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I.- Resumen
Ante la problematica que presenta el sector ganadero debido a parasitos como

Boophilus microplus, y las resistencias cada vez mas frecuentes hacia los
farmacos que comunmente se emplean para combatir este tipo de plagas, asi
como los efectos negativos que producen los métodos convencionales; En este
trabajo se plantea el desarrollo y caracterizacion de sistemas de liberacion
modificada de Ivermectina e Ivermectina-closantel,empleando polimeros
biodegradables para la elaboracion de nanoparticulas, y poliacrilatos para la
elaboracién de geles de formacion in situ.

Para la elaboraciébn de nanoparticulas se emplea la técnica de emulsion-
difusién, usando como polimero PLGA (acido polilactico glicélico), tween 80
como estabilizante y acetato de etilo como fase organica en la formacion de la
emulsion, debido a su baja toxicidad y permitiendo, asi, su administracion
parenteral.

Con respecto al gel de formacion in situ se emplea una mezcla hidroalcoholica
y poliacrilatos, a este sistema ademas de contener ivermectina se le adicioné
closantel para brindar un espectro mas amplio.

El sistema nanoparticulado fue caracterizado al medir tamafio de particula,
potencial zeta, DSC, FTIR, SEM y 1H-RMN. Se logré mantener sus
caracteristicas al ser concentrado por centrifugacién. Obteniéndose una
suspension de nanocapsulas poco estables fisicamente debido al potencial
zeta, pero con tamafo y reproducibilidad viables para su administracion,

La reologia del gel indica que la viscosidad del sistema se ve afectada por la
velocidad de corte mas que por la temperatura, y que su comportamiento es

viscoeslastico.

Los sistemas obtenidos se admistraron en bovinos para evaluar su efectividad
clinica obteniéndose efectividades del 100% para el gel y 80- 60% para las Np
de PLGA.



[I.- Introduccién

El problema de parasitos y las enfermedades transmitidas por éstos cobran
cada dia mas importancia e interés en la practica de la Clinica Veterinaria e
Industria ganadera de México y el Mundo.

Sus medidas de control dependen de la region, de la situacion socioeconémica
y del avance tecnologico.

Uno de los parasito que ha provocado pérdidas millonarias en la industria
ganadera es Boophilus microplus.

El impacto negativo de Boophilus microplus a la ganaderia vierte en varios
factores como son el dafio a las pieles por accion de las picaduras, pérdida de
sangre, efectos téxicos, un mayor tiempo de engorda y también en la
produccion de leche. Por otro lado, son transportadores de agentes como
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale. Agentes que
provocan enfermedades que estan asociadas con fiebre y anemia hemolitica
progresivas, siendo menos severas en animales jovenes que en adultos

La estrategia mas utilizada para el control de estos parasitos consiste en la
aplicacion de ixodicidas sobre el cuerpo del animal; sin embargo, el periodo de
proteccion que ofrecen contra la reinfestacion es corto por lo que el tratamiento
debe de ser frecuente, provocando un gran estrés en los animales y por ende
pérdidas significativas de peso.

Es por ello la importancia de desarrollar nuevos preparados farmacéuticos del
principio activo, que tengan una liberacion modificada para prolongar su tiempo
de accién y/o poder conducir al farmaco al sitio de accion.

El uso de acarreadores poliméricos como nanoparticulas puede ofrecer una
liberacion modificada, ejemplos de estos polimeros sintéticos biodegradables
son al acido polilactico, (PLA), acido polilactico- coglicolico, PLGA, poli (e-
caprolactona) PCL, entre otros. Con ellos se puede encapsular al farmaco
proporcionandole proteccion y estabilidad.

Es en este tipo de sistemas se pueden introducir a la ivermectina,
antiparasitario de interés en veterinaria, dado que es una de las sustancias que
se utiliza en el tratamiento de diversas afecciones por Boophilus microplus.

Por otra parte, la formacién de geles in-situ usando poli etilenglicol (PEG) y
acido polimetacrilico (PMA) o acido poliacrilico (PAA) como sistema inyectable



de liberacion de farmacos es una alternativa viable para contener ivermectina y

closantel generando un efecto sobre garrapatas y helmintos.



[ll.-Antecedentes

3.0 Parasitosis

Las infecciones causadas por helmintos son considerablemente importantes en
animales domésticos. Los ciclos de vida directos y acceso por pastoreo a los
estados infectivos de los parasitos, ayudados por practicas de agricultura
intensivas hacen de los herbivoros un blanco facil para muchas especies de
nematodos|1].

Las infecciones en el ganado bovino causadas por parasitos provocan graves
pérdidas econémicas en todas las regiones del mundo. La industria ganadera
aun depende en gran medida del uso de antihelminticos para combatir
nematodos gastrointestinales y trematodos hepaticos, que son los mas
importantes. Para el control de estas infecciones, una gama de nematicidas y
flukicidas estan disponibles, pero el nUmero de combinaciones para tratar tanto
la infeccidn por nematodos y trematodos es limitada.

La combinacion de ivermectina y closantel proporciona una actividad mas
amplia, mientras la ivermectina proporciona una alta eficacia contra nematodos,
el closantel la tiene contra trematodos del higado y nematodos succionadores
de sangre [2].

El espectro de estos principios activos incluye:

Parasitos internos:

Trematodos: Fasciola hepatica. Fasciola gigantica (formas adultas e inmaduras
mayores a 4 semanas)

Nematodos gastrointestinales: Haemonchus spp, Ostertagia lyrata, Ostertagia
cirmuncita, Cooperia oncophora, entre otros.

Gusanos pulmonares: Dyctiocaulus viviparus y Dyctiuocaulus filaria.

Parasitos externos

Piojos chupadores: Linognatus vituli, Bovivola spp, Microthoracius
prolongiceps.

Piojos masticadores: ayuda en el control de Damalinea Bovis y Damalinea
aucheniae.

Acaros productores de sarna: Psoroptes Boris, Sarcoptes scabie, entre otros.
Garrapatas: Boophilus microplus, Amblyomma parvitarsum, etc[3].



3.1.-Garrapatas
Las garrapatas son uno de los ectoparasitos mas importantes actualmente,

ocasionan dafios directos sobre animales domésticos y silvestres, por otro lado
transmiten peligrosos patdégenos al hombre. Estos efectos inician desde el
momento de sustraer la sangre, ya que pueden llegar a transmitir virus,
bacterias, protozoarios 0 toxinas. Las garrapatas pertenecen al grupo
subphylum Chelicerata, clase Arachnida, orden Acarina y pueden ser familia
Argasidae o Ixodidae. Esta ultima se caracteriza porque presentan escudo
pequefio en las hembras y grande en el macho.

Los estadios evolutivos de este tipo de parasitos son: huevo, larva, ninfa y
adulto y el desarrollo puede ocurrir en uno, dos o tres huéspedes. El estadio
evolutivo comprende tres fases principalmente:

Fase no parasitica

La fase no parasitica comprende desde que la garrapata hembra con los
huevos se desprende de su hospedero hasta la aparicion de las larvas en la
vegetacion. Esta fase se divide en cinco periodos (Tabla 1):

Tabla 1. Etapas de la fase no parasitica[4]

Periodo Preoviposicion | Oviposicion | Post- Incubacion | Eclosion
oviposicion

Comprende Inicia con la | Abarca desde | Se inicia con | La larva

desde el puesta de los | que la la emerge
Caracteristicas | desprendimiento | primeros garrapata oviposicién del

de la hembra | huevos hasta | pone el Ultimo | y termina en | huevo.

con los huevos | los ultimos huevo hasta la

hasta que que muere. emergencia

deposita el de las larvas

primer huevo.

Fase de encuentro

La fase de encuentro se define como el proceso de transferencia de las larvas
desde la vegetacion al hospedero y esta influenciada por variables béasicas
como la distribucion, longevidad, ritmos de actividad de las larvas, la estructura

y tipo de vegetacion, asi como la densidad de bovinos y aspectos relacionados



con su comportamiento en el pastizal, esta fase comprende dos periodos:
pasivo y busqueda:

Periodo pasivo

Comprende desde el primer estimulo posterior a la eclosion de las larvas,
requiriendose de un periodo para que dichas larvas adquieran viabilidad
necesaria para resistir los efectos del ambiente.

Periodo de busqueda

Es el tiempo que transcurre entre el periodo pasivo y el encuentro del
hospedero, este periodo es uno de los mas criticos en la vida de las garrapatas
ya que necesitan encontrar un hospedero adecuado, nutrirse y completar su
ciclo.

La duracion de la fase de encuentro varia de acuerdo a las condiciones
climaticas, influyendo principalmente la temperatura y la humedad ambiental. A
medida que aumenta la temperatura la sobrevivencia larval disminuye. Por lo
que respecta a la longevidad, ésta se ve beneficiada en los meses humedos
Fase parasitica

Esta fase completa el ciclo biolégico de la garrapata, este periodo comprende
una serie de eventos patolégicos sobre el hospedero que conlleva a las
pérdidas directas e indirectas ocasionadas por la presencia de estados de
ninfas y adultos. La presencia de otros parasitos restringe la incorporacion de
nuevos individuos, asi como algunos factores fisicos del hospedero, como son

tipo de pelo, densidad de glandulas sudoriparas y sebaceas, etc [4].

3.1.1 Garrapata Boophilus microplus

Cerca del 10% de las 800 especies conocidas de garrapatas estan
establecidas en México. En nuestro pais se han identificado 77 especies de
garrapatas pertenecientes a 5 géneros de la familia Argasidae y 7 a la familia
Ixodidae. El numero de especies de garrapatas existentes en México
representa el 45% de América Latina [5, 6]. Debido a las variables climaticas
gue muestra nuestro pais hay zonas idoneas para el desarrollo de la garrapata.



Se estima que las pérdidas producidas por las garrapatas y las enfermedades
gue transmiten son de aproximadamente 48 millones de délares anualmente.
Uno de los parasitos que mas ha producido dafios a la ganaderia de nuestro
pais es Boophilus microplus, ésta es un garrapata originaria de la India y que
fue introducida a muchas éareas tropicales y subtropicales del mundo
incluyendo Australia, Africa, América Central y Sur [7]. En contraste con la
mayoria de las garrapatas ixodes, B. microplus completa sus estadios de larva,
ninfa y adulto en un solo hospedero. La larva que se alimenta muda a ninfa y
posteriormente a adulta. Las garrapatas adultas requieren alimentarse de
sangre y aparearse antes de caer del hospedero, y depositar los huevos en el

pasto e iniciar la fase parasitica y de encuentro (Fig. 1).

.
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hemibras antes de la
succiin de sangre

h-.

Larva se
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@
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Cviposicion en & suelo

Figura 1. Ciclo biolégico de Boophilus microplus[4]

Los machos adultos permanecen en el animal por semanas o meses, a

diferencia de las adultas que mueren poco después de ovipositar.



3.1.1.1 Ciclo de Vida

El ciclo de vida se resume en el siguiente esquema:

Tabla 2. Cronologia evolutiva de B. microplus [4]

Preoviposicion 2-39
Oviposicién 4-44
Incubacion huevos 14-146
Alimentacion de la larva y muda 7-10
Alimentacion de la ninfa y muda 5-12
Alimentacion hembra adulta 5-12
Supervivencia larva en ayuno 240 0 mas

3.1.1.2. Patologia

La babesiosis bovina es causada por parasitos protozoarios del género. El
vector de Babesia es la garrapata, donde Boophilus microplus es el vector
principal de B. bigemina y B. bovis, y se encuentra ampliamente distribuido en
los tropicos y subtropicos. Las infecciones se caracterizan por fiebre alta,
ataxia, anorexia, shock circulatorio y a veces también sintomas nerviosos como
resultado del secuestro de eritrocitos infectados en los capilares cerebrales.
Los animales infectados desarrollan una inmunidad de por vida frente a la
reinfeccién con las mismas especies.

También existe evidencia de un grado de proteccion cruzada en animales
inmunes a B. bigemina frente a posteriores infecciones por B. bovis. Los
terneros raramente muestran signos clinicos de enfermedad después de la
infeccion, independientemente de la especie de Babesia implicada o el estado

inmune de las madres[8].



3.1.1.3 Control de garrapatas

Para poder iniciar un programa de control de garrapatas es necesario conocer
varios aspectos de la regién, como los ecoldgicos, tecnoldgicos, sociales y
econdémicos. Existen dos formas de combatir al parasito, una es en el campo y

la otro es sobre el animal.

3.1.1.3.1 Control no quimico

En cuanto a controles no quimicos se cuenta con la resistencia del hospedero,
el control biolégico, la modificacion del habitat de la garrapata y las vacunas.
Resistencia del hospedero

La raza Bos taurus es mas susceptible a las infestaciones por garrapatas que
la raza Bos indicus. La resistencia por parte del hospedero se manifiesta con
una reducida replecion de la hembra, disminucién en la oviposicion, baja o nula
viabilidad de los huevos, entre otros factores.

Control biolégico

Algunos insectos como las hormigas de la especie Pheidole megacephala, el
acaro Anystis baccarum y algunas aves en Mexico tienen efecto depredeador
sobre la poblacion de garrapatas.

Modificacion del habitat

La composicion de la vegetacion en la zona tiene un efecto directo sobre la
vida de la garrapata adulta, huevos y larvas.

Praderas con alta vegetacion y arbustos proporcionan el habitat perfecto para
estos parasitos, mientras zonas con plantas como leguminosa tropical y
gramineas forrajeras atrapan, repelen y obstaculizan a la garrapatas, es por
ello el uso estratégico de éstas.

Vacunas

La vacuna “tickGard” utilizada en Australia contiene antigenos (Bm86) situados
en la superficie de las células del intestino de la garrapata B. microplus, al
administrarse esta vacuna, el animal genera anticuerpos, cuando la garrapata
ingiere la sangre del hospedero, los anticuerpos especificos producen la lisis de
las células de su intestino. En México la vacuna Gavac® contien el antigeno

recombinante de rBm86, la cual ha tenido una efectividad del 51 al 91%][4].



3.1.1.3.2 Control quimico

El método mas eficiente para el control de garrapatas es la utilizacion de
sustancias quimicas. El empleo de este método se puede aplicar considerando
la formulacién del producto.

Actualmente existen 6 grupos de productos que se emplean en México para el
control de estos parasitos y se pueden clasificar como Organofosforados,
Piretroides, Amidinas, Endectocidas, Fenilpirazolonas e Inhibidores del
desarrollo.

En la tabla 3 se resumen las caracteristicas de cada una de las sustancias

antes mencionadas:

Tabla 3. Principales sustancias para el control de garrapatas [4]
Producto Quimico Mecanismo de accion

Se caracterizan por inhibir la actividad
de la acetilcolinesterasa produciendo
Organofosforados un aumento de estimulos nerviosos de
los insectos. Ejemplos: Clorfenvinfos,
Clorpirifos.
Provocan un bloqueo de la actividad
motriz o bien por la produccion de
excitabilidad, incoordinacion de
Piretroides, movimientos, irritabilidad, paralisis,
letargo y muerte del insecto. Como
ejemplos se pueden mencionar la
Cipermetrina y la Deltametrina.
Son lactonas macrociclicas que
incrementan la liberacion del GABA

Endectocidas, del SN del insecto. Se presentan en
dos grupos importantes a)
Avermectinas que incluyen
avermectina, ivermectina y

doramectina, b) Milbemicinas que

incluye a la moxidectina[9]

Bloquean el paso de iones cloro a
Fenilpirazolonas través del sistema receptor GABA.

Ejemplo el Fipronil.

Inhiben las monoaminooxidasas. El
Amidinas producto de mayor uso es el Amitraz.

El fluazuron interfiere en la formacion
Inhibidores del desarrollo de la quitina.
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Actualmente los organofosforados, piretroides, amidas y lactonas macrociclicas
son los principales acaricidas utilizadas en México y los Estados Unidos para
controlar garrapatas. Dentro de estas principales lactonas macrociclicas
empleadas se encuentra la ivermectina que es altamente eficaz contra las
garrapatas que se encuentran en el hospedero, proporcionando una eficacia de
>99.9 %, y una disminucién en el nimero de garrapatas, indice de fecundidad y
masa de los huevos[10].
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3.1.1.4 lvermectina
La ivermectina es un Endectocida perteneciente al grupo de las avermectinas,

que fue sintetizado a partir de un fermentado de Streptomyces avermitilis, del
cual se obtiene un anillo lactona macrociclico que muestra efectos como
antibiotico, antinematodico y una marcada toxicidad contra los artropodos.

Esta avermectina ha mostrado un efecto satisfactorio tanto anti-garrapaticida

como ovarioestético (reduciendo la oviposicion de las hembras) [11, 12].

Tabla 4. Caracteristicas Fisicoquimicas de la iverm  ectina [13-15].

Component By, A= CH,GHg

Estructura quimica ComponentBy,  R=CHg

La ivermectina contiene 80% de 22-23 dihidroavermec tin
Blay 20% de 22-23 dihidro-avermectin B1b.

Nombre quimico 5-O- dimetil-22-23-dihidroavermectina Ala
Formula
condensada
CugH74014
22-

§3d|h|droavermect|naBl C47H7,014

22-23dihidro-avermectin
Blb

Peso molecular

22-23 dihidroavermectina | 875.1 g/mol
Bla

22-23 dihidro-avermectin | 861.1 g/mol

Blb
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Aspecto fisico Cristales incoloros

Solubilidad en agua 4 mg/L

Solubilidad Acetato de etilo, aceite de ricino, metanol, acetonitrilo,
(disolventes propilenglicol, etc.

organicos)

Punto fusion 157-159C

Toxicidad LD50 29.5 mg/kg (ratén, via oral). LD50 10 mg/kg (rata, via

oral). Los efectos adversos son dolor muscular o abdominal,
vértigo, fiebre, dolor de cabeza, sarlpullido y ritmo cardiaco

acelerado.
Unidn a proteinas 93%
t % de eliminacién 16- 28 horas en animales de pastoreo
Almacenamiento Conservar en lugares secos, protegidos de la luz y calor.

Temperatura de conservacion 0-30<C.

3.1.1.4.1 Farmacodinamia

El mecanismo de accion de la ivermectina involucra la potenciacion de los
efectos del acido y-amino butirico (GABA) tipo A, neurotransmisor encargado
de inhibir las respuestas motoras en los parasitos con lo que provoca su
inmovilizacion o pardlisis y finalmente la muerte, por otra parte se ve
involucrada la interaccion con canales glutamato-cloruro independientes de
GABA, incrementando la permeabilidad de la membrana celular de las
neuronas de parasito a los iones cloruro. Estos canales se asocian a la
subunidad o del receptor de glutamato (GIUCIR) que se encuentra en el
musculo de la faringe y en la musculatura somatica [16]. De esta manera la
Ivermectina causa bloqueo neuromuscular, resultando en pardlisis flacida y la
eventual muerte del parasito.

Ambos receptores, mediante los cuales actua la Ivermectina pertenecen a la

super familia de los receptores de tipo canal iGnico.
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En los humanos, GABA y glutamato no afectan las funciones motoras
periféricas, por lo cual la lvermectina paraliza selectivamente a invertebrados. La
Ivermectina es tolerada por mamiferos, ya que los receptores de glutamato y
GABA dependientes de canales de cloro estan localizados s6lo en el sistema
nervioso central (SNC), y el farmaco no puede cruzar la barrera
hematoencefélica (BHE). Su gran tamafio molecular y el alto grado de unién a
las proteinas del plasma limitan su paso hacia el SNC a través de la BHE. Esta
limitada distribucion hacia el SNC parece ser el factor mas importante en la

seguridad para el huésped mamifero vertebrado.

3.1.1.4.2 Farmacocinética para animales domeésticos

Los laboratorios que comercializan ivermectina han desarrollado varias
formulaciones que permiten la aplicacion por diferentes vias (subcutaneo, oral y
topica). La formula para via oral muestra menor biodisponibilidad; por via
intrarruminal se estima que el farmaco alcanza 40% de biodisponibilidad, pero
sus valores en plasma pueden durar de 7-14 dias, lo cual permite suponer que
a dosis bajas de 10-40 ug/kg/dia puede ser muy eficaz para el control de las
infestaciones por parasitos sensibles al medicamento. No se recomienda la via
intramuscular. Los procesos de absorcion manifiestan diferencias segun las
vias de aplicacion y las especies tratadas; por ejemplo: en el perro, después de
administrar el farmaco por via oral, se alcanza la Cpmax €n 4-6 h. En bovinos,
las ivermectinas se detectan en plasma después de 1h de haberlas aplicado y
hasta 30 dias después de la administracion de una dosis de 200 pg/kg por via
subcutanea (SC). Algunos preparados oleosos aplicados por via SC, llegan a
brindar concentraciones terapéuticas por 80-90 dias. Presenta una vida media
de 36 h. Si se administra por via IV, la vida media se reduce a 30 h. Por via IV,
la Tw, B en ovinos es de 40 h y en bovinos de 43 h; sin embargo, es de conocer
que en el ovino, cuando se administra por via intrarruminal, la vida media del
farmaco es hasta de 178 h. Los bolos de liberacién prolongada proveen dosis
eficaces inmediatamente después de administrados; a partir de ahi la dosis
terapéutica (12 mg/dia), se libera durante 135 dias aproximadamente. El
volumen de distribucion es muy alto: > 5.3 I/kg, con ligeras variantes en las
diferentes especies. Se distribuyen ampliamente en los tejidos y por lo general

se encuentran residuos en bilis, grasa, higado y menos en el cerebro
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La biotransformacion de la Ivermectina se lleva a cabo por procesos de
hidroxilacion dentro y fuera del sistema microsomal, incluso ruminal o intestinal.
El porcentaje de recuperaciéon de metabolitos en plasma puede ser de un
91.5%.

*Rutade

Absorcion administracicn
*Formulacion
(SC=0ral>Topica *Especie Animal

Sangre: extensa union a albumingy
lipoproteinas

Acumulacion en . . . s
DIStI’IbUCIDn Vasta extension

grasa

Higado i ., Limitada
¥ Biotransformacion

&

Grasa

Excrecion

*’”’!—)—){ﬂx\“ﬂ

Bilis

¥
Heces (aprox. 90%) Crina (aprox. 2%)

Figura 2. Farmacocinética de la ivermectina [17]

En cuanto a antihelminticos de gran importancia contra huevos y especies
maduras de Fasciola hepatica, se encuentra el closantel.
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3.1.1.5 Closantel

Es un antiparasitario salicilanilida descubierto por la farmacéutica Janssen en

1977. Este compuesto tiene propiedades antihelminticas y actividad

ectoparasitica, presentando las siguientes caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del closantel [18].
il o
o
Estructura quimica |
I Cl
H
ZH

3
oH

Nombre quimico

N-[5-Cloro-4-[(RS)-(4-clorofenil) cianometil-2-
metilfenil]-2-hidroxi-3,5-didobenzamida

Formula condensada

CZZH14C|2|2N202

Peso molecular

663 g/mol

Aspecto fisico

Polvo amarillo, ligeramente higroscépico

Solubilidad en agua

Muy poco soluble

Solubilidad
(disolventes

organicos)

Soluble en metanol y etanol

Punto fusion

215-235C
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3.1.1.5.1 Farmacodinamia

Los cambios a nivel ultraestructural son los primeros en manifestarse, siendo
los disturbios en la mitocondria los méas evidentes. Después de 2 h de haberse
administrado, el parasito queda paralizado y después de 8 h se alteran los
procesos de absorcion. En las siguientes 12-24 h, se manifiestan los dafos
méas marcados, donde se involucran los 6rganos sexuales del parasito. Como
otras salicilanilidas, el closantel ha demostrado ser un potente desacoplador de
electrones en la fosforilacion oxidativa de las mitocondrias con lo que se evita

que el parasito disponga de energia, causando la muerte del mismo.

3.1.1.5.2 Farmacocinética

Después de administrar closantel en bovinos y ovinos, se une fuertemente a la
albumina sérica y por ello, su prolongada estancia en el plasma le permite
mantener una vida media muy larga, lo que se traduce en efectos contra
parasitos que ingieren sangre normalmente, como Haemonchus contortus y
Fasciola hepatica.

Una vez introducido al organismo entra a torrente sanguineo y se une
altamente a proteinas plasmaticas. Los picos séricos se alcanzan entre 24 y 48
horas, con una vida media plasmatica de 15+ 3.7 dias. Aproximadamente el
90% del closantel se excreta sin cambios en las heces y la orina de los
bovidos.

Por via oral alcanza su Cpmax €n 40 h, en cambio, cuando se aplica por via
parenteral se logra en 1-2 dias. Su vida media puede ser hasta de 2-3 sem., la
biodisponibilidad cuando se administra por via oral es hasta del 50%. Se
metaboliza por reduccion menos del 2% y se elimina por las heces y por la
orina.

La mayor concentracién de closantel se encuentra en rifiébn y debido a que su
metabolismo es muy lento, el tiempo de retiro no debe ser menor de 40 dias;
por ejemplo en Ovinos se detectan residuos hasta 42 dias post-tratamiento y
en bovino hasta 56 dias después. No se recomienda administrarlo en vacas
lecheras [3, 18-20].
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3.1.1.6 Tratamientos novedosos contra garrapatas

El desarrollo de sistemas de liberacibn modificada ha cobrado una gran

importancia en la industria veterinaria para la administracion de antihelminticos,

antiparasitarios, insecticidas, ixodicidas y antimicrobianos. Buscando prevenir

los efectos adversos en el animal.

Dado los beneficios que trae consigo la liberacibn modificada, actualmente

existen gran cantidad de formas farmacéuticas, las cuales se mencionan a

continuacion:

Implantes subcutaneos a base de polimeros biodegradables o implantes
que liberan el farmaco en patrones pulsatiles de orden cero.
Microesferas y microcapsulas para inyeccion directa de un farmaco en el
sitio de accion.

Formulaciones “spot on” (pequefio volumen) en base oleosa que son
afadidas directamente a la piel y pueden liberar el farmaco durante un
mes.

-Matrices a base de silicona que contienen ivermectina en el nucleo.
Aretes y collares fabricados a base de plastico o PVC los cuales
contienen el pesticida impregnado ( Amidinas, Piretroides,
organofosforados, etc) y su eliminacion es paulatina y sostenida, a partir
del sitio de aplicacion alcanzan todo el cuerpo del animal.

Dispositivos orales donde se encuentran, los bolos intrarrumiales como
Spanbolet®.

Otros dispositivos orales actualmente usados son los sistemas
terapéuticos rumiales, éstos estan basados en la liberacion del farmaco
por medio de una diferencia significativa de presion osmdética, de tal
manera que por dicha variacion de presiones se ve modificada la
velocidad de liberacién del farmaco; este sistema provee la liberaciéon del
farmaco por poco mas de un afo en el rumen de las vacas y borregos.
Algunos productos que estan en el mercado son, Paractect Flex® Bolus,
Rumensin ABC®, Spanbolet®Il y Penacur SR® [4, 21-26].
Formulaciones inyectables de liberacién controlada a base de aceites
(aceite de ajonjoli, oleato de etilo) o con glicerol y/o propilenglicol con
una pequefia parte de agua. Su administracion puede ser de tipo

subcutaneo, intramuscular o intravenoso.
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Dentro de estas presentaciones comerciales se encuentran las siguientes que

por la duracion en el organismo del animal fueron seleccionados:

Laboratorio Presentacion Duracion
Baymec ® prolong Bayer Solucién inyectable 42 dias
19/100 mL
Dectiver® Premium La Pisa Solucién inyectable 100 dias

31.5 mg/ 100 mL

Ivomec® Gold Merial Solucién inyectable 75 dias
ivermectina 31.5 %

De esta forma, la elaboracion de sistemas de liberacion modificada como un
gel de formacidén in situ o la elaboraciébn de nanoparticulas de polimeros
biodegradables con ivermectina nos proporciona la ventaja de liberar el
principio activo de forma prolongada y en el caso de las nanoparticulas (Np)

evitar la respuesta inmune.

3.2 Sistemas de liberacién controlada

Generalidades

Los sistemas de liberacion controlada (SLC) son de los grandes avances del
presente siglo, los cuales han surgido como alternativa a las formas de
dosificacion convenciones (tabletas, jarabes, capsulas, etc.).

Los SLC son sistemas capaces de liberar al farmaco de manera controlada en el
tiempo y/o de manera dirigida a un sitio especifico del organismo, logrando
mantener niveles plasmaticos semejantes a los logrados con una infusién

intravenosa continua y durante un periodo de tiempo mas largo.

Algunos SLC son capaces de liberar al farmaco sélo cuando éste es necesario,

lo cual logra reducir los efectos adversos causados al paciente [27].

Muchas formulaciones basadas en éstos pueden incrementar la eficiencia de los
farmacos labiles, asi como permitir que el farmaco pase a través de las barreras
fisiologicas para llegar al sitio de accion, resistiendo al metabolismo y ataque

quimico. Los farmacos labiles, tales como los péptidos, proteinas y enzimas,
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que pueden perder su actividad por efecto del medio en el que se encuentran,
se ven protegidos, incrementando su actividad y al mismo tiempo minimizando

los efectos secundarios que pudiesen causar después de su administracion [14].

Por otro lado, las desventajas van ligadas a los efectos de toxicidad provocados
por el mal funcionamiento de los SLC, dentro de estas desventajas se pueden

mencionar principalmente tres:

» La pronta liberacién de toda la carga del activo, cantidades consideradas
para periodos largos y por ende, téxicas si son liberadas de forma

inmediata.

 La imposibilidad de retirar el sistema en caso de efectos adversos,

aunque no todos cumplen con tal comportamiento.

» El costo para manufactura de un SLC, el cual es en general mayor que el

de una forma farmacéutica convencional [27].

En base a la sofisticacion técnica del sistema de liberacién controlada de
farmacos se han clasificado de la siguiente manera:
1.-Sistemas de liberacion de farmacos de velocidad preprogramada.
En estos sistemas la entrega de moléculas de farmaco se realiza por sistemas
de liberacion preprogramados a un tipo de perfil especifico. Esto se logra
mediante el disefio, el cual controla la difusibn molecular del farmaco.
Utilizando frecuentemente las leyes de difusion de Fick.
En éstos sistemas se encuentran las siguientes clasificaciones:
- Sistemas de liberacion controlada de farmacos por permeacién de la
membrana polimérica
- Sistemas de liberacion controlada de farmacos por difusion de matriz
polimérica.
- Sistemas tipo hibridos (membrana/matriz) polimerica.
- Particion de microreservorios
2.-Sistemas de liberacion de farmacos con activacion modulada.
En éste grupo la liberacion del farmaco es activada por procesos fisicos,
qguimicos o bioquimicos y/o facilitada por una energia externa. Y éstos son
clasificados en base a la naturaleza del proceso aplicado o al tipo de energia

aplicada, encontrando las siguientes categorias:
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Medios Fisicos

Sistemas de liberacion de farmacos activados por:

Presién osmatica
Presion hidrodinamica
Presion de vapor
Fuerzas mecéanicas
Magnetismo
Sonoforesis
lontoforesis

Hidratacion

Medios Quimicos

Sistemas activados por:

pH
lones

Hidrélisis

Medios bioquimicos

Sistemas activados enzimaticamente

3.- Sistemas de liberacion de farmacos regulados por retroalimentacion.

La liberacion de las moléculas de farmaco es activada y regulada por un agente

bioquimico detectado por un sensor colocado dentro del SLC[28].
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3.2.1 Sistemas de liberacion controlada de farmacos via parenteral

Las formas de dosificacion parenteral con accién controlada son de gran
importancia médica y econOmica. Medicamente son de interés ya que al
mantener concentraciones terapéuticas por un largo periodo de tiempo reduce
el nimero de inyecciones al paciente, y econdmicamente al disminuir la
frecuencia y niumero de inyecciones, el costo de la terapia es menor.

Existen tres principales maneras de abordar la prolongacion de la
administracion parenteral:

Métodos farmacoldgicos

Incluyen la administracion intramuscular o subcutanea en vez de intravenosa,
la administracion simultanea de vasoconstrictores (adrenalina en anestésicos
locales, efedrina en soluciones de heparina, etc.).

Métodos quimicos

Estos métodos emplean el uso de sales, ésteres, y complejos del principio
activo con baja solubilidad.

Métodos fisicos

Incluyen la seleccion de vehiculos oleosos en vez de soluciones acuosas, la
adicion de macromoléculas que incrementan la viscosidad
(carboximetilcelulosa, tragacanto, etc,); la adicion de adsorbentes, uso de
suspensiones acuosas y oleosas, ademas de implantes, etc.

Las suspensiones, las micro y nano particulas, liposomas, geles, y emulsiones
representan formas importantes de liberacion de farmacos, por via oral y

parenteral [29].

3.2.2 Geles

La USP define a los geles como un sistema semisélido constituido de
suspensiones a base de pequefias particulas inorganicas o grandes particulas
organicas interpenetradas por un liquido. Cuando la masa del gel consiste en
una red de particulas pequefias, el gel es clasificado como un sistema de dos
fases o también llamado bifasico.

Geles de una sola fase consisten en macromoléculas organicas uniformemente
distribuidas a través de un liquido.

Los geles de una sola fase se describen como redes tridimensionales por
adicion de proteinas, polisacaridos y macromoléculas en un liquido apropiado.
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En aplicaciones farmacéuticas, agua y mezclas hidroalcoholicas son las mas
comunes.

Los geles farmacéuticos muchas veces son categorizados en base a su
microestructura, en base a lo anterior Flory sugiere la siguiente clasificacion:

1.- Redes de polimeros unidos covalentemente con estructuras completamente
desordenadas.

Preparados tipicamente con polimeros hidrofilicos, por ejemplo poliacrilamida
(PAAmM) y alcohol polivinilico (PVA).

2.-Redes de polimeros unidos fisicamente, desordenado predominantemente
pero conteniendo un lugar ordenado.

Estos geles son formados por polimeros organicos como proteinas y
polisacéaridos (gelatina y alginatos) y derivados de celulosa semisintéticos, sin
embargo polimeros sintéticos y hidrofilicos también se incluyen.

3.-Estructuras laminares ordenadas, incluyendo mesofases formadas por
arcillas inorganicas.

Para la elaboracion de estos geles se emplea bentonita, silicato de magnesio

alumino, hectorita y laponita[30].

3.2.2.1 Propiedades fisicas de los geles

Las propiedades fisicas de los geles son clasificadas en dos grupos:
Propiedades transicionales (incluyendo el punto de gelacion, retrogradacion y
sinéresis) y propiedades reoldgicas (incluyendo rigidez y resistencia a la
ruptura).

Propiedades transicionales

Punto de gel.- El punto de gel caracteriza a la transicion del estado liquido al
sélido, quimicamente se define como el punto donde aparecen las primeras
redes de polimeros.

Retrogradacion.- Es la reversion espontanea de una soluciéon de polimero en
gel.

Sinéresis.- Es el proceso donde el liquido es liberado espontaneamente de la

matriz del gel [30].

23



Propiedades reoldgicas
: ay : g i
La velocidad de corte “y= . es la medida de deformacion de un liquido

(flujo) mientras la viscosidad “n” es la resistencia al flujo. Claramente un gel
tiene propiedades (liquidas y soélidas) porque es un semisoélido, siendo por lo
tanto sustancias viscoelasticas. Los sdlidos ideales se deforman cuando se les
aplican tensiones, pero recuperan completamente su forma original al cesar la
tension, esta caracteristica se denomina elasticidad[30].

Los geles de polimeros son fuertes y elasticos. Cuando se someten a tensiones
de deslizamiento superiores a sus limites elasticos aparentes, tienden a
romperse o a desmenuzarse mas que a fluir. Solamente los geles que son
débiles por encontrarse cerca de su temperatura de gelificacion o por tener
bajo contenido de sdlidos, se licuan a soles y fluyen bajo el efecto de altas
tensiones de deslizamiento.

Clark y Ross-Murphy (1987), propusieron una subdivision de los geles fisicos
en “geles fuertes” o “verdaderos” y “geles débiles”, de acuerdo a las
propiedades de flujo que estos manifiesten y al comportamiento macroscopico
de los mismos, de esta manera.:.

1. Geles fuertes o verdaderos; aquellos que forman una estructura
macroscopica, estable mecanicamente y capaces de autosostenerse y
por lo tanto, no muestran flujo estacionario en la escala de tiempo de
medicion, y

2. Geles débiles; redes tridimensionales de caracter transitorio, en donde la
componente elastica es menos evidente y fluyen mas facilmente cuando

los esfuerzos aplicados son lo suficientemente grandes.
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3.2.2.2 Tipos de fluidos

La siguiente clasificacion se basa en la variacion de la viscosidad en funcién de
la velocidad de deformacion.

Fluido newtoniano. Es aquel cuya viscosidad permanece constante
independientemente de la magnitud de la velocidad de deformacion. La curva
de flujo es una linea recta con ordenada al origen igual a cero y pendiente igual
a la viscosidad del fluido.

Fluido no newtoniano. Es el fluido cuya viscosidad depende de la velocidad de
corte.

Fluido pseudoplastico. En este tipo de fluidos la viscosidad disminuye al
aumentar la velocidad de deformacion.

Fluido dilatante. Son aquellos cuya viscosidad se incrementa con el aumento
de la velocidad de deformacion.

Fluido tixotropico. Aquellos fluidos que manifiestan una disminucion continua de
su viscosidad con el tiempo durante la aplicaciéon de una fuerza de corte y la
recuperacion posterior de esta propiedad después de un tiempo en reposo.

La siguiente imagen (Fig. 3), muestra el comportamiento reologico de los

principales tipos de fluidos donde la pendiente corresponde a la viscosidad [30].

Fuerza de corte

w

\/elocidad de deformacion

Figura 3. Comportamiento reoldgico de los principales tipos de fluidos.
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3.2.2.3 Geles de formacion in situ

Las formulaciones poliméricas de formacion in situ son sistemas de liberacion
de farmacos que se comportan como un liquido antes de ser administrado en el
cuerpo, y una vez administrado al cuerpo, experimentan una gelacion in situ ,
formando un gel[31, 32].

Varios polimeros son usados para la elaboracion de geles de formacioén in situ,
incluyendo alginatos, xiloglucanos, pectinas, quitosan, acido polilactico (PLA),
acido polilactico glicolico (PLGA), polimetil acrilato (PMMA), acido
polimetacrilico (PMA) y polietilenglicol (PEG). La seleccion del disolvente como
agua, etanol, dimetilsulféxido, N- metil pirrolidona, etc; depende de la
solubilidad del polimero [33].

La gelacion puede verse afectada por alteraciones en el pH, en la fuerza ionica,
solvente o temperatura.

El higrogel formado por sulfuro de oxido de polietilieno (PEOS) depende
altamente de la temperatura para que el entrecruzamiento se lleve acabo. Por
lo que al inyectar este gel subcutdneamente, se coloca una almohadilla
caliente, para que la gelacion se lleve a cabo [34].

Otra alternativa la proporciona la mezcla de hidrazida-carboximetilcelulosa con
aldehido- dextran, el gel se forma in situ debido a la presencia de puentes de
hidrazona. Este gel con Anfotericina (AmB) proporciona una actividad anti
fungica, con un tiempo de liberacion in vitro de 11 dias [35].

En este trabajo se propone la formacion de geles in situ usando polietilenglicol
(PEG), acido polimetacrilico (PMA) y é&cido poliacrilico (PAA) como sistema
inyectable de liberacion de farmacos. Esto se debe a que la formacion se lleva
a cabo por difusion del disolvente [32].

A pHs bajos, la solubilidad acuosa del complejo entrecruzado es minima, pero
una solucion viscosa clara se obtiene cuando se afiade etanol. Cuando esta
solucion que contiene un farmaco se inyecta en el entorno fisiolégico, la
gelificacion se inicia por una membrana formada alrededor del liquido inyectado
causada por difusion del etanol y la infusion de fluidos. Conforme el tiempo
avanza el complejo se disocia, liberando los farmacos contenidos en él. Estos
polimeros son excretados renalmente debido a su bajo peso molecular [32]. El

entrecruzamiento entre las cadenas de polimeros lineales como PAA/PMA y
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PEG puede deberse a la mutua atraccion entre las unidades repetitivas [36,

37).

La adicion de alcohol causa la expansion de los dominios debido a la repulsion

electrostatica entre los grupos carboxilos cargados, que finalmente llevan a la

disociacion del complejo [38].

En la Figura 4 se observa un esquema de la formacion del gel in situ.
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Figura 4. Formacion del Gel, el etanol difunde hacia afuera y es reemplazado por el agua. Los

polimeros disueltos son eliminados por excrecion renal[32].
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3.2.3. Nanoparticulas

Generalidades

Las Nanoparticulas (NP) son pequefias particulas coloidales hechas de
polimeros biodegradables y/o no biodegradables o a base de lipidos. Algunos
de estos polimeros son: el acido polilactico (PLA), acido poliglicolico (PGA), y
su copolimero, el acido polilactico-glicélico (PLGA), los poliacrilatos y
policaprolactonas. En el caso de polimeros biodegradables como PLA y PGA
se hidrolizan en el cuerpo, formando metabolitos como el &cido lactico y el
acido glicdlico, los cuales son eventualmente eliminados por el ciclo del acido
citrico. La toxicidad de estos polimeros ha sido evaluada en animales, y los
resultados han sido diversos, pero algunos han resultado ser muy poco
dafinos, tal es asi que muchos de estos polimeros han sido utilizados como
materiales para la elaboracion de 6rganos artificiales [39, 40].

El tamafio de las nanoparticulas oscilan entre 10 y 999 nm. Dentro de los
principales grupos de nanoparticulas se tienen a las Nanoesferas (NE) y a las
Nanocapsulas (NC). En las primeras se tiene un sistema matricial en donde el
farmaco se encuentra distribuido uniformemente. Mientras que en las NC son
sistemas reservorios compuestos de una membrana polimérica que recubre un

centro oleoso (Fig. 5) [41].

Red de
Membrana polimero
Farmaco
Aceite Farmaco
(2) ()

Figura 5. (a) Microcapsulas. (b) Microesferas [42]

3.2.3.1 Métodos de elaboraciéon

3.2.3.1.1 Polimerizacién interfacial
Como su nombre lo describe involucra una reaccién de polimerizacion que
ocurre en la interfase entre los nanoglébulos de aceite que contiene el farmaco

y una fase acuosa[43, 44].
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3.2.3.1.2 “Salting-out”

Este método se basa en la separacion de un disolvente miscible con agua de
una disolucién acuosa mediante efecto de salting-out. La emulsion obtenida
mediante el salting- out es aceite en agua (o/w). La fase oleosa de la emulsion
estd compuesta por el polimero, el activo y el disolvente, y la fase acuosa
contiene un electrolito y un estabilizante coloidal. Posteriormente, se agrega
agua hasta tener un volumen suficiente en el cual se permita la difusién del

disolvente a la fase acuosa y se formen las nanoparticulas[14].

3.2.3.1.3 Desplazamiento del disolvente

En dicho proceso, el polimero se disuelve en un disolvente organico que se
evapore facilmente y que sea miscible en agua. Una solucion de farmaco en el
mismo disolvente se adiciona a la solucién del polimero, y una vez obtenida la
mezcla se agrega agua conteniendo un estabilizante. La suspension obtenida
debe ser concentrada, evaporando el disolvente organico, y el agua residual

debe eliminarse bajo presion reducida[14].

3.2.3.1.4 Emulsién evaporacion

El polimero y el farmaco se disuelven en un disolvente organico que sea
inmiscible en agua (Ej. Cloroformo o diclorometano), esta fase se emulsifica
con agitacion en una fase acuosa que contiene tensoactivos necesarios para
estabilizar la emulsion formada. Esta emulsion se somete a la accion de un
homogenizador o ultrasonido con el objetivo de reducir el tamafio de la gota. El
disolvente es eliminado con calor y vacio, la remocion del disolvente genera la

formacion de nanoesferas.

3.2.3.1.5 Microemulsién por fusion

Se entiende por microemulsién un sistema de dos fases, compuesto por una
fase interna y una fase externa donde el tamafio es menor a 1uym. Estas se
obtienen por agitacion constante a 60-70° C hasta obtener una mezcla
Opticamente transparente, que normalmente estd compuesta por un acido
graso de punto de fusion bajo, un tensoactivo, un cotensoactivo y agua. La
microemulsion caliente se dispersa en agua fria (2-3° C) bajo agitacion. El
volumen de agua fria que debe agregarse a la microemulsion caliente debe ser

de 25 a 50 veces mayor. Es importante considerar que esta técnica es
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recomendada para obtener nanoparticulas sélidas lipidicas, ya que el punto de
fusidon de los acidos grasos es menor que el de los polimeros sintéticos, pero
en algunos casos resulta ser una buena opcion aplicarla para polimeros con
bajo punto de fusién y que tengan la capacidad de disolver al farmaco en
cuestion [14, 45].

3.2.3.1.6 Emulsién — difusion

Una emulsidn se caracteriza por ser un sistema disperso aceite en agua o agua
en aceite. En el siguiente esquema (Fig. 6) se puede observar que en la
emulsion agua en aceite las partes hidrofiilicas de las moléculas estan
orientadas hacia la fase acuosa mientras que las hidr6fobas se encuentran en
direccidon a la fase externa, mientras en la emulsion aceite en agua sucede lo
contrario.

Las emulsiones se pueden clasificar en tres grandes grupos:

I.- Emulsiones aceite en agua (O/W), en éstas el aceite es disuelto en micelas
en una fase acuosa continua.

Il.-Emulsiones agua en aceite (W/O), la fase acuosa esta disuelta dentro de
micelas en la fase oleosa (Fig. 6).

[ll.-En este tipo de Emulsiones la fase acuosa y oleosa estan en equilibrio con
una tercera fase rica en tensoactivo comunmente llamada fase media. Se

conocen como estructuras bicontinuas [46].
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Figura 6. Representaciones de emulsiones (A).- W/O y (b).- O/W

Los diagramas ternarios, o de Gibbs, se describen como la representacion
grafica del comportamiento de una propiedad caracteristica de una mezcla de
tres componentes (Fig.7), donde se indica la proporcion especifica de cada

componente en un punto determinado de composicion y temperatura.

Tensoactivo

OW Gotas Y W0 Gotas
emulsion i \ emulsion

/
! \\
/ 1Y L !
i S0
~_ — o T
- Fa
Micelas
; reversas

26 ‘\k\
Aceite

Figura 7. Representacion de un hipotético diagrama de fases pseudo ternario de un aceite /

tensoactivo/ agua.
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Esta representacion grafica (Fig. 8) es un esquema triangular donde cada
vértice representa a un componente puro o mezcla. La escala que recorre cada
una de las caras del triangulo indica la relacion fraccionada entre los
componentes del correspondiente sistema binario, en cualquier punto dentro
del area del diagrama se define la proporcion de cada componente en el
sistema ternario (A-B-C) [46].

1.0 100% A

100% B 1.00 0% A

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0% C Componente C 100% C

Figura 8. Diagrama de Gibbs
La formacién de nanoparticulas por el método de emulsién-difusion se inicia
con la formacion de una emulsion aceite/agua entre un disolvente parcialmente
soluble en el agua (en este disolvente se encuentran disueltos el polimero y el
farmaco) y una fase acuosa saturada del disolvente que puede contener uno o
varios estabilizantes. La adicion de agua a la emulsion provoca rompimiento del
equilibrio y la salida del disolvente a la fase continua, provocando la agregacion
del polimero sobre el aceite en forma de nanocapsula [47-52].
Influencia de la Hidrofobicidad del polimero
La emulsificacion de soluciones organicas de polimeros como policaprolactona
(PCL), acido polilactico-glicolico (PLGA) o polimetil metacrilatos de amonio
(Eudragit) en soluciones acuosas seguidas de la evaporacion de los solventes
es el método mas comun de sintesis para nanoparticulas.
El paso crucial en este método es la emulsidon, la actividad interfacial de
polimeros hidrofobicos en los limites agua/aceite y la viscosidad de soluciones
organicas de estos polimeros afectan el tamafio de las gotas de la emulsién y
en consecuencia el tamafio, resultando micro y nano particulas después de la

evaporacion del disolvente.
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El tamafio nano es muy importante porque es el parametro responsable de
distribucion de farmaco, absorcion y actividad biolégica después de la
administracion.

El efecto de la estructura molecular de los polimeros hidrofobos y su actividad
en la interfase de cloruro de metileno/agua, asi como el tamafo de las
nanoparticulas obtenidas por la técnica de emulsidn-evaporacion, fue estudiada
por Chernysheva, et al. Proporcionando la siguiente informacion:

La tension interfacial es de importancia primordial con respecto a la viscosidad.
Los polimeros Eudragit, que exhiben la tension interfacial mas baja, rinden
particulas mas pequefias.

La baja tension interfacial obtenida con polimeros de Eudragit puede explicarse
con la ionizacion de los grupos hidrofilicos de amonio cuaternario, que pueden
ser hidratados. La desorcion de estos grupos hidrofilicos en la solucion de
cloruro de metileno implica una disminucion en entalpia y el polimero es
adsorbido irreversiblemente en la interfase aceite/agua.

Por otra parte los polimeros PLGA, PCL no tienen grupos hidrofilos ionizables
por lo que no hay descenso en la tension interfacial [53].

Por otra parte, Quintanar et al, nos indica que el tamafio de particula es
influenciado por la concentracion de polimeros, velocidad de agitacion y
concentracion del tensoactivo. Otras variables como la viscosidad, pH de la
fase externa, relacion fase externa/interna tienen un efecto limitado en el
tamafio de las nanoparticulas [48].

Influencia de la concentracién de polimero

La concentracion de polimero también fue estudiada por Hye-Young Kwon et
al, quienes mantuvieron la concentracion del estabilizante, PVA, al 2.5 (m/V%)
y variaron la concentraciones de PLGA, la informacion que proporciona es que
a mayores concentraciones de polimero el tamafio de particula es mayor.
Debido a que la concentracion del polimero en la fase interna es un factor
crucial en el incremento del tamafio de particula; por otra parte al incrementar
la concentracion del polimero se incrementa la viscosidad de la solucidn
organica, la alta viscosidad obstaculiza el corte y por lo tanto se ve
influenciado el tamafio de la nanoparticula [54].
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Influencia de la fase orgénica

La naturaleza de la fase organica afecta al tamafio final de las nanoparticulas.
Esto fue demostrado por Choi et al, al utilizar acetato de etilo y metil-etil-cetona
se obtuvo un tamafio de 120nm y 125 nm respectivamente. Las nanoparticulas
de tamafio mayor de 260 nm se obtuvieron con alcohol bencilico.
Probablemente estos resultados se deben a la polaridad del disolvente
organico. Estos experimentos se llevaron a cabo con una concentracion
constante de PLGA DE 2 % (W/V) [55].

Influencia de la fase acuosa

El porcentaje de agua adicionado para permitir la difusion del disolvente fue
estudiado por Kwon et al. Este encontré que no hay diferencia considerable al
adicionar diferentes porcentajes. Cuando se trabajé con bromuro de dimetil
didodecil amonio (DMAB) el tamafio medio fue de 76 — 78 nm a 0.03 mL/s, al
comparar con PVA este fue de 220 nm y 204 nm en 0.03 mL /sy 16 mL/s
respectivamente[55], lo cual significa que el sistema trabajado a esas
condiciones no se ve afectado por le volumen de agua para la difusion del
disolvente [55].

Influencia del estabilizante

En el método de emulsion-difusion la estabilizacion de las gotas después del
proceso de difusién previene la coalescencia y la formacion de aglomerados. Al
formarse la interfase la manera de disminuir la energia del sistema y prevenir la
coalescencia es el uso de estabilizadores.

Varios estabilizadores son seleccionados en base a su proposito farmacéutico,
ejemplo de ello es el tween 80, gelatina, dextran (PM 6000), pluronic L-63 y
PVA. Los tensoactivos cerca de la concentracion micelar critica (CMC) forman
micelas. En sistemas de tensoactivos no idnicos la particula es estabilizada por
efecto estérico, pero en sistemas de tensoactivos ionicos la particula no solo es

estabilizada por efecto estérico sino también por repulsion electrostatica.
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En el trabajo de Hye-Young Kwon et al, se comparé el uso de PVA y bromuro
de dimetil didodecil amonio (DMAB). El valor de HLB (balance lipofilico
hidrofilico) utilizado para la emulsién fue de un intervalo de 18 a 20. Para
explicar la diferencia entre el PVA y DMAB midieron la CMC vy la solubilizacion
del pireno. Los resultados indican que con DMAB se obtiene un menor tamario
de particula, la solubilizacion del pireno es més alta y que la CMC se obtiene a
un valor menor con respecto al PVA. Esto significa que el DMAB forma
agregados a baja concentraciones con respecto al PVA [54].

Otro ejemplo de la influencia del estabilizante fue estudiada por Kwon et al. El
tamafio medio de las nanoparticulas fue de 76 nm para una concentracion de
2% (w / v) de DMAB. EIl tamafio promedio utilizando PVA fue de 210 nm para el
5% (w / v). Cuando la concentracion del DMAB se aumento de 2 a 4% (w / V),
se observo una ligera disminucion en el tamafio de la nanoesfera (de 80 nm a
75 nm). La disminucién del tamafio de las nanoparticulas formadas con DMAB
se atribuye a la reduccién de la tensién superficial comparada con la del PVA,
22 dina/cm al 0.01% (w/v) para DMAB y 37 dina/cm al 1% (w/v) para PVA.[55]
Influencia de la temperatura

La temperatura del agua y su efecto en la elaboracion de nanoparticulas
también fue estudiado por Hye-Young Kwon et al.

La difusidbn es otro importante factor que influye en el tamafio de particula:

Stokes-Einstein propusieron el coeficiente de difusion de la siguiente manera:

kT
6prng

DAB

Donde Dag (cm? s es el coeficiente de difusion, k (=1.380 x 103JK™?) es la
constante de Boltzman, T (K) es la temperatura en Kelvin, r es el radio
hidrodinamico y n es la viscosidad de la fase continua.

El coeficiente de difusion es proporcional a la temperatura del sistema y el
efecto de la fase continua es inverso. El tamafio de particula de PLGA
disminuy6 al aumentar la temperatura del agua adicionada. Debido a que la
temperatura promueve la difusion, el tamafo de la particula disminuye. Esto
significa que la rapida evaporacion del solvente favorece la precipitacion del
polimero, formando asi la nanoparticula [54].
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3.2.3.2 Caracterizacion de Nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas por cualquier de los
métodos anteriores es necesaria para controlar la calidad y homogeneidad de
éstas. Dentro de las principales pruebas que se le hacen a las nanoparticulas

se encuentran:

3.2.3.2.1 Tamafo de Particula

Esta técnica se realiza por medio de PCS (Espectroscopia de correlacion de
fotones) o LD (Difraccion laser). En el primer caso la evaluacion de la
fluctuacién de la intensidad de la dispersion de la luz estd dada por el
movimiento de las particulas. En el caso de LD se fundamenta en el &ngulo de
difraccion de la luz originado por las particulas.

Este parametro es importante conocerlo porque del mismo depende el
reconocimiento o0 no por el sistema inmunoldgico, ademas de que influye
fuertemente sobre el proceso de liberacion y sirve como modo de control de

calidad.

3.2.3.2.2 Potencial Zeta ( ¢)

El potencial zeta es una medida que indica cambios en el potencial de la
superficie y en las fuerzas de repulsion de los coloides. Esta medicion se basa
en la movilidad electroforética. Por otra parte, si la carga en la superficie es alta
(mayor a +30 o menor a -30), se producen fuerzas electrostaticas de repulsion,
manteniendo a las particulas dispersas, si la carga es baja, el coloide tiende a

la aglomeracién y al sedimento [56].

3.2.3.2.3 Morfologia

Para la determinacion de la morfologia se hace uso de la Microscopia
electronica que emplea un haz de electrones que incide sobre la muestra. Este
bombardeo de electrones provoca la aparicion de diferentes sefiales captadas
con detectores pudiéndose proporcionar la naturaleza de la muestra, asi como

su tamafio y forma [13].
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3.2.3.2.4. Comportamiento térmico

En esta técnica se mide la diferencia del flujo de calor entre la muestra y la
referencia cuando ambas se someten a un programa de temperatura en una
atmosfera controlada. La informacién que proporciona este tipo de analisis
incluye: la cristalinidad de la muestra, asi como algunas caracteristicas de
interaccién farmaco-excipiente (por ejemplo en nanoparticulas) y se puede
presentar la desaparicion, disminucion y corrimiento de picos de fusion u otros

procesos dependientes de la temperatura [13].

3.2.2.2.5 Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas tienen
frecuencias a las cuales rotan y vibran, es decir, los movimientos de rotacion y
vibracion moleculares tienen niveles de energia discretos. Practicamente todos
los compuestos moleculares pueden manifestar una serie de bandas de
absorcion, cada banda corresponde con un movimiento de vibraciéon de un
enlace en concreto dentro de la molécula: el conjunto constituye la huella
dactilar del compuesto[13].

En una mezcla, esta técnica puede dar cierta informacion sobre la relacion

entre moléculas de diferente naturaleza.

3.2.3.2.6 Espectroscopia RMN (Resonancia Magnética  Nuclear)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica
empleada principalmente en la elucidacién de estructuras moleculares, aunque
también se puede emplear con fines cuantitativos. Se basa en las propiedades
mecanico-cuanticas de los nucleos atomicos.

Esta técnica nos permite identificar picos caracteristicos de los compuestos de

interés y saber si se encuentran presentes en las nanoparticulas.
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IV.-Objetivos

Objetivo General
Obtener, caracterizar y evaluar las nanoparticulas (Np) de PLGA- ivermectina, y el

Gel de PEG 6000- Acido metacrilico / ivermectina y closantel.

Objetivos Particulares
1.- Realizar el diagrama ternario para la eleccién de la emulsion a usar.
s Emplear la técnica de emulsion-difusion para la formacion de
nanoparticulas de PLGA-ivermectina
% Caracterizar el sistema nanométrico mediante técnicas analiticas.
2.-Elaborar un Gel de PEG 6000- Acido metacrilico/copolimero etil acrilato.
+ Estudiar la reologia del gel obtenido.
3.- Estudiar la eficacia de los sistemas de liberacion modificada elaborados Np y

gel in vivo.
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V.- Metodologia

5.1.- Materiales
Nanoparticulas

El &cido polilactico-glicolico (PLGA 50:50 PM 40000-75000), usado como polimero
envolvente; el aceite de castor (triglicérido compuesto en su mayoria por el acido
graso ricinoleico ( C18, ) empleado para la formacion del nicleo oleoso; Monoleato
de sorbitan (20) polietoxilado (Tween 80) empleado como tensoactivo no iénico y
emulsificador fueron comprados de Sigma-Aldrich. EI Acetato de etilo (PM 88.1),
grado analitico usado como disolvente parcialmente miscible en agua, fue
adquirido de Baker Analyzed, México. La Ivermectina (lote 20030404) usada como
principio activo fue donada por Laboratorios Aranda. El agua desionizada se

obtuvo usando el sistema Nanopure Diamond, Barnsted.

Geles

Acido metacrilico / copolimero etil acrilato utilizado para formar el gel con
Polietilenglicol 6000 (PM 5000-7000, Fluka Chemika, Eur). Alcohol etilico absoluto
(PM 46.0, Tecnologia Industrial Analitica) grado reactivo, Agua desionizada
usando el sistema Nanopure Diamond, Barnsted, empleados para la mezcla

hidroalcohdlica , lvermectina y Closantel s6dico como principios activos.

5.2. Elaboracion de diagramas de fase

A 20 mL de la fase organica, acetato de etilo, se adicionan 0.35 mL de aceite de
ricino (98:2 v/v).

Posteriormente, se toman 2 mL de esta mezcla y se adicionan 0.5 mL de Tween
80, a esta mezcla se le va adicionando agua en voliumenes de 0.5 mL, dejando
agitar 5 minutos y reposando el mismo tiempo, hasta llegar al 50 % de agua, a
partir de este punto se adicion6 el agua de 1 mL en 1 mL hasta llegar
aproximadamente al 80% de agua.

El procedimiento anterior se realiz6 en un bafio NeslabRTE7® (Termo Electron

Corporation) a 25°C, con agitacion a 300 rpm.
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Este mismo procedimiento se repiti6 con las siguientes variantes Tween 80
(0.4mL) y 3 mL de mezcla (acetato de etilo/aceite de ricino), en ambos casos se
realiz6 por duplicado.

5.3. Determinacion del punto de inversion por la técnica de tamafio de
glébulo

Para realizar la determinacion del punto de inversion de la emulsion W/O a O/W
se seleccionaron puntos con caracteristicas deseadas (con porcentajes de tween
menores al 5 %) y se procedié a medir tamafio de particula, posteriormente se
realizé el grafico de tamafio de particula vs % de agua.

Se observé el punto de inflexion y las condiciones del mismo, el punto
seleccionado que se caracterizO por asegurar que era o/w y tener la mayor
cantidad de aceite y la menor de agua sirvi6 como sistema para la incorporacion

del polimero y farmaco para la elaboracién de nanoparticulas.

5.4.- Fabricacién de nanoparticulas

5.4.1. Nanoparticulas de PLGA

Elaboracion de la emulsion

Fase organica

A 20 mL de acetato de etilo se adicionaron 0.350 mL de aceite de ricino, se
mezclaron y se incorporaron 30 mg de ivermectina y 150 mg de PLGA, se dej6é en
agitacion lenta hasta observar la solubilizacion de estos ultimos.

Fase acuosa

A 38 mL de agua se adicionan 2.68 mL de Tween 80, y se deja en agitacion hasta
su completa incorporacion.

Obtencion de nanoparticulas

Se adiciona gota a gota la fase acuosa a la fase organica, manteniendo una
agitacion de 300 rpm por 10 min. Una vez finalizada la incorporacién de la fase
acuosa, homogenizar con ultraturrax a 10000 rpm 10 min. Posteriormente se
adiciona un volumen de 100 mL de agua y se agita a 6000 rpm durante un minuto.
El disolvente se evapora a una temperatura de 55°C por 15 minutos y se mantiene

en agitacion hasta la completa eliminacion del acetato de etilo.
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5.4.2. Nanoparticulas de PLA

A 20 mL de acetato de etilo se adicionaron 0.35 mL de aceite de ricino, 60 mg de
farmaco, 300 mg de &cido polilactico (PLA). A un volumen de 40 mL de agua se
adicionaron 1.5 mL de mezcla de tensoactivos o 0.96 g de Pluronic F-127,
después se adiciona esta Ultima fase a la fase organica lentamente (gota a gota),
se mantiene en agitacion por 10 min, a una velocidad de 10000 rpm con el Ultra
turrax T18. Posteriormente se adiciona un volumen de 100 mL de agua, se agita
por un minuto a una velocidad de 6000 rpm (Ultra turrax) y se elimina el
disolvente, a una temperatura de 55 °C por un lapso de 15 min y posteriormente

se mantiene en agitacion por 20 min, a temperatura ambiente.

5.4.3.- Caracterizacion de nanoparticulas

Andlisis de tamafio de particula

El promedio del tamafio de particula e indice de polidispersidad fue determinado
usando un Nanosizer (nano ZS ZEN 3600)® (Malvern Instruments, USA), las
medidas se realizaron por triplicado. El fundamento de este analisis se basa en la
interaccidon entre las particulas y el haz luminoso, provocando una difraccion que
produce patrones de intensidad de luz que son proporcionales al tamafo de la
particula provocando dispersion.

Determinacion de Potencial Zeta
El potencial zeta de la suspension de nanoparticulas fue medido con un

Zetasizer® (Malvern Instruments, USA),. Las mediciones se realizaron a 25°C por

triplicado.

Lavado de las nanoparticulas

Para la eliminacion del Tween 80 el volumen total de la formulacion se sometio a
una velocidad de centrifugacion de 30000 rpm utilizando la ultra centrifuga
Beckman L7® por 30 min a una temperatura de 4 C, posteriormente se separo el

sobrenadante y el boton se resuspendié con el volumen de agua igual al inicial.
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Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Se corrieron muestras individuales de PLGA 50:50, ivermectina y las Np obtenidas
del sistema nanoparticulado El equipo es marca Shimadzu DSC-60, calibrado con
estandar de indio.

El comportamiento térmico fue estudiado por el calentamiento de
aproximadamente 4.0 mg de cada muestra en celdas de aluminio, bajo una
atmosfera de nitrdgeno con un flujo de 30- 40 mL /min.

Teniendo en cuenta el punto de fusién del polimero e ivermectina, el intervalo de
temperatura utilizado fue entre 25 y 300 °C con una velocidad de calentamiento de
5°C/min.

5.4.4 Concentracién de Nanoparticulas

La nanoparticulas se concentraron por:

a) Filtro tangencial

El filtro tangencial utilizado fue un Labscale TFF system (Millipore), con una
membrana de tamafo de poro de 200 nm, el cual fue lavado con NaOH 0.1M. Esta
filtracion se realiza sobre una membrana de forma que el liquido a filtrar discurra
tangencialmente a la superficie filtrante y no solo perpendicularmente, de tal forma
solo una fraccion atraviesa la membrana.

b) Liofilizacién

Para poder eliminar el excedente de agua por congelacion y posterior sublimacién
del hielo en condiciones de vacio se utilizé la Liofilizadora Labconco (Triad™), la
temperatura de precongelado fue de -75°C, y las condiciones de liofilizacion
fueron, tanto para desecacion primaria como secundaria, de -20°C, a un vacio de
0.040 mBar.

c) Centrifugacion

Para poder obtener el sedimento de la solucién se empled la ultra centrifuga
Beckman L7® a 30000 rpm, obteniéndose un sedimento constante después de 45

minutos.
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5.5. Elaboracion del Gel

Se realiz6 una mezcla hidroalcoholica para lograr disolver la ivermectina y
mantener el closantel en una suspension estable. A 10 mL de esta mezcla se
agrega 1 mL de una suspension de acido metacrilico/copolimero etil acrilato al
10% w/v y 2 mL de PEG 6000 al 20% w/v, se agita hasta la disolucion completa y
se observa una solucion transparente, posteriormente se agregan la Ivermectina y

el Closantel.

5.5.1 Caracterizacion del gel

Las reologia del gel se llevo a cabo empleando un Red6metro AR2000 de esfuerzo
controlado, equipado con una geometria de cono y plato con 1° y 60 mm de
didmetro para las condiciones de estudio. Todas las pruebas se realizaron al
menos por duplicado, y a 25y 37 °C. Las pruebas reométricas fueron analizadas
tanto en flujo de cizalla simple en una ventana de 1 a 300 1/s, como en flujo de
cizalla oscilatoria a una ventana de deformacién de 1 a 250 rad/s, en estas
pruebas previamente se determind la region de viscoelasticidad lineal (<20%) para
cada una de las condiciones estudiadas. En las pruebas de cizalla oscilatoria de
pequefia amplitud de deformacion se siguié la evolucién de los moédulos G' (de
almacenamiento) y G"(viscoso), estos andlisis proporcionan la respuesta del

material sin romper las estructura del mismo.
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VI.- Resultados y discusion

6.1. Diagramas de fase

Se realiz6 el diagrama de fase ternario para conocer las posibles microestructuras
de los sistemas dispersos que pueden fungir como horma para elaborar las
nanoparticulas. Se eligi6 como disolvente del farmaco y del polimero una mezcla
al 98:2 v/v acetato de etilo/aceite de ricino y como estabilizante el tween 80,
basado en solubilidad y toxicidad de los componentes.

A continuacién se muestra el diagrama de fases obtenido (Fig. 9)

\ 0.25
// \ u /
"
¢ 8
P ,
¥ ¥ YA , > 0.00
0.50 0.75 1.00

Acetato de etilo/Ricino

Figura 9. Diagrama de Fases obtenido de la mezcla (acetato de etilo aceite de ricino, agua, y tween
80 V/V). Linea superior correspondiente a la composicion inicial de 0.5 mL de tween 80 y mezcla

organica 2 mL, linea inferior corresponde a 0.4 mL de tween 80 y 3mL de mezcla organica.

El diagrama muestra la existencia de una fase L1, emulsién aceite en agua y una
fase L2, emulsidbn agua en aceite. La fase L2 aparece en la region con menor

cantidad de agua en el sistema (®y o) y se invierte al ir haciendo la titulacién (- y

W
).
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Al aumentar la cantidad de tensoactivos se favorece la formacion de emulsiones
o/w (L1), ya que es conocido que los agentes de superficie con altos HLB, mayor
afinidad por el agua, tienden a formar mas facilmente sistemas con la fase externa

acuosa (ley de Bancroft).

En el area seleccionada el sistema se comporta como una emulsion uniforme y
estable (sin separacion de fases). Por otra parte se puede ver que se tiene bajas
cantidades de la mezcla organica y un alto volumen de agua, por lo que
probablemente indicaria una emulsién tipo o/w, para corroborarlo se procede a

medir el tamafio de particula para determinar el punto de inversién de fase.

6.2. Tamafo de glébulo

Para llevar a cabo el estudio de inversion de fases se procedi6 a la técnica de
tamafio de particula. Esta consiste en realizar medidas del diametro hidrodinamico
de los glébulos en las diferentes composiciones a lo largo de las lineas estudiadas
en el diagrama de fases. El tamafio ira aumentando al realizar la titulacién con
agua, hasta llegar a un punto de inflexiébn que nos indicara el cambio de fases, es

decir la fase interna pasa a ser fase externa.

A continuacion se muestran las graficas obtenidas para este estudio (Figura 10 y
Figura 11).
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Figura 10. Efecto de la cantidad de agua sobre el tamafio de los glébulos de la emulsion para el
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Figura 11. Efecto de la cantidad de agua sobre el tamafio de los glébulos de la emulsién para el

sistema con 0.5 mL de tween 80.

En la figura 10, se observa que el cambio se da a partir de 57.5% de agua;

mientras que en la figura 11 dicho cambio ocurre a 68.8%. Es evidente que en el

segundo caso el tamafio de goticula es inferior que el primero, lo que se justifica

por la mayor cantidad de Tween 80 en relacion con la fase interna (fase oleosa),

pudiendo de esta modo generar un sistema mas estable ante la sedimentacion,

generando glébulos de menor tamafio (ley de Stokes).
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Considerando que la horma debe ser o/w para cobijar en la fase interna tanto el
polimero como el farmaco, es necesario elegir la composicion de menor tamafio y
mayor cantidad de fase oleosa; para lograr incluir la mayor cantidad posible de
polimero y principio activo. Asi, se eligieron dos composiciones para iniciar la
elaboracion de las nanoparticulas: 62.2 agua: 33.3 fase organica/4.4 tween 80 y
79.2 agua: 16.7 mezcla organica/4.2 tween 80. Para comprobar que nuestro
sistema soporta 60 mg de ivermectina (dosis aproximado para un animal de 250
kg) se realizaron las pruebas de solubilidad del PLGA 50:50 y de la ivermectina en
los sistemas seleccionados; de manera individual y como mezcla. Los resultados
mostraron que el sistema tiene la capacidad de soportar en disolucién 200 mg de
polimero y 900 mg de ivermectina en 3mL de la mezcla oleosa (acetato etilo/
aceite de ricino 98:2)) de forma individual.

Con los datos anteriormente recabados se lleva a cabo la formacion del sistema
de talla nanométrica, finalmente se trabajaron con las siguientes cantidades (Tabla
6):

Tabla 6. Formulacion final para Np de PLGA

Formulacion
Componente Cantidad
Ivermectina 60 mg
PLGA 50:50 300 mg
Aceite de ricino 0.350 mL
Acetato de etilo 20 mL
Tween 80 2.76 mL
Agua 37 mL

Para obtener el mejor sistema de trabajo se realiz6 la formulacion segun la
metodologia sefialada anteriormente (ver Fabricacion de Np de PLGA) pero
variando el calentamiento para la evaporacion del disolvente, con el objetivo de
observar si la temperatura afecta al sistema, las temperaturas fueron 55°C y/o
25°C por 15 y 60 minutos y posteriormente se deja en agitacién por 12 horas mas
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a temperatura ambiente. Al terminar este periodo de tiempo, las formulaciones a
25°C presentaban precipitados de polimeros, posiblemente debido a que la
eliminacion del disolvente fue mas lenta provocando un tiempo de contacto mayor
del polimero con el agua, en los sistemas a 55 °C se observa ausencia de solidos.
Por otra parte la difusion del acetato se ve influencia por la temperatura de
manera proporcional, favoreciendo la formacién de nanoparticulas de menor

tamafio [54].

6.3. Caracterizacion de las nanoparticulas
Para tener informacion sobre las caracteristicas del sistema elaborado, se

procedi6 a la caracterizacion del mismo.

6.3.1. Tamafo de particulay potencial zeta

Como se observa en la tabla siguiente (Tabla 7), el tamafio de las nanoparticulas
(vacias sin farmaco) es menor con respecto al sistema con ivermectina, indicando
probablemente que el farmaco fue encapsulado. Este sistema tiende a disminuir

en tamafio cuando el tensoactivo es eliminado [57-59].

Tabla 7. Tamafio de particula y potencial zeta para nanoparticulas con y sin farmaco, antes y
después de ser lavadas.

Tamafio (nm) Potencial
Np con tensoactivo 425 -6.83
Np vacias con
tensoactivo 400 -7.56
Np lavadas 385 -9.24
Np vacias lavadas 375 -8.86

La distribucion de tamafio de particula se comporté como una tipica campana de
Gauss, con un promedio de tamafio de aproximadamente 400 nm, el indice de
polidispersién es de 0.25, valor aceptado para estos tipos de sistemas ya que es
menor a 0.5[58](Fig. 12).
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Size Distribution by Intensity

Intensity (250
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Figura 12. Distribucion de tamafio de particula de la solucion coloidal

El potencial zeta de referencia tomado fue el de Np vacias y lavadas (sin
ivermectina y tween 80), este valor fue comparado con el sistema con farmaco y
lavado obteniéndose una diferencia minima debido posiblemente a una pequefia
presencia del endectocida en la superficie. Sin embargo el valor obtenido indica
inestabilidad en el sistema y que hay que proponer una alternativa para modificar
el potencial para hacerlo méas estable.

Esta informacion indica la posibilidad de utilizar estos nanoacarreadores para
sistemas de liberacion via parenteral.

Una vez obtenido el sistema se procede a concentrar las nanoparticulas para
obtener un volumen menor y poder ser administrado al bovino sin tener que
inyectarle grandes cantidades.

a) Filtro tangencial

El filtro tangencial no provocd una disminucién notable del volumen de la solucién
con nanoparticulas, esta reduccion de volumen fue menos del 10% después de 24
horas, una desventaja que se presento fue que después de cierto tiempo el filtro

se saturaba y se tenia que enjuagar y reiniciar el sistema.

b) Liofilizadora
Se llevo a cabo llevando a cabo la congelacién de dos diferentes modos. Primero,
haciendo una congelacion rapida con N liquido para evitar reorganizacion del

sistema y segundo, dejando que la liofilizadora llevara a cabo el proceso de
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congelacion, el cual hace bajo presion ambiental y aproximadamente en tres
horas.Para el proceso de liofilizacibn se vari6 el paso de congelacion de la
muestra: utilizacién de nitrégeno liquido y sin congelar. Observdndose en ambos
casos un solido blanco y presencia de Tween 80.

c) Centrifugacion

Al centrifugar el sistema se obtuvo, un sedimento blanco y un sobrenadante
turbio, el botén se resuspendié en agua destilada para su lavado, se repitié el
proceso y el segundo boton se traspaso a un vial y se resuspendié con 10 mL de
agua desionizada. Este método present6 la ventaja de la eliminacion casi por
completo del Tween 80 y disminucién del tiempo, por lo que fue seleccionado para
llevar a cabo la concentracién del preparado.

6.3.2. DSC

Con la finalidad de conocer si la ivermectina se encuentra libre en el medio
dispersante o incluida en el nanosistema, se procede a hacer estudios de
Calorimetria diferencial de barrido (DSC-60 Shimadzu), los cuales se muestran en

la figura 13.

Blanco

\ f —— Ivermectina

™\ / V' \/ ——PLGAS50:50

~/ ~" ——NP PLGA

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Temp (°C)

Figura 13. Termogramas de las materias primas y Np.

En los termogramas se aprecia la transicion vitrea tipica de polimeros amorfos
alrededor de 44°C presente en la muestra de PLGA 50:50 [60, 61]. Misma que se

ve en las nanoparticulas cargadas de lvermectina, pero en menor intensidad .Por
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otro lado, la ivermectina muestra un pico endotérmico de fusion a 160 °C, el cual
se observa también en la muestra blanco ya que el detector lo presenta como
impureza. La ivermectina en las nanoparticulas parece encontrarse en pequefia
cantidad, lo cual implica que una parte de ésta se encuentra disuelta dentro del

sistema nanoparticulado.

Tabla 8. Informacion proporcionada por el DSC

Ivermectina | PLGA (Tg) NP PLGA( Blanco NP PLGA(Tf
Tg) ivermectina)
Pico 159.70 45.68 45.58 158 154.37
inicio 150.45 43.15 45.48 157.58 146.79
Final 164.29 48.51 47.60 158.81 161.42
-213.25 mJ -14.62 mJ -2.57mJ -12.06 mJ -32.89 mJ
AH -73.53 J/g -6.09 J/g -0.73 J/g -3.45 J/g -13.70 J/g
Peso 2.9 mg 2.4 mg 3.3 mg

Por otra parte al comparar las entalpias esperadas de la ivermectina con la
presente en las Np solo se obtiene cantidades correspondientes al 50%, esto
indica que al menos un 50% del principio activo se encuentra a nivel molecular en

las nanoparticulas.

6.3.3IR

Con el fin de saber si la ivermectina y el principio activo estan presentes en las
NP, se caracterizacién las materias primas y el sistema nanoparticulado por
espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier que permite ver las
huellas dactilares de cada sustancia.

En la figura 14 se observan las sefiales de vibracion de los principales grupos
funcionales del polimero, ivermectina, y aceite, encontrando como vibraciones
comunes C=0 de los grupos éster, y carboxilatos, C-O de éter, sefiales que
aparecen aproximadamente en 1735, 1715 y 1150-1070 cm™ respectivamente.
También se aprecian metilos y metilenos presentes en las 3 sustancias alrededor
de 2935-2915 cm™, y por lo que respecta a los grupos OH, éstos se observan
alrededor de 3400cm™,
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Estas coincidencias en grupos provoca traslapes y evita diferenciar sefiales
caracteristicas de cada sustancia. En consecuencia al comparar con el espectro
del botén (Np PLGA) las sefiales se ven mas intensas debido a que los grupos
comunes presentes en principio activo, PLGA y aceite de ricino causan un efecto
aditivo.

Por consiguiente se debe proceder a otra técnica para confirmar la presencia de

ivermectina.

% T
% T

Aceite ricino
0 T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T
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Figura 14. Espectros FTIR correspondientes a PLGA 50:50, aceite de ricino, ivermectina y NP
PLGA.

Para observar la efectividad de los lavados y asegurar que el tween queda en
ellos, se comparo el espectro de tensoactivo con el sobrenadante. En la figura 15

se observan que las sefiales de ambos espectros son casi iguales tanto en
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intensidad como en la frecuencia en la que aparecen, lo que indica que se tiene

solo tween 80 en el sobrenadante.
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Figura 15. Espectros infrarrojos del tensoactivo y sobrenadante

6.3.4 Cromatografia en capa fina

Una técnica que permite saber si el endectocida se encuentra presente en botén y

el sobrenadante (sb) es la cromatografia en capa fina. La placa que se muestra a

continuacion muestra las manchas obtenidas del boton y sb, teniendo como

estandar a la ivermectina.

Al comparar los Rf se observa que son similares por lo que se puede concluir que

el principio activo esté presente en las Np y en el sb. La intensidad de la mancha

producida por el sobrenandante es mucho menor con respecto al boton, indicando

gue su concentracion de ivermectina también lo es. Su presencia podemos

asociarla al remante que queda al decantar el agua del lavado ( Fig. 16).
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Fase movil: Acetato de etilo y hexano
98:2

Fase estacionaria: Silica gel
RfB=0.5
Rf|V=0.45

Rfs,=0.45

Figura 16. Cromatoplacas de Botén, sobrenadante y principio activo.

6.3.6. Resonancia magnética nuclear

Para confirmar la presencia de la ivermectina y aceite en la NP y por lo tanto del
polimero, asi como la eliminacion de la mayor cantidad de tween por medio de los
lavados, se llevo a cabo 1H-RMN.

Obteniéndose los siguientes espectros (Fig. 17):

En el inciso (a) de la figura 17 el doblete observado a 3.4 ppm corresponde a los
protones del grupo metoxi presente en la ivermectina, que a su vez se confirma su
sefal en las Np.

Con respecto al polimero (b) se observan sefiales caracteristicas de 4.8 a5 ppm
pertenecientes a los protones de los metilos de acido lactico que forman parte de
los bloques del PLGA.

Los protones unidos al doble enlace de los acidos grasos del aceite de castor se
aprecian en 5.6 ppm (C)
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Figura 17. Presencia de las principales sefales de ivermectina, PLGA y aceite en el
sistema Nanoparticulado.

55



Facultad de Quimica, Farmacia

En cuanto al Tween 80, el seguimiento se hizo a los protones de los metilos
presentes, con sefiales que se observan en 3.62-3.75 ppm.

Cabe resaltar que se siguen estas sefiales porque no presentan ningun traslape
con protones de las otras materias primas, ademas de ser caracteristicas en cada
sustancia.

La informacién anterior indica que el sistema contiene a la ivermectina y al aceite
de castor.

Al comparar las Np lavadas y sin lavar se observa que las sefiales se intensifican y
se definen mas al eliminar el tensoactivo, y que la sefial caracteristica del tween
(3.62-3.75 ppm) se ve disminuida, lo cual implica que una pequefia cantidad de
tensoactivo se queda adsorbida entre las cadenas hidrofobicas de la superficie de

la nanoparticula (Fig. 18).

—— Npsin lavar
—— Np lavadas|
1000
500 -
0 _—l—~,uu\_nkun
T T T
6 3 0

ppm
Figura 18. Efecto del lavado de las NP PLGA
En la figura 19 se sobreponen los espectros del tween y del Sobrenadante se
aprecia que las sefiales aparecen a las mismas ppm y la intensidad es casi igual
en ambos casos, ademas de que las sefales de aceite de castor, ivermectina y
polimero estan ausentes o implican muy bajas concentraciones, que el equipo
apenas las detecta (< 10 mg), indicando que la sustancia que se encuentra en el

agua es principalmente el tensoactivo.
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Figura 19. Espectro de Sobrenante con Tween 80

6.3.5 SEM

Este andlisis se utiliza para confirmar la morfologia de las particulas y tamafio de
las mismas. En este barrido se pueden observar esferas de diferentes tamarfios
(Fig. 20) confirmando el comportamiento bimodal mostrado al medir tamafio de
particula (poblaciones mayores a una micra y menores a este valor). Por otra parte
se realizé un seguimiento de oxigeno para poder inferir si se tiene una nanoesfera
0 una nanocéapsula indicando una mayor concentracion de este elemento en las
orillas que en el centro (Fig. 21). Con esta informacién se confirma que con el

método empleado se obtienen nanocapsulas.
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Figura 20. Micrografia obtenida por SEM del la
Nanoparticulas de PLGA en suspension en agua
una vez lavadas

Figura 21. Siguimiento de extremo a extremo de
la nanoparticula con carbono y oxigeno.
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6.4 Reologia del Gel
El pH del gel de PEG 6000- Acido metacrilico / copolimero etil acrilato con

closantel e ivermectina en un medio hidroalcoholico fue de 7.2, proporcionandonos
asi condiciones adecuadas para la administracion subcutanea.

Este se caracteriz6 con el Redmetro TA instruments AR 2000, demostrando las
siguientes propiedades: en los experimentos oscilatorios, se observa un
comportamiento méas como un liquido que como un sélido como lo podemos ver
en la figura 22, en donde el modulo viscoso (G™") se encuentra arriba de modulo
elastico (G”), esto ocurre a todas las frecuencias, ya que ambos modulos se
comportan casi paralelos entre ellos. Por otro lado, en los estudios de cizalla
simple, al graficar la viscosidad vs a la velocidad de corte, se puede observar que
el gel muestra un comportamiento pseudoplastico, ya que la viscosidad disminuye
conforme aumenta la rapidez de deformacién (Fig. 23).

En la figura 24 se observa que la velocidad de corte es quien afecta directamente
a la viscosidad del gel, ya que los valores de este parametro aumentan conforme
disminuye el flujo, lo anterior es muy importante pues la capacidad de la jeringa
asi como la velocidad de inyeccién influye en la viscosidad del gel que se formara
in situ.

Al someter el gel a cambios de temperatura de 25 a 45°C se observa que la
viscosidad varia ligeramente al aumentar este pardmetro por lo que se puede decir

gue se mantiene estable (Fig. 25).

58



Facultad de Quimica, Farmacia

100,10 —o0.0
1 < <PF_Gellvermectina-closantel I Gn [
Ll
i o I
B oo -
o
i ) I
= ’
i o G |
¥ R
&% o
) &
=) &
i o o L
o k=)
=] =)
o -
=) o8
aooo ooo

E OOQOG oG'o %
= 10,00+ = = 1000 =
oI 1 L3 I )

i ) I —

o
] = L
G!}
i @ I
=)
=)
B OO -
i ao¥ L
1.000 T T 1.000
1.000 10.00 100.0 1000

ang. frequency (radss)

Figura 22. Evolucion de los modulos G” y G exhibiendo un comportamiento de un fluido-

wizscosty (Pa.s)

1000

100.0

10.00

1.000

01000

viscoelastico (G"">G")

<PF_Gellvermectina-closantel_Steady state flowe step 1

—*PF_Gellvermectina-closantel_Steady state floww step 1 - Carreau

Carreau

<5
c: congsistency: 27235 =
d: rate index: 0.5421

a. zero-rate viscosity, 2553 Pa.s
infinite-rate viscosity: 0.07900 Pa.s

0.01000 T
1 .000E-3

0.01000 0.1000 1.000 10.00
shear rate (1)

100.0 1000

Figura 23. Curva de viscosidad en funcién de la velocidad de cizalla.

59



Facultad de Quimica, Farmacia

oPF_Gellvermectina-clozantel_ Peak hold step 10 17z
*PF_Gellvermectina-closantel_Peak hold step 100 1/s
oPF _Gelvermectina-closantel_Peak hold step 1000 1=

10,00
@ =
= o L I T P
1.000
w ]
o
& i
= b -
E * Tt ot e,
= T
01000 — o o ol B o0 O ooog
0.01 000 . . ———y . .
10.000 100.00

time (=)

1000.0

Figura 24. Evolucion de viscosidad a diferentes condiciones de corte en funcién del tiempo

01500
“PF_Gellvermectina-closantel_ Temperature ramp step_1001/=s
- <PF_Gellvermectina-closantel_Temperature ramp step_1000 1z
i )
=)
%QD
o%o
. o -
T
iy °
S,
- @ 000
— Tea,
&) o
E 0:} OIJQ,G
= -3, )
= @
& Y
7 To .
= OOOO
i ooog
P e,
Goooo .
i Tee g,
- -
001000 T T T e T T T T T T
250 275 30.0 325 35.0 375 40.0 425 450

temperature (°C)

Figura 25. Estabilidad de viscosidad al aumento de temperatura

60



Facultad de Quimica, Farmacia

6.5 Estudios in vivo
En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos al administrar los

sistemas de liberacion modificada :

Tabla 9. Caracteristicas de la administracién de los sistemas de liberacién modificada

Preparado Cargado Inyectabi - | Reaccién | Reaccion a | Reaccion a Observaciones
lidad inicial un dia la semana
Gel Facil Facil sin Depdsito Inflamacion Disminuy6 Se hace una ligera
dolor moderada un 50% separacion de
(10 veces capas que
deposito) desaparece al
agitar.
Np PLA Burbujas Facil sin Deposito Inflamacién Disminuy6 Las burbujas
dolor moderada un 50% impiden dosificar
(8 veces correctamente.
deposito)
Np PLGA Burbujasy | Facil sin Deposito Inflamacion No Producto inestable
precipitados | dolor ligera* inflamacioén
Sin observaciones
Control Facil Facil sin Deposito Inflamacion No
dolor minima inflamacion

* El producto se precipito con puntos negros y blancos.

La informacion proporcionada por la tabla nos indica que el gel tuvo menos
problemas al ser cargado y que los tres sistemas de liberacion modificada se
inyectaron sin dolor, pero provocaron inflamacion que disminuy6 a un 50% 7 dias

después de la administracion.

Las burbujas presentadas por la solucion de las Np son causadas por la presencia
de los remanentes de los tensoactivos, por lo que un lavado méas seria adecuado

para facilitar el cargado.

La inestabilidad de sistema nanoparticulado de Np de PLGA (precipitacion) se
debe a su bajo potencial zeta. Los puntos negros que presentd esta formulacion
se observaron al microscopio Optico, y se identificaron como hongos, por
consiguiente hubo wuna contaminacidbn microbiolégica, sugiriendo asi su

preparacion en una campana de flujo laminar y se mantenga en refrigeracion.
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Las especies de vacas a la cual se les suministro el gel y las Np fueron Bos
indicus (Cebl) y F1 (cruza de Suiza-Cebuina) (Fig. 26 y 27). Los animales

cebuinos presentaron un mayor grado de inflamacion que los F1, debido al grado

de desarrollo de su sistema inmune.

Figura 26. Inflamacion casuada por la administracion de NP de PLA.

Figura 27. Inflamacion en vaca Ceb al administrar el gel de formacion in situ.

La disminucion de la inflamacion se asocia posiblemente a la difusiéon del etanol,
dejando solamente el deposito.

El diagnéstico de las infecciones parasitarias se hizo mediante el analisis de
microscépico de muestras fecales, mediante técnicas de concentracion
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(sedimentacion y flotacion). Los resultados se presentan en la tabla siguiente
(Tabla 10):

Tabla 10. Efectividad clinica de los diferentes sistemas de liberacion modificada (Np de PLGA y

PLA, Gel)
Grupo/anim | Previo dosificacion (g de | 7 dias pos dosificacion (g | 15 dias pos-dosificacion
al heces) de heces) (g de heces)
Flotacién | Sedimentacidn | Flotacién | Sedimentacién | Flotacidn | Sedimentaciéon

Gel/235 500 550 0 0 0 0
Gel/542 650 500 0 0 0 0
Gel/342 750 500 0 0 0 0
Gel/284 650 500 0 0 0 0
Gel/105 800 550 0 0 0 0
Gel/234 500 550 0 0 0 0
Gel/225 50 500 0 0 0 0
Gel/547 550 500 0 0 0 0
Gel/025 500 650 0 0 0 0
Gel/547 500 500 0 0 0 0
Gel/425 750 650 0 0 0 0
Gel/302 700 750 0 0 0 0
Gel/574 750 500 0 0 0 0
Gel/312 650 500 0 0 0 0
Gel/362 600 550 0 0 0 0
Gel/054 650 750 0 0 0 0
Gel/068 500 500 0 0 0 0
Gel/086 550 500 0 0 0 0
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Gel/562 500 550 0 0 0 0

Gel/359 550 650 0 0 0 0

Susp/058 500 500 50 100 50 200
Susp/036 500 750 100 100 150 500
Susp/138 650 650 100 300 300 150
Susp/087 500 500 150 100 200 50

Gel=producto ivermectina +closantel;— Susp= suspension precipitada+hongos
PLGA

En la tabla 8 observamos que los bovinos estaban infectados de huevos y larvas
de nematodos, huevos de acaros y ooquistes detectados por la flotacién y de
huevos pesados de trématodos como Fasciola hepatica y Paramphistomidos
obtenidos por sedimentacion.

A los siete dias de administracion, se observa que a una dosis de 250 ug/Kg de
ivermectina y 2.5 mg/Kg de closantel la cuantificacion se reduce a cero para el
caso de las NP de PLA y para el Gel ( ivermectina+ closantel) manteniéndose asi
por quince dias, sin embargo para el caso de NP de PLGA la dosis en que se
encuentra presente la ivermectina no fue la suficiente para producir una
efectividad del 100%, posiblemente debido a la precipitacion observada la dosis no
se administré correctamente. Esto se ve reflejado desde la primera semana,

cuando la efectividad clinica fue de aproximadamente 80% y un 60% para la
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segunda ( tomando como 100% de efectividad la ausencia de parasitos), lo cual
provocd una subdosificacion que puede generar la aparicion de resistencias por
presion de seleccion.

Por otra parte el tiempo de efectividad clinica se sigue muestreando hasta
completar el esquema establecido que esde 1, 15diasy 1, 2, 3,4,5,6y 7 meses
y asi poder concluir el tiempo de duracion de estos sistemas de liberacion
modificada.
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VIl.- Conclusiones

Se obtuvieron nanoparticulas de PLGA e ivermectina por el método de emulsion
difusion, con un potencial zeta bajo pero con un tamafio y reproducibilidad viables

para su administracion.

La técnica analitica que determiné la presencia del polimero, aceite de ricino e
ivermectina fue 1H-RMN.

La reologia de semisdlido elaborado indica que el gel obtenido tiene un
comportamiento viscoeldstico, cuya viscosidad se ve afectad por la velocidad de
corte.

Los sistemas elaborados se administraron subcutaneamente presentando

inflamacion en los animales.
Se determind la efectividad clinica del gel y de las nanoparticulas por técnicas de

flotacion y sedimentacion, mostrando un 100% eficacia en el gel, NP de PLA y un
80% para Np de PLGA.
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