto de la biotransformacion de la CQMEPCA y que posiblemente se encuentre
conjugado con otras moléculas, ya que su tiempo de retencion fue superior al del residuo de
enrofloxacina (3 minutos) e inferior al tiempo de retencion del compuesto progenitor (6

minutos) (véase anexo H).

Aunque en este ensayo no se realizaron ensayos clinicos controlados, por ser
posteriores a la determinacion de la farmacocinética, se les tiene contemplados a futuro. Por
lo pronto se ha observado que la eficacia clinica en el tratamiento de la neumonia en
becerros’ aumenta cuando se les aplica cada 12 horas, lo que coincide con los datos

cinéticos ya descritos.

Es dificil citar desarrollos farmacéuticos de moléculas disefiadas en el pais. Esto se debe
entre otras cosas, a que esta tarea requiere una inversién millonana y de 6 a 10 afios de
investigacion, Una vez lograda la sintesis y caracterizacién de la sustancia en cuestion, se
deberan realizar estudios de farmacocinética en todas las especies en la que se pretenda usar
el antimicrobiano (2). En Estados Unidos de América, para entrar al mercado veterinario, a
fin de llenar los requisitos basicos de: eficacia, calidad farmacéutica, inocuidad para los
anitmales, inocuidad medio-ambiental e inocuidad para el hombre (residuos). El apego a
estos requisitos, puede explicar la diferencia que existe entre el nimero y la vartedad de
farmacos registrados en el pais y los disponibles en los otros dos paises miembros del

Tratado de Libre Comercio (47).

Con los datos farmacocinéticos obtenidos y en virtud de la potencia antibacteriana
de esta molécula ,es factible asegurar que, previo a un disefio de farmacia, para encontrar ¢l

mejor vehiculo, se puede contar ya con el primer antibidtico de disefio y desarrollo

* Boletin Técnico de Laboratorios Aranda 1998. Sumano, Ocampo, Paez. Ensayo clinico realizado en
Tizayuca Hgo. Departamento de Farmacologia. FMVZ. UNAM.
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completamente mexicano. En este sentido, cabe destacar, que a la fecha del presente
escrito, no se ha generado en México ningun antimicrobiano (tanto para medicina humana
como medicina veterinaria) que haya alcanzado este nivel de desarrollo. Es entonces, €sta,
una oportunidad para que diversas instituciones coparticipen para la realizacion de la fase

clinica en las especies veterinarias y mejor aun en la medicina humana.

De no contar con un sistema de evaluacion de registro de medicamentos de igual rigor
que el de los paises mencionados, se corre el peligro de ser “invadido” por productos del
extranjero, convirtiendo al pais en un campo de pruebas preclinicas, con las evidentes
consecuencias para la salud publica y animal. Por otro lado la industria farmacéutica
misma, puede enfrentarse a crisis severas como se ha comentado en diversos foros. Por ello
resulta impostergable, crear un Centro Independiente de Constatacion de Residuos y
Eficacia Farmacologica (CICREF), preferentemente a nivel universitario, que, en
coordinacion con las dependencias reguladoras de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
y Desarrollo Rural , la Camara Nacional de la Industria Farmacéutica, y otras dependencias
interesadas, presten asistencia técnica para la regulacion del uso de los farmacos en la linea
veterinaria, asi como para generar la informacion técnica que se le da al médico veterinario

sobre cada preparado. (41, 49).

Dados los avances tecnoldgicos de la medicina y la quimica moderna, los productos
que parecian inimaginables hace un par de décadas, pueden ser producidos sintéticamente
en la actualidad. Pero aun, gozando de este privilegio, el uso y abuso indiscriminado de
medicamentos, que en su momento, han revolucionado la terapéutica, podrian llegar a un
no muy lejano término, debido al desarrollo de infecciones producidas por
microorganismos altamente resistentes, y por la lentitud en el avance de nuevas opciones,
ademas del costo econdmico y tiempo que implica el desarrollo de un farmaco innovador y

efectivo.
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VACAS MEDICADAS POR VIA IV A DOSIS DE 10 mg/kg DE CQMEPCA i
TIEMPO| VvACA1 | vAcA2 | vAcA3 | VvACA4 | VACAS | VACAse 2
Horas Microgramos de CQMEPCA por militro de suero Lt
UV |HPLC| UV |HPLC| UV |HPLC| UV |HPLC| UV |HPLC| UV [HPLC o
0.08 45 138 2064 6.2] 3517 1055] 171 5.18] 26.57 7.9 21.23] 6.36
0.16 41 12.3] 18.42 5527 30.86 9.25| 16.18 4.25| 20.22 6.03| 18.54 5.56
0.25 4011y 12031 1593 4.77| 2885 865 1092 325 1942 589 17.32] 519
0.5 3247 9.74; 106| 3.18| 14.69 44 822 246| 1713 5.36| 15.36 4.6
1 21.99| 659 814 244| 1082 318 55 1.65| 15.04 458 10.48| 3.14
2 18.79| 563 6.34 1.91 7.55( 225| 264 0.79] 10.56 3.16| 625 1.87
4 8.47| 256| 4.59 1.37] 558 167 199 059} 595 1.77] 412 1.23
8 6.22 1.86] 2.88] 089 215] 065 05 0715[ 217 0.65] 198| 059

VACAS MEDICADAS POR VIA IV A DOSIS DE S mg/kg DE CQMEPCA

TIEMPO| VACA7 | VACAS8 | VACA9 | VACAI0 | VACA1l | VACA12
Horas Microgramos de CQMEPCA por militro de suero

UV _[|HPLC| UV [HPLC| UV |HPLC| UV |HPLC| UV [HPLC| UV | HPLC
0.08 3256 9.88] 28.41 8.52| 2257 643| 2356| 7.06| 28.41 841 2567| 7.78
0.16 32.95 9.51| 23.59 7] 20.32 6.03| 2214 6.52| 25.59 7.83| 23.59 6.9
0.25 27.38] 821f 1912 6] 17.24| 513| 1712 506] 1648 51| 1974 578
0.5 11.87] 356| 13.08 32] 1416 425 1187 341 13.08| 397] 1418| 421
1 10.67 32| 845 235 1029 274 915 213] 9.01 271 11.2| 335
2 712 213 612 1.83{ 958 221 7.12 1.95{ 6.12 1.95] 812 245
4 208 o062 497 1.49( 4.12| 123 208] 065 32| 096] 367 1.11
8 1.84 0.55 2.35 0.78 1.06 0.31 1.05 0.31 1.01 0.33 1.06 0.63

CUADRO 1: Concentraciones séricas de CQMEPCA en vacas que recibieron una dosis del farmaco al
10% por via IV.
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VACAS MEDICADAS POR VIA IM A DOSIS DE 10 mg/kg DE CQMEPCA
TIEMPO| VACA13 | VACAI4 | VACAIS | VACA16 | VACA17 | VACAIS
Horas Microgramos de CQMEPCA por militro de suero

UV |HPLC| UV |HPLC| UV |HPLC| UV |HPLC| W |HPLC| UV |HPLC
0.25 2.7 0.81 1.56 0.91 0.8 0.24 312 0.93 1.09 0.32 2.56 0.76

0.75 8.64 2.59 6.66 1.99 7.86 235 5.27 1.58 5.42 1.62 6.45 1.93
1.5} 10.56| 3.7168 8.65 3.26 9.87 296) 1214 364 11.48 344y 1023 3.06
3 7.147 2.15 5.83 1.85 4.8 1.44 1.23 2.16 5.84 1.76 8 2.4

6 52 1.56 238| 0714 2.5 0.75 4.1 1.23 3.97 1.11 2 0.6

VACAS MEDICADAS POR VIA IM A DOSIS DE 5 mg/kg DE COMEPCA

TIEMPO| VACA19 | VACA20 | VACA2l | VACA22 | VACA23 | VACA M
Horas Microgramos de CQMEPCA por militro de suero
UV [HPLC| UV [HPLC| UV [HPLC| UV |HPLC| UV [HPLC| UV |[HPLC
0.25 0.9 1.27 1.7 0.51 1.01 0.3 1.78 0.53 1.7 0.51 0.95 0.23

0.75 3.14 0.94 2.98 0.88 3.94 1.18 314 0.942 3.2 0.96 2.2 0.66
1.5 9.22 2.76 8.63 2.55 8.12 243 1059 3.17 7.45 223 9.47 2.81
3 4.39 1.31 7.29 2.27 4.84 1.45 5.37 1.61 6.14 1.92 5.1 1.53

6 2.2 0.66 1.1 0.33 0.59 0.15 29 0.87 1.1 0.33 1 0.3

CUADRO 2: Concentractones séricas de CQMEPCA en vacas que recibieron una dosis farmaco al 10%
por via IM.
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PRESENCIA DE COMEPCA EN SUERO DE LECHE

Tiempo UV-visible HPLC
Horas CQMEPCA Enrofloxacina CQMEPCA Enrofloxacina

1 Negativo Negativo Negativo Negativo

3 Negativo Negativo Negativo Negativo

12 Positivo Negativo Positivo Negativo
24 Positivo Negativo Positivo Negativo
36 Positivo Negativo Positive Negativo
48 Positivo Negativo Positivo Negativo
60 Negativo Negativo Negativo Negativo
72 Negativo Negativo Negativo Negativo

CUADRO 3: Determinacion de la presencia de CQMEPCA vy residuos de enrofloxacina en suero de

leche de vacas dosificadas con 10 y 5 mg/kg via IM.
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VACAS MEDICADAS POR VIA IV A DOSIS DE 10 mg/kg DE COMEPCA

TIEMPO (horas) MEDIA MEDIANA DE |Er 1] EE [Er ]
0.08 8.33167 7.13 3.26725 1.33385
0.16 7.15167 5.64 3.02595 1.23534
0.28 6.63 5.54 3.18577 1.30058
0.5 4 95667 4.5 2,56398 1.04674
1 3.59667 3.16 1. 75707 0.71732
p 2.60167 2.08 1.66746 0.68074
4 1.53167 1.52 0.6538 0.26691
3 0.79833 0.65 0.57329 0.23404

VACAS MEDICADAS POR VIA IV A DOSIS DE S mg/kg DE CQMEPCA -

TIEMPQO (horas) MEDIA MEDIANA DE [Er ] EE [Er £}
0.08 8.11833 8.019 1.217 0.49684
0.16 7.35333 6.95 1.20699 0.49275
0.25 5.76667 4.45 1.25043 0.51049
0.5 3.70667 3.48 0.38578 0.15749
1 2.64 2.72 0.36813 0.15029
2 2.00333 4.08 0.13952 0.05696
4 0.985 1.03 0.33519 0.13684
8 0.435 0.44 0.19264 0.078064

CUADRO 4: Valores estadisticos de la determinacion por HPLC de las vacas

dosificadas por via IV.
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VACAS MEDICADAS POR VIA IV A DOSIS DE 10 mg/kg DE COMEPCA
TIEMPQO (horas) MEDIA MEDIANA DE [Er t] EE [Er 1]
0.08 27.61833 23.9 10.58671 432201
0.16 24.20333 19.38 9.71803 3.96737
0.25 22.09167 18.37 10.61145 4.33211
0.5 16.41167 15.02 8.5245 3.48011
1 11.96167 10.55 5.83776 2.38326
2 8.68833 13.89 5.5657 2.27219
4 5.11667 5.08 2.1541 0.8794l
8 2.65 2.16 1.9157 0.78208

VACAS MEDICADAS POR VIA IV A DOSIS DE S mg/kg DE COMEPCA

TIEMPO (horas) MEDIA MEDIANA DE {Er #] EE [Er #]
0.08 26.86333 27.04 3.68796 1.5056
0.16 24.69667 23.59 4.40583 1.79867
0.25 19.51333 18.18 405432 1.65517
0.5 13.03667 13.62 1.02467 041832
1 9,795 9.72 1.07944 0.44068
2 7.36333 7.12 1.31881 0.5384
4 3.35333 3.43 1.14612 0.4679
8 1.395 1.06 0.56599 0.23107

CUADRO 5: Valores estadisticos de la determinacion por HPLC de las vacas

dostficadas por via IV,
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VACAS MEDICADAS POR VIA IM A DOSIS DE 10 mg/kg DE COMEPCA

TIEMPO (horas) MEDIA MEDIANA DE [Er 1] EE [Er f]
0.25 0.66167 0.78 0.30328 0.12381
0.75 201 1.96 0.39895 0.16287
1.5 3.25467 3.21 0.25104 0.10248
3 1.92667 1.95 0.36593 0.14939
6 0.994 0.92 0.36951 0.15085

VACAS MEDICADAS POR VIA IM A DOSIS DE 5 mg/kg DE CQOMEPCA

8¢

TIEMPO (horas) MEDIA MEDIANA DE [Er +] EE [Er t]
0.25 0.55833 0.51 0.37054 0.15127
0.75 0.927 0.941 0.16673 0.06807
1.5 2.65833 2.65 0.32939 0.13447
3 1.68167 1.57 0.35295 0.14409
6 0.44 0.33 0.26877 0.10973

BI12JES) 19ZN0JRI BLOS

ZTAWAS

CUADRO 6: Valores estadisticos de la determinacion por HPLC de las vacas

dosificadas por via IM.
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VACAS MEDICADAS POR VIA IM A DOSIS DE 10 mg/kg DE COMEPCA

TIEMPQ (horas) MEDIA MEDIANA DE [Er £] EE [Er tj
0.25 1.97167 2.06 0.95025 0.38794
0.75 6.71667 6.55 1.33078 0.54329
1.5 10.48833 10.39 1.22842 0.5015
3 6.42833 6.50 1.22209 0.49891
6 3.35833 3.23 1.25339 0.51169

VACAS MEDICADAS POR VIA IM A DOSIS DE Smg/kg DE COMEPCA

TIEMPO (horas) MEDIA MEDIANA DE [Er i] EE |Er 1]
0,25 1.34 1.05 0.426 0.17392
0.75 3.1 3.14 0.55555 0.2268
1.5 891333 8.92 1.10147 0.44967
3 552167 5.23 1.04456 0.42644
6 1.48167 1.1 0.87705 0.35805

CUADRO 7: Valores estadisticos de la determinacion por espectrofotometria

(absorbancia UV-VIS) de las vacas dosificadas por via IM.
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ADMINISTRACION INTRAVENOSA
10 mg/kg de peso

VARIABLES VACA1 { VACA2 | VACA3 | VACA4 | VACAS | VACA 6 X DE MED
AUCM pg/hriml 192.4 144.06 114.19 12.79 60,78 92.04 102.71 62.99 103.11
AUC pg/hr/mi 40.71 20.26 21.71 6.41 20.85 17.38 21.22 11.09 20.55
T. Residenc. 471 7.10 529 1.99 2.91 5.29 4.54 1.83 5.15
Vdc (1/kg) 0.674 1.35 0.77 1.5 0.16 1.51 0.99 0.54 1.06
Vd . (1K) 1.3 411 2.88 3.54 1.5 3.83 2.86 1.20 3.21
vd ,, (kg) 1.16 3,52 2.42 3.1 1.39 3.04 2.43 0.96 2.73
o (hr') 1.76 3.03 2.78 4,98 43.09 1.20 947 16.51 2.9

(hr) 0.19 0.12 0.16 0.44 0.32 0.15 0.23 0.12 0.17
A (pg/ml) 7.93 4.96 9.99 4.17 55.16 4.50 14.45 20.07 6.44
B (g/ml) 6.91 241 2.90 2.46 6.30 2.09 3.84 2,16 1.34
T Y a (hr) 0.39 0.22 0.24 0.139 0.016 0.57 0.26 0.19 0.23
T Y% B (hr) 3.62 5.33 4.31 1.569 2.15 451 3.58 1.45 3.96
Cl, (ml/min/kg) 0.247 0.493 0.46 1.55 0.48 0.57 0.63 0.46 0.48
Cp, (ug/ml) 14.85 7.37 12.89 6.63 61.46 6.59 18.29 21.43 10.13
K;; (hr') 0.66 1.71 1.59 2.26 35.76 0.49 7.07 14.06 1.65
Ky, (hr') 0.92 1.08 0.75 2.12 4.70 0.48 1.67 1.58 1
Ko (hr') 0.36 0.36 5.94 1.03 2.94 0.37 1.83 2.24 0.7

BIDIES) JZNODBY B1J0S

Cuadro 8: Relacion de la media, desviacion estandar y mediana de las variables farmacocinéticas
de la CQMEPCA myectada por via IV a dosis de 10 mg/kg en vacas sanas.
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ADMINISTRACION INTRAVENOSA

5 mg/kg de peso

VARIABLES VACA7 | VACAS8 | VACA9 | VACA 10 | VACA 11 | VACA 12 X DE MED
AUCM pg/hr/ml 4145 151.44 49,52 33.68 36.02 50.54 60.44 45.10 45.48
AUC pg/hr/ml 14.37 20.97 14.54 11.41 12.96 15.87 15.02 3.28 14.45
Tiempo. 2.88 7.21 3.40 2.95 2.77 3.18 3.69 1.63 3.06
Residenc.

Vdc (1/kg) 0.78 3.63 1.37 1.14 0.90 1.06 1.48 1.07 1.1
Vd ores (1/kg) 1.3 2 1.32 1.51 1.24 1.08 1.4 0.32 1.31
vd . (1/kg) 1 1.72 1.17 1.29 1.07 i 1.2 0.27 1.12
a (hr') 3.02 3.60 2.56 3.44 4.73 4.10 3.57 0.77 3.52
B (hr") 0.27 0.12 0.26 0.29 0.31 0.29 0.25 0.06 0.28
A (ug/ml) 9.56 8.45 3.80 5.94 7.38 5.15 6.71 2.14 6.66
B (ug/mb) 3.11 2.30 3.48 2.82 3.64 4.25 3.26 0.67 3.29
T Yo (hr) 0.22 0.19 0.27 0.20 0.14 0.16 0.19 0.04 0.19
T Y% B (hr) 2.49 5.61 2.59 2.37 2.17 2.38 2.93 1.31 2.43
Cl , (ml/min/kg) 0.35 0.24 0.34 0.43 0.38 0.31 0.34 0.06 0.34
Cp, (ug/ml) 12.67 10.75 7.28 .76 11.02 9.4 9.98 1.89 20.15
Ky (hr') 1.47 2.34 0.96 1.65 2.42 1.78 1.77 0.54 1.71
Ky, (hr') 0.95 0.86 1.36 1.30 1.77 2.01 1.37 0.44 1.33
Ky (hr') 0.88 0.51 0.50 0.76 0.85 0.59 0.68 0.17 0.67

Cuadro 9: Relacion de la media, desviacion estandar y mediana de las variables farmacocinéticas
de la CQMEPCA inyectada por via I'V a dosis de 5 mg/kg en vacas sanas.
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6661 WVNN

ZANWA

9

BI2JBS) }9ZN0JB B1OS

ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR

10 mg/kg de peso
VARIABLES | VACA13 | VACA 14 | VACA 1S | VACA 16 | VACA 17 | VACA 18 X DE MED
AUCM 94.21 117.42 105.39 121.46 145.03 98.13 113.60 18.69 111.40
pg/hr/ml
AUC 18.01 18.05 17.97 18.08 17.43 18.56 18.01 0.35 18.04
pg/hr/ml
Tiempo 5.23 721 6.58 6.71 8.31 7.19 6.87 1 6.95
Residenc,
horas
T%Y a (hr) 0.46 0.61 0.99 1.07 0.85 0.87 0.80 0.23 0.86
TY B (hr) 3.24 522 7.24 7.43 8.01 6.91 6.34 1.78 7.075
Cpmax (pg/ml) 3 2.9 1.1 1.5 1.4 1.5 1.9 0.82 1.5
Tmax (hs) 1.2 1.52 2.9 3 2.9 3 2.42 0.82 2.9
K;: (hr') 0.33 0.76 0.35 0.17 0.30 0.22 0.35 0.20 0.31
Ky, (hr') 1.08 0.02 0.11 0.14 0.16 016 0.27 0.39 0.15
Ko (hr) 0.29 N 0.53 042 0.43 0.41 0.96 1.34 0.42

Cuadro 10: Relacion de la media, desviacion estandar y mediana de las variables farmacocinéticas

de la CQMEPCA inyectada por via IM a dosis de 10 mg/kg en vacas sanas.

o
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ZAWA

1A

BI0JBS) J9ZNOOBN BIOS

ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR

5 mg/kg de peso
VARIABL | VACA19 | VACA20 | VACA21 | VACA22 | VACA23 | VACA 2 X DE MED
ES
AUCM 22.36 27.14 17.37 21.38 24.53 19.15 21.98 3.54 21.87
pe/hr/ml
AUC 8.64 9.40 6.93 8.22 8.39 7.59 8.19 0.85 8.3
pe/hr/ml
Tiempo 2.58 2.88 2.50 2.73 2.92 2.26 2.64 0.24 2.65

Residenc.

T Y% a {(hr) L6l 0.48 0.35 0.39 0.55 0.74 0.68 0.47 0.51

T¥ P (hr) 1.62 049 0.35 038 0.92 0.78 0.73 0.47 0.63

Cpmax 1.5 1.8 1.5 1.5 1.7 1.45 1.57 0.14 1.5
(ng/ml)

Tmax (hs) 2 2,95 25 3 25 3 2.65 0.40 2.75
K.z (hr') 8.25 9.07 19.47 11.43 9.28 10.61 11.35 4.13 0.94
Ky (hr') 0.24 0.56 0.38 0.71 0.51 0.42 0.47 0.16 0.47
Ko (hr') 0.74 1.03 0.98 0.83 0.78 0.85 0.86 0.11 0.79

Cuadro 11: Relacion de ia media, desviacién estandar y mediana de las variables farmacocinéticas
de la CQMEPCA inyectada por via IM a dosis de 5 mg/kg en vacas sanas.

YOda-Wwoo



CQ-M-EPCA i

DETERMINACION POR ABASORBANCIA UV-VIS DE CQMEPCA
A 10 mg/kg 1V.

M —8-Vaca |

0 A ': ~—&-~\aca 2
—A-\Vaca3d
] + —wv—Vaca 4
* Vaca$
\

‘\ —+—Vaca §

Concentracidén en pg/ml de suero

©

Tiempo en horas

Figura 10.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administré
una dosts bolo de 10 mg/kg via I'V del farmaco. Determinacién por absorbancia UV-visible.

DETERMINACION POR ABSORBANCIA UV-VIS DE
CQMEPCA A10 mgfkg IV

451

40 A

35
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20 H L—l—Varores medios +/- EE

15 ] J—W
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Concentracién en yg/mt desuero

e |
o
./

Tiempo en horas

Figura 10.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administré una dosis bolo de 10 mg/kg via IV del
farmaco. Determinacion por absorbancia UV-visible.
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CQ-M-EPCA

DETERMINACION POR ABASORBANCIA UV-VIS DE
CQMEPCA A 5 mg/kg IV
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Figura 11.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administro
una dosis bolo de 5 mg/kg via IV del farmaco. Determinacion por absorbancia UV-visible.

DETERMINACIO POR ABSORBANCIA UV-VIS DE CQMEPCA

A5 mg/kg IV
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[=] m n
a 4
b ;B -
1]
»
E 0 4
'a —_
=N
c 5 1 %
[3]
e ]
§ r. : I —B—Valores medios +/- eg
5 15 d\
% |
O 10 S ’\\

s I\l
\'\4
0 T L T 14 | M F v T v T ’ T M 1

Tiempo en horas

Figura 11.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administré una dosis bolo de § mg/kg via IV del farmaco.
Determinacion por absorbancia UV-visible.
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CQ-M-EPCA

DETRMINACION POR HPLC DE CQMEPCA A 10 mg/kg IV
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Figura 12.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administro

una dosis bolo de 10 mg/kg via IV del farmaco. Determinacton por HPLC.

DETERMINACION POR HPLC DE CQMEPCA A 10 mg/kg IV
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Figura 12.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administré una dosis bolo de 10 mg/kg via 1V del

farmaco. Determinacidén por HPLC.
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DETERMINACION POR HPLC DE CQMEPCA A 5 mg/kg IV
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Figura 13.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administro
una dosis bolo de 5 mg/kg via IV del farmaco. Determinacion por HPLC.
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Figura 13.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administré una dosis bolo de 5 mg/kg via IV del farmaco.
Determinacion por HPLC.
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CQ-M-EPCA

DETERMINACION POR ABSORBANCIA UV-VIS DE CQMEFCA

A 10 mg/kg IM
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Figura 14.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administro
una dosis de 10 mg/kg via IM del farmaco. Determinacion por absorbancia UV-visible.
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Figura 14.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQOMEPCA de 6 vacas que se les administré una dosis de 10 mg/kg via IM del farmaco.
Determinacién por absorbancia UV-visible,
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CQ-M-EPCA

DETERMINACION POR ABSORBANCIA UV-VIS DE
CQMEPCA A 5 mg/kh IM

Concentracién en pg/ml de suero

Tiempo en horas

Figura 15.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administrd
una dosis de 5 mg/kg via IM del farmaco. Determinacion por UV-visible,

DETERMINACION POR ABSORBANCIA UV-VIS
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Figura 15.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administro una dosis de 5 mg/kg via IM de! farmaco.
Determinacion por absorbancia UV-visible.
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CQ-M-EPCA

DETERMINACION POR HPLC DE CQMEPCA A 10 mg/kg IM
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Figura 16.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administro

una dosts de 10 mg/kg via IM del farmaco. Determinacion por HPLC,
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Figura 16.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administr6é una dosis de 10 mg/kg via IM del farmaco.

Determinacién por HPLC
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DETERMINACION POR HPLC DE CQMEPCA A 5 mg/kg IM
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Figura 17.1. Concentraciones séricas de CQMEPCA en 6 vacas a las que se les administro

una dosis de 5 mg/kg via IM del farmaco. Determinacion por HPLC.
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Figura 17.2. Valores medios y error estandar (EE) de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de 6 vacas que se les administro una dosis de 5 mg/kg via IM del farmaco.

Determinacion por HPLC,

71 Sofia Macouzet Garcia

UNAM 1999

FMVZ



CQ-M-EPCA

COMPARACION ENTRE LAS MEDIAS DE LAS DETERMINACIONES
POR ABASORBANCIA UV-VIS VIA IV DE 10 mg/kg VS 5 mgrkg
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Figura 18. Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de las vacas a las que se les administré la dosis de 10 mg/kg y 5 mg/kg via IV
del farmaco. Determinacion por absorbancia UV-visible.

COMPARACION ENTRE LAS MEDIAS DE LAS POR HPLC VIA IV
DE 10 mg/kg VS 5ma/kg.
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Figura 19. Comparaciéon de los valores medios de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de las vacas a las que se les administro la dosis de 10 mg/kg y 5 mg/kg via IV
del farmaco. Determinaciéon por HPLC.
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COMPARACION ENTRE LAS MEDIAS DE LAS DETERMINACIONES
POR ABSORBANCIA UV-VIS VIA IM DE 10 mg/kg VS S mg/kg
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Figura 20. Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de las vacas a las que se les administré la dosis de 10 mg/kg v 5 mg/kg via IM
del farmaco. Determinacidn por absorbancia UV-visible.

COMPARACION ENTRE LAS MEDIAS DE LAS
DETERMINACIONES POR HPLC VIA IM DE 10 mg/kg vs 5
mg/kg.
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Figura 21. Comparaciéon de los valores medios de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de las vacas a las que se les administré la dosis de 10 mg/kg y 5 mg/kg via IM
del farmaco. Determinacién por HPLC.
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COMPARACION DE LA DETERMINACION DE HPLC
ENTRE RESULTADOS IV VS IM A DOSIS DE 10 mg/kg.
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Figura 22, Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de las vacas a las que se les administro el farmaco a dosis de 10 mg/kg por via
IV contra la via IM. Determinacion por HPLC.

COMPARACION DE LA DETERMINACION POR HPLC ENTRE LOS
RESULTADOS IV VS IM A DOSIS DE 5 mghkg
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Figura 22. Comparacion de los valores medios de las concentraciones séricas de
CQMEPCA de las vacas a las que se les administré el farmaco a dosis de 5 mg/kg por via
I'V contra la via IM. Determinacion por HPLC.
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MEDIA POBLACIONAL A 10 mg/kg IV
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Figura 24: Valores de la media poblacional de la CQMEPCA a dosis de 10mg/kg 1V, £ 1
desviacion estandar y los probables intervalos de dosificacion segin las CMIs para
bacterias sensibles.
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Figura 25: Valores de la media poblacional de la CQMEPCA a dosis de 5 mg/kg IV, + 1

desviacion estandar y los probables intervalos de dosificacion segun las CMIs para
bacterias sensibles.
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MEDIA POBALACIONAL A 10 mg/kg IM
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Figura 26. Valores de la media poblacional de la CQMEPCA a dosis de 10 mg/kg IM, + 1
desviacién estandar y los probables intervalos de dosificacion segin las CMIs para
bacterias sensibles.
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LABORATORIOS ARANDA, S.A. DEC.V.

DiA 23 de enero de 1998

Anexo A

CERTIFICADO DE ANALISIS

MATERIAL: CQ-M-EPCA

NO. LOTE:1308

DETERMINACION

Nombre quimico:

Descripeion:
Solubilidad:
Punto de fusidn:
Humedad K.F.

Ensayo (HPLC}

ldentificacion (U:V)

ATENTAMENTE

CONTR E\C \pAD

(VER ANEXO 1)

RESULTADOS

Acido 7- ( (1-ciclopropil-6-llucr-7-(4-etilpiperazin-1-il-
1-,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-il) carboxamido)
cefalosporanico.

Polvo fino de color amarillo homogeneo sin particulas
extrafias.

Soluble en soluciones alcalinas & pH 10.0, de
trictilamina, NaOH, NH,OH.,

Insoluble en agua y clorolormo.

189.0°C - 192.9°C

4.64 %

98.60 %

Positiva

PLANTA
FRACC. IND. CARRILLO PUERTQ QUERETARQ. QRO
TEL 170259172743 FAX 703 2D

OFICINAS EN MEXICO;
J.G. ICAZBALCETA No. 72 € P. 08470 MEXICO, D.F
TELS. 566 96 55 ¥ 535 44 77 FAX 546 16 60
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<ontrol de Calidad  23/01/98 1:30:34 PM Page 1 0f 2

Laboratorios Argnda S.A. de C.V.
Instrument Serial Number EL 8704 3194

1.5

1.0+

Abs

0.5-]

w1\

200 300 400 600 600 700
Wavelength (nim)

Scan ReportVie 23 Ene 01:29:41 PM 1998

Batch: C:AVariam\Cary WinUWCQ-M-EPCA.1208
Software version; 01.00{6)
Operator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: CQ-M-EPCA 1308

Collection Time 23/01/98 1:22:56 PM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0020
Range 800.0Cnm to 200.00nm
Wavalength {nm) Abs

33l.e7? 1.7527

318.33 1.9708

268.33 3.6426

Cary 1E 79

1
800



ANEXO. I-A2

Conirgt de Calidad 280158 10:16:22 AM Page 1 ¢f 1

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.
Instrument Sertal Numbaer EL 6704 3194

19 7
|/ \\L

Anexo B

200

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Scan ReportMié 28 Ene 10:13:58 AM 1998

Batch:
Software varsion: 01,

00¢6)
Operator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: CQ-M-EPCA NO. LOTE 1292

Collection Time

Peak Table

Peak Type
Peak Threshold
Range

Wavelength [nm)

28/01/98 10:13:13 AM

Peaks
0.0200
BOO, 0Onm to 200.00nm

331.67
280.00
221.67

Cary 1E

0.8094
3.0158
0.7289

80

800



ANEXO. I-B2
Control de Calldead 202/68 5:41.52 AM Page 1 of1

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.
Instrument Serial Number EL 6704 3184

21—\\ \
,, \_

Anexo C

T

200 400 600
Wavelength (nm)

Report changed 2/02/98 9:41:52 AM

Scan ReportL.un 02 Feb 09:40:34 AM 1998

Batch: C:\VariamCary WinUV\ENROFLOXACINA.BSW
Software version: 01.00(6)
Operator: LORENA GARCIA TORRES

Sample Name: ENROFLOXACINA

Collection Time 2/12/97 2:59:40 BM
Peak Table
Peak Type Peaks
Peak Threshold 0.0200
Range 800.00nm to 200.00nm
Wavelength (nm} Abs

320,00 1.2462

278.33 3.4178

225.00 1.1437

81

Cary 1E
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ANEXOQ. I-C2

Control de Calidad 18/02/50 9:44:12 AM

Laboratorios Aranda S.A. de C.V.

Instrument Serial Number EL 9704 3194

1.0
0.8
0.6

0.4 /

0.2

Abs
\

0.0

Page 1 of 1

Anexo D

200

400 500 600 700
Wavelength (nm)

Scan ReportMié 18 Feb 09:39:17 AM 1998

Batch:
Software version: 01.00(6)
Operator: lorena garcia torres

Sample Name: 7 ACA

Collection Time

Peak Table

Peak Type
Peak Threshold
Range

Wavelength (nm) Abs

265,00 0.7613

Cary 1E

18/02/98 9:38:07 AM

Peaks
0.0200
800.00nm to 200.00nm

82

800



Anexo E

ANEXO. I-A
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Anexo G

ANEXO. I-C1
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Anexo B

T

6

PROTEINAS PLASMATICAS-CQ-M-EPCA

CLAVE 1.7

ANALISTA: LORENA GARCIA TORRES
PROYECTO:
EQUIPD: HP 1050
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