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Prélogo

PROSAIA: La Seguridad Alimentaria y la produccion de productos
farmacéuticos veterinarios.

“Animales sanos, alimentos sanos, gente sana”.

La Argentina como productora de alimentos de calidad afronta entre otros desafios el acecho de
enfermedades infecciosas emergentes y re-emergentes que, debido a los cambios culturales ocurridos en
el mundo en los ultimos afos, se hallan en continua expansion (BSE, Influenza Aviar, Nipah, West Nile
Fever, Rift Valley Fever entre otras). Muchas de estas son zoonosis, lo que ha ocasionado cambios muy
profundos en los sistemas de garantias exigidos por las autoridades sanitarias, entre las cuales la
seguridad sanitaria de los alimentos es un requisito indispensable. Para alcanzar la seguridad alimentaria
de los alimentos es necesario, entre otras condiciones, disponer de productos farmacéuticos veterinarios
y bioldgicos de seguridad y pureza probadas que garanticen, junto con su correcta aplicaciéon, que los
productos y subproductos obtenidos de los animales se conviertan en alimentos que no sean causantes
de enfermedades por la presencia de contaminantes o agentes patégenos, en forma involuntaria -
inocuidad- o deliberada -bioterrorismo- y contribuir asi a preservar la salud y proteccién de los
consumidores.

Para eso existen principios fundamentales que se deben tener en cuenta en la formulacidon de los
insumos para los animales de abasto incluidos los alimentos y los productos farmacolégicos. Estos
principios incluyen el control de la fuente, la manipulacién de los materiales utilizados y el disefio de un
sistema de elaboracion adecuado que contemple:

La normativa, recomendaciones y estandares nacionales e internacionales.

Este es un aspecto primordial que deben cumplir todos los productos farmacéuticos veterinarios ya que,
de no ser asi, se corre el riesgo de que los productos y subproductos obtenidos de los animales tratados
qgueden fuera de los mercados.

Las Buenas Prdcticas de Manufactura.

“Buenas Practicas de Manufactura es aquella parte del aseguramiento de la calidad que garantiza que los
productos sean consistentemente producidos y controlados de acuerdo a los estandares de calidad
apropiados al uso al que estan destinados y segun lo requiera su autorizacion de comercializacién.” WHO
Good Manufacturing Practices for Pharmaceutical Products.

Por lo tanto, mantenerse y desarrollar un negocio competitivo como proveedores de alimentos dentro de
este contexto presupone ademas cumplir con los requisitos implicitos y explicitos que los consumidores
demandan. Entre esos requisitos los atributos de inocuidad involucran la aplicacién de sistemas de
aseguramiento de la calidad tales como Buenas Practicas Agricolas, Buenas Practicas de Manufactura,
HACCP, determinacion de niveles o ausencia de residuos, de pesticidas, de antibidticos, garantia de que



los productos farmacolégicos utilizados en el control de las enfermedades de los animales cumplen con
las normas internacionales.

Dentro de este marco de referencia y en cumplimiento de los objetivos de su creacidon, PROSAIA convocd
a los principales referentes en la materia del organismo regulador SENASA, la Academia y las cdmaras
representativas a conformar un Grupo Ad-Hoc para la Redaccién y Actualizacion de Guias, Protocolos y
Normativas para el Correcto Desarrollo de Productos Veterinarios, como un aporte para la adecuacion a
los tiempos que vivimos.

' i

Dr. Carlos Van Gelderen Dr. Alejandro Schudel



1. Introduccion

La seguridad del consumidor necesita ser resguardada mediante la valoracion de todas las
sustancias farmacoldgicamente activas destinadas a ser usadas en animales productores de
alimentos. Los periodos de retiro son determinados con el objeto de asegurar que los residuos de
dichas sustancias en los tejidos comestibles disminuyan hasta concentraciones permitidas.

Mientras que el limite maximo de residuos (LMR) para un determinado tejido se aplica para el
principio activo en si mismo, el periodo de retiro se fija de manera individual para cada
medicamento veterinario como parte del proceso de autorizacion de comercializacion.

El principio activo incluido en el medicamento veterinario que se administra a los animales
productores de alimentos no necesariamente es la sustancia que estara presente en los productos
comestibles. Los sistemas enzimaticos o fluidos fisioldgicos de un animal, pueden actuar sobre
dicho principio activo administrado y producir nuevas sustancias tales como metabolitos que
pueden ser tanto o mas nocivos para el consumidor que el principio activo original. La
concentracion de estas sustancias en los productos comestibles de origen animal estara en funcion
de la velocidad y el grado de absorcion del agente farmacoldgico original, la velocidad del
metabolismo y la tasa de excrecion tanto del principio activo original como de sus metabolitos.
Por lo tanto, el residuo total del agente farmacol6gico administrado en los animales tratados se
compondra del principio activo original, metabolitos libres y metabolitos que estan unidos a
moléculas endogenas.

Debido a que los diferentes componentes de los residuos totales pueden diferir en sus potenciales
toxicoldgicos, es que se debe proporcionar informacion sobre la naturaleza quimica, la cantidad y
la persistencia de los residuos totales en los tejidos comestibles de los animales que han sido
objeto del tratamiento.

La forma més simple y préctica de determinar el periodo de retiro ha sido la de identificar el
momento en que en todos los tejidos monitoreados de todos los animales experimentales, las
concentraciones se ubican por debajo del LMR. En algunos casos y, cuando hay una variabilidad
marcada entre los datos de eliminacion, se suele agregar un periodo de tiempo como factor de
seguridad.

En algunos casos, se han utilizado métodos estadisticos que, de ser aceptados en forma
generalizada generarian una gran oportunidad de armonizacion.

La eleccion del método estadistico a utilizar es responsabilidad del solicitante, en cualquier caso,
debera estar debidamente justificado con documentos adecuados.

En esta guia se describen los procedimientos estandarizados para poder establecer el periodo de
retiro apropiado para cada principio activo asociado a una forma farmacéutica, dosis y via de
administracion propuesta para una determinada especie animal, a fin de garantizar la seguridad
del consumidor.

2. Glosario

Canasta alimenticia estandar: Es una estimacion de la cantidad total de alimento de origen
animal que es consumida diariamente por un adulto de 60 kg. La canasta alimenticia basica usa
cifras arbitrarias de consumo que se basan en los percentiles superiores de la ingesta diaria de
alimentos de origen animal.

Las cifras de consumo diario de alimentos de origen animal son:



Para mamiferos:

300 g de musculo, 50 g de grasa o grasa y piel, 100 g de higado y 50 g de rifion.
Para aves:

300 g de musculo, 90 g de grasa y piel, 100 g de higado y 10 g de rifidn.

Para peces:

300 g de musculo y piel en proporciones naturales

Se consideran ademas un consumo de 1,5 | de leche, 100 g de huevos y 20 g de miel.

La estimacion del riesgo del consumo de residuos presentes en una canasta alimenticia, se realiza
teniendo en cuenta la IDA.

Carencia — Periodo de Resguardo — Restriccion de Uso — Periodo de Retiro — Periodo de
Supresion: Periodo de tiempo minimo que debe transcurrir entre la ultima aplicacion de un
medicamento veterinario a un animal, en las condiciones normales de empleo, y la obtencion de
productos alimenticios de dicho animal, para garantizar que dichos productos alimenticios no
contengan residuos en cantidades que superen los limites maximos establecidos.

DR Aguda — Dosis de Referencia Aguda (ARfD): La dosis de referencia aguda de un quimico es la
cantidad estimada de una sustancia en un alimento o en agua potable que puede ser ingerida en un
periodo de tiempo corto, por lo general durante una comida o durante un dia, sin algin riesgo
apreciable para la salud del consumidor basada en todos los factores conocidos en el momento de la
evaluacion. Esta por lo general se expresa en miligramos del quimico por kilogramo de peso corporal

(mg/kg).

Ingesta Diaria Admisible (IDA): Es la estimacion del residuo, expresado en términos de
unidades de peso por kilogramo de peso vivo (kg/pv), que puede ser ingerida diariamente durante
toda la vida, sin riesgo apreciable para la salud del consumidor.

Intervalo de confianza: Son una serie de valores entre los cuales se espera hallar con cierto
grado de certeza el valor de un parametro poblacional, en este caso la pendiente de la recta de
regresion lineal.

Limite de cuantificacion (LOQ): Es la menor concentracion de analito que puede ser
cuantificada con grado especifico de exactitud y precision.

Limite de deteccion (LOD): Es la menor concentracion de analito a partir de la cual es posible
demostrar la presencia del mismo en la muestra experimental con un grado aceptable de certeza.

Limites de tolerancia: Son los valores extremos de una serie de valores (intervalo) entre los
cuales se espera hallar con cierto grado de certeza un determinado porcentaje de los individuos de
una poblacion determinada.

Limite Maximo de Residuo (LMR): Es la maxima concentracién permitida del residuo en un
tejido animal (ej. higado, rifion, musculo o grasa) o producto animal, que resulta del uso de un
medicamento veterinario, expresado en mg/kg (ppm) o pg/kg (ppb) sobre peso fresco, segun la
legislacion vigente.

Medicamento veterinario: toda sustancia quimica, bioldgica, biotecnoldgica o preparacion
manufacturada (elaborada) cuya administracion sea aplicada de forma individual o colectiva,
directa 0 mezclada con los alimentos, destinada a la prevencion, cura o tratamiento de las
enfermedades de los animales.



Principio activo — Agente Farmacoldgico — Sustancia Activa: Es toda sustancia que puede
utilizarse para la curacion, mitigacion, tratamiento, prevencion o diagnoéstico de las enfermedades
del hombre o de los animales.

Producto Veterinario: (definido por CAMEVET): Se entiende por producto veterinario a toda
sustancia quimica, bioldgica, biotecnoldgica o preparacién manufacturada cuya administracion
sea individual o colectiva directamente suministrado o mezclado con los alimentos o agua de
bebida, con destino a la prevencion, diagnostico, curacion o tratamiento de las enfermedades de
los animales incluyendo en ello a aditivos, suplementos, promotores, mejoradores de la
produccion animal, antisépticos, desinfectantes de uso ambiental o en equipamientos vy
ectoparasiticidas y todo otro producto que, utilizado en los animales y su habitat, proteja, restaure
o modifique sus funciones organicas y biologicas. Comprende ademaés los productos destinados al
embellecimiento de los animales.

Residuos de importancia toxicologica: Para la estimacion de una exposicion basada en una IDA
toxicoldgica, el residuo de interés es el residuo de importancia toxicologica. Este incluye
normalmente todos los compuestos relacionados con la molécula (molécula madre con los
metabolitos) y en la mayoria de los casos es idéntica a la totalidad de residuos determinada por
estudios de deplecion tisular radiométricos. Sin embargo, si se demuestra que un componente del
residuo o una fraccion de la totalidad de los residuos es toxicologicamente inactiva, es posible
descontar ésta del residuo total o cualquier otra fraccion de residuos que no sea biodisponible por
via oral o de metabolitos de los que se sabe que son toxicoldégicamente inactivos.

Residuos de interés farmacoldgico: Para la estimacion de una exposicion basada en una IDA
farmacoldgica, el residuo de interés es el residuo de importancia farmacol6gica. Normalmente se
considera a la molécula madre mas cualquier otro residuo de la misma. En ausencia de datos
sobre actividad farmacoldgica de los componentes del residuo total, se asume que el total de
residuos presentan la misma actividad farmacoldgica que la molécula madre.

Residuos de interés microbioldgico: Para la estimacion de una exposicion basada en una IDA
microbioldgica, el residuo de interés es el que tiene importancia microbioldgica. En la mayoria de
los casos este es idéntico a los residuos que se determinan en ensayos microbiolégicos. En
ausencia de tales datos, puede ser usado el residuo total o alternativamente la suma de los
componentes individuales de los que se conoce que presentan actividad microbiolégica. Por lo
tanto, se asume que la actividad microbioldgica del residuo total o de los metabolitos y/o
productos de degradacion es igual a la molécula madre.

Residuo marcador: Es un analito que es confiable para determinar la presencia de residuos de un
determinado principio activo en un tejido. El residuo marcador, puede ser la molécula madre o
cualquiera de sus metabolitos, productos de degradacién o una combinacion de cualesquiera de
estos. El marcador también puede ser un derivado quimico de uno o varios de los componentes
del residuo. La relacion entre el residuo marcador y la concentracién de los residuos de interés en
los tejidos comestibles debe ser conocida (residuo marcador/residuos de interés). EI LMR refleja
entonces la mayor concentracion permitida del residuo marcador en los tejidos comestibles.

Residuo total: El término se refiere a la totalidad de los residuos relacionados. El total de
residuos normalmente incluye todos los residuos relacionados al agente farmacoldgico (molécula
madre junto con sus metabolitos), y en la mayoria de los casos es idéntica a la totalidad de
residuos determinada por estudios de deplecidn tisular radiométricos.

Sitio de inyeccidn: Es un area de tejido en donde el medicamento veterinario ha sido inyectado.
Las muestras de tejido obtenidas de los sitios de inyeccion para la realizacion de estudios de
residuos, deben ser representativas de lo que con probabilidad puede ser seleccionado como tejido



comestible en los procedimientos de faena. La muestra de tejidos debera incluir tejido muscular,
tejido conectivo y grasa subcutanea en proporciones naturales (el recorte de las muestras para
eliminar el tejido conectivo y la grasa adherida al musculo se consideran procedimientos
artificiales que se alejan de la situacion real). Los sitios de inyeccién no deben incluir la porcion
de piel que recubre al mismo, dado que esta no es requerida para el anlisis de los residuos.

Tejido: Todo tejido animal comestible, inclusive musculos y subproductos (Definiciones
establecidas y adoptadas por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios -
JECFA).

3. Alcance de la guia

Esta guia es una recomendacion para el célculo de periodos de retiro adecuados para tejidos
comestibles provenientes de animales productores de alimentos cuando a estos se les aplica un
medicamento veterinario (MV) determinado, en un intento de armonizar la metodologia utilizada
internacionalmente para esos fines. Esta guia también pone énfasis en la determinacion del tiempo
de retiro por el método estadistico basado en el limite maximo de residuos (LMR), el cual es
considerado de primera eleccion.

La presente guia no tiene como alcance el calculo de periodos de retiro en otros productos de
origen animal como ser leche, huevos, miel y productos de acuicultura, los cuales requieren una
consideracion aparte.

Se describen los siguientes procedimientos:
- Procedimiento estadistico basado en el LMR
- Procedimiento alternativo basado en el LMR.

- Tiempo de retiro pre-faena estimado a partir de los residuos en el sitio de inyeccién (incluye
método basado en el LMR, IDA y procedimiento basado en el limite de exposicion
alternativo).

Los estudios de residuos mencionados deben incluir la descripcion y la validacién de los métodos
analiticos (ver Guia PROSAIA 2: “Guia para la Validacion de Métodos Analiticos para la
Determinacion de Residuos en Matrices Bioldgicas™).

Para el disefio experimental de la fase animal se recomienda ver Guia PROSAIA 1 “Guia Técnica
para la Conduccion de Estudios de Metabolismo y Cinética de Residuos de Agentes
farmacoldgicos de Uso Veterinario en Animales Productores de Alimentos”

4. Estimacion del periodo de retiro
4.1. Modelo estadistico

El calculo del periodo de retiro mediante el método estadistico, se basa en principios aceptados de
farmacocinética basica. Tomando como base un modelo farmacocinético de un compartimiento,
la relacion entre la concentracion de un principio activo y el tiempo durante las fases de
absorcion, distribucion y eliminacion, puede ser descripta por términos matematicos multi-
exponenciales. Sin embargo, la eliminacion de dicha sustancia y/o sus metabolitos desde los
tejidos, da lugar a una curva de concentraciones tisulares que sigue una declinacion exponencial
de orden uno, la que puede ser adecuadamente descrita por un modelo de un compartimento con
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un solo término exponencial. La ecuacion de primer orden aparente que describe la cinética de
deplecion tisular es la siguiente:

Ci=Coe™

donde C; es la concentracion tisular a un tiempo dado, Co es la concentracion de residuo a tiempo
cero , e es la base de los logaritmos naturales, k es la constante de primer orden aparente de
eliminacion y t es el tiempo.

El término Cy representa el punto de interseccion en el eje de la ordenada a tiempo cero, el mismo
es en realidad solo una concentracidn tedrica necesaria para el ajuste de los datos experimentales
con el modelo de un solo término exponencial. Por pertenecer a una ecuacion que describe una
funcidn exponencial decreciente, la constante lleva signo negativo.

La linealidad de la gréfica del logaritmo natural de las concentraciones tisulares en funcion del
tiempo (In C; vs t), proporciona evidencia que el modelo de un término exponencial es aplicable y
que el analisis estadistico de regresion lineal de los datos transformados logaritmicamente, puede
ser considerado como método confiable para la estimacion del periodo de retiro. En ese caso, los
datos experimentales pueden ser descriptos por la ecuacion de primer grado, también conocida
como ecuacién general de una recta que esta dada por la siguiente expresion:

y =a+ bx

donde y es un valor sobre el eje de la ordenada, x es un valor en el eje de la abscisa, a es el punto
donde la recta cruza al eje de la ordenada y b indica la cantidad con la cual y cambia por cada
unidad de cambio en x. El valor de a se conoce como ordenada en el origen y el valor de b como
pendiente de la recta.

El procedimiento que se utiliza para obtener la recta deseada se conoce como método de
cuadrados minimos, y la recta resultante (mejores valores promedios estimados en cada punto de
muestreo) se conoce como recta de cuadrados minimos.

4.1.1. Base de datos

El anélisis de regresion lineal requiere que los datos experimentales sean independientes unos de
otros. Corrientemente los datos de deplecion tisular retnen esta condicién debido a que se
originan de diferentes individuos.

En caso de disponer de mediciones duplicadas o triplicadas de concentraciones tisulares de una
Unica muestra, para la realizacion del analisis de regresion lineal se empleard el valor promedio.

Para evitar el error en el calculo de la pendiente y el punto de interseccién, cada dato de
concentracion tisular debera en lo posible, originarse del mismo nimero de mediciones repetidas.

Como indicacion general de acuerdo con la especie animal se deberia emplear entre 4 y 10
animales por punto de muestreo (dia de sacrificio). Un esquema basico seria disponer de datos de
concentraciones tisulares de 16 (dieciséis) animales, los cuales serian sacrificados en grupos de 4
(cuatro) individuos en 4 (cuatro) dias de sacrificio convenientemente distribuidos.
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Los datos experimentales de concentracion tisular que sean mayores al limite de deteccion (LOD)
y menores al limite de cuantificacion (LOQ) tienen un valor informativo aunque no estrictamente
cuantificable. Por tanto, si es necesario que sean incluidos en el andlisis, seran considerados como
valores opcionales y su uso debera ser fundamentado correctamente.

Se deben excluir del analisis los datos experimentales reportados como menores al LOD.

Cuando todos o algunos de los datos experimentales reportados en un dia de sacrificio sean
“opcionales” debera considerarse la posibilidad de excluir del andlisis al tiempo de sacrificio
correspondiente. Debe tenerse en cuenta que se precisa un minimo de tres puntos de muestreo
(dias de sacrificio) tomados durante la fase de eliminacion terminal y un minimo de tres muestras
(animales) por punto de muestreo para poder realizar un analisis de regresion lineal.

Los datos experimentales de concentracion tisular deben ser reportados tal cual ellos fueron
cuantificados, es decir sin ser corregidos por los valores de recuperacion de la técnica analitica,
los cuales deben ser adjuntados con los datos de los experimentos de recuperacion y el factor de
correccion que deriva de ellos. En este caso, antes de realizar el analisis de regresion lineal, los
datos experimentales deben corregirse con el factor de correccion de recuperacion antes de ser
transformados logaritmicamente. Cuando el ensayo es hecho usando una curva de calibracion
obtenida con muestras fortificadas antes del proceso de extraccion no hay necesidad de realizar
correccion por recuperacion.

4.1.2. Supuestos del analisis de regresion lineal

Para realizar un analisis de regresion lineal es necesario que se cumplan los siguientes supuestos
bésicos:

- Que existe homogeneidad de varianzas (homocedasticidad) entre los In de los datos
experimentales en cada punto de muestreo (dia de sacrificio).

- Que existe linealidad de los In de los datos experimentales en funcion del tiempo.
- Que existe distribucion normal (gaussiana) de los errores.

4.1.2.1. Homogeneidad de varianzas (homocedasticidad)

Debe confirmarse que las varianzas de los In de los datos experimentales de los diferentes dias de
sacrificio son homogéneas. Diferentes test estadisticos pueden ser usados para este propoésito tales
como el test de Bartlett, el test de Hartley y el test de Cochran.

4.1.2.2. Linealidad del In de los datos experimentales

La inspeccion visual de la gréfica de los In de los datos experimentales en funcién del tiempo es a
menudo suficiente para asegurar que existe relacion lineal entre los datos experimentales.

Un desvio de la linealidad de los In de los datos experimentales en los primeros tiempos de
muestreo puede indicar que el proceso de distribucion de los residuos marcadores aun no ha
concluido y por lo tanto estos puntos deberian ser excluidos del analisis.

Desviaciones de la linealidad en los ultimos puntos de muestreo pueden ser debidas a
concentraciones por debajo del LOD, por lo tanto el proceso cinético de deplecion tisular no debe
ser considerado en estos tiempos de muestreo y esta justificada la exclusion de estos valores del
andlisis estadistico.
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Debe tenerse en cuenta que el resto de los datos experimentales presentes en los restantes puntos
de muestreo deben ser conservados, a menos que su exclusion esté debidamente justificada.

Para asegurar estadisticamente la linealidad de la recta de regresion, debe realizarse un andlisis de
varianza. El procedimiento consiste en comparar la variacion entre los grupos de medias y la recta
estimada con la variacion entre animales dentro de los grupos.

4.1.2.3. Normalidad de los errores

La distribucion normal de los errores puede ser observada mediante inspeccién visual de las
residuales ordenadas versus su frecuencia de distribucion acumulativa en una escala de
probabilidad normalizada.

Las residuales, son las diferencias entre los valores observados y sus correspondientes valores
estimados (diferencia entre los valores transformados logaritmicamente y los valores estimados
por la recta de regresion).

Una linea recta, indica que la distribucion de las residuales observada es consistente con el
supuesto de una distribucion normal. Para verificar los resultados del grafico de residuales, se
puede aplicar el test de Shapiro-Wilk. Este test ha demostrado ser eficaz ain en presencia de
muestras pequefias.

La gréafica de la frecuencia acumulativa de distribucion de las residuales puede ser usada como un
test muy sensible. Las desviaciones a partir de la linea recta indican una distribucién no normal de
las residuales, la cual puede ser debida a:

- Desvios a partir de la normalidad de los datos de las concentraciones tisulares de los
residuos marcadores transformados logaritmicamente dentro de uno o méas grupos de
sacrificio.

- Desvios a partir de los valores estimados por la regresion lineal (recta de regresion).
- No homogeneidad de varianzas (heterocedasticidad).
- Valores aberrantes.

En la presentacion de los datos experimentales usando las residuales normalizadas (residual
dividida por el error residual Sy, x), un valor aberrante podria presentar un valor <-4 0 > + 4,
indicando que la residual presenta un valor desviado cuatro desvios estandar de la linea de
regresion. El uso que se dé a este tipo de datos debera ser justificado, teniendo en cuenta la
informacidn que se tenga sobre el animal del cual proviene la muestra.

4.1.3. Procedimiento estadistico basado en el LMR

El periodo de retiro debera ser calculado usando los resultados de los datos estimados por la linea
de regresion. El periodo de retiro es el tiempo en el que el limite superior del intervalo de
tolerancia al 95% estimado con un intervalo de confianza al 95% intersecta al valor del limite
méaximo de residuos (LMR).

Si este tiempo no corresponde a un dia completo, el periodo de retiro estimado se redondea hasta
el dia siguiente. Por ejemplo, si el periodo de retiro estimado es 6,3 dias, entonces éste se fija en 7
dias.
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El valor del limite superior del intervalo de tolerancia al 95% con un intervalo de confianza al
95%, se calculara empleando el método de distribucion de t no centralizada que se describe en el
anexo.

No es valido estimar el periodo de retiro a partir de la ausencia de datos de concentracion tisular
menores al LMR. Por lo tanto, para calcular el mismo se debe disponer de datos experimentales
que presenten valores menores al LMR en al menos el ultimo tiempo de muestreo. Dada esta
perspectiva se necesita que el LOQ de la técnica analitica sea siempre menor al LMR utilizado. Se
recomienda que el LOQ sea al menos la mitad del LMR.

El periodo de retiro puede ser estimado usando el software WT1.4 recomendado por EMA El
periodo de retiro también puede ser estimado usando el método desarrollado por Stange, que es
propuesto por la EMA. Este es metodolégicamente mas sencillo de realizar y proporciona
resultados comparables al método que emplea la distribucion de t no centralizada.

4.1.4 Procedimiento alternativo basado en el LMR

Este procedimiento, también conocido como “regla de decision” es un método alternativo cuando
los datos experimentales disponibles no permiten el uso del modelo estadistico basado en el LMR.

No es posible proponer recomendaciones generales para este procedimiento, ya que los resultados
van a depender del tamafio de la muestra, el momento en el que se realice el sacrificio de los
animales, la toma de las muestras bioldgicas, la variabilidad de los datos experimentales y los
factores relacionados a la metodologia analitica.

El método se basa en fijar el periodo de retiro, al momento en el que las concentraciones tisulares
de todos los animales se encuentren por debajo del valor del LMR. Sin embargo, una vez que se
ha estimado este tiempo, debe ser fijado un margen de seguridad para compensar la incertidumbre
bioldgica que representa la variabilidad de la cinética de deplecion tisular.

La dimension del margen de seguridad va a depender de varios factores asociados al disefio
experimental y a las propiedades farmacocinéticas del principio activo en estudio.

Aunque no es posible proporcionar una recomendacion general aplicable a todos los casos, una
guia aproximada para calcular la duracién del margen de seguridad es incrementar en un 10% -
30% el valor del tiempo en el que todas las concentraciones tisulares se hallan por debajo del
LMR. Otra alternativa es incrementar el mencionado tiempo en un valor equivalente a 1-3 veces
la semivida de deplecion tisular.

4.2. Tiempo de retiro estimado a partir de los residuos en el sitio de inyeccion

Ademas del efecto de la formulacién, dosis y frecuencia de administracion sobre la duracion del
periodo de retiro, éste estd influido sustancialmente por la via de administracion. Las
formulaciones inyectables pueden presentar una cinética de eliminacién de residuos desde el sitio
de inyeccidn significativamente mas lenta que la observada en el resto de los tejidos comestibles.

Este fendbmeno puede atribuirse al disefio de sistemas de liberacién lenta, formulaciones de
depdsito, propiedades fisico-quimicas de la molécula, la via de administracion subcutanea,
intramuscular u otros factores atribuibles a la variabilidad de la via de administracién (ej: en el
tejido conectivo entre los musculos semitendinoso y semimembranoso).

A diferencia de otros tejidos, la localizacion exacta de las muestras de los sitios de inyeccion
destinadas para su analisis puede tener un impacto considerable sobre la concentracion de
residuos hallada. Ademas, el metabolismo y/o degradacion de los principios activos en el sitio de
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inyeccion puede ocasionar que la composicion del residuo total pueda ser muy diferente respecto
de lo hallado en otros tejidos.

Todo esto muestra que desde un punto de vista farmacoldgico, el sitio de inyeccién no es
comparable en forma directa con musculo u otros tejidos comestibles. De la misma manera, los
periodos de retiro establecidos para tejido muscular de localizacidén remota respecto del sitio de
inyeccion, no son adecuados para garantizar que los residuos presentes en el sitio de inyeccién
hayan disminuido a concentraciones seguras. Hay que tener en cuenta que el procedimiento para
calcular los LMR incluye un analisis de riesgo de residuos de medicamentos veterinarios en
alimentos basado en la IDA, la cual considera la exposicion dietética a los residuos a lo largo de
toda la vida.

Por lo tanto, los residuos en el sitio de inyeccion necesitan una consideracion particular respecto
del riesgo para los consumidores de los animales tratados.

4.2.1. Interpretacion

Debe tenerse en cuenta que el periodo de retiro en el sitio de inyeccion estimado de acuerdo a esta
guia, no necesariamente debe ser considerado como el periodo de retiro definitivo para el
producto veterinario en estudio.

El periodo de retiro en el sitio de inyeccion debe ser considerado en comparacion con los periodos
de retiro basados en la deplecién de residuos en los otros tejidos comestibles. Finalmente el
periodo de retiro seleccionado para el medicamento veterinario en consideracion debera estar
debidamente justificado.

4.2.2. Principios generales

Los residuos de interés que permanecen en el sitio de inyeccidn necesitan ser conocidos. En el
caso de los medicamentos veterinarios que contienen nuevos principios activos, es necesario
realizar una apropiada caracterizacion de los residuos relacionados a las moléculas activas,
incluyendo metabolitos y productos de degradacion y/o conversion de posible impacto biolégico.
Esta informacidn se obtiene en estudios de deplecidn de residuos radiométricos (ej. residuo total)
o cuando fuere apropiado, en estudios de deplecion de residuos orientados a la caracterizacion
toxicoldgica, farmacologica y microbiologica de los mismos.

Para medicamentos veterinarios que contienen principios activos conocidos y de los cuales se
conoce la composicion de los residuos en el sitio de inyeccion, los estudios de deplecion de
residuos radiomeétricos no son necesarios, y solo se requiere la valoracion del principio activo
original o cualquier otro componente relevante del residuo en el sitio de inyeccion (ej. el residuo
marcador). La informacion referida a la relacion entre residuo marcador/residuo total, puede ser
obtenida a partir de la informacion disponible en la literatura.

4.2.3 Disefo del estudio y toma de muestras

Para la toma de muestra se recomienda consultar la Guia n° 1 G.F: “Guia Técnica para la
Conduccién de Estudios de Metabolismo y Cinética de Residuos de Agentes Farmacoldgicos de
Uso Veterinario en Animales Productores de Alimentos”, item 4.6.2

El reporte del estudio de deplecion de residuos en el sitio de inyeccidén debera acompafarse de
una descripcion completa y detallada del disefio y las condiciones experimentales, la seleccion del
sitio de inyeccién del producto, la técnica usada para la inyeccion, el instrumental utilizado, la
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profundidad de la inyeccion (intramuscular), medidas tomadas para permitir la localizacion
precisa del sitio de inyeccion al momento del sacrificio, detalle de la técnica de obtencién y
acondicionamiento de la muestra.

4.2.4 Procedimiento

Con respecto a la ingestion de residuos en el punto de inyeccion, como se dijo, debe tenerse en
cuenta que se trata de un evento esporadico. Por tanto, la determinacion del periodo de restriccion
de uso debe basarse en parametros que permitan cuantificar el riesgo de la exposicién dietética a
corto plazo. Dependiendo de las caracteristicas del principio activo, el concepto de la Dosis de
Referencia Aguda (ARfD) seria el mas adecuado. Sin embargo en algunos casos puede ser mas
adecuado algun otro pardmetro de referencia y también debe tenerse en cuenta que para muchos
principios activos la ARfD no esta disponible. Para estos casos debera proponerse y justificarse
algln otro limite de referencia entre los que pueden mencionarse los siguientes: dosis terapéutica
humana, cantidad maxima de ingestion recomendada (ej. vitaminas), maximo nivel de ingesta
tolerable (ej. minerales/elementos traza), niveles basales o naturales para compuestos que pueden
ser producidos de manera endogena (ej. hormonas). Debera considerarse la aplicacion de un
factor de seguridad a cualquier limite de referencia que sea seleccionado.

También puede transformarse el LMR de musculo o grasa (de acuerdo a la especie animal o al
principio activo que se trate), aplicando un factor de 10 0 mas en un limite de referencia
apropiado para este uso. La seleccion de cualquier limite de referencia debera estar justificada.

Cuando este procedimiento es aplicado, debe sin embargo corroborarse que el residuo marcador
es valido para predecir los residuos de interés en el sitio de inyeccion.

El tiempo de retiro debera asegurar que la concentracion de los residuos hayan disminuido por
debajo del limite de referencia seleccionado para el sitio de inyeccion. Su célculo debera ser
realizado de acuerdo a lo descripto para los tejidos comestibles en los puntos 4.1.3 y 4.1.4.
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ESQUEMA COMPARATIVO DE MUESTREO Y ANALISIS DE LOS TEJIDOS
COMESTIBLES Y ESTIMACION DEL PERIODO DE RETIRO MEDIANTE EL
PROCEDIMIENTO BASADO EN EL LMR.

Obtener muestras de musculo,
higado, rifidén y grasa.
Minimo dieciséis animales,
sacrificados en nimero de cuatro
en cuatro puntos de muestreo

Método basado en el LMR

v \4
Meétodo estadistico Método alternativo
\ v

Determinar la concentracion del residuo marcador en tejidos

\ 4

Comparar la concentracion del residuo marcador con el LMR en tejidos

\ 4

Estimacion del periodo de retiro >

1- El periodo de retiro debe ser estimado para todos los tejidos comestibles y sera calculado en base a los procedimienos propuestos en esta guia.
El periodo de retiro mas prolongado sera considerado el mas apropiado.

2- Si el producto veterinario se administré por via parenteral (IM — SC), el periodo de retiro del tejido muscular sera reemplazado por el periodo de
retiro de los tejidos en el sitio de inyeccion.
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6. Anexo

Procedimientos estadisticos

Test de Bartlett

El test de Bartlett, es usado para chequear si un numero de k muestras provienen de poblaciones
que presentan varianzas similares. La igualdad de varianzas entre diferentes muestras se
denomina homogeneidad de varianzas u homocedasticidad.

El uso del test de Bartlett se justifica en el hecho que muchos test estadisticos como por ejemplo
el test de diferencias de medias de de t-de Student o el anélisis de varianza asumen que las
varianzas entre diferentes muestras son iguales.

La FDA recomienda el uso de este test debido a su robustez, aunque es extremadamente sensible
a desvios de normalidad. Por otra parte este test solo puede ser usado cuando cada grupo de datos
es igual o mayor a 5 (cinco). Presenta la ventaja que se pueden comparar grupos de datos de
diferentes tamafios.

El test de Bartlett se usa para chequear la hipétesis nula, Hy de que las varianzas poblacionales
son iguales, respecto de la hipétesis alternativa H; de que al menos dos son diferentes. Si
disponemos de k muestras con un tamafio de n; muestras y una varianza S;® el estadistico de
Bartlett es:

(N — k)In(S?) — i (ni — 1) In(S?)
1+ 55 ( =) - ﬁ)

X2 =

k
1
] — 2 _ ) 2 . .
donde N =2_mi y S =x—2(m-15S  egelestimador de la varianza total.
i=1

El estadistico del test de Bartlett tiene aproximadamente una distribucién X?.1. La hip6tesis nula
es rechazada cuando X° > XQk-l,a , donde sz-l,a, es el valor critico superior para una distribucion
k-1-

Test de Hartley

Este test, desarrollado en 1950 por Hartley, y es también conocido como el test de Fax 0 el test
de Fmax de Hartley. Es utilizado en el andlisis de varianza para verificar que diferentes grupos
tiene varianzas similares, condicién indispensable para realizar comparaciones entre grupos
mediante la aplicacion de test estadisticos paramétricos. El test presenta la desventaja de que solo
puede usarse para comparar grupos de datos de igual tamafio.

El test se basa en el calculo de la relacion entre la varianza grupal mayor (max SJ‘Z) y la varianza
grupal menor (min s,-z). El valor resultante, es entonces comparado con el valor critico presente en
una tabla de distribucion de Fpax.

Se asume que los grupos presentan varianzas similares si el valor calculado es menor que el valor
critico.

El test de Hartley asume que los datos de cada grupo presentan distribucién normal y que los
grupos presentan igual numero de individuos. Este test, aunque conveniente, es poco sensible a
desvios de distribucion normal.
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Test de Cochran

Este test, desarrollado por William Gemmell Cochran es un analisis de dos vias de bloques
aleatorios, donde el resultado de la comparacion solo puede tener dos resultados. El test de

Cochran, también conocido como Test Q de Cochran, es un test de estadistica no paramétrica.

La EMEA considera que éste es el mejor test, ya que es més sencillo que el test de Bartlett. Por
otra parte es menos sensible a desvios de normalidad que este ultimo y ademas puede ser usado
para analizar grupos de datos de diferente tamafio.

El test asume que el nimero de tratamientos experimentales es mayor a dos (k>2) y que las
observaciones estan organizadas en un determinado nimero (b) bloques tal como se presenta a

continuacion:

Tratamiento 1 | Tratamiento 2 Tratamiento;

(ky) (k2) (ki)
Bloque 1

X X X
(bl) 11 12 1k
Bloque 2

X X X
(b2) 21 22 2k
Bloque 3

X X X
(bg) 31 32 3k
Bloque 4
(ba)
Bloque; (bj) Xb1 Xb2 Xbk

El test de Cochran parte de la hip6tesis nula (Ho) que afirma que los tratamientos son iguales, y la
hipétesis alternativa (H;) afirma que existe diferencia entre los tratamientos.

El estadistico del test de Cochran es:

donde

T=k(k—1)g(){'5—%)2/-_

k es el nUmero de tratamientos

-6simo

X.jes el valor total de las columnas al j~™ tratamiento

b es el nimero de bloques

Xi. es el valor total de las celdas al j*™ bloque

N es el valor del total de las muestras
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El nivel de significancia de la region critica esta dado por:
T > Xi_q

donde X1, k12 es el cuantil (1-a) de la distribucion de chi-cuadrado con un grado de libertad de k-
1. La hipotesis nula es rechazada si el valor del estadistico cae dentro de la region critica.

Test de Shapiro-Wilk

Este test fue publicado en 1965 por Samuel Shapiro y Martin Wilk, y se lo emplea para chequear
la hipotesis nula (Ho) de que una muestra Xq,...... ,Xn proviene de una poblacion con distribucion
normal.

El test parte de la hipétesis nula (Ho) que afirma que los datos experimentales proviene de una
poblacién con distribucion normal, y la hipotesis alternativa (H;) afirma los datos experimentales
provienen de una poblacién con distribucion no normal. El estadistico del test es el siguiente:

o

(T aize)
NEREE

W —

donde:
X es el i*'™ orden estadistico, ej: el menor valor en la muestra
X es la media de la muestra.

Las constantes a; estan dadas por la siguiente ecuacion:

m' V1

an) = (m V1V 1m)1/2

donde

m = (my, ..., mﬂ)T

my,....,m, son valores esperados del orden estadistico de variables independientes y con idéntica
distribucion aleatoria, provenientes de poblaciones con distribucion normal, y V es la matriz de
covarianza de esos ordenes estadisticos.

La hipoétesis nula se rechaza cuando el valor del estadistico (W) es menor que el error alfa
seleccionado (0,05). En caso que el estadistico (W) sea mayor al nivel alfa seleccionado, entonces
no se puede rechazar la hipdtesis nula y se asume que los datos experimentales provienen de una
poblacién con distribucion normal.
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Calculo del limite superior del intervalo de tolerancia

Si bien la FDA propone estimar el limite superior del intervalo de tolerancia al 99% con un
intervalo de confianza al 95%. Una objecion que se le hace a este criterio, es la excesiva
extrapolacion de los valores del intervalo de tolerancia, ya que muchas veces este intercepta el
valor del LMR en un tiempo posterior a los valores de las ultimas concentraciones tisulares
detectadas. Esta excesiva extrapolacion puede resultar en una inadecuada estimacion del tiempo
de retiro. La EMEA, propone un intervalo de tolerancia al 95%, lo cual minimiza el problema de
la extrapolacion y proporciona una estimacion mas realista del tiempo de retiro.

Método de distribucion de t no centralizada (FDA)

El limite superior del intervalo de tolerancia a cualquier tiempo se calcula segun la siguiente
ecuacion:

1 t_* 27005
T(y)= a+b.t+k.s{n-(Zti —xtj }

donde:

k = el 95™ percentil de una distribucion de “t” no centralizada con un parametro no centralizado
“d” y grados de libertad igual a S°.

z
E. t_it 2 0.05
n{>t—x

z = 95™ percentil de una distribucién estandar normalizada.

d=

Para calcular el valor de “k”, referirse a D.B. Owen, Handbook of Statistical Tables, Addison-
Wesley, Reading, Massachusetts (1962). Empleando el valor de “d” y la tabla de factores para el
calculo de los valores criticos de la distribucion de “t” no centralizada con un percentil del 95%
(0,95) y “n” grados de libertad.

El limite superior del intervalo de tolerancia se calcula como el antilogaritmo del valor calculado.
Inspeccionar que el valor estimado no exceda el valor del LMR, si esto ocurre se debe
incrementar el valor de t y repetir el procedimiento de calculo hasta que el valor calculado sea
inferior al LMR, en ese caso el valor de t se corresponde con el tiempo de retiro.

Meétodo de Stange (EMEA)

El célculo del limite superior del intervalo de tolerancia al 95% con un intervalo de confianza al
95% puede realizarse también con el procedimiento reportado por de Stange

22



el cual se describe a continuacion:

donde:

Ty = limite superior del intervalo de tolerancia a un tiempo de muestreo determinado
a = punto donde la recta cruza al eje de la ordenada

b = pendiente de la recta

t = tiempo.

k, = (2n 4)’( [4/i2n A% u,, +u W, ]

W= U, +en-ax—y? )t (X X)Z
=fo—i(2xi)z

Los respectivos valores estadisticos de la distribucion normal estandarizada son:

- Para 1-o =u;,=1.6449
- Para 1-y = u;, = 1.6449

Sy, x = error residual, ()* = (2n-5) de acuerdo a Graf et al.

La correccion propuesta por Graaf (usando el término (2n-5) en lugar de (2n-4), resulta en un
limite del intervalo de tolerancia ligeramente mayor. De acuerdo a Stange, la ecuacién es valida
para un valor de n = 10, mientras que Graf incrementa la validez del calculo a un valor de n = 20.
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