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l. Resumen.

Las enfermedades transmitidas por las garrapatas son distribuidas en gran parte
del mundo. El tratamiento habitual para estas ectoparasitosis consiste en banos de
inmersién, métodos de aspersién y/o inyectables de relativamente corta accién. Lo
anterior hace que el manejo de los animales sea estresante para los mismos,
haciendo que éstos pierdan peso y por lo tanto haya pérdidas econdémicas
importantes.

Se estan disefado formas de liberacion prolongada que mantienen
concentraciones con efecto garrapaticida durante un mayor tiempo, para lo cual se
estan empleando polimeros biodegradables que son de vital importancia; ya que
éstos pueden ser administrados por implantes subcutaneos que permiten al
farmaco irse liberando paulatinamente, con el fin de mantener una concentracion
activa constante y efectiva.

En este trabajo se llevaron a cabo estudios de porciento de mortalidad en larvas
de garrapata Boophilus microplus, al igual que se realizaron perfiles de toxicidad
para los componentes de las nanoparticulas y su caracterizacion, la cual se realizé
por medio de la medicion de potencial Z, tamano de particula y mediante la
realizacion de termogramas para cada componente (Brij56, Isopropanol,
Polietilenglicol 6000 y Policaprolactona-¢). El tamafo de particula obtenido fue de
aproximadamente 200nm con un potencial zeta de -20 mV. Las nanoparticulas y
los componentes se probaron en larvas de garrapatas Boophilus microplus, con
la finalidad de cerciorarnos que no influyeran en la mortalidad de las larvas; se
encontré6 que ninguno de los componentes presentaba efecto sobre las larvas,
excepto la ivermectina; sin embargo existia un porciento de mortalidad en el
momento de evaluar las nanoparticulas; lo que llevo a realizar estudios de perfiles
toxicolégicos de cada uno de los componentes y las nanoparticulas; éstos se
llevaron a cabo en ratones hembras ICR con un peso entre 25g a 30g en los
cuales se les administraron particulas y componentes por via intraperitonial y

posteriormente se les extrajeron los siguientes 6rganos: pulmén, corazon, riidn,



higado y bazo; a dichos 6rganos se les realizdé un estudio histopatoldgico con la
finalidad de observar si existia dafo alguno, en los 6rganos mencionados no se
encontrd dano; sin embargo en el caso del aceite de ricino y del Brij56 se encontré
un DL50 para el caso del Brij56 de 200mg/Kg y para el aceite de ricino de
2000mg/Kg dicho parametro no afecta en nuestro estudio, ya que nuestras
concentraciones llegan a ser de 100 a 1000 veces inferiores.

Il. Introduccion.

Las enfermedades transmitidas por las garrapatas son distribuidas en gran parte
del mundo, sobre todo en las zonas tropicales y subtropicales. Se estima que el
ochenta por ciento de la poblacién del ganado mundial estd expuesto a ser
infectado por estos ectoparasitos.

Las pérdidas causadas directamente por las garrapatas son la pérdida de sangre,
dano en la piel por la picadura y la inyeccion de toxinas. Ademas se ve afectada la
ganancia de peso de los animales y la produccion de leche. Las garrapatas
también producen bajas en la fertilidad del ganado, mayor tiempo de engorda y
dificultad en la importacibn de razas mejoradas para incrementar la calidad
genética en areas infestadas por garrapatas. Indirectamente afectan al ganado en
cuanto a debilidad y mortalidad, esto debido a los agentes que transmiten
principalmente la garrapata del género Boophilus, tales como Babesia bovis,
Babesia bigemina y Anaplasma marginale.

La especie mas relevante para la ganaderia bovina es Boophilus microplus,
debido a su amplia distribucidén, a los dafos que ocasiona y a la transmisién de
agentes como Babesia sp; dicha especie de garrapata presenta en el pais un
area de distribucion que abarca zonas tropicales, templadas y aridas; que en
conjunto se considera que cubre 1,043,772 Km?, lo que representa el 53.0% del
territorio nacional. El 27.0% lo abarca la especie B. annulatus, presentando una
mayor afinidad por zonas éridas y templadas, abarcando una superficie
aproximada de 539,087 Km2 y el 31.0% lo comprende Amblyomma cajennense
que es la especie del género con mayor area de distribucién en México, la cual



cubre una superficie aproximada de 609, 857 Km2. Esta distribucion se debe a la
intensidad de los tratamientos con garrapaticidas en contra de B. microplus; o
cual ayud6 a que A. cajennense ocupara el habitat de B. microplus.

Diversos métodos se han propuesto para el control de las garrapatas; pero el
método quimico, el cual es utilizado a una frecuencia de tratamientos variables
dependiendo del nivel de infestacion de los animales; es el que ha tenido mayor
aceptacion debido a las facilidades que presenta, su eficiencia y su efecto rapido.
Ademas el método quimico utilizado como herramienta de control, se puede
aplicar considerando varias estrategias de aplicacién y formulacién del producto, la
seleccion depende de la idiosincrasia de los productores, recursos disponibles y el
impacto econémico al sistema productivo.

Actualmente existen seis grupos de productos quimicos que se utilizan para el
control de garrapatas en México. Estos se dividen en: Organofosforados,
Piretroides, Amidinas, Endectocidas (lactonas macrociclicas que incrementan la
liberacién del acido gammaaminobutirico (GABA) del sistema nervioso de los
insectos), Fenilpirazolonas e Inhibidores del desarrollo; aunque estos
garrapaticidas han sido utilizados con éxito en el control de las garrapatas, su uso
irracional ha ocasionado la generacién de cepas de garrapatas B. microplus
resistentes a la accion de la mayoria de estos productos quimicos; incluso algunos
de estos compuestos han sido abandonados o incluso prohibidos debido a
problemas de alta toxicidad para el ganado y el ser humano; otros, por el riesgo
que implica su uso masivo para la ecologia. Ademas se encuentran disponibles en
el mercado mezclas de dos productos quimicos, para los cuales se recomiendan
un uso cuidadoso por el riesgo de generar de manera mas rapida el proceso de
resistencia.

Los productos quimicos son frecuentemente administrados para lograr tener un
control prolongado en estas patologias, por lo cual se ha optado por la utilizacién
de sistemas econémicamente viables que liberen el activo lentamente, a efectos
de que el control se ejerza durante largos periodos. Por ejemplo, la actividad

residual de una inyeccion de ivermectina en terneros se prolonga por tres



semanas y es sistematicamente activo a niveles entre 1 y 20ug/kg/dia, lo que
fundamenta su utilizacion en sistemas de liberacion lenta controlada.

Si se logra disefiar una forma de liberacibn prolongada que mantenga
concentraciones garrapaticidas durante un tiempo prolongado, esto podria
funcionar “limpiando” a los animales y pasturas, dado que las larvas que se
incorporaran a los animales serian afectadas por la concentracion circulante de
ivermectina. Para lograr esto se estan disefiando nuevas formulaciones en las que
los polimeros biodegradables, como los sintetizados con acido lactico, con acido
glicolico, policaprolactona etc. son de vital importancia porque desempefian dos
funciones principales como encapsuladores (medios de proteccién) y como
“carriers” (reguladores de la liberacion); éstos pueden ser administrados por
implantes subcutaneos que permiten al farmaco irse liberando paulatinamente,
con el fin de mantener una concentracion activa constante y efectiva.

Por lo anteriormente expuesto, se han disefiado diversas formulaciones en el
grupo de trabajo del laboratorio de la Dra. Josefa Bernad Bernad; pero el presente
trabajo se enfoca principalmente a aquellas que consisten de nanoparticulas
elaboradas con policaprolactona o con copolimero de acido lactico-glicélico. En las
nanoparticulas elaboradas se emplea como farmaco principal la ivermectina, el
cual es un antiparasitario de interés para la medicina veterinaria debido a que esté
farmaco es utilizado ampliamente en el control y tratamiento de diversas
infecciones causadas por nematodos y artrépodos que atacan diversas variedades
de ganado y animales domésticos. En la presente tesis se realizaron estudios para
comprobar la efectividad de estas formulaciones en larvas de garrapata Bophilus
microplus (empleando las metodologias de Shaw y Stoke), otorgadas por el
departamento de parasitologia de la facultad de Veterinaria y Zootecnia; ademas
se llevd a cabo un perfil toxicoldégico de cada uno de los excipientes y/o de las
formulaciones en ratones ICR con un peso entre 25 y 30g, para observar la

toxicidad a diversas concentraciones.



lll. Antecedentes.

3.1 GARRAPATAS.
La garrapata es uno de los ectoparasitos de mayor importancia econdémica a

escala mundial por las mermas que ocasiona en la produccién de ganado bovino y
caprino. Los efectos fisicos y las pérdidas por infecciones son:

.- Pérdidas de sangre; cada garrapata en su ciclo consume de 2 a 3 ml.

.- Desnutricion; las molestias de la irritacion que provoca la picadura hacen que el
animal esté inquieto, se rasque y coma mal, lo cual implica una desnutricién
paulatina.

.- Enfermedades; las garrapatas del género Boophilus son transmisores de
agentes infecciosos como son la Babesia bigemina, Babesia bovis y Anaplasma
marginale, que son los causales de enfermedades como Piroplasmosis y
Anaplasmosis, ésta ultima forma un complejo sistema que incluye a otros sistemas
hematéfagos e incluso algunos factores mecanicos, dichos agentes de infeccién
son introducidos mediante la saliva durante la picadura.(1-2)

Las garrapatas pueden servir de agentes transmisores de bacterias, virus, hongos,
que producen otras enfermedades agudas o crénicas, que pueden llegar a
producir la muerte del bovino. Se ha comprobado estadisticamente que una
infestacion diaria promedio de 50 garrapatas adultas sobre el animal, causa en el
ganado una pérdida de peso anual de 800 gr. o sea 40 kg de carne por animal y
por ano. (1)

.- Depreciacion de las pieles a causa de las perforaciones producidas por los
piquetes

Las garrapatas tienen cuatro estados evolutivos en su ciclo vital, que son: el
huevo, la larva o pinolillo, la ninfa y el adulto. El desarrollo de las garrapatas ocurre
en 1, 2 6 3 hospederos por lo que se denominan garrapatas de 1, 2 6 3
hospederos. Las garrapatas del género Boophilus son de un solo hospedero,
mientras que las garrapatas del género Amblyomma son de tres hospederos. Para
que las garrapatas logren su desarrollo, es necesario que cursen por tres fases:

No parasitica, de encuentro y parasitica.(3-4)
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Figura 1. Ciclo bioldgico de la garrapata Boophilus microplus (garrapata de 1 hospedero).

La fase no parasitica comprende desde que la garrapata hembra repleta se
desprende de su hospedero hasta la aparicion de las larvas en la vegetacion. Esta
fase se divide en cinco periodos:

.- Preoviposicién: Comprende desde el desprendimiento de la garrapata repleta
del hospedero hasta la postura del primer huevo. La garrapata B. microplus
experimenta replecién final (un llenado de sangre), lo cual principalmente sucede
durante la noche y se desprende al comienzo de la mafnana. Al caer la garrapata
al suelo busca lugares sombreados y protegidos para poder iniciar el proceso de
oviposicion.(3-4)

.- Oviposicién: comienza con la puesta de los primeros huevos hasta los ultimos,
este periodo puede ser seriamente afectado por factores ambientales como la
radiacion solar directa, la cual puede destruir a los huevos.

.- Postoviposicién: es el periodo desde que la garrapata repleta pone el ultimo
huevo hasta que muere.

.- Incubaciéon: comprende desde que se inicia la oviposicion hasta la emergencia
de las larvas, pudiéndose ver afectado por factores ambientales como son la
humedad

.- Eclosion: en este periodo la larva emerge del huevo, los mejores porcentajes de

eclosién se obtienen en temporadas que tienen una temperatura éptima de 25-



35°C y una humedad relativa del 95%. Bajo condiciones controladas en el
laboratorio el porcentaje de eclosion de B. microplus es superior al 80%. (3-4)

La fase de encuentro se define como el proceso de transferencia de las larvas
desde la vegetacién al hospedero y esta influenciada por variables basicas como
la distribucién, 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, requiriéndose 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 vy
completar su ciclo; las larvas utilizan su capacidad de sobrevivencia para resistir
los efectos del medio ambiente, este evento esta influenciado por diversos
factores, considerandose de mayor importancia las condiciones ambientales;
principalmente la temperatura y la humedad ambiental, ya que si la temperatura
aumenta, la duracién de dicha fase disminuye. Mientras que con la humedad se ha
observado que en los meses mas humedos se presenta una mayor longevidad en
comparacién con los meses secos; el otro factor de vital importancia son las
reservas nutritivas, las cuales afectan directamente a la longevidad, densidad y
actividad de las larvas. Estas ven incrementada su actividad cuando son
estimuladas por el desprendimiento de diéxido de carbono (CO,) de la piel de los
animales; lo que provoca en ellas adoptar una posicién particular, al sostenerse en
sus dos patas posteriores, extendiendo el par anterior, para tratar de adherirse al
posible hospedero.(3-4)

La dltima de las fases, la fase parasitica, comprende una serie de eventos
patolodgicos sobre el hospedero que conlleva a las pérdidas directas e indirectas
ocasionadas por las presencia de estados de ninfas y adultos.



En esta fase las larvas requieren superar algunas barreras del hospedero, como el
tipo de pelo (ya que la espesura, la capilarizacion, densidad de glandulas
sudoriparas y sebéaceas, le ofrecen resistencia), la posibilidad de ser alcanzadas
durante el proceso de acicalamiento, y el aspecto competitivo con otras especies
de garrapatas, lo cual restringe la incorporacién de nuevos individuos.

El desenvolvimiento de la garrapata adulta esta intimamente relacionado a la
fisiologia del hospedero, ya que éste es el microclima donde se desarrolla; y por lo

tanto se ve poco afectado por condiciones medioambientales.(3-4)

3.1.1. La Garrapata del Género Boophilus microplus.
La garrapata Boophilus es un ectoparasito de un solo huésped y completa su

ciclo en menor tiempo, ésta parasita casi exclusivamente al ganado bovino,
produce hasta cuatro generaciones de garrapatas en un afo bajo déptimas
condiciones de humedad y temperatura, transmitiendo la enfermedad conocida
como piroplasmosis bovina (Babesiosis). Este ectoparasito presenta amplia
distribucién mundial, es originario de Asia, lugar donde se desarrollé por miles de
anos en estrecho contacto con el ganado cebu.(2-3, 5)

A partir de la colonizacién del nuevo mundo junto con el ganado son trasladadas
las plagas, una de ellas tal vez de las mas importantes lo fue la garrapata
Boophilus, la cual encontrd en el continente americano éptimas condiciones para
su desarrollo y diseminacion. Desde aquellos aflos comenzé el combate contra el
ectoparasito, accion que no ha cesado hasta nuestros dias realizandose de
diversas maneras.(4)

Los esfuerzos organizados en México se iniciaron en los afnos sesenta para lograr
la erradicacién de la plaga en el estado de Sonora. Posteriormente se constituy6 el
Fideicomiso Camparna Nacional contra la Garrapata de 1974 a 1984, mismo que
incremento la infraestructura en bafios de inmersion, destinados al control. Estos
lograron erradicar el parasito en gran parte de los Estados del Norte.
Desafortunadamente se suspendieron las acciones de erradicacion y la favorable
ecologia para el desarrollo de Boophilus en México provoco la reinfestacion de

areas en las que anteriormente se habia erradicado.(4)
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El 4caro es un parasito obligado del ganado bovino; cumple su ciclo de vida en un
s6lo animal por lo que es llamada garrapata de un solo huésped. Presenta dos
especies en México B. microplus y B. annulatus; cuya distribucion obedece a
las condiciones medioambientales requeridas para su desarrollo y reproduccion.
Las regiones semiaridas de B. California, Coahuila, Durango, Norte de Sinaloa,
Norte de Nuevo Le6n y Norte de Tamaulipas son preferidas por annulatus
mientras que microplus se presenta en las zonas tropicales del Golfo de México,
Océano Pacifico y peninsula de Yucatan; siendo ésta ultima especie (B.
microplus) la de interés para el presente trabajo; por lo cual se hablara
basicamente de las caracteristicas de esta especie de garrapata.(2-4)

Las garrapatas de la especie Boophilus microplus presentan la caracteristica de
que la fase parasitica (larva, ninfa y adulta) ocurre sobre el mismo hospedero. El
ciclo ocurre de la siguiente manera: la larva que se alimenta, muda a ninfa y
posteriormente a adulta. Los machos y las hembras copulan, y la hembra queda
gravida (cargada) para desprenderse y caer al suelo € iniciar la fase no parasitica
y de encuentro; esta etapa del ciclo biolégico de B. microplus dura
aproximadamente de 19 a 21 dias en condiciones 6ptimas; ademas cabe
mencionar que una hembra repleta de B. microplus pone de 2,500-3,500
huevos.(2-3)

Figura 2 Hembra de Boophilus microplus repleta, que parasita al ganado bovino del trépico

Mexicano.
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El siguiente cuadro muestra una cronologia de la evolucién de B. microplus:

CRONOLOGIA EVOLUTIVA DIAS
Periodo de preoviposicion. 2-39
Periodo de oviposicion. 4-44
Incubacién de huevos. 14-146

Alimentacién de la larva y muda. (metamorfosis) | 7-10

Alimentacién de la ninfa y muda. 5-12
Alimentacién de la hembra adulta. 5-12
Supervivencia de la larva en ayuno. 240 6 mas

Por las caracteristicas mencionadas, con respecto al ciclo de vida de las
garrapatas del género Boophilus, se ide6 y se siguid una estrategia de
tratamientos para erradicar dicho ectoparasito en la campafa nacional iniciada en
1974. El tratamiento fue catorcenal y se aplicd en todo el ganado, estuviera o no
infestado, esto obligd a dar poco mas de 24 tratamientos de érganofosforados al
ano. Sin embargo, a pesar que la campana fue suspendida con la estrategia de
erradicacién, la mayoria de los ganaderos en las regiones tropicales vy
subtropicales continuaron bajo ese esquema de tratamientos, ello originé en un
principio una notable disminucion de las infestaciones; sin embargo a mediano
plazo se presenté un fenédmeno que ya aparecia en otros lados del mundo y que
se conoce como resistencia.(4)

La resistencia es definida como la capacidad heredable de la poblacién parasitaria
de reducir su sensibilidad a la accion de uno o mas farmacos, que en condiciones
normales causarian la inhibicion del crecimiento o la muerte. Esta particularidad se
da por algun tipo de cambio genético en el individuo que hace posible evadir o
resistir el efecto inducido por un determinado farmaco. El desarrollo de resistencia
a las sustancias quimicas es un problema constante en el control de garrapatas,
acaros e insectos, ya que las repetidas aplicaciones de un mismo producto
durante mucho tiempo y el uso de dosis subletales ocasionan la aparicién de
ésta.(4, 6-7)

Una vez que aparece la resistencia no hay nada que se pueda hacer para que

vuelvan a ser garrapatas susceptibles; por ello es que se debe demorar el
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desarrollo de resistencia a los productos quimicos que actualmente se usan; para
lograr esto se debe controlar la concentracién y aplicacién del producto en tiempo
y forma, para que no queden garrapatas vivas que puedan producir colonias de
garrapatas resistentes.(7-8)

Los primeros problemas de resistencia a los ixodicidas aparecieron en 1981 en el
Estado de Veracruz a los siete afnos de iniciados los tratamientos intensivos y fue
contra los oganofosforados, los cuales inhiben la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa; produciendo un aumento de estimulos nerviosos de los
insectos; estos compuestos son lipofilicos y por lo tanto se absorben facilmente a
través de la piel y se acumulan en tejido adiposo donde son liberados lentamente
a la sangre y otros liquidos fisiolégicos. Tienen una permanencia de 4 a 8 dias.
Algunos ejemplos de estos principios activos son: Clorfenvinfos, Clorpirifos,
Coumafos y Diazinén.(4, 7)

Debido a que se produjo resistencia a los compuestos organofosforados, se
tuvieron que realizar cambios en los productos a utilizar en esas regiones, dando
lugar al uso de los piretroides y amidinas. Los piretriodes provocan un bloqueo de
la actividad motriz o bien por la produccién de excitabilidad, incoordinacion de
movimientos, irritabilidad, paralisis, letargo y muerte del insecto; éstos presentan
un efecto residual de aproximadamente 15 dias. Algunos ejemplos de estos
farmacos son: cipermetrina, deltametrina y flumetrina. Por otro lado, las amidinas
ocasionan la muerte del insecto por inhibicién de las monoaminoxidasas, aunque,
no se ha dilucidado la posible participacion de los receptores de la octopamina. El
producto de mayor uso es el amitraz.(4, 7)

El uso de estos garrapaticidas se intensifico desde 1985 hasta 1993 en que
aparece de nueva cuenta la resistencia a piretroides y organofosforados al mismo
tiempo en Tamaulipas y posteriormente en toda la costa del Golfo de México.
Estos ultimos hallazgos obligaron al replanteamiento de las estrategias de control

gue se seguian hasta esos momentos.(4)

3.1.2. lvermectina.
En las ultimas décadas el uso de ivermectina se ha convertido en una de las

alternativas de tratamiento de mayor eficacia y uso frecuente por parte de los
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ganaderos, debido a que se trata de un antihelmintico de amplio espectro activo
frente a formas adultas e inmaduras de nematodos y artrépodos (insectos,
garrapatas y acaros) que atacan diversas variedades de ganado y animales
domésticos.(9-10)

Proviene de un actinomiceto cuyo género y especie es Streptomyces avermitilis, el
cual fue aislado en el afio 1978 en el Instituto Kitasato en Japon. Este actinomiceto
se someti6 a un proceso fermentativo y de este modo se obtuvo una lactona
macrociclica a la que se denomindé avermectina. El primer preparado fue
sintetizado en 1980 y se uso de manera comercial en medicina veterinaria en
1981. La avermectina es el precursor de todas las ivermectinas; de esta molécula
se obtienen 8 compuestos (cuatro mayores y cuatro menores), que al combinarse
unos con otros, generan una ivermectina diferente con algunas variantes en
cuanto a espectro o efecto residual. La estructura quimica de la avermectinas se
presenta en la figura 3. (9-11)

o—

o—
HO

CR:

Figura 3. Férmula basica del anillo lactona macrociclico de las ivermectinas.

La ivermectina contiene 90% de 22-23 dihidroavermectin Bla y 10% de 22-23
dihidro-avermectin B1b (Fig. 4), fue seleccionada como candidata para el
desarrollo comercial porque presenté caracteristicas superiores de mezcla,

eficacia y seguridad.(11-12)
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Figura 4.Estructura Quimica de la Ivermectina.
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Las caracteristicas fisico-quimicas son las siguientes:

Férmula quimica Bla: C48 H74 014

Blb: C47 H72 014

Peso molecular Bla: 875.10 g/mol
B1lb: 861.1 g/mol

p relativa 1.1268 g/cm3
Punto de fusién 155°C
Solubilidad en Insoluble
agua

Estado Sélido

Log P/ Hidrofobia 6,704

Toxicidad LD50 29.5 mg/kg (ratdn, via oral). LD50 10 mg/kg (rata, via oral). Los efectos adversos
son dolor muscular o abdominal, vértigo, fiebre, dolor de cabeza, salpullido, ritmo
cardiaco acelerado.

Union a proteinas  93%

Tiempo de vida 16 horas (también se reportan de 22 a 28 h) en animales de pastoreo.

media

Almacenamiento Mantener los paquetes bien cerrados, en un lugar seco, protegidos de la luz y del calor.

Limites de temperatura de conservacion sugeridos: 0-30° C.

3.1.2.1. Mecanismo de accion.
La ivermectina inmoviliza a los organismos afectados al inducir paralisis tonica de

sus musculos. Su mecanismo de accion involucra tanto la potenciacién de los
efectos del acido y-amino butirico (GABA), un neurotransmisor inhibitorio de las
respuestas motoras de los parasitos (Fischer y col 1993), como la interaccién con
canales glutamato-cloruro independientes de GABA, incrementando la
permeabilidad de la membrana celular de las neuronas del parasito a los iones
cloruro; causando una entrada de cloro y como consecuencia una
hiperpolarizacién de la membrana celular. De esta manera la ivermectina causa
bloqueo neuromuscular, resultando en pardlisis flacida y la eventual muerte del
parasito (McKellar y Benchaoui 1996). Las avermectinas interactian con los
receptores de GABA en el cerebro de vertebrados (mamiferos), pero su afinidad
por receptores de invertebrados es unas 100 veces mayor.(9, 12-13)
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Cabe mencionar que algunos mamiferos son sensibles a las ivermectinas, ya sea
por edad o raza. Se ha visto que la intoxicacién en animales jévenes puede ser
mortal, particularmente en el caso de gatitos y cachorros menores de 6 semanas
de edad y en algunos potros, al ser administradas por via oral, puede causar de
una ligera intoxicacion hasta la muerte del animal.(11, 14)

Se ha informado que no es conveniente administrar a las vacas lactantes ni en
produccién porque su periodo de eliminacion es muy prolongado y resulta
antieconémico. No afecta la produccion de espermatozoides ni el volumen del
semen en los toros. A dosis tan altas como 8 mg/kg de peso corporal por via
subcuténea produjo intranquilidad, ataxia y muerte en algunos casos.(13)

3.1.2.2. Farmacocinética.
La ivermectina presenta un alto volumen de distribucién, con gran afinidad por la

grasa corporal y prolongada persistencia de sus concentraciones en el organismo,
esto se debe a la elevada lipofilicidad y gran peso molecular de la ivermectina.(10)
Habitualmente se usa a una dosis de 200 pg/kg por via subcutanea, ya que por via
intramuscular induce necrosis tisular. También se ha visto que se puede
administrar por via oral con la desventaja de que se debe aplicar cuando menos el
doble de la dosis dado que su biodisponibilidad es limitada. Por via intrarruminal,
la presentacién en forma de bolos permite una biodisponibilidad del farmaco del 40
% y dura de siete a catorce dias en el plasma. Se ha observado que a una dosis
bajas de 10 a 40 ug/kg/dia puede ser eficaz para el control de las infestaciones por
parasitos sensibles al medicamento. Se distribuye en todo el organismo, aunque
se concentra en bilis, higado y grasa. Atraviesa poco o nada la barrera
hematoencefélica. En el ganado, los residuos de las ivermectinas son detectables
en plasma desde una hora hasta 80 dias posteriores a la administracion de la
dosis subcutanea de 200 pg/kg de peso corporal.(15)

Parece ser que la biotransformacion se realiza por procesos de hidroxilacion
dentro y fuera del sistema microsomal, incluso ruminal o intestinal. El porcentaje
de recuperacion de metabolitos en plasma puede ser de un 91.5%, hasta por 80

dias después de una administracion por via subcutanea.(11)
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La duracion de concentraciones terapéuticas depende de los vehiculos y
presentaciones de los farmacos. Como ejemplo, las presentaciones en forma de
bolos de liberacion lenta para ganado bovino logran dosis terapéuticas de
aproximadamente 12 mg de ivermectina por dia, en un periodo aproximado de 135
dias y después de la administracién subcutanea de una dosis de 200 pg/kg resulta
eficaz de 14 dias a 21 dias. Después de una administracion transdérmica a dosis
de 500 pg/kg es eficaz de 14 dias a 28 dias.(7)

Se ha observado que el tratamiento con ivermectina en altas concentraciones
causa embriotoxicidad en animales. Siendo mas sensibles los ratones de menor
edad, en comparacion con los ratones adultos y se ha observado menor toxicidad
en los primates incluyendo el hombre. Su excrecion es independiente de la via de
administracion y se elimina por heces hasta un 98%, orina en 1% y en hembras en
lactancia una fraccién significativa (5% de la dosis) tiene una prolongada vida
media, su uso estd prohibido en animales en lactancia, cuyo producto sea
destinado a consumo humano y se recomienda que su uso en vacas gestantes se

realice a lo menos con una anticipacién de 28 dias previos al parto.(11-12)

3.1.2. Estudios de tratamientos novedosos contra garrapatas
Algunos tratamientos novedosos que estan surgiendo en el mercado, para el

tratamiento contra garrapatas son aquellos en los cuales se promueve la accion
prolongada del farmaco dado que de este modo se evita la continda dosificacién
en el animal y por ende se evita estrés en el animal; ademas de que se reduce
costo y tiempo.

Entre los tratamientos mas novedosos se encuentra, los denominados “oil-based
liquids” los cuales consisten en preparar una suspension del farmaco cercana a la
sobresaturacion, esté al momento de inyectarse lentamente propicia una ligera
precipitacion del farmaco en el sitio de inyeccion, propiciando de este modo que
esté se vaya liberando poco a poco. Un ejemplo de este método es el “lvomec” el
cual contiene una solucién de ivermectina en propilenglicol y glicerol, este combina
la vida media del farmaco con la ayuda de un sistema no acuoso prolongan su

accion alrededor de un mes.(16)
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Otro método novedoso; aunque de forma tépica, en contra de lo ectoparasitos es
el denominado “oil-based systems: spot-on” este no son mas que productos de
bajo volumen que son colocados directamente en el trasero del animal y el tiempo
que se mantenga el farmaco en el sitio de accion, sélo depende directamente de
las propiedades de los agentes activos y los excipientes que promueven la
adherencia del farmaco en la piel. Un ejemplo de este medicamento es lvomec
pour-on es un producto de bajo volumen que es aplicado directamente en el
trasero de animal y es eficaz debido a la farmacocinética prolongada del principio
activo; siendo suficientemente absorbido el farmaco y es eficaz por alrededor de
28 dias. (17-18)

Otro método que aun no es muy bueno pero que se ha ido mejorando son los
collares, los cuales se basan en combinar un liquido o un sélido con el agente
activo, el cual debe ser no volatil, de tal modo que estos no sean compatibles con
la matriz polimérica del collar lo que propicia que fluya el principio activo hacia la
piel del animal.(17)

3.2. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA.
El concepto de Sistema de Liberacién Controlada de Farmacos (Drug Delivery

Systems) surgi6 en la década de los 70 y tiene por objeto mejorar las propiedades
terapéuticas de los farmacos incorporandolos en un sistema que permita su
liberacién a la velocidad adecuada y/o en el entorno adecuado del organismo. (12)
Las forma farmacéuticas convencionales proveen una concentracion alta de
farmaco en el plasma sanguineo, de modo que los niveles de agente activo crecen
rapidamente y luego decaen a medida que el farmaco es metabolizado vy
excretado; esta concentracién se puede prolongar aumentando la cantidad de
farmaco administrado, sin embargo; en algunos casos, esto puede generar
concentraciones en el plasma sanguineo superiores a los niveles téxicos, por lo
que ésta no es una solucién adecuada al problema. Por ello, se desarrollaron los
sistemas de liberacion controlada, ya que en estos sistemas logran dosificar el
farmaco en funcién del tiempo (control temporal), localizada (control espacial) v,
cuando es posible, la administracion del agente activo se lleva a cabo de una

manera vectorizada, hacia un tejido o entorno de células especifico.(19-20)
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En la Fig.5 se muestra el comportamiento de Concentraciéon plasmatica (Cp) vs
tiempo (1) de diferentes tipos de sistemas de liberacion.

Dosis dople

Concentracién toxica
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Nlidmﬁ
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/

Liberacién retardada

Liberacién
Prolongada o
sostenida

Concentracién subterapéutica

Concentracién plasmétia

Figura 5. Curvas tipicas de plasma resultantes del empleo de diferentes sistemas de liberacion
modificada(21).

En los sistemas de liberacién controlada (Tabla 1), el farmaco es incorporado a un
soporte que generalmente es un material polimérico o una combinacién de varios.
La velocidad de liberacion de la sustancia activa, desde dicho sistema al medio
que la rodea, viene determinada por las propiedades del propio polimero, su
interaccion con el farmaco y en menor medida de los factores ambientales, como
pueden ser el pH, la temperatura y los fluidos del organismo. (22)

Al incluir un principio activo en un sistema de liberacion controlada se mejora su
eficacia terapéutica y se aumenta su estabilidad, a la vez que se reducen los
efectos secundarios y los trastornos al paciente. Con este tipo de sistemas se trata
de alcanzar una cinética de orden cero y no suelen existir cambios en la
concentracion del farmaco en el organismo a comparacién de los cambios
intermitentes de concentracién en las dosificaciones convencionales. Su utilizacién
permite  la administracion de medicamentos desarrollados, utilizando
biotecnologia, como péptidos y proteinas; y permiten una gran variedad de rutas
de administracion (oral, parenteral, transdermal, nasal, ocular, etc.). (22)
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En aquellos casos en los que la actividad de los farmacos convencionales se
pierde o0 se ve disminuida en el medio corporal, la combinacién con
macromoléculas puede mejorar la eficacia de estos farmacos, aliviando la
respuesta inmunoldgica del paciente y reduciendo la inactivacién bioldgica del
agente terapéutico.(22)

Tabla 1. Problemas y necesidades de los sistemas de liberacion.

SISTEMA PROBLEMAS NECESIDADES

Oral La velocidad de liberacidn del farmaco no [ Que ejerza control del transito

presenta necesariamente una absorcién igual de [ gastrointestinal.

esté .

Ocular Incompatibilidad del organismo con un cuerpo | Que sea facilmente aplicable.
extrafio. Sistemas de larga duracién.

Implantes Erosionables. Las velocidades de erosion y [ Que ofrezca informacién quimica y
liberacién no son siempre reproducibles. biolégica del implante, velocidad de

erosion y compatibilidad.

Transdermal | Velocidad de transporte inadecuada (efectos de | Accidn intensificadora.

acumulacion).Incompatibilidad (irritacién)

Los sistemas basados en materiales poliméricos disefiados para aplicaciones
médicas tienen en cuenta una serie de factores tales como: la naturaleza de la
enfermedad, las propiedades del farmaco, el tipo de terapia (puntual o crdnica), la
fisiologia del paciente, la ruta de administracion, la localizacién de la terapia, y las
caracteristicas del material polimérico empleado, incluyendo el mecanismo de
liberacion del farmaco. (12, 22)

Los materiales poliméricos empleados en medicina incluyen polimeros sintéticos
qgue imitan polimeros naturales con modificaciones quimicas. Estas modificaciones
se hacen para mejorar la biocompatibilidad, degradabilidad, o para introducir otras
propiedades deseadas. También se suelen conjugar quimicamente con los
farmacos modificando eficazmente las caracteristicas bioquimicas vy
farmacolégicas del principio activo. La permeabilidad de los materiales poliméricos
puede ser modificada y controlada, se les puede dar forma facilmente y pueden

ser empleados de forma relativamente sencilla con una gran variedad de métodos.
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Los ingredientes activos y los modificadores de propiedades pueden ser
incorporados tanto fisica como quimicamente. En general, los polimeros tienen
muy baja o ninguna toxicidad.

A la fecha se han disenado sistemas de liberacién modificada que logran una
selectividad farmacoldgica no solo por la estructura quimica sino también por
controlar la frecuencia de liberacién; estas formas de dosificacién se clasifican
segun la FDA de la siguiente manera:

a.- Formas de dosificacién retardada.

Son aquellas en las que el principio activo se libera de forma desplazada en el
tiempo, pero no se consigue prolongar el efecto terapéutico.

b.- Formas de liberacién controlada.

Formas de liberacibn continua. Son las ideales por que mantienen la
concentracion plasmatica constante durante un tiempo mayor que las
convencionales.

c.- Formas de liberacion prolongada. Unas de las mas utilizadas; inicialmente
liberan una cantidad de farmaco similar a una dosis habitual simple,
posteriormente ceden gradualmente el resto del principio activo durante un largo
espacio de tiempo.

d.- Formas de liberacién repetida. Son aquellas que liberan dosis del principio

activo a intervalos regulares o no y a dosis similares.

Figura 6. Representacion esquematica de un sistema matricial de liberacion.

A continuacién se exponen algunos de los diferentes sistemas novedosos de

liberacion que hay en la actualidad y son los siguientes:
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a.- Sistemas de liberacion controlada a través de membranas.

Los sistemas estan constituidos por un nucleo central del farmaco a modo de
reservorio, rodeado por una membrana polimérica, que controla la liberacion del
principio activo. La liberacion puede realizarse por difusion, humectacion y/o por
erosion de la misma. Dentro de este grupo se pueden incluir algunos tipos de
implantes. Estos consisten en un dispositivo polimérico portador del farmaco que
se implanta en el tejido subcutdneo o distintas cavidades corporales. Entre los
materiales empleados se encuentran macromoléculas formadoras de hidrogeles,
siliconas, polietilenos, copolimeros de etileno y acetato de vinilo (EVA) y polimeros
biodegradables.

Dicha liberacién del principio activo se realiza a velocidad fija (Fig. 7), una vez
establecido un flujo sanguineo. Los niveles hematicos constantes se logran por el
desnivel de concentracion existente entre el reservorio del farmaco y el torrente
sanguineo. Este desnivel se alcanza al encontrarse en exceso el principio activo
contenido en el reservorio.

b.- Sistemas matriciales.

Son aquellos destinados a prolongar y controlar la liberacion constituida por
dispersiones moleculares o de particulas uniformes de un principio activo en un
soporte (Fig.6), generalmente de tipo polimérico. Uno de los principales
inconvenientes de estos sistemas es su liberacion no lineal, lo cual disminuye la
velocidad de cesion debido al aumento progresivo de la difusién(19, 23)

c.- Sistemas mixtos

Son aquellos en los cuales se combinan la constante cinética de los sistemas de
liberacion a través de membrana con la mecanica de los sistemas matriciales de
difusién controlada. Un ejemplo de este sistema hibrido son los sistemas
terapéuticos transdermales (Catapres-TTS and Transderm-Scop)(24)
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Figura 7. Liberacion de farmacos desde sistemas tipo reservorio, (a) implantes o sistemas orales y

(b) sistemas a través de la piel.

A continuacién en la Tabla 2 se enuncian algunas ventajas e inconvenientes de los

sistemas en mencion, sistemas de liberacion.(22, 25-27)

Tabla 2. Ventajas y Desventajas de los Sistemas de Liberacion Controlada.

VENTAIJAS

DESVENTAIJAS

Capaz de liberar al farmaco de manera controlada
en el tiempo y de manera dirigida a un sitio

especifico del organismo.

Pueden causar pronta liberacién de toda la carga del
activo, cantidades pensadas para periodos largos y

por ende, toxicas si son liberadas prematuramente.

Mantiene niveles plasmaticos semejantes a los
logrados con una infusién intravenosa continda y

durante un periodo de tiempo mas largo.

Imposibilidad de retirar el sistema en caso de
efectos adversos, aunque no todos cumplen con tal

comportamiento.

Pueden incrementar la eficiencia de los farmacos

labiles.

El costo efectivo para manufactura de un SLC, es en
general mayor que el de una forma farmacéutica

convencional.

Permite a atravesar al fdrmaco ciertas barreras

fisiolégicas para llegar a su sitio de accidn,

resistiendo metabolismo y ataque quimico.

Formacion de productos secundarios nocivos

procedentes del polimero, si éste es biodegradable.

Los farmacos labiles, tales como los péptidos,
proteinas, y enzimas, incrementan su actividad y al
mismo tiempo minimizando los efectos secundarios

que pudiesen causar después de su administracion.

Mezclar sustancias incompatibles

Retener sustancias volatiles.

Enmascarar sabor y olor.

Convertir un liquido en un sélido.

Mejorar las propiedades de compactacion.

Disminuir la respuesta inmune.
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3.2.1. Vectorizacion de farmacos
En el ambito farmacéutico la vectorizacion se define, como la accidén tecnolégica

dirigida a modular y dirigir (en el caso ideal) un principio activo en el organismo y
el término vector, farmacolégicamente hablando, se refiere al acarreador, la forma
farmacéutica que engloba al farmaco; de tal modo que, las propiedades fisico-
quimicas del vector (tamafo, carga, mecanismo de liberacidén, etc.) son las
responsables de que, por ejemplo: a) las propiedades farmacocinéticas del
principio activo (distribucion); b) mejorar el indice terapéutico, aumentando el
efecto terapeutico y/o disminuyendo los efectos indeseables y la toxicidad que
provoca el principio activo,; ¢) aumentar la vida media del principio activo
protegiendo a farmacos labiles de su inactivacion; d) modular la liberacién del
principio activo en el tiempo; e) aumentar la inmunogenicidad de antigenos
encapsulados. (23, 28)

Algunas de las ventajas que se le atribuyen a la vectorizacién de farmacos son la
especificidad de accidbn y la mejora en la penetraciéon intracelular; con la
especificidad, se permite dirigir el farmaco a las células o tejido diana de modo
selectivo evitando de este modo ciertos érganos y disminuyendo los efectos
secundarios derivados de una distribucion inespecifica. La mejora en la
penetracion intracelular logra un aumento en la eficacia de tratamientos que
mediante las formas convencionales no alcanzan concentraciones adecuadas a
este nivel.

Para poder saber cémo se comportaran los distintos acarreadores es necesario
conocer algunas propiedades de los mismos: distribucién, tamafo de particula,
potencial Z, hidrofobicidad de la superficie y analisis quimico de la misma.(21, 29)
Para conseguir sistemas altamente eficaces se necesita que(12, 21, 29):

La superficie sea hidrofilica.

La superficie sea no activante.

La adsorcion de componentes del suero sea baja.

El tamano de particula no importa si la superficie es la adecuada.

Todos los requerimientos deben de cumplirse simultaneamente.

Los vectores o acarreadores mas utilizados se pueden clasificar en tres grupos:
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Coloidales: liposomas, niosomas, microparticulas y nanoparticulas
Moleculares: ciclodextrinas, anticuerpos y dendrimeros.
Celulares: eritrocitos resellados.

3.2.1.1 Sistemas moleculares.
Ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas son una familia de oligosacéaridos ciclicos de glucosa que
resultan de la degradacidon enzimatica del almidén, catalizada por la
ciclomaltodextrina glucanotransferasa. Estos oligosacaridos ciclicos estan
constituidos por unidades de a-D-glucopiranosa unidas entre si por enlaces o-1,4
glucosidicos.

Generalmente, en soluciones acuosas, las ciclodextrinas forman los llamados
“complejos de inclusion”, donde las moléculas de agua se localizan en el exterior
de la ciclodextrina y la cavidad central lipofilica se encuentra ocupada por una
molécula huésped lipofilica o una molécula de farmaco; existen factores que
afectan la formacién del complejo de inclusion, tales como el tipo de ciclodextrina,
el tamano de la cavidad, pH y el estado de ionizacion, asi como la temperatura.
Debido a la conformacion de las unidades de glucopiranosa en forma de silla, las
ciclodextrinas forman un cono truncado, parecido a un cilindro. Las ciclodextrinas
mas comunes son las a, B y 7y-ciclodextrinas, las cuales constan de 6, 7 y 8
unidades de glucopiranosa respectivamente.

Las ciclodextrinas pueden proteger al farmaco de la degradacion por su efecto de
camuflaje, o bien, encapsular a los substratos que van a reaccionar, disminuyendo
su movilidad e impidiendo que interaccionen.(12, 29)

Dendrimeros.

Son macromoléculas altamente ramificadas, globulares y bien definidas, formadas
por capas, cuyas dimensiones son del orden de nandémetros y presentan un
namero alto de grupos funcionales en su periferia.

Las primeras sintesis de estos compuestos fueron desarrolladas entre 1979 y
1983. El método de sintesis de los dendrimeros permite un alto control de las

ramas Yy la obtencion de materiales monodispersos.
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Los dendrimeros se construyen etapa por etapa mediante la repeticion de una
secuencia de reacciones que permiten la multiplicacién del numero de unidades
repetitivas y funciones terminales, existiendo dos metodologias bdésicas:

divergente y convergente. Algo similar a lo que se muestra en siguientes

esquema.
cN cafll HH:
N TN =TH (
i OH b= OH
Bz-MH; ——M——— Bz-H » Bz-N
76% 2 66% {
CH NH:
CH NH;
Hf'_/ Cafll] N
e \_\ ks EHy (\_\_
e CH CN b OH NH:
_ = Bz-H ———— = Bz-H
CH NH:
66% 35%. Q —
I'-I'I'_/ N

h \_\—HHZ

CHN
Figura 8. Imagen obtenida de internet (http://www.ninger.com/dendrimer/one.htm)

El método divergente empieza la construccién a partir del nacleo al cual se le unen
un nimero dado de ramas. En la siguiente etapa, se funcionan los extremos de las
ramas para posibilitar su crecimiento. Se unen nuevas ramas cuyos extremos se
unen y asi se continla progresivamente hasta la generacidén deseada.

Mientras que en el método divergente se hace crecer el dendrimero desde dentro
hacia fuera, en el método convergente el dendrimero crece desde fuera hacia
dentro. A continuacién en la figura 9 se observa el disefio de un dendrimero en su

forma mas habitual o comun.
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Figura 9.Dendrimero tipico

Principalmente los dendrimeros se estudiaron como acarreadores de farmacos
usandolos como micelas convencionales unimoleculares (nucleo hidrofébico y
periferia hidrofilica) solubles en agua, micelas inversas unimoleculares (nucleo
hidrofilico y periferia hidrofébica) o cajas dendriticas para la encapsulaciéon no
covalente de farmacos. Tiempo después, como alternativa para el desarrollo de
anticancerigenos, se aprovecho la definida multivalencia de los dendrimeros para
la unién covalente de éstos farmacos en la periferia del dendrimero. Debido a lo
anteriormente sefialado, se puede decir que los dendrimeros pueden ser utilizados
como acarreadores de farmacos de dos maneras:

.- Las moléculas de farmaco pueden estar atrapadas fisicamente dentro de la
estructura dendritica.

.- Las moléculas de farmaco pueden estar unidas covalentemente en la superficie
o en otros sitios del dendrimero, formando conjugados farmaco-dendrimero.
Actualmente se usan dendrimeros PAMAM (poliamidoamina) (Fig 10.), poli
(propilenimina) con diaminobutano (DAB) o diaminoetano (DAE) como nucleo y
PEO (polioxido de etileno) injertado con carbosilano (Csi-PEO) para su estudio
sistematico in vitro. (12, 30-31)
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Figura 10. Dendrimero PAMAM

Anticuerpos.

Los anticuerpos se pueden utilizar como sistemas acarreadores siempre y cuando
el farmaco se una a éste, esto lo pueden hacer de dos formas, covalentemente o
no covalente. Si la union es de forma covalente, entonces habra una pérdida o
disminucion de actividad; asi como problemas de paso de membrana, por lo que
se desea evitar este tipo de uniones y tener uniones que presenten menor fuerza
de unién. El uso de este tipo de moléculas como acarreadores favorece que la
mayor cantidad del farmaco se encuentre en el sitio de accion y en menor
concentracion a nivel sistémico.

Los anticuerpos que se utilicen como acarreadores deben de ser altamente
especificos poseer gran afinidad para unirse con las células correspondientes y
ser faciles de preparar. (12, 29)

3.2.1.2. Sistemas Celulares.
Eritrocitos.

Los eritrocitos o células rojas constituyen la poblacion mas grande de las células
sanguineas, éstas transportan oxigeno a todos los tejidos del cuerpo. Los
eritrocitos tienen una vida de aproximadamente 120 = 20 dias, y cuando
envejecen son destruidos por el bazo.

Estas células se pueden utilizar como acarreadores, debido a su capacidad para

ser abiertos y resellados con el fin de poder introducir moléculas en su interior, sin
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que sufran variaciones en su estructura. Durante los afnos 70 diversos estudios se
enfocaron en la encapsulacion de farmacos y proteinas; subsecuentemente a la
encapsulacién de enzimas y péptidos con actividad terapéutica. La liberacion del
farmaco en este tipo de acarreadores se lleva a cabo por medio de solubilidad
lipidica y por difusién facilitada o transporte activo.

Desde una perspectiva terapéutica, los eritrocitos han sido empleados con dos
objetivos principales:

Actuar como reservorios de farmacos, liberandolo de forma prolongada dentro del
cuerpo, con lo cual se logra modificar la posologia del farmaco, asi como los
intervalos de dosificacién.

Dirigir al farmaco especificamente al sistema fagocitico mononuclear para que
lleguen al higado, bazo y médula ésea, que son los sitios donde se lleva a cabo la
destruccion de los eritrocitos.

En el siguiente cuadro se mencionan las ventajas y desventajas del uso de este

tipo de acarreadores(12, 29, 32):

Tabla 3. Eritrocitos Empleados como Acarreadores. Ventajas y Desventajas.

Ventajas. Desventajas.

Al igual que los acarreadores hechos con

materiales biodegradables, estos son
Su alta biocompatibilidad, comparada con la de otros
eliminados facilmente por el sistema
acarreadores, puede ser optimizada utilizando
fagocitico mononuclear, lo cual puede
eritrocitos autélogos; es decir eritrocitos que se
provocar efectos toxicos en el paciente por
toman del mismo paciente.
una liberacién masiva del farmaco.

Debido a que estos acarreadores son de
La cantidad de farmaco encapsulada puede ser muy origen bioldgico, los procesos de
grande, utilizando poca cantidad de células. encapsulacion pueden tener una gran

variabilidad.

La formulacidn de los eritrocitos cargados
El farmaco tarda en eliminarse el mismo tiempo que
puede ser un futuro problema, ya que las
tarda en eliminarse el eritrocito, por lo que se puede
condiciones de almacenamiento no tienen
mantener una liberacion prolongada.
que afectar su viabilidad.

Los eritrocitos pueden ser utilizados como reservorios
de farmacos, permitiendo una liberacion sostenida

dentro de la circulacién.

Se requieren controles sanitarios rigurosos a
la hora de la recoleccién y almacenamiento

de los eritrocitos.
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3.2.1.3. Sistemas coloidales.
Son todos aquellos constituidos por particulas menores a 1um, entre los mas

mencionados en la liberacion modificada se encuentran los liposomas, niosomas,

nanoparticulas y microparticulas.

Liposomas.

Los liposomas son vesiculas de membranas concéntricas formados por una o
multiples bicapas fosfolipidicas, y que encierran un volumen acuoso en su interior.
Los componentes mas importantes son los fosfolipidos, y de éstos los mas
comunes las fosfatidilcolinas, también conocidas como lecitinas.

Ademas de fosfolipidos, otros compuestos pueden formar parte de la estructura de
los liposomas, como es el caso del colesterol, el cual reduce la capacidad de
movimiento de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos confiriendo rigidez
a las vesiculas, lo que influye principalmente en su permeabilidad; otros
compuestos que pueden incluirse en la composicidn lipidica de los liposomas, son
moléculas que aporten cargas a la estructura o vesiculas con el fin de evitar la
agregacion de estas, tales como son el dipalmitoil-fosfatidil-glicerol, el
diacetilfosfato, que confieren carga negativa, o la estearilamina, que confiere carga
positiva a las vesiculas.

La composicion del liposoma le confiere cierto grado de fluidez que depende del
grado de empaquetamiento de los lipidos, lo cual esta influenciado por la
temperatura de transicion Tg de éstos. Segun el nimero de bicapas lipidicas los
liposomas se definen como vesiculas unilaminares, grandes o pequefas, o
multilamelares, y se conocen como ‘large unilamellar vesicles”(LUVs), “small

unilamellar vesicles” (SUVs), y multilamellar vesicles (MLVs), respectivamente.
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Doble capa lipidica

Figura 11. Estructura de liposomas.
Preparacion de liposomas.
Existen diversas técnicas para la preparacion de liposomas que permiten obtener
vesiculas de distinto tamano, volumen interno y capacidad de encapsulacion. A
continuacién se describen algunos de los principales métodos:
.- Método de hidratacion: Tras disolver los fosfolipidos y el resto de los
componentes de la membrana en un disolvente organico volatil (cloroformo), se
efectla su evaporaciéon a presion reducida para lograr la formacién de una fina
pelicula sobre las paredes del recipiente de evaporacion. La rehidratacion de la
pelicula con una solucion acuosa lleva a la formacion de liposomas normalmente
tipo MLV.
.- Método de inyeccién rapida en etanol o éter: Los fosfolipidos disueltos en etanol
o éter se inyectan a gran velocidad con ayuda de una jeringa sobre un gran
volumen de fase acuosa. Se forman espontaneamente liposomas tipo SUV.
.- Método de eliminacion del detergente: La formacidén de liposomas unilamelares
SUV se produce tras eliminar el detergente de una suspensién previamente
preparada de micelas mixtas detergente/fosfolipidos.
.- Método de evaporacion en fase reversa: La adicion de un pequefio volumen de
fase acuosa sobre la solucién organica con los fosfolipidos (relacién 1:3) y
posterior sonicacién produce la formacién de una emulsién. La eliminacién de la
fase organica a presion reducida induce la formacién de liposomas a través de un
estadio de gel intermedio. Esta técnica lleva a la obtencién de liposomas LUV.(12,
21, 23, 28-29, 33)
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suv LUV MLV

Figura 12. Tipos de liposomas. El relleno en negrita representa espacio interno acuoso y los
circulos concéntricos las bicapas lipidicas.

Niosomas.

Son vesiculas formadas por tensoactivos no idnicos y presentan una mayor
estabilidad que los liposomas. Para conferirle mayor estabilidad se incluyen en su
estructura otros tensoactivos cargados y un porcentaje de colesterol.

Su eficacia de carga depende del método de preparacion y de la composicion de
la bicapa, (a mas colesterol, mayor longitud de cadena y mayor carga, mayor
atrapamiento). (12, 21, 29)

Microparticulas.

Las microparticulas pueden definirse como particulas esféricas de origen
polimérico cuyo tamafo se encuentra en el rango del micrémetro (1-250 um).
Existen dos tipos de microparticulas: las microesferas en las que el farmaco esta
disperso o disuelto en una matriz polimérica sélida y las microcapsulas cuando el
farmaco se encuentra en una fase liquida interior y rodeada por una membrana
polimérica. Son preparadas a partir de diversos materiales y sus caracteristicas
fisicas dependeran del uso al que estén destinadas. Una desventaja que se
presenta con esta forma farmacéutica, es que debido a su tamano existe el riesgo
de activacion del sistema inmunitario y la posibilidad de producir toxicidad.
Meétodos de preparacion.

Los procedimientos de fabricacién de microparticulas se pueden clasificar en tres
grandes grupos: fisico-quimicos, quimicos y mecanicos. La seleccion de un
procedimiento de fabricacion de microparticulas depende de las propiedades
fisicas y quimicas de la pareja principio activo / polimero, y de las caracteristicas
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finales de las microparticulas a preparar (granulometria, estructura interna,
concentracion del principio activo, perfil de liberacion, humectabilidad, etc.), en
funcién, principalmente, de la via de administracion elegida.

Los métodos de preparacion mas utilizados son la "evaporacién del disolvente" y
el denominado "spray-drying". Generalmente, y como paso comun para estos
métodos, el fArmaco a encapsular disuelto en solucién acuosa o como polvo seco,
se dispersa en la solucién organica que contiene el polimero (inmiscible con la
fase acuosa), mediante un homogeneizador o sonicador. De esta manera se forma
o bien una emulsién del tipo acuo-oleosa (W/O) o bien el farmaco queda disperso
en la solucién polimérica. En el primero de los métodos, evaporacién del
disolvente, la fase organica o la emulsion se vierte sobre una fase acuosa con
tensoactivo y tras agitacién continua que permite la evaporacién del disolvente se
obtienen las microparticulas.

En el segundo método, "spray-drying", ventajoso para la produccién a gran escala,
se nebuliza la solucion polimérica o la emulsion bajo una corriente de aire caliente
que permite la evaporacion del disolvente y la formaciéon de las particulas
instantaneamente.(21, 25, 28-29, 34)

Nanoparticulas.

Las nanoparticulas son particulas sélidas coloidales, cuyo tamafno de particula
oscila entre 1 nm y 1000nm; estan formadas por materiales macromoleculares en
donde el principio activo se disuelve, encapsula o se une de distintas formas.
Dependiendo del método de elaboracién pueden ser nanocapsulas o nanoesferas.
En un comienzo para la elaboracion de nanoparticulas, como medios de
dosificacibn de farmacos, se utilizaban polimeros no biodegradables
(poliacrilamida y polimetilmetacrilato), pero este tipo de polimeros retarda la
liberacién del farmaco e imposibilita su administracion en humanos por riesgo de
una acumulacion toxica del material empleado a nivel intracelular, por ello
actualmente se estan utilizando polimeros biodegradables.

Entre los materiales biodegradables (ver Fig. 13) utilizados se puede distinguir los
sintéticos, como polialquilcianoacrilatos, poliésteres (copolimeros del acido lactico
y glicolico, poli(e-caprolactona), los derivados de macromoléculas naturales tipo
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protéico (gelatina, albumina

acido alginico y quitosan).

Polimeros
Bicdegradakles.

Naturales

Sintéticos

Naturaleza Protéica

Polisacaridos

Poliortoesteres .

o ) Polifosfacenos

Policianoacrilatos
Polianhidrides

Foli -alfa-aminoadcidos

Policarbonatos
Poliésteres Alifaticos

Albimina

Colageno

Glucosaminoglucanos
Carboxicelulosa

Quitina

Quitosano

Polidioxancna
Poliecapralactona

Poli-alla-hidroxiacidos

Poliglicolico

Polilactico

Figura 13. Polimeros biodegradables utilizados en aplicaciones biomédicas.

y colageno), y los polisacaridos (acido hialurénico,

Es importante mencionar que la eleccién del tipo de polimero es de vital

importancia, dado que de éste dependera la permeabilidad de los medicamentos a

través de su estructura polimérica, porque segun la estructura quimicas del

polimero se verda afectada su solubilidad,

cristalinidad y capacidad de

hinchamiento. El tamano y el método de preparacién, dependeran de la

bioaceptacion de éste; asi como también de las propiedades fisicoquimicas del

farmaco y de la meta terapéutica.

Meétodos de Preparacion de nanoparticulas.

Los métodos de preparacién se pueden dividir en aquellos en los que se parte del

polimero previamente sintetizado o lo que se parte de los monémeros.

Polimeros previamente sintetizados

.- Emulsificacién-evaporacion.
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El polimero y el farmaco se disuelven en un medio organico inmiscible con el agua
y se adiciona a una disolucibn acuosa mediante agitacibn acuosa u otro
mecanismo que lleve a disminuir el tamano del glébulo de la preemulsién formada.
Se elimina el disolvente organico mediante vacio, calor o ambos. El resultado es la
formacién de una dispersion de nanoesferas.

.- Emulsificacién-difusion.

Se disuelve el polimero en un disolvente parcialmente miscible en agua, el cual ha
sido previamente saturado en agua.

Se adiciona la fase anterior a una disolucién acuosa que contiene un estabilizante.
Se adiciona mas agua, lo que hace que haya un proceso de difusién y se formen
las nanoparticulas y finalmente se elimina el disolvente mediante vacio.

.- Desplazamiento del disolvente.

Se disuelve el farmaco, el polimero y en ocasiones, un estabilizador en un medio
semipolar, miscible con el agua.

Se adiciona la mezcla a una disolucion acuosa con un estabilizante (alcohol
polivinilico) manteniendo agitacion

Las nanoparticulas se forman inmediatamente debido a una rapida difusién del
disolvente no acuoso, el cual es eliminado mediante vacio.

.- Salting-out.

Se basa en la separaciéon de un disolvente miscible con agua en una disolucion
acuosa mediante efecto de saltin out.

El polimero y el farmaco son disueltos en acetona (ya que se conoce muy bien su
comportamiento).

Mediante agitacion es emulsificada en un gel acuoso, que contiene los electrolitos
y un estabilizante coloidal. Se adiciona la suficiente cantidad de agua para que
aumente la difusidbn de acetona a la fase acuosa y se formen las nanoesferas.
Finalmente se elimina el disolvente.

A partir de monémeros

.- Polimerizacién en emulsion.
Se disuelve el monémero en un no-disolvente con la ayuda de un tensoactivo.

Se inicia la reaccion de polimerizacion.
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Precipitacion de las nanopatrticulas.

.- Polimerizacién en fase acuosa continda.

Se disuelve el mondémero en una disoluciéon acuosa, con o sin estabilizantes, en la
que también esta disuelto el farmaco.

Se inicia la polimerizacion mediante radiacion o iniciacion quimica.

Debido a que el polimero es insoluble en el medio hay una precipitacion y
formacién de las nanopatrticulas.

.- Polimerizacién interfacial.

Se disuelven el farmaco y mondmero en la fase en que son solubles.

Se adiciona la fase organica u acuosa, segun sea el caso, con agitacion. (En caso
de ser necesario, la fase externa debera tener un iniciador de la polimerizacion).

Si el proceso de polimerizacion es muy rapido, se forma una capa impermeable
del polimero, dando como resultado microcapsulas.

La industria farmacéutica esta asi mismo interesada en el desarrollo de estos
sistemas por razones comerciales, ya que su uso permite repatentar farmacos
cuya eficacia terapéutica estd comprobada. Ademas de ser otra forma de sistemas
de liberacién de farmacos que nos permite mantener el efecto terapéutico, durante
mas tiempo; también nos puede brindar un mayor alcance de érganos blanco, lo
que da como resultado el obtener una mejor efectividad del principio activo
administrado.(23, 28-29, 33, 35-37)

Caracterizacion de las Nanoparticulas.

La caracterizacién de las nanoparticulas para conocer su estructura interna, se
lleva a cabo por medio de difraccibn de rayos X de polvos y métodos
termoanaliticos., tales como la calorimetria diferencial de barrido (DSC), andlisis
térmico diferencial (DTA), andlisis termogravimétrico (TGA), andlisis
termomecanico (TMA) y analisis éptico térmico (TOA).

Algunos parametros que deben de tomarse en cuenta y que influyen en el
comportamiento del sistema son; el tamano de particula, la estabilidad de las
nanoparticulas (potencial zeta), que en algunos casos afecta a la liberacién de un
farmaco o degradacién de esté; la carga superficial, la hidrofilia y la lipofilia, dado
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que dichos parametro son los que se encontraran expuestos a un medio externo y
se veran modificados por él.

.- Tamario de particula.

Algunas de las técnicas mas usadas para la medicién de tamano de particula son,
espectrofotometria de correlacién foténica (PCS) y difraccidén de rayos laser (LD).
La PCS es también conocida como dispersion de luz dinamica (DLS, dynamic light
scattering), ésta se basa en la medicién de la fluctuacion de la intensidad de la luz
esparcida, causada por el movimiento aleatorio de las particulas, mejor conocido
como movimiento browniano; por tal razén la viscosidad del medio es un factor
importante a considerar. Del mismo modo un factor importante es el material del
que estan hechas las nanoparticulas, dado que éste influira en el célculo de los
factores requeridos para la teoria Mie; la cual es utilizada para mejorar la precision
en la medicién.(36, 38)

.- Potencial Zeta (¢)

El potencial Zeta es un parametro que nos permite realizar predicciones acerca del
comportamiento de las dispersiones coloidales; es decir si en la superficie de los
coloides se encuentra una carga, la cual puede ser positiva o negativa, y ésta es lo
suficientemente alta, se producen fuerzas electrostaticas de repulsion; lo cual
mantendra los coloides dispersos y en el caso contrario; si la repulsion es baja,
entonces los coloides se aglomeraran y habra presencia de sedimento. El entorno
de los coloides se puede modificar y dicha alteracion es medible gracias al
potencial zeta y esto afecta la estabilidad del sistema.(12, 21, 38-39)

.- Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El DSC es una técnica que nos permite analizar las transiciones térmicas de un
polimero mediante la medicién en la diferencia de la energia suministrada a una
referencia con respecto al requerido por la muestra; estableciendo una misma
velocidad de calentamiento para ambos casos; es decir la diferencia en la
capacidad calorifica (Cp) requerida para éstos (referencia y muestra). Las
transiciones térmicas que se pueden observar y por ende nos permiten identificar
a un polimero; asi como también nos permiten conocer la pureza de éste, son la

temperatura de transicidn vitrea, temperatura de cristalizacién y la temperatura de
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fusion. A continuacibn se muestra un esquema de los eventos térmicos,

endotérmicos y exotérmicos que se pueden medir con el DSC(12, 21, 40):

Transicion endotérmica. | ———————#=

Incremento
en el Cp.

Flujo de \‘ S
calor ; _

| Transician exotérmica.

Figura 14. Ejemplificacion de un Termograma.
3.2.2. Modificacion en superficie
Los sistemas micro y nanoparticulados son considerados como buenos sistemas
acarreadores de farmacos; sin embargo dentro del organismo deben superar al
Sistema Fagocitico Nuclear o Sistema Reticuloendotelial para lograr una estancia
prolongada; ya que las particulas son facilmente eliminadas, sobre todo las que
contienen una superficie hidrofébica.
Para lograr una mayor estancia dentro del organismo se requiere modificar la
superficie de las nanoparticulas; para lo cual se utiliza comunmente polisacaridos
como son el dextran, chitosan y heparina; aunque una muy buena alternativa para
recubrir nanoparticulas son los polimeros como la polivinilpirrolidona (PVP),
alcohol polivinilico (PVA), la poliacrilamida, y especialmente el polietilenglicol
(PEG).(12)

3.3. LIBERACION MODIFICADA DE IVERMECTINA
Hoy en dia se le estd dando una vital importancia en la industria veterinaria a la

tecnologia de los sistemas de liberacion controlada, con el principal objetivo de
prevenir efectos adversos o enfermedades causadas por la liberacién de agentes
antiparasitarios, insecticidas, ixodicidas y antimicrobianos. Ademas de prevenir los
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efectos adversos en el animal, también se busca la manera de evitar que el
medicamento llegue al ser humano y de que dicho farmaco; después de ser
metabolizado por el animal dafie el medio ambiente, ya sea directa o
indirectamente.

Dado los beneficios que trae consigo la liberacién modificada, actualmente existen
gran cantidad de formas farmacéuticas en las cuales se dosifican farmacos como;
antibidticos, agentes antiparasitarios, insecticidas, ixodicidas, hormonas para la
sincronizacion del estro, esteroides para el control de la fertilidad y promotores del
crecimiento.

Entre estas formas farmacéuticas se encuentran:

.- Sistemas subcutaneos implantables.

.- Sistemas implantables veterinarios terapéuticos que pueden liberar al farmaco
en patrones pulsatiles de orden cero.

.- Microesferas y microcapsulas para inyeccion directa de un farmaco en el sitio de
accion.

.- Formulaciones inyectables de liberacién controlada a base de aceites.

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

.- Etiquetas de oreja y collares para el control de moscas u otros ectoparasitos en
el ganado vacuno y animales domésticos respectivamente. Los agentes activos
son liberados durante varios meses y se encuentran disponibles en la superficie
total del animal.

.- Insertos oftalmicos

.- Dispositivos topicos que se aplican directamente en la mucosa bucal.

Entre los dispositivos orales se encuentran, los bolos intrarrumiales como
Spanbolet® Il el cual es un ejemplo de este tipo de dispositivo y que esta
disponible para liberacion controlada. Otros dispositivos orales, actualmente
usados son los sistemas terapéuticos rumiales, estos estan basados en la
liberacion del farmaco por medio de una diferencia significativa de presién
osmdtica, de tal manera que por dicha variaciéon de presiones se ve modificada la
velocidad de liberacién del farmaco; este sistema provee la liberacion del farmaco
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por poco mas de un afno en el rumen de las vacas y borregos. Algunos productos
que estan en el mercado son, Paractect Flex® Bolus, Rumensin ABC®,
Spanbolet®ll y Penacur SR®. (1, 10, 12, 17-18, 27)

Recientemente se han incorporado en el mercado medicamentos de liberacion
modificada como IVOMEC® GOLD, de MERIAL México, el cual es una solucién
inyectable con formula tixotrépica y presenta una duracién de 75 dias de actividad
después de su administracion. También se encuentra en el mercado VIRBAMEC
PLATINUM®, de VIRBAC, la cual también tiene una formulacién tixotrépica,
inyectable de larga duracion (mas de 70 dias).(16)

Ademas, en la bibliografia aparecen diferentes métodos para lograr dispositivos o
preparados de larga accion, entre éstos se encuentran estudios para diferentes
vias de administracion, desde via oral(41) e intraruminal(42-43) hasta
formulaciones parenterales. También se han desarrollado matrices poliméricas

basadas en distintos materiales como silicona(44).
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IV. Objetivos

4.1. OBJETIVO GENERAL

Elaboracién de nanoparticulas de poli e-caprolactona (PCL) e lvermectina y

estudio de su efectividad sobre larvas de garrapatas Bophillus Microplus.

Realizacién de perfiles de toxicidad para los componentes de las nanoparticulas
elaboradas; asi como también de los componentes de nanaoparticulas elaboradas
con Acido polilactico (PLA) las cuales estan compuestas por Pluronic, Aceite de

ricino e lvermectina.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Aplicar la técnica de microemulsion por fusion para la obtencion de

nanoparticulas poliméricas.

Caracterizar las nanopatrticulas poliméricas.

Determinar la efectividad de las nanoparticulas mediante la aplicacién de
las técnicas de Shaw y de Stone.

Realizar perfiles toxicolégicos de los componentes de las nanoparticulas.
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V. Parte experimental.

5.1. MATERIAL.

5.1.1. Reactivos.
e- Policaprolactona (PCL), Polietilenglicol 6000 (PEG), isopropanol RA, NaCl vy

Brij® 56 fueron comprados a Sigma y usados sin ninguna purificacién adicional.
Ivermectina (lote 20030408) fue donada por Laboratorios Aranda. El agua
destilada y desionizada se obtuvo en el equipo BARSTEAD Nanopure Diamond.

5.1.2. Material biologico.
Los ensayos en larvas de garrapatas, se realizaron con la especie Bophillus

Microplus; las cudles fueron proporcionadas por el Laboratorio de Parasitologia,
de La Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma
México. Las larvas presentaban dos semanas de estadio, preservadas en
incubacion a 37°C de temperatura y con una humedad relativa de 70%.
Para el perfil toxicolégico se emplearon ratones hembras ICR con un peso
promedio entre 25g-30g; los cuales se compraron a HARLAN MEXICO.

5.1.3. Instrumentos y Equipos.
Celdas de vidrio acopladas a un bafio de agua con temperatura y agitacién

controlada. Bario circulador Haake DC10 P5. Balanza Analitica Ohaus Adventur.
Sonicador Cole-Parmer 8890. Ultraturrax IKA T18 Basic. Zetasizer Marlven
Instruments Modelo ZS3600. Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC-60)
SHIMADZU, Termal Analisis System TA-60WS Shimadzu y la Liofilizadora marca
LABCONCO, a una temperatura de liofilizado de -20°C y presién de vacio de
0.040mBar durante 63 hrs con trece minutos.
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5.2. METODOLOGIA

5.2.1. Elaboracion de las nanoparticulas.
Las nanoparticulas fueron obtenidas por el método de Microemulsion por fusion,

dicho método se eligio, con la finalidad de aprovechar la propiedad que presenta la
Policaprolactona-ge (PCL), de solubilizar una cierta cantidad de ivermectina, para lo
cual se funden 98 mg PCL a 70°C en una celda para microemulsiones y se
agregan 9.8 mg de ivermectina. Posteriormente, se mantiene la mezcla en
agitacion durante 1 minuto y se agregan 2ml de una mezcla de Isopropanol-Brij56
(1:1), después de un minuto de agitacién anadir 1.56 mL de la mezcla de
Isopropanol-Brij56 (1:1). Esto con la finalidad de facilitar la interaccion de la
ivermectina con la PCL.

Una vez realizado lo anterior, se deja agitando durante 5 minutos, posteriormente
se apaga el calentamiento y se continla con la agitacién. Inmediatamente
después de haber quitado el calentamiento se agregan 80 mL de PEG 6000
(1.5mg/mL) a 10°C de temperatura, y se mantiene la agitaciéon, hasta que la
solucién este a temperatura ambiente.

Cuando la solucion esta a temperatura ambiente, se procede a agitar con el
ultraturrax a 10000 rpm durante 3 minutos, y se lavan las nanoparticulas con la
ayuda del filtro tangencial para quitar el exceso de PEG, con 3 lavados de 100 mL
cada lavado; ademas de propiciar una mayor concentracién de la cantidad de
nanoparticulas.

Al término del proceso anterior se procede a liofilizar los lavados, esto con la
finalidad de cuantificar la cantidad de PEG que se recuperd y a esto se le puede
realizar un estudio de calorimetria para verificar que en verdad se traté de esté
compuesto. También se liofilizan las nanoparticulas con el fin de obtenerlas en

condiciones secas Y facilitar su almacenamiento.
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5.2.2. Caracterizacion de las Nanoparticulas.

5.2.2.1. Tamano de Particula y Potencial Z.
Una vez liofilizadas las nanoparticulas se procede a resuspender

aproximadamente 4mg de nanoparticulas en 10 mL de solucién de
PEG 6000 (1.5mg/L), con el fin de verificar que sus caracteristicas
(potencial Z y tamano de particula) se mantienen; se sbénica dicha
suspension, para homogenizar la dispersion de las particulas y se
procede a medir el tamafno de particula y el potencial zeta. Esta
medicioén se realiza por duplicado.

5.2.2.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
Una porcion de las nanoparticulas ya liofilizadas, es utilizada para llevar a cabo el

andlisis calorimétrico, aproximadamente 4mg + 0.1. Dicha cantidad de la muestra
es encapsulada en crisoles de aluminio, para analizarlas en el DSC; cuyas
condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Atmosfera: Nitrégeno

Velocidad de Flujo del N2: 30 mL/min

Celda: Aluminio

Velocidad de la Temperatura de Calentamiento: 5°C/min

Intervalo de Temperatura: 20-300°C

5.2.3. Estudios con larvas de garrapata.
Preparacién de la soluciones para pruebas en larvas garrapatas.

Se realizaron cinco soluciones de cada uno de los componentes de las
nanoparticulas (NaCl, PEG, Isopropanol y Brij56). En todos los casos se
prepararon 50.0 mL de cada una de ellas.

Se seleccionaron dos concentraciones por arriba y por debajo de la concentracién
presente en la formulacion de las nanoparticulas (las cuales se muestran en
negritas); esto con el fin de dar un margen de error de mas/menos el 10% de la

cantidad presente en la composicion.
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COMPUESTO CONCENTRACION

Brij56 14mg/ml, 16mg/ml, 18mg/ml, 20mg/ml, 22 mg/ml
Isopropanol 11 mg/ml, 13 mg/ml, 15 mg/ml, 17 mg/ml, 19 mg/ml
PEG 1.1g/L, 1.3g/L, 1.5g/L, 1.7g/L, 1.9g/L

NacCl 0.0006%, 0.0008%, 0.001%, 0.0012%, 0.0014%

Se pesaron 95+0.1mg de PEG y se colocaron en un matraz aforado de 50.0mL
para tener una concentracion de 1.9mg/mL el peso para las otras soluciones se

muestra a continuacion:

Peso 5510.1mg 6510.1mg 751£0.1mg 8510.1mg
Volumen final 50.0mL 50.0mL 50.0mL 50.0mL
Concentracién 1.1mg/mL 1.3mg/mL 1.5mg/mL 1.9mg/mL

Se tomo un volumen de 1.20 mL de Isopropanol y se llevé a un volumen de 50 mL
y nuestra concentracion final es de 19 mg/mL; el volumen requerido para las otras

soluciones se muestra a continuacion:

Peso 0.69£0.001mL 0.82+0.001mL 0.95+0.001mL 1+£0.1mL
Volumen Final 50.0mL 50.0mL 50.0mL 50.0mL
Concentracion 11mg/ml 13mg/mL 15mg/mL 17mg/mL

Se pesaron 1100 £ 0.1mg de Brij56 y se dispersaron en 50.0mL de agua
desionizada, la concentracion de esta solucién es de 22mg/mL. A continuacién se
muestran las cantidades para las demas soluciones:

Peso 70040.001mL 800+0.001mL 90040.001mL 1000+0.1mL
Volumen Final 50.0mL 50.0mL 50.0mL 50.0mL
Concentracidn 14mg/ml 16mg/mL 18mg/mL 20mg/mL

Con la PCL y la ivermectina se llevé a cabo otro proceso de preparacion de
soluciones; dado que estos compuestos se probaron por medio de la técnica de
Stone (ver mas abajo la metodologia de Stone), debido a que estos compuestos
presentan mala solubilidad y no era factible probarlos por el método de Shaw.

5.2.3.1. Metodologia Shaw. (Prueba por triplicado)
Esta prueba se lleva a cabo en larvas de garrapata, con la finalidad de determinar

la susceptibilidad a un producto acaricida; esta metodologia permite determinar el
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porciento de mortalidad de larvas con diversas concentraciones del acaricida o
compuesto a analizar. Permitiéndonos realizar aproximaciones  del
comportamiento del principio activo in vivo.(6-8, 45)

De las concentraciones establecidas para la prueba, se toman 20mL y se llevan a
un volumen de 100 mL con agua desionizada.

De los 100 mL preparados se toman 10 mL, los cuales se verterdn en una caja
Petri a la cual previamente se le colocd un papel filtro.

En la caja Petri se colocan una gran cantidad de larvas de garrapatas
aproximadamente 5 mg de larvas.

Se les coloca encima un papel filtro de tal modo que todas las larvas queden bien
sumergidas, durante 10min.

Elaborar tres parches, con papel filtro de 7.5 x 8.5 cm doblado; para colocar las
larvas después de que han sido sumergidas, En cada parche se colocan
aproximadamente 100 larvas y se incuban durante tres dias a una humedad del
80% y a una temperatura de 30°C.

Realizar conteo de las larvas de garrapatas.

5.2.3.2. Metodologia de Stone. (Prueba por duplicado)
Esta prueba se lleva a cabo en larvas de garrapatas con fin de determinar la CL50

y se utiliza para compuestos que no son solubles.

Para realizar esta prueba se debe de conocer la pureza del compuesto para pesar
100mg de esté; si se desconoce la pureza del producto se toma por convencion,
como si esté presentara una pureza del 98%.(46-47)

Para la ivermectina que se utiliz6 se pesaron 0.0842¢g y se llevo a un volumen de
25mL con una mezcla de Triclorometano con Aceite de Olivo, en una proporcién
de 2:3. (Solucién Stock)

De esta solucion stock se toman 9.8 mL y se lleva a un volumen de 10 mL
(Solucién A)

De la solucion A se toman 5 mL y se llevan a un volumen de 10 mL (Solucion B)
De la solucion B se toman 5 mL y se llevan a un volumen de 10 mL (Solucién C)
De la solucion C se toman 5 mL y se llevan a un volumen de 10 mL (Solucién D)
De la solucion D se toman 5 mL y se llevan a un volumen de 10 mL (Solucién E)
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De cada una de las soluciones preparadas anteriormente se toman 670 pL, y se
colocan en un papel filtro tratando que la solucién se esparza en el mayor area
posible, y se deja evaporar el disolvente durante dos horas.

Con los filtros ya secos, se elaboran los parches en donde se colocaran
aproximadamente 100 larvas de garrapatas y se incuban durante 24 hrs en una
autoclave a 80% de humedad y 30°C de temperatura.

Realizar conteo de larvas de garrapatas.

5.2.4. Estudios toxicologicos
Preparacion de las soluciones para el Perfil Toxicolégico.

Las concentraciones se determinaron en base a lo estipulado en las guias de
ensayos de toxicidad aguda oral de la Agencia de Proteccion Ambiental, EPA, por
sus siglas en ingles. Environmental Protection Agency (EPA) asi también se
siguieron los pardmetros de manejo, cantidad y condiciones de habitad de los
animales, con los cuales se realizo el estudio, que se sefalan en dichas guias.(48-
49)

Se prepararon 6 concentraciones distintas (0.06, 0.18, 0.6, 1.8, 6, 18, 60 y 180
mg/mL) para cada uno de los compuestos (PEG, PCL, Ivermectina, Isopropanol,
Brij56, Nanoparticulas, y NaCl) y se prepararon 5mL de cada una de las
concentraciones.

En todos los casos se pes6é aproximadamente 900 = 0.1 mg del compuesto y se
llevo a 5mL en un matraz volumétrico. (Solucién H) Concentracién de 180mg/mL.
Se pesan 300 £ 0.1 mg del compuesto, se colocan en un matraz volumétrico y se
afora a un volumen de 5 mL. (Solucién G) Concentracién de 60 mg/mL.

Se pesan 90 = 0.1 mg del compuesto, se colocan en un matraz volumétrico y se
afora a un volumen de 5 mL. (Solucion F) Concentracién de 18 mg/mL.

Se pesan 30 = 0.1 mg del compuesto, se colocan en un matraz volumétrico y se
afora a un volumen de 5 mL. (Solucion E) Concentraciéon de 6 mg/mL.

Se pesan 9 =+ 0.1 mg del compuesto, se colocan en un matraz volumétrico y se
afora a un volumen de 5 mL. (Solucién D) Concentracion de 1.8 mg/mL.

Se pesan 2.7 + 0.1 mg del compuesto, se colocan en un matraz volumétrico y se
afora a un volumen de 5 mL. (Solucién C) Concentracion de 0.6 mg/mL.

48



Se toman 166puL de la solucién C, se colocan en un matraz volumétrico y se afora
a un volumen de 5 mL. (Solucién B) Concentraciéon de 0.018 mg/mL.

Se toman 56 uL de la solucidén B, se colocan en un matraz volumétrico y se afora a
un volumen de 5 mL. (Solucién A) Concentracion de 0.06 mg/mL.

Con la PCL se llevo a cabo la elaboracion de nanoparticulas vacias y de estas se
tomo el peso de 1.0 mL y en base a este peso se siguié el procedimiento arriba
sefalado.

Con la ivermectina se realizé el mismo procedimiento que se llevo a cabo con la
PCL; pero en este caso no se agrego dicho polimero y se dejo sola la ivermectina.
Para el Brij56 se realizé una solucién de PEG 6000 a una concentracion de
1.8mg/mL, esto con el fin de facilitar la solubilidad del Brij56.

Posteriormente se aplicd la eutanasia a los ratones, por dislocacién cervical, y en
los animales a los cuales se les administré la mayor concentracién, se les extraen
los siguientes O6rganos: corazén, higado, pulmén, riibn y bazo; esto con la
finalidad de observar si hay dano en alguno, posteriormente se analizaran dichos
organos en el laboratorio de Histopatologia en la facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia.
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VI. Resultados y Discusion.

6.1. ELABORACION DE NANOPARTICULAS.
Las nanoparticulas elaboradas se obtuvieron mediante la técnica de

microemulsion por fusion, la cual consiste en formar una microemulsién donde la
fase oleosa sea un polimero (en nuestro caso un polimero biodegradable, PCL) o
un lipido (en el caso de nanoparticulas lipidicas). La fase acuosa consta de una
mezcla de agua y tensoactivo (Brij 56), el cual, a su vez, estd mezclado con un
cotensoactivo, que en este caso es el isopropanol.

Se elaboraron tres lotes de nanoparticulas, por el método ya descrito y siguiendo
la metodologia ya mencionada en la parte correspondiente; a las cuales se les
realizé la medicién de tamafo de particula por medio de la técnica denominada
dispersion dinamica de luz, empleando el equipo Nanosizer Zen 3600; algunos de

los resultados obtenidos se muestran en el siguiente grafico. (Grafico 1)
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Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
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Grafico 1. Medicion de tamario de Particula; (grafico superior) nanoparticulas de un mismo lote con
un tamario promedio de 136.5nm y ¢ = 3.8; (grafico inferior) dos lotes distintos, con tamafio de
particula promedio de 118.5nmy ¢ = 21.7.

El tamano de particula oscilé entre 100 nm y 150 nm, y el tamano de particula
deseado se encuentra alrededor de 200 nandmetros; lo que nos indica que
estamos en el limite inferior; pero esto es lo deseable; ya que a menor tamafno de
particula, se obtiene una eliminacion mas lenta de las nanoparticulas en la
circulacién, lo cual permite al farmaco un mayor tiempo de liberacién y en teoria se

lograria un menor tiempo de dosificacion consecutiva.

Con respecto al potencial zeta en todas las muestras realizadas fue muy bajo, lo
que nos indicaria que nuestras particulas presentarian una agregaciéon muy alta,
ya que en todos los lotes realizados, el potencial Z en promedio fue de -5.22 mV
con una desviacion estandar de 0.917; sin embargo al observar la solucién de
éstas no se apreciaron agregados, ni precipitados, aunque se almacenaron por un
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tiempo aproximado de 24 horas. A continuacion se muestran los graficos (Gréfico

2) comparativos del potencial Z de distintos lotes.

Zeta Potential Distribution
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Grdéfico 2. Medicion de Potencial Zeta, grafico superior muestra las nanoparticulas de un mismo
lote con un PZ promedio de -1.95 y o= 0.127; grafico inferior se muestran tres lotes distintos, con
PZ promedio de -4.15 y o = 0.635.

El comportamiento de este sistema nos revela que al contener un estabilizante
(PEG 6000) se disminuye el potencial zeta, esto debido al cambio en la superficie
de las nanoparticulas, pero la repulsién entre éstas se mantiene, esto propiciado
por las cadenas del PEG, por lo que no existe la presencia de agregados; pero el
PEG 6000 disminuye tanto el potencial zeta? O una gran cantidad de tensoactivo
combinada con PEG es la que provoca esta disminucién, ya que todas estas

mediciones se realizaron antes del lavado de las particulas.
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Posteriormente, se llevd a cabo el lavado de las nanoparticulas con un filtro
tangencial Millipore, para lo cual se utilizd un filtro PXC010C50 de la misma
marca; esto se realiz6 con el fin de efectuar los lavados de las nanoparticulas para
disminuir la cantidad de Brij56 y PEG 6000, con 100mL de agua desionizada, en
tres lavados; ademas esto nos permiti6 homogenizar el tamafo de particula y

concentrar nuestras particulas.

Una vez terminado todo el proceso de elaboracion de las nanoparticulas,
procedimos a volver a medir el potencial zeta de las nanoparticulas para lo cual se
tomo una muestra de 4.2 mg en promedio, y ésta se llevd a un volumen de 10mL
con PEG 6000 asi como también se procedi6 a la medicion del tamano de
particula, dichos resultados se muestran a continuacion (Grafico 3 y 4):

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
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Size (d.nm)

“07 Record 13: nanos A2 1 Record 14: nanos A2 2 — RecordlS:nanosA23‘

Gréfico 3. Tamano de particula correspondiente a 205.3nm posteriores al liofilizado.

El tamafno de particula aumento a 200nm aproximadamente, lo cual puede
deberse a la incorporacion del PEG, ya que el arreglo de las cadenas de éste a
nivel molecular puede afectar en la determinacion del tamano de particula, pero
beneficiar en la disminucion de la formacion de agregados. Si esta hipdtesis es
cierta quiere decir que habra un aumento en el potencial zeta, lo que nos ayuda a
responder la pregunta, anteriormente planteada sobre el efecto del exceso de
Brij56 en las nanoparticulas.(12)
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Grafico 4. Potencial zeta -25.9 mV posterior al liofilizado.

Hay un aumento del potencial zeta que nos habla sobre una mayor repulsién entre
particulas, el cual se le puede atribuir a la cantidad de PEG afnadida para la
redispersion de éstas; y aunque no de una forma totalmente determinante se
puede establecer como un argumento resolutorio, que el exceso de Brij56, si
afecta el potencial zeta, pero no propicia el aumento en la formaciéon de
agregados, esto quiza debido a la presencia de las cadenas de PEG. El Brij56
quizd ayuda a una interaccion mas cercana entre las moléculas del PEG vy las
moléculas de agua, provocando de este modo una disminucion en el potencial.(12)

Se realizaron termogramas de cada uno de los componentes de las
nanoparticulas para poder observar la incorporacion de la ivermectina en éstas;
ademas para identificar la disminucion de Brij56 y la cantidad de PEG que se

recuperaron en los lavados.

Para poder llevar acabo esto, se recolectaron cada uno de los lavados y se
sometieron a un proceso de secado por liofilizado, dicho liofilizado se llevo a cabo
por 69 horas, a una temperatura de -20°C y 0.040mBar de presién de vacio, con
un precongelamiento a -70°C por tres horas. Para tener una idea de cual seria
nuestro margen de error, en la recuperacién de nuestro sélido una vez terminado
dicho proceso, se realizaron varios ensayos de secado de una concentracion de

1.5mg/mL de PEG y se colocaron 20mL en cada cajas petri, abarcando toda el
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area de la liofilizadora, para poder obtener un indice de efectividad; los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4:

Tabla 4. Pruebas para la obtencion del indice de efectividad en la recuperacion por medio de

liofilizacion.
Muestra Peso (mg) Peso Teorico (mg) % Recuperacion
A 26.9 30 89.7
B 27.2 30 90.7
C 27.8 30 92.7
D 27.1 30 90.3
Promedio 90.85

Desviacion Estandar 1.3

Como se puede observar (Tabla 4) se obtuvo un promedio de 90.85%, con una
desviacion estandar de 1.3 y una DER de 1.43%; por lo tanto tenemos un por
ciento de recuperacién del 90%, el cual es buen porcentaje de recuperacién, lo
que nos da un buen parametro para llevar a cabo el liofilizado de los residuos

obtenidos en los lavados de las nanoparticulas para su posterior analisis por DSC.

A continuacién se muestran los termogramas (Gréficas 5,6,7 y 8) realizados para

los componentes de las nanoparticulas y el obtenido de los lavados de éstas.
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Gréfico 7. Termograma de Ivermectina.
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Grafico 8. Termograma Brij 56.

Como se puede apreciar en los gréaficos del 5 al 8, se pueden observar que los
picos correspondientes al punto de fusion de cada componente en ningln caso se
traslapan, lo cual nos permite utilizar este método para la identificacién cualitativa

del porciento de Brij56 eliminado con los lavados realizados en las particulas.

En el termograma (grafico 9) que se le realiz6 a los lavados de las nanoparticulas
se puede observar que el area bajo la curva; correspondiente al punto de fusién
del Brij56 es mucho mayor que el correspondiente al pico que se muestra para las
particulas elaboradas. Dicho parametro nos indica el AH de fusion y esta
relacionado con la cantidad de muestra colocada para el analisis térmico; que en
nuestro caso fue de alrededor de 1 + 0.1mg, el termograma que se obtuvo para lo
recolectado en los lavados de las nanoparticulas es el esperado, dado que en esta
fraccion se debia encontrar el brij56 en mayor porcién, como es visible en el
gréfico 9; lo que no se esperaba era encontrar una pequefia pero visible fraccion
de particulas y los picos que quiza podrian corresponder a una cierta cantidad de
ivermectina en 156.4°C, aunque cabe senalar que el maximo para la ivermectina
se encuentra en 158°C, esta porcidbn es muy pequena en comparacién con la
cantidad de brij56 que se extrae.
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[Residuos de los lavados de las Nanoparticulas.|
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Grafico 9. Termograma de lo recuperado en los lavados.

En el grafico 10 se observa el maximo correspondiente para el Brij56; pero en
comparacién con el que se muestra en el grafico 9, el area es mucho menor como
era de esperarse, dado que en esta porcion se espera estén formadas las
nanoparticulas, dando lugar a un desplazamiento de los componentes que las
incorporan como se observa en los termogramas (graficos 9 y 10) pero de nueva
cuenta sobre salen otros dos picos con un maximo en 134 y 156.1°C, estos picos
tan repetitivos en estos ultimos dos termogramas, pueden ser cierta cantidad de
ivermectina que no se incorporo en la PCL y al ser detectada en el analisis térmico
nos muestra que no se encuentra en una forma molecular, ya que si lo estuviera
ésta no se detectaria; aun asi el maximo en 54.36°C, en comparaciéon con otros
termogramas realizados es muy similar al reportado para la identificacién de las

nanoparticulas creadas.(12)

Nanoparticulas.

0.5 30.4°C

156.15°C

DSC mw
o
1
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Grafico 10. Termograma de las particulas realizadas después del lavado.
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Obteniendo el area bajo la curva de los maximos que representan al Brij56, que la
suma de ambas aéreas nos da un total de -3.939 el cual podemos considerar
como nuestro 100%, de este modo podemos calcular un porcentaje calculado
cualitativamente, en el cual nos indica que estamos quitando un 77% de Brij56 de
las nanoparticulas y el resto puede encontrarse incorporado dentro de las

particulas elaboradas.(12)

6.2. PRUEBAS DE EFECTIVIDAD SOBRE LARVAS DE GARRAPATAS
Bophillus microplus.
Los datos obtenidos mediante la técnica de Shaw, en larvas de garrapata

Bophillus microplus para observar el efecto de los excipientes por esta técnica
fueron, Brij56, Isopropanol, Polietilenglicol (PEG) y Cloruro de Sodio (NaCl); la
policaprolactona y la ivermectina se realizaron por el método de Stone que se

explica mas adelante.

Para cada compuesto probado se elaboraron cinco concentraciones distintas;
tomando como base y como punto medio la concentracion presente en la

formulacién; como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones Analizadas en Larvas de Garrapata Bophillus M.

COMPUESTO CONCENTRACION Concentracién real (mg/ml)
14mg/ml 2.8
16mg/ml 3.2
Brij56 18mg/ml 36
20mg/ml 4
22 mg/ml 44
11 mg/ml 2.2
13 mg/ml 2.5
Isopropanol 15 mg/ml 3
17 mg/ml 3.4
19 mg/ml 3.8
1.1g/L 0.22
1.3g/L 0.26
PEG 1.5g/L 0.3
1.7g/L 0.34
1.9g/L 0.38
0.0006% 0.0012
0.0008% 0.0016
NaCl 0.001% 0.0020
0.0012% 0.0024
0.0014% 0.0028
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Para realizar la prueba de Shaw se prepararon las soluciones con las
concentraciones que se muestran en la tabla 5; de las cuales se tomo 20mL de
estas soluciones, y se aforaron a 100mL y de esta solucién se tomaron 10 mL, las
cuales se colocaron en una caja petri que contenia un papel filtro; el cual se
humedecié con dicha solucién, posteriormente se pesaron aproximadamente
100mg de larvas, las cuales se sumergieron en esta solucién por 10 minutos, con
ayuda de un papel filtro. Posteriormente se realizaron paquetes (papeles filtro
doblados) en los cuales, se colocaron aproximadamente 100 larvas (tomadas de
los 100mg anteriormente pesados) y estos se metieron a la incubadora a 37°C y
una humedad de 70% aproximadamente. Después de siete dias de incubacion, se
realizé el conteo de larvas de garrapatas para obtener un porciento de mortalidad;

estos resultados se muestran a continuacion.
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6.2.1. Resultados de la prueba Shaw y Stone.
Tabla 6. Mortalidad encontrada de las Larvas de Bophillus m. Mediante la Técnica de Shaw.

COMPUESTO CONCENTRACION Resultados Shaw (Triplicado)
Larvas vivas. Larvas muertas.
Brij56 14mg/ml 100
16mg/ml 100
18mg/ml 100
20mg/ml 100
22 mg/ml 100
Isopropanol 11 mg/ml 100
13 mg/ml 100
15 mg/ml 100
17 mg/ml 100
19 mg/ml 100

Tabla 7. Mortalidad encontrada Mediante la Técnica de Shaw en larvas de Bophillus M.

COMPUESTO | CONCENTRACION | Resultados Shaw (Triplicado)
Larvas vivas. Larvas muertas.
NaCl 0.0012 mg/mL 100
0.0016 mg/mL 100
0.0020 mg/mL 100
0.0024 mg/mL 100
0.0028 mg/mL 100
Agua Testigo 100
PEG 1.1mg/mL 100
1.3mg/mL 100
1.5mg/mL 100
1.7mg/mL 100
1.9mg/mL 100

Tanto la ivermectina y la policaprolactona (PCL) se realizaron por el método de
Stone debido a que estos compuestos son insolubles y esta metodologia nos
permite trabajar con compuestos de estas caracteristicas. Los resultados
obtenidos se muestran a continuacion: Tomando como concentraciones las

normas establecidas en el laboratorio de parasitologia de la facultad de veterinaria
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Tabla 8. Mortalidad de las Larvas de Bophillus M. por la Técnica de Stone.

Compuesto Concentracion Resultados. Total | Mortalidad %
Larvas vivas. Larvas muertas. Larvas
PCL (84.2mg) A (3.4mg/ml) 100 0
100 0
B (1.6mg/ml) 100 0
100 0
C (0.8mg/ml) 100 0
100 0
D (0.4mg/ml) 100 0
100 0
E (0.2mg/ml) 100 0
100 0
Ivermectina (84.2mg) A (3.3mg/ml) 19 361 380 95
15 450 465 96.77
B (1.6mg/ml) 152 154 306 50.33
132 206 338 60.95
C (0.8mg/ml) 100 0
100 0
D (0.4mg/ml) 100 0
100 0
E (0.2mg/ml) 100 0
100 0
Agua Testigo 100 0
100 0

Como se aprecia en la anterior tabla (Tablas 8) no existe concentracién de PCL
que mate a las garrapatas; sin embargo con la ivermectina si, dado que este
farmaco funciona como un acaricida, por lo que este efecto deberia ser normal, a
no ser porque su efecto lo ocasiona a partir de una concentracién de 1.6mg/mL,
teniendo una efectividad del 55% de mortalidad, dicha mortandad se vio
aumentada hasta un 96% cuando la concentracién de ivermectina es de
3.3mg/mL, concentracién que se obtiene al seguir esta metodologia.

-Al observar que los componentes de nuestra formulacién no son dafinos para las
larvas de garrapata, exceptuando la ivermectina, se procedi6 a realizar las mismas
pruebas antes mencionadas; pero ahora con cada uno de los componentes dentro
de la formulacién, esperando que no hubiera muerte de las larvas de garrapatas;

ya que, la metodologia que se empleo para probar las nanoparticulas fue la de
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Shaw esto con el fin de lograr que no se liberara el farmaco por causa de la

disolucion del polimero; porque en las nanoparticulas, la ivermectina esta

recubierta por un polimero; en este caso, policaprolactona (PCL) o &cido

polilactico (PLA), impidiendo de este modo que ésta entre en contacto con la larva

de garrapata; ademas de que la cantidad que tendria contacto con el parasito

seria, una cantidad minima. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9,

en donde se analizaron las nanoparticulas elaboradas con PLA las cuales

contienen pluronic, aceite de ricino e ivermectina; dichas particulas se incluyen en

los perfiles toxicolégicos e histopatol6gicos

Tabla 9. Mortalidad de Distintas Formulaciones Analizadas por Shaw.

Compuesto Concentracion de | Concentraciéon Real de | Resultados. Total. | %
Nanoparticulas. Nanoparticulas. (después de las Mortalidad
Brij56 50.92%, | diluciones para la metodologia
Isopropanol de Shaw)
41.02%, PCL
3.48%, L.arvas Larvas
Ivermectina vivas. muertas
0.34%, PEG
4.24%
Nanoparticulas 0.12mg/ml 0.024mg/ml 22 84 106 79.24
(11/agosto/08)
23 89 112 79.46
30 44 74 59.46
Nanoparticulas 0.12mg/ml 0.024mg/ml 100 100 100
con NaCl 0.001%
1/sept/08
(1/sept/08) 100 100 100
100 100 100
Nanoparticulas 0.12mg/ml 0.024mg/ml 8 67 75 89.33
con PEG 6000
3 56 59 94.91
3 63 66 95.45
Nanoparticulas de | 1.2mg/ml 0.24mg/ml 17 75 92 81.52
PLA
5 44 49 89.79
76 63 139 45.328

Los resultados obtenidos (Tabla 9) no fueron los esperados, debido a que en

todas las formulaciones hubo muerte de larvas de garrapatas, mostrando un alto

indice de efectividad, por lo que surgié la siguiente pregunta;

;se esta
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recubriendo bien la ivermectina?; o existira un efecto sinérgico entre algunos de
los componentes, siendo esta ultima poco probable; ya que en los estudios
individuales de cada uno de estos, no hubo porciento de mortalidad.

Dadas las cuestiones anteriores se decidié realizar una retrospectiva de los
calculos, para determinar exactamente qué concentracion del principio activo y de
los componentes de la formulacién, se probaron. Asi como un analisis de las
concentraciones que existen en la formulacion elaborada; con el fin de determinar

si hubo un error en cuanto a cantidades agregadas en la formulacion.

Cada uno de los calculos realizados asi como, el andlisis para determinar las

cantidades probadas, se muestra a continuacién.

Tomando en consideracion que la densidad del Brij56 es igual a 977mg/mL y
como el volumen que se afade de éste compuesto es de 1.47mL, entonces la
concentracion de Brij56 en la formulacién esta dada por:

977mg
1.47mLx

= 1436.19mgBrij56
La cantidad de Brij56 es 1436.19mg por lo tanto la concentracion de Brij56 al final
de la formulacién es de 18mg/mL:

1436.19mgBrij56_ 17.95mg~ 18mgd BriiSe
80mL STl mp ¢

Siguiendo los mismos pasos que se realizaron para el célculo anterior, se procede
a determinar la concentracion del Isopropanol.

Isopropanol p=790mg/mL

myg

790
1.47mLx = 1161.3mg Isopropanol

1161.3mg Isopropanol mg
80 L = 14'5Hd6 Isopropanol

Calculo para determinar la concentracién de PCL y de Ivermectina.

Cantidad que se afiadié de PCL 98.3 mg
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98.3mgPCL_1.23mgd PCL
somL  mL ¢

Cantidad agregada de Ivermectina 9.8mg

9.8mg  0.123mg

BomL - L de Ivermectina

La concentracién de PEG 6000 es igual a 1.5mg/mL y de esta solucién se tomaron
80mL que es el volumen final de la formulacién, por eso los compuestos anteriores
se dividieron entre 80mL. Al igual que la concentracion de PEG, la concentracién
de NaCl se mantiene, dado que aquellas nanoparticulas que no se elaboraron con
PEG 6000, se les agreg6 80 mL de NaCl a una concentracion de 0.01mg/mL.

Tabla 10. Excipientes de las Nanoparticulas de Ivermectina con PCL.

Concentracion de cada excipiente en la Formulacion
PEG 1.5mg/mL

PCL 1.23 mg/mL

ivermectina 0.12 mg/mL

isopropanol 14.5mg/mL

Brij 56 18mg/mL

las nanoparticulas que tienen NaCl

NaCl 0.01mg/mL

Las concentraciones de cada uno de los excipientes en la formulacion de

nanoparticulas realizadas con PEG 6000, en las distintas soluciones utilizadas
para el ensayo por medio de la técnica de Shaw, se muestran en las siguientes
tablas:

Tabla 11. Concentraciones de cada uno de los Excipientes en las Nanoparticulas con PEG 6000
(Desde la Solucion H-E)

Excipiente Nanos con PEG | Nanos con PEG (mg/mL) | Nanos con PEG | Nanos con PEG
(mg/mL) H G (mg/mL) F (mg/mL) E

PEG 2.70E-01 9.18E-02 2.75E-02 9.36E-03

PCL 2.20E-01 7.48E-02 2.24E-02 7.63E-03

Ivermectina 2.20E-02 7.48E-03 2.24E-03 7.63E-04

Isopropanol 2.61E+00 8.87E-01 2.66E-01 9.05E-02

Brij56 3.24E+00 1.10E+00 3.30E-01 1.12E-01
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Tabla 12. Concentraciones de cada uno de los Excipientes en las Nanoparticulas con PEG 6000
(Desde la Solucion D-A)

Excipiente | Nanos con PEG | Nanos con PEG | Nanos con PEG | Nanos con PEG
(mg/mL) D (mg/mL) C (mg/mL) B (mg/mL) A

PEG 2.8E-03 9E-04 3E-04 8.59E-05

PCL 2.3E-03 8E-04 2E-04 7.004E-05

Ivermectin | 2E-04 7.78E-05 2.33E-05 7.004E-06

a

Isopropan | 2.72E-02 9.2E-03 2.8E-03 8E-04

ol

Brij56 3.37E-02 1.14E-02 3.4E-03 10E-04

En las siguientes dos tablas se muestran las distintas concentraciones, que se

emplearon para llevar a cabo la técnica de Shaw, en la formulacion de

nanoparticulas, en la cual se utiliz6 NaCl en lugar de PEG 6000, como agente

estabilizador de éstas.

Tabla 13.Concentraciones de cada uno de los Excipientes en las Nanoparticulas con NaCl (Desde
la Solucion H-E)

Excipiente Nanos con NaCl | Nanos con NaCl | Nanos con NaCl | Nanos con NaCl
(mg/mL) H (mg/mL) G (mg/mlL) F (mg/mL) E

NaCl 8.00E-04 2.72E-04 8.16E-05 2.77E-05

PCL 2.30E-01 7.82E-02 2.35E-02 7.98E-03

Ivermectina | 2.20E-02 7.48E-03 2.24E-03 7.63E-04

Isopropanol | 2.67E+00 9.08E-01 2.72E-01 9.26E-02

Brij56 3.30E+00 1.12E+00 3.37E-01 1.14E-01

Tabla 14.Concentraciones de cada uno de los Excipientes en las Nanoparticulas con NaCl (Desde

la Solucién D-A)

Excipiente Nanos con NaCl | Nanos con NaCl [ Nanos con NaCl [ Nanos con NaCl

(mg/mL) D (mg/mlL) C (mg/mL) B (mg/mL) A
NacCl 8.32E-06 2.83E-06 8.49E-07 2.55E-07
PCL 0.0024 0.0008 0.0002 7.3E-05
Ivermectina | 0.0002 7.78E-05 2.3347E-05 7.004E-06
Isopropanol | 0.0278 0.0094 0.00283343 0.0009
Brij56 0.0343 0.0117 0.00350199 0.0010

Como se puede observar en las Tablas 11 y 12 las concentraciones presentes en

las nanoparticulas con PEG 6000 son totalmente inferiores a las que se probaron

por la técnica de Shaw para probar por si solos los distintos componentes de la
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formulacion, (Ver Tabla 5), asi como también las concentraciones presentes en las

nanoparticulas con NaCl son inferiores a las probadas para cada componente.

En la Tabla 15 se muestra la concentracion reales que existen en cada una de las
nanoparticulas preparadas tanto las que contienen PEG y las de NaCl; en
comparacién con la solucién mas concentrada de cada uno de los excipientes que
se probaron.

Tabla 15. Comparacion de Concentraciones de los Componentes que se Analizaron por la Técnica
de Shaw y las Concentraciones de estos en las Nanoparticulas.

COMPUESTO | Concentracién en la | Nanos con PEG (mg/mL) H | Nanos con NaCl (mg/mL) H
solucion H de cada uno | Concentracién de cada Concentracion de cada
de los componentes de | componente en la formula- | componente en la formula-
las nanoparticulas ;2 Y
cion. cion.
(mg/mL)
Brij56 4.4 3.24 3.30
Isopropanol | 3.8 2.61 2.67
PEG 0.38 2.70E-01
NaCl 0.0028 8.00E-04
PCL 3.37mg/mL 2.20E-01 2.30E-01
Ivermectina | 3.37mg/mL 2.20E-02 2.20E-02

Como se puede apreciar, las cantidades que se probaron para analizar el efecto
de cada uno de lo excipientes por separado, son superiores a las que se
emplearon en las formulaciones finales, lo que nos hace pensar que, la muerte de
las larvas no fue debida a altas concentraciones de los excipientes y podria
deberse a un efecto sinergista de éstos o de un par de ellos. Aunque otra variable

a considerar seria las condiciones de incubacion.

Para prevenir que los resultados encontrados con las larvas, se presentaran con
los mamiferos se decidi6 realizar perfiles de toxicidad con los componentes de las

nanoparticulas.

6.3 PERFILES DE TOXICIDAD DE J_OS COMPONENTES DE LAS
NANOPARTICULAS.
Para este estudio se administraron diversas dosis a 264 ratones hembra ICR,

dicha cantidad fue establecida para utilizar el menor nimero de ratones que fue
ese posible; estuvieron bajo una temperatura de 23+1°C, una humedad relativa de
55% y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12hrs; se seleccionaron hembras porque en
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ellas existe mayor presencia de tejido graso y la ivermectina se acumula en mayor
medida en éste, la via de administracidn fue intraperitoneal, para tener una rapida
absorcion y una gran vascularizacion. Dicho estudio se realizd para cada uno de
los excipientes presentes en la formulacibn de las nanoparticulas, este
experimento se dividié en dos etapas.

En la primera etapa se administré Agua inyectable (como blanco), Isopropanol,
PEG 6000 (polietilenglicol 6000), Nanoparticulas con PEG, Nanoparticulas con
NaCl (cloruro de sodio), Nanoparticulas con PLA (Acido polilactico) y Brij56
(tensoactivo no idnico). Las dosis administradas fueron las que se muestran en la
tabla16, las cuales se escogieron en un orden exponencial para obtener un perfil
amplio de identificacién de la toxicidad de los componentes.

Tabla 16. Concentraciones de las Soluciones Administradas.

Solucion Dosis (mg/Kg) Concentracion (mg/mL)
A 1 0.06

B 3 0.18

c 10 0.6

D 30 1.8

E 100 6

F 300 18

G 1000 60

H 3000 180

En aquellos ratones a los cuales se les administré Isopropanol, se observé en los

que recibieron la dosis mas alta (H: 3000mg/Kg), mucha irritacién en el momento
de la administracibn y posteriormente se quedaron sin movilidad alguna
presentando una respiracion muy lenta; sin embargo después de 24 horas de la
administracion se encontraban completamente restablecidos y con una actividad

normal.

A los ratones que se les administro Brij56 (disuelto en PEG 1.8 mg/mL)
presentaron dolor y manifestaron un ataque de ansiedad (corrieron por toda la
caja), después de una hora de habérseles administrado dicha solucién; en las
soluciones G (ratones 43,44 y 45) y H (ratones 46,47 y 48), pertenecientes a las
dosis mas altas, 1000 y 3000 mg/Kg respectivamente, murieron. Posteriormente
se les realiz6 una necropsia a los ratones 48, 47 y 45; en la cual se observé lo
siguiente:
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+ Ratén 48. Se observé un estado cianético; con las visceras congestionadas,
peritoneo, corazén y pulmones congestionados. Ademas de una
hemoconcentracién en visceras.

Lo antes mencionado nos indica que la dosis del reactivo administrado,
provoco una irritacién severa en el raton y esto le produjo la muerte.

% Ratén 47. Al igual que en el anterior animal, se observaron visceras,
corazén, peritoneo y pulmones congestionados; ademas de una
extravasacion, ascitis (presencia de liquido seroso en el espacio que existe
entre el revestimiento membranoso del abdomen vy los d&rganos
abdominales) y un poco de hemorragia. Presenta las mismas condiciones
de muerte que el ratdn 48, lo cual era de esperarse, ya que pertenecen al
grupo al cual se les administrd la solucion H (Brij56 en PEG 1.8mg/mL,
dosis 3000mg/Kg).

% Ratoén 45. Se observd una menor coloracion rojiza en los érganos; aunque
se encontré la misma congestion que se hallé en los ratones anteriores.
Todo esto nos indica una alta dosis administrada de Brij56, lo cual produjo
la muerte de los ratones.

Los ratones a los cuales se les administro la dosis F (300mg/Kg) murieron
después de haber transcurrido 3 horas de administracién, mientras tanto los
ratones a los que se les administré la dosis E (100mg/Kg), continuaron con
actividad normal y sin aparentes repercusiones de esta dosis. Con respecto a los
otros ratones, a los cuales se les administro Brij56, no se observdé anomalia
alguna; aunque algunos de estos presentaban gran actividad; pero después de
observarlos durante 4 semanas, se llegb a la conclusion de que este
comportamiento es normal en los ratones.

En el séptimo dia de observacidén de esta primera etapa del experimento, algunos
de los ratones presentaron gran actividad durante el dia, lo cual es raro debido a
que estos animales son nocturnos; la explicacibn para este extrano
comportamiento fue que a los ratones los acababan de cambiar de la caja en la
que se encontraban y por ese motivo estaban activos.
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La secuencia de observacion de los ratones a los que se les administraron los

reactivos establecidos para esta primera etapa del experimento, se muestra en la

siguiente tabla (Tabla 17):

Tabla 17. Seguimiento del comportamiento de los Ratones posterior a la administracion de

Dias de
observacion

Primer dia

Segundo dia

Tercer dia

Cuarto dia

Quinto dia

Sexto dia

Séptimo dia

Octavo dia

Noveno dia

Decimo dia

excipientes.

Observaciones

Ratones tranquilos y sin inflamacion en el sitio de administracion.

Ratones tranquilos y sin aparente alteracion de su comportamiento.

Ratones tranquilos y sin aparente alteracion de su comportamiento.

Ratones tranquilos y sin aparente alteracién de su comportamiento.

Ratones tranquilos y sin aparente alteracion de su comportamiento.

Se encontraron a los ratones muy inquietos, ansiosos mordiéndose entre ellas y dando vueltas por

toda la caja.

Primera observacion (11:00am). Todos los ratones muestran actividad diurna, lo cual es raro debido a
que su actividad es nocturna.

Segunda observacién (4:00 pm). Ratones de la caja 109-114 presentan actividad.

Primera observacién (12:30 pm). Los ratones de las cajas 97-102 estan activos, los de las demas cajas
estan dormidos. En la caja 7-12 hay una muy inquieta, la nimero 10.

Segunda observacion (5:30). El ratén de la caja 7-12 sigue activo. Todos los ratones presentan
actividad y algunos estan comiendo. Animales de la caja 121—126 dan unos brincos muy raros como
canguros y estan comiendo aserrin.

Primera observacion (11:00 am). En la caja de los ratones niumero 139-144 hay uno muy activo y da
vueltas por toda la jaula. Ratones activos cajas (55-60)(115-120)(139-144).

Segunda observacién (5:08pm). Los ratones estdn activos, comiendo y mordiendo los barrotes; todo
esto una hora antes de que se apague la luz.

Este dia se realizo la ultima observacién algunos de los ratones estaban activos y otros estaban
dormidos, después de diez dias de observacion este tipo de comportamiento se considera normal.

En el onceavo dia se procedié a realizar una necropsia a aquellos ratones a los

cuales se les habia administrado la dosis mas alta y por lo tanto la de mayor

concentracion (H); se observé lo siguiente:
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Tabla 18.0bservaciones de las Necropsias.

Compuesto Administrado Observaciones después de una semana de administracion.

Isopropanol. Se observo en buen estado cada uno de los érganos (Pulmdn, Corazén, Higado,
Intestino y Bazo), sin malformaciones o dafos en su morfologia.

Nanoparticulas con PEG. Se observé en buen estado cada uno de los érganos (Pulmén, Corazén, Higado,
Intestino y Bazo), sin malformaciones o dafios en su morfologia.

PEG (Polietilenglicol 6000) Se observaron los 6rganos (Pulmén, Corazon, Higado, Intestino y Bazo) en buen
estado; aunque se observa una coloracién palida de cada uno de los érganos.

Nanoparticulas PLA Los 6rganos (Pulmdn, Corazon, Higado, Intestino y Bazo) se encontraron en buen
estado, sin dafio en su morfologia.

Nanoparticulas con NaCl Se observo ascitis, con un poco de adherencias (Causado por Irritacion), el higado

presento anomalias morfoldgicas y rinones mas grandes y palidos. Ver la figura 15.

Figura 15. Higado con Deformaciones
Morfoldgicas.

A cada uno de los o6rganos analizados, se les realizd un diagnostico
histopatoldgico, para observar el dano que los excipientes, en su mas alta
concentracion (3000mg/Kg), pudieron causar en cada uno de los 6rganos

extraidos (corazén, pulmén, pancreas, rindn e higado); dichos resultados se
muestran mas adelante.

Con respecto a los perfiles toxicoldgicos, encontrados en esta primera etapa, el
anico que presenté un 100 % de mortalidad, en las tres dosis mas altas, fue el
Brij56. A continuacion, se muestran las graficas correspondientes para Brij56,
Isopropanol, PEG 6000, nanoparticulas con PEG, NaCl y PLA.
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Grdfico l y Il. En la grdfica | se observa el efecto que presentaron las tres dosis mds altas del Brij56, disuelto en PEG 6000.
Mientras que en la grdfica Il se observa que ninguna de las dosis del Isopropanol, causé la muerte de algun raton.
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Graficos Ill, IV, V y VI. Perfiles Toxicolégicos de los Excipientes Analizados en esta Primera Etapa
del Experimento; asi como también de algunas nanoparticulas elaboradas.

El Grafico |; correspondiente al Brij56, muestra que a dosis superiores de
300mg/Kg; es decir a una concentracion de 18mg/mL existe una toxixidad aguda
en los ratones; esto por via intraperitonial, no siendo el mismo caso para el
Isopropanol, las Nanoparticulas con PEG 6000, el Polieteilenglicol 6000
(PEG6000), las Nanoparticulas con NaCl y las Nanoparticulas con PLA, como se

puede apreciar en las graficas lll, IV, V y VI, en cuyos casos no hubo porciento de
mortandad de ratones.

La toxicidad presentada por el Brij56 se encuentra entre dos puntos referentes a
una dosis de 100 y 300 mg/Kg, por lo cual, no se puede establecer un valor
viable para la DLs, (dosis letal media), ya que se tendrian que realizar minimo

otro ensayo, para obtener un punto intermedio entre las dosis y de este
modo obtener el valor de la DLs.
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Con el fin de obtener un valor estimado en el cual se podria presentar la DLsg se
realizo un analisis estadistico Probit mediante el programa StartPlus2007
Profesional con el cual se obtuvo la DLsy de 200 mg/Kg para el Brij56 de cual es el

limite superior para que dicho compuesto sea letal, al ser administrado por esta via

(intraperitoneal).

Analisis Probit para Brij56 _ .
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Grafico 11. Estimacion de la DLs, del Brij56 200mg/Kg.

Por lo tanto DLs, aproximada es de = 200mg/Kg
Siendo el peso promedio de los ratones = 0.026Kg
y el volumen promedio administrado a los ratones = 0.4mlL

200mg

X 0.026Kg = 5.2mg

5.2mg
0.4mL

= 13mg/mL

Por lo tanto la concentracién de la DLsy = 13mg/mL

Esta concentracion es inferior a la que existe en la formulacion de las
nanoparticulas; por lo cual se hubiera esperado que en aquellos ratones en los
cuales se les administraron las nanoparticulas hubieran presentado un porcentaje
de mortalidad; aunque quiza en las nanoparticulas el Brij56 no este tan disponible;
como si se encuentra en las soluciones probadas. La Unica variable entre las

soluciones de Brij56 preparadas y el presente en las nanoparticulas es que, las
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soluciones de Brij56 fueron preparadas con una concentracion de 1.8 mg/mL de
PEG 6000, con el fin de facilitar la solubilidad de este tensoactivo.

Debido a que el PEG 6000 es un cosolvente, éste pudo haber ayudado a mejorar
la disponibilidad del Brij56 en el organismo, lo cual propiciaria una alta toxicidad de
éste, ya que habria una mayor distribucion en el area peritoneal, lo que nos daria
como resultado una mayor area de contacto; causando una alta mortalidad debido
a que el Brij56 estaria en contacto con mas 6rganos, no siendo éste el caso para
el Brij presente en las nanoparticulas.

En la segunda etapa del experimento se probaron con la ivermectina, e¢-
policaprolactona (PCL), aceite de ricino, acido polilactico (PLA), pluronic y de
nuevo se volvio a utilizar Agua inyectable como blanco. Las dosis fueron las
mismas que se utilizaron en la primera etapa y se muestran en la siguiente tabla

(Tabla 19).

Tabla 19. Concentraciones de las Soluciones Administradas.

Solucion Dosis (mg/Kg) Concentracion (mg/mL)
A 1 0.06

B 3 0.18

C 10 0.6

D 30 1.8

E 100 6

F 300 18

G 1000 60

H 3000 180

Las observaciones realizadas a los ratones, durante una semana posterior a la

administracion de cada uno de los compuestos, se muestran a continuacion:
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Dias de

observacion

Observaciones

La mayoria de los ratones, estuvieron sin problema alguno, después de la administracién de los
compuestos con sus respectivas dosis. Los Unicos que presentaron un cambio radical en su estado de
salud fueron a los que se les administré la dosis G y H de aceite de ricino, los cuales presentaron
Primer dia respiracion lenta y con dificultad.

Segunda observacién (6:08pm). Después de 2 horas de administracién, del aceite de ricino, murieron
los ratones de la dosis H. Los demas presentan actividad normal.

Segundo dia Todos los ratones quietos y tranquilos; aunque se alteraron un poco después de hacer ruido pero nada
fuera de lo normal.

Tercer dia Todos los ratones estan quietos y tranquilos sin dafio alguno.
Cuarto dia Los ratones estan bien y normales.

Quinto dia Presentan actividad normal.

Sexto Dia Presentan actividad normal

Séptimo dia Todos los ratones activos, pero con actividad normal.

Octavo dia Con actividad Normal.

Después de diez dias al igual que en la primera etapa se llevé a cabo una
necropsia de los ratones a los cuales se les administré la dosis mas alta (H), se

obtuvieron las siguientes observaciones:

Compuesto Observaciones después de una semana de administracion.
Administrado

Policaprolactona-¢. Se observa en buen estado cada uno de los 6rganos (Pulmdn, Corazén, Higado, Intestino y

Bazo), sin malformaciones o dafios en su morfologia.

Agua Se observa en buen estado cada uno de los 6rganos (Pulmdn, Corazén, Higado, Intestino y
Bazo), sin malformaciones o dafios en su morfologia.

Ivermectina. Se observo en buen estado cada uno de los drganos (Pulmén, Corazén, Higado, Intestino y
Bazo), sin malformaciones o dafios en su morfologia.

Aceite de Ricino. Se observd una cantidad exagerada de liquido transparente (Aceite de ricino) al iniciar la
necropsia; pero los drganos se veian en buen estado.

PLA Los dérganos (Pulmén, Corazdn, Higado, Intestino y Bazo) se encontraron en buen estado, sin
dafio en su morfologia.

Pluronic Se observaron los drganos (Pulmén, Corazén, Higado, Intestino y Bazo) en buen estado;

aunque se observa una coloracién palida de cada uno de los érganos

De acuerdo a los perfiles toxicoldgicos, encontrados en esta segunda etapa, en el
Unico en el cual murieron los ratones, en las tres dosis mas altas, fue con el aceite
de ricino.

A continuacion, se muestran las graficas correspondientes para aceite de ricino,

ivermectina, e-policaprolactona (PCL), acido polilactico (PLA) y pluronic F-127.
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Perfil Toxicolégico del Aceite de Ricino. Perfil Toxicolégico de PCL
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Como se puede apreciar en las graficas anteriormente mostradas, el porciento de
mortalidad en la mayoria de los compuestos fue nulo; siendo el aceite de ricino el
anico en el cual, en la ultima dosis (las de mayor concentracidon) presenta un 100%
de mortalidad.

Al igual que para el caso del Brij56, con la finalidad de obtener un estimado y

poder determinar aproximadamente la DLsy del aceite de ricino, se realizo un

75




analisis estadistico Probit con el programa ya mencionado y se obtuvo una
DLsg,de 2000mg/Kg

Amnalisis Probit para Aceite de Ricino ) 3
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Por lo tanto DLsy aproximada es de 2000mg/Kg para determinar la concentracion

de esta dosis, realizamos los siguientes calculos:

Peso promedio de los ratones = 0.025Kg
Volumen promedio administrado a los ratones = 0.4mL

2000mg
50mg

Por lo tanto la concentracion de la DLsp = 125mg/mL

La concentracion de la DLsp es mas de 30 veces mayor a la que se encuentra en
las nanoparticulas de PLA, por lo que dicha concentracibn no representa o

representara ningun problema al ser administrada en los animales.

6.3.1. Estudio Histopatologico.

Posteriormente se realiz6 el diagnostico histopatolégico de cada uno de los
organos que se observaron, en las necropsias. Los estudios histopatolégico se
realizaron en la UNAM, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en el
Departamento de Histopatologia, las observaciones de cada uno de los érganos

analizados, para cada uno de los compuestos, analizados tanto de la primera
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como de la segunda etapa; se muestran en las siguientes tablas (Tablas 20, 21 y

22):

Tabla 20.0Observaciones Histopatoldgicas.

Compues | Descripcion Descripcion Imagen del Higado.

to Macroscépica Microscopica
Pulmén,  Corazon, Higado: Algunos hepatocitos exhiben vacuolas de
Higado, Bazo vy | diferentes tamafios en el citoplasma.

Agua Rifion: Sin | Bazo: Se aprecian numerosos megacariocitos.
alteraciones Secciones de pulmén, corazén y rifion: Sin cambios
evidentes. patolégicos aparentes.

Higado: se observa discreta proliferaciéon de conductos
biliares. Algunos hepatocitos de la region centrolobulillar
Pulmén, Corazén, | muestran  binucleaciones, megalocitosis y fina
. Higado, Rifion vascuolizacion del citoplasma. Hay necrosis multifocal
Aceite de ,g _y . p_ . v v
. Pancreas sin | discretos agregados de linfocitos.
Ricino ’ - . . L .
cambios patoldégicos | Pulmén: Se aprecia congestion difusa. En algunas
evidentes. regiones se observa engrosamiento de los septos.
Corazon, rifion y pancreas se muestran sin cambios
histomorfologicos.

Higado: se observa discreta proliferacion de conductos
) ) biliares. Algunos hepatocitos de la regién centrolobulillar

Pulmén, Corazon, X i X
) e muestran binucleaciones y vacuolas de diferentes

Higado, Rifion vy N i . .
. , . tamarfios en el citoplasma. Hay necrosis multifocal y

Brij56 Pancreas sin k i 5

i L. discretos agregados de linfocitos.
cambios patoldgicos s . .
) Rifidn: Se aprecia congestion difusa.

evidentes. , . . . . -
Corazon, pulmon y pancreas sin cambios morfoldgicos
significativos.
Higado: Algunos hepatocitos muestran binucleaciones y
vacuolas de diferentes tamafios en el citoplasma,
principalmente en la regién centrolobulillar. Hay
discretos agregados de neutrofilos alrededor de triadas
portales.

Higado, pulmén, | Rifién: Se aprecia congestion difusa, asi como discreta

corazén, bazo, rifion | area de hemorragia en la union .cortico-medular.. .

Isopropanol | y glandula adrenal: Bazo: Sobre la capsula se aprecia escaso material fibrilar

Sin alteraciones
macroscoépicas.

eosinofilico. ~ También  se
megacariocitos.

Pulmén: En los espacios alveolares se observan escasos
macrofagos; en la luz de algunos vasos sanguineos se
aprecian eritrocitos entremezclados con fibrina y
adheridos al endotelio de los mismos.

Secciones de corazén y glandula adrenal: Sin cambios
histoldgicos significativos.

aprecian numerosos

Los resultados del estudio histopatolégico, que se muestran en la tabla 20,

describen para el caso del aceite de ricino, que al administrar este compuesto,

77




produce un aumento de bilis, con el fin de disolver o facilitar la digestion del aceite
de ricino, por lo que hay un incremento en los conductos biliares, en el higado. En
cuanto a la necrosis multifocal, puede deberse a una deshidratacion propiciada por
el mismo aceite en ciertos lugares del higado o debido a una disminucién de
oxigeno producida por una interrupcién en el flujo de la sangre. Con respecto a la
congestion difusa en pulmones, ésta es provocada por un aumento de sangre en
el lado venoso del sistema circulatorio debido a un impedimento subito del flujo de
sangre del corazén a los pulmones lo que produjo un ataque cardio-respiratorio;
esto es propiciado por el método de eutanasia (dislocacién cervical).(50)

El Brij56 al igual que con el aceite de ricino existe una gran segregacion de bilis
por lo que hay una proliferacién de conductos biliares para tratar de metabolizar
este compuesto; la congestion en rifones es debida a un ataque cardio-
respiratorio, propiciada por lo anteriormente mencionado (eutanasia).

El Isopropanol es un compuesto que presenta una DLsg al ser administrado por via
oral a una dosis de 3600mg/Kg y por via dérmica tiene una DLsy, de 1600 mg/Kg;
nuestra dosis mas alta es de 3000mg/Kg por via intraperitoneal, y por esta via de
administracion no hubo porciento de mortalidad, sélo presentaron una muy grave
irritacion y una disminucién respiratoria, sin embargo después de 24 horas se
restablecieron con normalidad; lo cual puede deducirse, dado que los hepatocitos
presentan binucleaciones lo cual nos habla de una normal multiplicacién de
éstos.(51)

La cantidad de megacariocitos encontrados en el bazo; es una presencia normal
en este drgano, porque éste es un Organo que esta constituido por tejido
hematopoyético y los megacariocitos son células abundantes en este tipo de
tejidos.(50)

La congestion difusa en pulmones, es causada por el aumento de sangre en el
lado venoso del sistema circulatorio debido a un impedimento subito del flujo de
sangre del corazon a los pulmones; lo cual es causado por el método de
eutanasia, el cual propicia un ataque cardio-respiratorio, lo que da explicacion a la
congestion difusa en rifones y pulmones.(50)
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Tabla 21.0bservaciones Histopatolégicas. Anotaciones para la ivermectina, acido polilactico,
policaprolactona y pluronic F-127.

Compuesto

Descripcion
Macroscépica

Descripcion
Microscopica

Imagen

Pluronic

Higado: El parénquima es
café claro con discretas
dreas café rojizas. La
superficie ~ de  corte
presenta la misma
coloracion.

Bazo: En la cdpsula se
observan discretas areas
blanco opacas pequefias
y el resto es rojo
brillante.

Pulmon, corazén vy rifion:
Sin cambios evidentes.

Higado: La capsula se observa
discretamente engrosada debido a la
proliferacion de  fibrina, tejido
conectivo fibroso y escasos
neutrdfilos.  Algunos  hepatocitos
muestran nucleo picnético vy
binucleaciones, asi como vacuolas de
diferentes tamarfios en el citoplasma,
principalmente en la region
centrolobulillar. Hay discretos
agregados de neutrdfilos alrededor de
triadas portales.

Bazo: Sobre la cdpsula se aprecia
escaso material fibrilar eosinofilico.
También se aprecian numerosos
megacariocitos.

Secciones de pulmon, corazoén vy rifién:
Sin cambios histomorfolégicos
aparentes.

Ivermectina

Higado: El parénquima es
café claro con discretas
dreas café rojizas. La
superficie de  corte
presenta la misma
coloracion.

Pulmén: El parénquima
pulmonar es café claro
entremezclado con dreas
rosa palidas. Al corte se
aprecia la misma
coloracion.

Corazoén, bazo y rifidn:
Sin cambios aparentes.

Higado: La mayoria de los hepatocitos
muestran vacuolas de diferentes
tamanos en el citoplasma,
principalmente en la region
centrolobulillar; en algunas zonas se
aprecian hepatocitos binucleados. Hay
hemorragias multifocales.

Bazo: Se observa discreta
despoblacién de tejido linfoide, siendo
evidente en los centros germinativos.
También se aprecia moderada
cantidad de megacariocitos.

Secciones de pulmoén, corazén vy rifion:
Sin cambios patoldgicos aparentes.

PLA

Pulmén, corazén, higado,
bazo y rifién: Sin cambios
patoldgicos evidentes.

Higado: Los hepatocitos que se
encuentran en la region
centrolobulillar exhiben vacuolas de
diferentes tamafos en el citoplasma.
Bazo: Se observan escasos
megacariocitos.

Secciones de pulmon, corazoén vy rifién:
Sin alteraciones histoldgicas.

PCL

Pulmén, corazén, bazo,
higado vy rifién: Sin
cambios evidentes

Higado: Los hepatocitos muestran
vacuolizacion del citoplasma,
principalmente en la region
centrolobulillar.

Bazo: Sobre la capsula se aprecia
escaso material fibrilar eosinofilico;
entremezclados con el tejido linfoide,
hay moderada cantidad de
megacariocitos.

Secciones de pulmén, corazoén y rifién:
Sin alteraciones histomorfoldgicas.
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Los resultados de la tabla 21 muestran que el pluronic presenta pocas células con
ndcleo pindctico, este tipo de nucleo se presenta, en altos niveles cuando hay una
respuesta a lesién o dano celular, aunque en este caso no fue asi; por lo que se
puede establecer que no hubo dafo celular. Con respecto al bazo los
megacariocitos son células normales en este tipo de érgano; ya que como se ha

dicho antes este 6rgano presenta funciones hematopoyéticas.(51)

La ivermectina es un farmaco que en mayor cantidad es metabolizado en el
higado, y al observarse las células de este 6rgano no se aprecia dano alguno;
aunque hay pequefias hemorragias multifocales, éstas no se le pueden atribuir a
este compuesto. En cuanto al bazo no se observé nada fuera de lo normal.(50)

El &cido polilactico (PLA) y la policaprolactona (PCL); no causan dafio alguno a
nivel celular en los 6rganos que se analizaron, la vacuolizacion se puede presentar
por dos causas, la primera debida a un almacenamiento de sustancias de
reserva, y la segunda causa seria por el almacenamiento de sustancias toxicas; si
la presencia de la vacuolizacion fuera debida al almacenamiento de una sustancia
toxica, se presentarian algunas células muertas en algunas regiones; esto debido
a que dicha vascularizacion impediria el desarrollo normal de la célula, pero como
éste no es el caso se puede concluir que no existe dafo alguno propiciado por
estos compuesto.

En la tabla 22, que se muestra a continuacién, se muestran los resultados
histopal6gicos de las nanoparticulas con NaCl y PEG.
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Tabla 22. Observaciones Histopatoldgicas. Anotaciones para las Nanoparticulas con NaCl y

nanoparticulas con PEG.

Compuesto

Descripcion
Macroscépica

Descripcion
Microscopica

Imagenes.

Nanoparticulas
con NaCl

Higado: La capsula se observa
discretamente engrosada debido a la
proliferacién de fibrina. La mayoria de los
hepatocitos muestran  vacuolas de
diferentes tamafos en el citoplasma. Se
observa en algunas zonas  con
proliferacion de hepatocitos, los cuales
estdn rodeados por escaso tejido
conectivo  fibroso; algunos exhiben
binucleaciones, hay discretas hemorragias
multifocales y escasos agregados de
linfocitos.

Bazo: Sobre la capsula se aprecia escaso
material fibrilar eosinofilico. También se
aprecian numerosos megacariocitos.
Secciones de pulmédn, corazén y rifidn: Sin
cambios patoldgicos aparentes.

Nanoparticulas
con PEG

Pulmon, corazoén,
higado, bazo y rifdn:
Sin cambios
patoldgicos
evidentes.

Higado: El

parénquima es café
claro con discretas
dreas café rojizas. Al
corte, se observa la
misma coloracion.
Pulmon, corazon,
bazo y rifién: Sin
cambios patolégicos
evidentes.

Higado: Algunos hepatocitos exhiben
vacuolas de diferentes tamarfios en el
citoplasma, principalmente en la regién
centrolobulillar. Hay discretos agregados
de linfocitos alrededor de triadas portales.
Bazo: Sobre la capsula se aprecia escaso
material fibrilar eosinofilico;
entremezclados con el tejido linfoide hay
moderada cantidad de megacariocitos.
Secciones de pulmédn, corazén vy rifidn: Sin
cambios histomorfoldgicos.

Al igual que en los compuestos anteriormente mencionados, no existe nada que

nos haga pensar en alteraciones por dafo celular causadas por la aplicacion de

estos compuestos; asi como tampoco se podria mencionar alguna diferencia entre

la administracién de estas nanoparticulas y algun dafo en particular a nivel

celular.

81




VII. Conclusiones.

Se obtuvieron las nanoparticulas, mediante la técnica de microemulsion por fusion;

con un tamano aproximado de 200 nm y con un potencial zeta de -25mV.

Los termogramas nos ayudaron para la identificacién del PEG, del tensoactivo
retirado y para identificar la interaccion de la PCL con la ivermectina.

Se establecieron las condiciones de liofilizado en las cuales se pueden obtener las

nanoparticulas secas.

Se determiné la efectividad de las nanoparticulas en larvas de garrapatas
Bophilus microplus mediante las técnicas de Shaw y la de Stone.

No se pudo concluir si la alta efectividad de las nanoparticulas se debié a un
efecto sinergista de alguno de los componentes, por no poder llevarse a cabo un
duplicado de pruebas.

Los perfiles toxicolégicos en los cuales se observd alta toxicidad, fueron los

pertenecientes al Brij56 y del Aceite de Ricino, para las dosis por arriba de
300mg/mL.

Los demas componentes de las nanoparticulas no presentan toxicidad en

mamiferos.

En los estudios histopatol6gicos no se muestra dafios a nivel celular, en ninguno

de los 6rganos analizados.
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