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RESUMEN

DINORAH VARGAS ESTRADA. Farmacocinética sérica en porcinos medicados
con una nueva molécula de la familia de las cefalonas, (bajo la direccion del Dr. Luis
Ocampo Camberos.

El uso indiscriminado de la antibioterapia para el control o eliminaciéon de las
enfermedades ha propiciado el desarrollo de fendmenos de resistencia bacteriana hacia
estos medicamentos, lo que reduce o anula su eficacia convirtiendo las infecciones curabies
en severas que a menudo ponen en riesgo la integridad del hato o incluso pueden causar la
muerte de {a mayoria de los animales. Esta situacion ha obligado a la industria farmacéutica
a desarrollar nuevos medicamentos o a combinarlos para que al menos tedéricamente puedan
controlar a estos microorganismos. En México se ha patentado un nuevo grupo de
antimicrobianos que basan su disefio en el acoplamiento de una fluoroquinolona con una
cefalosporina, hecho de gran relevancia dado que en México no se desarrolla atin en los
inicios del siglo XXI ningun antimicrobiano de actividad importante y con potencial de
utilidad en la clinica cotidiana. Los requisitos para el desarrollo de farmacos
antimicrobianos requieren entre muchas otras pruebas la realizacion de estudios de
farmacocinética para definir los perfiles de su accién en cada una de las especies en las que
potencialmente pueda ser utilizada. El objetivo del presente trabajo fue el de establecer la
farmacocinética sérica de la nueva molécula de la familia de las cefalonas CQMEPCT en
siete porcinos hibridos clinicamente sanos a través del método de HPLC implementado con
lampara de diodos, se aplico el producto por tres diferentes vias, en dosis de 10 mg/kg. Los
datos obtenidos se descnbieron estadisticamente por la prueba Kruskall-Wallis. El analisis
del cromatograma mostré un tiempo de retencion de la molécula de 7.6 minutos. En lo que
respecta a los resultados obtenidos se encontré que esta cefalona tiene una media de
eliminacion muy rapida, su intervalo de dosificacion es de 6 horas, el valor de Cpmax en
este estudio fue de 2.2 ng/ml. El comportamiento de este farmaco es notable dado que en el
corto tiempo. que permanece en el organismo logra un volimen de distribucton mucho muy
superior al de los beta-lactimicos (Vd area 1.69 Vkg), la biodisponibilidad para el
preparado fue de casi 80%. Las cefalonas tienen la ventaja de actuar en contra de bacterias
G+ y G- casi con igual potencia. En cuanto a la practica clinica, la CQMEPCT tiene un

enorme potencial, debido a que se requiere una dosis baja (DE 99% 3 mg/kg), tiene baja



toxicidad, depuracién rapida, bajo indice de residuos en tejidos comestibles, una gran
eficacia y baja presentacion de resistencias incluyendo géneros como Staphylococcus sp.,

Proteus sp., Pseudomonas sp. y Streptococcus sp., Campylobacter sp., Acinetobacter sp.

Palabras claves: Farmacocinética, cerdos, cefalona (CQMEPCT), HPLC
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FARMACOCINETICA SERICA EN PORCINOS MEDICADOS CON
UNA NUEVA MOLECULA DE LA FAMILIA DE LAS CEFALONAS
(CQ-M-EPCT)

l.-Introduccion

Se reconoce en la farmacognosia que las principales fuentes de medicamentos y
nuevas moléculas provienen del reino mineral, animal y sobre todo vegetal. *® Sin embargo,
en las ultimas décadas se han desarrollado nuevas fuentes que han sustituido
mayoritariamente a las mencionadas, tales como la biosintética, en la que se manipula el
metabolismo original de plantas o bacterias para generar subproductos con efectos
terapeuticos y las vias sintéticas que se basan en el disefio razonado de moléculas con base
en el conocimiento del sitio en donde deben actuar.*® Esta ultima metodologia para la
generacion de nuevos farmacos es una de las mas utilizadas por la industria farmaceutica.
De esta manera se sintetizan desde antihistaminicos, anticonvulsivos, nuevos agentes
quimioterapeuticos y antibacterianos.”’ El desarrollo de medicamentos a través de una via
sintética exclusiva se basa en el conocimiento de la actividad de otros medicamentos
aislados de fuentes naturales o bien a través del conocimiento de los receptores donde debe
actuar. Asi, por ejemplo el indice STERIMOL permite acoplar grupos reactivos a
receptores especificos una vez conocido éste ultimo,*® Asi se han desarrollado numerosos
derivados de las quinolonas y fluoroquinolonas hasta alcanzar la cifra de 350 derivados
registrados para 1990.* Otro grupo que ha sido muy prolifico en la generacion de
derivados es el de las cefalosporinas. En 1957 se aisla la estructura del grupo beta-
lactamico ligado al anillo cefalosporanico y a partir de precursores como el acido 7
aminocefalosporanico (7-ACA) se generan una gran cantidad de derivados de este grupo de
manera sintética.*®
En México se ha patentado un nuevo grupo de antimicrobianos que basan su disefio en el
acoplamiento de una fluoroquinolona con una cefalosporina. Inicialmente se les denominé
cefaloquinolonas y posteriormente cefalonas. Este grupo de medicamentos no son una
mezcla fisica, ni se separan una vez dentro del organismo, actuan como una nueva entidad
y por tanto dejan de ser fluoroquinolonas y cefalosporinas para constituirse en un grupo que

tiene mas actividad cefalosporanica que fluoroquinolénica, hecho de gran relevancia dado



que en México no se desarrolla alin en los inicios del Siglo XXI ningin antimicrobiano de
actividad tmportante y con potencial de utilidad en la clinica cotidiana. Los requisitos para
el desarrollo de farmacos antimicrobianos requieren entre muchas otras prucbas la
realizacion de estudios de farmacocinética para definir los perfiles de su accion en cada una
de las especies en las que potencialmente pueda ser utilizado.

Es importante destacar que a pesar del desarrollo cientifico experimentado en México, las
moléculas del grupo de las cefalonas son potencialmente los primeros antimicrobianos que
se pueden llegar a utilizar de manera comercial tanto en el ambito de la medicina humana
como en la medicina veterinaria. Por ésta razon, vale la pena presentar un bosquejo de su
status actual y pasado del desarrollo de farmacos en el mundo y en México en particular.

1.1 Importancia de la regulacion de la investigacion clinica:

Como ya se menciono, en.los dltimos 50 afios, se han introducido cientos de
farmacos con estructuras quimicas pertenecientes a grupos hasta entonces desconocidos y
se han mejorado algunos de los grupos ya existentes, lo cual ha hecho posible el tratamiento
de enfermedades potencialmente letales. Una causa de este notable cambio ha sido el
mejoramiento radical en los medios para desarrollar y probar nuevos farmacos. Este
proceso se ha acelerado en forma importante por estimulos econdmicos evidentes que
hacen a la Industria Farmacetica una de las empresas mas rentables. No obstante a la fecha
en la mayoria de los paises las pruebas de formacos estan reguladas por leyes y se controlan
estrictamente por dependencias oficiales®, tales como en México la Secretaria de Salud, o
en E.U.A. la Food and Drug Administration (FDA)". Esta Gltima sc¢ ha tomado en la
actualidad como un modelo y parametro para controlar la seguridad y confiabilidad del los
farmacos en el resto del mundo e incluso sobre la farmacopea estadounidense (United
States Pharmacopeia (USP) 434,

El desarrollo de un esquema extenso y detallado para el control regulatorio y ético
sobre la comercializacion de medicamentos se ha presentado en las naciones avanzadas en
los ultimos 30 afios, ya que a través del tiempo la ética en la investigacién clinica ha

seguido caminos erraticos. Es asi como, a raiz de los hechos ocurridos durante la

A-Food and Drug Administration FDA hip:/www. ida. govicderrhandbook 13/01/00




experimentacion en seres humanos antes de la Segunda Guerra Mundial, se concibe,
durante los juicios de Niiremberg para criminales de guerra en Alemania, un cédigo que se
denominé “Cédigo de Niremberg™ (1949), que se refiere al respeto a la integridad fisica y
autonomia de los individuos, v que fue el antecedente de la regulacion de la
experimentacion médica y cientifica, que incluye la investigacion clinica (en seres
humanos) adoptada universalmente. otro hecho que contribuyé al desarrollo de una ética
universal para la investigacion clinica, fue marcado por el uso de la talidomida durante los
afnos sesenta: un medicamento analgésico que produjo malformaciones severas (amelia,
focomelia) en los nifios nacidos de madres que lo consumieron durante su periodo de
gestacion y es asi como nace ¢l “Codigo de Helsinki” en [nglaterra, aprobado por la
Asociacion Médica Mundial (1964. con revisiones en Tokio, 1975; y Venecia, 1983), que
tue el siguiente intento importante por regular éticamente, en forma aceptable para todos
los seres humanos, 723286

Ademas de los codigos éticos para la investigacion clinica, también existen los
principios legales, en México, pueden encontrarse en la Ley General de Salud (vigente a
partir del 1° de julio de 1984)*, en la seccién denominada “Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de Investigacion para la Salud” (vigente a partir del 7 de enero de
1987). El objetivo es que el control regulatorio cuidadoso y extenso mejore el empleo
seguro de los medicamentos y reduzca los riesgos inherentes a su uso,”®

De esta manera la comercializacion y el empleo de medicamentos deben garantizar
la seguridad de los sujetos, a partir de medicamentos que sean suficientemente efectivos
para incidir en las enfermedades, a la vez que suficientemente inocuos para no producir
patologias adicionales, lo cual deberé demostrarse a satisfaccion en las investigaciones
clinicas.
1.2 Historia de la farmacia y su regulacion en México

Meéxico tiene una rica tradicion en la utilizacion de elementos naturales para el
tratamiento de diversas enfermedades. La diversidad de la flora y fauna del pais permitieron
en tiempos precolombinos desarrollar un notable acervo de remedios para multiples
enfermedades, la seleccion de los ingredientes, la busqueda de los métodos de conservacion
y estabilizacion fueron las primeras demostraciones de actividad farmaceitica. No obstante

los esfuerzos desplegados en este sentido, las épocas de diferencia en las condiciones



climaticas, las épocas de recoleccion y de los diferentes sistemas ideados para su
preservacidén, no garantizaban unitormidad de accidn, la conveniencia de registros y
reglamentar la preparacion de los médicamentos dio origen a la elaboracion de libros que
conteniendo los conceptos mas recientes de su época tendian a la uniformidad de los
preparados farmaceuticos, es asi como en 1532 se encuentra en México Fray Berardino de
Sahagun quien reune los conocimientos de la medicina indigena, que hoy conocemos

gracias a sus manuscritos “Historia General de las cosas de la Nueva Espafia”’

, redactadas
en Néhuatl y traducidas por ¢l al castellano {Codice Florentino). Asi también, 1552 Martin
de la Cruz escribe en Nahuatl su opusculo sobre las yerbas medicinales, traducido al latin
por el indigena xochimiica Juan Badiano “Libellus de medicinalibus indorum herbis”
(Cddice Badiano) que reune los principales medicamentos utilizados por los indigenas, que
incluye el método de preparacion asi como sus indicaciones y usos. Sin embargo, por la
influencia del desarrollo occidental esta riqueza ha sido relegada a comunidades indigenas
y a proliferado la medicina denominada cientifico-racional caracteristica de occidente.' 136
Es hasta el afio de 1821 que fue editado en México, por primera vez, el “Formulario
Magistral y Memorial Farmacettico™ de Garcicourt, considerada esta obra como la primera
Farmacopea Mexicana.
Por decreto del 28 de noviembre de 1928, el Gral. Plutarco Elias Calles, Presidente
Constitucional de los Estados Unidos Mexicanos, de acuerdo con el articulo 177 del
Codigo Sanitaric en vigor, promulgé la farmacopea Nacional, aprobada por el
Departamento de Salubridad Publica. Su uso fue obligatorio en toda la Republica. Esta
Farmacopea vio la luz en 1930 y con ella se daba el paso definitivo para lograr la
unificacion de la farmacia en toda la Nacioén. Con la publicacion de la Ley Federal de
Metrologia y Normalizacién en 1992, cuyo objetivo es regular la normatividad en el pais,
se sigue lo establecido en la NOM-001-SSA1-1993 “que instituye el procedimiento por el
cual se revisara, actualizara y editara la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos”
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 17 de junio de 1994."'
1.3 Industria farmaceutica en México

La industria farmaceatica cumple con un papel estratégico como proveedor de

medicamentos e insumos basicos en el campo de salud, en México la industria farmaceutica

modemna se inici6 en los afios cuarenta con la llegada de importantes empresas extranjeras,



principalmente de Alemania, interesadas en aprovechar un mercado doméstico en
expansién. En 1943 se fundd en México la empresa Sintex, cuyo desarrollo en la
explotacion de la planta conocida como barbasco significd la ruptura del monopolio
europeo y colocd entonces al pais en la vanguardia mundial productiva y tecnologica por
espacio de una década, y comenz6 a operar en paraielo con los laboratorios extranjeros un
importante numero de empresas nacionales. Hacia finales de los setenta y durante
principios de los ochenta, se desarrolio una politica orientada a la construccion del mercado
doméstico y a la sustitucion de importaciones, 1o que propicié que las empresas
mantuvieran un alto ritmo de crecimiento y actualizacion tecnolégica. Con la apertura
comercial y la desregulaciéon economica, iniciadas en la segunda mitad de los ochenta, la
industria farmacéutica registré cambios importantes. Se eliminaron casi todos los permisos
de importacion de medicamentos y de farmoguimicos; se abatieron los aranceles de
importacidén de fracciones arancelarias relacionadas con la industria; se eliminaron las
restricciones en las compras de medicamentos por el sector publico y desaparecieron los
criterios discriminatorios en contra de las entidades extranjeras.

En esta industria las grandes compafiias internacionales tienen una posicion
dominante del mercado. En donde pocas empresas controlan los mercados nacionales. En la
industria farmacettica se encuentra un caso clasico de competencia ajena al precio, debido
a la construccion de barreras a la entrada de mercados, con base en tecnologia,
diferenciacion del producto, regulaciones sanitarias y financiamiento, €l gasto en
Investigacion y desarrollo (IyD) se ha incrementado de entre 8 y 10% en los afios setenta a
15% en los ochenta y a mas de 15% en los afios noventa.®

Un punto de gran relevancia ha sido la caida en el ritmo de innovacion, debido a dos
factores: primero, la introduccidn de las mas severas regulaciones a que han sido sometidos
los nuevos medicamentos para su aprobacién y comercializacion, por parte de los
organismos de control aumentando asi el tiempo de duracion de las tareas de investigacion.
Segundo, una creciente dificultad para investigar nuevos principios activos y los
consecuentes cambios en los campos terapéuticos explorados por la industria y en la
metodologia utilizada en la investigacion.

Estos dos factores provocan un incremento de costos (para el periodo de 1960 a

1980 se estima que el costo de una nueva droga se habia elevado 20 veces; €l costo de un



nuevo medicamento, a mediados de 1985, ascendia a 150 millones de dolares v,
actualmente, varia entre 213 y 2635 millones de dolares), de tiempo (antes de 1962 un
programa tipico de investigacion requeria de dos a tres afos, actualmente se requiere como

promedio 7 afios) y de riesgo del trabajo cientificotecnoldgico efectuado por las principales

empresas.38

Se ha estimado que en México el costo de fabricacion de productos farmaceuticos
en el afio de 1999 tuvo un valor de produccion de $53,399,261 con un valor de ventas de
546,325,120 (86.7%)(Figura ). Por otro lado, en productos medicinales de uso veterinario
¢l volumen producido para 1999 fue de 22,444 miles de piezas y el valor de ventas de
51,868,501 miles de pesos (Figura 2). Es asi como en 1998 en México el valor de las
exportaciones de medicamentos fue de 389.13 millones de dolares, mientras que las
importaciones fueron de 477.01 millones de dolares. ©
1.4 Proceso de desarrollo de nuevos farmacos:

En los Estados Unidos de America, la FDA junto con el Centro de Investigacion y
evaluacién de medicamentos (CDER) se aseguran de la efectividad e inocuidad de los
farmacos para uso humano. Desde 1938 la regulacion y control de nuevos farmacos en los
E.U.A. han estado sujetos a la aprobacion de la NDA (New Drug Application) para su
comercializacion.

Asi, el proceso de desarrollo de farmacos nuevos consta de tres grandes etapas, la
investigaciéon preclinica, estudios clinicos y al final la revision por parte de la NDA. En la
investigacion preclinica se realiza la sintesis y purificacién del nuevo farmaco y se hacen
las pruebas en animales, se utilizan dos o mas especies a fin de conocer si ¢l farmaco afecta
a dos especies distintas. Con las pruebas en animales se puede estudiar como el firmaco se
absorbe en la sangre, como es metabolizado en el organismo, la toxicidad del fArmaco o de

los metabolitos producto de su biotransformacion, asi como también su excrecion.
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Las pruebas en animales son de corta o de larga duracidn, la de corta duracion se
realiza de dos semanas a tres meses, dependiendo la sustancia a probar. La de larga
duracion dura de pocas semanas hasta varios afios, éste tipo de prueba se realiza para saber
s1 €l nuevo farmaco causa cancer o defectos congénitos.

Durante la segunda parte del proceso de desarrollo de nuevos farmacos, es decir los
estudios clinicos, estos constan de tres fases, la fase uno incluye la investigacion de nuevos
farmacos en el paciente al cual va dirigido el producto para determinar la farmacocinética y
tarmacodinamia, el numero de individuos puede variar pero generalmente es de 20 a 80
individuos. La fase dos nos muestra la efectividad de los nuevos farmacos, sus indicaciones
en pacientes con enfermedad o cierta condicion, ayuda a determinar los efectos y riesgos
asociados al fdrmaco en un corto tiempo utiliza desde un pequefio numero de pacientes
hasta varios cientos de individuos. La fase tres de los estudios clinicos son desarrollados en
pruebas controladas y no controladas, provee bases adecuadas para extrapolar los resultados
a la poblacion general, en ésta fase se toman en cuenta los resultados de la fase uno y dos
acerca de la efectividad y seguridad de los farmacos. Los estudios incluyen varios cientos
de individuos.**

No obstante para muchos laboratorios el costo que representa seguir toda la
metodologia ya descrita puede resultar incompatible con su persistencia en el mercado, por
ello se recurre a la adopcion de medicamentos que han resultado utiles en otra especie, sin
llevar a cabo las pruebas necesarias para su aprobacién en cuanto a seguridad y
efectividad. En México a menudo ha ocurrido incluso en las quinolonas y flucroquinolonas
en virtud de que este grupo representa el rubro comercialmente mas productivo de la
industria farmacéutica veterinaria.”’

Posteriormente para regresar al objetivo del presente trabajo se mencionara acerca
de la farmacodinamia y farmacocinetica de las fluoroquinolonas y cefalosporinas
componentes de las cefalonas.

1.5 Quinolonas y fluoroquinolonas

En 1960 Leshner crea la primera quinolona antibacteriana, el icido nalidixico
bactericida a dosis terapetticas por induccién de la produccidn de proteinas toxicas por la
misma bacteria que la hacen autodestruirse. En 1973 aparecen las primeras quinolonas muy

limitadas en su efectividad, pero no es sino hasta 1978 que se inicia la era de las quinolonas



quimioterapéuticos utiles en tratamientos sistémicos, caracterizadas por presentar un
amplio espectro de efectividad y tener propiedades farmacolégicas que las hacen utiles para
el tratamiento sistémico. Las fluoroquinolonas son bactericidas al inhibir una enzima que
prepara al ADN para la transcripcién, la ADN-girasa. De esta manera la quinolona
interfiere con la sintesis del ADN al bloquear la reaccion de superenrollamiento
dependiente del ATP y catalizada por la girasa, enzima también necesaria para la integridad
del ADN. Se clasifican en 3 generaciones>™ 4% gy espectro, resistencia y
clasificacion se pueden consultar en los cuadros | y 2.
1.6 Cefalosporinas
A partir de su caracterizacion en 1945 ias cefalosporinas han logrado un enorme desarrollo,
pero es hasta 1964 que se introduce la primer cefalosporina dentro de la practica médica,
derivan del hongo Cephalosporium acremonium y se clasifican en 3 generaciones e incluso
se considera la existencia de una cuarta generacion, son bactericidas inhibiendo la sintesis
del mucopéptido de la pared celular, dando lugar a esferoplastos que pierden su
permeabilidad selectiva, se unen a varias enzimas denominadas proteinas ligadoras de
cefalosporinas (PBP) tales como la carboxipeptidasa, transpeptidasa, endopeptidasa dentro
de la pared y membranas celulares, adicionalmente los compuestos beta-lactamicos inhiben
a una protefna ligada al genoma denominada acido lipotecoico que controla la accion de
una enzima denominada autolisina que mantiene la destruccion constante de las unidades
estructurales de la pared celular (nucleotidos de Park) dando lugar a la renovacion
permanente de esta estructura a través de la polimerizacién de nucledtidos de Park 24346

En el cuadro 3 se muestra la clasificacion y espectro de las cefalosporinas.
1.7  Antecedentes del desarrotlo de la nueva molécula CQMEPCT

Asi pues tomando en consideracion las bondades de ambos antimicrobianos, en la
década de los noventas en México, los laboratorios Aranda S.A. de C.V., desarrollaron un
novedoso grupo de antibacterianos, las cefalonas °  moléculas patentadas
internacionalmente en 1998 y 1999. El concepto original para el desarrollo de la cefalona,
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

.. . . . . - . . 7
actividad generado por las manipulaciones de dichas moléculas en sitios estratégicos. 13



La tarea no fue, ni es facil, pues se deben obtener productos con una actividad
antimicrobiana superior a la de sus partes componentes, 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
posibilidades de mezclas fisicas y sustitucién de radicales en las diferentes posiciones de
las moléculas individuales, el cambio del significado de R1, R2, R3, permitié sintetizar mas
de 2000 compuestos diferente, de acuerdo a la disponibilidad comercial de los intermedios,
los productos cuyos estudios mas avanzados son la CQMEPCA y la CQMEPCT. (Figura 3)

Después de multiples consideraciones y tentativas de hibridacion, se concluyd que
ia mejor expectativa, era la de realizar la unién de un grupo fluoroquinolinico con un
derivado del acido 7 - aminocefalospordnico ( 7 ACA), precursor sin actividad
antimicrobiana, formando un grupo carboxamido con el 7 — amino del nucleo lactamico.
1.7.1 Estructura quimica

La cefalosporina C, tiene un anillo f-lactimico y un anillo adyacente de
dihidrotiazina. El tratamiento acido de la cefalosporina C, hidroliza el acido 1-7
aminocefalosporanico (7 ACA). En si el compuesto 7-ACA no tiene actividad biologica y
se utiliza como materia prima para aumentar radicales en sitios especificos. Este mismo
grupo se utilizé en la reaccion de la cefalona. La idea inicial se basé en la substitucion de
un anillo cefalosporanico (acido 7- amino-3[[(1,2,3-triazol-51 L)-tio]metil]-cefalosporanico
(7 ACA), en la posicién 3 de un anillo 1 ciclopropilo 7-etil-piperazilino 6-fluoro-
quinolinico, mediante la formacion de un grupo carboxamido. (Figura 4)

El acoplamiento de un grupo B-lactdmico en sustitucion del carboxilo de la posicion
3 del anillo quinolinico, formandose un radical carboxamido y un grupo amino del anillo 8-
lactamico, siendo perfectamente estable, y dando lugar a una molécula de potencia
considerable. De esta reaccién , se generaron multiples opciones con mayor o menor
actividad dependiendo de los preculsores utilizados para su sintesis. En la estructura
molecular de las cefalonas, hay cuatro grupos substituyentes, dos en el nucleo
fluoroquinolinico y dos en el grupo cefalosporanico, lo que da como resultado la
posibilidad de sintetizar mas de dos mil compuestos de los cuales, 128 se consideran como

compuestos de investigacion prioritaria en este campo.



Las moléculas que se seleccionaron, se sometieron a determinaciones
fisicoquimicas humedad por Karl Fisher, punto de fusién, 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 unién de
las porciones quinoidnica y cefalosporanica mediante €! grupo carboxamido, la presencia
del anillo beta-lactdmico sin degradacién y el peso molecular de los compuestos formados
de acuerdo con la estructura disefiada.

1.7.2 Estabilidad

Es un antimicrobiano que en estado solido es relativamente estable. La cefalona, en
solucion tiene un aspecto brillante de color amarillo con un pH de 9.63. Al igual que la
mayoria de las cefalosporinas ¥/, la cefalona no presenta un comportamiento estable, por lo
que se indica que, una vez reconstituida, se utilice en la siguiente hora para garantizar su
pureza. Después de 96 horas a temperatura ambiente, la solucién tiene apariencia turbia y
de color amarillo ambar, esto se debe a la hidrdlisis de la carboxamida de la cefalona E Si
se requiere utilizar durante periodos prolongados, se recomienda su refrigeracion.”

1.7.3 Mecanismo de accién

Poco se sabe del modo de accién de la cefalona, y si existe o no relacion con
respecto a los componentes por separado. En un ensayo microbiologico, Jones y
colaboradores'® sugirieron que era posible, que dicha molécula tuviera un mecanismo
antibacteriano doble, esto es, que actuara tanto en el citoplasma bacteriano inhibiendo el
desenrrollamiento bacteriano del ADN como en la pared celular, a través de la inhibicion
de la polimerizacion de los nucléotidos de Park. Aun 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 nueva molécula.

Para conocer el mecanismo de accién de la cefalona, se determind la relacion entre la
localizacion electroforética de la cefalona y sus precursores en comparacion con el valor
correspondiente al ADN bacteriano aislado, mediante la técnica reportada por Maniatis y

Sambrook?®. No se detect6 interaccion de la cefalona a nivel del ADN, pero este estudio no

P Dr. Gustavo Garcia de la Mora, Departamento de Posgrado. facultad de Quimica, UNAM
E QFB Lorena Garcia Torres. Control de Calidad. Laboratorios Aranda. Querétaro, Qro.
*proporcicnado por ¢l Departamento de Control de Calidad de Laboratorios Aranda
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puede descartar su participacion a otros niveles del material nuclear, como la ADN girasa,
polimerasas, etc. En otros estudios donde se analizd el papel de plasmidos que codifican
resistencia a quinolonas, en la resistencia a la cefalona no se detecto efecto del plasmido
gyra-A, por lo que se infirid que el efecto de este antimicrobiano dificre al de las
cefalosporinas de primera generacion, y que posiblemente, 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 citoplasmatico, posiblemente en parte, mediado por un efecto sobre
preculsores de ADN.

Hasta el momento, las evidencias indican que la actividad antibacteriana de la CQ-
M-EPCT persiste en bacterias resistentes a cefalosporinas y lo mismo sucede cuando hay
resistencia para fluoroquinolonas, pero en contadas cepas de Pseudomonas spp, en las que
s¢ ha detectado resistencia tanto a cefalosporinas como a fluoroquinolonas se reduce la
actividad de la cefalona.®
1.7.4 Potencia y espectro microbiologico de la cefalona

Se le considera un agente bactericida de amplio espectro que tiene actividad in vitro
contra bacterias Gram negativas, Gram positivas, presentando una accidén muy importante
contra bacterias extra-celulares e intra-celulares’’. Con relacion a los resultados 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 cefalona es:

31.7 veces mas potente que la norfloxacina

31.7 veces mas potente que la cefotaxima

15.8 veces mas potente que la cefoperazona

7.9 veces mas potente que la ciprofloxacina

1.9 veces mas potente que la enrofloxacina

En el Cuadro 4 y 5 se muestra la concentracion mimima inhibitoria y el espectro de la
cefalona. 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 aun faltan algunos trabajos con Actinobacillus spp. Algunos enterococos y en

particular Staphylococcus spp y cepas de E. Coli multiresistentes.
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1.7.5  Toxicidad aguda

Se han realizado multiples ensayos para determinar la LD 1 %, LD 50%, vy el
margen terapeutico en ratas y ratones. Los resultados reflejan una toxicidad baja; de 8.6
g/kg y 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 m‘g/kg.H

Comparativamente con la toxicidad conocida de otros antimicrobianos utilizados
rutinariamente (aminoglicdsidos, cloranfenicol, rifampicina, etc.”, la cefalona muestra
notables ventajas. No obstante, ain resta llevar a cabo otras pruebas de toxicidad subaguda
o subcrénico, mismas que deben incluir estudios de genotoxicidad.' En diversos ensayos se
ha detectado una actividad tdxica minima o nula de estas moléculas por lo que las
autoridades de la Secretaria de Salud de la Repuiblica Mexicana han autorizado y aceptaron
los resultados de toxicidad aguda y subcroénica de estos compuestos en cerdos.

1.7.6 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 cefalona tenia un efecto
bactericida notable, confirmado por los abundantes resultados de los CMI realizados?’, se
confirm¢, que a nivel tisular, se lograban concentraciones bactericidas en tejidos clave
{pulmén), a través de observaciones en los bioensayos realizados en raton, desafiados con
Pasteurella multocida tipo A patdgena, donde los animales tratados con la cefalona
adquirieron un 100% de proteccion, confirmada por la ausencia de mortalidad.”

Por otro lado, Santamaria®’ medicé vacas, a través de un preparado intramamario
con cefalona para el tratamiento de la mastitis en vacas de primer parto. Sus resultados
indican que la cefalona, 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 cefalona, arrojo resultados estadisticos mas favorables.

S Hospital General de Zona del IMSS de Querétaro, Qro., estudio con més de 200 bacterias hospitalarias ¥ laboratorio Clinico
Especializado en Querctaro, Qro.
HDr. E. Lorenzana. Departamento de Farmacologia, facultad de medicina UNAM

! Bidloga Isabel Gracia M. Departamento de Quimica Inorganica. Facultad de Quimica. UNAM
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En otros ensayos realizados en perros con problemas infecciosos de vias respiratorias, con
medicacion oral de cefalona, se encontrd una eficacia clinica cercana al 100%, con una
mejoria aparente después de la primera dosificacion oral'*,

En ensayos realizados en aves, con problemas de enfermedad crénica respiratoria
complicada (ERCC), causada por Micoplasma gallisepticum, se analizé la eficacia clinica
de la cefalona en comparacion con la enrofloxacina, considerando, las lesiones y las tasas
de mortalidad. Se encontré que no hubo diferencia estadisticamente significativa, efecto
que atribuyen al elevado numero de aves utilizadas y a la notable eficacia de ambos
farmacos® "'

Recientemente, se han realizado ensayos de medicacidn a becerros, con una
cefalona a manera de terapia metatilactica para la reduccion de enfermedades respiratorias
del ganado bovino especializado en produccidn lechera, datos que ofrecieron un mejor
resultado que los tratamientos convencionales ’, y similar al logrado con ceftiofur.*

1.7.7 Farmacocinética

Para continuar con el proceso de desarrollo e investigacion de la molécula de la
cefalona, fue necesario realizar estudios in vivo, desafiando a 1a molécula, dado que en caso
de encontrar efectos in vitro que no corresponden a lo observado in vive, no es ajeno a la
farmacologia. Se medicaron Intra venoso con cefalona 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 al . Dicho ensayo mostré que a las 2 horas de sangrado, la media del
halo de inhibicién fue de una concentracion plasmaética equivalente a menos de 0.01
ng/ml.X
Dado que la cefalona mostré 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 consideré como procedente llevar a cabo ensayos que definieran la
farmacocinética del compuesto en perros. También mediante el anilisis bacteriologico

cuantitativo disefiado por Bennet er al 5 Ovalle *? y Sumano *? encontraron que la relacion

Yinformacién derivada de los archivos internos de los laboratorios Aranda, 1998

* Premio Canifarma, 1995
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entre  concentracion y tiempo de la cefalona se ajustd mejor a un modelo de 2
compartimientos, con un volimen de distribucion aparente del compartimento central de
2.51/kg, yun volumen de distribucion aparente en el estado estable notablemente elevado
de 4.03 I/kg y una vida de eliminacién 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. En otro ensayo farmacocinético en perros con
afecciones pulmonares bacterianas, medicadas con cefalona, Sumano y colaboradores,
utilizando el mismo método de analisis bacteriolégico-cuantitativo disefiado por Bennet et
al *, encontraron que, de acuerdo con el rango de la constante de eliminacion rapida se
sugiere tener un intervalo de dosificacién menor de 12 horas en estos casos clinicos.*'

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 dosificacion y al igual que muchas cefalosporinas
de tercera generacion o fluoroquinolonas modernas, la dosis y el intervalo de dosificacion
se ajustaran a cada caso clinico®®. Macouzet medicd a vacas Holstein lecheras con 2
diferentes dosis 10 mg/kg y 5 mg/kg via IM e IV encontrando que la cefalona presenta una
cinética de primer orden a las dosis utilizadas y una biodisponibilidad del 84%, una
eliminacién eficiente con vida media de 3.58 hrs. + 1.45 hrs. Lo que da en el extremo de
las desviaciones 5 hrs., esto es, mas de 4 dias de periodo de retiro para carne ( y 60 hrs. para
leche) y una depuracién de 0.63 mV/minvkg. 25 Considerando la gran actividad biologica in
vitro de la cefalona 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 consideran estos datos como precedentes para estudios equivalentes en seres humanos
(clinico-farmacocinético), y el de contar con una opcion antimicrobiana, innovadora en
medicina veterinaria.*?

Es importante sefialar que los ensayos anteriormente citados, los estudios

farmacocinéticos, han sido realizados mediante la técnica microbiolégica de Bennet et al %,
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que solo detecta la fraccion farmacoldgicamente activa y no esta disefiado para contabilizar
las fracciones sin actividad bioldgica, 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. De tal suerte, es necesario llevar a cabo estudios
en este sentido en cada una de las cspecies a las que se les habré de aplicar **2. En el caso
del porcino, esto permitira entre otras cosas establecer los tiempos de retiro de la carne®, ‘
amén de que se obtendra informacion de su distribucion, intervalos de dosificacion,
concentracién 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.

1.7.8 Perspectiva del trabajo

Para que una compaiiia farmaceutica, pretenda comercializar un compuesto debe
proporcionar a las instancias legales una técnica analitica, generalmente por Cromatografia
Liquida de Alta Resoluciodn (siglas en ingles HPLC). Esto se hace con el fin de poder hacer
un seguimiento de la incidencia de residuos y verificar otras pruebas cinéticas’'® En
funcién de lo anterior, se propone en este ensayo llevar a cabo un estudio cinético en
porcinos sanos para defimir las variables cinéticas y la concentracion plasmatica de la

cefalona a través de un método de determinacion de HPLC.
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2-Hipotesis
Las variables cinéticas de la cefalona CQ-M-EPCT se pueden describir mediante
una farmacocinética compartamental utilizando el método analitico cualitativo-cuantitativo

de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en suero de porcinos sanos.

3-Objetivos generales

Establecer la farmacocinética sérica de una nueva molécula de la familia de las
cefalonas CQ-M-EPCT en porcinos clinicamente sanos al aplicar el farmaco por via oral,
intramuscular e intravenosa en dosis de 10 mg/kg de peso.
3.1-Objetivos especificos

Implementacién de la técnica de separacion del estandar de la cefalona CQ-M-
EPCT asi como sus precursores, a través del método de HLPC acoplada con lampara de
diodos.

Determinaciéon de la concentracion de la CQ-M-EPCT mediante ¢! método de
HLPC y espectometria UV-vis posterior a la administraciéon endovenosa, intramuscular y
oral a dosis de 10 mg/kg en porcinos clinicamente sanos.

Determinacion de modelos compartamentales de la CQ-M-EPCT para calcular las
variables farmacocinéticas.

Calculo de las dosis y del intervalo de dosificacion de la CQ-M-EPCT.

4- Material y métodos
4.1 Fase de campo

La fase experimental de campo se realizé durante los meses de septiembre-
diciembre de 1999 en las instalaciones de la planta de laboratorios Aranda S.A. de C.V." en
San Martin de Porres No. 105 en el Fraccionamiento Industrial Carrillo Puerto, C.P. 76138
en la ciudad de Querétaro, Querétaro que se encuentra a una altitud de 1853 metros sobre el
nivel del mar, a 20° 35° 36*"de latitud norte y a 100° 23’ 06’ de longitud oeste. El clima de
la region segﬁn.kﬁppen es BS1 hw (w) (e) g que corresponde al clima semiseco semicalido
con luvias en verano y una precipitacion pluvial media anual de 4.3 mm’. La temperatura

_ ., 9
media anual es de 18.8°C es extremoso con una variacion de 7.2 a 14° C. '%!

L-www. gpoaranda.com.mx
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L-www.gpoaranda.com.mx
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El total de animales que participd en la prueba para la determinacién de la
farmacocinética en suero de 1a nueva molécula de cefalona CQ-M-EPCT fué un grupo de
siete porcinos, clinicamente sanos (Cuadro 6) que se mantuvieron bajo las mismas
condiciones de alimentacion y alojamiento, para una prueba de muestras pareadas donde
cada animal es el testigo de otras vias de administracion (intramuscular, oral e intravenosa),

para la aplicacion del producto, de la siguiente forma:

FASE 1 Administracioén intramuscular de CQ-M-EPCT

FASE 2 Un mes después a los mismos cerdos se les aplicd el producto utilizando la
via oral

FASE 3 Un mes después a los mismos cerdos se les administrd el producto por via
intravenosa.

Los animales se alojaron en un corral de madera de 10 m, con piso de tepetate y
cama de viruta y bajo las mismas condiciones alimenticias, agua limpia y fresca y
concentrado lechoncina (Purina) a libre acceso. Todos los porcinos recibieron a los 2 dias
de edad hierro Dextran y no se les aplico ninguna vacuna.

Los cerdos se pesaron en una bascula (marca Nuevo Ledn 500 kg), con el fin de calcular la
dosis correspondiente del farmaco. El producto que se utilizd es una nueva molécula
(cefalona CQ-M-EPCT), cuya formulacion es 350 mg de CQ-M-EPCT lote 1487 en polvo
estéril inyectable y 7 ml de diluente (hidroxido de sodio), (véase el certificado de analisis
en el anexo 1). La CQ-M-EPCT se reconstituyd momentos previos a su aplicacion agitando
vigorosamente durante 3 o 4 minutos, hasta lograr su completa disolucion.

Procedimiento para la aplicacion del producto:

Fase 1 (via intramuscular)

Se administro el producto directamente en el cuello del animal en el musculo que se
encuentra un poco hacia un lado de la linea media dorsal, cuidando de no pinchar la region
vertebral. Se utilizaron jeringas de plastico estéril y desechables de 5 ml y con aguja del
calibre 20G y longitud de 32 mm, una por cada una de las muestras y porcinos. El area de
aplicacion se impregné previamente con tintura de yodo y gasas estértles previa a la
aplicacion. La aguja entré en angulo recto respecto al misculo, y se jald un poco el émbolo
de la jeringa para asegurarse que la aplicacién del producto no fuera en un vaso sanguineo,

se inyect6 el medicamento con una lenta depresion del émbolo.
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Fase 2 (via oral)

Los porcinos después de alimentarlos se sujetaron con el lazatrompas y por medio
de una sonda flexible de plastico se introdujo la capsula del medicamento en la base de la
lengua para asegurar la deglucion de la misma. La capsula es de gelatina de diametro 0, sin
recubrimiento de capa entérica que contenia CQ-M-EPCT lote 1487 en polvo no estéril
dosificada una para cada cerdo y sin excipiente,

Fase 3 (via intravenosa)

Se sujetd al animal con el lazatrompas y se administré en la vena yugular, aplicando
muy lentamente el medicamento con jeringa de plastico estéril y desechable, con capacidad
de 5 ml, y con previa antisepsia de la zona.’

Toma de muestras sanguineas

Después de la aplicacién del producto, se inicié la toma de muestras sanguineas a
partir de la vena yugular por medio de jeringas de 5 ml desechables estériles utilizando una
jeringa por cada muestra y por cada cerdo, se colectaron 5 ml de sangre que se vacié en
tubos de ensaye estériles sin aditivo. Previo a la administracion del medicamento se
sangraron 3 cerdos para utilizar éstas muestras como blanco. La toma de muestras se llevd a
cabo en el orden que se muestra en el Cuadro 7.

L.as muestras sanguineas se refrigeraron y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10
minutos ¢l mismo dia en que fueron tomadas y el suero obtenido se refrigerd hasta el
momento de su analisis por HPLC (marca HP serie 1050 con detector de lampara de
deuterio cuyo poder de deteccidn de la molécula de CQ-M-EPCT es de 40 ng/ml).

4.2 Fase analitica

Material

9 Matraz volumétrico de 10 ml.

0 pipetas volumétricas de 1 ml.

10 tubos para centrifuga de 10 ml.

1 pipeta volumétnica de 2 ml.

I equipo de filtracion.

4 jeringas.

4 filtros de nylon acrodisc 0.45 um.

4 viales
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Reactivos

500 ml de agua HPL.C.

500 mil de Acetonitrilo HPLC.

500 ml de buffer de fosfato.de amonio dibasico 0.04 M, pH 3.5

100 ml de buffer de fosfato de amonio dibasico 0.04 M, pH 10.0

500 m! de metano]l HPLC.

| gde CQ-M-EPCT

t0 g de acido tricloroacético

acetonitrilo y agua.

Equipo de eromatografia.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC) marca Hewlet Packard serie 1050 con
detector de lémpara de deuterio de arreglo de diodos 991 con 512 diodos de longitud de
onda corta, Bomba cuatemaria ¢ inyector automatico. Un integrador HP3396 serie 11, con
columna de fase inversa columna pBondapak C18 125 A° 10pm de 3.9 X 150 mm HPLC
Waters, el contenido de la columna es de Dimethyloctadecylsilyl bonded amorphous silica,
agua.

I columna pBondapak C18 125 A° 10 um, contiene Dimetil octanodecil bonded amorfus
silica.

Condiciones para el HPLC:

Bomba: Gradiente: Buffer de fosfato de amonio dibasico 0.04 M, pH 3.5 : Metanol (60:40)
Tiempo: 12 minutos.

Flujo: 1 ml/min.

Inyector:Volumen de inyeccion: 20 ul.

Tiempo: 12 minutos.

Detector:Longitud de onda: 280 nm BW 32/ Ref. 450 BW 32

Tiempo: 12 minutos.

Integrador:ZERO = 0

ATT2=6

CHT SP =0.5
AR RE =10 000
THRSH =4
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PK WD =0.04

Equipo de espectofotometria

Espectofotémetro UV-VISIBLE marca Varian modelo Cary 1E.
Condiciones del espectofotometro :

Lampara ultravioleta, 250nm a 350 nm

Umbral (0.0200

Balanza analitica, marca Sartorius analytic A 2008
Potenciometro, marca Beckman 10 pH Meter
Centrifuga clinica

Procedimiento.

1. Estandar.

1- Se pesaron aproximadamente 10 mg de cefalona, disolviendola en 0.5 mi] de
buffer de fosfato de amonio dibasico 0.04 M . pH 10, y se agitd hasta su disolucion
completa.

2.-Se afor6 a 10 ml en un matraz volumétrico con una mezcla de agua:acetonitrilo
1:1.

3.-Se tomo una alicuota de 1 ml y se adiciond a un segundo matraz de 10 ml y se
aforé con una mezcla de buffer de fosfato de amonio dibasico 0.04 M, pH 3.5 : metanol
1:1.

4 .-Se obtuvo una concentracion final 0.1 mg/ml.

Para el HPLC:

1.-Se tomaron 2 ml de la muestra con una jeringa y se filtraron con el acrodisc de
nylon adicionando a un vial de 2 ml.

2.-Se inyectd, las condiciones del HPLC fueron las mismas tanto para el estandar
como para los blancos de sangre y para las muestras.

3.-Se determinaron la media del area y tiempo de retencion de cefalona en base al
estandar.

Para el espectrofotometro:

1.-De la Gltima solucién (C=0.1 mg/ml), se tomé con una alicuota de 1 ml y se llevd

a un matraz volumétrico de 10 ml, aforando con buffer fosfato de arhonio 0.04 M, pH 3.5 :

Metanol 1:1, para tener una concentracion final de 0.01 mg/ml.
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2.- Se tomd un volumen de 2 ml y se adiciono a una celda de 1.0 cm.

3.- Se determing el perfil espectral (Scan). Anexo 2
2. Blanco de sangre con CO-M-EPCT (in vitro).

1.-Se centrifugaron 5 ml de sangre {sangre natural sin CQ-M-EPCT) 10 minutos a
£500 rpm.

2.-Se separo el suero del paquete globular con ayuda de una pipeta pasteur y
depositarlo en un tubo de ensaye.

3.-Se pesaron aproximadamente 10 mg de CQ-M-EPCT vy se disolvio en un tubo
graduado de 10 ml con 0.5 ml de trietilamina al 6% en metanol, se agité hasta lograr la
disolucidén completa,
4.- Posteriormente se adiciond una alicuota de 0.2 ml de suero y se agitad (pH 9)
3. Muestras.

1.- Se centrifugaron 5 m! de sangre 10 minutos a 1500 rpm.

2.- Se separo el suero del paquete globular con ayuda de una pipeta pasteur y se
deposito en un tubo de ensaye.
Para el HPLC:
1.- Se tomaron 2 ml de la ltima solucidn ( con una jeringa y se filtré con el acrodisc de
nylon y se adiciond a un vial de 2 ml.
2.- Se inyecto 3 veces.
3.- Se determin¢ la media del area y tiempo de retencién.
Espectro.
l.- Se tomaron 2 mi de la altima solucidén y se adiciond a una celda de 1.0 cm.
2.- Se determind en la region del ultravioleta-visible, el corte espectral de la muestra de
sangre (blanco).
Las condiciones del espectro son las mismas que para el estandar, los blancos y las
muestras.
Se calculdé en HPLC:
ABCuta= Area bajo la curva de la muestra.
ABCstp = Area bajo la curva del estandar.
Cstp= Concentracion del estandar en mg/ml (0.01 mg/ml).

CmTa= Concentracion de la muestra en mg/ml (0.01 mg/mi).
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*Espectro.

Csrp= Concentracion del estandar en mg/ml (0.01 mg/ml).
Cura= Concentracién de la muestra en mg/ml (0.01 mg/ml).
Astp= Absorbancia del estandar.

Awvta= Absorbancia de la muestra.

4.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se describen estadisticamente. Las variables farmacocinéticas
de las vias de administracién endovenosa e intramuscular se calcularon mediante analisis
compartamental. " Para los datos en la via IV (modelo No. 1)se utilizé6 comoVariable
Independiente al Tiempo y como Variable Dependiente la Concentracién y como
Parametros el Volumen, Dosis ¥ K ejim.
Las Vanables Calculadas fueron Vida media de eliminacion ( K &im ), Area bajo la curva
(AUC), Area bajo la curva momento (AUMC), Tiempo de Residencia, Area bajo la curva
del ultimo tiempo, Area bajo la curva momento del Gltimo tiempo y Tiempo de Residencia
del ultimo tiempo, bajo la ecuacién.

Concentracién (Tiempo)= Dosis ¢ "™ * Tiempo
Volumen

Este modelo permitié calcular la proporcion de eliminacion ( K gim ), y la relacion

Dosis -~ Volumen encontrado después de un numero de mediciones de la concentracion en

el compartimento sobre un periodo de tiempo. (Figura 5)

Para la via de administracion IM se utilizd el modelo No. 5 que utilizé como Variable
Independiente al Tiempo, como Variable Dependiente la Concentracién y los Parametros:
calculados fueron Volumen, Dosis ¥ K absorcién y eliminacion.

Las Variables Calculadas fueron Vida media de eliminacién y absorcion (Kag), Tiempo de
concentracidon maxima, Concentracién maxima, Area bajo la curva {(AUC), Area bajo la
curva momento (AUMC), Tiempo de Residencia, Area bajo la curva del ultimo tiempo,

Area bajo la curva momento del ultimo tiempo y Tiempo de Residencia del ltimo tiempo.
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Ecuacion:
Concentracién (Tiempo)= Dosis * K¢ * Tiempo e**F * Tiempo

Donde Kag = Kap = Keiim

Este modelo permite calcular la proporcion de absorcion y eliminacion , tomando
las dos como igual en este caso ( K s¢ ), y 1a relacion Dosis - Volumen encontrado después
de un numero de mediciones de la concentracion en el compartimento sobre un periodo de
tiempo. (Figura 6)

Los datos obtenidos fueron analizados para detectar diferencias estadisticas se utilizo la
prueba Kruskall-Wallis y Dunn Test ™ debido a la distribucion de los datos ™

Se graficaron los datos obtenidos de concentracidon — ticmpo después de la
aplicacion de la CQMEPCT por las vias intramuscular y endovenosa, se analizaron dichas

curvas con regresion para ver asociacién de variables

encontrandose que la via
endovenosa se ajustd mejor a un modelo cuadratico., donde:
Concentracion = 2.32 -t (0.13) + t* t * 0.00001887 , encontrando una R’= 0.87
(FIGURA 15)

Por su parte la via intramuscular se ajustd a un modelo cibico, con una R?= 0.89,
donde:

Concentracién : 2.54 +0.02 * t + 0.00006113 * t* +0.0000000604 * t * (FIGURA 16)

LL Micromath Scienfitic PK Analyst Statistics Software, Salt Lake City, Utha 1993
M primer of biostatistic, Mc. Graw Hilt, 1992. Version 3.02
N

SAS

23



5- Resultados
5.1 Analisis de CQMEPCT por absorbancia (Uy Visible)

La determinacion de cefalona CQMEPCT en suero total por aborbancia/UV visible
se observa en el (Anexo 2). El analisis de las muestras de suero total por absorbancia es
semicualitativo y cuantitativo, ya que los resultados que presenta la absorbancia
corresponde a todo lo que se absorbe de suero a 279.0 nm y no especificamente
CQMEPCT. El anélisis por absorbancia de la cefalona se encontro en el corte espectral una
absorbancia maxima a 279.0 nm. En el analisis de los precursores se encontro una
absorbancia maxima a 278.33 nm para la enrofloxacina y para el precursor 7-ACA una
absorbancia de 263.0 nm.

5.2 Analisis de la CQMEPCT por HPLC

El andlisis del cromatograma mostrd el pico del estandar de la cefalona CQMEPCT
con un tiempo de retencion de 7. 6 minutos, mientras que los precursores de la molecula
enrofloxacina y 7-ACA, con un -tiempoe de retenciéin de 3.65 y 1.61 minutos
respectivamente (Anexo 3). Para obtener la cuerva de recuperacién de la cefalona
CQMEPCT se obtuvieron las arcas bajo la curva de los picos cromatograficos de las
muestras preparadas con el estdndar en concentraciones que fluctuaron entre el rango
(0.001-30 pg/ml) dentro del limite de sensibilidad de la prueba. Estos valores se refieren en
el Cuadro 8 y la Figura 7. La confiabilidad de la linearidad de la grafica de recuperacién fue
de 97% como se muestra en los vcalores de la regresion en ella. Se estimé un error
intraensayo del 5% y una tasa de recuperacion superior al 97%. En la Figura 8 se presenta
un cromatograma tipico en ¢l que se destaca la prescencia del compuesto en estudio sin
metabolitos a excepcion de un bajo porcentaje de enrofloxacina (menor a 1.3%), que por la
cantidad tan pequeifia pudiera ser efecto de la pureza del producto y no de un metabolismo
en el cerdo; en esta misma figura también se presenta la corrida correspondiente al estandar
y el tiempo de elusion de la muestra problema.

Despues de la administracion IV, IM y Oral se tomaron muestras sanguineas hasta
las 8 horas en 7 porcinos sanos. La correlacion del analisis de las areas bajo la curva que se
muestra en los Cuadros 9-11 con la curva de recuperacion (Figura 7) nos proporciono las
concentraciones séricas de CQMEPCT para el estudio en los Cuadros 12 — 14. En los

cuadros 15 y 16 se presenta la Estadistica Descriptiva de las curvas de concentracion serica
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en tiempo y en las que destaca que no se detectaron diferencias estadisticas significativas
entre los diferentes individuos, cuando se comparé una sola via de administracién. En las
tiguras 9 y 10 se presentan las relaciones individuales para las curvas de concentracion. En
las Figuras 11 y 12 se presentan las DE + y promedio para las mismas. En la Figura 13 y
14 se presentan los valores de la concentracion serica en tiempo de manera comparativa
marcando el area bajo la curva utilizando los valores de AUC y se calculd la
biodisponibilidad de CQ de la via IM (79.3%)(Cuadro 18) y una nula biodisponibilidad por
la via oral.

Los datos de las concentraciones sericas en el tiempo, se procesaron utilizando el programa
de computo Micromath Scientific PK Analyst“ se utilizaron varios modelos
compartamentales y los que dieron una confiabilidad al 95% en todos los casos fueron el
No. 1 porla via IV y el No.5 para la via IM (Figura 5 — 6), para la via oral no se obtuvieron
resultados pues no se encontré farmaco en el suero debido a la hidrélisis que sufrio en el
estormago por no haberse protegido las capsulas de administracion con capa entérica
{Anexo 4). En los Cuadros 17 —19 se presentan los datos estadisticos y de la confiabilidad
de la prueba. Se detectaron diferencias estadisticas significativas en las variables
farmacocinéticas de AUC, Concentraciéon plasmatica maxima y tiempo de estancia, al

comparar los resultados obtenidos después de la administracion IV e IM.
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6- Discusion
El uso indiscriminado de la antibioterapia para el control o eliminacién de las
enfermedades ha propiciado el desarrollo de fendmenos de resistencia bacteriana hacia

estos medicamentos % 1% 33 3

, lo que reduce o anula su eficacia convirtiendo las
infecciones curables en severas que a menudo ponen en riesgo la integridad del hato o
incluso pueden causar la muerte de la mayoria de los animales. Esta situacion ha obligado a
la industria farmacéutica a desarrollar nuevos medicamentos o a combinarlos para que al
menos tedricamente puedan controlar a estos microorganismos.

Es dificil citar moléculas antibacterianas disefiadas en el pais, por lo que es posible
especular que la escasa o nula produccion de ideas en este campo se deba entre otras cosas,
a que esta tarea requiere una investigacion millonaria ya que una vez encontrada una
molecula prospecto, viene el desarrollo farmacéutico ( no menos caro) y de 6 a 10 afios de
investigacion a veces bien calificada y de muy alto riesgo para lograr la sintesis y
caracterizacion de una sustancia con potencial, en seguida se deben realizar estudios de
farmacocinética en todas las especies en las que se pretenda usar el antimicrobiano y
conjuntamente se experimentan los requisitos basicos de eficacia, calidad farmaceéutica,
inocuidad para los animales y para el medio ambiente, definiendo la peligrosidad y
persistencia de residuos. El apego a estos requisitos en el mundo es cada vez mas estricto
esto puede explicar la poca generacién de nuevos antibacterianos en €l mundo. En este
sentido, los estudios aqui realizados se pueden calificar de Yinicos en nuestro pais y quizé en
paises de habla hispana y considerados como escasos en el mundo.

Es importante hacer énfasis que la cefalona es un farmaco del cual solo se tienen
algunas citas internacionales generadas por investigadores nacionales preferentemente y
citados en la introduccion de este trabajo. Dado que existe una patente internacional que
protege a la molécula y la serie de las cefalonas ©, la comunidad internacional no ha
desarrollado métodos analiticos con los que se pueda comparar la metodologia analitica
utilizada en este trabajo. No obstante el hecho de que la tasa de recuperacion del método

utilizado es de aproximadamente 97 % y el error intraensayo fue calculado no mayor del

@ Under the Patent Cooperation Treaty, P.C.T., W.O., 95-23153
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5> %, brindan al método utilizado una seguridad suficiente de que la extraccion e
identificacién de la cefalona fue exitosa. Es importante, sefialar que el método descrito se
basa en las metodologias mas comunes utilizadas para las cefalosporinas de 3* generacion,
en particular la técnica de ceftiofur o ceftriaxona. > %

Los estudios de farmacocinética que se llevaron a cabo como parte del desarrollo de los
firmacos se realizan habitualmente en animales sanos para evitar las variaciones biologicas
que de por si tienden a ser importantes. ™ 13 20. 21, 43. N obstante en algunos casos se
recomienda la elaboracion de cinéticas comparativas con animales enfermos, este aspecto
se considerd poco probable para las cefalonas en virtud de su similitud con las
cefalosporinas de 3’ generacion, las cuales mantienen una cinética constante tanto en salud
como en enfermedad.*®

En lo que respecta a los resultados obtenidos se encontré que esta cefalona tiene una media
de eliminacién muy rapida y de aplicarse a cerdos resultaria impractico su intervalo de
dosificacién de cuando mucho 6 horas. Aunque este aspecto de la cefalona se puede
resolver haciendo més lento el tiempo de absorcion fenémeno (flip-flop), se reduciria el
valor de Cpmax que en este estudio fue de 2.2 ng/ml. Se acepta que para medicamentos
beta-lactamicos y para fluoroquinolonas (componentes de esta cefalona) es mas importante
tener una Cpmax elevada que una larga estancia. Posiblemente ambos puntos pudieran
conciliarse elevando la dosis. De cualquier manera estos estudios revelan la necesidad de
un mejor disefio farmaceutico especifico para las cefalonas. El comportamiento de este
farmaco es notable dado que en el corto tiempo. que permanece en el organismo logra un
volimen de distribucion mucho muy superior ai de los beta-lactamicos (Vd area 1.69 /kg),
por ejemplo la cefotaxima tiene un Vd muy elevado para ser una cefalosporina alcanzando
0.3 I/kg. »* La ceftriaxona presenta un Vd similar 2 Y las penicilinas tienen un Vd inferior a
estos valores. ® Es posible que la existencia de la fraccion fluoroquinolénica en la molécula
haya contribuido a mejorar la distribucién de la parte beta-lactamica ya que el Vd de las
primeras puede llegar a 2 l/kg o mas.”

Aungque la biodisponibilidad para el preparado fue muy bien aplicado IM, (casi 80%), se
deberan realizar estudios de persistencia de la cefalona en el sitio de aplicacion para

determinar si se puede mejorar la absorcion y si existe o no fijacién en los tejidos. Esto se
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puede lograr con ajustes de pH al vehiculo y quiza incluyendo a parte de la cefalona en
ciclodextrinas. **
Las cefalonas tienen la ventaja de actuar en contra de bacterias G+ y G- casi con igual
potencia, sin embargo, dado el intervalo de dosificacién descrito es posible que resulte mas
conveniente dirigir el uso de este medicamento a otra especie que se pueda manipular mas
tacilmente, quiza al hombre. Como se menciond anteriormente los resultados obtenidos no
indican necesariamente que la cefalona no deba utilizarse en cerdos pero, quiza su nicho
terapéutico se encuentre en otra especie.,

En cuanto a la descripcion de los datos cinéticos obtenidos vale 1a pena destacar que
a la 1.6 hrs. aproximadamente, se presenta un fendémeno que se ha descrito como de
redistribuctén en funcién de la presentacion de un doble pico en las concentraciones
plasmaticas. En los textos de farmacologia y farmacocinética se describe a esta forma de la
concentracion versus tiempo como indicativo de que el firmaco es captado en un
compartimento y después liberado, habitualmente este en el higado. '*2***® Ep particular
en este ensayo la magnitud del segundo pico es apenas perceptible aunque constante en
todos los animales y puede tomarse como indicativa de una débil captura por parte del
higado y por lo tanto una baja tasa de biotransformacion. Se sabe que esta cefalona se
puede recuperar tanto de leche como de orina en forma no biotransformada, activa
microbiolégicamente' En contraste, una regresion lineal de los datos sin considerar el
modelo cinético del programa pk analisis, hace aparecer éste pico con un error del ensayo
de una desviacion poco o nada relevante.
Para resolver si una u otra perspectiva de lo sucedido es corecto se deberan realizar estudios
en los que se haga un sangrado casi constante en tomo al momento problema, y hacer
estudios de confrontacion in vitro del sistema microsomal enzimatico con la cefalona para
detectar el grado de biodisponibilidad del farmaco.
En cuanto a lo que se refiere a la clinica, vale la pena sefialar que la CQMEPCT tiene un
enorme potencial, debido a que se requiere una dosis baja (DE 99% 3 mg/kg), tiene baja
toxicidad, depuracion rapida, bajo indice de residuos en tejidos comestibles, una gran
eficacia y baja presentacion de resistencias incluyendo géneros como Staphylococcus spp,

Proteus spp, Pseudomonas spp y Streptococcus spp, Campylobacter spp, Acinetobacter
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spp, y algunos anacrobios, superior a cefalosporinas y fluoroquinolonas de 3*. Generacion.,
ademas, con CMTI's inferiores a los de dichos farmacos (Cuadro 20).

Como ya se menciond la industria farmacéutica es una actividad intensiva en uso de
conocimientos (ciencia y tecnologia), intensiva en capital, de alto riesgo y elevados
rendimientos, con una gran importancia por su impacto en el sector salud. Por lo tanto, es
mmportante 'y necesario que en México, exista una mayor vinculacion entre las
universidades y la industria farmacéutica para apoyar los estudios de valoracién biologica
de especies de interés economico, dandole a los estudios de bioseguridad la importancia tan
relevante que tiene en otros paises, para la obtencién de nuevos farmacos y medicamentos
y, siendo este el caso de la cefalona CQ-M-EPCT de laboratorios Aranda se debe apoyar y
colocar toda la confianza del sector médico mexicano para seguir con las pruebas en otras
especies para que finalmente, se pueda llegar a la comercializacion del producto, con el fin
de no echar por tierra el esfuerzo del laboratorio y de investigadores nacionales que han
logrado tan importante avance en la industria farmacéutica. Para apoyar esta idea se debe
comentar que en México el mercado de medicamentos del sector publico esta formado
fundamentalmente por productos genéricos y es surtido en su mayoria por laboratorios
nacionales (83% del valor de ventas en 1996). Por su parte, el mercado privado se
caracteriza por consumir medicamentos de marca y de alto valor; se abastece
principalmente por subsidiarias internacionales (81 % del valor de las ventas en 1996) 8
Esta dependencia debe terminar y se debe confiar y consumir los productos que sean

creados y producidos por la industria mexicana.
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Principales Quinolonas ¥ Fluoroquinolonas utilizadas en medicina veterinaria.*

CUADRO 1.

3

FARMACO

ESPECTRO

RESISTENCIA

GENERACION

Acido nalidixico

G-

£E.coll Pseudomonas aeryginosa,
Serratia marcescens

1:!

Acido
pipemidico

G- No se usa en veterinaria

10

Acido oxolinice

Intermedio con predominio de G-

Induce resistencia rdpidamente

10

Flumegquina

E. coli, especies de Sa/mornella, de
Pasteurella, de Pseudomonas, de Shigella,
especies de Haemophilus, Staphylococcus,

especies de Chlamydia, de Ureaphuma
especies de Mycobacterium, y de
Ureaplasma, Proteus, Klebsiella,, Borrelia
anserica, Legionella, Campylobacter,

Mo tiene efecto sobre
micoplasma

zn

Ciprofloxacina

G- especies de Salmonella, £ Coli, Yersinia
enterocolitica (in vifro), especies de
Micoplasma, (in vitro), Haemophilus parasuis
(in vitro), H. paragallinarum Bordetella
bronchiseptica, P. Multocida, Actinobaciflus
pleuropreumoniae,

Cierto grado de resistencia por
algunos Streptococcus

20

Norfloxacina

Especies de chiomidia de Mycobacterium, de
Pseudomonas, especies de Hoemaphilus, de
Streptococcus, de Staphylococeus,
Bordetella bronchiseptica, Micoplasma (in
vitre)

Cierto grado de resistencia por
Streptococcus

Zﬂ

Enrofloxacina

G+, G- Especies de Chiamidia, de
Pseudomonas, especies de Haemophilus, de
Streptococeus (96 %) Mycoplasma
gallisepticum, especies de Mycoplasma,
Salmonella arizona, €. Coli, Campylobacter
coli, € Jejuni, Especies de Ureaplasma, de
Legionella, de Brucella, Rickettsia, Coxiella
burnetti, Plasmodium falciparum

Menor actividad contra
Streptococcus, Nocardia spp y
casi nula para anaerobios

3n

banofloxacina

G- Especies de Chiomidia, Mycoplasma, de
Mycobacterium, £, Coli, Ureaplasma, de
Legionella, de, Rickettsia, Coxiella quinetts,
Plasmodium falciparum, su actividad es
menor contra Streptococeus y Nocardia y
casi nula contra anaerobios.

30

Sarafloxacina

especies de Mycoplasma, Mycobacterium,
Pasteurelia, Hemophilus, Nocardia,
Bordetella, Salmonella

30
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CUADRO 2

Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las fluoroquinolonas de tercera
generacion®

BACTERIA CMI 1g/mi
Escherichia col 0.06
Especies de Klebsiello 0.06
Especies de Salmonelia 0.03
Especies de Proteus 0.25
Serratia marcescens 012
Especies de Citrobacter 0.25
Especies de Yersinia 0.01
Especies de Campylobacter 0.25
Pseudomonas aeruginosa 0.75
Bordetella bronchiseptica 0.50
Moraxella bovis 0.03
Especies de Hemophilus 0.0?2
Pasteurella multocida 0.008
P. haemolytica 0.06
Vibrio parahaemolyticus 0.20
Treponema hyodysenteriae 400
Bacillus cereus 0.25
Especies de Staphylococcus 0.12
Especies de Streptococcus 075
Corynebacterium pyogenes 0.75
Listeria monocytogenes 1.75
Especies de Erysipelothrix 0.06
Especies de Mycoplasma 0.25
Especies de Actinobacillus 0.03
Especies de Bacteroides 1.60
Clostridium perfringens 0.50
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CUADRO 3.

Principales Cefalosporinas utilizadas en medicina y su espectro bacteriano. 43
CLASIFICACION ESPECTRO

1°. Generacigh Son las de mayor actividad contra G+,

Cefadrina casi todas las especies de Corynebacterivm, Streptococcus B-hemoliticos, S, Bovis,
Cefadroxil (cefaloting, cefapirina) y especies de Staphylococeus, como epidermis, aureus,
Cefalexina intermedius (cefalexina, cefadroxil)

Cefaloglicina G- (poca actividad)E. ok, Klebsiells preumoniae, Hemophilus influenzae,
Cefacetrii Haemophilus equigenitalis, Proteus mirabilis, especies de Actinobacillus, Pasteurelia
Cefapirina y Salmonelia
Cefazolina RESISTENCTIA algunas especies de Actinobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Cefalotina Proteus, Pseudomonas, , Corynebacterium
Cefradina muchas bacterias anaerobias son sensibles. Bacteroides fragilis, Rhodococcys equi,

Cefaloridina Streprococcus. Faecalis, S. Faecium, algunas especies de Staphylococeus, de

Serratig,

2°. Generacién

Igual o menor eficacia que las de la. Generacién contra 6+

Cefaclor como Staphylococcus, epidermis, y S. aureus,
Cefamaniol Mas eficaces que las de las de la generacidn contra G-, £,cofi, especies de
Cefonicid Bacteroides fragilis (cefoxiting, cefotetan),
Ceforanida Especies de Enterococcus y Pseudemonas son resistentes
Cefoxitina El uso de estos antibidticos se reserva para infecciones resistentes a las
Cefuroxima cefalosporinas de Is 1°, Generacidn,
Cefmetazo!
Cefotetdn
Cefprozi

3°. Generacién
Cefmonoxima
Cefoperazona
Cefotaxima
Cefsulodina
Ceftazidima
Ceftizoxima
Ceftriaxona
Cefxima
Cefpodoxima

Son las mds eficaces contra G- resistentes y menos eficaces contra G+
Son las mds eficaces contra Pseudomonas aeruginosa
Cefsulodina tiene espectro reducido

Nueva generacién
Ceftiofur

Es de mayor espectro contra G+ Sfreptococcusy tiene menor actividad contra
Pseudomonas que otras de 3°. Generacidn, es activa contra cepas preductoras de 8-
lactamasas y anaerobios como Fusobacterium necrophorum, bactercides

" melaninogenicus.

4% Generacién
Cefepima
Cefquinoma

Accién contra G+ y G- como especies de Pasteurelia, de Salmonelia, de
Streptococcus, Corynebacterium, Hemophilus, Actinomyces pyogenes, Bacillus,
klebsiella, Enterobacter, Froteus, Citrobacter, Clostridium, Pseudomonas aeruginosa
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CUADRO 4.

Concentracion Minima Inhibitoria ( pg / ml ) de la cefalona requerida para el control

. . 27
de algunas especies bacterianas.

BACTERIA CMI{(pg/ml)
Salmonella enteritidis $SATCCO56 0.031
Staphylococcus aureus ATCC-6538-P 0,063
Escherichia coli ATCC-10536 8.063
Streptococcus faecalis ATCC-1079] 0.5
Pseudomonas aeruginosa ATCC-25619 0.5

Espectro antimicrobiano que cubre la nueva molécula cefalona. ?

CUADRO 5.

)

Gram negativos Bacterias asociadas con | Cocos Gram positivos Pseudomonaceas Otras
gastroenteritis
Citrobacter sp Aeromonas hidrophila Enterococcus faecelis P. aeuroginosa Alcalignes sp
C. diversus Campylobacter fetus E. faecium P, cepacia Flavobacterium sp
C. freusdii Sub jejuni Staphylococcus sp P. fluorescens Pasteurella multocida
Edwardsiella tarda Escherichia coli & coagulasa negativos Micoplasma spp
Escherichia coli enterotoxigénica S. aureus
Enterobacter sp E. hermanii 8. aureus meticilino

E. aerogenes
E. agglomerans
E. cloacae
Hafnia sp
Klebsiella sp
K. oxytoca
K. pneumoniae
Morganella morganii
FProteus sp (indol

positivos)

Plesiomonas shigellpides
Salmonelia sp
& vyphi
8. enteritidis
Yersinia enterocolitica
Shigella sp
. boydii
S. dysenteriae
8. flexneri

S. sonnei

resistente
8. aureus meticilino
sensible
8. epidermidis
&. saprophyticus
Streptococcus grupos B,
DyG

S. viridans
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CUADRO 6

Caracteristicas de los porcinos tratados con la cefalona CQMEPCT en desis de 10 mg/kg administrado
por tres vias de administracion (intramuscular, endovenoso y oral),

IDENTIFICACION { EDAD (MESES) RAZA SEXO PESO (Kg)

1 4 CY M 40

2 4 CY M 36

3 4 CY H 34

4 2 CY M 24

3 2 CYy M 20

6 2 CY M 20

7 2 CD M 19

CY — cruza York-Shire cD - cruza Durok H — hembra M —macho

CUADRO 7

Muestreos sanguineos realizados en las 3 fases que duré el tratamiento de los porcinos
Tratados con cefalosporina CQMEPCT en dosis de 10 mg/kg.

TIEMPO (minutos) MUESTRA FASE 1 (administracién intramuscular)
0 X (antes de la administracién del producto)
10 A

45 B

90 C

180 D

360 E

TIEMPO {minutos) MUESTRA FASE | (administracion oral)
0 X (antes de la administracién del producto)
20 A

45 B

60 C

75 D

50 E

180 F

360 G

TIEMPO (minutos) MUESTRA FASE | {administracién endovenosa)
0 X (antes de la administracién del producto)
15 A

30 B

45 C

60 D

75 E

90 F

120 G
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CUADRO 8

Concentraciones de CQMEPCT en pg/ml de la curva de calibracién en suero de cerdo,
asi como sus dreas bajo Ia curva

Concentracién en pg/ml

Area bajo la curva

0.001 0.000133
0.01 0.000159

i 0.000975

5 0.001231

10 0.003622

13 0.004223

15 0.006361

20 0.008641

30 0.009891

CUADRO 9

Area bajo la curva de las muestras de suero de los cerdos tratados con cefalona CQMEPCT en dosis de 10
mg/ke administrado por via IM obtenidas por HPLC

TIEMPO (hrs) | porcino | porcino 2} - porcino 3 orcino4 | porcino S | porcing 6 | porcing 7
0.16 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.3 5.9004 5.3640 6.5560 4.7084 4.7680 10.1320 8.3440
0.5 13.1120 £.9400 10.7280 11.3240 7.7480 11.3240 12.8736
0.75 18.4760 14.6020 11.8604 17.2840 17.3436 16.0920 13.7676
1.5 6.4964 6.9136 8.3440 7.1520 £.5560 7.7480 5.9600
3 3.5164 2.9800 2.9800 3.9336 3.5164 4.8276 4.1720
6 0.2980 0.1192 0.1788 0.2980 0.2980 0.3576 0.3934
3 0.0179, 0.0060 0.0298 0.0238 0.0119 0.0179 0.0119
CUADRO 10

Area bajo la curva de las muestras de suero de los cerdos tratados con cefalona CQMEPCT en dosis de 10
mg/kg administrado por via IV obtenidas por HPLC

TIEMPOQ (hrs) | porcino ! porcino 2 porcino 3 porcino 4 porcino § porcino 6 | porcino 7

0.25 43.5080 32.6608 32.2436 35.7540 42.4352 40.5280 25,2040
0.5 29.2040 18.8336 29.8000 17.9396 24.4956 21.4560 24.4360
(.75 11,1452 11.8008 10.9068 12.5756 13.4696 11.2048)  11.8604
! 11.3240 10.7280 9.4764 9.4764 13.2908 12.6948 11.2644
1.25 6.9136 6.8182 7.1520 6.7348 6.5560 7.1520 6.8540
t.5 14.8404 15.5556 15.4960 9.4764 14.7808 16.0920 14.9000
2 4.1720 4.1124 5.2448 5.3640 4.1720 4.7680 3.7548

4 0.2980 0.3218 0.3695 0.3755 0.3576 0.2920 0.4291

8 0.017% 0.0238 0.0298 0.0179 0.0179 0.0238 0.0238

CUADRO 11

Area bajo la curva de las muestras de suero de los cerdos tratados con cefalona CQMEPCT en dosis de 10

m

/kg administrado por via Oral obtenidas por HPLC

TIEMPO (hrs)

porcino |

porcino 2

porcing 3

porcino 4

porcino §

porcino 6

porcino 7

0.33

4.1124

3.4568

6.2580

2.7416

5.9600

10.0724

3.0396

0.75

l

1.25

1.5

3

6

8
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CUADRO 12

Concentracién en pg/ml de una cefalona (CQMEPCT) en dosis de 10 mg/kg aplicada por
via IM en cerdos sanos obtenido a traves de HPLC en suero.

TIEMPOQ (hrs) | porcino | porcino 2 porcino 3 | porcino4 | porcino5 | porcino 6 | porcino 7

0.16 0 0 0 0 0 0 0

0.3 0.99 09 1.1 0.79 0.8 1.7 1.4

0.5 2.2 L5 1.8 1.9 1.3 1.9 2.16

0.75 3.1 2.45 1.99 2.9 2.91 2.7 2.31

1.5 1.09 1.16 14 1.2 1.1 1.3 1

3 0.59 0.5 0.5 0.66 0.59 0.81 0.7

6 0.03 0.02 0.03 0.05 0.05 0.06 0.066

8 0.003 0.001 0.005 0.004 0.002 0.003 0.002

CUADRO 13

Concentracién en ug/ml de una cefalona (CQMEPCT) en dosis de 10 mg/kg aplicada por
via IV en cerdos sanos obtenido a traves de HPLC en suero.

TIEMPO (hrs) | porcino i porcing 2 porcino 3 | porcino4 | porcino 5 porcino 6 | porcine 7

0.25 7.3 5.48 3 5.999 7.12 6.8 4.9
0.5 4.9 3.16 5.41 3.01 4.11 3.6 4.1
0.75 1.87 1.98 1.83 2.11 2.26 1.88 1.59
1 1.9 1.8 1.59 1.59 223 2.13 1.89
1.25 1.16 1.144 1.2 1.13 1.1 1.2 1.15
15 2.49 2.61 2.6 1.59 2.48 2.7 2.5

2 0.7 0.69 0.88 0.9 0.7 0.8 0.63

4 0.05 0.054 0.062 0.063 0.06 0.049 0.072

8 0.003 0.004 0.005 0.003 0.003 0.004 0.004

CUADRO 14

Concentracion en pg/ml de una cefalona (CQMEPCT) en dosis de 10 mg/kg aplicada por
via oral en cerdos sanos obtenido a traves de HPLC en suero.

TIEMPO (hrs) | porcino 1 porcino 2 porcino 3 porcino 4 porcino 3 porcino & | porcing 7
0.33 0.69 0.58 1.05 0.46 i 1.69 0.51
0.75] enrot+taca | enrot+taca | enrottaca | enro+taca | enrottaca | enro+taca | enrottaca
1| enrottaca enro+taca enro+taca enro+taca enro+taca enro+taca enrot+taca
1.25
1.5
3
6
8
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CUADRO 15

Valores centrales y su diferenciacién de la concentracién en pg/ml obtenidos a traves de HPLC

de una cefalona (COMEPCT)en dosis de 10 mg/kg aplicada por via IM a cerdos sanos.

TIEMPO (hrs) | MEDIA | MEDIANA DE +/-

0.16 0.000 0 0.000

0.3 1.097 (.99 0.339

0.5 1.823 1.9 0.328

0.75 2.623 2.7 0.392

1.5 1.179 1.16 0.136

3 0.621 0.59 0.112

6 0.047 0.05 0.016

g 0.003 0.003 0.001

CUADRO 16

Valores centrales y su diferenciacion de la concentracién en pg/ml obtenidos a traves de HPLC
de una cefalona (COMEPCT)en dosis de 10 mg/kg aplicada por via IV a cerdos sanos,

TIEMPO (hrs) | MEDIA | MEDIANA DE+/-
0.25 6.144 5.999 0.937

0.5 3.983 4.1 0.783

0.75 1.989 1.98 0.152

1 1.876 1.89 0.245

1.25 1.155 1.15 0.036

1.5 2.424 25 0.377

2 0.757 0.7 0.104

4 0.059 0.06 0.008

8 0.004 0.004 0.001
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CUADRO 17

ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES FARMACOCINETICAS DE CQMEPCT
ADMINISTRADO IV EN DOSIS DE 10 mg/kg EN CERDOS SANOS

VARIABLES X +EE mediana rango
Vida 1/2 de eliminacién ( h ) 0.51 0.08 0.55 (0.36-0.93)
Concentracién mixima (pug /L) * 7.96 0.77 7.80 (7.69-12)
Area bajo la curva (AUC) (mg . h /L) * 5.92 0.80 6.05 {5.34-10.3)
Area bajo la curva momento (AUCM) (mg . h/L) 4.44 0.64 4.25 (3.3-866)
Tiempo de estancia (h) * 0.74 0.10 0.75 (0.56-1.3)
AUC trapezoidal del ultimo T (mg . h /L) 5.88 0.63 5.80 {57-9.9)
AUC del iltimo T (mg . h/ L) 5.92 0.68 5.91 (5.34-9.5)
AUCM del tiltimo T {mg . h/ L) 4.40 0.46 4.33 (4.09-6.9)
Tiempo de estancia del dltimo T ( h ) 0.74 0.06 0.75 (0.74-1.1)
AUC trapezoidal del jltimo T (mg . h/L) 5.92 0.70 5.84 (5.79-9.9)
Vd (4rea) (L / Kg) 1.69 0.72 1.32 (1.22-1.72)
Volumen de distribucién del estado estable Vdss (L./ Kg) 1.01 0.69 1.24 - (1.01-1.28)
Depuracion sistémica Cls ( ml/min‘kg 1.34 0.70 1.84 (1.14-1.69)
L)

MicroMath PkAnalyst Statistic Report, (modelo #1)

CUADRO 18

ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES FARMACOQCINETICAS DE CQMEPCT
ADMINISTRADO IM EN DOSIS DE 10 mg/kg EN CERDOS SANOS

VARIABLES X +EE mediana  rango
Vida 1/2 de eliminacién v absorcién ( h) 0.59 0.06 0.53 {042-0.85)
Tiempo maximo (hrs) 0.85 0.07 0.77 (0.6-1.2)
Concentracion maxima (pg/ml ) * 2.02 0.18 2.10 (1.09-2.53)
Area bajo la curva (AUC) (mg.h/L)* 4.70 0.33 4.76 (2.9-542)
Area bajo la curva momento (AUCM) (mg . h/L) 8.09 0.46 8.14 (6.19-9.79)
Tiempo de estancia{ h ) * 1.71 0.15 1.54 (1.21-23)
AUC trapezoidal del dltimo T (mg . h/ L) 4.89 0.58 4.26 (3.02-79)
AUC del dltimo T {mg . h /L) 4.71 0.28 4.76 {36-54)
AUCM del iltimo T (mg.h/L) 8.06 0.62 8.34 {6.01-10.01)
Tiempo de estancia del altimo T ( h) 1.71 0.14 1.54 {1.21-21)
AUC trapezoidal del dltimo T (mg . h/L) 4.89 0.45 4.80 (4.01-58)
Biodisponibilidad del farmaco 793 0.45 80.3 {77.4-83.8)

(L)
MicroMath PkAnalyst Statistic Report, (modelo #5)

CUADRO 19
Confiabilidad de los modelos utilizados en MicroMath Pk Analyst ()
| A% M

pka analisis (L) modelo 1 modelo 5
+DE 0.7 0.55
R cuadrada 0.95 0.95
Analisis residual 0.1 -0.32
Kurtosis ' 191 003
Sesgo -2.81 0.03

* Diferencia estadistica significativa (P < 0.05)
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CUADRO 21

Concentracién en pg/ml de una cefalona (CQMEPCT) en dosis de 10 mg/kg aplicada por via IM en cerdos sanos obtenido a
travez de UV-vis en suero,

TTEMPO (hrs)| porcino | | porcino 2 | porcino 3 porcino4 | porcino 5 | porcino 6 | porcino 7 [MEDIA EE[+/]
0.16 0 0 0 0 0 0 0 0 0.000
0.3 2.7 2.6 3.9 2.6 2.7 3.2 5 3.243 0.340
0.5 7.4 5.43 5.86 6.1 5.1 6.45 7.17 6.216 0.280
0.75 10.61 8.44 8.45 9.87 5.87 8.5 8.44 9.169 0.350
1.5 5 4.1 5.17 4.6 3.97 5.22 3.1 1.451 0.290
3 2.1 1.36 2 2.18 1.12 2.66 2.4 1.974 0.210
6 (.9 0.3 0.5 0.81 0.82 0.86 0.88 0.724 0.090
_ 8 0.24 0.2 0.3 0.33 0.2 0.22 0.22 0.244 0.020
, CUADRO 22

Concentracién en pg/ml de una cefalona (CQMEPCT) en dosis de 10 mg/kg aplicada por via IV en cerdos sanos obtenido a
travez de UV-vis en suero.

TIEMPO (hrs)| porcino ! | porcine 2 | porcine 3 porcino 4 porcino 5 | porcino 6 | porcino 7 |MEDIA EE[+/-)
0.25 20.1 “18.54 18.89 19.42 20.1 20 18.6 19.379 0.270
0.5 16.2 16.5 17.62 15.46 15 15.68 15.2 15.951 0.340
0.75 8.23 8.46 8.21 8.85 10.12 8.26 8.45 8.654 0.260
1 6.34 6.25 5.4 6.1 8 7.99 6.35 6.633 0.370
1.25 5.1 4 4.52 4 4.3 4.33 38 4.293 0.160
1.5 7.12 8.33 8.84 6.15 8.15 7.8 8.23 7.803 0.340
2 2.25 2.1 2.88 2.44 2.66 2.27 2,17 2.396 0.110
) 4 0.4 0.41 0.43 0.49 0.4 0.43 0.5 0.437 0.020
8 0.2 0.21 0.2 0.22 0.21 0.2 0.22] 0.209 0.000
CUADRO 23

| Concentracidon en pg/ml de una cefafona (CQMEPCT) en dosis de 10 mg/kg aplicada por via oral en cerdos sanos obtenido a '
travez de UV-vis en suero.

TIEMPO (hrs)

porcing 1

porcino 2

porcino 3

porcino 4

porcing 5

porcino 6

porcino 7

MEDIA

EE[+/-]

0.33

2.21

1.98

3.11

2.01

2.99

3.59

1.91

2.543

0.250

0.75

1

1.25

1.5

3

6

3
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Cuadro 20

Concentraciones Minimas Inhibitorias (ug/ml) de la cefalona, fluoroquinolonas y

cefalosporinas de 3  generacién.?’

f_ BACTERIA CEFALO | FLUQROQUI | ENRQOFLO | NORFLOXA | CIPROFLO | CEFOTAXI | CEFOPER
NA NOLONA 3 XACINA CINA XACINA MA AZONA
Generacion,
Salmonella enteritidis 65ATCC056 0.031 0.03 0.063 0.25 0.25 L0 4.0
Staphylococeus aureus ATCC-6538-P 0.063 0.12 2.0 0.5 0.25 1.0 0.5
Escherichia coli ATCC-10536 0.063 0.06 .5 0.25 0.063 1.0 4.0
Streptococcus faecalis ATCC-10797 0.5 0.75 1.0 20 1.0 20 2.0
Pseudomonas aeruginosa ATCC-25619 0.5 0.75 0.5 1.0 1.0 2.0 40
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VALOR DE VENTAS DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS EN MEXICO
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Figura 1. Costo de fabricacién y de ventas de los productos farmaceiticos en México

de 1994 a 1999 15



2,000,000

VALOR DELOS PRODUCTOS FARMACEUTICOS VETERINAFIOS EN MEXICO
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Figura 2. Vohimen producido y el costo de los Productos farmaceiiticos veterinarios
en México a partir de 1994 hasta el afio de 1999. >
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FIGURA 5. Modeclo compartamental No. 1 utilizado en las concentraciones séricas a
partir de la via de administracion TV

Ke |
— 1

I—

FIGURA 6. Modelo compartamental No. 5 utilizado en las concentraciones séricas a
partir de la via de administracién M
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FIGURA 11 Concentraciéon promedio en pug/ml de la cefalona CQMEPCT en dosis
de 10 mg/kg inoculada por via IM mostrando la £DE.
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FIGURA 12 Concentracién promedio en pg/ml de la cefalona CQMEPCT en dosis
de 10 mg/kg inoculada por via IV mostrando la +DE.
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FIGURA 13 Concentracion promedio en pg/ml de la cefalona CQMEPCT en dosis
de 10 mg/kg inoculada por via IM marcando el drea bajo la curva.
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FIGURA 14 Concentracién promedio en pg/ml de la cefalona CQMEPCT en dosis
de 10 mg/kg inoculada por via IV marcando el drea bajo la curva.



GRAFICO DE LA REGRESION EN LA VIA

ENDCVENOSA
2.500 :

2.000 }% i

—
]

— - . — - PR I
— L \G%ﬁm

1.000 -
I

0.500 A——  ——

Concantracién de CQMEPCT

4.000 -

TIEMPO (horas)

Figura 15. Grifico de la Regresién por ecuacion cuadritica (R’ 0.87)después de la
aplicacién endovenosa de CQMEPCT en dosis de 10 mg/kg.
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Figura 16. Grafico de 1a Regresién por ecuacién ciibica (R 9.89)después de la aplicacién
intramuscular de CQMEPCT en dosis de 10 mg/kg.
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FIGURA 17.Concentracion promedio en pg/mi de la cefalona CQMEPCT obtenido
del anilisis UV-vis en dosis de 10 mg/kg inoculada por via IM mostrando el + EE.
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FIGURA 18.Concentracion promedio en pg/ml de la cefalona CQMEPCT obtenido
del analisis UV-vis en dosis de 10 mg/kg inoculada por via IV mostrando el + EE.
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ESPECTRO ENCONTRADO EN UV-VISIBLE DE LA MOLECULA DE LA CEFALONA
CQMEPCT Y SUS PRECURSORES EN SUERO DE CERDO SANO, POR MEDIO DE HPLC.
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REGISTRO DE CQMEPCT OBTENIDO POR HPLC EN SUERO DE CERDO SANO
ADMINISTRADO EN DOSIS DE 10 mg/kg. POR VIA INTRAMUSCULAR.,

60



Anexo 4

tid 1 &0 e ¥a

1%
. ]
D
3

.

r
-
[
e i
Ly Wi B S
R
P
oTan
e e ~ L e ¥ ard [ r LR A A
- S L. A Wkt i % e ke
It
nr = Txim T R tTmTi [a¥ataiz iy
HAN 11T T i P HE RN ah
I e T ] xR e Ful B S o Tl el
PR PR NS R .l VN o W g
e N [ I P B Niad IR t M LR } t v ar
L - A “a T o - - e oda & e .
Ryl LR ek ) e alel SO ARG
P S -l e b e o - RN R L2
Tt wrBole B I e | N o T oaSAarar
- e [ R R . e - e e
s it a R Wy led ok u N
O L S, S S R RS

CacsTAnLt Aanar. oo

R T - e
- v W w e T e -

REGISTRO DE CQMEPCT OBTENIDO POR HPLC EN SUERO DE CERDO SANO
ADMINISTRADO EN DOSIS DE 10 mg/kg. POR VIA ORAL,
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