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RESUMEN

JUAREZ REYES SUSANA. Evaluacion de perfiles séricos de dos
presentaciones comerciales de enrofloxacina en bovinos. (Bajo la direccion
de Dra. Lilia Gutiérrez Olveray de MVZ MC Ismael Martinez Cortes).

El objetivo del presente estudio fue evaluar los perfiles farmacocinéticos del
Producto Original (Baytril Max®) y el Prototipo “A”, posterior a la aplicacién IM a
dosis de 7.5 mg/kg, para determinar si el Prototipo “A” es bioequivalente y cumple
con los requisitos de la (PK/PD) para enrofloxacina. Se utilizaron 16 bovinos
clinicamente sanos; con pesos aproximados de 200 kg tipo F1 (Cebu/Holstein). Se
dividieron aleatoriamente en 2 grupos de 8 animales cada uno. El grupo 1 recibi6
el tratamiento T1, a dosis de 7.5 mg/kg IM del Producto Original al 10% (maximo
15 mL/sitio de aplicacion). El grupo 2 recibio el tratamiento T2, a dosis de 7.5
mg/kg IM del Prototipo “A” al 10% (maximo 15 mL/sitio de aplicacion). El analisis
cuantitativo para identificar enrofloxacina en las muestras séricas, fue la
metodologia microbiol6gica descrita por Bennet et al (1966) utilizando como
microorganismo particularmente sensible, una cepa ATCC 25922 de Escherichia
coli. El andlisis farmacocinético y estadistico se realiz6 considerando la
metodologia estadistica descrita por Rani y Pargal (2004) con modelos de
farmacocinética compartamental del programa PKAnalyst® de Micromath. Los
valores farmacocinéticos de Chax, Tmax, AUC, AUMC, T"2f3, se evaluaron mediante
la prueba de ANOVA y Kruskal-Wallis. Los resultados del Prototipo “A” fueron:
Cmax 2.9 £ 0.4 pg/mL, Thax4.1 £ 0.06 h, AUC 85.6 £ 1.0 ug/mL/h y T2 0.036 +
0.004 h.; y del Producto Original fueron: Cnax 2.2 £ 0.13 pug/mL, Tmax 2.08 £ 0.05 h,
AUC 13.6 = 0.7 pg/mL/h y T3 0.027 + 0.002. Dichos resultados muestran
diferencias significativas entre ambos productos (P > 0.05), evidenciando que el
Prototipo “A” es superior al Producto Original.

Se concluye que el producto ENROFLOXACINA GENERICO (Prototipo “A”) es no
bioequivalente a BAYTRIL Max®, ya que es superior a BAYTRILMax® en las
variables de Cnax ¥ AUC, debido a que logra cubrir los requisitos PK/PD para la
enrofloxacina, lo cual la convierte en un producto original.



INTRODUCCION

En el ejercicio privado de la profesion del médico veterinario, existen diversos
puntos de conflicto en la toma de decisiones, sobre todo en el que se refiere a la
terapéutica clinica; tal es el caso de la seleccion adecuada de farmacos para la
terapia antibacteriana de cualquiera de los problemas clinicos que se presentan en
una unidad de produccién. ElI mercado de los antibacterianos es uno de los mas
importantes para los laboratorios farmaceéuticos de linea veterinaria; una evidencia
clara de ello es el nimero de presentaciones comerciales que se pueden
encontrar disponibles de cada antibacteriano. Debido a la gran demanda de
dichos antibiéticos y la competencia por precios, en muchos paises se lleva a cabo
la sustitucion de medicamentos originales (de referencia) por medicamentos

genéricos (similes o intercambiables).?

BIOEQUIVALENCIAS

En las ultimas décadas el uso de medicamentos genéricos ha ido en aumento con
la justificacion de hacer econémicamente mas accesible la compra de
antibacterianos y reducir de alguna manera los costos sanitarios; como
consecuencia, al existir una mayor disponibilidad de medicamentos, el médico
veterinario se encuentran con un gran numero de productos de fuentes multiples,
de los cuales tendria que seleccionar el producto que le pueda brindar una mayor
efectividad terapéutica a un menor costo, para mantener la rentabilidad de la

produccién.®



Durante mucho tiempo se consider6 que dos productos genéricos de diferente
marca, al administrarse en la misma cantidad de principio activo, deberian ser
igualmente eficaces en la practica clinica, sin embargo, no siempre sucede asi,
como han demostrado los recientes avances de la farmacocinética y estudios de

bioequivalencias.*

La falta de la actividad terapéutica, asi como el aumento o surgimiento de
resistencias bacterianas, ha motivado a la comunidad veterinaria mundial a la
implementacion de normas para garantizar la calidad de los productos
farmacéuticos disponibles para el médico veterinario®, condicién que resulta
esencial, ya que obliga a los fabricantes de productos genéricos a demostrar que
son intercambiables o bioequivalentes, con respecto al producto de referencia u

original.

Se puede establecer intercambiabilidad mediante varios métodos, idealmente se
debe elegir el mas exacto, sensible y reproducible. A efecto de llevar a cabo la
intercambiabilidad o sustitucion de productos, es necesario contar con evidencia
cientifica que permita conocer el desempefio farmacocinético de un preparado
similar al de referencia. La intercambiabilidad entre dos productos se puede basar
en criterios farmacocinéticos, farmacodinamicos y clinicos. Entre los criterios
farmacocinéticos aceptados cientificamente, el mas comun se conoce con el
nombre de bioequivalencia.?*>®’ En orden decreciente de exactitud, sensibilidad y
reproducibilidad los métodos para establecer intercambiabilidad o bioequivalencia

son:



e Estudios farmacocinéticos. Estudios de biodisponibilidad y perfiles

farmacocinéticos, para establecer bioequivalencias.’

e Estudios clinicos. También denominada como equivalencia
terapéutica; la cual corresponde a la ausencia de una diferencia
clinicamente significativa, mediante evaluaciones de desafios en
campo. Estas evaluaciones establecen Unicamente

intercambiabilidad.®,’

e Estudios in vitro: Aplica a farmacos de alta solubilidad en agua o a
dosis menores de un mismo preparado, tanto para los vehiculos como
para el principio activo (PA) que ya sea intercambiable, siempre y
cuando el perfil farmacocinético del farmaco sea lineal, que la diferencia
entre dosis sea debida a diferencias en la cantidad de PA y que la
composicién de las formulaciones sea cualitativamente idéntica (PA y

vehiculos). Establecen Gnicamente intercambiabilidad.’

Los conceptos de bioequivalencia e intercambiabilidad son considerados como
sindbnimos, sin embargo, un producto bioequivalente si es intercambiable, pero un
producto intercambiable no forzosamente es bioequivalente. Segun la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA), se

consideran dos productos bioequivalentes cuando la biodisponibilidad es igual;



esto es, que la velocidad y el grado o magnitud en el que el principio activo o el
ingrediente terapéutico es absorbido y se encuentra disponible en la sangre o sitio
de accion en una matriz biolégica, a partir de la misma via de administracion, con
la misma presentacion farmacéutica y a la misma dosis, asegurando asi que la
eficacia y seguridad de ambos sea esencialmente la misma.2®'*'* En cambio, la
intercambiabilidad demuestra Unicamente igualdad quimica. Una
intercambiabilidad se define por SAGARPA como: producto farmacéutico que
contienen el o los mismos principios activos en similar forma farmacéutica para la
misma via de administracion y cumplen con los requisitos establecidos en la
farmacopea de identidad, potencia, pureza, uniformidad del contenido, velocidad
de disolucién, etc., aunque los ingredientes inactivos, vehiculos o excipientes,
puedan diferir entre si; la cual puede ser demostrada, mediante pruebas de

disolucién o también mediante evaluaciones de efectividad clinica.®%1%11:12

Existen principios activos a los cuales no es necesario realizarles evaluaciones de
intercambiabilidad, y se les denomina como bioexenciones; esto es, que sean
preparados de disolucion rapida por via oral y que contengan principios activos
gue se solubilicen en menos de 1 hora y se absorban por lo menos el 85% en no

mas de 2 horas en monogastricos y hasta 4 en rumiantes.’

Tomando en cuenta lo antes mencionado queda en evidencia que la demostracion
de bioequivalencia o intercambiabilidad asegura un uso racional de los farmacos

con la evidente efectividad terapéutica de los medicamentos genéricos>*°.



Los estudios de bioequivalencia, pueden ser utilizados cuando:

1. Es necesario solicitar la autorizacion de comercializacion de farmacos
Z o 7
geneéricos.
2. Cuando un laboratorio innovador cambia la formulacion, la via de
administracion, la forma farmacéutica o cuando se introducen cambios en el
proceso de manufacturado que podrian afectar la biodisponibilidad del

farmaco.’

Al realizar estudios de bioequivalencias se busca que la biodisponibilidad de él o
los productos evaluados no difieran = 20% con respecto al de referencia, esta
tolerancia es aceptada debido a que no presenta consecuencias clinicas
relevantes en un tratamiento.? El sobrepasar estos limites en mayor o menor
grado genera diferencias clinicamente relevantes en la intensidad del efecto
terapéutico o en efectos colaterales. Por ejemplo, se ha informado de efectos
toxicos sobre el sistema nervioso, cardiovascular, gastrointestinal,
condrotoxicidad, problemas reproductivos y de desarrollo, al usar quinolonas en
humanos. Debido a que la enrofloxacina origina patologias de origen secundario,
ha sido prohibido su uso en humanos, aunque se emplea habitualmente en

animales como antibiético de amplio espectro.**1*1°



Los principales parametros de biodisponibilidad evaluados para definir la

existencia o falta de bioequivalencias son:*’

o Concentracion maxima (Cmax)

e  Area bajo la curva (AUC)

. Relacion Cmax/AUC

o Vida media de eliminacion (T1/2 B)

o Tiempo maximo (Tmax)

Estas variables permiten la cuantificacion de la cantidad y velocidad de absorcién

y tasa de eliminacion del farmaco.?’

Dos productos que han demostrado ser intercambiables o bioequivalentes
suponen un igual desempefio clinico®. El hecho de que algunos medicamentos no
son iguales al medicamento original, no los hace necesariamente inferiores
clinicamente siempre, a menudo sélo los hace distintos y deberan ajustarse para

dar lugar a nuevas indicaciones o incluso para ponderar sus diferencias.*

Las pruebas de bioequivalencia tiene ventajas significativas para el uso racional

de farmacos en medicina veterinaria, entre ellas se pueden mencionar:’

e Promover la calidad en el proceso de manufacturado para poder garantizar

la salud animal



e Promover la salud publica al contribuir a la prevencion de residuos nocivos

de farmacos en los productos alimenticios de origen animal.

e Facilitar el uso racional de los antimicrobianos de alto impacto en salud

publica y animal

ENROFLOXACINA

La enrofloxacina es un derivado fluorinado del ndcleo quinolin-acido carboxilico
desarrollado para uso exclusivo veterinario. Revoluciond la terapéutica de las
enfermedades bacterianas, por lo que aun es considerado como uno de los
antibacterianos mas potentes utilizado a la fecha en medicina veterinaria'’. Tanto
en la década de los 80°s, 90’s y aun a la fecha, se hace evidente el incremento en
el uso de este antibacteriano en unidades ganaderas.'® Su mecanismo de acci6n
es a partir de la inhibicién de la subunidad A de la enzima topoisomerasa Il (ADN
girasa bacteriana), la cual es vital para la replicacion de los &cidos nucleicos
bacterianos ya que esta implicada en el desenrollado, corte, y sellado del ADN. La

inhibicién de dicha enzima, conduce a una muerte celular en las bacterias. 1%

Por sus caracteristicas farmacologicas, es de empleo frecuente para el tratamiento
de una amplia variedad de patologias bacterianas de los animales domésticos®’,
es eficaz en bacterias que son resistentes a los aminoglucésidos, B-lactamicos,
tetraciclinas, antagonistas del acido félico y macrélidos®. Su espectro de actividad

es bueno contra bacterias Gram (—) como: Escherichia coli, Histophilus spp,



Pasteurella spp con excepcion de Pseudomonas aeruginosa, Yy presenta una
potencia menor contra bacterias Gram (+), pero mantiene buena actividad
terapéutica contra algunas cepas de Streptococcus spp, Staphylococcus spp y
Erysipelothrix rhusiopathiae entre otras. Presenta una acciéon importante contra
bacterias intracelulares como Mycoplasma spp, Chlamydia spp, Mycobacterium

spp y Nocardia spp. %223

El rango de dosificacién varia de 5 - 7 mg/kg/dia con presentaciones al 10%, pero
recientemente se llegé a utilizar a dosis de 10 mg/kg/dia, el ajuste de las dosis es
debido a la eficacia clinica que ha presentado en campo al ser un farmaco
concentracion dependiente. *® La enrofloxacina se metaboliza a nivel hepatico en
ciprofloxacina, que es una quinolona de segunda generacion de uso en medicina
humana.'®* Presenta una vida media larga (1-7 h aproximadamente) y amplio
volumen de distribucién. Después de la administracion SC o IM a dosis de 5-7
mg/kg se logran una Cmax de 0.8 a 3 pg/ml entre 1 a 4 horas.?! Las
fluoroquinolonas son antibacterianos concentracion dependientes, los cuales
requieren lograr una Cmax >10 a 12 veces la CMI o0 y se ha establecido una
relacion del AUC,4/CMI > 125 contra cepas de campo para predecir una buena
eficacia terapéutica y cubrir la relacion PK/PD (farmacocinética/farmacodinamica)

requerida para este tipo de antibacterianos.®?*



En resumen, el uso indiscriminado, la existencia de presentaciones similares de
dudosa calidad (falta de bioequivalencias) disponibles en el mercado, asi como el
uso clinico descuidado en campo de este antibacteriano puede contribuir al
surgimiento de resistencias bacterianas, como consecuencia a la reduccion de su
eficacia clinica y finalmente a terminar con uno de los antibacterianos de mayor y

exclusiva utilidad en la medicina veterinaria.®3182°
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JUSTIFICACION

Para poder llevar a cabo la sustitucion de un medicamento, se debe disponer de
evidencia cientifica que nos permita conocer que las caracteristicas
farmacocinéticas y farmacodinamicas son equivalentes entre un preparado
sustituto en relacion a uno de referencia, y por lo tanto, que cuentan con la misma
efectividad.”® Dado Ilo anterior, es indispensable realizar estudios de
bioequivalencia para garantizar que el intercambio de un medicamento comercial a

otro, no sea en perjuicio del tratamiento establecido para un paciente.

En el mercado mexicano se encuentran disponibles una gran cantidad de
enrofloxacinas similares, de las cuales no estan justificadas sus

bioequivalencias'®?"?3

, por lo que podemos resaltar la importancia del presente
trabajo, en el cual se pretende generar informacién de utilidad sobre la
farmacocinética de dos formulaciones de enrofloxacina disponibles en México y de

esta manera poder comprobar su bioequivalencia farmacéutica y su

bioequivalencia terapéutica.

11



HIPOTESIS

El preparado farmacéutico designado como Prototipo “A”, a base de enrofloxacina
incluida en vehiculos poliméricos que proporcionan liberacion modificada, sera

bioequivalente, al preparado de referencia (Baytril Max®, Bayer de México).

12



OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo es evaluar los perfiles farmacocinéticos del preparado
de referencia (Baytrii Max®) y el Prototipo “A”, posterior a la aplicaciéon
intramuscular (IM) a una dosis de 7.5 mg/kg, para determinar si el Prototipo “A” es

bioequivalente y cumple con los requisitos de la (PK/PD) para enrofloxacina.

13



MATERIAL Y METODOS

Sitio de experimentacion

Este estudio se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Ganaderia Tropical (CEIEGT) de la Facultad de Medicina, Veterinaria y Zootecnia,

UNAM; ubicado en el municipio de Tlapacoyan, del estado de Veracruz, México.

Grupo de estudio

Se trabajé con 16 bovinos clinicamente sanos, machos y hembras; con pesos
aproximados de 200 kg tipo F1 (Cebu/Holstein). Los parametros de inclusiéon para

la eleccién de los animales fuerdn:

- No haber recibido ningun tipo de medicacion por lo menos durante 3

semanas previas al estudio.

- No presentar signolégia clinica de enfermedad (animales clinicamente

sanos).
- No presentar una variacion en peso + 20 Kg.

Los animales fueron divididos aleatoriamente en 2 grupos de 8 animales cada uno

(Cuadro 1):

14



- Los animales del grupo 1 recibieron el tratamiento 1 (T1), el cual consistio
en la aplicacion de una dosis de 7.5 mg/kg por via IM del producto de

referencia al 10% (no mas de 15 mL/sitio de aplicacion).

- Los animales del grupo 2 recibieron el tratamiento (T2), el que consistio en
la aplicacion de una dosis de 7.5 mg/kg por via IM del Prototipo A

(genérico) al 10% (maximo 15 mL/sitio de aplicacion).

Una vez elegidos los animales y separados en grupos, estos fueron alojados
durante todo el tiempo de estudio en potreros, recibieron alimentacion conforme al
manejo normal del rancho (pastoreo, suplementacién con sales minerales en

saladeros y acceso a bebederos ad libitum).

Toma de muestras

La obtencién de muestras sanguineas se obtuvo de la vena yugular por medio de
un catéter largo heparinizado de calibre #18 en los siguientes tiempos: basal, 0.5
(30 minutos), 1, 2, 4, 10, 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Fueron obtenidos de 3-5 mL

de sangre por animal en cada tiempo de muestreo.

Inmediatamente después de obtenidas las muestras, fueron centrifugadas a 3000
rom/15 minutos, para posteriormente separar el suero. Cada muestra fue
identificada de acuerdo al niumero de registro del animal, grupo de prueba y hora
de muestreo; y posteriormente se mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta el

momento de su analisis.

15



Al concluir este ensayo, los animales continuaron dentro de los programas
productivos del CEIEGT-FMVZ-UNAM, evitando que entraran a la cadena

alimenticia, en los 4 meses posteriores al estudio.

Método analitico

Para la identificacion de enrofloxacina en las muestras séricas, se utilizo la
metodologia microbiolégica descrita por Bennet et al (1966)%°. Dicho método
resulta altamente confiable (99%) comparado con el HPLC, segun lo descrito por
Kiing et. al (1993)*°; como microorganismo particularmente sensible se utilizé una

cepa ATCC 25922 de Escherichia coli.

La fase analitica/cuantitativa se realiz6 en el Departamento de Fisiologia y
Farmacologia de la FMVZ-UNAM, dentro de los primeros 20 dias posteriores a la

obtencion de las muestras.

Fortificaciones

Con la finalidad de establecer los porcentajes de recuperacion y limites de
cuantificacion del método analitico propuesto, se realizaron fortificaciones de

plasma obtenido de bovinos no tratados con farmaco alguno.

16



Estandares de referencia

1)

2)

3)

4)

Solucion madre de enrofloxacina (200 pug/mL). Para la preparacion de
esta solucion, se adicionaron 20 mg de la sal estdndar de referencia de
enrofloxacina a un matraz volumétrico de 100 mL, posteriormente se
adiciono 1 mL de una solucién 1 molar de KOH y se afor6 con agua
desmineralizada.

Estandar intermedio. La solucion de enrofloxacina de 20 pg/mL es
preparada pipeteando 1 mL de la solucion madre en un matraz volumétrico
de 10 mL y se diluye a volumen con la muestra, mezclar bien. Se considera
ésta como estable por 2 semanas a 4°C en frasco ambar.

Soluciones de la curva estandar. Las soluciones de la curva estandar se
preparan directamente de la solucién intermedia o madre, preparadas por
diluciones volumétricas del estandar de fortificacion 20 pg/mL usando el
diluyente de la muestra (agua desionizada). Para las soluciones de
0.078125, 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL se realizaron
diluciones volumétricas sucesivas de 1:1 a partir del estdndar intermedio 2.5
ml a 5 mL respectivamente. Estas soluciones se consideran estables por 2
semanas a 4°C en frascos ambar.

Se corrieron curvas de las matrices analiticas para descartar interferencias

en el método analitico (Figura 1 y Cuadro 2).
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Estandarizacion del método analitico

El método analitico de actividad/concentracion establecido se bas6 en que la
enrofloxacina y su principal metabolito la ciprofloxacina poseen una actividad
antibacteriana que sigue una linealidad de concentracion. EI método analitico
elegido detecta sin diferenciar la presencia de enrofloxacina y sus metabolitos

activos, dado lo cual la regresion lineal representa la suma de ellos.*3!

Fortificaciones

Para establecer el grado de recuperacion de enrofloxacina en el suero de bovino y
el limite de deteccion y cuantificacion se realizaron fortificaciones con 100 mL de
plasma libre de farmaco. Inicialmente se corrieron 3 muestras de suero de los
animales no tratados para asegurar que no tuvieran tratamiento alguno. Se
utilizaron las siguientes diluciones de enrofloxacina en suero bovino de 0.039,

0.078125, 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL. (Cuadro 3)

Analisis de muestras

A partir de las diluciones de las muestras fortificadas, se realiz6 la curva de
calibracion del método microbioldgico, la cual se obtuvo una vez que las diluciones
fueron inoculadas en pozos realizados en una charola con un cultivo de la cepa
ATCC de Escherichia coli, la cual fue incubada a 37°C por 24 horas. Posterior a la
incubacion, se midieron los halos de inhibicidn, y a continuacién se obtuvieron los

valores en milimetros y en pyg/mL. Dichos valores fueron graficados para obtener
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la curva de recuperacion; una vez obtenida dicha curva, se realizo la evaluacion
de las muestras bioldgicas, de las cuales de obtuvo en promedio 100 pL, los
cuales fueron depositados en los pozos realizados en la charola que contenia la
siembra de la cepa ATCC de Escherichia coli. Posterior a su incubacion a 37°C, se
obtuvo la medicién de los halos, y con ayuda de la curva de regresion se pudieron

obtener las concentraciones en pg/mL correspondientes a cada muestra.

Se realiz6 considerando la metodologia estadistica descrita por Rani y Pargal
(2004)*° mediante modelos de farmacocinética compartamental con el programa
PKAnalyst® de Micromath. Los siguientes datos farmacocinéticos se evaluaron

mediante una prueba de ANOVA y Kruskal-Wallis:

e Cnax= Concentracién plasméatica maxima

e Thax= Tiempo para Cmax.

e AUC= Area bajo la curva de concentracion plasmatica vs. tiempo.

e AUMC= Area bajo la curva momento de concentracién plasmaética contra
tiempo.

e TY2B=Vida media de eliminacion.
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RESULTADOS

En el Cuadro 4 y 5 se muestran las concentraciones plasmaticas contra tiempo de
enrofloxacina (pg/mL), asi como su respectivo promedio y +DE obtenidas al
dosificar a razén de 7.5 mg/kg de peso corporal por via IM. En el grupo 1 T1 fue
administrado el Producto original o de referencia (Baytril Max®) y el grupo 2 T2

fue administrado el Prototipo “A” (genérico).

Con base a los resultados antes mencionados, en la Figura 2 y 3, se representan
los perfiles de enrofloxacina, mostrando la distribucion obtenida de las
concentraciones plasmaticas contra tiempo de los dos grupos evaluados (Producto

original y Prototipo “A”).

En la Figura 4, se muestran la comparacién realizada entre los perfiles de
enrofloxacina obtenidos a partir de los promedios +1DE de las concentraciones
plasmaticas contra tiempo. En la Figura 5 se observan los parametros
farmacocinéticos de ambos productos haciendo énfasis en el término de la

actividad terapéutica para ambos productos.

En el Cuadro 6, se encuentran representadas las variables farmacocinéticas y de
relevancia durante el estudio: Cmax, Tmax, AUC, AUMC y T% B, comparando los
valores del Producto original y Prototipo “A”. Por ultimo, en el Cuadro 7 se muestra
la comparacion de las variables farmacocinéticas antes mencionadas del Prototipo

“A” contra el rango establecido de bioequivalencia (BE) para enrofloxacina.
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DISCUSION

En el presente estudio, los resultados obtenidos muestran que la Cnax para el
Prototipo “A” fue de 2.9 £ 0.4 ug/mL con una Tnax de 4.1 £ 0.06 h (4 horas), AUC
de 85.6 = 1.0 pg/mL/h y una T% B de 0.036 £ 0.004 h, mientras que el Producto
Original obtuvo una Cpax de 2.2 £ 0.13 pg/mL, Thax de 2.08 £ 0.05 h (2 horas),
AUC de 13.6 £ 0.7 pg/mL/h y T% B de 0.027 + 0.002. Como se observa existen
diferencias significativas entre ambos productos (P > 0.05), evidenciando que el

Prototipo “A” es superior al Producto Original.

En un estudio realizado por Ahmed vy col. (2005)* administrando enrofloxacina
por via IM a dosis de 5 mg/ kg de peso en becerros cebu, se obtuvo que la Cnax,

erade 2.701 + 0.092 ug/mL, la cual es similar a la reportada en el presente estudio

para el producto genérico (2.9 £ 0.4 pg/mL).

En relacién a la Tmay, Araneda y col. (2013)** reportaron valores de 3.500 + 1.581
h al administrar una dosis de 7.5 mg/kg de enrofloxacina en cerdos. Sin embargo
en el presente estudio, se obtuvo un valor de Tpax de 4.1 + 0.06 h, lo que nos

indica que su absorcion se llevé a cabo de manera mas lenta.

En cuanto a los valores de AUC, Lalmuanthanga y col (2005)* aplicando
enrofloxacina de larga accion a dosis de 15 mg/Kg por via IM en becerros, el valor

era de 107.13 % 8.24 pyg/mL/h, mientras que al aplicar enrofloxacina convencional
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el valor de AUC fue de 96.40 + 9.62 pg/mL/h. Por lo que al comparar los
resultados referidos contra los obtenidos por el Prototipo “A” (85.6 + 1.0) se

observan variaciones en los valores de AUC.

Es de suma importancia recordar que la eficacia de la enrofloxacina esta
considerada para lograr un valor de Cnax elevado, esto es de 10 a 12 veces por
encima de la Concentracion Minima Inhibitoria o CMI (valor de Cyax mayor al valor
de la CMI x 12), obteniendo con ello un efecto bactericida y terapéutico 6ptimo.
Ademas, se sabe que hay una gran contribucion a la eficacia clinica cuando
AUC/CMI es mayor a 125 para Gram negativos y 30-50 para Gram positivos. Para
el caso de la enrofloxacina genérica, se cubre este Ultimo requisito, si se considera

una CMI de 0.5ug/mL para Escherichia coli, siendo 85.6/0.5 = 171.2

Por otro lado, los valores obtenidos para T% B del Prototipo “A” fueron de 0.036 *
0.004 h, que es un valor superior al del Producto Original 0.027 + 0.002 h. En el
estudio realizado por Khargharia y col (2005)*® administraron enrofloxacina a 5
mg/Kg por via IM en Yak se encontr6é que la T B fue de 2.786 + 0.6006. En nuestro
estudio, el resultado obtenido por el Prototipo “A”, implica que su permanencia en
el organismo a concentraciones terapéuticas es mayor a la del producto original, y

por lo tanto, permite un mayor tiempo de redosificacion.

A partir de los resultados en las variables farmacocinéticas (Cuadro 6), se realizo
un comparativo de los rangos de bioequivalencia para el Prototipo “A” (Cuadro 7),
donde los valores promedio son superiores a los rangos establecidos por la
Federal And Drug Administration (FDA) y la Union Europea.
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Es importante considerar que a nivel internacional existen varios criterios de
bioequivalencia, las recomendaciones de la FDA y de la Unién Europea para
considerar dos preparados como bioequivalentes (Cuadro 8), suponen el
establecimiento previo de una diferencia entre ambos preparados, en términos de

AUC, Cmax Y Tmax, que pueda asumirse como terapéuticamente relevante.*’

La FDA recomienda que, salvo en casos especificos, se establezca como criterio
de bioequivalencia que los intervalos de confianza estandar de la formulacion a
evaluar con respecto al original se encuentren dentro del 20% (80-120% para los
datos no transformados y 80-125% para los datos con transformacion logaritmica),
pudiéndose ampliar este intervalo por causas estadisticas (notable asimetria de
los valores promedio de los pardmetros) o clinicas (gran variabilidad interindividual
o amplio margen terapéutico). En los casos de farmacos con gran variabilidad se
acepta ampliar intervalos de confianza de Cnax a 70%-143%. Con respecto a los
resultados de Tnax, S€ puede decir que son menos relevantes que los valores de
AUC y Cnax @ la hora de concluir si existe 0 no bioequivalencia, ya que mientras
que para algunos farmacos con los que se busca una accion rapida este

parametro si tiene especial importancia, para otros su interés es relativo.3’383

La FDA asigna limites de confiabilidad del 90% en bioequivalencia cuando los
valores para el AUC y Cmax con respecto al producto de referencia se encuentra
en un 80 a 125%, con lo cual acepta una variacion del 20 % en limite inferior y

25% en limite superior. /%%
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CONCLUSIONES

1. Los datos de farmacocinética indican que el Prototipo “A”

(ENROFLOXACINA GENERICO) es no bioequivalente a BAYTRIL

Max®.

. Los datos de farmacocinética indican que el Prototipo “A”
(ENROFLOXACINA GENERICO) es superior a BAYTRILMax® en las

variables de Cnax Y AUC.

. El hecho de que no sea bioequivalente, no significa que sea un producto
no funcional clinicamente, todo lo contrario ya que logra cubrir los
requisitos PK/PD para la enrofloxacina, lo cual la convierte en un producto
original. Siendo uno de los antimicrobianos méas potentes de uso exclusivo
para medicina veterinaria, consideramos que esté preparado es Unico
puede convertirse en una importante opcion terapéutica en la clinica

bovina.
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ANEXO |

Procedimiento analitico
e Material
A continuacion se listan los reactivos y equipo utilizados.

e Reactivos:

=

Hidroxido de potasio
2. Agua desionizada
3. Agar Muller Hinton (BIOXON)

Equipo

1) Agitador magnético y agitador ultrasonico
2) Balanza analitica (+ 0.0001 g)

3) Bafio ultrasonico de agua

4)  Centrifuga

5) Espéatulas de metal

6) Matraces volumétricos variados

7) Pipetas Pasteur de vidrio desechables
8) Pipetas volumétricas clase A variadas
9) Tubos de 16x100 mm

10) Tubos de vidrio graduados variados
11) Incubadora

12) Espectrofotbmetro

13) Recipientes pirex de 30 X 30 cm

e Material biologico

Cepa ATCC 25922 de Escherichia coli
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ANEXO I

CUADROS

Cuadro 1

GRUPQOS DE ESTUDIO Y TRATAMIENTO UTILIZADO EN EL ESTUDIO

Grupo | Tratamiento | Concentracion Dosis Via | Observaciones
(mg/kg)
Grupo Producto 10% 7.5 IM No més de 15
1 original mL/sitio de
(T1) aplicacion

No més de 15
Grupo | Prototipo A 10% 7.5 IM mL/sitio de
2 (T2) aplicacion
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Cuadro 2

CONCENTRACIONES DE LA SAL PURA DE ENROFLOXACINA Y LOS HALOS
DE INHIBICION + 1DE OBTENIDAS COMO ESTANDAR

Concentracién | Area bajo la curva
(ng/mL) Halo de +1DE
inhibicion
40 38.52 0.37
20 31.42 0.31
10 28.55 0.32
5 25.47 0.39
2.5 22.63 0.53
1.25 18.12 0.91
0.625 16.57 0.76
0.3125 10.96 0.88
0.15625 8.56 0.97
0.07813 6.45 0.76
0.039016 ND -

ND = No detectable

Cuadro 3

RECUPERACIONES DE ENROFLOXACINA EN PLASMA DE BOVINOS SIN

NINGUN TRATAMIENTO

Concentracion | Concentracion | Porcentaje de de
adicionada recuperada recuperacion (%)
(Hg/mL)
20 19.75 98.75
10 9.84 98.40
5 4.92 98.41
2.5 2.46 98.40
1.25 1.22 97.60
0.62 0.61 98.38
0.31 0.304 98.06
0.16 0.157 98.13
0.08 0.078 97.50
0.04 ND ND

X+ DE de recuperacion=98.24 + 0.42
Limite de deteccion=0.078125 pg/mL
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Cuadro 4

CONCENTRACIONES SERICAS DE ENROFLOXACINA (uG/ML) EN LOS
ANIMALES MUESTREADOS EN LOS DISTINTOS TIEMPOS DE MUESTREO
DOSIFICADOS EN CON PRODUCTO ORIGINAL (BAYTRILMAX®) A RAZON

DE 7.5 ML/KG IM.

Tiempo Animal #/Concentracion sérica (ug/mL) Prom | £DE
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0.5 0.08 | 0.08 |0.120.13|0.18| 0.2 | 0.1 |0.11| 0.13 | 0.04
1 097 065098 | 1.1 |0.76 | 0.97 | 0.95 | 0.97 | 0.92 | 0.14
2 226 (235208 (198|223 226|223 |237| 222 |0.13
4 0.68 | 0.71 | 0.68|0.62 | 0.32 | 0.76 | 0.62 | 0.64 | 0.63 | 0.13
18 0.38 | 052 043 |0.28 | 0.47 | 0.46 | 0.43 | 0.44 | 0.43 | 0.07
24 0.096 | 0.06 | 0.07 | 0.1 | 0.13 | 0.08 | 0.09 | 0.07 | 0.09 | 0.02

48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Cuadro 5

CONCENTRACIONES SERICAS DE ENROFLOXACINA (uG/ML) EN LOS
ANIMALES MUESTREADOS EN LOS DISTINTOS TIEMPOS DE MUESTREO
DOSIFICADOS CON EL PRODUCTO GENERICO A RAZON DE 7.5 MG/KG IM.

Tiempo Animal #/Concentracion sérica (ug/mL Prom | +DE
(h) 1 2 3 4 5 6 7 8
0 0 0 0 0 0 0 0 0|0 0

0.5 0.18, 0.09/0.18]0.17|0.14| 0.19| 0.16 | 0.18| 0.16| 0.03
1 0.28]0.23]0.21/031]0.19|0.26| 0.25] 0.23| 0.25] 0.04
2 0441 031]029,038]041|042| 038|036 0.37]0.05
4 31, 26| 34| 36| 28| 24| 31| 28| 298)|0.40

18 14| 16| 19| 21| 14| 15| 1.7|165| 1.66|0.24
24 09| 14| 12| 19| 12| 13| 14| 15| 135|0.29
48 03| 09| 04| 08| 07| 06| 0.62]064| 0.62)0.20
72 01, 05| 01| 04| 03] 05[033]037| 033)|0.16

96 007 01]0.08007]008| 02| 02| 02| 0.13]| 0.06
120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cuadro 6
VARIABLES FARMACOCINETICAS PARA EL PRODUCTO ORIGINAL Y EL

GENERICO
Variable Original Genérico
farmacocinética
Cmax (ugimL) 2.2+0.13° 29+04°
Tmax (h) 2.08 £0.05°2 4.1+0.06°
AUC (ug/mL/h) 13.6 £0.72 85.6+1.0°
AUMC (ug/mL/h) 1809.1 + 24.36 2 140049.1 + 123.5°
TY%g (h) 0.027+ 0.002° 0.036 + 0.004°

Diferentes literales significan diferencias estadisticas mediante ANOVA y
Kruskal Wallis

Cuadro 7

RANGO DE BIOEQUIVALENCIAS Y BIOEQUIVALENCIA PARA EL
PRODUCTO GENERICO

Variable Rango de Valor promedio del | Bioequivalencia
farmacocinética BE Genérico

Cmax (ug/mL) 1.75-2.75 2.9 No

Trmax (h) 1.66-2.6 4.1 No

AUC (ug/mL/h) 10.88 - 17.0 85.6 No

AUMC (ug/mL/h) 1447 — 140049.1 No
2261.4

TY2g (h) 0.022 — 0.036 No
0.034
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CUADRO 8. COMPARACION DE ALGUNOS REQUERIMIENTOS DE
BIOEQUIVALENCIAS ENTRE ESTADOS UNIDOS DE NORTE AMERICA,
CANADA Y LA COMUNIDAD ECONOMICA EUROPEA.

Evaluacién FDA TPD EMEA
PrinCipaIeS CMAX1 AUCQ, CMAX, AUCO CMAX; AUCO,
parametros de AUC; AUC;y
evaluacion
Intervalo de Si, 80 - 125 % Si,80-125% | Si, 80-120%
confianza en Cyax
Si, cuando el

Como soporte

cuando se forma farmaco es un

Metabolitos durante/después | No usualmente | profarmacoy el
del el proceso de metabolito
absorcion ayuda a
mejorar su
eficacia
Si, cuando los Si, cuando la
valores de formulacion es
Estado estable No AUC,/ AUCiy de liberacién
son inferiores al sostenida o
80%
transdermal
Si, siempre y Si, siempre y Si, siempre y
cuando el cuando el cuando el
Efecto del alimento alimento afecte alimento afecte | gjimento afecte
los niveles los niveles los niveles

Porcentaje minimo Mayor al 88% Mayor al 80% Mayor al 80%

de la AUC
observada
FDA = Estados Unidos de Norteamérica. (“Food and drug administration); TPD = Canada.
(“Therapeutic Products Directorate”); EMEA = Comunidad Econémica Europea (“European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products “); Cyax = Maxima concentracion obtenida;
AUC, = Area bajo la curva concentracién/tiempo del tiempo 0 a la Gltima concentracion
detectable; AUC;,; = Area bajo la curva concentracion/tiempo extrapolada a infinito.
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Cuadro 9

PUNTOS A CONSIDERAR PROPUESTOS POR VARIOS ORGANISMOS
INTERNACIONALES PARA LA VALORACION DE LAS BIOEQUIVALENCIAS

 La dosis a utilizar.

* El disefo de dosis Unica o dosis multiple.

« El disefio paralelo o cruzado, repetido o no.

* La formulacién de referencia.

* La duracion del periodo de lavado.

* El sexo, raza, edad, estado de salud.

* El numero de muestras para hacer el perfil.

« Sistematica de tratamiento de los datos farmacocinéticos.
* Forma de estimacion de la constante de eliminacién.

* Calculo del area extrapolada.
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ANEXO Il

FIGURAS
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Figura 1

CURVA ESTANDAR + 1DE Y REGRESION LINEAL DE LA SAL DE

ENROFLOXACINA EN TERMINOS DE CONCENTRACION VS HALO DE
INHIBICION
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Enrofloxacina original
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Figura 2

CONCENTRACIONES PLASMATICAS VS TIEMPO DE ENROFLOXACINA
ORIGINAL (BAYTRILMAX®) EN EL GRUPO 1 T1 ADMINISTRADA A RAZON
DE 7.5 mg/mL IM.
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Enrofloxacina genérica

X
3,5
A
3 ¢
= X o1
£ )s [ Anim
Y
S 2 X A3
8 A X X 4
=
815 i—- x5
5
o ! ®6
! .

: .
N, N S

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (horas)

Figura 3

CONCENTRACIONES PLASMATICAS CONTRA TIEMPO DE
ENROFLOXACINA GENERICA (PROTOTIPO “A”) EN EL GRUPO 2 T2
ADMINISTRADA A RAZON DE 7.5 mg/mL IM
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—o— Enrofloxacina original
—e— Enrofloxacina genérico
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Figura 4

PROMEDIO + 1 DE DE LAS CONCENTRACIONES PLASMATICAS CONTRA
TIEMPO DE ENROFLOXACINA ORIGINAL Y EL GENERICO EVALUADO EN
BOVINOS ADMINISTRADA A RAZON DE 7.5 mg/mL IM.
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—o— Enrofloxacina original

—e— Enrofloxacina genérico
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Figura5

CONCENTRACIONES PLASMATICAS CONTRA TIEMPO DE
ENROFLOXACINA ORIGINAL Y EL GENERICO EVALUADO EN BOVINOS

ADMINISTRADA A RAZON DE 7.5 mg/mL IM Y TERMINO DE LA ACTIVIDAD
TERAPEUTICA.
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