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RESUMEN

DESARROLLO DE UNA TECNICA PARA HPLC PARA LA DETECCION DE
DECOQUINATO EN LECHE DE VACAS MEDICADAS CRONICAMENTE Y
FARMACOCINETICA DEL DECOQUINATO VIA ORAL EN BOVINOS.

MVZ. Julian Quintero de Leonardo, MVVZ PhD Héctor Salvador Sumano Lopez, MVZ
MSc René Rosiles Martinez, Dra. Norma Gonzéles Monzon.

El propdsito de este estudio fue determinar la farmacocinética del decoquinato en suero
sanguineo el dia 1 y al dia 21 después de la administracion diaria del farmaco a dosis de
10 mg/kg de peso corporal (pc)/dia en 10 vacas Holsein-Friesian. Asimismo se
determind la residualidad de decoquinato en leche de vacas medicadas a tres distintas
dosis; 2.5 mg/kg pc/dia, 5 mg/kg pc/dia 'y 10 mg/kg pc/dia durante 21 dias consecutivos.
Las muestras, tanto de leche como de suero fueron analizadas por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC). El proceso de extraccion se desarroll6 con base en
métodos previos validados en este ensayo y se obtuvo una recuperacion de 92% y 97%
para leche y suero respectivamente y con un error intra ensayo < 2. La farmacocinética
indica que el pequefas cantidades de decoquinato son encontradas en suero sanguineo
después de su administracion oral a dosis de 10 mg/kg pc (T%ab = 1.48 h) alcanzando
su maxima concentracion en suero de 0.94 pug/mL, 2.33 horas después de la medicacion,
con un area bajo la curva de concentracion vs tiempo de 6.0 pg/mL/h. La eliminacién
puede ser muy rapida con una vida media en suero de 1.61 h. No fue posible detectar
decoquinato en suero sanguineo después de 7 horas posteriores a la medicacion. Los
valores de la farmacocinética obtenidos el dia 1 con respecto a los logrados el dia 21
fueron estadisticamente indistinguibles en todas sus variables (p<0.001) lo que indica
poca o nula tendencia a acumularse. Las concentraciones de decoquinato en leche
siempre estuvieron por debajo de los niveles maximos permitidos por la EMEA, por las
autoridades sanitarias canadienses y por la FDA para musculo y visceras (500 pg/kg y
1-2 ppm respectivamente). Dado su uso empirico como promotor de la produccion
lactea, estos resultados demuestran que el decoquinato puede representar una alternativa
para mejorar la salud de los hatos ganaderos y de esta manera promover un aumento en

la produccion lactea sin representar aparentemente un riesgo para la salud publica.

Palabras clave: Decoquinato, HPLC, Farmacocinética, residuos, leche y vaca



ABSTRACT

HPLC TECHNIQUE DEVELOPMENT FOR DECOQUINATE MILK DETECTION
AFTER ORAL ADMINISTRATION AND ORAL PHARMAKOKINETICS IN
MILKING COWS

MVZ Julian Quintero de Leonardo, MVVZ PhD. Hector Sumano Lopez, MVZ MSc Rene
Rosiles Martinez, Dra. Norma Gonzales Monzén.

The aim of this study was to investigate blood serum decoquinate concentration on days
1 and 21 after daily oral administration of the drug at a rate of 10 mg/kg/day in ten
Holstein-Friesian healthy milking cows and to define residue profiles of decoquinate in
milk after daily oral medication at 2.5 mg/kg, 5 mg/kg and 10 mg/kg during 21 days, in
ten cows per group. Milk samples were analyzed weekly for decoquinate by high
performance liquid chromatography (HPLC). The extraction process was developed
based in previous methods validated in this work. Recovery achieved ranged from 92 to
97% with intra-assay error < 2. Pharmacokinetics (PK) indicate that small quantities of
the drug are obtained in blood serum after oral administration of 10 mg/kg with an
absorption half life of 1.48 h, a maximum serum concentration of 0.94 pg/mL at 2.33
hours after medication and reaching an area under the curve of concentration vs time of
6.0 pg/mL/h. Elimination from serum appeared to be fast with a half-live of 1.61 h. No
decoquinate was found in blood serum 7 h after medication. Oral pharmacokinetic
variables obtained on day 1 were not statistically different from those obtained on day
21 in all of variables (p<0.001). Decoquinate concentrations in milk were below the
EMEA and FDA accepted maximum residue level (500 pg/kg in viscera and muscle),
reaching maximum values on day 7 with the 10 mg/kg dose. Considering the extra-
labeled use of this drug as enhancer of milk production, these results may encourage

productivity trials of decoquinate in cows with no risk to human health.

Key words: decoquinate, pharmacokinetics, HPLC, residues, milk, cows.



1.- INTRODUCCION.

Desde la aparicion de los antibidticos distintas técnicas analiticas se han utilizado con el fin
de describir las variables farmacoldgicas y asi determinar el comportamiento de residuos de
farmoquimicos. En un principio, estas variables eran exploradas por métodos
microbioldgicos; sin embargo, estos métodos carecen de la sensibilidad y especificidad
requeridas. Desde hace décadas, las técnicas cromatograficas han ido evolucionando desde
la cromatografia de capa fina hasta la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por
sus siglas en ingles Hghi Performance Liquid Chromatography). En la actualidad se cuenta
con una amplia gama de detectores, desde el UV hasta el detector de masas. Donde la
técnica de HPLC ha sido una herramienta fundamental en la descripcion de los procesos

, . . 1
farmacoldgicos y de residuos

En la actualidad se tiene como requisito la descripcion de la farmacocinética de todo

principio activo que se incorpora al quehacer veterinario.

La farmacocinética fue descrita por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a principio
de los afios 70s como el estudio de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de los
farmacos, sin embargo, hoy en dia seria mas acertado hablar de la farmacocinética como el
destino y proceso completo que ocurre a los farmacos dentro de un organismo vivo®. En el
cuadro 1 se resumen los objetivos principales que persigue la farmacocinética de manera
general.

Cuadro 1. Objetivos de farmacocinética. Dominguez-Hil Hurlé.

Tabla 1
Objetivos de la farmacocinética

* Desarrollar nuevos medicamentos

= Seleccionar la via de administracion

« Disenar la formulacién farmacéutica

» Conocer la capacidad de acceso a érganos y tejidos

= Establecer las vias metabdlicas

« Caracterizar los procesos de eliminacion

» Disenar los regimenes de dosificacion

= Establecer relaciones con la respuesta

» Mejorar el resultado de los tratamientos farmacologicos




Para llevar a cabo un adecuado control de la cantidad de residuos farmacoquimicos en
alimentos de origen animal, las autoridades sanitarias como la EMEA (European Agency
for the Evaluation of Medical Products) y la FDA (Food and Drug Administration) han
desarrollado un esquema de residuos maximos permitidos (MRL por sus siglas en ingles
Maximum Residue Level) para cada farmaco en especifico. Los MRL’s son determinados
segin los niveles de tolerancia del farmaco, concentracion activa, tendencias de
acumulacion, toxicidad y genotoxicidad entre otras variables. Sin embargo, atin hoy en dia
no existen leyes internacionales que rijan de manera universal los estdndares de calidad de
todo farmaco. Un ejemplo de esto es la prohibicion total de residuos de sulfonamidas en

Japon, mientras que la Comunidad Europea permite 0.1 ppm’

1.1 Descripcion de cromatografia liquida de alta resolucién. (HPLC por sus siglas en

inglés).

Los métodos cromatograficos son procesos de separacion que se realizan con base en las
caracteristicas fisicoquimicas de las distintas moléculas. El principio de la técnica de HPLC
es la separacion, esto se logra cuando un soluto organico o inorganico se reparte entre una
fase movil liquida y un liquido organico adsorbido o enlazado. Al entrar las dos fases en
contacto, la mezcla de la muestra con la fase movil produce una serie de interacciones que
llamaremos particiones que se repiten mientras ambas fases se ponen en contacto, dichas
interacciones o particiones definen el tiempo de flujo de la muestra, asi los componentes
separados emergen en el orden creciente de interaccion con la fase estacionaria. El
componente menos retenido es el primero en aparecer mientras que el mas fuertemente
retenido es el ultimo.

Por otra parte, por fase inversa se entiende a una fase estacionaria no polar y una fase movil
polar, mientras que la fase normal consiste de una fase movil no polar y una estacionaria

polar.

1.2- Panorama actual.

La actividad lechera en M¢éxico representa la segunda en importancia en el subsector

ganadero con 22.8% del valor de la produccién y es una de las principales fuentes de



suministro de proteina animal dentro del pais. De acuerdo con Mujica y Moura (2003) el
consumo per capita de leche en el pais entre los afios 1980 y 1985 fue de 77 kg contra de
aproximadamente de 115-120 kg que se consumen hoy en dia. Aln asi esta cifra es inferior
a los 188 kilogramos recomendados por la FAO®. La SAGARPA estima en sus informes
anuales que la produccion lactea del pais fluctiia entre 7000 y 10 000 millones de litros por
afio entre 1995 y 2004 respectivamente mientras que el consumo por habitante anual
flucta entre 70 litros para el afio 1990 y 110 litros para el ano 2004 (en las figuras 1 — 3
se presentan estos datos de manera resumida). Aunado a la necesidad de mejorar la
produccion de leche en México se ha tenido un descenso constante anual. Adicionalmente
desde 1992 en el precio relativo de la leche, si se le relaciona con el precio del dolar; por
ejemplo: el precio de la leche tubo un retroceso del 1.9% en el 2002. En contraste a la
situacion en México, en paises desarrollados como los integrantes de la Comunidad

Europea el consumo de leche per capita anual es de 320 kg.

Figura 1.-Millones de litros de leche producidas por estado en el 2005.
WWWw.sagrapa.gob.mx
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* http://www.uc.cl/agronomia/2 _alumnos/ProyectosTitulos/pdf/AMoura-CMujica.pdf (consultado febrero
2007).




Figura 2.-Millones de Litros producidos por afio. 1995-2004
www.sagrapa.gob.mx
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Figura 3.- Millones de litros per capita 1990 - 2004.
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Ante este panorama, es entendible que en el area de veterinaria una linea de investigacion
importante es el desarrollo de estrategias para incrementar la produccion lactea,
encontrandose entre estas la aplicacion de farmacos que contemplen distintos mecanismos

de induccion. Por ejemplo, la intervencion directa de los mismos en el metabolismo del



animal podria lograr dicho proposito; se sabe que al modificar la fermentacion ruminal se
pueden elevar las cantidades de acido propidnico, al mismo tiempo que se reduce la
deaminacion de aminoacidos (AA) en el intestino, aunado a esto es posible reducir la
.y ;. e . . o 5
produccion de acido lactico, con lo que se mejora el aprovechamiento energético’. Otro
enfoque evidente es la reduccion de agentes patdgenos que, de una u otra forma, merman la

salud y con ello, la produccion lactea.

Ruiz (2001) menciona que la pérdida de energia en el ganado vacuno sano es de hasta el
50% de la proteina ingerida y que el nitrogeno es eliminado como urea urinaria. Destaca
que la falta de aprovechamiento puede verse como objetivo, y buscar asi un aumento en la
utilizacion de energia y en la fijacion de nitrogeno, hecho que puede ser modificado con el

uso de algunos farmacos.

Al respecto, cabe mencionar que en el caso de las aves se cuenta desde hace varias décadas
con las quinolonas como coccidiostatos en aves; tal es el caso del buquinolate’; y el
decoquinato. Las cuales a nivel de campo han sido administrado también como premezcla
en campo, particularmente el decoquinato en rumiantes en lactacion y se ha estipulado que
su administracion a dosis de 2.5 mg/kg de alimento da lugar a una mejora en la salud de los
animales y por consiguiente en una mejora en la producciéon de leche. No obstante, la venta
no esta autorizada por SAGARPA para el fin descrito. La aplicacion inicial de estos
farmacos para este fin pudo haber provenido del uso que se le da a la monensina en esta
especie como promotor de la producciéon al modificar la flora bacteriana ruminal y
promover cambios en la digestibilidad y disponibilidad de nutrientes™. No obstante, esto

no se ha demostrado para el decoquinato.

En la especie caprina el decoquinato ha sido probado como promotor de la produccion
lactea y de crecimiento en cabras, considerando que mejora la salud del rebafio; por
ejemplo, la administracion de 1 mg/kg de peso corporal a la madre 8 dias antes del parto y
hasta 30 o 75 dias después de este, permitid lograr un mayor peso de los corderos, en
comparacion de un grupo medicado con sulfadimerazina por tres dias: la ganancia de peso
fue mayor al séptimo mes siendo 1.4 hasta 4.8 kg, el tratamiento de 35 y 75 dias

respectivamente, siendo este ultimo aparentemente el mas efectivo existiendo en ambos



esquemas de dosificacion un incremento en la ganancia de peso corporal’. En cuanto a la
produccion de leche, el grupo tratado por 75 dias después del parto presenté un aumento del
15y 12% al dia 100 y 200 respectivamente, mientras que en el grupo tratado por 35 dias no
se observo un efecto positivo en la produccion lactea. Cabe sefialar, que para lograr este
efecto la medicacion debe ser constante. Por otra parte, en estos estudios no se determino si
el decoquinato aparece en la leche como residuo persistente; en especial debido a que se
debe medicar continuamente para lograr el efecto deseado en el aumento de la produccioén

lactea, no existe hasta el momento estudios reportes al respecto.

1.3.- Farmacos promotores de produccidn lactea.

Los farmacos y nutracéuticos empleados para aumentar la produccion lactea se pueden
agrupar como sigue:

e Farmacos biotecnoldgicos: somatotropina bovina recombinante.

e FElementos nutracéuticos (nutrientes), como la urea, los acidos grasos, melaza,
vitaminas, minerales, proteinas y almidones.

e Anticoccidianos y antiparasitarios. Por ejemplo los ionoforos (monensina
lasalocida) y recientemente las quinolonas (hoy en dia es el caso del decoquinato)

e Hormonales.

De éstos, los anticoccidianos, especialmente los ionoforos son uno de los métodos
menos laboriosos y comunes para lograr aumentar la produccion lactea; al respecto vale
la pena enfocar la atencién en el decoquinato, quinolona, que hoy en dia de manera
empirica estd siendo incluido como promotor en bovinos. Deccox® premezcla de
Alpharma (decoquinato al 6%) garantiza una mejora en la salud animal y con ello una

mejora en la ganancia de peso diaria. En contraste y de manera no aprobada por



SAGARPA se ha popularizado su uso en México para lograr un aumento en la

< ’ b
produccion lactea’.

1.4.- Farmacos anticoccidianos como promotores de produccion lactea.

Son farmacos antiparasitarios que combaten de manera profilactica las infecciones por
protozoarios del género coccidia™'’ y se postula que pueden prevenir abortos producidos
por otros protozoarios como la Neospora sp.'?. Estos farmacos también han demostrado ser
capaces de elevar ciertos indices productivos, se destacan a continuacion sus aspectos

farmacoldgicos relevantes.
1.5.- lonoforos.

Se incorporan al mercado a finales de la década de los 60’s para su uso como coccidiostatos
en aves y bovinos. Hoy en dia, se les utiliza en diversos paises, en el ganado lechero como
promotores de la produccion (ergotropicos). No obstante, ni en México ni en paises como
los Estados Unidos su uso no esta autorizado con estos fines'> (Food and Drug

Administration, Center for Veterinary Medicine).

Los ion6foros en su uso como ergotropico poseen diversos mecanismos de accion que ain
no estan del todo esclarecidos. Una de las explicaciones mas aceptadas de su efecto es la
modificacién a la fermentacion ruminal, con la que se obtiene una elevacion del éacido
propidnico®. También se postula que los ionoforos afectan a las bacterias y protozoarios
ruminales interrumpiendo el intercambio i6nico de la membrana, modificando asi los
gradientes protonicos y catidnicos®. Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular
mas sencilla, por lo que son mas susceptibles que las bacterias Gram negativas'’. Las
primeras estan relacionadas con procesos de fermentacion que dan como resultado
importantes cantidades de acetato, butirato y amonio y las segundas estan relacionadas con

procesos de fermentacion que dan como resultado la elevacion de los acidos propidnico y

® Gerencia salud animal Alpharma.
¢ www.monografias.com MVZ Adriana Cruz Frias. 2006.




succinico. Adicionalmente, el predominio de gram negativas produce menores cantidades
de metano, lo cual redunda en una mejora en la utilizaciéon de energia. En resumen, el
mayor beneficio de la suplementacion de los iondforos en el ganado lechero, es el cambio

en la produccion de acetato a propionato y la reduccion de la metanogénesis’.

1.5.1 Monensina.

Fue el primer iondéforo anticoccidial introducido al mercado en los Estados Unidos en el
afio de 1971'*. Es producida como producto de la fermentaciéon por el Streptomyces

cinnamonensis, Su estructura quimica se ilustran en la figura 4.

Figura 4. Estructura quimica de la monenisna

COOH OH

Diez afios después de su introduccion al mercado se publico el primer reporte acerca de la
resistencia generada por los parasitos a la monenisna. Segun Chapman (1983) la resistencia

desarrollada no es un fenomeno estable y se pierde con el tiempo.

Mecanismo de Accion.

Como se menciond anteriormente, en el ganado bovino tiene una capacidad definida de
aumentar la utilizacion de nitrégeno y de nutrientes como el propionato, efecto que logra a
través de la inhibicion de las bacterias Gram positivas lo cual altera la fermentacion

ruminal'®® Se ha demostrado que la administracién de monensina en vacas gestantes



incrementa la produccion de propionato observando como méximo un aumento hasta de

.y 1
72% en comparacion con un grupo control'”.

Farmacocinética.

En bovinos, cerca del 40 al 50% de la dosis administrada via oral se absorbe en el tracto
gastrointestinal (GI) misma que es metabolizada en el higado (metabolismo de primer paso)
por oxidasas que le quintan iones de Nitrogeno al ion6foro. La monensina presenta un bajo
volumen de distribucion, se excreta principalmente en la bilis y en menor cantidad por

orina, la porcion no absorbida se elimina en heces sin cambio alguno.

Usos.

Ademas de su efecto antiprotozoario y anticoccidiano se considera como ergotropico’,.
Segun varios autores, inhibe selectivamente las poblaciones de bacterias nocivas, sobre

todo las Gram positivas del rumen.

Van der Werf (1998) informa de un aumento en la produccion lactea en vacas Holstein y
Jersey cuando se les suplementa con 300/mg/vaca de monensina, no detectandose
diferencias debidas a la raza de los animales. Se ha documentado que a una dosis de 20
ppm administrada diariamente desde cuatro semanas antes del parto hasta doce semanas
posparto eleva la produccion lactea en un promedio de 3 kg/dia y sin alterar la proporcion

de proteina de la leche’.

En otro estudio llevado a cabo en el Reino Unido se describié que la monensina a dosis de
150, 300 y 450 mg/dia no afecta el consumo de materia seca y provoca una elevacion de la
produccion lactea de 2.8 kg/dia y 2.5 kg/dia respectivamente para las dos primeras dosis.
Sin embargo hay una marcada disminucion en la cantidad de grasa y proteina dependiendo

de la dosis empleada '®.

¢ Promotor de crecimiento y/o elevador de indices productivos.



Dosis

Las dosis de monensina varian segun su uso, como profilactico contra infestaciones de
Eimeria bovis y Eimeria zuernii en becerros se emplean entre 100 y 360 mg/becerro /dia.
En el ganado lechero, la dosis méxima estipulada es de 24 ppm, de acuerdo con las

. . 1
autoridades canadienses'.

Residualidad.

Es importante resaltar que a dosis de 72, 144 y 240 ppm en el alimento no se han logrado
detectar residuos del producto o metabolitos en la leche. Dado que una vaca de 500 kg
come 15 kg de alimento seco, equivalente al 3% de su peso corporal, al afiadir 150 ppm de
monensina en el alimento (150 mg/kg), la exposicion del animal al consumir dicho
alimento sera de 2250 mg/vaca. Esto corresponde a 4.5 mg de monensina por kg de peso
corporal. Es importante sefialas que la técnica para la identificacion de dicho compuesto
puede detectar hasta 0.005ug/ml (5 ppb). Es decir, medicar con 240 ppm el alimento
equivale a medicar animales de 500 kg a razon de 4865 mg de de monensina por dia y aun

. 1
con esos valores no se detectaron residuos 9.

Toxicidad.

Se ha demostrado toxicidad de la monensina en los bovinos cuando la dosis excede 10
veces la terapéutica. Se representan signos clinicos como letargo, inapetencia y se hace
evidente una marcada disminucion en la produccion lactea. Sin embargo, la intoxicacion,
aunque comun, por errores al momento de realizar las formulaciones o premezclas es

: r20.
reversible en pocos dias®’

1.5.2 Lasalocida.

Es un antibiotico del grupo de los ion6foros carboxilicos divalentes, y consiste de una
mezcla de sustancias muy parecidas denominadas A, B, C, D, E. Se le utiliza como

anticoccidiano y como ergotropico®™' informandose de su uso en mezcla con decoquinato
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para el tratamiento profilactico de coccidiosis en pequefios rumiantes” La estructura

quimica de la lasalocida se presenta en la figura 5.

Figura 5. Estructura quimica de la lasalocida.

Mecanismo de accion.

Su funcion como promotor de la produccion lactea aun no estéd del todo establecido; al igual
que la monensina modifica la fermentaciéon ruminal produciendo un aumento en las
proporciones de 4cido propionico’®. No obstante, la lasalocida difiere de la monencina en la
selectividad de transporte de iones en los protozoarios y bacterias, siendo los iones de Ca 'y

Mg los que transporta preferentemente aunque también es capaz de transportar iones de

K
Farmacocinética.

No se tienen datos en bovinos, pero en aves es similar a la monensina, absorbiendose el
40% de la dosis administrada en intestinos, excretdndose principalmente por orina. Al igual
que la monensina se metaboliza en el higado'’.

En bovinos lactantes tinicamente el 30 % de la energia es capturada en leche y la pérdida

de energia es de aproximadamente 30% en heces, 3% en orina, 3% en gases y un 25% en

calor” y se postula que la lasaocida puede mejorar dichos valores.
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En ratas es rapidamente absorbida cuando se administra oralmente a dosis de 1 mg/kg de
peso corporal. Los picos mas altos de concentraciones en sangre se encontraron a las 0.25

horas y fueron de 0.05 pg/m>.
Usos.

Como ergotropico mejora la ganancia de peso diaria y la conversién alimenticia®. Reduce la
cantidad de nitrégeno ureico en la leche cuando es comparado su efecto con el grupo
control no tratado. Asi mismo se demostrd que es capaz de inducir una disminucion del

consumo de materia seca y mejorar la condicion corporal y la conversion alimenticia®"

Se sabe que reduce la pérdida de peso durante la lactacién™
Dosis.

Se utiliza como profilactico contra coccidiosis en becerros a dosis de 1 mg/kg de peso
corporal; segin Duffield (2000) la lasalocida administrada a dosis de entre 180 y 360
mg/kg/dia no produce cambios estadisticamente significativos en la produccion lactea: Sin
embargo, a la misma dosis puede reducir la cantidad de grasa presente y aumentar la
proteina. En contraste, autores como Erasmus et al (1999) han encontrado un aumento en la
produccion lactea mayor a 3 kg/dia en animales tratados con dosis de 10 y 20 ppm
diariamente. Por lo que ellos sugieren que la dosis ideal para lograr aumentar la produccion

lactea es de entre 10 y 20 ppm.
Toxicidad.
Como los demds compuestos de su familia, la lasalocida no debe mezclarse con otros

iono6foros ni con antibidticos como la tiamulina, el cloranfenicol la eritromicina y algunas

sulfonamidas®.
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Los efectos toxicos de la lasalocida no difieren de los mencionados para la monensina. Las
dosis toxicas estipuladas por la EMEA en las distintas especies son: en ratas, administrada
via oral la DL50 es de 122 mg/kg de peso corporal; en aves, administrada via oral la DL50

es de 84 mg/kg de peso corporal.

En becerros se han reportado muertes debido a errores de dosificacion, conocidos como el
error decimal, en el que se dosifica de manera elevada al hacer la premezcla en el

concentrado.

1.6 Quinolonas.

Son compuestos heterociclicos de escasa o casi nula solubilidad en agua y que desarrollan
resistencia bacteriana facilmente; aun asi, continiian en el mercado pues gran numero de

microorganismos son altamente susceptibles a ellas.

Desde el descubrimiento, en 1962 del nucleo progenitor 1,8 naftinidina, del &cido
nalidixico, desarrollado principalmente para el tratamiento de infecciones en vias urinarias
producidas por bacterias Gram negativas, las quinolonas han ampliado su margen
terapéutico debido a las variaciones en su estructura a partir del mismo ntcleo del acido
nalidixico®* Las quinolonas han evolucionando, de compuestos antimicrobianos con
limitado margen de accién a los antimicrobianos mas potentes y con mayor margen
terapéutico en medicina veterinaria®. Con el paso del tiempo, se han desarrollado
modificaciones al nucleo basico con el fin de obtener mejor espectro sin aumentar su
toxicidad. No obstante, se reconoce que puede generar fototoxicidad, asociada con la

. 24,25.
adicion de un grupo fluor o un grupo cloro™

. Las evolucion de las quinolonas ha seguido
basicamente dos caminos paralelos, uno de ellos es del grupo de quinolonas que conserva el
nucleo naftahidron del acido nalidixico y el otro grupo se refiere a las fluorquinolonas en el
cual un atomo de carbono es substituido por un nitrégeno en la posicion 8 del nucleo

naftahidron y poseen un grupo fluor en la posicion 6 (figura 6).
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Figura 6. Anillo naftahidron de las quinolonas como ejemplo Ac nalidixico y enrofloxacina.

CH;

P C00H

Ac. nalidixico. Enrofloxacina.

1.6.1 Generaciones de quinolonas.

Se reconoce que las quinolonas de primera generacion tienen actividad limitada y suelen
ser activas unicamente contra algunas bacterias Gram negativas; sin embargo el espectro se
aumenta en la segunda generacion, siendo la flumequina la mas débil in vitro y sin efecto
contra micoplasmas y quiza la ciprofloxacina la mas potente in vitro con importante efecto
antimicoplasmico. En el caso de las quinolonas de segunda generacién hay actividad
importante contra Pseudomonas spp, Legionela spp, Pasteurella spp, Haemophilus spp,
Campylobacter spp, Mycobacterium spp, y Sthaphylococcus spp, aunque algunos
Streptococcus han demostrado cierto grado de resistencia. Indudablemente en la medicina
veterinaria las fluorquinolonas de tercera generacion son las mas importantes como
antimicrobianos. Ademas de ser efectivas contra todas las bacterias mencionadas
anteriormente y sin embargo, lo son contra Brucella spp, Coxielalla, buernetti y
Plasmodium faciparum. Su actividad es menor contra Streptoccocus spp y Nocardia spp y

casi nula contra anaerobios.

1.6.2 Farmacocinética.

Depende en gran medida de la generacion de la que se este hablando, sin embargo existen

diversos aspectos compartidos en cuanto a su comportamiento dentro del cuerpo.

14



Por lo general poseen una farmacocinética similar, sin embargo dichas caracteristicas
puede variar cuando el animal esta lactando®®. Por ejemplo en humanos se recomienda la
suspension de la fleroxacina durante la lactancia, dado que se conoce su presencia en
leche’’. En veterinaria, se ha establecido el paso de danofloxacina, norfloxacina,
26, 28, 29

marbofloxacina y enrofloxacina y ciprofloxacina a la leche de vacas y otras especies

y a menudo a concentraciones terapéuticas’’.
1.6.3 Toxicidad.

En ciertos estudios se ha sugerido la posible genotoxicidad de estos agentes
antimicrobianos y la ciprofloxacina induce una sintesis aberrante de DNA en linfocitos
humanos®"* Asimismo la ofloxacina y la pefloxacina pueden inducir este mismo efecto
mientras que la norfloxacina puede causar toxicidad en hepatocitos de rata in vitro a dosis
de 400 y 500 pug/ml. Es importante sefialar que estas concentraciones no se logran en
ningun tejido en dosis terapéuticas y son muchas veces superiores a los MRL establecido

para las fluorquinolonas en general.

Las quinolonas son sensibles a la luz por lo que pierden su efecto antibacterial, ademas de
generar radicales libres activos. Existe evidencia de que algunas fuorquinolonas tales como
enoxacina, lomefloxacina y fleroxacina inducen dafio en la membrana celular y al ADN por

la fotosensibilizacion®?.

Las quinolonas de primera generacion, que carecen de un anillo piperazino, pueden también

inducir reacciones de fototoxicidad®”.

1.7 Decoquinato.

Pertenece al grupo de las hidroxiquinolonas también llamadas piridonas. Tiene sabor dulce
y en forma pura es un polvo de consistencia cremosa. Como la familia a la que pertenece,

es insoluble en agua y solo ligeramente en metanol, acetona, cloroformo y aumenta su

solubilidad en etanol. Su estructura quimica se presenta en la figura 7.
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Figura 7. Estructura quimica del decoquinato.

/,(CH

Fue desarrollado en la década de los 60°s como coccidiostato en aves; mas tarde, comienza
a utilizarse en rumiantes con el mismo fin. En la actualidad existen distintos usos del
decoquinato en varias especies, entre los cuales, destaca su uso como promotor de

crecimiento y de produccién lactea en rumiantes.

1.7.1 Mecanismo de accion.

El mecanismo antimicrobiano no se habia podido explicar en detalle, segin Ryley (1967) se
postula que induce una inhibicion de la sintesis de 4cido nucleicos de la microbiota
indeseable ruminal. Recientemente, mediante técnicas de biologia molecular, se postula que
el mecanismo de accion se debe en parte a que inhibe la respiracion mitocondrial en el
parésito y que posiblemente, la resistencia que desarrollan los parésitos a el decoquinato se
debe al del desarrollo de una cadena de electrones alterna®. En contraste su mecanismo de
induccién lactea no esta del todo esclarecido, de hecho solo estd sugerido a nivel
pragmatico. Con base en las acciones de otros fairmacos de efecto similar se puede postular
que, al menos en parte, dicha induccién se debe a una disminucidon de agentes patdgenos
con lo que mejora la salud de la vaca. No obstante, esto no explica a plenitud la serie de

evidencias que parecen apoyar que este farmaco es un promotor del rendimiento.

1.7.2 Farmacocinética.

Dado que no es mucho lo que se sabe del decoquinato en vacas, y que en una busqueda de
informacion sobre farmacocinética y residuos de decoquinato en bovinos en los principales

bancos de datos (VET-CD, Agricola, AGRIS, MEDLINE, Biological abstracts) no se
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encontrd estudio alguno (1960 - a la fecha), se presenta un recuento de lo determinado en
aves. En esta especie se sabe que el 99% de la dosis administrada puede ser recuperada en
heces. Administrado via oral es absorbido rapidamente, es posible que en menos de una

35
hora™.

Se ha demostrado que administrado en aves de manera cronica el decoquinato no presenta

tendencias de acumulacion ni residuo en ningun tejido>®

Después de analizar las excretas de aves medicadas con 30 mg /kg/dia/ continuamente, el
momento en el que la frecuencia de desecho de decoquinato es mas alta es al dia 14 y se
detectan 37 mg / kg (37 ppm) de decoquinato. Los residuos en excretas disminuyen a 2
mg/kg al tercer dia de retirar el alimento medicado. Estos residuos son altamente estables
aun sometidos a altas temperaturas®’ De acuerdo con Craine (1971), en aves se excreta la

mayor parte de la dosis consumida de decoquinato en heces.

Utilizando una sola dosis de decoquinato marcado con Ci4 por via oral en gallinas se
detectd que su excrecion urinaria es en cantidades muy pequeiias (0.6 y 1.1% de la dosis).
La mayor parte de radiactividad se detecté en heces o permaneci6 en el intestino a las 24
horas después de su aplicacion®. Las concentraciones en bilis fueron hasta treinta veces
mayores a las detectadas en orina y en sangre lo que sugiere un importante efecto de primer
paso. Como medida de su capacidad de reciclaje en una parvada, al almacenar la excreta
contaminada en un cuarto con aves, con luz color roja, las concentraciones del decoquinato

variaron, aumentando la concentracion de 37 mg/ kg a 45 mg / kg **.

En aves, los andlisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) no han dado

evidencia de la produccion de metabolitos™.

1.7.3 Usos.

Se ha demostrado que en bovinos el decoquinato puede ser capaz de evitar el desarrollo de
esporozoitos de Eimeria tenella, E. bovis, E. zuernii cuando se administra via oral en el

alimento a dosis de 0.5 mg/kg de peso. Para prevencion debe administrarse por al menos 28
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dias®®. También se ha demostrado, en pruebas in vitro, que a concentraciones de 0.1 y 0.01
ug / ml es capaz de destruir, los taquizoitos de Neospora caninum'?. Por dicha razén se
piensa que en campo es capaz de reducir el indice de abortos provocados por dicho

parasito.

En cabras jovenes se ha utilizado para reducir el efecto de diarreas producidas por
Cryptosporidium sp. y a su vez reduce la liberacion de ooquistes™. A dosis de 2 mg / kg de
peso corporal por dia en ovinos puede prevenir abortos por Toxoplasma sp'’. En contraste,
en aves se ha demostrado que a concentraciones bajas el decoquinato permite a los
esporozoitos continuar su desarrollo® y que administrado al dia cero post inoculacion
puede ser totalmente eficaz en la prevencion de los signos clinicos de coccidiosis
provocada por E. tenella. Sin embargo, cuando se administra en el dia 2 0 3 no muestra
eficacia ni retardo en la aparicion de los signos clinicos. Se concluye que para obtener los
mejores resultados se debe administrar 2 o 3 dias antes de la inoculacion de los ooquistes™.
Al parecer su mayor efecto es sobre los esporozoitos y trofozoitos, pero también existe un
efecto secundario sobre esquizontes. Los esporozoitos son refractarios a las quinolonas en
el lumen intestinal una vez que invaden el epitelio. En contraste se inhibe su desarrollo
cuando la medicacién fue profilactica, en otras palabras, si se administra la quinolona
después de la infestacion coccidiana se desarrollara la enfermedad*'** incluso con
consecuencia mortales. Se puede mezclar con iondforos como lasalocida o monensina para

. . .. 22
lograr mejores efectos anticoccidianos™.

Recientemente se ha probado al decoquinato como promotor de crecimiento y de la
produccion lactea en pequefios rumiantes a dosis diaria de 1 mg/ kg/ peso corporal’ y mas
recientemente, en México, se ha indicado para su uso en el ganado bovino a dosis de 1 mg
/ kg de peso corporal o 100 mg de decoquinato por Kg de alimento (100 ppm) (Deccox®
Alpharma). Sin apoyo experimental publicado, pero con el impulso que dan los datos
empiricos, se promueve en cuencas lecheras su uso como coccidiostato y promotor de
crecimiento. Sin embargo la escasez de literatura formal pone en evidencia que hay alin
mucho que estudiar con respecto a su efecto en los rumiantes. No obstante, los clinicos
utilizan decoquinato en bovinos de manera casi constante argumentando que reducen la

incidencia de aborto por Neospora sp., la infestacion de parasitos del género coccidia y
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mejora la salud del hato, lo que a su vez se refleja en mejor produccion de leche. Como se
menciond anteriormente, el decoquinato ha demostrado ser eficaz contra taquizoitos de
Neospora caninum en cultivos celulares a concentraciones de 0.1 y 0.01 pg/ml, posee un
ligero efecto contra taquizoitos extracelulares mientras que los estados intracelulares son

rapidamente destruidos a los 5 minutos a concentraciones de 0.1 pg/ml'*.

1.7.4 Dosis.

Las dosis varian seglin su uso; como anticoccidiano en aves se utiliza via oral en premezcla
en el alimento a dosis de 40 ppm. En cabras para su uso profilactico contra coccidiosis se
utiliza en rangos que van desde 1 a 4 mg/kg de peso corporal y en becerros se administra
desde 0.5 hasta 2 mg/kg de peso corporal. El decoquinato (Decox® de Alpharma) se
recomienda en México a una dosis de 1 mg/kg para mejorar la salud del animal y por ende
conseguir un aumento en la produccién lactea, pero por comunicaciones personales se sabe
que el uso difundido es a 2.5 mg/kg. La ausencia de datos al respecto genera entonces el
cuestionamiento de si este efecto puede ser dependiente de la dosis y por lo tanto seria
conveniente investigar dosis de 2.5, 5 y hasta 10 mg/kg, por que ademas, las variaciones en
el consumo del concentrado medicado para las vacas en produccion, puede generar dosis

mas elevadas que 2.5 mg/kg.

1.7.5 Residualidad.

La permanencia de los residuos en tejidos de algin farmaco depende obviamente del
metabolismo del animal recipiente. Las especies estrechamente relacionadas tienden a
metabolizar los fArmacos de manera similar. Los estudios que hay del decoquinato han sido
realizados principalmente en aves por lo que no es posible aventurar especulaciones y
extrapolar las observaciones realizadas a bovinos. De acuerdo con Craine (1971)la
acumulacion de farmaco no se presenta en ningln tejido en aves cuando son medicadas
cada 12 horas con capsulas de 20 mg de decoquinato por tres dias. El tiempo estimado de
inicio depuracion posterior a la inyeccion IV es a la 1.5 horas en aves y la tasa de

recuperacion es de 99% y en borrego y del 96%, la mayoria en heces.
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En ratas medicadas con decoquinato a dosis de 0.4 mg/kg de peso corporal via oral en el
alimento las concentraciones de residuos en higado variaron de 0.3 a 0.8 pg/g (ppm),
mientras que las concentraciones en musculo fueron de 0.1 a 0.4 ug/g (ppm) > lo que hace
evidentes las diferencias de biodisponibilidad y depuracion entre especies. Asi, las
diferencias en la tasa de acumulacion en tejidos entre aves y ratas pone de manifiesto que

no es factible la extrapolacion de datos de farmacocinética ni de residualidad del farmaco.

Se ha estipulado que los niveles de residuos permitidos para el decoquinato, segln la lista
oficial canadiense, publicada el 25 de octubre del 2006 (apéndice 1) son de 1 ppm para
musculo y 2 ppm en higado, rifién, grasa y piel°. Ferrando (1971) propone un tiempo de

retiro en aves medicadas cronicamente de 3 dias antes del sacrificio.

En cuanto a bovinos no existen datos de su comportamiento farmacocinético en bovinos y
por ende tampoco de su presencia en leche, por lo que es necesario conocer y valorar estos
aspectos para su debida legislacion y utilizacion en el mercado nacional como promotor de
produccion lactea. Lo anterior puede adquirir mayor relevancia si se toma en cuenta que
ciertos estudios han demostrado la induccion de genotoxicidad por quinolonas. Por ejemplo
al 4cido nalidixico y al acido oxolinico se le ha descrito como carcinogénicos en roedores™*.
La norfloxacina y la ciprofloxacina han demostrado ser inductoras de dafio cromosomal en
pruebas in vitro®. El decoquinato, que comparte caracteristicas con los demas farmacos de
su grupo, como lo es el anillo carboxilico, no ha sido estudiado con respecto a esta variable
sin embargo no existen informes publicados de genotoxicidad, teratogenicidad,
embriotoxicidad o induccion de tumores. No obstante seria deseable conocer las

caracteristicas de su residualidad en leche.

La EMEA considera al decoquinato como un farmaco de muy baja toxicidad y que no
tiende a acumularse. No obstante, para garantizar inocuidad alimentaria, se debe partir del
hecho de que si existen limites. Los MRL permitidos por la EMEA en pollos y bovinos en
carne, grasa, higado y rifion son de 500 pg/kg. No existen datos de residualidad del

decoquinato en leche de bovinos medicados crénicamente. A este respecto en Canada, el 25

¢ www.emea.com valido hasta julio de 2006.
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de octubre del 2006 fue publicado en el Veterinary Drugs Directorate la tabla de residuos
maximos permitidos (MRL) en Canada que establece un maximo de residuos en ganado
bovino y caprino de 1 ppm en musculo y 2 ppm en higado, rifion y grasa. El NOEL en
perros encontrado fue de 15 mg/kg de peso corporal basado en las observaciones de un
estudio en el que se aplico el farmaco por 12 semanas sin detectar efecto adverso o de otra
indole. Por ende, se ha tomado este dato para calcular la ingesta diaria admisible (Admisible
Daily Intake ADI), con un factor de seguridad de 200"y se ha llegado a una cifra de ADI =
75 ng/kg (75 ppb) de peso corporal/dia para un humano de 60 kg (EMEA). Esto equivale a
4,500 pg/persona. De tal suerte, es factible asumir un MRL de 1 ppm con el consumo diario

de 300 g de musculo, 50 g de visceras 50 g de grasa, 4 huevos y un litro de leche.

1.7.6 Toxicidad.

En el caso de las aves especie este firmaco puede ser administrado hasta 80 veces la dosis

indicada sin inducir efectos toxicos.

Sin embargo después de una larga biisqueda en la literatura, abarcando las bases de datos
mas importantes, como lo son PubMed, Medline, Agris y Agricola, no se encontraron
reportes de toxicidad del decoquinato. En bovinos, de acuerdo con la EMEA tampoco
posee tendencia a acumularse. Uno de los pocos datos que sugieren efecto toxico moderado
es que se le ha relacionado con la reduccion en la capacidad migratoria de linfocitos y
afectar moderadamente su metabolismo cuando se administra a dosis bajas de 0.5 mg/kg
por 25 dias, aunque dicho efecto es a un nivel de cuestionable o casi nulo impacto en la

. , . . 46
salud de los bovinos, segiin mencionan los propios autores .

1.8 Justificacion

El decoquinato es promovido en México para su uso como promotor de la produccion

lactea en bovinos. La intencion de esta investigacion es determinar su concentracion en

" Habitualmente el factor de seguridad de la EMEA y la FDA es de 100.
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leche administrado via oral cronicamente y a tres distintas dosis, asi mismo conocer su

comportamiento farmacologico cuando es administrado por via oral.

Es bien sabido que quinolonas de otras generaciones llegan a leche en concentraciones
significativas al ser administradas incluso con una sola dosificacion, por lo que es mas
importante determinar el comportamiento del decoquinato. Aunado a esto, no existen
publicaciones que describan su uso en bovinos administrado de manera crénica y con el fin

mencionado. Esto es, no se sabe si su cinética es acumulativa o de primer orden.

Las quinolonas, aunque difieren de generacion en generacidon, comparten estructuras
basicas entre ellas. Algunos investigadores han sugerido que estas estructuras pueden
provocar efectos toxicos en distintas especies e incluso genotdxicos. El decoquinato
comparte el anillo central de la estructura de su familia y por ello resulta justificable y
necesaria la investigacion de su farmacocinética bajo un esquema de dosificacion diaria y la
determinacion del comportamiento de los residuos del farmaco en leche de wvacas

productoras Holstein-Friesian.

1.9 Hipdtesis.

Es posible desarrollar un método que permita extraer el decoquinato de la leche, y adecuar
una técnica de HPLC para su deteccion en concentraciones compatibles con los MRL
establecidos para el decoquinato. La FDA permite 2 ppm en grasa y visceras y 1 ppm en

musculo, la EMEA permite 500 pg/kg (apéndice 1y 2).

La baja absorcion del decoquinato en el intestino en otras especies, su limitada
liposolubilidad y volumen de distribucion, permiten postular que ain a dosis elevadas no

se rebasan los limites maximos permitidos de este farmaco en leche.

1.10 Hipotesis de farmacocinética.

Por los antecedentes farmacocinéticas en otras especies es factible pensar que el

decoquinato tiene una baja biodisponibilidad y rapida depuracion en bovinos y que la
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tendencia de su farmacocinética no es acumulativa a dosis maxima de 10 mg/kg peso

corporal/dia via oral, administrado en el alimento.

De la misma manera es altamente probable que el decoquinato en bovinos se comporte con

caracter de un farmaco de primer orden de un compartimento.

1.11 Objetivos Generales.

e Determinar si el decoquinato administrado via oral a vacas en lactancia, a tres
distintas dosis presenta residuos en leche y si estos son menores o mayores que los

MRL’s permitidos por las instituciones reguladoras.

e Determinar la farmacocinética del decoquinato administrado via oral con una dosis
elevada de 10 mg/kg PC en vacas lecheras al dia 1 y después de 21 dias de

dosificacion continua con el fin de determinar si existe acumulacion del farmaco.

1.12 Obijetivos particulares.

e Desarrollar una técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
deteccion y cuantificacion del decoquinato en plasma y en leche de vacas medicadas
cronicamente con el farmaco que tenga un nivel de sensibilidad y de especificidad
capaz de detectar niveles de residuos aun menores a los permitidos por las

autoridades sanitarias.
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2. Material y métodos.

El estudio se llevo a cabo en el Centro de Estudios, Practicas e Investigaciones Pecuarias y
de Salud Animal (CEPIPSA), ubicado en Topilejo, propiedad de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México. Este sitio se
encuentra ubicado en la Carretera Federal México-Cuernavaca en el Km 28.9 en la
Delegacion Tlalpan del D.F., en la latitud Norte de 19° 11 y longitud Oeste de 99° 8’, a una
altura de 2760 nm, con una temperatura promedio de 19° C y una precipitacion pluvial de
800 1200 mm.

Con el fin de determinar la presencia de decoquinato en leche de vacas medicadas
cronicamente a tres dosis distintas, se utilizaron 30 animales Holstein-Friesian, se
dividieron en 3 grupos de 10 animales cada uno quedando de la siguiente manera: al grupo
A se le medico con decoquinato a dosis de 2.5 mg/kg pc /dia, al grupo B se le medico con 5
mg/kg pc/dia mientras que al grupo C se le medicé con 10 mg/kg pc/dia, todos los grupos
continuaron el tratamiento durante 21 dias consecutivos. Con el fin de realizar la

farmacocinética via oral del decoquinato en vacas se trabajo tinicamente con el grupo C.

2.1 Farmacocinética:

Animales.

Se utilizaron 10 bovinos Holstein-Friesian de 450 kg promedio (+ 23.5 kg), a los cuales no

estaban bajo ningun tratamiento previo al menos durante los ultimos 15 dias.

Identificacion.

Los animales incluidos en la prueba fueron identificados por aretes especiales para ganado
de diversos colores con el nimero del animal y en ocasiones ademds se contaba con el

nombre del animal.

Alimento y agua.

Los animales de la prueba recibieron alimento en buenas condiciones, el cual fue el que
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consumieron normalmente antes de la prueba formulado acorde con sus necesidades para
desarrollo y produccion. El agua que consumieron fue apta para los animales y ad libitum.
Los animales fueron alojados en un corral especial para vacas en lactacion con area de

ordefio y manejo adecuadas.

Grupo.

Para realizar el estudio de los valores de la farmacocinética via oral del decoquinato se

trabajo con el grupo C, medicado con 10 mg/kg pc/dia.

Método de administracion.

Se administré la dosis calculada para cada animal por via oral mezclandola con agua. Justo
después del tratamiento de los animales se observaron y se registraron las reacciones
inmediatas. La medicacion se llevo a cabo después del ordefio cada manana durante los 21

dias del tratamiento.

Muestreo.

El muestreo de sangre de los 10 animales se realizé por puncidén en la vena yugular en los
siguientes tiempos: hora 0 (antes de la dosificacion) y posterior a la medicacion en las horas
0.5,1,1.5,2,25,3,3.5,4,45,5,7,9, 12, 24 del dia 1 del tratamiento y del dia 21, esto

con el fin de determinar patrones de acumulacion que podria presentar el decoquinato.

Manejo de las muestras.

Se tomaron 10 ml de muestras de sangre por puncién en la vena yugular con tubos sin
anticoagulante el dia 1 y el dia 21 después de medicacion diaria, las muestras tomadas se
centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos con el fin de separar el suero. El suero
sanguineo recuperado se conservo en tubos ependorf y se congelo a -25 °C en las
instalaciones del departamento de Toxicologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia.
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Determinacién de variables farmacocinéticas.

Se utilizé un programa de computacion (PK Analyst, Micromath Scientific Software) para
ambos dias de muestreos con modelos preestablecidos para establecer el que mejor ajustara
a los datos de concentracion sérica vs. tiempo, mediante la suma de residuales de acuerdo

con los criterios de Akaike. Se eligié el modelo 5 que describe el comportamiento de un

farmaco de primer orden de un compartimento (r 2 0.92), cuya ecuacion es:

Concentracion (tiempo) = Dosis ¢ K » Tiempo € “e » Tiempo
Volumen
Donde Kag = Kag = Kelim
Donde: Kag = Constante para la fase de eliminacion (B); Kag = Constante de fase de

absorcion (a); Kejim = Constante de eliminacion.

Las variables farmacocinéticas obtenidas con el PK analyst fueron AUC = area bajo la
curva, AUCy,4 4rea bajo la curva de 0 a 21 h; MRT = tiempo medio de retencion; f =
constantes para las fases de eliminacion; T’z = vida media de eliminacion T ab = vida

media de absorcion, Cmax,= pico de concentracion. Tmax = Maxima concentracion a cero.
Los datos son presentados como media + desviacion estandar, para las comparacion
estadistica de Cmax, Tmax, AUC, MRT y T1/28 entre los grupos se utilizo la prueba de
ANOVA vy t de Bonferroni.

2.2 Concentracion de decoquinato en leche:

Animales.

Se utilizaron 30 bovinos Holstein-Friesian de 490 kg promedio (+ 24 kg), a los cuales se les

confirmd que no estaban bajo ningun tratamiento previo al menos 15 dias. Los animales se
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dividiran en 3 grupos de 10 animales cada uno. Los animales del grupo A fueron medicados
a dosis de 2.5 mg/kg de peso corporal, los del grupo B fueron medicados con 5 mg/kg de
peso corporal, mientras que los animales del grupo C fueron tratados con 10 mg/kg de peso

corporal.

Identificacion.

Los animales incluidos en la prueba fueron identificados por aretes especiales para ganado
de diversos colores con el nimero del animal y en ocasiones también se contaba con el

nombre del animal.

Alimento y agua.

Los animales de la prueba recibieron alimento en buenas condiciones, el cual fue el que
consumieron normalmente antes de la prueba formulado acorde con sus necesidades para
desarrollo y produccion. El agua que consumieron fue apta para los animales y ad libitum.

Cabe mencionar que el grupo medicado con dosis de 10 mg/kg pc/dia fue el mismo grupo
que se empleo para la farmacocinética oral el dia 1 de tratamiento y el dia 21 de medicacion

continua.

Formacion de los grupos.

Los animales estuvieron en corrales independientes para cada grupo destinado a las vacas

en produccion. Se pesaron un dia antes del experimento
Método de administracion.
Se administré la dosis calculada para cada animal por via oral mezclandola con agua. Justo

después del tratamiento de los animales se observaron y se registraron las reacciones

inmediatas.
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Muestreo.

Se obtuvieron 100 ml de leche proveniente de los cuatro cuartos de cada vaca al inicio del
ordefio, la toma de las muestras se realiz6 los dias 0 (antes de la mediacion), 1, 7, 14 y 21
de medicacion y los dias 1, 2, 4, 8 posteriores a la suspension de la medicacion, a fin de
establecer la taza de excrecion de residuos del farmaco en leche y en el caso de que sea
detectable se buscara establecer el tiempo en que se vuelve indetectable al detener la

dosificacion.

Manejo de las muestras.

Las muestras fueron almacenadas en tubos “falcon” y congeladas a -25°C en las
instalaciones del laboratorio de toxicologia de la facultad de medicina veterinaria y

zootecnia mientras que la técnica de extraccion era desarrollada

2.3 Técnica analitica para la extraccion del decoquinato.
. - ., . 37,38
Se encontraron dos distintos procedimientos de extraccién de decoquinato para HPLC 7

dichos procedimientos han sido desarrollados para tejido y para excreta de aves.

Para el desarrollo de dicha técnica de extraccidn y preparacion para inyeccion en el
cromatograma se tomara como base la técnica de extraccion utilizada por Hobson-Frohock
y Johnson (1983) que se basa en la extraccion del fArmaco de la matriz utilizando distintos
compuestos organicos, sin embargo a esta técnica se le hicieron modificaciones como la
implementacion de una columna de separacion solida (sep-pak) para incrementar la eficacia

de la técnica y por ende obtener una mejor recuperacion.

2.3.1 Extraccion de fase sélida caracteristicas del cartucho sep pak C18.

Para el procesamiento de la muestra se emple6 una técnica de extraccion en fase solida, en

la cual la fase estacionaria es de un material de caracteristicas no polares, mientras que para
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la elucion de la muestra se utilizan disolventes de diferente polaridad (agua, mezcla de
metanol con agua, diclorometano). Los cartuchos empleados fueron de Watters con
caracteristicas C18. La caracteristica C18 se describe como un polimero de 18 carbonos, lo

que lo hace no polar.

2.4 Implementacion de cartuchos sep-pak para la extraccion del decoquinato de la

leche.

Para implementar la técnica de extraccion se probd la eficiencia de retencion de
decoquinato de tres distintos tipos de cartuchos de extraccion de fases solida, cada uno de
ellos con distinta afinidad por compuestos polares y no polares.

El cartucho elegido fue el cartucho Sep-Pak® Vac 3cc (500mg) C18 de Waters que

presento una retencion adecuada del decoquinato.

2.5 Procedimiento de extraccion de decoquinato en leche.

A 10 ml de muestra de leche se le adicionaron 10 ml de la soluciéon de extraccién que
consiste en: etanol- CaCl2 (2%), 762 ml etanol aforando a 1 litro con cloruro de calcio al
2%. La muestra se agitd vigorosamente durante 5 minutos para posteriormente centrifugar a
2500 rpm (3000 G) durante 5 minutos. Se recuperaron 2 ml del sobrenadante se paso a
través de un cartucho de separacion liquida so6lida sep pak C18 previamente acondicionado
con 2 ml de etanol, seguido por 2ml de agua, el decoquinato retenido fue eluido con 2 ml de
etanol, la muestra del disolvente organico que funciondé como eluyente del farmaco fue
filtrado cuidadosamente en un acrodisco de 0.45 pum de didmetro antes de ser inyectado al
cromatograma. Se le realizd una elusion mas al cartucho sep-pak con un disolvente
organico de menor polaridad, en este caso se utilizé diclorometano, al inyectar la solucién
resultante de esta ultima elucién al cromatdgrafo el pico resultante de la deteccion del
decoquinato no fue perceptible, lo que indica que la elucion del decoquinato del cartucho
de extracciéon solida con etanol es confiable. Esta técnica brindd un promedio de

recuperacion de 95 %.
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2.6 Procedimiento de extraccion de decoquinato del suero sanguineo de vacas.

La técnica utilizada para la extraccion de decoquinato del suero sanguineo fue muy similar
a la establecida para residuos en leche, sin embargo no se utilizaron cartuchos Sep-Pak, por

lo que el procedimiento de extraccion se detalla a continuacion.

Se toma una muestra de 0.5 ml de suero, se le adiciona mezcla 1 ml de etanol con cloruro
de calcio (mezcla de extraccion), se agita vigorosamente por 5 minutos y se centrifuga por
10 min a 2500 rpm (3000 G), se extrae el sobrenadante y se inyecta la muestra al
cromatografo previamente filtrado con acrodiscos de 0.45 um de didmetro para evitar dafar

la columna.

2.7 Condiciones cromatograficas

La deteccion del decoquinato se desarrolld en un aparato Perkin Elmer series 200 equipado
con bomba binaria y con un detector de fluorescencia Waters 470 Nillipore utilizando las
siguientes longitudes de onda: 314 nm para emision y 390 nm de excitacion. Estas
longitudes de onda de su pico maximo de absorcion se identificaron mediante un barrido en
el espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS Lamda 28S. El volumen de inyeccion fue de 30
ul con una velocidad de flujo de Iml/minuto, la columna utilizada fue una columna C18 de
8 centimetros de longitud y un diametro interno de 4.6 nm con particulas de 4 um. El
tiempo de retencion del decoquinato con estas condiciones fue de 1 minuto. Estos datos se

presentan de manera resumida en el cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones cromatograficas.

Fase Movil Detector Vol. de Columna Velocidad  Tr.
fluorescencia  inyeccion de flujo
C18 (25cm)
EtOH/H20 Em 314 nm 30 ul 10 um tamafiode 1 mi/min. +2
ClCa Ex 390 nm particula min.
3.9 mm diametro
interno
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3. Validacién y Resultados.

3.1 Solubilidad.

Se prob¢ la solubilidad del decoquinato en diferentes medios con el fin de determinar que
solventes serian los adecuados para la extraccion del decoquinato de ambas matrices. Los
resultados de solubilidad se presentan en el cuadro 3. Siendo mayor su solubilidad en

etanol.

Cuadro 3. Solubilidad del decoquinato en diferentes disolventes.

MeOH EtOH Agua ACN
Muy soluble X
Soluble X
Poco soluble X
Insoluble X

Donde MeOH es metanol, EtOH es etanol y ACN es acetonitrilo.

3.2 Curva de calibracion y coeficiente de variacion.
Con la finalidad de determinar el coeficiente de correlacion y coeficiente de variacion (CV)
se realizo la curva de calibracion para decoquinato en HPLC con tres repeticiones.

Obteniendose una correlacion de: r >0.99. El CV de estas repeticiones fué inferior a 7 %.

La linearidad de respuesta se observd en concentraciones que van de 2 ng / 30ul a 200

ng/30ul
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Los resultados de las inyecciones cromatograficas se presentan en el cuadro 4. Para conocer
la respuesta de la concentracion de decoquinato se considerd la altura del pico de la

concentracion del decoquinato.

Cuadro 4. Inyecciones para la curva de calibracion

Estandar decoquinato Altura  Altura Altura

ng/30ul
822371 822371 803000

200
86773.9  79742.97  76853.99

20
8001.47 8069.22  8068.46

2

a | 0.34702
r 10.999
b | 1.1326

3.3 Repetibilidad

Este parametro se obtuvo al inyectar en 5 ocasiones tres diferentes concentraciones de

decoquinato, el coeficiente de variacion de estas respuestas nunca fue mayor de 5 %.

3.4 Linealidad.

Este parametro se identific6 mediante la regresion obtenida con tres diferentes
concentraciones de un estandar conocido. Este mismo ensayo se utilizd6 para la
identificacion de la concentracion en las muestras con la cantidad minima y mdaxima

utilizadas, cuyo rango siempre incluyd las lecturas de las muestras.
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3.5 Porcentaje de recuperacion.

La evaluacion de este parametro se realizd con muestras de leches adicionadas con una
cantidad conocida de decoquinato, posteriormente se hizo la extraccion con el método
descrito y se obtuvo una recuperacion.

El porcentaje de recuperacion obtenido en la extraccion de decoquinato de leche fue de

97% mientras que para suero sanguineo fue de 92%.

3.6 Precision

Este parametro se identifica por el CV del Tiempo de retencion después de 5 inyecciones

de la misma concentracion en diferente tiempo. EI CV no fue mayor al 3 %.

3.7 Limite de deteccién de la técnica.

El limite de deteccion se obtiene incrementando el valor del ruido 3 veces para observar
una sefial al tiempo de elusion ya determinado. En este caso fue de 5.1 ng/ml. De la misma
manera el limite de deteccion se puede describir como la cantidad del compuesto que se

puede detectar mas no cuantificar.

3.8 Limite de cuantificacion.

El limite de cuantificacién es la concentracion minima identificada, que se obtiene al
considerar la cantidad minima detectable en un volumen conocido, dividido entre el aforo
de la muestra y el tamafio de esta; en las pruebas de cuantificacion de decoquinato en leche
fue de 10.2 ng/ml (ppb). Explicado de otra manera el limite de cuantificacion es aquella
cantidad del compuesto que como su nombre indica se puede cuantificar, es decir se le

puede dar un valor numérico para describir su concentracion.
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3.9 Resultados de Farmacocinética via oral

Los resultados obtenidos en las lecturas del decoquinato en suero sanguineo por HPLC
indicaron que la absorcion del decoquinato administrado via oral (VO) en vacas es pobre y
que alcanza una concentracion maxima en plasma (Cmax) de 0.94 pg/ml a las 2.33 horas
posterior a la medicacion. El 4rea bajo la curva (AUC) fue de 6 =+ 0.59 pg/ml para el dia
unoy 5.97 + 0.52 pg/ml para el dia 21 a dosis de 10 mg/kg pc/dia. De acuerdo con estos
datos y posterior a un analisis estadistico, utilizado la prueba de t de Bonferroni, se
determind6 que no hay acumulacion aparente de decoquinato y que su variable de
eliminacion no muestra una diferencia estadistica significativa (P <0.001). Los resultados
de las concentraciones de decoquinato administrado via oral del dia 1 y el dia 21 se

muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Media + DE de las variables de la farmacocinética en el dia 1 y después de 21
dias de medicacion constante durante 21 dias con decoquinato a dosis de 10 mg/kg de peso
corporal via oral.

Variables Day 1 Day 21
Mean £ SD  Mean = SD
AUC (pg.h/L) 6.0 +0.56 59+0.6
AUCo24 (ng.h/L) 7.01+0.2 6.95 +0.2
AUMC (pg.h/L) 28.02+2.5 26.54+28
MRT (h) 467+04  449+04
B(h™h 0.17+0.01  0.17+0.01
Ty (h) 1.6+ 0.03 1.6 +£0.04
Ty (h) 1.48+0.02  1.54+0.1
Comax (07 0.94+02  0.95+0.2
Tinax (h) 23+0.2 23+0.3

En las figuras 8 y 9 se representan de manera grafica las medias + desviacion estandar de
las concentraciones de decoquinato en suero sanguineo contra tiempo de los dias 1 y 21
mientras que en la figura 10 se presentan las concentraciones de decoquinato en suero

sanguineo por individuo en las muestras obtenidas el dia 1.
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Figura 8.- Concentracion de decoquinato en suero sanguineo vs. tiempo (horas) al dia uno
de medicacion con 10 mg/kg pc.
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Figura 9.- Concentracién de decoquinato en plasma sanguineo vs. tiempo (horas) al dia 21
de medicacion diaria con 10 mg/kg pc /dia
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Figura 10.- Concentracion plasmatica de decoquinato (pg/ml) vs. tiempo (horas) por vaca
al dia 1.

Concentracion plasmatica (ug/ml)

Tiempo en horas (dia 1)

De acuerdo con los resultados obtenidos y analizados mediante el programa mencionado
podemos asumir que el decoquinato se comporta como farmaco de primer orden de un
compartimento, en la figura 11 se expresan de manera grafica las caracteristicas generales
de estos farmacos.

Figura 11. Modelo del comportamiento de un farmaco de primero orden de un

compartimento.

Donde: Ka es la constante de eliminacion, Ke es la constante de eliminacion y el 1 describe

el compartimento.
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3.10 Concentracion de residuos en leche.

En el analisis de las muestras de leche colectadas el dia 0 (antes de la administracion de
decoquinato) resultaron negativos.

En el cuadro 6, se presentan las concentraciones de decoquinato identificadas en las
muestras de leche de los 3 grupos, siendo evidente que solo fueron detectadas y
cuantificadas las concentraciones obtenidas para las muestras del grupo C (10 mg/kg).

Las concentraciones detectadas para el grupo C (medicados con 10 mg/kg pc diario) arrojan
una media de 0.012 pg/ml + 0.002 para el dia 7. Para el muestreo del dia 14 la media fue de
0.013 pg/ml £ 0.004 y las muestras tomadas el dia 21 dieron una media de 0.011 pg/ml +
0.004. El muestreo del dia 1 después de la suspension de la administracion dio resultados
negativos para el 100% de las muestras indicando que su coeficiente de eliminacion es

inferior a 24 horas.

Cuadro 6. Concentraciones de decoquinato en leche de vacas medicadas cronicamente
durante 21 dias a tres distintas dosis.

Grupo Dias
7 14 21
X + DE X + DE X + DE
2.5mgkg TNC  -—-—--- TNC - TNC -
5mgkg  TNC  ---——m- TNC ~— ——e- TNC -

10 mg/kg  0.012  0.02341  0.013 0.00458 0.011 0.00493

Cuadro 6.- Media y Desviacion estdndar de concentraciones de decoquinato en leche de los
tres grupos. (Medicados con 2.5, 5y 10 mg/kg peso corporal/ dia durante 21 dias)

X =media, DE = Desviacion Estandar. TNC = Trazas no cuantificables.

37



3.11 Cromatogramas.

Cromatograma 1. Estdndar de decoquinato (A), muestra de leche positiva (C), muestra
positiva adicionada (B)
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Cromatograma 2. Muestra blanco con tratamiento.
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Cromatograma 3. Muestra de leche positiva a decoquinato, grupo C (10 mg/kg/dia) tomada
dia 21.
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4. Discusion y conclusiones.

Se desarroll6 una técnica de HPLC con el fin de determinar y medir decoquinato en leche
cruda y suero sanguineo, tomando como bases para el desarrollo de la misma la
metodologia planteada por Hobson-Frohock y Johnson (1983). La extraccion de la leche y
del suero se realizo utilizando una solucién de extraccién conformada por etanol en una
solucion al 62% de CaCl, en el caso de la leche seguida inmediatamente por la separacion
mediante un cartucho C18 sep-Pak de extraccién de fases solida, en el caso del suero se
logro sin el uso del cartucho previamente mencionado. La recuperacion fue adecuada para
ambas matrices, ningun pico adicional fue detectado, lo cual nos permite especular que no
hay presencia de metabolitos del decoquinato. Adn asi, es necesario realizar estudios
profundos para demostrar la presencia o ausencia de metabolitos. Gracias a los estudios
realizados, podemos sugerir que el decoquinato medicado via oral en bovinos resulta en una
pequefiisima concentracion del compuesto en leche, obteniendo el valor mas alto
administrando una dosis de 10 mg/kg pc al dia 7. Los valores obtenidos en suero sanguineo
para el dia 1 y para el dia 21 no presentaron diferencia estadisticamente significativa (P >
0.05). Este hecho nos indica que el estado estable del decoquinato se alcanza el dia 7.

La mayor concentracion en leche fue de 0.016 pg/mL (ppm), valor que es permitido por la
EMEA y la FDA que aceptan 500 pg/kg 1 -2 ppm para masculo y visceras
respectivamente, sin embargo no existen MRL’s determinados para leche. Estos datos
sugieren que 1 litro de leche consumida proveniente de vacas medicadas con decoquinato a
dosis de 10 mg/kg pc/dia cronicamente representa un consumo maximo total de 16 ug,
concentracion que no representa un riesgo para la salud publica cuando es comparado con
la concentracion maxima permitida para 300 g de musculo (300 pg). Adicionalmente, la
acumulacion de decoquinato en leche es inexistente bajo los esquemas de dosificacion

planteados en este estudio.

Los valores obtenidos en la farmacocinética del decoquinato VO en bovinos indican que la
biodisponibilidad y la ausencia de acumulacién dentro del organismo, asi como la relacién
entre concentracion en suero contra tiempo en el dia 1 y el dia 21 fueron virtualmente

iguales (P < 0.05). Con dichos resultados podemos asumir que el uso del decoquinato en
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bovinos bajo estos esquemas de dosificacion no representa un riesgo para la salud publica.
A pesar de esto, es necesario realizar estudios especificos como el uso de marcadores como
Cl4.

En cabras, una dosis diaria de 1 mg/kg de decoquinato administrado diariamente en el
alimento ha demostrado aumentar el indice de produccion lactea después del dia 75 y hasta
el dia 100 de medicacion, de la misma manera ha demostrado mejorar los indices de
ganancia de peso en corderos®.

Este estudio demostré que la limitada absorcion y la rapida eliminacion del decoquinate
pueden indicar que, si la produccién lactea es aumentada, el efecto puede estar basado en
un beneficio a las condiciones de salud logrado a partir del control de infestaciones sub
clinicas por parésitos del género protozoa en el tracto gastrointestinal i.e.* o como la

monensina, modificando el metabolismo ruminal para mejorar la utilizacion de energia.

4.1 Conclusiones.

Definitivamente, bajo los esquemas de dosificacion y las condiciones en las que se
desarroll6 este trabajo, podemos asegurar que el decoquinato, administrado via oral de
manera continua en bovinos en lactacion, no genera concentraciones en leche que
representen un riesgo para la salud publica y dichas concentraciones no rebasan los niveles

maximos permitidos por las autoridades sanitarias para musculo, grasa, higado o rifién.

La adecuacion de la técnica fue posible al igual que la extraccién del decoquinato de la
leche y del plasma, sin embargo es necesario realizar estudios acerca de la posible

existencia de metabolitos del compuesto.

En cuanto a la acumulacién podemos concluir que el decqouinato no posee tendencias

acumulativas y que por ende se podran estableces esquemas de dosificacion constante.
Ahora bien; de esta manera podemos asumir que la administracion del decoquinato en

vacas en lactacion de manera cronica representa una alternativa para buscar incrementar

variables productivas en bovinos.
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Table A1V - continued
Residue Limits for Veterinary Drugs, Food Additives, and Unavoidable Contaminants

Pr?duc- Fat Meat Meat By- Liver | Kidney thble
Compound tion @pm) | (ppm) product (pm) | (ppm) Tissue Reference
Class | PP P L epm | P P (ppm)

Cattle 2 1 2 2 2
Goat 2 1 1 1 2
Hogs
Decoquinate Horse 21 CFR 556.170
Poultry® 2 1 2 2 2
Sheep

Eggs

Cattle
Goat
Hogs 0.1
Dichlorvos Horse 21 CFR 556.180
Poultry
Sheep
Eggs

Cattle 0.5 0.5 0.5 0.5 20
Goat
Hogs 0.5 0.5 0.5 0.5 2.0
Horse 21 CFR 556.200
Poultry
Sheep
Eggs

Dihydro-
streptomycin

Cattle
Goat
S R
Dinitrobenzamide Poultry 21 CFR 556.220
Sheep 0’

Eggs

Cattle 0.03 0.1
Goat
Hogs 0.16
Doramectin Horse : 21 CFR 556.225
Poultry
Sheep
Eggs

Cattle 0.1’
Goat
Hogs
Enrofloxacin Horse 21 CFR 556.228
Poultry 0.3°
Sheep
E&gs
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APPENDIX IV. U.S. RESIDUE LIMITS FOR
VETERINARY DRUGS, FOOD
ADDITIVES, AND UNAVOIDABLE
CONTAMINANTS IN MEAT, POULTRY,
AND EGG PRODUCTS

INTRODUCTION

This appendix provides information on the residue limits (tolerances) for veterinary drugs, food
additives and unavoidable contaminants in meat, poultry, and egg products, as of March 9, 2001.
These tolerances, which are sct by the Food and Drug Administration (FDA), are applied by the
Food Safety and Inspection Service (FSIS) in its regulatory programs. The official source of these
tolerances is Title 21 of the Code of Federal Regulations (CFR): those for animal drugs are found in
Title 21, Part 556 (21 CFR 556); those for food additives are found in 21 CFR 172.140; and those
for unavoidable contaminants are found in 21 CFR 109.30. This appendix supplies the relevant
citation for each tolerance.

FSIS does not permit concentrations of residues in meat and poultry that exceed the tolerances or
action levels published in the CFR or the Federal Register. This appendix supplies the relevant
citation for each tolerance and action level.

The tolerances and action levels in poultry, meat and egg products by production class are listed
alphabetically by compound. These tolerances may be for the parent compound (the original
chemical form of the compound given to the animal), or for the compound's metabolites (the
chemical forms into which the compound is metabolized by the animal), or for a combination of
parent plus metabolites. All tolerances are provided in units of parts per million (ppm) unless
otherwise noted. Please note that this appendix has been generated for the convenience of the
reader, and if any discrepancies arise between this appendix and the CFR, the values from the
latter source should be used.

Unless otherwise indicated, "meat by-products” include kidney and liver.
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EMEA 2000 R lion and/or distribution of this is ised for non only

The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
Veterinary Medicines and Information Technology Unit

EMEA/MRL/017/95

COMMITTEE FOR VETERINARY MEDICINAL PRODUCTS
DECOQUINATE '
SUMMARY REPORT (1)

Decoquinate is a quinolone coccidiostat which can be administered via the feeding stuff at levels up
to 1 mg/kg bodyweight/day for up to 28 days for the prevention and treatment of coccidiosis in
calves and lambs. It has a long history of use and is an approved feed additive as defined by
Directive 70/524/EEC. The substance is used as an in-feed medication as well as a water-soluble
medication. Its mode of action is not understood.

Decoquinate is of low acute toxicity by the oral route in a range of avian and mammalian speéies. It
is also of Jow acute inhalational and contact toxicity.

Repeat dose studies of orally administered decoquinate have been carried out in rats and dogs.
Decoquinate was shown to be a substance of low toxicity, the most severe findings being occasional
minor changes in feed consumption, feed conversion, body weight and some organ weights; subdued
behaviour was noted in some animals in the 12 week dog study.

Decoquinate is well tolerated by a range of possible target species (cattle, lambs).

Reproductive toxicity has been studied in rats and teratology in rats and rabbits. No adverse effects
were observed on any of the parameters in the reproductive toxicity study in which the highest dose
level was 60 mg/kg bw/day. In the rat teratogenicity studies, there was a slight reduction in foetal
weight and a slight increase in the incidence of skeletally retarded foetuses in the high dose group
(no effect level 100 mg/kg bw/day), and in the rabbit study there was a decrease in the number of
live foetuses in the high dose group (no effect level 60 mg/kg bw/day).

Decoquinate has been tested for mutagenic potential and chromosome aberrations in a variety of
bacterial and mammalian cells. It was concluded that decoquinate was not mutagenic.

The 2-year rat study indicates that there was no change in the incidence or type of tumours which
developed at the highest dose level of 1000 ppm (roughly 40 mg/kg bw/day). -

Decoquinate has not been subjected to any specific tests for immunotoxicity but the findings of the
routine toxicity tests do not indicate that decoquinate is likely to be immunotoxic.

Decoquinate has not been tested specifically with regard to effects on human gut flora and organisms
used in the food processing industry. However, it is reported in the open literature that it has no anti-
bacterial action and no effect on protozoa other than coccidia. A study on environmental effects
indicated no effects on soil bacteria.

The lowest no observed effect level is the 15 mg/kg bw/day based on the subdued behaviour
observed in the 12-week dog study and this has been selected for the calculation of the ADI. In
recognition of the fact that this study is rather old, a safety factor of 200 has been applied to give an
ADI of 75 pg/kg bw/day or 4.5 mg/day for a 60 kg person.

7 Westferry Circus, Canary Wharf, London, E14 4HB, UK
Switchboard (44-20-7) 418 8400 Fax (44-20-7) 418 8447
E-mail: mail@emea.eudra.org hitp:/fwww.eudra.org/emea.htmi

the EMEA is acknowledged
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Little is known about the absorption of orally administéred decoquinate except that some must be
absorbed since residues are found in the tissues. Little is excreted via the urine in all species
examined (rat, chicken, cow and sheep). The highest levels of decoquinate are found in liver and
kidney with variable amounts in fat. Only low levels occur in muscle. Of the residue, most appears to
be in the form of parent compound with 3 other components occurring in rats; some of these nor-
decoquinate compounds also occur in liver and kidney in the target species. The pharmacokinetic

. studies show that residues have very little tendency to accumulate in the tissues after repeated dosing

but no formal residues studies have been carried out using the recommended dosage regime.

In the absence of residues studies, but taking into consideration the low toxicity of decoquinate, the

following provisional MRLs (based on decoquinate as marker residue) have been set for cattle and
sheep: :

Substance Marker residue Animal MRLs Target Other
. species - tissues provisions
Decoquinate | Decoquinate Cattle, sheep | 500 pg/kg Liver Provisionnal
500 pg/kg Kidney MRLs  expire
500 pghkg | Muscle on 1.7.2000
500 pg/kg Fat

Since there is some evidence that the decoquinate residues account for at least 50% of the. total
residue, these MRLs would account for less than 10% of the ADI and the limited residues data which
are available indicate that these levels would be reached within hours of drug withdrawal.

Several analytical methods are available for the. determination of decoquinate in the tissues of
various species. However, most of these are not validated and validation data, preferably for a
method which can be used with only minor modifications for different species, are required before
the MRLs can be finalised.

2/3
EMEA 2000




LIST OF QUESTIONS
1. The applicant should provide further information on absorption of orally-administered decoquinate.

_ 2. The applicant should provide further information on the relationship between the marker residue and
total residues.

3. The applicant should conduct residues studies in each species for which an MRL is required a
specified in Volume V1 of the Rules Governing Medicinal Products in the European Commurity. If a
milk MRL is to be set, these studies should include a milk residues study.

4. The applicant should provide a fully validated method for the analysis of decoquinate in the tissues
of those species for which MRLs are required and this method should be pmented in an
internationally accepted format.

This information should be provided to the CVMP by 1 July 1999.

e
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~ AVF CHEMICAL INDUSTRIAL CO..LTD .-

TEL: 0086-531-82350081  FAX: 0086-531-82350085

E-mail: winnytian@163169.net

‘Website: www.avfchem.com

| '-"Ce'rtiﬁ@te of Analysis

S

NAME ~ DECOQUINATE
BATCH NO. 20070302 | QUANTITY . 10G
EXPIRE. - Three. - years | Packing - BAG:
| PRODUCTION DATE. |MAR.02,2007 | ANALYTICALDATE | MAR 02, 2007
ITEM QUALITY STANDARD 'RESULT
IR absorption Conform = - A - Conform
Identification [ ) ' -
UV absorption Conform Conform
Residual solvents Conform Conform
Aniline compound Not more than 0.5% ©0.25%
Assay 98.0%~101.0% 99.30%
‘Lose on drying Not more than 0.5% 0.08%
Melting point 242~245C 242.4-243.5°C
Sulphated Ash 0.8%~1.2% 0.98%
- Single impurity Not more than 1.0% C018% g}
Total Impurity Not more than 2.0% 0.25% (&,"
o e EICAL NDUSTRIAL €0, LDATTED
Inspector | - - HAN WANG Manager AVE CHEMICAL IND ) :

N
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Authorized Signature(s)
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