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I. INTRODUCCION

En la poblacion existen un sinfin de enfermedades provocadas por virus, bacterias, hongos
y parasitos, cabe mencionar que algunas de estas enfermedades son causadas de manera
directa o indirectamente por accion de los animales denominada como zoonosis, por lo que
se busca la manera de disminuir el riesgo para la poblacion. Hoy en dia, en el territorio
mexicano, hay una inmensa cantidad de animales en zonas rurales y metropolitanas, que

representan un riesgo de salud publica.

Este proyecto promueve el uso de ivermectina formulado en un emulgel de aplicacién topica
considerado como un farmaco antiparasitario de amplio espectro, eficaz contra una gran
variedad de parasitos, aprovechando un producto innovador con una mayor seguridad y
confiabilidad para el consumidor y su mascota por ejemplo gato y perro, también auxiliara
a los productores de carne en el pais evitando la pérdida de ganancia disminuyendo

infecciones parasitarias en el ganado.

En el presente trabajo se emple6 un sistema de liberacion transdérmica, ofreciendo
ventajas en comparacion a vias de administracion convencionales logrando una liberacion
gradual y flujo controlado del principio activo, ademas de ser de facil administracién. Debido
a que la piel siempre ha sido considera una barrera y es un érgano dinamico complejo,
dividida en capas. Se considerada una via para lograr el ingreso de sustancias de una
manera mas eficaz. Mediante el disefio de un emulgel en el que se incluye la ivermectina,
donde la bioadhesion y el promotor de permeacién juegan un papel importante al lograr
llegar a circulaciéon sistémica e inclusive al sitio de accién, sin pasar por el tracto

gastrointestinal.

En una aplicacion topica es necesario considerar el tipo de forma farmacéutica, la zona de
aplicacién y la dosis, optando por un emulgel o gel bioadhesivo de concentracion al 0.5%
(0.5 g/100 g) con una dosis de 200 ug/Kg de peso para gatos y/o perros, asimismo para la
zona de aplicacién se decidié por la linea dorsolumbar del animal y evitar que lo ingiera o

remueva por accidon mecanica.

Se cuantificd la cantidad de ivermectina que se encuentra en circulacion sistémica
generando un estudio de biodisponibilidad in vivo en seis sujetos experimentales (perros)
de dos meses de edad con parasitosis, dos aplicaciones cada 24 horas en un area de
exposicion de 50 cm? aproximadamente, administrado como pour-on, eliminando parasitos

exteriores e intestinales, debido a su capacidad de llegar a circulacién sistémica.



En estos estudios de biodisponibilidad se determinaron parametros farmacocinéticos, los
cuales se correlacionan con los efectos terapéuticos del farmaco en el organismo, hay tres
parametros importantes: la concentracion maxima (Cmax), el tiempo para alcanzar a la
concentracion maxima (Tmax) y el area bajo la curva de la concentracion plasmatica versus
el tiempo (ABC). Estos permiten apreciar los dos factores importantes de Ia
biodisponibilidad: la cantidad de farmaco disponible, que esta relacionado con el ABC y la

velocidad a la cual se hace biodisponible que esta ligado con el Tmax y Cmax.

La via de administracién topica durante mucho tiempo fue de accion local, pero existen
pocos medicamentos que llegan a circulacién sistémica y logran una accion terapéutica por
completo, el uso innovador de esta forma farmacéutica transdérmica con ivermectina facilita
la administraciéon y que no sea invasivo, ocasionando dolor e incluso dafo muscular al
animal. Por lo tanto, esta investigacion muestra la posibilidad una buena oportunidad de
generar alternativas de tratamiento en animales domésticos y de granja, dada su relevancia

y potencial impacto que pudiera tener en el ambito de salud veterinaria.



IL. MARCO TEORICO

1. Infecciones por parasitos.

Los animales domésticos se encuentran expuestos a numerosos microorganismos tales
como bacterias, virus, rickettsias, mycoplasmas, clamidias, hongos y parasitos. Las
parasitosis gastrointestinales son generalmente producidas por helmintos (nematodos,
céstodos) y protozoarios. Estos representan una amenaza para los animales domésticos,
ya que causan anorexia, reduccién en la ingestion de alimentos, pérdidas de sangre y
proteinas plasmaticas en el tracto gastrointestinal, alteraciones en el metabolismo,
reduccion de minerales, depresién en la actividad enzimas intestinales y diarrea (Soulbye
E., 1987; Quiroz R., 1989).

En los animales productivos, los parasitos gastrointestinales (PGl) reducen la produccion
de carne, leche, huevo, lana y otros productos para el consumo y uso humano; en los
animales de deporte reducen el rendimiento fisico y en los animales de compania
representan un importante riesgo de transmision de parasitos a los humanos (Acha P.,
1988).

La informacién generada en las investigaciones, hallazgos clinicos de campo, en rastros y
reportes de clinicos y de laboratorios, es de suma importancia en el diagnodstico de la
situacion de las principales enfermedades en los animales domésticos (Blood et al., 1988).
Esta informacion permite tener elementos para sentar las bases para el disefio de
programas de prevencion, control y erradicacion de las enfermedades en diferentes
regiones (Thrusfield M., 1995).

En los distintos territorios el género mas frecuente, es el Ancylostoma en las muestras de
caninos (37.36%) y felinos (32.60%). Este género ha sido reportado como el parasito mas
frecuente en perros en otras partes del mundo y en México (Quifionez et al., 1998). El
parasito adulto de este género vive desde pocos meses hasta menos de 2 afos y es
probablemente el parasito mas importante de los perros y gatos, ya que es un hematéfago
avido, que consume aproximadamente 0.1 mL de sangre al dia, ademas de las hemorragias

que ocasiona (Anene et al., 1996; Jenkins D., Andrew P., 1993).

En México se han realizado varios estudios enfocados hacia la identificacion de zoonosis
por parasitos intestinales en perros de zonas urbanas y rurales, especialmente las
causadas por Ancylostoma y Toxocara, ya que pueden generar en humanos sindromes de

larva migrans cutanea y visceral, respectivamente (Quifionez et al., 1998).



1.1. Parasitologia en perros y gatos.

Los parasitos internos habituales en perros y gatos, especialmente en los animales de corta
edad pueden invadir muchas zonas del cuerpo, como el tubo gastrointestinal, el corazén,
los pulmones, los ojos, las vias urinarias, la piel, la musculatura e incluso el cerebro. Existen
diversos tipos de parasitos internos que se pueden clasificar en funcion de los érganos que

invaden (Figura 1).

Muchos parasitos internos tienen ciclos de vida complejos y migran por el cuerpo del animal
infestado a medida que maduran. Algunas especies necesitan parasitar y madurar en otro
tipo de animales distintos para multiplicarse e infestar después a perros y gatos. Los
parasitos internos tienen una gran repercusion en la salud del animal, ya que pueden causar
enfermedades graves, algunas de las cuales se pueden transmitir a las personas: estas

enfermedades se llaman zoonosis.

La mayoria de los parasitos internos adultos son lo bastante grandes para ser perceptibles
a simple vista, pero también pueden permanecer ocultos en el cuerpo del animal cuando

invaden un érgano interno.

En el caso de los parasitos internos del intestino, en ocasiones es posible ver los gusanos
en las heces. Sin embargo, los huevos son microscopicos y no es posible detectarlos a
simple vista; a menudo, estan presentes en las heces, listos para infectar a otro animal
(Gutiérrez J., 2006).

Figura 1. Parasito Internos y Externos.



1.1.1. Clasificacion de parasitos por 6rgano.

1.1.1.1. Parasitos intestinales.

Segun Fisher M. y Macgarry J. (2007), los cachorros y los gatos se infectan a través de la
leche materna o durante la gestacion, y todos los animales de compafia pueden resultar
infestados a partir del suelo o el pelaje contaminados con heces de hospedadores

infestados con el parasito adulto, los autores mencionan la siguiente clasificacién:

a. Los vermes redondos se pueden también transmitir a las personas, sobre todo a los
nifios. Las infecciones por vermes redondos son una zoonosis de gran importancia, ya que
pueden provocar una enfermedad grave, especialmente en los nifios, sobre todo si las
larvas migran a los ojos (larva migrans ocular), donde pueden causar ceguera, o a las
visceras (larva migrans visceral). Por esta razon, es esencial ocuparse de prevenir la
infestacion por estos parasitos mediante la administracién peridédica de antiparasitarios, y
hacerlo siempre con el asesoramiento de su veterinario.

b. Los anquilostomas son gusanos pequenos y delgados que no alcanzan 1,5 cm de
longitud y que tienen forma de gancho. Pueden infectar a perros y gatos. Viven en el
intestino del animal, donde se alimentan de sangre. A diferencia de los vermes redondos,
los anquilostomas también pueden atravesar la piel y se pueden transmitir a las personas.
En el ser humano, las larvas pueden migrar a la piel, donde provocan lesiones cutaneas
moderadamente inflamadas y generalmente elevadas (erupciones serpiginosas), asi como
enteritis eosinofilica (una enfermedad digestiva).

C. Los Trichuris son gusanos mucho mas pequefios que tienen forma de latigo,
frecuentes sobre todo en los perros, donde parasitan el intestino grueso. La Tenia son
parasitos intestinales de gran importancia, por el hecho de ser bastante habituales y por
poder transmitirse al ser humano con consecuencias mas o menos graves. Varias especies
pueden parasitar a perros y gatos, entre ellas Echinococcus spp., Dipylidium caninum vy
Taenia spp. Los adultos poseen una cabeza con la que se anclan a la pared intestinal,
mientras que su cuerpo plano queda suspendido entre los alimentos digeridos. El cuerpo
de estos gusanos esta dividido en segmentos y puede ser muy pequenos o alcanzar hasta
2 m de longitud. Los gatos, y especialmente los perros, pueden resultar infectados por
comer carne cruda (E. granulosus), cazar roedores (E. multilocularis) o ingerir pulgas

durante el acicalamiento (Dipylidium caninum).

La especie Echinococcus es la mas temida, debido al riesgo de contagio a las personas, en

las que puede ocasionar graves consecuencias. En las personas estos gusanos pueden



provocar equinococosis alveolar y quistica (invasién de los parasitos en el higado y los
pulmones), que requiere tratamiento farmacolégico y quirdrgico. La equinococosis es una
zoonosis importante cuya prevencion requiere la aplicacién de medidas higiénicas y la

desparasitaciéon periédica de las mascotas. (Heymann, D. 2005)

Otros parasitos intestinales de tamafo microscopico, como Giardia o Tritrichomonas,

también pueden infectar a perros y gatos, y pueden asimismo transmitirse a las personas.

1.1.1.2. Parasitos del corazén y vermes pulmonares.

Estos gusanos redondos pasan su vida adulta en el corazén y los pulmones de los perros
y gatos. Los gusanos del corazén y los vermes pulmonares provocan lesiones de diversa
consideracién en los vasos sanguineos del corazon y los pulmones cuando migran por el

cuerpo.

Los gatos y los perros que presentan dirofilariosis pueden no presentar sintoma alguno,
pero pueden manifestar una serie de sintomas relacionados con disfunciones pulmonares,
cardiacas, hepaticas o renales, segun en qué fase se encuentre la infecciéon (Martinez L.,
2003). La Dirofilariosis (Dirofilaria immitis) es la mas importante de las enfermedades
causadas por este tipo de parasitos y esta presente en muchos paises. La dirofilaria es
transmitida por varias especies de mosquitos, queda limitada a zonas riberefas. Sin
embargo, el calentamiento global esta favoreciendo la expansién del parasito hacia zonas

mas septentrionales (Munoz L., 2003).

La estrongiloidosis este tipo de parasitos tiene un estadio intermedio que vive en las
babosas y en los caracoles, e infectan al perro o al gato cuando éstos los devoran. Una vez
en el cuerpo del animal, pueden invadir los érganos internos, sobre todo los pulmones
(Martinez L., 2003).

1.1.2. Vias de infeccion de parasitos.
Los huéspedes pueden infectarse por penetracion transcutanea o por via oral, en el ultimo
caso por ingestion de leche de madres infectadas o consumo de huéspedes paraténicos, el

esquema de las vias de infeccidn se representa en la Figura 2.

La infestaciéon puede llevarse a cabo por cuatro vias;



Figura 2 Representacion esquematica de infeccion por parasitos.

En la infestaciéon cutanea, las larvas infectantes localizan el huésped atraidas por la
temperatura y por sustancias quimicas, penetran por la piel mediante fendmenos
mecanicos y enzimaticos, probablemente con la ayuda de una hialuronidasa, y llegan al
pulmén llevadas por el flujo sanguineo. Una vez alli, rompen las paredes de los capilares y
de los alvéolos, reptan por el arbol respiratorio para llegar a la faringe, mudan al cuarto
estadio entre 44 y 48 horas después de la infeccion y son deglutidas. Las larvas se
transforman en nematodos juveniles en el intestino delgado antes del sexto dia de la
infeccion. Subsecuentemente, llegan a la madurez y las hembras inician la oviposicién a

partir de los 14 dias de la infeccion (Gonzalez J., 2015).



En las infestaciones orales, unas pocas larvas pueden penetrar la mucosa digestiva y seguir
un ciclo sistémico como el de la infeccién transcutdnea, pero la mayoria penetra en la
mucosa gastrica o intestinal y madura alli sin abandonar el tracto gastrointestinal. El
hallazgo de ancilostémidos adultos en recién nacidos (humanos) sugiere la posibilidad de
transmisién perinatal, ya sea uterina o por lactancia. La persistencia de larvas infectantes
de ancilostomidos por dias o meses en roedores, conejos o pollos como hospederos,
surgiere que en el hombre puede ocurrir la transmisién por huéspedes paraténicos
(Gonzalez J., 2015).

En la infestacion prenatal de fetos por via intrauterina, tratandose de perras gestantes, las
larvas pueden llegar a los fetos, infestandolos prenatalmente. Las larvas permanecen
latentes en el higado hasta que los cachorros nacen, en cuyo momento tiene lugar la parte
pulmonar de la migracion, llegando al intestino y alcanzando su madurez mientras los

cachorros son aun muy jovenes (Gonzalez J., 2015).

En la infestacién calostral o lacto génica de las crias por el paso de las larvas mediante la
leche a cachorros lactantes, las larvas que estan en las glandulas mamarias penetran en
las cisternas lacteas, desde donde pasan con el calostro y la leche de los cachorros, en un

periodo de 3 semanas, al cabo de cuyo plazo ya no quedan mas larvas (Gonzalez J., 2015).

1.1.2.1. Parasitosis en el hombre.

Los signos mas importantes de la parasitosis no zoondtica son la anemia causada por un
péptido anticoagulante que inhibe el factor de la coagulacidon Xa y la atrofia de las
vellosidades intestinales. Estos signos no se observan en la parasitosis zoonoética debido a
la escasa carga parasitaria en el hombre. La infeccion humana probablemente es
asintomatica en una larga proporcion de los enfermos, pero en algunos casos produce
enteritis eosinofilica. La manifestacion clinica mas notoria es el dolor abdominal, a veces
muy intenso, con o sin eosinofilia sanguinea. Las lesiones asociadas con la infeccion son
una inflamacion eosinofilica focal o difusa, probablemente por reacciéon a antigenos del
parasito, y Ulceras aftosas del ileon terminal, ciego o colon, observadas por endoscopia.
Las manifestaciones clinicas y la patologia de esta infeccion son similares a las de la

anisaquiasis (Organizacién Panamericana de la Salud, 2003).

1.1.2.2. Parasitosis en los animales.
Los perros se afectan de un modo mas severo que los gatos. Los animales mas jovenes

pueden tener pérdidas de sangre o anemias ferropénicas que ponen en peligro su vida,



melena, sangre fresca en las heces, diarrea y/o retraso en el crecimiento. Los parasitos por
si solos raramente dan lugar a un cuadro clinico en animales mayores, salvo en
parasitaciones masivas. Estos parasitos pueden contribuir a agravar una enfermedad

causada por otros problemas intestinales (Nelson R. y Couta G., 2010).

La parasitosis animal puede manifestarse en forma clinica en la piel por la entrada de los
parasitos, en los pulmones por la migracion de las larvas o en el intestino por la actividad
de los adultos. La intensidad de la infeccién depende de varios factores, tales como el
numero de parasitos, el estado nutricional del animal, la edad o infecciones previas con
estos nematodos. Los animales jovenes son los mas afectados (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2003).

1.2. Diagnéstico.

1.2.1. Animales.

La deteccion de huevos en las heces es diagnosticada. Sin embargo, cachorros de 5 a 10
dias de edad pueden tener pérdidas de sangre por una parasitacion transmitida a través
del calostro antes de que aparezcan huevos en las heces. El diagnéstico es sospechoso en
estos pacientes por su historia y signos clinicos. En cachorros con anemia ferropénica sin

pulgas, se debe sospechar de parasitacion por ancilostomidos.

1.2.2. Humanos.

La infeccion no se puede diagnosticar por la presencia de huevos en las heces debido a
que el nematodo no alcanza la madurez en el hombre. La observacion de Ulceras aftosas
del ileon terminal, ciego o colon, asociadas con las manifestaciones clinicas, ayudan al
diagnéstico. Los ensayos de inmunosorcion enzimatica (ELISA) con productos secretorios
y excretorios del parasito han demostrado anticuerpos especificos de las clases IgG e IgE.
La prueba de imnunoelectrotransferencia (Western-Blot) con un antigeno de 68kDa

aparentemente es mas sensible y especifica (Nelson R. y Couta G., 2010).

1.3. Tratamiento.
El tratamiento tiene una respuesta bastante satisfactoria con los farmacos como pamoato
de pirantel, mebendazol, &cido kanico, albendazol, nitazoxanida y endotocidas

(lvermectina), en las dosis adecuadas. (Romero R., 2007)



1.3.1. Endectocidas (lactonas macrociclicas).

1.3.1.1. Caracteristicas generales.

Son las llamadas lactonas macrociclicas (Meeus et al. 1997). Actian sobre parasitos
internos y externos con dosis bajas, es decir, son parasiticidas de amplio espectro que
actuan sobre moscas (Haematobia irritans), larvas de mosca (Dermatobia hominis)
garrapatas de diferentes géneros y especies, piojos, acaros de la sarna, ademas de
controlar parasitos internos como gastroentéricos (Haemonchus, Ostertagia,
Trichostrongylus, Cooperia, Nematodirus, etc.), parasitos pulmonares (Dictyocaulus
viviparus) (Lanusse et al., 1994). Este amplio espectro ha dado lugar a que las lactonas

macrociclicas sean catalogadas como endectocidas.

Tienen la ventaja de tener un poder residual mas largo que otros quimioterapéuticos para
el control de los parasitos, ademas de presentar diversas formas de aplicacion (inyectable,

tépica o pour-on y la administracion de bolos) (Lanusse C., 1994)).

1.3.1.2. Clasificacion.

Las lactonas macrociclicas se dividen en dos subgrupos:

a) Avermectinas: las cuales incluyen la abamectina, doramectina, ivermectina, emamectina,
eprinomectina y selamectina (Figura 3). Tienen un sustituyente sacarido en la posicion C13.
Estos compuestos naturales se generan como productos de la fermentacion de
Streptomyces avermitilis, un actinomiceto del suelo. Estudios electrofisiologicos, han
demostrado que se les asocia con el bloqueo del canal glutamato cloro — glutamato en

nematodos y artropodos (Rathbone M-y Gurny R., 2000).

b) Mibelmicinas: también llamadas nemodectinas; la moxidectina (Figura 3) es la mas
representativa. No presenta un sustituyente sacarido. Son originadas por S.cyanogrise 0 S.

hygroscopicus (Lanusse et al., 1994).
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Figura 3. Estructuras de las principales lactonas macrociclicas.
(Rathbone M-y Gurny R., 2000)

1.3.2. Ivermectina.

1.3.2.1. Caracteristicas de la ivermectina.

La ivermectina (IVM) es una lactona macrociclica semisintética. Es una forma modificada
de un compuesto macrociclico llamado avermectina derivado del hongo Streptomyces
avermitilis. Esta conformada por la mezcla de dos compuestos que son: dihidroavermectina

B1a (90%) y la dihidroaveremectina B1b (10%) (Pitterna et al., 2009). Presenta una
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estructura similar a los antibiéticos macrolidos, pero carece de actividad antibacteriana. Sin
embargo, es muy activa contra una amplia variedad de parasitos que infectan animales y al
humano, incluyendo nematodos, acaros e insectos en los que inhibe el neurotransmisor
acido gamma aminobutirico provocando paralisis flacida, por lo que tienen propiedades

antihelminticas (Shoop et al., 1995).

Los productos de fermentacion del actinomiceto Streptomyces avermitilis corresponden a
cuatro pares de compuestos homaologos relacionados, de los cuales la avermectina B1aes
el mas importante ya que se produce en mayor cantidad y del cual se ha obtenido el
derivado semisintético ivermectina (Pitterna et al., 2009). La ivermectina posee un amplio
espectro de actividad contra estados adultos y larvarios de nematodos y artropodos
parasitos en los animales domésticos y su modo de accién la hacen completamente activa

contra parasitos resistentes a otros antihelminticos. (Scott E. y McKeller Q., 1992)

1.3.2.2. Propiedades Fisicoquimicas.

La ivermectina presenta las siguientes propiedades fisicoquimicas:

a) Polvo blanco o amarillo cristalino, insoluble en agua, pero soluble en metanol y
etanol al 95% (Scott E. y McKeller Q., 1992).

b) Es estable en su forma sélida por 6 meses a 40°C.

c) Peso molecular: B1a, B1b es de 875.1 Da, 861.1 Da, respectivamente

d) Solubilidad en alcohol: 1 en 10 300 partes.

e) Solubilidad en agua: 1 en 1 000 000 partes.

f) Coeficiente de particion octanol / agua (logP) 5.83.

g) Punto de fusion: 155°C.

h) Estructura quimica (Figura 3).

i) Formula quimica: CagH74014 (90%) / CaH72014 (10%). Nombre Quimico:
22,23-Dihidroavermectina B1a (90%), 22,23-Dihidroavermectina B1b (10%)

1.3.2.3. Propiedades Farmacologicas.

1.3.2.3.1. Mecanismo de Accion.

Originalmente se pensaba que los endectocidas macrolidos aumentaban la liberacién de
acido gamma-amino butirico (GABA) desde los sinaptosomas del sistema nervioso lo que
a su vez permitia la activacion de los canales de cloruro, como se ilustra en la Figura 4.
(Shoop et al., 1995).
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En la actualidad se sabe que, en los invertebrados, estos compuestos activan los canales
de cloruro activados por glutamato por medio de un sitio de unién especifico (Shoop et al.,
1995; Roder, R., 2001) y que afectan la motilidad y el bombeo faringeo en los nematodos
parasitos. El mecanismo de accién de las avermectinas es la paralisis selectiva del parasito
por aumento de la permeabilidad muscular a los iones cloruro. A bajas concentraciones las
avermectinas potencian los efectos del glutamato, y a altas concentraciones abren
directamente los canales activados por glutamato (Omura, S., 2007). El medicamento tiene
pocos efectos en parasitos adultos, pero afecta a las larvas en desarrollo y bloquea la salida

de microfilarias del Utero de los vermes adultos.
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Figura 4. La ivermectina se une a los canales de cloro regulados por glutamato y
por el GABA en la membrana celular de las células nerviosa y muscular, la
hiperpolariza y causa paralisis y muerte por inaniciéon del parasito. (Omura, S., 2007)

Toxicidad selectiva. El efecto terapéutico selectivo de las avermectinas se puede explicar
por una accién sobre los canales glutamato-cloruro que estan presentes en los nematodos
parasitos y no en el huésped animal, (Roder, R., 2001) lo que sumado al hecho de que en
mamiferos la neurotransmision mediada por GABA esta limitada al sistema nervioso central,
y debido a que los macrdlidos endectocidas no atraviesan facilmente la barrera
hematoencefalica, explican el hecho que estos antihelminticos tengan un amplio margen
de seguridad (Scott E. y McKeller Q., 1992).
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Los signos clinicos observados en caso de toxicidad con ivermectina corresponden a
midriasis, depresion, tremor, ataxia, estupor, emesis e hipersalivaciéon, siendo los mas
comunes la ataxia y depresion, los que suelen presentarse con dosis veinte a cuarenta
veces la dosis terapéutica en el caso de bovinos y diez veces en el caso de equinos y
porcinos. (Roder, R., 2001)

Espectro de actividad. La actividad antihelmintica del farmaco sobre el parasito esta
relacionada con la presencia de concentraciones afectivas en el sitio de accién, en términos

de nivel y duracion (Baggot JD. y McKeller Q., 1994).

Las lactonas macrociclicas se caracterizan por poseer un persistente efecto antihelmintico
(Meeus et al. 1997) contra nematodos gastrointestinales en rumiantes y por su potente
actividad antiparasitaria a muy bajas dosis contra nematodos y ectoparasitos patdégenos de
animales domésticos (Gokbulut et al., 2001). Dentro de estas, la ivermectina posee un

amplio espectro de actividad contra muchos ectoparasitos de animales domésticos.

1.3.2.4. Propiedades farmacocinéticas.

La farmacocinética se relaciona con el estudio y caracterizacion en el tiempo de la
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de los farmacos. Para optimizar el uso
clinico de los farmacos antihelminticos es necesario la comprension del comportamiento
farmacocinético, la tasa de biodisponibilidad y su impacto sobre el efecto farmacoldgico de

los mismos (Lanusse C., 1994).

Las diferencias en las propiedades fisicoquimicas entre los diferentes endectocidas puede
explicar la flexibilidad de las formulaciones, conducta cinética, ademas de la potencia y
persistencia de su actividad antiparasitaria. Esta claro que aun pequenas modificaciones
en la disposicion cinética y/o el patron de intercambio plasmatico/tisular, pueden afectar
notablemente la persistencia del efecto antiparasitario de las diferentes avermectinas y
mibemicinas, (Lanusse et al., 1994) por lo que su eficacia clinica esta estrechamente

relacionada a su conducta farmacocinética (Sallovitz et al., 2002).

La baja solubilidad de ivermectina en agua, sus formulaciones en preparaciones no acuosas
y su deposicidn en el tejido subcutaneo favorecen una baja absorcion desde el sitio de
inyeccién, lo que puede explicar su prolongada persistencia en el organismo de los

animales tratados (Lanusse et al., 1994).
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Diversos estudios farmacocinéticos en antihelminticos se han realizado en animales no
parasitados (McKeller et al., 1991), en circunstancias que el parasitismo puede alterar la
disponibilidad sistémica, la disposicidn cinética y el destino de los farmacos antihelminticos.
Es asi como el parasitismo gastrointestinal puede afectar la absorcion y por lo tanto la
disponibilidad y eficacia de antihelminticos administrados por via oral, mientras que el

parasitismo hepatico puede afectar su metabolismo (Baggot JD. y McKeller Q., 1994).

1.3.2.4.1. Formulaciones y vias de administracion.

La farmacocinética y actividad de las avermectinas y milbemicinas se ven particularmente
influenciadas por las propiedades fisicoquimicas de las moléculas activas (Gokbulut et al.,
2001). Se sabe que el excipiente influye significativamente en la velocidad y duracion del
proceso de absorcion del farmaco y puede modificar el perfil de concentracién plasmatica
(Sallovitz et al., 2002).

La ruta de administracion de los farmacos antihelminticos puede afectar su distribucion, la
biodisponibilidad y persistencia de sus concentraciones en el organismo. La ivermectina es
un farmaco altamente lipofilico que es absorbido adecuadamente cuando se administra ya
sea por via parenteral, topica u oral, distribuyéndose ampliamente en el organismo. Se
concentra en el tejido adiposo desde donde es liberada lentamente para posteriormente
una fraccion de ella ser transformada en metabolitos menos liposolubles (Baggot JD. y
McKeller Q., 1994).

1.3.2.4.2. Distribucion.

Debido a su alta lipofilicidad, la ivermectina tiene un gran volumen de distribucién y un
prolongado tiempo de resistencia, (Roder, R., 2001) existiendo variaciones individuales en
su biodisponibilidad, las que pueden deberse a diferencias en la absorcion desde el sitio de
administracién, la condicion corporal, el contenido de grasa, ademas de las posibles

diferencias de especie en el metabolismo y eliminacion del farmaco.

1.3.2.4.3. Metabolismo y excrecion.

La ivermectina es absorbida rapidamente hacia el torrente sanguineo después de la
administracion oral o parenteral y es excretada a través de las heces en un 90% como
farmaco intacto en los animales tratados, siendo el 2-3% excretado en la orina (Campbell
W. C., 1993).
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La administracion subcutanea de ivermectina prolonga el tiempo de residencia en el plasma
y la persistencia de residuos de farmaco en los tejidos, principalmente en higado y tejido
graso. Sus metabolitos son principalmente excretados a través de la bilis, lo que, sumado
a la fijacion a las particulas en digestion durante el transito intestinal, prolonga
sustancialmente la aparicién de residuos en las heces en comparacion a la administracion
oral (Pérez et al., 2001). Por tanto, la duracion de la excrecion depende de la formulacion,
la via de administracion (Toutain et al., 1997), la produccién de materia fecal, las
propiedades fisicoquimicas del farmaco y la fisiologia digestiva en el caso de formulaciones

que se administren por via oral (Pérez et al., 2001).

1.4. Farmacocinética.

1.4.1. Conceptos generales de farmacocinética.

La actividad terapéutica de un medicamento esta determinada por una serie de fenédmenos
dependientes del sujeto que recibe la medicacién y del principio activo administrado. Los
fendmenos criticos que la definen se han organizado secuencialmente en las fases
biofarmacéutico, farmacocinética y farmacodinamica segun se trate del aspecto
farmacotécnico de la formulacién, de lo que el organismo le produce al farmaco o bien de

la situacién inversa, respectivamente.

La base biofarmacéutica estd determinada por el conjunto de fendmenos comprendidos
entre la administracion del medicamento y la absorcidon del principio activo; estudia los
fendmenos que determinan la disponibilidad del principio activo por el organismo desde la
forma farmacéutica administrada. A partir de la administracion de un medicamento, el
individuo recibe una dosis del farmaco incluida en una forma farmacéutica de la cual debe
liberarse. La liberacion queda determinada por la tecnologia farmacéutica empleada en la
elaboracion en la forma farmacéutica y por el medio biolégico en el cual se disgrega y
disuelve la formulacién. Luego, de manera progresiva, se disuelve el principio activo lo que

permite su absorcion dando comienzo la fase farmacocinética (Bruton L. 1996).

La farmacocinética estudia los cambios que sufre el principio activo in vivo, implica el
estudio de la evolucién temporal de las cantidades de farmacos y sus metabolitos en tejidos
o fluidos biolégicos, empleando modelos matematicos que permiten interpretar los
resultados obtenidos. Una clara definicion fue postulada por Gibaldi y Levy en 1976 en la
cual mencionan que "La farmacocinética esta relacionada con el estudio y caracterizacion

en el transcurso del tiempo de la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de un
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farmaco y la relacion de esos procesos con la intensidad y la evolucion temporal de los
efectos terapéuticos y adversos del farmaco. Se aplican técnicas matematicas y
bioquimicas como herramientas del estudio” esto se ve representado en la Figura No.5
(Rang et al., 2003).

Liberacién Absorién Eliminacién

dosificacion =| absorcion del = sangre >| orina

administrada farmaco

Forma de el farmaca  Sitio de Farmaco en Farmaco en

Distribucion

Farmaco en

> Biotransformacién

tejidos
(recaptores)

Accion del
farmaco

Figura 5. Representacion esquematica de la Liberaciéon, Absorcién, Distribucion,

Biotransformacion y Eliminacién de los farmacos. Proceso LADBE (Rang et al., 2003)

1.4.1.1. Absorcion.

Segun los mencionado por Ritschel W. y Kearns G. (2009), la absorcién se define como el
paso del farmaco desde el sitio de administracién hacia el plasma, por lo que es importante
para todas las rutas de administracion excepto para la intravenosa. Para farmacos que son
administrados por via oral, la absorcion puede ser un factor determinante para la
biodisponibilidad, pues puede alterar la entrada del farmaco al organismo. La absorcion
generalmente se lleva a cabo en el intestino delgado, ya que la disposicion de éste lo hace
apto para este proceso, pues el area superficial disponible para la absorcion es muy alta
gracias a las microvellosidades. Existen diversos tipos de transporte que permiten la
entrada de los agentes xenobidticos al organismo: la difusion pasiva es una forma de
transporte a través del cual los solutos pueden atravesar la bicapa lipidica de las

membranas sin la necesidad de energia; para que se lleve a cabo este proceso es necesario
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gue exista una gradiente de concentracion del soluto. Otro tipo de transporte involucra la
participacion de proteinas transportadoras o acarreadores que pueden unirse a una 0 mas
moléculas o iones y al cambiar de conformacién, estas proteinas pueden liberar los solutos
hacia el otro lado de la membrana. Este sistema puede operar de forma pasiva (sin la
necesidad de energia), y se conoce como difusién facilitada, o puede estar acoplado a un
gradiente electroquimico de Na* y requerir energia por lo que puede ir en contra de un

gradiente de concentracion; en este caso el transporte es conocido como transporte activo.

1.4.1.2. Distribucion.

Una vez absorbido, un farmaco tiene que ser transportado en el organismo para alcanzar
el sitio de accidn; este proceso se conoce como distribucion. Con respecto a este proceso
farmacocinético, es necesario mencionar que para que un compuesto sea
farmacoldgicamente activo, debe encontrarse en su forma libre; sin embargo, hay farmacos
qgue se unen de forma reversible a proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, y de
esta manera pueden ser transportados en el organismo. La cantidad de farmaco unido a
las proteinas depende de tres factores: la concentracién de farmaco libre, su afinidad con

los sitios de union y la concentracion de la proteina (Lorenzo, P., et al. 2004).

1.4.1.3. Biotransformacion.

Para un gran numero de farmacos, su eficiencia, permanencia en el organismo y la duracion
de sus efectos depende de su biotransformacion. Los factores genéticos y ambientales
contribuyen a un gran numero de variaciones inter e intraindividuales en este proceso. La
actividad de las enzimas encargadas del metabolismo de los farmacos puede influir en la

intensidad y duracién de la accion de los mismos. (Lorenzo, P., et al. 2004).

1.4.1.4. Excrecién.

La depuracion de los farmacos se lleva a cabo principalmente a través del higado y los
rinones. La excrecién de los metabolitos y del farmaco inalterado en la orina constituye la
principal ruta de eliminacién. La depuracion a su vez depende de la cantidad de farmaco
liberado al 6rgano de excrecion y el grado en el que es extraido de la sangre para ser
excretado. De esta manera, al aumentar la cantidad de farmaco libre aumentara la

velocidad de excrecion.

Finalmente, la fase farmacodinamica involucra el mecanismo de accion de los principios
activos por el que se obtiene una respuesta farmacolégica. Para cada farmaco en particular,

puede hallarse una relacion temporal entre la cantidad de principio activo en la biofase y la
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intensidad y duracion de la actividad terapéutica. Esta relacion, conocida como relacion
Farmacocinética Farmacodinamica o PK-PD, se describe mediante una funcién matematica
caracteristica, que permite relacionar las concentraciones de farmaco en la biofase con el
efecto terapéutico a lo largo del tiempo. En general la biofase es un sitio de dificil acceso
por lo cual, para facilitar los calculos se relaciona la concentracién del compuesto estudiado
en la biofase con la de un fluido de mejor acceso como la sangre, la bilis o la orina. En los
casos en que la biofase se encuentre en tejidos altamente irrigados, existira un equilibrio
certero entre las concentraciones de farmaco en la biofase y el plasma (Lorenzo, P., et al.
2004).

El objetivo perseguido cuando se busca una relacion PK-PD es calcular, a partir de las
concentraciones plasmaticas del farmaco, la dosis del farmaco necesarias que produzca el
efecto terapéutico, o bien potencialmente téxica. Otra aproximacién posible consiste en

utilizar los valores del efecto farmacologico obtenido in vitro.

En general, la cinética de un farmaco en un sistema biolégico se describe mediante
parametros cinéticos. En la practica, los pardmetros farmacocinéticos se obtienen de
manera experimental a partir de los datos. Los datos son el conjunto de valores de
concentracion de farmaco (variable dependiente) y del tiempo de obtencion de cada
muestra (variable independiente). A partir de los datos, se trabaja con algoritmos
matematicos que relacionan los parametros cinéticos entre si y permiten la descripcion del
sistema en estudio (hipotesis modelo independiente). Otra forma de calculo de los
parametros cinéticos consiste en formular una hipdtesis mediante modelos
compartimentales, con base a un sistema de ecuaciones matematicas que permitan la
cuantificacion e interpretacion de los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion que
sufre el farmaco en el organismo. Estos modelos describen los cambios temporales de las
concentraciones del farmaco en los fluidos biolégicos y permiten la descripcion de su

cinética mediante el calculo de una serie de parametros farmacocinéticos (Winter, M. 1994).

Independientemente de las ecuaciones matematicas empleadas para aproximar el sistema,
el primer paso en el andlisis cinético es graficar los valores de concentracion del compuesto
analizado en funcion del tiempo de su recoleccion. El grafico obtenido consiste de una serie

de puntos discretos que pueden aproximarse a una curva.
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Cuando la ruta de administracion es la via extravascular, el perfil plasmatico mostrara un
aumento progresivo alcanzando una concentracion maxima (Cmax). Este maximo de

concentracién se produce a un tiempo identificado como Tmax.

Los valores de Cmax y Tmax son parametros caracteristicos de cada curva. Ambos valores
se relacionan con la velocidad con la que un farmaco alcanza la biofase o sitio efector
mientras que Cmax también se vincula con la cantidad que llega a dicho sitio, representada

en la Figura 6.

Cmax

| ABC

Concentracion

Tmax
Tiempo

Figura 6. Perfil Plasmatico de administracién extravascular.
(Ritschel W. y Kearns G. 2009)

El area debajo de la curva determinada por la concentracién del analito en funcién del

tiempo, se abrevia ABC y se calcula a partir de la siguiente ecuacion:
ABC = [ Cp dt

El calculo de la integral se puede aproximar a una sumatoria de trapecios, estableciendo

los limites de integracion en funcion de la porcidn del area total a calcular.

1.4.1.5. Modelos Compartimentales.
Aguilar, A. y colaboradores (2008) explica que los modelos compartimentales consideran al

organismo como un conjunto de sistemas o compartimentos comunicados entre si. Cada
compartimiento no tiene un significado fisiolégico o una correspondencia con una region
anatémica real, sino que representa un tejido o un grupo de ellos que muestran similares
flujo sanguineo y afinidad por el farmaco en estudio. Entonces, se habla de compartimientos

cinéticos. Al ingresar el farmaco al compartimiento se considera que el proceso de mezclado
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se produce instantanea y uniformemente en todo el compartimento. Por ende, la
concentracion de farmaco presente en la muestra bioldégica recogida representa un

promedio de la concentracion de farmaco en el compartimiento.

En el caso de la hipétesis compartimental, existe una entrada de farmaco al compartimiento
y la consecuente salida, ya sea hacia otros compartimientos que forman parte del
organismo o hacia el exterior, por lo que se considera al modelo un sistema abierto. Los
movimientos del farmaco en el organismo se cuantifican a través de las constantes de

velocidad respectivas.

El modelo compartimental mas utilizado es el mamilar. Este consiste en un compartimiento
central que representa el plasma y los tejidos altamente irrigados en los cuales el farmaco

se equilibra rapidamente, interconectado con uno o0 mas compartimientos periféricos.

Dependiendo del numero de compartimientos se denomina modelo monocompartimental,
bicompartimental, tricompartimental y asi sucesivamente. En general, se utiliza un grafico
de cajas interconectadas para representar el tipo de modelo elegido para el ajuste de los
datos experimentales (Figura 7). Por ejemplo, considerando un modelo abierto
monocompartimental, el farmaco administrada por via intravenosa ingresa directamente al
compartimiento central y se distribuye instantdneamente entre la sangre y los tejidos. La
eliminacion se produce a partir del compartimiento central ya que los 6rganos de
eliminacion, higado y rifiones, se consideran parte del compartimiento central (Gibaldi, M.
y Perrier, D. 2006).

Modelo abierto monocompartimental con administracion parenteral

D

Modelo abierto monocompartimental con absorcién de primer orden
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Modelo abierto bicompartimental con administracién parenteral

Modelo abierto bicompartimental con absorcion de primer orden

Figura 7. Representacion grafica de los modelos compartiméntales de menor
complejidad. D = dosis; Ka = constante de velocidad de absorcion; K1z, K21 =
microconstantes; K = constante de velocidad de eliminacion.
(Ritschel W. y Kearns G. 2009)

En realidad, el organismo humano esta constituido por millones de compartimientos, si se
considera la concentracion del farmaco a nivel tisular y celular. Sin embargo, los Unicos
fluidos biolégicos accesibles y validos para la cuantificaciéon de un farmaco son la sangre,
la orina y en algunas ocasiones la saliva. Por lo tanto, el disefio de modelos
compartimentales se basa en ajustar los datos de los niveles en sangre (plasma o suero)
en funcién del tiempo o la cantidad de farmaco acumulado excretado en orina en funcién

del tiempo de recoleccién de muestras.

En general, al analizar el comportamiento de un farmaco en un sistema biolégico se
comienza por verificar si los datos experimentales pueden ajustarse al modelo mas sencillo,
el monocompartimental. Si el ajuste no es bueno, se continla con modelos mas
sofisticados. Lo que permite valorar si el ajuste es bueno, es el criterio del cinetista y el valor

de los parametros estadisticos de ajuste obtenidos para cada modelo.

De los modelos postulados, el que mejor se ajusta a los datos experimentales, es aquel de
menor complejidad y que ofrezca los valores mas pequefios de los parametros estadisticos
de ajuste segun el principio de minima parsimonia excepto para el valor del coeficiente de

determinacion cuyo valor éptimo es 1 (Pazo, S., 2001).
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En definitiva, la utilizacion de métodos modelo-dependiente o independiente es una
estrategia en la modelizacién del sistema biol6gico en estudio, caracterizando la cinética
del farmaco segun los parametros farmacocinéticos y con estos valores, hallar la dosis
terapéutica. A continuacion, se describen algunos de los parametros farmacocinéticos mas
utilizados.

1.5. Parametros farmacocinéticos.

1.5.1. Constantes de velocidad.

Gibaldi, M. (2006) menciona que las constantes de velocidad caracterizan los cambios
temporales de la concentracion de un farmaco en un sitio en particular. Permiten calcular la
velocidad con la que un farmaco ingresa a cada compartimiento, se distribuye entre
compartimientos (por ejemplo, entre el compartimiento central y el periférico) y se elimina
del organismo. En el caso de una cinética lineal, la transferencia de masa entre
compartimientos se puede describir por las constantes de velocidad descritas por:

dD_ I D"
dt

La ecuacién queda definida por la cantidad de farmaco (D) en un tejido o fluido en particular
a un tiempo t. El numero n representa el orden de reaccion y k corresponde a la constante

de velocidad de la reaccion.

En general, k es una constante de velocidad de primer orden y las unidades se expresan
como la inversa del tiempo (por ejemplo, h™'). De manera genérica, se denomina Az a la
constante de la velocidad de eliminacion la cual representa la suma de las constantes de
velocidad de los procesos de eliminacién del farmaco intacta o luego de su metabolismo.
Bajo la suposicion de un modelo monocompartimental, la constante de eliminacion Az se
denomina kel y en el caso de un modelo bicompartimental recibe la denominacién de .

Graficando el logaritmo natural de las concentraciones del farmaco en sangre en funcién
del tiempo de recoleccién de las muestras, se linealiza la porcién del perfil plasmatico
correspondiente a la fase de eliminacién. Considerando dos valores de concentracion C1y

C2, calculados a t1 y t2, respectivamente, se obtiene:

1g = InC1—1InC2
T oo
A partir de la constante de eliminacion se calcula el tiempo de vida medio de eliminacion

(T1/2). Este parametro indica el tiempo necesario para que la concentracion de farmaco
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disminuya a la mitad de su valor inicial. Nuevamente, considerando una cinética de primer

orden, el pardmetro se calcula segun la ecuacion:

le_an
/_/1Z

1.5.2. Volumen de distribucion.

Lorenzo, P. y colaboradores (2004) definen que el volumen de distribucién es un factor que
relaciona la cantidad de farmaco administrado con su concentracién en el organismo. El
parametro se corresponde con el volumen hipotético que se obtendria si todo el farmaco
administrado sélo estuviese presente en el torrente sanguineo. Sin embargo, carece de una

correlacion real, por lo cual se lo denomina volumen de distribucién aparente.

Luego de la administracion, el farmaco se distribuye en los distintos tejidos y alcanza el
nivel intracelular. El valor del volumen de distribucién dependera del grado de dicha

distribucion.

El valor del parametro es caracteristico de cada farmaco y de cada paciente en particular.
Si bien se asume que el farmaco se equilibra rapidamente en el organismo, cada tejido
puede presentar una concentracién diferente de farmaco por las diferencias en cuanto a la

afinidad del tejido por el farmaco. La ecuacion general relaciona:
_ D
=

La ecuacién anterior expresa que para valores pequenos de Cp, el farmaco se halla

vd

predominantemente en tejidos periféricos, resultando en un valor elevado de Vd. Si en
cambio, el fArmaco se une preferencialmente a las proteinas plasmaticas o permanece en
la regidn vascular, resultarad en un Vd pequeno. Es decir, el parametro se debe considerar
como un factor de proporcionalidad entre la cantidad de farmaco en el organismo vy la

contenida en el torrente circulatorio.

1.5.3. Aclaramiento.

El aclaramiento es una medida del grado de eliminacién de un farmaco independientemente
del mecanismo por el que se produce. Considerando al organismo como un compartimiento
constituido por un fluido de volumen de distribucion fijo, en el cual se disuelve una cantidad
de farmaco, el aclaramiento queda definido como el volumen de fluido que es depurado de

farmaco por unidad de tiempo. También se le define como el cociente entre la velocidad de
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eliminacion del farmaco (dDu / dt) y la concentracion plasmatica al mismo tiempo expresada
segun la ecuacion (Lorenzo, P., et al. 2004):
dDu
Cl=(—)/Cp
Mientras la velocidad de eliminacion se describa con una cinética de primer orden, se puede
considerar el aclaramiento como un parametro constante para cualquier concentracion
plasmatica de farmaco. Asumiendo una cinética de eliminacion de primer orden y
considerando las ecuaciones previamente planteadas, se deduce que:
CL= AzVd
El aclaramiento calculado se denomina aclaramiento total y representa la suma de los
diferentes caminos por los cuales un farmaco se elimina del organismo, fundamentalmente
la via urinaria (aclaramiento renal) y hepatica (aclaramiento hepatico).
Es importante sefalar que tanto el aclaramiento como el volumen de distribucion pueden
calcularse a partir del valor del area bajo la curva, considerando la siguiente relacion (D:
dosis administrada; F: fraccion de la dosis biodisponible):
ABC = FD/KVd
1.5.4. Biodisponibilidad.
Se entiende por biodisponibilidad a "la cantidad y velocidad con la que un principio activo
alcanza la biofase o el sitio de accion". Como en la practica, existe una buena correlacion
entre las concentraciones de farmaco en plasma y la hallada en tejidos altamente
perfundidos, o por incapacidad operativa de tomar muestras de la biofase efectora, se

considera que el término de biofase puede ser reemplazado por el de circulacion sistémica.

La determinacion de la biodisponibilidad absoluta se calcula mediante el cociente entre el
area bajo la curva luego de la administracion del farmaco por las vias extravascular e
intravenosa (ABC e.v y ABC i.v, respectivamente), corregido por las respectivas dosis. La
ecuacion obtenida es:

B (ABC e.v) x Dosis i.v
" (ABCi.v) x Dosis e.v

Como se observa de la ecuacion anterior, es fundamental para el calculo de la fraccion

biodisponible el area bajo la curva (ABC). Este parametro es una medida de la cantidad
total de farmaco inalterada que alcanza la circulacién sistémica. Se considera un parametro
robusto, es decir, que no cambia su valor ante pequefas modificaciones, ya que el calculo
de su valor se realiza a partir de un conjunto de datos. EI ABC puede calcularse con base

a un modelo compartimental propuesto o asumiendo la hipotesis modelo independiente. Es
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indispensable la correcta estimacion de su valor para la determinaciéon confiable del
conjunto de parametros que se calculan a partir de éste, incluyendo la biodisponibilidad
(Rescigno, A. 2000).

Luego de una administracion intravenosa, la dosis completa se deposita instantaneamente
en la circulacion sistémica y el farmaco se considera completamente biodisponible (F=1).
En la administracion oral, la fraccién biodisponible (F) depende de la cantidad de farmaco
absorbida desde el tracto gastrointestinal y del metabolismo de primer paso. Cuanto mas
extenso es el metabolismo del farmaco, menor es la fraccion biodisponible. Asi, el valor de

F para la via extravascular esta comprendido entre 0 y1 (Rani, S. y Pargal, A. 2004).

Considerando el cociente entre el area bajo la curva obtenida luego de la administracion de
un farmaco contenida en un producto respecto del valor calculado para un producto de
referencia, se obtiene la biodisponibilidad relativa. Los dos productos deben ser

administrados por la misma ruta en la misma dosis, pero puede diferir el tipo de formulacion.

En definitiva, el valor de la fraccidon biodisponible de un farmaco determina la dosis
necesaria para alcanzar concentraciones terapéuticas, segun por la relacién:

D =ABCKVd/F
Las ecuaciones descritas hasta el momento permiten el calculo de los parametros cinéticos
considerando un método no compartimental o modelo independiente. Los calculos sdlo se
basan en ecuaciones y algoritmos matematicos que relacionan los parametros entre si.
Considerando un modelo compartimental, la ecuacion general que describe la

concentracion del farmaco en un fluido determinado se obtiene calculando:

C(t) =2Aie‘2it

La variacion temporal de la concentracion plasmatica queda descripta por los coeficientes
Aiy las constantes hibridas o constantes de velocidad zi.

La cantidad de términos de la sumatoria dependera del numero de compartimientos
considerados y de la via de administracion. Luego de una dosis intravenosa y considerando
un modelo bicompartimental, la ecuacién considera un término mas debido a la fase de
distribucién:

C(t) = Ae ™t 4 Be Bt
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Las constantes a y B son constantes hibridas que denotan las fases de distribucion y
eliminacion, respectivamente. Los valores de A y B (macroconstantes) se pueden obtener
graficamente utilizando el método de las residuales o bien por métodos de calculo iterativos
(Toutain, P. y Bousquet-Mélou, A. 2004).

A través de algoritmos matematicos que relacionan los parametros primarios a y 3, se
obtienen los parametros secundarios. Algunos parametros secundarios que se calculan son
el area bajo la curva, el aclaramiento, el volumen de distribucion, los coeficientes Ai, las
microconstantes (constantes de velocidad de transferencia entre compartimientos) y el

tiempo de vida media.

1.6. Sistemas para via percutanea.

Aunque la liberacion de farmacos por via transdérmica es recomendable fundamentalmente
para principios activos con una potencia relativamente elevada y bajo peso molecular, la
seleccion del principio activo esta determinada por diversos factores, incluyendo las
propiedades fisicoquimicas del farmaco, su interaccién con la membrana y sus propiedades
farmacocinéticas. Al aplicar una formulacion en la superficie de la piel, se desencadena una
secuencia de procesos que permiten que al final, el principio activo llegue a circulacion

sistémica (Figura 8), estos incluyen (Mohammed Haneefa et al., 2013):

a) Liberacién de la formulacién

b) Particiéon entre el estrato cérneo (capa mas externa) y la formulacion.
c) Difusion a través del estrato cérneo

d) Particion del estrato cérneo (lipidico) hacia la epidermis viable (acuosa)
e) Difusién de la epidermis viable hacia la dermis

f) Entrada a circulacion sistémica
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Figura 8. Procesos involucrados en la penetracion y/o absorcién de una sustancia a

través de la piel (Mohammed Haneefa et al., 2013; Bernad et al.).

Un sistema de liberacién transdérmica es una formulacion o dispositivo (por ejemplo, un
parche) que permite una liberacién controlada del farmaco (por tanto, mantiene una

concentracion plasmatica constante), por un periodo prolongado (Bernad et al.).

1.6.1. Estructura de la piel canina.

El autor Scott y colaboradrores (2001), ven desde un punto de vista evolutivo, la piel no
cuenta con un epitelio destinado a la absorcion, al contrario, constituye una barrera
altamente eficiente, al prevenir no sélo la entrada de sustancias exégenas, sino también al
frenar la pérdida de agua. Frecuentemente se tiene la impresiéon de que la piel cuenta con
una estructura simple y unicamente enfocada a sus propiedades como barrera; sin
embargo, la piel es un érgano complejo y dinamico, que cuenta con multiples funciones

ademas de su papel como barrera.

Anatomicamente, la piel esta dividida en epidermis, dermis e hipodermis. La epidermis
constituye la capa mas externa y esta formada por un epitelio escamoso estratificado

queratinizado (Figura 9), constituido en su mayor parte por queratinocitos, aunque también
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estan presentes otras variedades de células como los melanocitos (produccién del
pigmento), las células de Langerhns (funcién inmunoldgica), y las células de Merkel

(percepcion sensorial).

La epidermis sigue un ordenado patrén de proliferacion, diferenciacién y queratinizacion, el
cual se inicia en el estrato basal (capa mas profunda) con la produccion y proliferacién de
nuevas células. En el estrato espinoso, constituido principalmente por células poliédricas,
aparecen por primera vez los llamados granulos lamelares o cuerpos de Odland, en los
cuales se lleva a cabo la sintesis y almacenamiento de lipidos. El estrato granuloso esta
formado por células de forma plana que poseen un gran nimero de granulos lamelares. En
este nivel se lleva a cabo un proceso fundamental para la formacién de la barrera: en la
interfase entre el estrato granuloso y el estrato cérneo, los granulos lamelares se funden
con la membrana celular, liberando su contenido lipidico al espacio intercelular. Los lipidos
liberados se rearreglan en forma de lamelas, las cuales conforman la barrera de
permeabilidad. La capa mas externa, el estrato corneo, esta formada principalmente por
células muertas, completamente queratinizadas, desprovistas de nucleo y organelos

citoplasmicos (Scott et al., 2001).

La dermis es la estructura mas importante de la piel. Estd compuesta por una red densa de
fibras, células, vasos sanguineos y linfaticos, nervios y musculos. Los fibroblastos son las
células mas numerosas, responsables de formar las fibras de colageno o elastina. También
podemos encontrar mastocitos, macrofagos, linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos, células

plasmaticas y melanocitos, se puede observar en la Figura 9.
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Figura 9. Estructura de la Piel y Foliculo Animal (Scott et al., 2001).

La piel también presenta foliculos pilosos denominadas invaginaciones epidérmicas en la
dermis, que pueden llegar a la epidermis con su porcion bulbar profunda. Producen y
sostienen la porcion intradérmica del tallo piloso. Se dividen en: a) infundibulo: de pelo.
Comprende la parte que va desde la superficie de la epidermis al punto donde desembocan
las glandulas sebaceas. b) istmo: desde la desembocadura de las glandulas sebaceas
hasta la insercién del musculo erector del pelo. c¢) bulbo: desde la insercion del musculo
erector del pelo hasta la papila dérmica. Ademas, los perros tienen foliculos pilosos
compuestos o0 en grupos que consisten en 2 a 5 pelos primarios rodeados por grupos de
pequefos pelos secundarios, en total, 2 a 15 pelos por grupo y esta profundamente
enraizado en la dermis; los pelos primarios generalmente emergen a través de poros

separados (Dellman, D., 1993).

1.6.2. Absorcion percutanea.

Los lipidos intercelulares del estrato cérneo constituyen la principal barrera para la
absorcion de sustancias aplicadas en la piel. Diversos estudios han determinado que el
transporte de sustancias ocurre primordialmente por via intercelular, aunque no hay que

olvidar que la via folicular puede, en algunos casos, ser una ruta de interés.
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El proceso de transporte de sustancias a través de la piel esta controlado por simple difusiéon
pasiva. Las leyes de Fick pueden aplicarse para analizar datos de permeacion y al mismo

tiempo pueden ser predictivas.

_DKAC
h

La primera ley de Fick (ecuacién arriba), describe una difusion en un estado estacionario.
Aqui, J es el flujo, D es el coeficiente de difusién en la piel, K es el coeficiente de particion
piel/vehiculo. En condiciones normales, la concentracién aplicada (Cap) es mucho mayor
que la concentracién dentro de la piel, por lo que la ecuacidon anterior puede escribirse

Ccomo.
J = KpCap

Kp=DK/h es el coeficiente de permeabilidad (cm h'), su magnitud depende, entre otras
cosas, del grosor de la membrana (h), el cual no pude ser estimado con exactitud, debido

a la tortuosidad de los espacios intercelulares.

Las leyes de difusion de Fick muestran que el flujo (J) se incrementa linealmente con la
concentracion hasta que Cap alcanza el valor de la solubilidad. Se ha demostrado que
soluciones sobresaturadas presentan flujos mayores que los de soluciones saturadas. Si
se aplican soluciones saturadas de un farmaco en diferentes vehiculos y el vehiculo no
altera las propiedades de la membrana, el flujo sera el mismo para todas las soluciones
Barr, M. (1962).

1.6.2.1. Moduladores de absorcion.

Una de las principales funciones de la piel es fungir como barrera de permeabilidad, de
modo que la administracién de sustancias se ve afectada de manera importante por esta
razon. De hecho, la impermeabilidad de la piel es un gran problema cuando se requiere
administrar farmacos en la piel o a través de ella, pues es frecuentemente sélo un pequefio

porcentaje del activo alcanza el sitio de accién.

Es por ello que, en las ultimas tres décadas numerosos grupos de investigadores han
enfocado sus esfuerzos hacia la busqueda de estrategias que permitan alterar la barrera 'y
con ello facilitar la administracion de sustancias por via transdérmica. Como resultado de
estos estudios surge el término de moduladores de absorcidon, que se refieren a aquellos

medios (fisicos o quimicos) que permiten regular (incrementar o disminuir) la permeabilidad
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de la piel. Los moduladores pueden dividirse de acuerdo a su efecto en promotores
(aquellos que favorecen la penetracion y/o absorcion de sustancias a través de la piel) y

retardadores (los que retardan o disminuyen la absorcion) (Finnin, B. y Morgan, T. 1999).

La gran diversidad estructural de las sustancias promotoras hace dificil resumir sélo en
algunos puntos su mecanismo de accion. Sin embargo, a continuacién, se describe de

manera simplificada algunos de estos mecanismos:
a. Incremento en la fluidez de la bicapa lipidica de la membrana.

El promotor puede intercalarse entre las bicapas y provocar la disrupcion del paquete
lipidico intercelular (incremento en la fluidez de los lipidos). A este respecto, diversas
técnicas biofisicas (e.g. calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia infrarroja) han
demostrado que existe una correlacion entre la fluidez lipidica y permeabilidad. Este
incremento de la fluidez puede atribuirse a que los lipidos sufren una transicién de una fase
gel (rigida) a una fase liquido cristalina, con una reduccion de la temperatura de transicion
vitrea. Dos de los compuestos mas investigados que se ha demostrado causan desorden
al intercalarse ente las cadenas lipidicas son: la Azona (Laurocapram) y el acido oleico
(Fuijii, M.; et al., 2000).

b. Extraccion de los lipidos intercelulares.

Ciertos promotores pueden incrementar la permeabilidad de la piel al extraer los lipidos
intercelulares. Este es un efecto mas drastico que el anterior, y por lo tanto, debe tenerse
muy en cuenta la reversibilidad del mismo. La remocion de los lipidos del estrato corneo
permite incrementar la velocidad de permeacion tanto de sustancias polares como no
polares. Diversos solventes como el etanol y algunos surfactantes son capaces de extraer
los lipidos (Perhing, et al., 1990).

C. Interaccion con los componentes proteicos.

Algunos promotores aumentan la permeabilidad de la membrana al alterar la conformacion,
desnaturalizar e incluso extraer las proteinas de membrana, como es el caso de algunos

surfactantes, sobre todo de naturaleza iénica (Cooper, E. 1984).
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d. Alteracion de la barrera enzimatica.

Los inhibidores enzimaticos también pueden fungir como promotores de absorcién, si se
considera que la capacidad metabdlica de la piel puede actuar como una barrera de tipo

enzimatico (Carpentieri, L., 2007).
e. Incremento en la actividad termodinamica del soluto.

Esta puede verse afectada por la composicion del vehiculo, la cual va a influir directamente
en la solubilidad del penetrante. Una forma de aumentar el coeficiente de particion
piel/vehiculo, consiste en el uso de sistemas saturados, lo cual puede lograrse eligiendo

adecuadamente los componentes de la formulacion (Bennet, S., et al., 1985).
f. Co-difusion del promotor y el soluto.

Se ha demostrado que ciertos promotores como el propilenglicol, transcutol, etanol y
dimetilsulfoxido, son capaces de difundir a través de la piel, arrastrando junto consigo al
penetrante. La penetracion del promotor hacia los espacios intercelulares del estrato cérneo
puede traer como consecuencia la sustitucion del agua por moléculas de solvente, lo cual
puede favorecer el incremento del coeficiente de particion piel/vehiculo al alterar las

caracteristicas de solubilidad del soluto en la piel.

Es importante sefialar que la mayoria de los promotores no actian por un solo mecanismo,
sino que el efecto promotor suele ser el resultado de varios mecanismos. Ademas, se ha
encontrado que con la combinacion de ciertos promotores hay un efecto sinérgico. Un claro

ejemplo de estos es la combinacion de Azona y propilenglicol (Ho, H.; et al. 1994).

Por desgracia, un gran inconveniente de los promotores es que generalmente estan
asociados la eficiencia con su toxicidad. Asi, los promotores mas efectivos son los que
causan mayor irritacion o dano en la piel. Es por ello que muchos de los estudios a este
respecto se han dado a la tarea de tratar de esclarecer el mecanismo de accién de los
promotores y de esta forma buscar nuevas entidades, mas eficientes y menos toxicas para
la piel. Ademas de los promotores de tipo quimico mencionados hasta ahora, también se
han empleado métodos fisicos (e.g. iontoforesis, electroporacion, sonoforesis) para facilitar
el transporte a través de la piel. De entre ellos, seguramente la iontoforesis es la que mas
éxito ha tenido. La iontoforesis consiste en aplicar un potencial eléctrico con el fin de

promover el paso de sustancias ionizables, aunque debido al flujo convectivo inducido por
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la iontoforesis (llamado electroésmosis), el paso de especies sin carga también se ve

favorecido (Carpentieri, L., 2007).

1.6.3. Seleccion de los farmacos para un sistema transdérmico.

Un farmaco debe cumplir con ciertos requisitos para que se considere como un posible
candidato para ser formulado en un sistema transdérmico, algunos de ellos se mencionan
a continuacién (Chandrashekar, N. S., y Shobha Rani, R. H., 2008):

1. Los farmacos deben tener una potencia farmacoldgica tal, que solo se requiera una
solo dosis diaria de unos cuantos miligramos. Esto se justifica, por un lado, por las
caracteristicas de la barrera de la piel que limitan la absorcion de grandes
cantidades de farmaco, y, por otro lado, por el hecho de que un sistema de liberacién
transdérmico no debe cubrir un area de mas de 50 cm?, lo cual restringe la cantidad
de farmaco que puede contener.

2. El tiempo de vida media del farmaco debe ser relativamente corto. No es
conveniente producir un sistema transdérmico para un activo de tiempo de vida
media muy largo.

3. Elfarmaco debe tener un indice terapéutico relativamente amplio de modo que las
variaciones interindividuales en absorcion no constituyan un problema para ajustar
a la dosis.

4. Ni el farmaco ni los otros componentes de la formulacién deben provocar irritacion
en la piel, sobre todo tomando en cuenta que el sistema puede ser oclusivo y
permanecer en la piel por periodos prolongados.

5. Farmacos con un metabolismo presistémico importante o un tiempo medio de
eliminacion corto, son buenos candidatos para ser administrados por esta via.

6. Elfarmaco no debe exhibir cinéticas dependientes del tiempo, ya sea por induccién
0 por inhibicidbn metabdlica o por cambios en la distribucién o excrecion, lo que
implicaria que la velocidad de liberacién tendria que ajustarse repetidamente debido
a estos cambios.

7. En el caso de farmacos que desarrollen un proceso de compensacion fisioldgica el
uso de sistemas transdérmicos con velocidades de liberacion convencionales puede
no ser conveniente. Liberaciones pulsatiles (en fases) mas que constantes o con
periodos de “limpieza”, pueden permitir la administracion de mas de una amplia

gama de principios activos.
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1.7. Emulgel.

La administracion tépica de farmacos es un sistema de suministro para cualquier zona del
cuerpo. Las preparaciones topicas presentan amplias ventajas ante formas farmacéuticas
convencionales, estas estan aplicando un amplio espectro de preparaciones en su
formulacion y su consistencia varia, pero los productos populares con mayor innovacioén
son preparaciones semisolidas. Dentro del grupo principal de preparaciones semisolidas,

el uso de geles y emulsiones se ha expandido en preparaciones farmacéuticas.

Los geles son formas farmacéuticas de consistencia semirrigida destinados a aplicarse
sobre las membranas mucosas y piel, considerados como una clase relativamente nueva
de forma de dosificacién que contiene él o los principios activos, creada por el atrapamiento
de grandes cantidades de liquido acuoso, hidroalcohdlico o aceite en una red de particulas
solidas coloidales. A pesar de las muchas ventajas de los geles, una limitacion importante

es la dificultad en la administracion de farmacos hidrofébicos.

Las emulsiones aceite en agua y agua en aceite son ampliamente usadas por sus
propiedades terapéuticas y como vehiculos para la entrega de varios farmacos lipofilicos
en la piel (Eccleston G. M., 1992). Las emulsiones poseen cierto grado de elegancia y son
facil de lavar siempre que se desee, ademas de una alta capacidad de penetrar en la piel,
asimismo el formulador puede controlar la viscosidad, apariencia y el grado de untuosidad
de emulsiones. Las emulsiones aceite en agua son de las mas usadas como base de
farmacos facilmente lavables y por lo general con propésitos cosméticos, mientras que las
emulsiones agua en aceite son empleadas ampliamente para tratamientos de piel seca y

aplicaciones emolientes (Rieger M.M., 1986).

Cuando los geles y las emulsiones se usan en forma combinada, las formas de dosificacion
se denominan emulgeles, la presencia de un agente gelificante en la fase acuosa convierte
una emulsion clasica en un emulgel. Los emulgeles para uso en dermatologia deben poseer
propiedades favorables tales como: ser tixotropico, sin grasa, de facil aplicacion, facilimente
removible, emoliente, no manchar, compatible con varios excipientes y solubles o misible
en agua (Klich C.M., 1992). Tiene una alta aceptacion por el paciente ya que poseen las
ventajas anteriormente mencionadas de las emulsiones y los geles. Por lo tanto, se han
utilizado recientemente como vehiculos para la administracion de varios farmacos en la piel
o a través de ella. (Abd El-Bary et al., 2001; Zhang et al., 1995; Hamza Y .E. et al., 2002)
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1.8.

En el libro de Willard y colaboradores (2002), define a la cromatografia de liquidos de alta

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

resolucion (CLAR) o bien High Performance Liquid Chromatography (HPLC por sus siglas
en inglés), es una técnica que se emplea para separar y determinar especies en diversos

materiales organicos, inorganicos y biolégicos.

Consta de una fase movil liquida interactiva en adicién a una fase estacionaria activa, en
donde la fase movil es un disolvente liquido que contiene la muestra como mezcla de

solutos.

Los tipos de CLAR suelen clasificarse segun el mecanismo de separacion o el tipo de fase
estacionaria, pudiendo ser ambas fases liquidas (Cromatografia Liquido/Liquido-CLL) en la
cual el proceso de separacion es mediante un proceso de particion. La fase movil eluente
(es un liquido) y la fase estacionaria (es un so6lido) (Cromatografia Liquido/Sdlido-CLS), en
la cual el proceso de separacion se lleva a cabo por adsorcion, intercambio idnico o

exclusion por tamano (Hanai, T. 1999).

1.8.1. Instrumentacion.
El diagrama que muestra Skoog D. A. y West D. M. (2001), es de la Figura 10 se puede
observar la estructura basica de la CLAR consiste de un sistema de bombeo para la fase

movil, inyector, columna, detector, sistema de registro y manejo de datos.
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Figura 10. Diagrama de bloques que muestra los componentes de un aparato de
CLAR tipico. (Skoog D. A. y West D. M., 2001)
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1.8.2. Aspectos importantes en el analisis por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR).

Se realiz6 un recopilado de los siguientes autores Wilfred M. A., (2006); Robards K. y

Haddad P. R. (2004) y Skoog D. A. y West D. M. (2001), coinciden en que la cromatografia

de liquidos de alta resolucién se ha convertido en una herramienta importante en el analisis

quimico, debido por una parte su capacidad para separar mezclas organicas complejas,

compuestos organometalicos y sistemas bioquimicos. Su otra aplicacion es como método

para determinar cuantitativa y cualitativamente los componentes de la muestra.

Para el andlisis cualitativo se suele emplear el tiempo de retencion, que es Unico para cada
compuesto bajo determinadas condiciones. En aplicaciones cuantitativas, integrando las
areas de cada compuesto o midiendo su altura, con los calibrados adecuados, se obtiene

la concentracion o cantidad presente de cada analito.

Algunos de los aspectos importantes que se deben considerar para la cromatografia de

liquidos de alta resolucién son los siguientes (McPolin, O. 2009):

a) Recipientes de la fase movil. Los recipientes para almacenar la fase movil tienen que
ser inertes, es decir, el disolvente no debera extraer especie alguna del material con el
que estén construidos y deben contar con una tapa adecuada para prevenir el ingreso
de particulas ambientales al sistema. Suelen ser botellas de vidrio, estan provistos de
unos filtros, indispensables para eliminar los gases disueltos y particulas que pueda
contener la fase movil.

b) Fase mévil. Los disolventes empleados como fase mévil deben poseer las siguientes
propiedades:

* Alto poder solubilizante de las muestras.

* Baja reactividad.

* Baja viscosidad.

» Alto grado de pureza.

» Seguridad.
La fase moévil debe filtrarse en filtros de 0.45 o 0.22 micras ya que las particulas
presentes pueden bloquear filtros y tuberias del instrumento, acelerar desgaste de
sellos, rotores del inyector y afectar el movimiento normal de valvulas de entrada y
salida de bombas. Posteriormente debe desgasificarse ya que los gases disueltos en
ella pueden provocar liberacién y formacion de burbujas en la celda del detector y

provocar oscilacion en la linea base y aparicion de picos fantasma.
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d)

g)

h)

Bomba. Impulsa la fase mévil proveniente del reservorio de solvente hacia el inyector y
desde alli hacia la columna, deben cubrir los siguientes requisitos: Generar presiones
de mas de 6000 psi (Ib/pulg2). Proporcionar velocidades de flujo de 0.1 a 10 mL/min de
manera constante y reproducible. Ser inertes y resistentes a la corrosion por diversos
disolventes.

Sistema de inyeccion de muestras. El inyector tiene como funcién introducir la
muestra dentro de la linea de alta presion donde se encuentra la corriente del disolvente
a través del sistema. Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas
presiones, debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida y debe ser
facil de operar.

Tuberias. Conectan al reservorio de la fase movil con la bomba, deben ser inertes y
resistentes a altas presiones.

Uniones. Permiten conectar las tuberias y con ellas, los distintos componentes del
sistema cromatografico. Estas deben ser inertes a fases modviles y muestras, deben
cerrar herméticamente evitando la fuga de fase movil y la introduccién o formacion de
burbujas.

Columna. En las columnas cromatograficas es donde se produce la velocidad
diferencial de los solutos que permite su separacion, el material externo de las columnas
cromatograficas de acero inoxidable cuya longitud varia de 2 a 25 cm y un diametro de
1 a 46 mm, mientras que el material interno suele variar proporcionandole las
caracteristicas propias de cada columna. El costo de las columnas es elevado y se
pueden dafar con facilidad, por eso, en algunos casos se protege la entrada de la
columna con otra mas corta, la pre-columna o guarda-columna, que retiene por
adsorcion las impurezas de forma irreversible.

Detector. Es la parte del equipo cromatografico que indica los momentos de aparicion
de cada componente de una muestra a la salida de la columna cromatografica. El
detector utilizado depende de la naturaleza de la muestra y debera reunir las siguientes
caracteristicas: Tener un rango amplio de respuesta, que posea una sensibilidad
apropiada. Poseer una respuesta lineal (el detector debe medir alguna propiedad del
analito que se incremente proporcionalmente al aumentar su concentracién) y

reproducible. No afectarse por cambios de temperatura.

Dependiendo de la selectividad y sensibilidad que se requiera se pueden emplear varios

tipos de detectores, entre los mas comunes se encuentran (Parriott, D., 1993):
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b)

d)

1.9.

Detector de UV-Visible. El mas usado en CL, su respuesta se fundamenta en la
absorbancia que presentan la mayoria de los compuestos organicos a una longitud de
onda determinada, son satisfactorios para la elucién en gradiente con solventes que no
absorben. Se utiliza para todas aquellas sustancias que tienen uno o mas dobles
enlaces conjugados y los compuestos con electrones no enlazados y no compartidos.
Detector de indice de Refracciéon. Mide la refraccion del disolvente a causa de las
moléculas del analito, es general, no selectivo, y responde a la presencia de todos los
solutos, siendo utilizado para analizar sustancias que no absorben en el UV como
carbohidratos, lipidos y polimeros, entre otros. Su desventaja es que posee una
sensibilidad hasta cierto punto limitada, (Rouessac F. y Rouessac A., 2003) ya que es
de unas mil veces menor a un detector UV y no es util para la elucién en gradiente.
Detector electroquimico. Es bastante selectivo, porque solo ciertos analitos se oxidan
o se reducen con facilidad. (Skoog D. A. y West D. M., 2001) Estos detectores son
simples y se basan en medidas potenciométricas, conductométricas y voltamétricas.
Entre los compuestos tipicos que se analizan se incluyen las aminas aromaticas y sus
derivados. (Rouessac F. y Rouessac A., 2003)

Detectores de fluorescencia. Son especialmente sensibles, pero responden solo a la
muy limitada gama de analitos que fluorescen. Para incrementar la aplicacion de los
detectores electroquimicos y de fluorescencia, es posible unir a los analitos deseados
grupos quimicos que sean electro activos o fluorescentes. (Skoog D. A. y West D. M.,
2001)

Detector selectivo de masas. Provee informacion estructural que ayuda a la

identificacion del analito de interés.

Cuantificacion de farmacos en fluidos biolégicos.

En los fluidos biolégicos el farmaco de interés se encuentra inmerso en una mezcla

compleja de carbohidratos, proteinas, lipidos y otros componentes, que pueden interactuar

entre si interfiriendo su determinacién. Es por ello que la seleccién de la matriz biolégica en

la que se realizara la cuantificacion de farmacos, se vuelve un factor importante durante el

desarrollo de un método analitico, generalmente depende directamente de la via de

eliminacion y farmacocinética del analito. En algunos casos la seleccion se limita a

depender de los alcances del método. La sangre, el plasma, el suero y la orina son los

fluidos biolégicos mas comunmente utilizados para el analisis de farmacos.
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1.9.1. Tratamiento de muestras bioldgicas.

El procesamiento de una muestra biolégica, es un paso critico en la cuantificacion de

farmacos, ya que se prefiere que sea de aplicacion facil, rapida y de bajo costo, por lo que

es deseable que el procesamiento de la muestra biolégica sea lo mas sencillo posible y con

la menor manipulacion de la muestra, para tener métodos rapidos, econdémicos y

reproducibles.

Las principales técnicas empleadas en el procesamiento de muestras son las siguientes
(McMaster, M., 2007; Brown, P., 1984).

a)

b)

d)

Filtracién. Los principales problemas que se presentan al utilizar esta técnica son la
adsorcion del analito al filtro, la aparicion de picos adicionales causados por los
componentes del filtro, y la obtencion de una cantidad de muestra pequena.
Ultrafiltracion. Esta técnica se utiliza cuando los farmacos presentan baja union a
proteinas, la separacion se realiza basada en la diferencia existente en los tamanos
moleculares y la aplicacion de una centrifugacion a altas velocidades. Esta técnica
presenta la ventaja de ser sencilla y rapida de aplicar ya que representa poca
manipulacién de la muestra. Sin embargo, para su realizacidon se requieren equipos
especiales, lo que la hace costosa; ademas si el farmaco presenta una alta unién a
proteinas la extraccion se vuelve erratica y poco reproducible.

Precipitacion de proteinas. Existen dos procedimientos que difieren en su principio y
pueden ser utilizados para lograr la desnaturalizacion y precipitacion de proteinas. El
primero y mas sencillo consiste en la adicion de acidos, sales o disolventes organicos
para precipitar las proteinas. Los problemas asociados a este proceso es que el farmaco
de interés puede degradarse o precipitar junto con las proteinas presentes en la matriz
biolégica. Con el uso de disolventes organicos, se puede contrarrestar ese problema.
El segundo método consiste en la adicion de enzimas proteoliticas como tripsina,
proteinasa, papaina, sutilisina y ketodasa. Es un procedimiento muy eficiente para
liberar los farmacos que se encuentran unidos a proteinas plasmaticas, sin embargo, al
utilizar dichas proteinas se necesitan condiciones de temperatura y pH extremadamente
controlados ademas de que las enzimas proteoliticas son especificas para ciertas
proteinas.

Extraccion. Consiste en aplicar la muestra en estado liquido a un sistema de
disolventes (extraccion liquido-liquido) o a un medio de adsorcién (extraccion en fase

solida):
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1. Extraccién Liquido-liquido. Es la transferencia del analito desde una fase acuosa
a una fase organica, el principio basico consiste en que el farmaco al encontrarse
en su forma no ionizada, es mas afin a la fase organica. La extraccion de farmacos
en fluidos bioldgicos se puede llevar a cabo en medio acido (pH < 3) o en medio
basico (pH = 8). La completa remocién de un farmaco de interés hacia la fase
organica depende de varios factores, como el porcentaje de ionizacién dependiente
del pH del medio, y del pka del farmaco, el volumen de las dos fases en la extraccion
y el numero de extracciones utilizadas.

2. Extraccién en fase soélida. Se basa en la separacion de los componentes de una
mezcla por la diferencia en la velocidad de migracion de las moléculas de los
componentes a través de la fase estacionaria. En esta técnica el adsorbente debe
ser primeramente acondicionado con un disolvente apropiado, después del
acondicionamiento, se pasa la muestra a través del adsorbente y las impurezas son
eliminadas con un disolvente de lavado y finalmente, el analito se eluye con el

disolvente apropiado.

1.10. Validacion de métodos bioanaliticos.

En el ambito internacional hay una gran variedad de organismos que establecen parametros
y/o caracteristicas con las que debe cumplir un método analitico que se considere validado.
La validacion de estos métodos es critica para poder llevar a cabo de manera exitosa los
estudios preclinicos y/o biofarmacéuticos y farmacoldgicos. La validacion de métodos
bioanaliticos incluye todos aquellos procedimientos que demuestren que este método es
confiable y reproducible en una matriz biolégica como puede ser: sangre, plasma, orina o
suero. Es comln que métodos reportados en diversas publicaciones sean modificados de
acuerdo a los requerimientos del laboratorio que realiza el ensayo. Todos los cambios
deben ser validados incluso cuando son realizados a métodos anteriormente validados por
el laboratorio (Skoog et al. 2005; NOM-177-SSA1-20013)

El Consejo Internacional de armonizacién de los requisitos técnicos para el registro de
medicamentos de uso humano (o ICH, por sus siglas en inglés) es la conferencia que
determina los parametros base para ser aplicados en las a nivel legislativo por las
autoridades reguladoras de medicamentos en Europa, Japon y Estados Unidos de América.
Las pruebas son: especificidad, linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion y limite

de cuantificacion.
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Las pruebas se basan en que el equipo, los instrumentos, las operaciones analiticas y las
muestras son parte integral del sistema a evaluar. Los parametros se establecen para el

procedimiento en particular.

En Estados Unidos de America el organismo que establece los parametros a considerar en
un estudio biofarmacéutico y por tanto los criterios de validacion de los métodos analiticos
es la FDA (Food and Drug Administration) establecida en 1906 aunque sus inicios datan de
1901 como Burd de Quimica. Los principales parametros para una validacion de acuerdo a
la FDA son: 1) exactitud, 2) precision, 3) selectividad, 4) sensibilidad, 5) reproducibilidad y
6) estabilidad. En la Union Europea esta la EMEA (European Medicines Agency)
establecida en 1995. De acuerdo a este organismo las caracteristicas con las que debe
cumplir un método analitico son: 1) estabilidad de las soluciones de referencia y del analito,
2) especificidad, 3) exactitud, 4) precision, 5) limite de cuantificacién y 6) funcién/factor de

respuesta.

Como puede verse, las diferencias entre los requerimientos de ambos organismos son
minimas. En la mayoria de los paises de América Latina se tienen reglamentos o normas
individuales para la validacion de un método analitico y la realizacién de estudios de
biodisponibilidad/bioequivalencia. En la siguiente tabla 1 se muestra la legislacion vigente

para cada pais.

Tabla 1. Legislacion vigente sobre biodisponibilidad/bioequivalencia

en paises de América Latina

Pais Legislacién vigente

Argentina ANMAT 3185/99

Brasil ANVISA 987/99

Colombia Decreto 677/95 Res. 1400/2001-1890/2001
Costa Rica Reg. 28466-S

México NOM-177-SSA1-2013

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, menciona las pruebas y criterios
generales para la validacion de un método analitico cuya aplicacion sera un estudio de

biodisponibilidad y bioequivalencia.

42



Una vez que se ha desarrollado un método analitico para la cuantificacion de un farmaco

es necesario probar que es exacto y reproducible, para ello se somete a una validacion.

La palabra validacién se refiere a la evidencia experimental documentada de que un

procedimiento cumple con el propésito para el que fue disefado. Para llevar a cabo la

validacion, una vez establecidas las condiciones analiticas, es necesario incluir como

minimo los siguientes parametros: (ICH, Q2(R1))

a)
b)

g9)

h)

)

Blanco. Muestra de matriz biolégica procesada, que no contiene el analito de interés.
Calibracion. Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones especificas, la
relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema de medicion, o los
valores representados por una medicion material y los valores conocidos
correspondientes a un patrén de referencia.

Corrida analitica. Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las mismas
condiciones experimentales.

Curva de calibracion. Se refiere al conjunto de concentraciones que describen el rango
en el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Doble blanco. Muestra procesada de matriz biolégica que no contiene el analito de
interés, ni estandar interno.

Estabilidad de la muestra. Se refiere a la propiedad del compuesto por analizar, de
conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis.
Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y ell valor de
referencia.

Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del compuesto en
la muestra.

Limite de cuantificacion. Concentracibn mas baja del compuesto que puede
cuantificarse cumpliendo con la precisién y exactitud establecidas en el método.

Limite de deteccion. Minima concentracion de un compuesto en una muestra el cual
puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las condiciones de
operacion establecidas.

Matriz biolégica. Es el material de origen biolégico en el cual se encuentra la sustancia

de interés.
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P)

q)

Muestras control. Muestras de concentracion conocida que se cuantifican durante la
corrida analitica para corroborar la validez del método, estas no forman parte de la curva
de calibracion, sin embargo, estan dentro del rango de trabajo.

Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto, se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

Rango. Intervalo de un método analitico definido, se puede caracterizar por uno o mas
intervalos constituidos al menos por cinco concentraciones distintas cada uno sin incluir
las muestras blanco, siempre y cuando contengan puntos intermedios en comun e
incluyan el limite de cuantificacion y concentracién maxima del rango.

Recuperacion absoluta. Eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los
compuestos por analizar en la muestra biolégica.

Repetibilidad. Precision de un método analitico que expresa la variacion dentro de un
mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes bajo las mismas
condiciones.

Reproducibilidad intralaboratorio. Precision de un método analitico que expresa la
variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo,
columnas o analistas.

Selectividad. Capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y
especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos presentes
en la muestra.

Tolerancia. Capacidad de un método analitico para obtener resultados precisos y
exactos ante variaciones pequenas pero deliberadas, en sus parametros y condiciones

de trabajo y que proporciona una indicacién de su confiabilidad durante el uso normal.

1.11. Analisis de muestras.

Durante el analisis de muestras la ICH, Q2(R1) es necesario tomar en consideracion varios

puntos con el propésito de asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos:

a) Equipo. Todo el equipo que se utilice para el transporte, el almacenamiento y el
analisis de las muestras debe de estar dentro de un programa de verificacién,
mantenimiento y calibracion. En cada analisis, se debe verificar que el

funcionamiento del equipo es adecuado, siendo necesario que exista una evidencia
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b)

d)

documentada de que el equipo se verificd periddicamente y de que se utilizé un
equipo determinado.

Procedimientos normalizados de operacion. Este documento debe contener las
instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera reproducible una operacion,
el laboratorio donde se realice el analisis de las muestras debe contar con dichos
procedimientos los cuales deben estar revisados, aprobados, firmados y fechados
por personas autorizadas, ademas de ser actualizados regularmente.

Sustancia de referencia. Sustancia de uniformidad reconocida destinada a
utilizarse en comprobaciones analiticas, fisicas, quimicas o microbiolégicas en el
transcurso de las cuales sus propiedades se comparan con las sustancias en
evaluacion, esta debe contar con un certificado que avale su pureza y su identidad.
Reactivos y estandares. Los estandares que se utilicen para llevar a cabo la

cuantificacion deben estar bien caracterizados.

Es importante que en cada andlisis de muestras se incluya, una curva de calibracion,

muestras control de calidad, ademas de blancos del fluido biolégico (tanto blanco como

doble blanco). El analisis de las muestras control de calidad sera indispensable para

determinar si el analisis de muestras es confiable.
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Ml OBJETIVOS.

A. OBJETIVO GENERAL.

1. Realizar un estudio de biodisponibilidad de un sistema de liberacién controlada
de aplicacion tépica (emulgel) conteniendo ivermectina, con el fin de conocer la
concentracion absorbida de farmaco en plasma y accién terapéutica, en perros

con parasitosis.

B. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacion de ivermectina en
plasma empleando la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), para

la calidad, exactitud, la fiabilidad y la consistencia de los resultados analiticos.

2. Realizar los ensayos de calidad apropiados (pruebas organolépticas, pH,
gravedad especifica) y asegurar si la preparacion del emulgel y su control se

encuentran en condiciones correctas para su aplicacion.

3. Determinar los parametros farmacocinéticos (Cmax, Kab, Kel, ti», ABC y TMR)
de la administracion de ivermectina via tépica, mediante un modelo matematico

para demostrar la eficacia del emulgel con ivermectina.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se llevo a cabo en dos etapas; primero el desarrollo y validacion del
método analitico por CLAR, seguido de la aplicacion del método en el analisis de muestras
plasmaticas provenientes de animales; en un estudio piloto de biodisponibilidad de
ivermectina formulado en un emulgel para el tratamiento antiparasitario. A continuacion, se
hace una descripcion detallada acerca de los materiales, equipos y sustancias empleadas

durante estas etapas, asi como de los procedimientos empleados en la Figura 11.

Determinaciones Previas
(Propiedades Fisicoquimicas del
Principio Activo)

v \ 4
Validacion del Método
Analitico para Cuantificacion
de Ivermectina en Plasma

Elaboracion del Sistema
Semisdlido (Emulgel)

Y

Estudio de
Biodisponibilidad

Evaluaciones de Calidad
(Pruebas Organolépticas, pH,
Gravedad Especifica)

l

Cuantificacion de Ivermectina en las
Muestras Bioldgicas por HPLC

Analisis de Resultados y
Conclusidnes

Figura 11. Diagrama de Flujo Experimental del Plan Experimental.
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41.2.

Material, equipos e instrumentos.
Material.
Guantes de nitrilo
Agitador de Plastico
Barra Magnética
Propela de agitacion dentada y turbina
Espatula
Propipeta
Membranas de filtracién de Nylon de 0.22 y 0.45 micras
Jeringa 10mL - aguja (21G x 38 mm)
Tubos Vacutainer con heparina
Tubos eppendorf de 2 mL
Pipetas Pasteur con bulbos
Pipetas volumétricas: 0.5, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10 mL
Matraces volumétricos: 2, 10, 50 y 100 mL
Probeta graduada: 10, 500, 1000 mL
Vasos de precipitados de vidrio: 10, 20, 50, 100, 500 y 1000 mL
Vasos de precipitados metalicos de acero inoxidable 50, 100 y 250 mL
Puntas de plastico para micropipetas
Frascos de vidrio con tapa rosca de: 100 y 300 mL
Botella de vidrio de: 500 y 1000 mL
Gradillas para microtubos
Gradilla para tubos de ensayo

Viales para automuestreador 2 mL

Equipos e instrumentos.

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién (Varian, ProStar), que consta de:
e Sistema de bombeo (Varian ProStar, PS210, USA)

o Detector UV-Visible (Varian ProStar, PS320, USA)

o Automuestreador (Varian ProStar, PS400, USA)

Espectrofotémetro (Varian, CARY 50 Conc, USA)

Balanza analitica (BOECO, Alemania)

Balanza granataria (OHAUS, USA)
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Agitador vortex (IKA, Alemania)

Micropipeta volumen variable 100-1000 pL (Brand, Alemania)

Micropipeta volumen variable 20-200 pL (Brand, Alemania)

Microcentrifuga (HETTICH, EBA12, Alemania)

Potenciometro (OAKTON, pH700, USA)

Ultrasonicador (Branson, 5210, USA)

Parrilla eléctrica con agitacion (IKA, C MAGHS 7, Alemania)

Agitador de velocidad variable (IKA, RW 20, Alemania)

Sistema de purificacion de agua de alta pureza (MerckMillipore, Milli-Q, USA)
Sistema de purificacién de agua (MerckMillipore, ELIX, USA)

Congelador y Refrigerador

Reactivos.

Ivermectina (Globe Chemical, S.A. de C.V.)

Carbopol 940 (Acido poliacrilico) (Noveon, México)

Glicerina (Drogueria Cosmopolita, México)

Pluronic® F68 (Sigma, USA)

Aceite Captex® 2000 (TCM)

Transcutol® (Dietilenglicol monoetil éter) (Gattefossé, Francia)
Trietanolamina (Baker, México)

Metanol (Grado analitico Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)
Metanol (Grado cromatografico Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)
Acetonitrilo (Grado cromatografico Fermont, Productos Quimicos Monterrey,
México)

Agua de alta pureza (MerckMillipore, Milli-Q, USA)

Preparacion de Soluciones.

Solucion de referencia de Ivermectina de 2.5 mg/mL (solucién A).

Pesar aproximadamente y con exactitud 625.0 mg sustancia de referencia de Ivermectina

y transferirlos a un matraz volumétrico de 250 mL, agregar 20 mL de metanol grado reactivo

y sonicar durante 5 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con el

mismo disolvente.
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ii. Solucion de referencia de Ivermectina para Curva de Calibracién (solucién B).
Utilizando pipetas volumétricas tomar una alicuota de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 y 8 mL de la solucién
A de Ilvermectina (2.5 mg/mL) transferir cada volumen a un matraz volumétrico de 10 mL y
llevar a volumen con metanol grado cromatografico, para obtener las concentraciones de
250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, y 2000 ug/mL, respectivamente.

ili. Solucién de referencia de Ivermectina Control de Calidad (200, 400 y 800 pg/mL).
Utilizando pipetas volumétricas tomar una alicuota de 2, 4 y 8 mL de la solucién A de
Ivermectina (2.5 mg/mL) transferir cada volumen a un matraz volumétrico de 25 mL y llevar
a volumen con metanol grado cromatografico, para obtener las concentraciones de 200,
400 y 800 ug/mL, respectivamente.

iv.  Solucién de referencia de Ivermectina para Estabilidad (300 y 600 ug/mL).
Utilizando pipetas volumétricas tomar una alicuota de 3 y 6 mL de la solucién A de
Ivermectina (2.5 mg/mL) transferir cada volumen a un matraz volumétrico de 25 mL y llevar
a volumen con metanol grado cromatografico, para obtener las concentraciones de 300 y

600 (pg/mL), respectivamente.
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V. METODOLOGIA

5.1. Determinaciones previas.
En la tabla 2 se muestra la formulacion propuesta para la elaboracién del emulgel de

ivermectina:

Tabla 2 Formulacién del emulgel de lvermectina.

Emulsién % plp
Ivermectina (IVM) 0.5
Triglicérido de cadena media 27.6
Poloxamero 5.0
Agente promotor de permeacion 10.0
Neutralizante 1.1
Gelc.b.p
Carbémero 8.26
Glicerina 58.68 100.0
Agua c.b.p 100.00

5.1.1. Elaboraciéon del emulgel.
La formulacion propuesta para el emulgel se preparé de acuerdo a lo explicado por M.

Gomez (2009), donde a continuacion se describe su preparacién (Figura No 12):
a) Fase Oleosa

Se disolvié la ivermectina en triglicéridos de cadena media agitando con una barra

magnética a una temperatura de 45 °C hasta su disolucion (30-45 min).
b) Fase acuosa

Se colocaron 10 g de Carbémero en 100 mL de agua destilada y se dejaron humectar por
24 h. Transcurrido el tiempo se homogenizé con un agitador de velocidad variable con una

propela tipo serrata para la formacion del gel.

Posteriormente, en un vaso de precipitados metalico de 250 mL se mezclaron el gel de
Carbdémero, la glicerina y el agua destilada, para la obtencion de un gel bioadhesivo que es

el que le confiere esta propiedad al emulgel.
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Se pest la cantidad necesaria de gel bioadhesivo previamente preparado y se agregé el

Poloxamero, el cual se encontraba disuelto con anterioridad en la minima cantidad de agua

destilada, se homogeneizé nuevamente con agitador de velocidad variable y se agregé a

continuacién el Agente promotor de permeacion, agitando la solucién y calentando a 45 °C.

Finalmente se adiciono la Neutralizante.

c) Formacién del emulgel

Se mantuvo la fase acuosa con agitacion y se fue adicionando poco a poco la fase oleosa,

hasta su incorporacion total (ambas fases estaban a 40 °C). Se continua la agitacién hasta

temperatura ambiente.

» Fase acuosa (FA.)

»Fase oleosa (F.O.)

-
5%
==

Incorporacion del gel de Adicién del Poloxamero, _ y
Carboémero, glicerina y Agente promotor de E?IS_OI%J(?IOH de IVM en
agua destilada. permeacion y neutralizante. Triglicéridos de Cadena
Media (45°C).
F.A.
»Formacién Emulgel =
“ ‘ Adicion lenta de la fase oleosa
a la fase acuosa.

| !‘7

Figura 12. Esquema de la preparaciéon del emulgel.

52



5.1.2. Evaluaciones al emulgel.

a) Color, olor, textura y consistencia del sistema semisalido.

Se observaron las muestras por un periodo de tres semanas. Tomando en cuenta
propiedades fisicas como: color, olor, textura y consistencia. Se realiza una extension de
una muestra del emulgel sobre un portaobjetos y se sitla éste encima de una superficie

negra, procediendo a su visualizacion mediante una lupa.
b) pH

Se midié el pH con el potenciometro calibrado con un buffer de fosfatos (pH=7.0), leyendo
directamente sobre las muestras que se encontraban a temperatura ambiente. La prueba

se realiz6 por un periodo de 3 semanas, efectuando 3 medicines cada semana.
¢) Gravedad especifica

La gravedad especifica se determiné utilizando un picnédmetro metalico, estas
determinaciones se realizaron por un periodo de 3 semanas, efectuando 3 determinaciones

cada semana.

5.2. Desarrollo del método analitico.
La premisa en el desarrollo de cualquier método analitico, consta en identificar el tipo y
condiciones del detector, condiciones cromatograficas y un método de extraccion para las
muestras en plasma. Antes de comenzar con la parte experimental se revisaron las
propiedades fisicoquimicas del analito: solubilidad, pka y caracteristicas de la molécula, asi
como la concentracion plasmatica maxima esperada para poder proponer un intervalo de

trabajo.

Se decidié emplear plasma en la cuantificacién de ivermectina, ya que se consider6é de mas
facil obtencién que la orina y las heces, ademas de que esta posee una alta afinidad hacia
proteinas plasmaticas. Debido a que, el plasma es una matriz bioldégica que contiene
elevadas cantidades de sustancias endégenas como proteinas, lipidos, carbohidratos, etc.,
es necesario establecer un método de procesamiento de la muestra que permita la limpieza
de la muestra para evitar posibles interferencias al tiempo de retencién del analito de

interés, bajo una metodologia reproducible.
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5.2.1. Condiciones cromatograficas.
a) Condiciones del detector. Espectros de Absorcion: Se determinaron las longitudes de
onda (A) de maxima absorcion para una solucién de ivermectina 100.0 png/mL en

metanol . Los barridos se hicieron de 200 a 500 nm.

06+

0.4-

Abs

0.2-

0.0

300 400 500
Wavelength (nm)

Figura 13. Espectrograma UV-Vis de maximos y minimos de longitud de onda (\)

b) Elecciéon de la columna cromatografica. Se probaron las siguientes columnas
cromatograficas:
% Columna Zorbax SB C18 4.6 x 250 mm 5 ym.
% Columna Xterra SB C18 4.6 x 150 mm 5 uym.
% Columna Zorbax SB C18 4.6 x 100 mm 5 um.
« LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18 5 um
c) Eleccion de la fase moévil. Se probo la mezcla de solventes de Acetonitrilo (ACN):
Metanol (MeOH): Agua, modificando la proporcion de los solventes. La eleccion de la
fase movil se enfocd en aquella que nos proporcionara una resolucion aceptable entre
el pico de interés y las interferencias, asi como los mejores parametros cromatograficos
de simetria y menor tiempo de retencidn posible ademas de presentar valores
adecuados de simetria de pico y platos teéricos, con el menor tiempo de corrida posible.
d) Volumen de inyeccion y velocidad de flujo. Se evaluaron volumenes de inyeccion de
10 a 50 uL y un rango en la velocidad de flujo de 1.0 a 1.5 mL/min. Las elecciones de
estos parametros fueron establecidas eligiendo aquél que no provocara un cambio

elevado en la presién y una buena resolucion entre picos.
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5.2.2. Método de extraccion.

Para el procesamiento de extraccion de ivermectina en plasma, se encontraron diversos
métodos de extraccidon reportados, como la extraccion liquido- liquido, precipitacion de
proteinas y extracciéon solido-liquida, etc. Sin embargo, durante el desarrollo se probd la
técnica de precipitaciéon de proteinas. En la Figura 14 se presenta un esquema general de
la forma en que se abordd dicha técnica; mientras que como agentes precipitantes se

probaron acetonitrilo y metanol

1000 uL de Muestra
Plasmatica.

Agregar 200 uL de Concetracion
del Analito agitar por 30
segundos.

\ 4

Agregar 800 uL del Agente
Precipitante (100%).

A 4

Agitar por 30 segundos y
centifugar a 10000 rpm por 10
minutos.

Recuperar el sobrenadante e
inyectar al sistema .

Figura 14. Esquema de la técnica por precipitacion de proteinas.

5.2.3. Selectividad del método, Limite de Cuantificacion y Deteccién.
Se prepararon por sextuplicado, muestras de ivermectina en plasma a la concentracién mas
baja del intervalo de trabajo (25 pg/mL), las cuales fueron procesadas con el método ya

establecido.

Se calculé el coeficiente de variacién y el porcentaje de desviacién absoluta. El limite de

cuantificacion (LC) es la concentracion mas baja del rango de trabajo cuyo valor promedio
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no debe desviarse mas del 20% del valor nominal, con un Coeficiente de Variacion (C.V.)

menor o igual a 20%.

La selectividad del método fue determinada analizando las muestras de plasma
provenientes de seis animales sanos diferentes, sometiéndolas al método de extraccion.
Se considerd que el método analitico era selectivo si en las muestras plasmaticas no se
presentaba interferencia alguna en el tiempo de retencion de ivermectina; en caso de
presentarse, estas no deben poseer una respuesta mayor al 20 % del limite de

cuantificacion de ivermectina.

Se evalud la selectividad del método en muestras plasmaticas conteniendo farmacos de
uso comun como anticoagulante heparina (143 unidades USP). Evaluando el método contra

posibles interferencias en los tiempos de retencion de ivermectina.

Ademas, se realizé una prueba para el caso en el que durante el estudio se presentaran
muestras con plasma hemolizado y/o lipidico, para ello se prepararon por duplicado blancos
con plasma hemolizado y lipidico, sometiéndose a la técnica de extraccién. Las muestras
no debian presentar interferencia en los tiempos de retencion de ivermectina; en caso de
presentarse estas no deben poseer una respuesta mayor al 20 % del limite de cuantificacion

de ivermectina.

5.2.4. Preparacion de la curva de calibracion y puntos control en plasma.

Se prepararon cada uno de los puntos de la curva de calibracion y puntos control tal y como
se muestra en la Tabla 3. Las alicuotas indicadas se depositaron en microtubos de 2 mL a
estas se les agregaron 1000 pL de plasma a cada tubo para completar el volumen de 2 mL
y se agitaron en vortex durante 30 segundos. El rango para el desarrollo y validacion del

método bioanalitico fue de 25 ug/mL a 200 ug/mL.
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Tabla 3 Preparacion de la curva de calibracion y muestras control de calidad.

Volumen ‘s
. . Volumen Volumen Volumen Concentracion
Solucion A Volumen Concentracion

Solucion B de de Final
Ilvermectina Final Ivermcetina B
Ivermectina metanol Plasma Ivermectina
2500 pg/mL (mL) (ng/mL)
(uL) (ML) (uL) (ug/mL)
(mL)
1 10 250 200 800 1000 25*
2 10 500 200 800 1000 50
3 10 750 200 800 1000 75*
4 10 1000 200 800 1000 100
5 10 1250 200 800 1000 125
6 10 1500 200 800 1000 150*
7 10 1750 200 800 1000 175
8 10 2000 200 800 1000 200
2 25 200 200 300 500 40**
4 25 400 200 300 500 80**
8 25 800 200 300 500 160**
3 25 300 200 800 1000 30%**
6 25 600 500 500 1000 150***

*Muestras Control de Calidad *Muestras de Precision del Método

** Muestras de estabilidad

5.2.5. Linealidad.

Se prepararon seis curvas de calibraciéon a partir de pesadas independientes en cinco dias
diferentes, contemplando las concentraciones de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, y 200
Mg/mL, tal y como se describe en la Tabla 3 y posteriormente se procesaron de acuerdo al
método de extraccion desarrollado. La relacion entre la respuesta cromatografica con
respecto a la concentracién en cada curva de calibracién, fue ajustado a través de una
regresion lineal por minimos cuadrados de la ecuacién y = mx + b, donde la variable “y” es
la relacion de areas entre ivermectina y el estandar interno obtenida para la concentracion

nominal.

Se considerd que el método cumplia con este parametro, si al realizar el ajuste en cada una

de las cinco curvas se obtenia un coeficiente de correlacion lineal (r?) mayor o igual a 0.98
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y la desviacién porcentual de la concentracion recuperada (interpolada) con respecto a la
nominal (adicionada) era menor o igual al £+15% en todos los puntos que constituyen la
curva de calibracion, a excepcion del limite de cuantificacion cuya desviacion no debia

superar al £20%.

5.2.6. Precision del método.

a) Repetibilidad

A partir de una solucidon de referencia se prepararon y cuantificaron por sextuplicado,
muestras plasmaticas con ivermectina a las concentraciones 25, 75y 150 ug/mL, éstas se
procesaron con el método ya mencionado, las cuales no pertenecen a la curva, pero se
encuentran dentro del intervalo de concentraciones establecido.

Con los resultados obtenidos se determiné el promedio, desviacién estandar y coeficiente
de variacion de la concentracion recuperada para las determinaciones de cada

concentracion. El coeficiente de variacion no debe ser mayor al £15%.

b) Reproducibilidad

Se evalué Unicamente la reproducibilidad entre dias del método. Para evaluar la
reproducibilidad entre dias se prepard una curva de calibracion con muestras control de
calidad (40, 80 y 160 ug/mL) por ftriplicado, durante tres dias diferentes y dos analistas
diferentes por dia, empleando cada dia una solucién de referencia recién preparada.

Se calculé el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de los puntos de
control de calidad empleando la concentracion recuperada, para cada dia. El coeficiente de

variacion global no debe ser mayor al £15% en cada nivel de concentracion.

5.2.7. Exactitud del método.

La exactitud se evalu6 a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad, determinando
la desviacion absoluta del valor promedio de las concentraciones obtenidas en cada nivel,
con respecto a la concentracién nominal de la muestra. El valor promedio en cada nivel de
concentracién de las muestras control de calidad durante las pruebas realizadas para
evaluar repetibilidad y reproducibilidad, debieron estar dentro del £15% de su valor nominal

correspondiente, utilizando la siguiente ecuacion:

L Concentracion nominal —Concentacion recuperada
% Desviacion absoluta = ( e —————— d ) x 100
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5.2.8. Recuperacion absoluta (% recobro).

Se prepararon por sextuplicado las muestras control de calidad de ivermectina en plasma
(25, 75 y 125 pg/mL), se compararon sus respuestas cromatograficas (area de pico)
promedio obtenidas después de aplicar la técnica de extraccion en el fluido biolégico contra
la respuesta obtenida en muestras en solucion preparadas a concentraciones equivalentes,
las cuales no fueron sometidas al proceso de extraccion (muestras para evaluacion del
sistema). El recobro no necesariamente debia ser del 100%, pero si debe ser constante en

los tres niveles de concentracion evaluados.

5.2.9. Estabilidad.

Se realiz esta prueba para determinar las condiciones de temperatura y tiempo, bajo las
cuales ivermectina es estable en plasma, durante su manejo, almacenamiento y
procesamiento, esta prueba se realizd evaluando la concentracion recuperada del
compuesto por analizar en la matriz biolégica.

Se evalud la estabilidad en plasma bajo las siguientes condiciones:

a) Estabilidad de la muestra procesada y temperatura ambiente. Se prepararon por
triplicado una serie de muestras plasmaticas correspondientes a los puntos de
control de calidad (30 y 150 pg/mL) de ivermectina, almacenandose a temperatura
ambiente. Dicha serie se proces6 a las 9 y 24 h con el método.

b) Estabilidad en refrigeracion. Se prepararon por triplicado una serie de muestras
plasmaticas correspondientes a los puntos de control de calidad (30 y 150 pg/mL)
de ivermectina, y se almacenaron en refrigeracién. Dicha serie se procesé al
transcurrir 24 y 72 h con el método.

c) Estabilidad ciclos congelacion-descongelacion. Se prepararon por triplicado dos
series de muestras plasmaticas correspondientes a los puntos de control de (30 y
150 pg/mL) de ivermectina, y se almacenaron en el congelador (-20°C) dejando las
muestras un periodo minimo de 24 horas a -20°C entre cada ciclo. Todas las
fracciones se descongelaron a las 24 y 48h posteriores a su preparacion y en cada
uno de los tiempos tres muestras de cada nivel de concentracion fueron
cuantificadas y el resto se congelaron nuevamente a -20°C; de esta manera se
cumplen los dos ciclos con diferencias de por lo menos 24 h entre las
descongelaciones. Se procesé una serie cada dia con el fin de evaluar dos ciclos

de congelacion-descongelacion con el método.
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En todos los casos las muestras debian presentar un C.V. menor al £15% y se considera
que el compuesto de interés es estable bajo la condicion evaluada si la desviacién absoluta
es menor al 15 % al ser comparadas con muestras control a la misma concentracion

preparadas recientemente.

5.3. Aplicacion del método analitico en un estudio piloto de biodisponibilidad.

El trabajo experimental se desarrolldé en colaboracién con el laboratorio de Parasitologia de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo-4 y los corrales del posgrado
ubicados en el Centro de Ensefianza Agropecuaria ubicada en la carretera Cuautitlan—

Teoloyucan Km 2.5 San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Seis cachorros de dos meses de edad, criollos de una camada y sexo indistinto se alojaron
en jaulas metalicas individuales de 90 x 40 x 60 cm con piso de malla rectangular de 1.4 x
11 cm y paredes de 2 x 3 y 13 x 2 cm respectivamente, que permiten la eliminacion
adecuada de las heces y orina (disefiadas para alojar a esta especie) cubriendo las
especificaciones marcadas por la NOM-062-ZO0-1999 apartado 5.3.1.2, dotados de un
comedero y un bebedero, estas jaulas cuentan con charolas inferiores que permiten la
recoleccién de las heces y orina. También se les suministrara alimento y agua ad libitum
cubriendo las especificaciones marcadas por la norma NOM-062-ZO0-1999 apartado
5.3.1.4.1 y apartado 5.3.1.4.2; el area destinada al mantenimiento de los perros estd situada
en el area de corrales de posgrado en el Centro de Ensefianza Agropecuaria de la Facultad
donde se habilitd una zona propicia para el mantenimiento de caninos y felinos,
delimitandola por medio de laminas metalicas en su perimetro y un techo adicional al ya
existente en este sitio también a base de ldaminas. Cuenta con instalacion hidraulica,

eléctrica y drenaje.

Los perros después de finalizar la parte experimental biolégica, (aproximadamente tres
meses) se sacrificadron empleando una sobredosis de pentobarbital sédico (200 mg/kg) y
enviados en bolsas amarillas a cremacién en el area respectiva de la Seccién de Ciencias
Morfologicas, del mismo modo ocurrié con los remanentes de estos, codmo lo marca la
norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

5.3.1. Anadlisis de las muestras plasmaticas.
Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos vacutainer heparinizados, en un
lapso de (tiempo 0), 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120 y 144 horas después del
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tratamiento, posteriormente las muestras de sangre fueron centrifugadas a 5000 rpm por
15 minutos y el plasma es recuperado, almacenado en viales y congelado a -20°C hasta su

analisis.

Se realiz6 el analisis de un numero significativo de muestras correspondientes a 6 sujetos
experimentales, las cuales fueron procesadas y cuantificadas utilizando el método de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) con detector de UV previamente
desarrollado y validado. Cada dia de analisis se comprobé que no existieran interferencias
en el pico de interés con la matriz bioldgica utilizada (blanco de plasma), al igual que el

blanco de reactivos.

Las muestras del estudio se analizaron junto con una curva de calibracién y puntos control
de calidad de ivermectina. Para evaluar la validez de la corrida analitica se demostré la
consistencia de las curvas de calibracion con respecto a la pendiente, ordenada al origen y
coeficiente de correlacion lineal en cada dia de analisis, las muestras de los puntos control
de calidad deben cumplir con los criterios de precision y exactitud establecidos en la

validacién del método.

5.3.2. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos.
Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no

compartimentales (modelo independiente), considerando los siguientes parametros:

a) Cmax: Concentracion plasmatica maxima obtenida de manera grafica, a partir del
perfil de concentracién plasmatica con respecto al tiempo.

b) Tmax: Tiempo transcurrido desde la administracion hasta que se produce la
concentracion plasmatica maxima, obtenido de manera grafica a partir del perfil de
concentracién plasmatica con respecto al tiempo.

c) ABCo.: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica desde la administracion
hasta el tiempo t (ultimo tiempo de muestreo) calculada por el método trapezoidal.
El procedimiento para el calculo de este parametro se describe en la siguiente
formula:

d) ABCo.n: Area bajo la curva de la concentracién plasmatica desde la administracion

al tiempo extrapolado al infinito.
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e) Ke: Constante de eliminacion, se estima a partir de la porcion lineal terminal del perfil
de concentracion plasmatica con respecto al tiempo (en escala semilogaritmica).

f) Vida media de eliminacién: Mediante el cociente de Ln(2) / Ke

g) TMRo.inr: Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito

h) ABCMo.ini: Area bajo la curva del primer momento extrapolado a tiempo infinito.

5.3.3. Aplicacion del emulgel de ivermectina al 0.5% en perros con infeccion por
Anclyostoma caninum inducida

A tres perros de cuatro meses de edad y con un peso aproximado de 12 Kg se les indujo

infeccidén por Anclyostoma caninum por via oral con dosis Unica de 200 larvas activas.

Se practicaron tres muestreos previos al tratamiento (dias 1, 3 y 4) de las heces
determinando el numero de huevos por gramo de muestra (h/g) por la técnica cuantitativa
de McMaster. El tratamiento terapéutico consistié en aplicar el dia 4 una cantidad suficiente
de ivermectina en emulgel al 0.5%, analizando el nimero de huevos por gramo diariamente
desde el dia 5 (24 horas después del tratamiento) al 9. Los animales fueron posteriormente
sacrificados, haciendo la necropsia correspondiente para determinar el contenido de

parasitos presentes en el tracto gastrointestinal.
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VI. RESULTADOS y DISCUSION

6.1. Color, olor y apariencia de los sistemas semisélidos.
Es importante sefalar que las caracteristicas organolépticas son caracteristicas fisicas de
una formulacién o forma farmacéutica que confieren a ésta una apariencia, color, olor,
textura, consistencia, los cuales son determinadas a través de los sentidos, Unicas de cada
producto. Se determinaron las caracteristicas organolépticas del emulgel por periodo de
tres semanas, obteniendo los resultados de la Tabla 4:

Tabla 4. Caracteristicas del sistema semisélido Emulgel.

Caracteristica Emulgel Ivermectina
Color Blanco Perlescente
Olor Caracteristico
Apariencia Suave, Cremoso

La finalidad de evaluar dichas caracteristicas es distinguir un cambio en las condiciones
normales o propias de la formulacién a través del tiempo, ya que esto manifiesta un
probable cambio en sus propiedades fisicas y quimicas, mediante este ensayo se puede
detectar la existencia de posibles burbujas de aire de ser numerosas, pueden producir la
ruptura de sistema semisodlido, ya que aumenta el gasto de emulgente y pueden producir
un serio déficit del sistema emulsionante, no se observa cambios en las caracteristicas del

emulgel en el trascurso de las 3 semanas.

6.2. Potencial de hidrogeno (pH).

La determinacion del pH es muy importante debidos a que, si se ubica por encima o por
debajo del rango permitido se produce una alteracion en el funcionamiento de la piel,
propiciando con ello irritaciones. Ademas, influye también el estado de ionizacion de la
molécula. En la Tabla 5 se observan los valores de pH obtenidos durante un periodo de 3
semanas. Los valores de la desviacion estandar obtenidos para el pH del emulgel muestra
que no hay una dispersién amplia entre los datos, lo cual nos dice que no hay un cambio
en sus propiedades fisicoquimicas debido a que los polimeros que componen el emulgel
dan lugar que sea dependiendo del pH del medio, para mejorar su estabilidad.

Tabla 5 Valores de pH obtenidos en el sistema semisoélido Emulgel

Semana 1 2 3 Promedio Global/ D. E.

Promedio pH 7.30 7.25 7.28 7.28/0.03

63



Los efectos del pH son importantes para proporcionar buenas propiedades de bioadhesion
a los sistemas semisolidos. A valores de pH alcalinos, no se pueden sintetizar lipidos
esenciales de la epidermis, la piel pierde agua y se deshidrata. Las cadenas del polimero
se encuentran sumamente hinchadas y se encuentran en una forma viscoelastica gomosa,
lo cual permite la difusién y comunicacion de la cadena con el tejido animal. En el caso del
emulgel, se eligié un valor de pH neutro para poder aumentar la viscosidad del sistema al
tener neutralizado el polimero, lo cual le ayudaria a mantener una buena estabilidad y
mantener el manto acido natural de la piel inhibiendo al minino los dafios estructurales y

fisiolégicos de la piel.

6.3. Gravedad especifica.
La determinacion de la gravedad especifica esta basada en la relacion del peso de la
sustancia en el aire a 25°C con un volumen igual de agua a la misma temperatura, asi
mismo el volumen que ocupa la muestra y con ello saber el tipo de envase en el cual pudiera
acondicionarse. La gravedad especifica puede ayudar a conocer si ésta se puede mantener
sin cambios en sus propiedades fisicas y organolépticas durante su almacenamiento. De
acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 6, se observa que no existen cambios
considerables en el valor de la gravedad especifica para el emulgel, lo cual puede
corroborarse con el valor de desviacion estandar, dicho valor nos muestra la dispersién que

existe entre los datos obtenidos durante el tiempo transcurrido.

Tabla 6. Valores de gravedad especifica.

Semana 1 2 3 Promedio Global / D. E.

Promedio Gravedad Especifica | 0.965 0.955 0.962 0.961 /0.005

6.4. Desarrollo del método analitico.
Se realizd una busqueda de las condiciones cromatograficas Optimas para la cuantificacion
de ivermectina en plasma, probando distintas columnas cromatograficas, cambiando la
proporciéon de fase mdévil, velocidad de flujo, volumen de inyeccion y condiciones de
deteccion. Se tomaron en cuenta diferentes criterios para la eleccion de las mejores

condiciones cromatograficas estos fueron:

a. Sensibilidad.
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Resolucién entre picos.
Simetria de los picos.

Eficiencia de la columna en la separacion de los compuestos.

®© a o T

Tiempo de retencién del compuesto de interés dando por resultado una corrida breve.

6.4.1. Condiciones del detector.

Existen diversos procedimientos analiticos para la deteccién de ivermectina mediante el
empleo de cromatografia liquida acoplado a deteccién de masas (Turnipseed et al.,2005),
cartuchos de separacion utilizando detector de masas (Yoshii et al.,2000) y fluorescencia
(Gokhan Eraslan et al. 2010). Por lo general, el uso de estas técnicas como método de
deteccion implica una preparacién complicada de la muestra, con la utilizacion de complejos

compuestos que demandan gran cantidad de tiempo en su elaboracion.

El empleo de un detector de longitud de onda ultravioleta durante el desarrollo, validacion
y analisis de muestras de los diferentes sujetos experimentales (animales), bajo las
condiciones establecidas fue de 245 nm; ya que bajo estas condiciones se obtiene una
respuesta apropiada para ivermectina que no satura el sistema, ademas de tener una
sensibilidad suficiente para la cuantificacion del limite inferior. En estas condiciones ademas

se presenta una menor cantidad de interferencias provenientes de la matriz bioldgica.

6.4.2. Columna cromatografica.

De las columnas utilizadas se obtuvieron mejores resultados con la columna LiChrospher®
100 RP-18 (Prieto et al.,2003), ya que esta columna permiti6 obtener picos con buena
simetria, lo cual nos asegura una adecuada integracién y con ello una cuantificacién
confiable, la temperatura de columna utilizada fue de 25°C; la fase movil para la
cuantificacion de ivermectina en plasma consistié en Acetonitrilo: Metanol: Agua en una

proporcién de 60:28:12 respectivamente.

6.4.3. Volumen de inyeccion, velocidad de flujo y fase movil.

Se evaluaron volumenes de inyeccion de 10 a 50 uL y un rango en la velocidad de flujo de
1.0 a 1.5 mL/min, sin embargo, las condiciones en donde se obtuvieron mejores resultados
fueron utilizando un volumen de inyeccién de 10 L, esta eleccion se debid a que a volumen
de inyeccién grandes provocan la deformacion del pico de interés esto se confirmé con el
Boletin 826E de Sigma Aldrich (2009), y a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min se debe
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tener un flujo donde la presién se mantenga constante sin fluctuaciones, que favorezcan
los pardmetros cromatograficos del pico de interés, ya que bajo estas condiciones se obtuvo
una buena resolucién y simetria de los picos de interés, ademas de un tiempo de retencion

apropiada para el analito (Figura 15).
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Figura 15. Cromatogramas. Selecciéon de Fase Mévil y Velocidad de Flujo 1.5
mL/min (A) y 1.0 mL/min (B).

En los cromatogramas de la Figura 15 se puede observar que al utilizar una fase mévil en
proporciones Acetonitriio (ACN): Metanol (MeOH): Agua (60:35:5), se observan picos
definidos, pero la separacion entre ambos aun no esta bien delimitada, por lo que se optd
por emplear diferentes velocidades de flujo. En la Figura 15, con una velocidad de flujo de
1.5 mL/min se ve que se obtienen los picos en un menor tiempo. Sin embargo, se enciman
los picos por lo que no hay una buena separacion por parte de la fase moévil, y con una
velocidad de flujo de 1.0 mL/min, los picos de separacion comienzan a definirse, pero se

consiguen en un mayor tiempo de corrida de la muestra.

Los cambios en las proporciones de la fase mévil se pueden distinguir en la Figura No.16
para mejor la respuesta y la separacién de los picos, disminuyendo la cantidad de metanol
y aumentando la proporcién de acetonitrilo en el primer caso ACN:MeOH:Agua (75:20:5),
en una segunda eleccién se disminuy6 la cantidad de metanol y se aumenté la proporcion
de agua quedando de la siguiente manera ACN:MeOH:Agua (60:30:10). La fase movil en

CLAR generalmente consiste de agua o solucién acuosa y un modificador organico, de este
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depende la retencion hidrofébica del analito en la fase estacionaria, al afadir un disolvente
organico disminuye la polaridad de la fase maovil y la distribucién del analito se cambia hacia
la misma, asi conforme menos polar sea la fase movil, menor sera la adsorcién de la
muestra a la fase estacionaria (Snyder et al., 2011). Por consiguiente, la ivermectina es una
molécula no polar, por lo que requiere una fase estacionaria mas hidrofobica, y asi aumentar

la resolucién y selectividad de los picos presentes en el cromatograma.
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Figura 16. Cromatogramas. Variacion de la fase mévil ACN: MeOH: Agua (75:20:5)
(1) y (60:30:10) (2), Velocidad de flujo 1.0 mL/min (A) y 1.5mL/min (B).
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Los resultados anteriores permiten establecer las condiciones cromatograficos del método

analitico, con una velocidad de flujo de 1.5 mL/min utilizando una fase mévil con

proporciones de ACN:MeOH:Agua (60:28:12) para asi aumentar la separacién de los picos.

Por ultimo, como se puede ver en la Figura No.17, empleando las condiciones ya

concretadas se somete a diversas longitudes de onda, distinguiéndose que la de mejor

respuesta cromatografica fue a 245 nm, donde se observan con mayor respuesta,

resolucion y asimetria en comparacion con la de 254 nm. Para concluir en la Tabla 7, se

establecen las condiciones cromatograficas que seran empleadas en el Método analitico

para la cuantificacion de ivermectina.
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Figura 17. Seleccidn de la Longitud de Onda 245 nm (A) y 254 nm (B)

Tabla No 7. Condiciones cromatograficas finales

Longitud onda 245nm
Columna LiChrospher® 100 RP-18
Fase movil ACN:MeOH:Agua
(60:28:12)
Velocidad de Flujo 1.5 mL/min
Volumen de inyeccion 10 uL
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6.5. Método de extraccion.

Para el procesamiento de extraccion de ivermectina en plasma, se evalud la técnica
precipitacion de proteinas, la cual se realizé utilizando los siguientes agentes precipitantes:
acetonitrilo (100%), metanol (100%), se observd que el mejor agente precipitante a utilizar
fue el metanol (100%), gracias a que presento menor cantidad de interferencias
provenientes de la matriz biolégica, ademas de tener un recobro mayor al 80% para el

analito.

El método de extraccion de ivermectina retenida en el plasma se describe a continuacion
en la Figura 18, en un tubo eppendorf de 2 mL se colocaron 1000 pL de plasma a los cuales
se les adicion6 500 pL de una concentracion de ivermectina en metanol, se agité durante
30 segundos en el vortex y se centrifugd a 10000 rpm por 10 min se extrajo el sobrenadante
empleando una pipeta pasteur y este se llevé al aforo a 2 mL, para ser analizadas por la
técnica de CLAR.

1000 pL de
Muestra
Plasmatica.

Agregar 200 pL de Concetracion de
Ivermectina en Metanol (100%) y e
agitar por 30 segundos.

\ 4

Agregar 800 pL de Metanol
(100%).

\ 4

Agitar por 30 segundos y
centifugar a 10000 rpm por 10
minutos.

Recuperar el sobrenadante e
inyectar 10 pL al sistema.

Figura 18. Esquema general de las técnicas por precipitacion de proteinas.
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Los solventes organicos miscibles con el agua como el metanol permiten la precipitacion
de proteinas, donde el principal efecto es la reduccién del poder de solvatacion del agua
que se explica como la reduccion de la constante dieléctrica del agua. con su estructura
ordenada alrededor de los aminoacidos hidrofobicos es desplazada por el solvente y la
principal causa de agregacién de las moléculas proteicas son las fuerzas electrostaticas y

dipolares (Teijon et al., 2004).

La experimentacion se realizé por sextuplicado, preparada como se explicé anteriormente
se realizaron cada una de los parametros de Validacién como son: Linealidad, Selectividad,

Exactitud, Precision y Estabilidad.

6.6. Resultados de validacion.

6.6.1. Validacién del método analitico

Con el propésito de contar con un método analitico confiable para la cuantificacién de
ivermectina en plasma, éste se valid6 siguiendo las especificaciones y criterios de la Norma
Oficial Mexicana 177-SSA1-1998, en el apartado 9. que se refiere a la validacién de
métodos analiticos para el analisis quimico de muestras biolégicas en pruebas de

bioequivalencia.

6.6.2. Selectividad de inicio de corrida

Durante cada dia de corrida en los dias de validacion se evaluo la selectividad inyectando
un blanco de reactivos y un blanco de plasma, los cuales se analizaron a las condiciones
cromatograficas establecidas, en ninguna corrida se presentaron interferencias en el tiempo

de retenciéon de ivermectina.

6.6.3. Selectividad del método y limite de cuantificacién

La selectividad del método fue determinada, analizando la muestra blanco de la matriz
biolégica (muestras de plasma y su mezcla) y muestras de plasma conteniendo farmaco de
uso comun (anestésico) y el anticoagulante (Heparina 143 unidades USP), evaluando el
método contra posibles interferencias en los tiempos de retenciéon de ivermectina, también

la posible interferencia de muestras hemolizadas y lipémicas.
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El método mostré ser selectivo para los compuestos evaluados al no presentarse
interferencias al tiempo de retencion tanto de ivermectina. A continuacion, en la Figura 19,
se muestran los cromatogramas correspondientes a los blancos de plasma de los diferentes

animales y la prueba de selectividad hacia farmacos de uso comun.
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Figura 19. Selectividad del Método Cromatogramas representativos; A) Estandares
de IVM en solucién.; B) Blanco de reactivos (fase mévil); C) Blanco de plasma; D)

LC de IVM en plasma y E) IVM en plasma hemolizado.

Las concentraciones promedio de 6 determinaciones independientes de ivermectina para
el calculo del limite de cuantificacidon se muestran a continuaciéon en la Tabla 8, ambas
tuvieron un coeficiente de variacion no mayor al 20%, siendo asi el método analitico capaz

de determinar de manera precisa y exacta la concentracién minima cuantificable.
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Tabla 8 Selectividad y limite de cuantificacion del método analitico.

Concentracion Plasma Hemolizado
Solucion Plasma
de ivermectina ylo Lipidico
Tiempo Tiempo Tiempo
pg/mL Area Retencion Area Retencion Area Retencion
(min) (min) (min)

134069 4.539 186036 4.512 151124 4.469
136887 4.553 152214 4.607 171723 4.489
121229 4.559 162507 4.504 137225 4.489
140378 4.524 155362 4.486 166681 4.485
133934 4.546 163271 4.560 146584 4.585
137604 4.622 157094 4.504 150701 4.522
Promedio 134016.83 4.56 162747.33 4.53 154006.33 4.51
D. E. 6709.82 0.0340 12166.74 0.0457 12887.71 0.0422
C.V. 5.007% 0.746% 7.476% 1.009% 8.368% 0.935%

25.4

Se evalué el método ante posibles interferencias en los tiempos de retencion de
ivermectina, para esto se analizé el plasma de seis perros sanos por separado aplicando el
método de extraccion, para corroborar que no existieran interferencias con los analitos. se
muestran los cromatogramas representativos de los analitos en solucién, blanco de plasma
y de reactivos, asi como la extraccién del limite de cuantificacion a partir del plasma; como
se puede apreciar se obtuvo una cuantificacion de ivermectina libre de interferencias.
Ademas, se analiz6é la posibilidad de interferencias de sustancias enddégenas como la

hemoglobina.

6.6.4. Linealidad del Método.

Los resultados de la prueba de linealidad para las seis curvas de calibraciéon en plasma, la
relacion entre la respuesta cromatografica con respecto a la concentracion en cada curva
de calibracion, fue ajustado a través de una regresion lineal a la ecuacién y = mx + b, con
ponderacion donde la variable “y” es la respuesta analitica (de areas de ivermectina)

obtenida para su respectiva concentracion nominal “x” de ivermectina. La linealidad del

método fue definida a partir del coeficiente de correlacion lineal (r?), cuyo valor de
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cumplimiento para cada curva de calibracién fue de 0.99 o mayor, considerandose para

esta evaluacion las curvas de la validacion del método analitico.

Se determind la linealidad del sistema de ivermectina evaluando seis curvas de calibracion

en la matriz biolégica (plasma) en un rango de 25 — 200 ug/mL de IVM en un mismo dia, la

respuesta se cuantificé midiendo el area de los picos, se graficé dicha respuesta versus la

concentracion de ivermectina en el intervalo mencionado, se determin6 el coeficiente de

correlacion lineal (r?), la pendiente (m), y la ordenada al origen (b) para cada curva de

calibracion.

Se reportan los datos de pendiente (b), ordenada al origen (a) y coeficiente de correlacion

para las 6 curvas de calibracién graficando concentracién nominal vs respuesta de areas

de ivermectina se pueden ver en la Tabla 9.

Tabla 9 Parametros de Linealidad del Método para cuantificar lIvermectina en

Plasma.

Concentracion Concentracion

Teorica (pg/mL) Real (pg/mL) Promedio 0-E. c.V.
25 2512 2072090.0 65848.6 3.18%
50 50.24 4104025.7 110674.6 2.70%
75 75.36 6199213.0 23126.7 0.37%
100 100.48 8278393.3 135752.9 1.64%
125 125.6 10413874.3 38151.1 0.37%
150 150.72 12556919.7 143309.2 1.14%
175 175.84 14951008.7 137291.0 0.92%
200 200.96 16705600.0 175399.9 1.05%

m (pendiente) 84299
b (ordenada al origen) — 119043
r (coeficiente de correlacion) 0.9991
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En la Figura 20 se observa el promedio de la respuesta de ivermectina una vez aplicado el
método de extraccidén de ivermectina obtenida de las curvas de calibracion en solucion en
un rango de concentraciones de 25 — 200 ug/mL, a su vez el promedio calculado. Al graficar
el promedio de las areas de ivermectina, se observé un comportamiento el cual fue descrito
por la ecuacion y = 84299(X) — 119043 con un coeficiente de correlacion lineal de 0.9996,

con dichos resultados el método de ivermectina cumple con el parametro de linealidad.
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Figura 20. Grafico de Linealidad del Método.

Debido a la saturacién de la sefal en el detector y sensibilidad requerida para la
caracterizacion de los perfiles farmacocinéticos de ivermectina, el método analitico fue

validado en el rango de 25 — 200 ug/mL de ivermectina.

La curva de calibracion fue repetible en el intervalo de concentraciones de 25 — 200 pg/mL;
todos los valores de coeficiente de correlacion lineal obtenidos fueron mayores a 0.99. En
cada punto de la curva de calibracion se dio cumplimiento a los criterios establecidos para
precision y exactitud, es decir C.V% y desviacion absoluta porcentual menor o igual al 15%

respectivamente y 20% para el limite de cuantificacion.
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6.6.5. Precision del método.

La repetibilidad del método para cuantificar ivermectina en plasma, se puede observar que
el coeficiente de variacién en cada uno de los niveles de concentracién evaluados fue menor
o igual que 4.22%, mientras que la desviacion absoluta (D. Abs %) fue menor o igual que

7.688%, los resultados correspondientes se ilustran en la Tabla 10

Tabla 10 Repetibilidad del método analitico para cuantificar ivermectina en plasma.

Concentraciéon (pg/mL)

Muestra
Baja (25) Medio (75) Alta (150)

1 25.474 68.213 146.869

2 25.411 71.313 145.643

3 25.220 69.002 143.543

4 24.853 68.511 142.519

5 26.982 68.511 141.030

6 27.580 69.853 146.869

Promedio 25.920 69.234 144.412
DE 1.093 1.170 2.423
C.V. 4.22% 1.69% 1.68%

D. Abs. % 3.680% 7.688% 3.725%

Se analizaron por sextuplicado, muestras en plasma de los tres niveles de concentracion
control a las cuales se les aplico el método de extraccion antes descrito, para ivermectina
se obtuvo un coeficiente de variacion menor al 15% respecto al valor nominal, lo cual indica
que existe poca variabilidad en los resultados obtenidos al aplicar el mismo método
repetidas veces bajo las mismas condiciones analiticas (mismo analista, mismo dia de

trabajo, equipo y laboratorio) los datos se encuentran en la Tabla 10

El método es repetible ya que el coeficiente de variacion obtenido de las seis
concentraciones recuperadas en cada nivel de concentracién es menor al £15 %, lo cual
indica que hay poca variabilidad en los resultados obtenidos al aplicar el método repetidas
veces, bajo las mismas condiciones analiticas (mismo analista, mismo dia de trabajo,

equipo y laboratorio).
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6.6.6. Reproducibilidad y exactitud del método.

Se realizaron determinaciones de las muestras control en tres dias distintos y tres muestras

de cada nivel mencionado por dia, aplicando el método de extraccion, el promedio de las

concentraciones calculadas obtuvo un coeficiente de variacion menor al 15% respecto a su

concentracion nominal de IVM, con lo que el método fue reproducible, los datos se resumen

en la Tabla 11.

Tabla 11 Reproducibilidad del método analitico para cuantificar ivermectina en

plasma, en diferente dia y analista.

Concentracion

Concentracion

Dia Analista Media DE C.V. (%) ER (%)
Real (ug/mL) Estimada
40 3573 3566 3589 3576 0.119 0.33% -10.59
A 80 7541 7830 7499 76.24 1.802 2.36% -4.70
160 141.11 137.65 131.65 136.80 4.786 3.50%  -14.50
! 40 3353 3641 3475 3490 1444 414% -12.76
B 80 78.78 8256 82.09 81.14 2.063 2.54% 1.43
160 14542 146.00 141.13 14418 2.659 1.84% -9.89
40 38.74 38.14 3642 3777 1204 3.19% -5.58
A 80 8551 8493 8065 8370 2652 3.17% 4.62
) 160 140.89 152.28 146.93 146.70 5.700 3.89% -8.31
40 33.53 3641 3475 3490 1444 414%  -12.76
B 80 78.78 8256 82.09 81.14 2.063 2.54% 1.43
160 14542 146.00 141.13 14418 2.659 1.84% -9.89
40 38.18 38.12 3793 38.08 0.132 0.35% -4.81
A 80 7821 7733 7946 7834 1.069 1.37% -2.08
3 160 155.23 147.11 143.65 148.66 5942 4.00% -7.08
40 36.21 36.15 37.11 3649 0540 1.48% -8.77
B 80 80.92 84.02 8171 8222 1611 1.96% 2,77
160 146.58 158.35 145.58 150.17 7.104 4.73% -6.14

Los resultados de la reproducibilidad del método y exactitud interdia correspondiente, en

donde se observa que el coeficiente de variacion entre los diferentes dias de trabajo fue de

0.0 a 5.0 %, mientras que la desviacién absoluta (%) fue igual o menor a 20.0%, en las

diferentes concentraciones evaluadas como se observa en la Tabla 11.
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De acuerdo con los resultados de repetibilidad y reproducibilidad interdia, el método
analitico cumple con el parametro de exactitud ya que los resultados se encuentran dentro
del rango de 85% - 115% de exactitud, cabe resaltar que con respecto al estudio entre
analista se nota una diferencia, ya que algunos de los resultados son mayor del 15% en la
desviacion absoluta, por lo que se recomienda que para el analista se debe tener una

mayor atencién en el proceso de extraccién del principio activo.

De acuerdo con los resultados generados, el método fue repetible, reproducible y exacto
entre dias al cumplir con los criterios de un coeficiente de variacion y una desviacion

absoluta (%) no mayores al 15% para la concentracion plasmatica promedio.

6.6.7. Recobro.

El recobro fue definido como el cociente de la respuesta del analito, area de ivermectina
obtenida después de aplicar la técnica de extraccion en el fluido bioldgico, entre la respuesta
obtenida en muestras en solucién a concentraciones equivalentes, las cuales no fueron

sometidas al proceso de extraccion (muestras para evaluacion del sistema).

Para el calculo de recobro, se compard la respuesta obtenida en el método contra la
obtenida por sistema en solucién, ya que esta ultima fue empleada como el 100%, el
recobro absoluto obtenido para los analitos se muestra en la tabla 12, siendo en promedio
de 106.5% para IVM, los resultados en los tres niveles de concentracion control fueron

consistentes para ambos analitos.
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El recobro del método analitico para cuantificar ivermectina en plasma fue constante en las
concentraciones evaluadas (puntos control bajo, medio y alto), dando como resultado un
Recobro Absoluto del 106.491% y una desviacion de los promedios individuales con

respecto al global, menor al 15%. Los resultados se muestran en la Tabla No 12.

Tabla 12 Recobro absoluto del método analitico para cuantificar ivermectina en

plasma
Concentracion Area
Concentracion Real o
Nominal Real Sin.  Plasma (ng/mL) Recobro %
(ng/mL) [wg/mL]

158026.0 165248.0 27.0 104.6
25.0 25.8 168010.0 165916.0 255 98.8
163544.0 177786.0 28.0 108.7
Promedio 163193.3 169650.0 26.8 104.0
DE 5001.2 7053.9 1.3 5.0
C.V (%) 3.1 4.2 4.8 4.8
441964.0 460888.0 80.7 104.3
75.0 77.4 464159.0 452308.0 75.4 97.4
465987.0 465203.0 77.3 99.8
Promedio 457370.0 459466.3 77.8 100.5
DE 13373.3 6564.0 2.7 3.5
C.V (%) 29 1.4 3.5 3.5
754515.0 858656.0 146.8 113.8
125.0 129.0 763122.0 912556.0 154.3 119.6
820473.0 914379.0 143.8 1114
Promedio 779370.0 895197.0 148.3 114.9
DE 35855.4 31658.6 5.4 4.2
C.V (%) 4.6 35 3.6 3.6
Promedio de Recobro Absoluto 106.5
DE 7.5
C.V (%) 7.0
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6.6.8. Estabilidad.

Los resultados de la prueba de estabilidad para ivermectina se obtuvieron evaluando la
concentracion recuperada del compuesto en la matriz biolégica con base en ello se tiene
que determinar las condiciones de temperatura y tiempo en las que los compuestos de
interés conservan sus caracteristicas en la matriz biolégica y en solucién, durante su
manejo, almacenamiento y procesamiento, las muestras se sometieron a diferentes

condiciones.

Las muestras plasmaticas se sometieron a estabilidad de 9 a 24 horas a temperatura
ambiente, bajo las condiciones en las que se mantendran las muestras hasta su analisis,
se eligieron dos niveles de concentracion control de 30 y 150 yg/mL de Ivermectina
preparandose por ftriplicado, posteriormente estos fueron comparados con muestras

preparadas al instante sin ser sometidos a diferentes temperaturas.

Exponiendo que las concentraciones calculadas tuvieron un coeficiente de variacion menor
al 15% respecto a las concentraciones obtenidas de los puntos control no sometidos a
estabilidad, con lo anterior mencionado la ivermectina conserva sus caracteristicas durante
un periodo de nueve horas a temperatura ambiente, resultados mostrados en la Tabla 13,
en la cual se puede observar que la ivermectina fue estable en la solucidon de inyeccién

durante 24 horas después de su preparacion.

En la prueba de estabilidad de la muestra procesada conservada en el automuestreador a
temperatura ambiente se encontré que las muestras son estables por un periodo de hasta
24 horas.

a) Temperatura ambiente (23-25°C) después de 24 horas.

Se puede observar en la Tabla 13 que las muestras son estables hasta 24 horas, ya que la
mayoria de las muestras presentan una desviacion absoluta menor a 15%, a excepcion de
un trascurso de 24 horas con una concentracion de 150 ug/mL, presenta una exactitud de
75%, lo que indica que la ivermectina se une con mayor afinidad a las proteinas del plasma

disminuyendo la cuantificacion del analito mantenidas a temperatura ambiente se muestran.
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Tabla 13. Estabilidad de ivermectina en plasma (temperatura ambiente y
automuestreador de 23-25°C/ 24 h)

Concentracion

Horas Concentracion Real (ug/mL) Promedio DE C.V. % Exactitud % D. Abs.

(ng/mL)

- Bajo (30) 28.4 28.9 30.8 294 1.3 4.5% 97.9 21%
Alto (150) 144.6 142.6 144.6 143.9 1.2 0.8% 95.9 4.1%

o Bajo (30) 253 26.9 26.8 26.3 09 3.4% 87.7 12.3%
Alto (150) 119.5 113.9 106.9 113.4 6.3 5.6% 75.6 24.4%
Bajo (30) 33.0 30.8 33.3 32.4 1.3 4.1% 107.9 7.9%

Frescos

Alto (150) 153.2 153.4 153.6 153.4 0.2 0.1% 102.3 2.3%

b) Estabilidad en refrigeracion (1-3°C) después de 24 horas. En la Tabla 14 se
muestran los resultados del analisis de las muestras conservadas en refrigeracion, estas
se almacenaron en refrigeracion demostrando que son estables durante 24 horas, ya
que para todos los controles se presenta una desviacién absoluta menor a 15% con
respecto a los valores de las muestras de control de calidad recién preparadas, a
excepcion del trascurso de 24 horas, la cual presenta una exactitud menor del 85% en
concentraciones bajas, demostrando que se deben utilizar antes de 24 horas de su

preparacion.

Tabla 14. Estabilidad de ivermectina en plasma (refrigeracion de 1- 3 °C/ 24 h)

Horas Concentracion Concentracién Real (ung/mL) Promedio DE C.V. % Exactitud % D. Abs.
(ng/mL)
. Bajo (30) 254 26.4 27.2 26.3 09 3.4% 87.8 12.2%
Alto (150) 154.4 150.3 151.6 1521 21 1.4% 101.4 1.4%
22 Bajo (30) 254 24.5 24.8 249 05 1.9% 83.0 17.0%
Alto (150) 143.7 138.8 141.7 1414 2.5 1.8% 94.3 5.7%
. Bajo (30) 291 28.9 27.7 286 0.7 2.6% 95.2 4.8%
rescos
Alto (150) 159.6 157.5 159.4 158.8 1.2 0.7% 105.9 5.9%

c) Estabilidad ciclos congelacion-descongelacion (-20C). En la Tabla 15 se muestran
los resultados del andlisis de las muestras sometidas después de dos ciclos de congelacion-

descongelacion. Como se puede observar la prueba cumple 2 ciclos de
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congelacion/descongelacion al presentarse coeficientes de variacion menores al 15% y
presentar una diferencia no mayor al 15% con respecto al valor de referencia (muestras

recién preparadas).

Tabla 15 Estabilidad de ivermectina en plasma (ciclos congelacion-descongelacion)

Concentracion

Horas (Mg/mL) Concentraciéon Real (ug/mL) Promedio DE C.V. % Exactitud % D. Abs.
24 Bajo (30) 25.1 25.9 26.6 259 0.8 3.0% 86.3 13.7%
Alto (150) 158.1 168.2 166.5 164.2 54 3.3% 109.5 9.5%
48 Bajo (30) 243 24.0 24.8 243 04 1.8% 81.2 18.9%
Alto (150) 139.6 138.5 135.2 1378 23 1.7% 91.9 8.2%
Erescos Bajo (30) 27.3 27.2 28.2 276 0.5 2.0% 91.9 8.2%
Alto (150) 168.0 171.0 174.3 1711 3.1 1.8% 1141 14.1%

Se analizaron muestras expuestas por un periodo de 2 dias de
congelacién/descongelacién, para determinar la estabilidad de IVM contenida en muestras
plasmaticas, una vez transcurrido dicho tiempo se procesaron conforme al método analitico,
los resultados cumplieron con la especificacion de un coeficiente de variacion menor al 15%

respecto a las concentraciones obtenidas de las muestras no sometidas a estabilidad.

La estabilidad de las muestras preparadas, sefiala que en condiciones de analisis a
temperatura ambiente de 25 °C y colocadas en el automuestreador deben ser inyectadas
en un periodo menor de 24 horas. Por otro lado, en condiciones de refrigeracion se
recomienda utilizar la muestra en un periodo menor de 72 horas, en comparacion con los
ciclos de congelacion y descongelacion datos obtenidos, solo es conveniente un maximo
de 2 ciclos para conservar una exactitud entre 85% - 115% de recobro del analito y evitar
al maximo la interaccion de las proteinas plasmaticas con la ivermectina y aumentar la

eficacia en la cuantificacién de la ivermectina.

6.7. Obtencion de muestra biolégica.

Se prepard un emulgel con una concentracion al 0.5% (0.5 g/100 g) de ivermectina dos
dosis fueron aplicadas cada 24 horas de 200 ug/Kg de peso del animal (Gékhan Eraslan et
al. 2010). La administracion se hizo en la parte dorsolumbar (pour-on) (Cunningham et al.
2010) del animal en un area de 10 cm? asegurando que el producto se extienda
correctamente, posterior a la administracion no se observan cambios de conducta en los

animales experimentales.
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6.7.1. Estadistica descriptiva de los datos de concentracion plasmatica con respecto
al tiempo.

En la Tabla 16 se muestran los resultados obtenidos en la estadistica descriptiva para los

datos de concentracion plasmatica con respecto al tiempo de ivermectina. El nimero de

animales considerado para el analisis estadistico fue de 6 sujetos experimentales. Los

datos individuales se muestran en el anexo 9.1.

Tabla 16 Estadistica de los datos de concentracion plasmatica con respecto al

tiempo.

Concentracion

Tiempo Plasmatica

n E.E. Minimo Maximo Mediana % C.V.
(horas) (Mg/mL)

Promedio
6 0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000 0.00
6 1.726 0.33 0.135 1.462 2.309 1.595 19.16
12 6 1.856 0.28 0.113 1.637 2.374 1.761 14.96
20 6 2.233 0.23 0.092 1.982 2.541 2.195 10.09
28 6 3.328 0.72 0.295 2.252 4.231 3.572 21.73
36 6 3.792 0.79 0.323 2.515 4.525 3.957 20.84
48 6 3.128 0.67 0.272 2.264 4.014 3.075 21.28
60 6 2.470 0.50 0.202 1.802 3.301 2.470 20.06
72 6 2.204 045 0.184 1.768 3.001 2141 20.49
96 6 2.035 0.47 0.191 1.604 2.918 1.895 22.98
120 6 1.755 0.19 0.078 1.550 2.118 1.727 10.86
144 6 1.570 0.03 0.013 1.543 1.616 1.557 2.00

6.7.2. Concentracion plasmatica promedio con respecto al tiempo (escala
normal y semilogaritmica)

Con la finalidad de visualizar el comportamiento farmacocinético de ivermectina, se

presentan las graficas de concentracién plasmatica promedio con respecto al tiempo con

un intervalo de confianza del 95% representados y un limite superior e inferior (Figuras 21

y 22). En el anexo 9.2, se presentan los perfiles farmacocinéticos para cada animal. En

ambas graficas, se observa una absorcién constante durante la primera aplicacion en un

lapso de 24 horas, pero al administrar la segunda carga la absorcién se ve modificada en
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una aumento de velocidad de absorcion por la acumulacién de las ambas aplicaciones en
la misma zona, esto debido a que, la solubilidad de la ivermectina en agua es limitada,
precipita en los tejidos subcutaneos, por lo tanto el farmaco exhibe una tendencia al
acumularse en tejido graso, debido a su caracter lipdfilo, por lo que se determind que el
farmaco unido aumenta al tejido graso de la piel, provoca un aumento en concentracion a
la unién de proteinas plasmaticas (Lespine et al., 2009), logrando alcanzar en un lapso de
12 horas la concentracién maxima (Cmax). Por otro lado, la eliminacién lenta en un tiempo
prolongado después de la administracion transdérmica. Este comportamiento podria
representar un comportamiento cercano a un modelo de dos compartimentos (Gonzalez et
al. 2007) e indica una absorcion continua de manera que el farmaco se encuentra disponible

en el plasma por mas tiempo y en consecuencia aumenta el tiempo del efecto.
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Figura 21. Perfil farmacocinético promedio de ivermectina en escala normal.
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Figura 22. Perfil farmacocinético promedio de ivermectina en escala
semilogaritmica.
En el disefio de nuevas formas farmacéuticas es necesario realizar una correlacién in vitro-
in vivo, estudios previos sobre los preparacion y caracterizacion de polimeros cargadas con
ivermectina para uso tdépico mostré una cinética de liberacion del farmaco de tipo Higuchi
(Tavares et al. 2017) este mecanismo de liberacion refleja una cinética in vivo cercana al
orden cero lo cual quiere decir que su absorcién no depende de la concentracion. A su vez
un modelo Higuchi describe la liberacion del farmaco mediante un proceso de difusién,
donde la velocidad de difusion se vera afectada por factores como la solubilidad del
farmaco, la temperatura, la relacién farmaco/excipiente, el tamano del poro, la masa y la

viscosidad del medio (Goméz, L., 2009).

6.7.3. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no
compartimentales (modelo independiente). La estadistica descriptiva se presenta a
continuacién (Tabla 17). Los datos individuales se incluyen en el anexo 9.3. En comparacién
con el estudio realizado Gékhan Eraslan y colaboradores (2010), a través de la inyeccién
subcutanea de varios productos de ivermectina con la misma concentracion y dosis, se
distingue una gran diferencia en las constantes de absorcién (Kab) y eliminacion (Kel)
calculadas por el método de minimos cuadrados, se encontré que ésta es mucho menor
por via transdérmica y sostenida en comparacion con la administracién de inyeccién

subcutanea. En la Tabla 17 se han encontrado diferencias significativas (Cengiz Gokbulut
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et al. 2006) como los valores menores o mayores de tiempo de vida media (t12), Cmax,

Kab-Kel Tmax, y ABC, donde el emulgel muestra una absorcion lenta, pero con mayor

eficacia en comparacion con una via de administracién convencional.

Tabla 17 Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos, para los

sujetos experimentales del estudio piloto de ivermectina

Promedio D.E. %C.V. E.E Mediana Minimo Maximo
M 1.92 0.41 21.1% 0.09 1.87 1.44 2.49
Ka(1/h) -0.06 0.01 16.3% 0.07 -0.06 -0.07 -0.04
Kel (1/h) -0.02 0.01 39.5% 0.16 -0.02 -0.03 -0.01
ta 1/2 (h) 12.32 2.13 17.3% 0.07 11.91 10.28 15.68
tel 1/2 (h) 46.87 18.20 38.8% 0.16 44.19 26.26 68.63
ABC 0-t
(h*pg/ mL)
Hétodo 306.2 23.8 7.8% 0.03 314.4 261.0 327.3
trapecios
ABC 0-inf
(h*pg/ mL)
s 379.2 30.4 8.0% 0.03 376.0 342.5 4238
trapecios
ABCM 0-inf
(hopgim) 925628 76303 23.4% 0.10 30037.3 257257  44410.8
ABCM 0-t
(h*ug/mL) 163079  2609.8 16.0% 0.07 15919.7 133684  21189.5
TMR 0-t (h) 57.3 10.0 17.4% 0.07 52.0 49.1 73.1
TMR 0-inf(h) 15 0.03 19.2% 0.08 0.14 0.13 0.21
Cmax
(ug/mL) 3.35 1.33 39.8% 0.16 3.77 1.30 453

Entre estudios farmacocinéticos similares

realizados en perros por Gokbulut vy

colaboradores (2006), con dosis de 200 ug/kg de peso por via subcutanea, la distribucion

de plasma de ivermectina se determind en el periodo entre la primera hora y el dia 40
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después de la administracion. Los valores Cmax, tmax y AUCo.irr Se determinaron como

66.80 ng/ml, 1.40 dia y 349.18 ng*day/ml, respectivamente.

En este caso se puede ver que hay diferencias significativas de las Cmax y que los valores
del ABCy.inf son diferentes entre ambas vias de administracion. Esto se explica por las
propiedades del emulgel y las propiedades fisiolégicas del lugar donde se absorbe el
farmaco. Con respecto a la administracién transdérmica, la ivermectina se deposita entre la
dermis y el tejido adiposo, lo que facilita la absorcién del farmaco el cual se libera de la
matriz por difusién. La absorcién propiamente dicha y la distribucién de la ivermectina por
la via transdérmica se favorecida en excelencia por las propiedades del emulgel para que

llegue primero a la circulacion sistémica y posiblemente se deposite en los tejidos.

En estudios futuros, se podria considerar un nuevo esquema de muestreo que permita
obtener un mayor numero de muestras durante periodos mas cortos de tiempo con el fin de
permitir la caracterizacion total de las fases de absorcién y eliminacion de la ivermectina, y

asi obtener una mayor exactitud estos parametros farmacocinéticos.

Los resultados se resumen en la Tabla 18 siguiente:

Tabla 18. Resultado de nimero de huevecillos de Anclyostoma caninum por gramo

de heces (h/g) para perros tratados el dia 4 con invermectina en emulgel al 0.5%.

Sujeto Dia
Experimental 1 3 4 5 6 7 8 9

Necropsia

1700 1500 1200
A Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
h/g h/g h/g

800 650 250
B Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
h/g h/g h/g

3050 3150 450
C Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
h/g h/g h/g
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Los resultados muestran que no se detectaron huevos desde el dia 5, esto es, después de
la aplicacién del emulgel de Ivermectina. La necropsia indicé que los animales estaban
totalmente libres de parasitos con las dos aplicaciones. Los resultados muestran claramente
la eficiencia de la composicion farmacéutica de ivermectina en emulgel de la presente

invencién y su capacidad para dar niveles plasmaticos terapéuticamente efectivos.
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VIL.

CONCLUSIONES

Se desarrollé un método analitico para cuantificar ivermectina en plasma de perro

empleando una técnica por precipitacion de proteinas, la cual es sencilla y rapida. El

método analitico desarrollado fue validado y cumplié con los parametros y criterios de

aceptacioén establecidos en la norma oficial NOM-177-SSA1-2013 demostrando ser:
Lineal, preciso y exacto en un rango de concentraciones de 25 - 200 pg/mL.
Selectivo, al no presentarse interferencias al tiempo de retencion de ivermectina
Estable a temperatura ambiente (23-25 °C) en muestra plasmatica durante 48
horas, en refrigeracion (1-3 °C) en muestra plasmatica durante 24 horas y a dos
ciclos de congelacién-descongelacion. La muestra almacenada en el
automuestreador (20 °C) fue estable por un periodo menor a 24 horas.
Exacto y repetible cuando se utilizan muestras plasmaticas lipémicas y
hemolizadas.

Promedio de recobro absoluto mayor o igual del 100%

El sistema terapéutico transdérmico de emulgel de ivermectina cumplié con las
pruebas de calidad y estabilidad estipuladas para poder ser aplicado en los sujetos
experimentales sin provocar alguna lesion o dafio en el tejido o el pelo del animal, por
lo tanto, se considera una ventaja ante productos existentes en el mercado para su

uso.

De manera practica, el sistema terapéutico transdérmico de emulgel de ivermectina
permite mejorar la calidad de vida con un efecto terapéutico eficaz y eficiente,
asegurando niveles plasmaticos constantes. El método nos permiti6 una adecuada
caracterizacion de los parametros farmacocinéticos principales, obteniéndose los
siguientes valores: Tmax = 36 (h), Cmax = 3.35 + 1.33 (ug/mL), ABC 0-t = 306.2 +
23.8 (h*ug/mL), ABC 0-inf = 379.2 + 30.4 (h*ug/mL), kab = 0.06 £ 0.01 (1/h), kel =
0.02 £0.01 (1/h), y t12 = 46.87 + 18.20 (h).

El conteo de huevesillos evalu6 la efectividad de la administracion Pour-on de
Ivermectina en el tratamiento de parasitosis, se considera que dos aplicaciones del
sistema terapéutico transdérmico de emulgel de ivermectina al 0.05% aseguran una
completa eliminacién. La disminucién en la frecuencia de las dosificaciones, junto a

una mayor comodidad y facilidad que conlleva un mejor cumplimiento del tratamiento.
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IX. ANEXOS
9.1. Concentraciones plasmaticas para lvermectina de cada sujeto experimental a los diferentes tiempos de muestreo.
Tiempo (h) 6 12 20 28 36 48 60 72 96 120 144
iﬁg m 1 1.48 1.81 2.26 4.23 4.49 3.74 2.21 1.86 1.60 1.55 1.55
o g 'g 8~ 2 1.64 1.71 213 2.25 2.52 2.26 1.80 1.77 1.76 1.73 1.62
_‘é‘ dE’ "E' g £ 3 2.31 2.37 2.54 3.59 4.53 3.19 2.56 1.97 1.85 1.73 1.60
5; t8a2 4 1.55 1.64 2.04 3.66 4.25 4.01 3.30 3.00 2.92 212 1.56
g e f:“ ~ 5 1.46 1.66 1.98 2.68 3.30 2.96 2.56 2.31 1.94 1.73 1.54
o 8 6 1.92 1.94 2.45 3.56 3.67 2.60 2.38 2.31 2.14 1.68 1.55
Promedio 1.73 1.86 2.23 3.33 3.79 3.13 247 2.20 2.03 1.76 1.57
D. E. 0.33 0.28 0.23 0.72 0.79 0.67 0.50 0.45 0.47 0.19 0.03
C.V. 19.16 | 14.96 10.09 21.73 20.84 21.28 20.06 20.49 22.98 10.86 | 2.00
Limite Inferior 1.38 1.56 2.00 2.57 2.96 2.43 1.95 1.73 1.54 1.56 1.54
Limite Superior 2.07 2.15 247 4.09 4.62 3.83 2.99 2.68 2.53 1.96 1.60
Mediana 1.60 1.76 2.19 3.57 3.96 3.07 247 2.14 1.90 1.73 1.56
Minimo 1.46 1.64 1.98 2.25 2.52 2.26 1.80 1.77 1.60 1.55 1.54
Maximo 2.31 2.37 2.54 4.23 4.53 4.01 3.30 3.00 2.92 212 1.62

97



5.000
4.000
3.000
2.000
1.000

0.000

Concentracion (pg/mL)

5.000
4.000
3.000
2.000
1.000

0.000

Concentracion (pg/mL)

9.2. Gréaficas de concentracion plasmatica en escala semilogaritmica y normal

con respecto al tiempo para cada animal o sujeto experimental.
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9.3.

Parametros farmacocinéticos.

SE

6 Promedio DE C.V. | Mediana | Minimo Maximo | E.E
M 2.49 1.44 2.29 1.84 1.56 1.91 1.92 0.41 0.21 1.87 1.44 2.49 0.09
Ka(1/h) -0.07 -0.07 -0.06 -0.05 -0.04 -0.06 -0.06 0.01 0.16 -0.06 -0.07 -0.04 0.07
kel (1/h) -0.03 -0.01 -0.02 -0.01 -0.01 -0.02 -0.02 0.01 0.40 -0.02 -0.03 -0.01 0.16
ta1/2 (h) 10.28 10.33 11.33 13.81 15.68 12.49 12.32 213 0.17 11.91 10.28 15.68 0.07
tel 1/2 (h) 26.26 49.87 30.67 67.30 68.63 38.51 46.87 18.20 0.39 4419 26.26 68.63 0.16
ABCO-t
(l:r?gtlor:cl;) 313.14 260.96 327.32 319.29 300.79 315.71 306.20 23.80 0.08 314.42 260.96 327.32 0.03
trapecios
ABCO-inf
(‘:Eéro'::;) 353.39 342.45 376.84 423.81 403.57 375.12 379.19 30.41 0.08 375.98 342.45 423.81 0.03
trapecios
?Egclmtr)nll_n)f 25848.64 | 30551.38 | 25725.66 | 44410.76 | 39317.18 | 29523.17 | 32562.80 | 7630.30 | 0.23 | 30037.27 | 25725.66 | 44410.76 | 0.10
(‘:gBlf"l"rgl'_t) 15193.15 | 13368.36 | 16058.25 | 21189.48 | 15781.07 | 16256.95 @ 16307.88 2609.82 | 0.16 | 15919.66 | 13368.36 | 21189.48 | 0.07
TMR 0-t 73.15 51.23 49.06 66.37 52.47 51.49 57.29 9.95 0.17 51.98 49.06 73.15 0.07
TMR 0-inf 0.21 0.15 0.13 0.16 0.13 0.14 0.15 0.03 0.19 0.14 0.13 0.21 0.08
Cmax 4.49 2.25 4.53 4.25 3.30 1.30 3.35 1.33 0.40 3.77 1.30 4.53 0.16
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