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RESUMEN

1. RESUMEN

En los Ultimos afios las grandes cantidades de farmacos utilizadas por la
industria ganadera, han generado preocupacion de que sucede con €stos y sus
metabolitos al ser excretados por heces u orina al medio ambiente en donde
tienen contacto con la fauna del suelo y los organismos acuaticos. Los cuales
podrian verse afectados al entrar en contacto con alguno de estos farmacos o

sus metabolitos.

El grupo de los antiparasitarios ha sido uno de los mas estudiados ya que tiene
efectos sobres especies que no son blancos, en este grupo se encuentra la
ivermectina que ha sido un antiparasitario ampliamente utilizado en el
tratamiento de parasitos internos y externos que afectan al ganado, este
farmaco se excreta principalmente en heces de manera inalterada por lo que se
han realizado diversos estudios de los riesgos que representa para la fauna
encargada de la degradacion del estiércol del ganado; los resultados obtenidos
muestran que los mas afectados son las poblaciones de escarabajos

estercoleros, moscas y lombrices.

Hasta al momento no se ha planteado una solucion efectiva para este
problema, los estudios se han centrado en la evaluacién del riesgo que
producen los farmacos que son excretados por heces u orina. En este trabajo
se sintetiz6 una matriz polimérica conocida como polimero de impresion
molecular (MIP). La cual es a capaz de unirse a la ivermectina de forma
especifica, fuerte y eficiente. En principio se puede aprovechar la capacidad de
reconocimiento molecular de este polimero, para hacer que en sistemas vivos,
sustancias como la ivermectina no estén biodisponibles para la microfauna en

el medio ambiente.

Tomando en cuenta lo anterior, se administré de forma oral el MIP a un grupo
de borregos tratados previamente con ivermectina. Se utiliz6 un medicamento
de larga accion (IVERGOLD 3.5 L.A.) el cual se aplico por via subcutanea. Se

obtuvieron muestras de heces, esto con el fin de revisar que la ivermectina es
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atrapada por el MIP en el tracto gastrointestinal y de esta manera se excrete en
heces con el fin de disminuir su efecto nocivo sobre la fauna del suelo. Al
mismo tiempo dos grupos de borregos fueron tratados con ivermectina a uno
de los grupos se les administré el polimero no impreso, el otro grupo sirvid

como control y no se le administrd polimero.

Con las muestras de heces se realizaron bioensayos con escarabajos donde se
evaluo si la interaccion de la MIP-ivermectina disminuye el efecto nocivo del
farmaco sobre los escarabajos, los resultados muestran que el polimero
impreso disminuye el efecto nocivo de la ivermectina sobre la poblacion de
escarabajos, ya se que se observo una mayor supervivencia de los
escarabajos expuestos a las heces de los borregos tratados con ivermectina y
que se les administré el polimero impreso con respecto a los expuestos a
muestras de heces de borrego a los que nos se les administro el MIP. En el
bioensayo también se evalué la supervivencia de las larvas en la cuales
también se vio disminuido el efecto nocivo de la ivermectina cuando esta se

encontraba atrapada por el MIP.

Por lo que los polimeros de impresion podrian ser utilizados para evitar el dafio

gue provoca la ivermectina al ser excretada al ambiente.
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2. INTRODUCCION

El riesgo potencial asociado a la emisién de farmacos al medio ambiente ha
comenzado a ser estudiado sobre todo para los farmacos utilizados en la
medicina veterinaria, esto debido a las grandes cantidades utilizadas para el
mantenimiento de la salud de los animales utilizados en la produccién de
alimentos de consumo humano, la mayoria de estos medicamentos son usados
para prevencion y no cura. Varios farmacos han sido detectados en todo en el
mundo: en suelos, en heces de ganado, aguas superficiales y aguas

subterraneas.

Los grupos mas ampliamente estudiados han sido los antiparasitarios y los
antibioticos, debido a que estos grupos presentan efecto sobre organismos no
blanco; la fauna presente en los suelos, heces de ganado, aguas superficiales
y aguas subterrdneas puede verse afectada considerablemente si las
cantidades de farmacos presentes en estos medios alcanzan concentraciones

toxicas.

Uno de los medios en donde los farmacos alcanzan concentraciones
potencialmente toxicas son las heces de ganado que previamente han recibido
algin tratamiento’, esto debido a que muchos farmacos son excretados de
manera inalterada, adicionalmente, se considera que los metabolitos
excretados en la heces pueden tener actividad. El estiércol que contiene el
farmaco, entra en contacto con el suelo de forma natural en el pastoreo o
cuando se esparce para ser utilizado como abono; en el suelo las sustancias
presentes en el estiércol pueden tener efecto sobre la fauna presente en el
suelo. El farmaco puede permanecer en el medio ambiente por tiempos que
van desde dias hasta meses, esto depende de varios factores tales como
temperatura, pH, tipo de suelo, carbono organico y la presencia de

determinadas bacterias degradadoras .

Los efectos producidos por la presencia de farmacos en el medio ambiente,
han tomado importancia no sélo por afectar el equilibrio ecoldgico, si no

también por que se ha estimado el valor econémico que presenta la pérdida de
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fauna que estd implicada en procesos importantes para el mantenimiento de

las tierras de pastoreo®.

La polimero de impresion en lo ultimos afios han sido utilizados en numerosas
aplicaciones. Por ejemplo: como fase estacionarias en separaciones
cromatograficas, para la purificacion de compuestos™®, como sensores para
inmunoensayos y diagnésticos clinicos®, como sistemas de liberacién
modificada de farmacos” ® y como sistemas para la remocién de sustancias en
el cuerpo®®. Esta ultima aplicacion puede ser utilizada para atrapar farmacos
que se eliminan principalmente en heces y que podrian producir efectos
nocivos sobre el medio ambiente, el farmaco al encontrarse atrapado en el

polimero ser4 menos biodisponible por lo que su efecto toxico disminuira.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Farmacos de uso veterinario en el medio ambiente
Los medicamentos de uso veterinario son utilizados ampliamente en el
tratamiento y prevencion de enfermedades en los animales, también como
aditivos en la alimentaciébn para mejorar su crecimiento. Los farmacos
empleados en los medicamentos para este uso incluyen varios grupos, en la

tabla 1 se muestran los principales farmacos utilizados™.

En los ultimos afios ha tomado importancia los efectos que producen sobre el
medio ambiente los farmacos utilizados en la ganaderia, apicultura y
acuicultura, debido a que se emplean grandes cantidades de estos farmacos;
por ejemplo tan s6lo en Europa, en la ganaderia son utilizadas anualmente

2,500 toneladas de farmacos con fines terapéuticos*%.

\ Tabla 1. Principales farmacos de uso veterinario **.

Grupo Clasificacion Principio activo (farmaco)
quimica
Antibacterianos Tetraciclinas Oxitetraciclina, clortetraciclina y
tetraciclina.
Sulfonamidas Sulfadiazina, sulfametazina y
sulfatiazol.
B- lactamicos Amoxicilina, ampicilina, penicilina G y
bencil penicilina
Amino glucosidos Dihidro estreptomicina, neomicina y
apramicina
Macroélidos Tilosina, espiramicina, eritromicina 'y
lincomicina
Fluoroquinolonas Enrofloxacina.
2,4- Trimetroprim
diaminopirimidinas
Pleuromutilinas Tiamulina
Antiparasitarios Macrolidos Ivermectina, doramectina 'y
endectocidas eprinomectina.
Piretroides Cipermetrina y deltametrina
Organofosforados Diazinon
Pirimidinas Pirantel y morantel
Benzimidazoles Triclabendazol
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Otros

Levamisol

Hormonas

Altrenogest

Progesterona

Medroxiprogesterona

Benzoato de metil testosterona
Estradiol

Anti fangicos Biguanida/gluconato  Clorhexidina
Azoles Miconazol
Otros Griseofulvina

Coccidiostaticos/
antiprotozoarios

Amprolio, clopidol, lasalocid,
maduramicina, narasina, nicarbacina,
robenidina, toltrazuril y diclazuril

Promotores del

Monensina, salinomicina y

crecimiento flavofosfolipol

Farmacos Oxitretaciclina, amoxicilina, florfenicol,
utilizados en la benzoato de emamectina, cipermetrina,
acuicultura teflubenzurén y peroxido de hidrogeno.

Anestésicos

Isoflurano,halotano, procaina y
lidocaina

Analgésico

Eutanasia

Tranquilizantes

Fenobarbital

Antiinflamatorios
no esteroideos

Fenilbutazona y caprofen

Anti- flatulento

Dimeticona y poloxalene

Varios de estos farmacos han sido evaluados para conocer su posible toxicidad

sobre el medio ambiente.

3.1.1. Impacto de los farmacos veterinarios en el medio ambiente

Es inevitable que durante el uso de los fdrmacos veterinarios éstos no entren

en contacto con el medio ambiente terrestre y/o acuaticO, ya que varios

farmacos como los antibiodticos y antiparasitarios que al ser administrados son

eliminados principalmente por las heces y/u orina, por lo que la entrada del

farmaco al suelo es a través de la excrecion y la posterior eliminacion del

estiércol y/u orina a la tierra.

El impacto de un farmaco de uso veterinario sobre el medio ambiente esti

determinado por una serie de factores que incluyen: la cantidad utilizada, los
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intervalos de uso, la via de administracién, el metabolismo, su persistencia en

el medio ambiente y su eco toxicidad®®,

Las cantidades utilizadas de farmacos para mantener la salud del ganado son
tales que han comenzado a ser consideradas como un riesgo para el medio
ambiente. Tan soOlo las ventas en el Reino Unido de tratamientos
antimicrobianos, coccidiostaticos, antiprotozoarios y antifungicos en el 2009
fueron (Grafica 1): con las mayores ventas los antimicrobianos con 402
toneladas, seguido de los coccidiostaticos con 234 toneladas; los
antiprotozoarios y antifungicos tuvieron las menores ventas con 3 toneladas y 8
toneladas respectivamente’®. Si bien se debe considerar que ain cuando un
farmaco es utilizado en grandes cantidades puede no ser liberado al medio

ambiente de manera significativa, influyen también otros factores.

Il antimicrobianos

I coccidiostaticos
|——_. i
antiprotozoarios

antifilngicos

4 t

402t

Grafica 1. Cantidades de antimicrobianos, coccidiostaticos, antiprotozoarios y antifingicos (t:
toneladas), vendidos en 2009 en el Reino Unido™®,

La via de administracién es un factor importante para el efecto que pueda
producir un farmaco sobre el medio ambiente, por ejemplo existen rutas por las
cuales el farmaco llega directamente al suelo o a los cuerpos de agua (rios,
lagunas, lagos y mares) como sucede con los medicamentos que son
administrados via topica (bafios o aspersion) para tratar infecciones de
parasitos externos en el ganado. En este caso el farmaco no sufre ningun tipo

de metabolismo por lo que es liberado de manera inalterada al medio ambiente.
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3.1.2. Principales rutas de liberacion de farmacos de uso

veterinario al medio ambiente

La liberacién del farmaco puede darse tanto de forma directa e indirecta®. La
liberacion directa se da por ejemplo en la cria de peces donde el farmaco es
aplicado en el agua o bien en los tratamientos topicos principalmente en bafios
de inmersion donde varias sustancias son utilizadas externamente en los
animales para el tratamiento de parasitos externos o infecciones™. En este tipo
de aplicaciones los productos veterinarios pueden contaminar el suelo y los
cuerpos de agua ya que llegan de manera directa a estos sitios. Mientras que
la via indirecta se da cuando se esparce estiércol del ganado que fue tratado
con algun farmaco, ademas debido a que algunos farmacos tienen un pobre
metabolismo, practicamente éstos se excretan en heces (estiércol) u orina de
manera inalterada independientemente de la via de administracién®®, muchos
farmacos que son metabolizados pierden su actividad farmacolégica, por lo

tanto al ser excretados en heces u orina no tienen impacto sobre el medio.

Los farmacos utilizados en veterinaria se pueden incorporar al medio ambiente
por otras vias, como lo es durante su produccion; aunque esta contribucion es
baja en los paises donde la fabricacion esta sujeta a fuertes controles, también
pueden incorporarse al medio ambiente durante la eliminacion del farmaco no
utilizado y envases que contengan el producto por ejemplo: estiércol,

pescado, agua y equipos para su administracion™.

Actualmente la evaluacion del riesgo al medio ambiente se refiere a la emision
de los farmacos a partir del uso del producto (administracién y excrecion) *°.La
via indirecta es un ejemplo en el que se evalla lo que sucede con los
farmacos utilizados en el tratamiento del ganado, al ser eliminados por heces u
orina. En este caso toman interés las diferencias en el metabolismo de un
farmaco, algunos de los farmacos usados en el ganado tienen un metabolismo

pobre y por lo tanto se excretan en las heces u orina de manera inalterada

10
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produciendo un mayor efecto nocivo que los farmacos que sufren un extenso

metabolismo.

Generalmente los residuos de los animales (heces y orina) se utilizan como
abono en los pastos que se utilizan para criar ganado al aire libre, en
consecuencia, los residuos de farmacos en las heces u orina de los animales
deben ser considerados al evaluar los potenciales efectos ambientales del uso

de medicamentos veterinarios en la ganaderia.
3.1.2.1. Persistencia en el suelo

Después de la incorporacion, la principal ruta de degradacién de los farmacos
veterinarios presentes en el suelo es la biodegradacion aerobica, la
degradacion de los farmacos depende de sus vidas medias de degradacion
(DT50) que van desde dias (d) a meses y se ve afectada por las condiciones
ambientales tales como temperatura, pH, tipo de suelo, carbono organico, las
condiciones de nutrientes y la presencia de determinadas bacterias
degradadoras. Por ejemplo, se ha demostrado que el organofosforado diazin6n
se degrada rapidamente en suelos humedos (DT50= 1.7 d) mientras que es
muy persistente en suelos arenosos (DT50= 88 a 112 d)? Los estudios de los
efectos de la temperatura sobre la degradacion de la ivermectina demostraron
que las condiciones ambientales afectan la vida media, por ejemplo en invierno
el intervalo de DT50 es de 91 a 217 d, mientras que en el verano se degrada
con mayor rapidez con vidas medias de degradacion que van desde 7 hasta 14
d*’.

Tabla 2. Persistencia de algunos medicamentos veterinarios en el estiércol®.

Grupo Quimico Compuesto Matriz DT 50 (d)
Macroélido Tilosina Estiércol de cerdo <2
Eritromicina Estiércol 41
Rocitromicina Estiércol 130
Macrélido endectocida Ivermectina Estiércol de ganado >45
Sulfa cloro piridazina Heces de pollo <8
Sulfa cloro piridazina Heces de pollo (liquida) <90
Sulfa cloro piridazina  Estiércol de cerdo >8
Tetraciclinas Cloro tetraciclina Heces de pollo + tierra >30
Oxotetraciclina Estiércol de ganado <30
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Amprolium Heces de pollo >8
Amprolium Heces de pollo (liquida) >90
Nicarbazina Heces de pollo >8
Salinomicina Estiércol liquido 6
Tiamulina Estiércol liquido >180

Los datos disponibles sobre la persistencia en el estiércol de una serie de
farmacos veterinarios de uso comin se muestran en la tabla 2. Los datos son
variados, por ejemplo para las sulfonamidas, aminoglucdésidos, B-lactamicos y
macrolidos, tienen una vida media de 30 dias o menos, por el contrario el
macroélido endectocida ivermectina y las tetraciclinas tienen vidas medias mas
prolongadas. El grado en que los medicamentos pueden adsorberse en los
suelos es muy variable. En consecuencia su movilidad también varia
ampliamente, debido al hecho de que varios farmacos pueden encontrarse en
su forma i6nica en el intervalo de pH de los suelos naturales, por lo tanto un
farmaco puede estar en el suelo como especie negativa, neutra o cargada
positivamente, dependiendo del estado de ionizacion las interacciones con el
suelo pueden ocurrir a través de atraccion electrostatica, puentes de hidrégeno
o interacciones hidrofébicas. El comportamiento de adsorcion también se ve
influida por las propiedades del suelo las cuales incluyen pH, contenido de
carbono organico, metales, la fuerza ionica y la capacidad de intercambio
cationico, también la adsorciéon se ve alterada por el tipo matriz en la cual el

farmaco es liberado al medio ambiente.

3.1.2.2. Disipacion de los farmacos en los suelos

Cuando un farmaco de uso veterinario llega al suelo, también puede llegar a las
aguas superficiales o las aguas subterraneas. Con el tiempo la mayoria de los
compuestos se disipa de las capas superiores del suelo, por ejemplo la
disipacion de los antibidticos de uso veterinario en el suelo pueden ser de
diversas maneras: debido a la biodegradacion en el suelo, a la mezcla con
abonos que se esparce después en tierras de cultivo, a la hidrdlisis quimica,
descomposicién quimica en general y a la retencion en el suelo por los

procesos de sorcion o el transporte a otro compartimento ambiental**.
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3.1.2.3. Concentraciones de farmacos de uso veterinario en el suelo y

en el estiércol de ganado tratado

La concentracion de un farmaco en el suelo puede ser muy variada y
dependiendo de ésta y su actividad puede representar un peligro. Una
comparacion de las concentraciones de farmacos de uso comun en veterinaria
encontradas en el suelo y las concentraciones en la cual existe un efecto se
muestra en la grafica 2'. En donde se observan las concentraciones del
algunos antiparasitarios y antibidticos, las barras verdes muestras las
concentraciones que han sido cuantificadas en el suelo y las barras azules
representan las concentraciones en las cuales los organismo se ven afectados
por estos farmacos, se puede notar que sOlo la monensina alcanza

concentraciones en suelo que afectan a los organismos del suelo.

2,701,000
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Grafica 2. Concentraciones de farmacos en el suelo, las barras verdes representan las
concentraciones cuantificadas en el suelo y las azules la concentracion méaxima inhibitoria
para los organismos de prueba. *

Sin embargo, esto depende fuertemente del farmaco, de la via de
administracion, y de la dosis utilizada. Boxall, Kolpin, Halling-Sorensen y Toll
hicieron un estudio acerca de las concentraciones de ivermectina y

doramectina en el estiércol, encontraron que rebasan la concentracion a la cual
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existe muerte de los organismos presentes en el estiércol como se observa en

la gréfica 3.
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Grafica 3. Concentraciones de ivermectina y doramectina en estiércol, las barras verdes
representan las concentraciones cuantificadas en el estiércol y las azules la concentracion
méaxima inhibitoria para los organismos de prueba. *

3.2. IVERMECTINA

La ivermectina es un antiparasitario endectocida de uso veterinario, que actlua
contra nematodos y artropodos que afectan al ganado, pertenece a la familia
de la avermectinas las cuales son lactonas macrociclicas aisladas de
streptomyces avermilitis, la ivermectina esta compuesta por un 80% de 22,23-

dihidroavermectina B, Y 20% de 22,23-dihidroavermectina Byp2.

La ivermectina bloquea la neurotransmision, interfiriendo en las sinapsis
neuromusculares. Actla bloqueando los canales de cloro-glutamato, que son
comunes en nematodos, insectos y garrapatas, paralizando asi la faringe y los
musculos somaticos. En los vertebrados estimula la liberacion del acido
gamma-amino butirico (GABA) en las neuronas; pero como se encuentran en el
cerebro y por lo tanto estan protegidas por la barrera hematoencefalica, el
farmaco es muy seguro para los mamiferos'®. En la tabla 3 se muestra la

estructura quimica y algunas propiedades de la ivermectina.
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Tabla 3. Ivermectina

Peso molecular 875.1 g/mol |
Punto de fusion 155 °C

Formula C48H74014 (Bla),
molecular C47H72014 (Bib)
Solubilidad de 4 mgl/l
agua
Aspecto Cristales incoloros
Espectro de Maxima: 237,245 y
absocién UV- 253 nm
visible
3.2.1. Farmacocinética

Se han desarrollado varias formulaciones que permiten la administracion por
diferentes vias (oral, tdpica, subcutanea o intramuscular) dependiendo de la

especie animal.

La ivermectina presenta una vida media de 36 horas (hrs), debido a su alta
naturaleza lipofilica es ampliamente distribuida por lo que su volumen de
distribucion es muy alto:> 5.3 L/kg, con ligeras variantes en las diferentes
especies. Tiende a acumularse en el tejido adiposo y los niveles mas altos de
ivermectina se encuentran en la grasa, bilis, higado y la mas baja en el cerebro;
estudios en donde utilizaron como modelo experimental al perro, demostraron
que se une ampliamente a la albdmina plasmatica y a las lipoproteinas®. La
ivermectina persiste durante un periodo prolongado, debido no sélo a la baja

eliminacién del plasma, sino también a la acumulacion en los tejidos grasos.

La via de administracion y la formulacion afectan en gran medida la
farmacocinética de la ivermectina por ejemplo se han desarrollado

formulaciones de liberacion modificada con lo que se pretende modificar el
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perfil farmacocinético, la mayor biodisponibilidad se obtiene con la
administracion subcutanea (SC) y la menor por la via oral. La baja solubilidad
de la ivermectina en agua y la precipitacion de ésta en los tejidos cuando es
aplicada por via SC permite que permanezca de forma prolongada en el

torrente sanguineo®.

Los procesos de absorcion manifiestan diferencias segun las vias de
administracion y las especies tratadas, por ejemplo, en bovinos la ivermectina
se detecta en plasma después de 1 h de haberla aplicado y hasta 30 dias
después de la administracion de una dosis de 200 pg/kg por via SC. Algunos
preparados oleosos aplicados por via SC llegan a brindar concentraciones

terapéuticas por 80-90 dias.

La ivermectina se metaboliza poco, la mayor parte de la dosis se excreta sin
cambios, parece ser que el metabolismo de la ivermectina es a través de
procesos de hidroxilacion en el rumen, estdbmago o0 intestino,

independientemente de la via de administracion®.

La ivermectina se elimina principalmente en las heces, en todas las especies
independientemente de la via de administracion, la cantidad excretada por
heces representa mas del 90% de la dosis administrada, mientras que la
eliminada por la orina representa menos del 2%, este farmaco sufre ciclo
entero hepatico, es decir, cuando se administra pasa a sangre y de ahi regresa

a tracto digestivo sin metabolizarse y es excretado en heces (Figura 1).
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Figura 1. Farmacocinética de la ivermectina %.

3.2.2. Riesgos de la ivermectina, excretada por el

ganado previamente tratado, en el ambiente

Debido a que los medicamentos de uso veterinario son utilizados en grandes
cantidades para el tratamiento del ganado, desde hace varios afios ha
comenzado a tomar importancia lo que sucede con los fa&rmacos o sus
metabolitos cuando son excretados al ambiente, se han realizado varios
estudios de los efectos de los farmacos sobre el ambiente en los cuales se ha
visto que muchos de estos tienen un efecto negativo importante sobre la fauna
del suelo y agua. Un grupo ampliamente estudiado es el de los antiparasitarios,

ya que estos han demostrado que al ser eliminados al ambiente tiene efecto
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sobre especies no blanco (escarabajos, lombrices, abejas, moscas y peces) lo

gue provoca, un desequilibrio en el ambiente.

Las rutas por lo que los farmacos pueden llegar al ambiente son varias; pero
una ruta que ha tomado importancia es cuando el farmaco o sus metabolitos
son eliminados por las heces u orina de animales previamente tratados, al ser
eliminado el farmaco por esta ruta llega al suelo o puede ser transportado a
cuerpos de agua donde tiene un efecto negativo sobre la fauna de estos

ambientes.

Uno de los casos mas estudios ha sido la ivermectina, la cual ha sido
ampliamente utilizada para el tratamiento de parasitos en el ganado y en
mascotas en varios tipos de formulaciones (inyectables, orales y topicas).
Desde su introduccion al mercado en 1981 por Merck Sharp and Dohme se han
aplicado més de 5 millones de dosis de ivermectina (por diferentes vias:
subcutanea, intramuscular, intravenosa, oral y tépica) al ganado en el mundo,
lo que lo hace el medicamento antiparasitario mas utilizado®. Se han realizado
diversos estudios sobre lo que sucede con las cantidades de ivermectina
excretadas de forma inalterada por el ganado tratado, principalmente por las
heces la cuales en su gran mayoria entran en contacto con el suelo, ademas
que el estiércol proporciona un habitat de alimentacion y reproduccion para un
gran nimero de especies de invertebrados, principalmente insectos,” que

pueden verse afectadas.

Varios estudios han demostrado que la ivermectina que es eliminada en las
heces produce efectos negativos sobre la fauna propia del suelo como
escarabajos, lombrices, abejas, moscas, microorganismos etc. Por ejemplo se
ha estudiado desde mediados de la década de 1970 el impacto en la
supervivencia de los escarabajos encargados de la degradacion del estiércol %°.
En un estudio realizado en 2005, se evalud la supervivencia de larvas de
escarabajo de la especie Aphodius constans, después de la exposicion a

cuatro antiparasitarios veterinarios: ivermectina, moxidectina, diciclanil vy
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praziquantel. El estudio se realiz6 con estiércol obtenido de ganado que no
habia recibido tratamiento con antiparasitarios, las muestras obtenidas fueron
adicionadas con los antiparasitarios a diferentes concentraciones con la
finalidad de obtener la concentracion letal 50 de cada uno de los farmacos. Los
resultados obtenidos demostraron que el farmaco mas téxico fue la ivermectina
con una concentracion letal 50 (CL50) de 0.88-0.98 mg de principio activo por
kilogramo de estiércol [mg p.a/ kg estiércol (peso seco)], seguido por el
diciclanil con una CL50= 1.5-6.0 mg p.a / kg estiércol y para la moxidectina la
CL50 =4.0-5.4 mg p.a/ kg estiércol, mientras que el praziquantel mostré muy
baja toxicidad CL50> 1,000 mg p.a/ kg estiércol *’.

En otro estudio se determind el efecto de la ivermectina excretada en heces de
ganado tratado previamente con este farmaco, el estudio se realizé en dos
grupos de terneros, a un grupo se le administré ivermectina (IVOMEC, Merial)
por via subcutdnea en una dosis de 0.2 mg/ kg de peso mientras que el otro
grupo sirvié como control (sin tratar). Las heces depositadas en los dias 1 ,3 ,7
,14 y 21 post-tratamiento (dpt) se recolectaron los 1, 3, 7, 14, 21, 30 y 60 dias
post deposicion (dpd), y se cuantificd la concentracion de ivermectina, el
porcentaje de materia organica y la recoleccion de los organismos
colonizadores. Las muestras de 1 y 3 dpt tuvieron la mayor concentracion de
ivermectina y el mas alto porcentaje de materia organica comparado con el
grupo control. Las heces del grupo tratado mostraron menor abundancia y
diversidad de artropodos (principalmente escarabajos, arafias, colémbolos,
moscas, hormigas y abejas). La mayor reduccion en el nimero y diversidad de
la fauna del estiércol fue en las muestras 1, 3 y 7 dpt, las cuales tuvieron la

mayor concentracién de ivermectina y cantidad de materia organica®.

Mientras que en un estudio realizado durante 2005 y 2006 en el Centro de
Investigacion del Medio Ambiente Castillo de Johnstown, Wexford, Irlanda, se
investigd el efecto de la concentracion de ivermectina en varios estados de
desarrollo de dos especies de escarabajos del estiércol (Aphodius ater y
Aphodius rutipes). Se recolectaron muestras de estiércol del ganado tratado

con ivermectina via subcutanea (QualimecTM,Eco Animal Health Limited,
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Surrey,UK) en una dosis de 0.2 mg/kg de peso. Los bioensayos se realizaron
dando como alimento el estiércol que contenia diferentes concentraciones de
ivermectina; se midi6 la supervivencia de los adultos y la oviposicion, asi como
también el desarrollo y la supervivencia de las larvas durante la duracion de
bioensayo. La presencia de ivermectina en las heces produjo una reduccion
significativa de la tasa de desarrollo de las larvas y también un efecto negativo
en la supervivencia de las larvas, causando importantes reducciones en el
ndmero de escarabajos de las siguientes generaciones. Sin embargo, los
estudios mostraron que la concentracion de ivermectina no tuvo efectos
significativos en la supervivencia de los adultos; pero si hubo un reduccion del

namero huevos por cada hembra (Aphodius rutipes) %.

También, las concentraciones de ivermectina excretada en heces por el
ganado han sido cuantificadas®, en la gréfica 4 se muestran las
concentraciones en plasma y en heces después de la administracion de una

sola dosis de ivermectina.
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Grafica 4. Concentracién de ivermectina en plasmay estiércol con respecto al tiempo de una
sola administracion subcutanea de ivermectina (200ug/kg) en ganado (n=5).*

En la gréfica 4 se observa que la maxima concentracion de ivermectina en
plasma es de 46.49+ 12.70 ng/mL a los 2.20 + 0.84 dias después de la
administracion y en heces de 871.90 + 152.50 ng/g, a los 5.60+ 3.44 dias

después de la administracion respectivamente. La permanencia de ivermectina
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en plasma después de la administracion subcutdnea es larga (t1, = 4.18+ 1.52
dias). Estos datos ofrecen una evaluaciéon de los posibles riesgos de la
ivermectina excretada a diferentes tiempos sobre organismos acuaticos y
terrestres, en la tabla 4 se muestra la estimacion del efecto que produce la
ivermectina excretada en heces sobre la fauna degradadora del estiércol
comparado con los datos de la Gréfica 4.

30
[~

Tabla 4. Evaluacién del riesgo de la ivermectina excretada en el estiérco

Fauna del estiércol Efecto de la Efecto Impacto Impacto
concentracion Claro Alto Potencial
(dfas)® (dfas)®  (dias)®

Haematobiairritans CL50 < 4.4 mg/kg **

(mosca)

Musca autumnalis (mosca) CL50 < 4.4 mg/kg **

Neomyia cornicina (mosca) CL50 =0.125 mg/kg 2-18 2-30 >30
32

Musca domestica (mosca) NOEC* =0.10 mg/kg 2.-18 >30
33

Scathophaga stercoraria CL50 =0.036 mg/kg 2-30 >30 >30

(mosca) 34

CL50=0.001 mgkg 2-30  >30

34

Aphodius constants CL50 =0.04 mg/kg ** 2-28 >30 >30
(escarabajo)
Onthophagus taunts CL50=0.1 mg/kg *  2-18 2-30 >30
(escarabajo)

a. Intervalo (dias) cuando la concentracion de ivermectina en estiércol es mayor que la CL50.
b. Intervalo (dias) cuando la concentracidn de ivermectina en estiércol es mayor que la CLs0/50
0 mayor que NOEC.

c. Intervalo (dias) cuando la concentracion de ivermectina en estiércol es mayor que CLsy/ 100
o0 mayor que el NOEC/10

* NOEC: Concentracién mas alta de farmaco que no causa efecto (mortalidad, alteraciones de la reproduccién, cambios

comportamiento) en la poblacién estudiada para un tiempo determinado.
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El efecto sobre los escarabajos y moscas es importante en los primeros treinta
dias, donde se observa que las concentraciones en heces pueden producir la
muerte de estas especies. Para los escarabajos de la especie Aphodius
constants en los dias 2 al 28 las concentraciones en el estiércol son mayores
que el CL50 =0.04 mg/kg (mg de ivermectina por kg de estiércol) por lo que
durante este intervalo los escarabajos expuestos al estiércol de animales
tratados con ivermectina produciria la muerte de éstos. Lo mismo sucede con
la especie Onthophagus taunts, la cual se ve afectada por las concentraciones
en el estiércol en los dias 2 al 18 que es donde la concentracion es mayor a la
CL50. Las dos especies pueden verse afectadas aun después de los 30 dias,
ya que se debe considerar otros factores que afectan la degradacion del
farmaco (temperatura, pH y actividad de los microorganismos). Las moscas
también se ven afectadas por las concentraciones en el estiércol de animales
tratados con ivermectina en los dias 2 al 30 que es donde se alcanzan
concentraciones mayores al CL50, aunque hay dos especies (Haematobia
irritans 'y Musca autumnalis) que no se ven afectadas ya que las
concentraciones en el estiércol son menores a sus CL50, hay que recordar que
la tabla 4 solo es una estimacién, por lo que los efectos producidos por la

ivermectina podrian verse disminuidos o aumentados por diferentes factores.

La fauna del suelo ayuda en los procesos de descomposicion de materia
organica, uno de estos procesos es la descomposicion del estiércol en la cual
participan los escarabajos construyendo tuneles en el suelo donde cargan
porciones de materia fecal formando estructuras para depositar un huevo, el
cual se alimentara del estiércol al nacer®’; promueven la descomposicién junto
con los microorganismos, las lombrices de la tierra y demas fauna del suelo. La
descomposicion del estiércol es importante para las tierras de pastoreo y es
una de las principales contribuciones al ciclo de los nutrientes, ademas se debe
considerar que la fauna del suelo constituye parte de la dieta de varias
especies de vertebrados silvestres, los cuales incluyen los murciélagos y aves
de interés particular para la conservacién del equilibrio ecolégico®. Los
escarabajos del estiércol se han visto afectados por una serie de cambios en el

uso del suelo debido a la ganaderia, al desarrollo urbano asociado con la
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invasion y destruccion de su habitat®® , a la conversién de pastizales en tierras
de cultivo, a los cambios en los métodos de la agricultura tradicional (por
ejemplo el uso de fertilizantes)®, y uso de medicamentos veterinarios(ejemplo:

ivermectina) *+*2.

La toxicidad de la ivermectina sobre las poblaciones de insectos que degradan
el estiércol, se asocia con una disminucién en la descomposicion de las heces
que contienen ivermectina, se ha demostrado que permanecen intactas
después de 340 dias en contraste las que no contienen ivermectina el tiempo
en ser degradadas es aproximadamente 80 dias*®. El aumento en el tiempo de
la degradacion del estiércol trae consigo consecuencias directas contra el
ambiente, produce alteraciones en la absorcion de nutrientes al suelo lo que
disminuye la calidad de los pastos de los que se alimenta el ganado, por lo que
se tiene que invertir mayor cantidad de dinero para su alimentacion; ademas
que de grandes extensiones de tierra se vuelven infértiles, por lo cual se
abandonan y es necesario buscar nuevas tierras para la alimentacion del

ganado.

Los escarabajos son importantes para la dispersion e incorporacion de las
heces del ganado al suelo, manteniendo la fertilidad de los pastizales a través
de la incorporacién de los nutrientes al suelo, por ejemplo el 80% del nitrdgeno
de las heces que permanecen en la superficie del pasto se pierde por la
volatilizacion; pero cuando los escarabajos del estiércol entierran las heces
rapidamente la pérdida se reduce a 15.5%, el rapido reciclaje de los nutrientes
volatiles presentes en las heces por medio del enterramiento a través de los
escarabajos ha demostrado que aumenta el rendimiento de los pastos,
mejorando la estructura, aireacion y capacidad de retencion de agua del suelo.
También la rapida incorporacion de materia organica al suelo da como
resultado una reduccion de plagas que se reproducen en el estiércol (ejemplo:
mosca de los cuernos y algunos parésitos gastrointestinales) que afectan al
ganado, otro servicio al ecosistema de los escarabajos del estiércol es la

dispersion de semillas**®.
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Losey y Vaughan estimaron en 2006 el valor de los escarabajos estercoleros
en la industria ganadera de los Estados Unidos en 380 millones de ddlares por
afo, esta suma representa: los costos estimados al no tener que utilizar
fertilizantes, asi como la pérdida de tierras de pastoreo debidas a la
acumulacion de heces del ganado y al aumento del contagio del ganado por

parasitos intestinales®.

Se debe considerar que los escarabajos no son los Unicos organismos que
contribuyen significativamente a funciones ecoldgicas que son vitales tales
como polinizacion, control de plagas, la descomposicion de materia organica, y
el mantenimiento de las especies de vida silvestre, también participan las
lombrices de tierra, las abejas y microorganismos, los cuales de alguna manera
podrian verse afectados por los farmacos que son excretados por el ganado

tratados, por ejemplo la ivermectina.

Las estimaciones del valor de los servicios que proporcionan los insectos
puede ser aproximadamente de 60 mil millones de ddlares al afio s6lo en los
Estados Unidos®, por lo que se debe considerar la inversion en investigacion y
programas para proteger a los insectos de las amenazas por el uso intensivo

de productos quimicos y la destruccion de su hébitat.

% CICLO DE VIDA DEL ESCARABAJO (Scarabaeidae; Scarabaeinae).

Es importante conocer el ciclo de vida del escarabajo, para conocer en cuales
etapas los escarabajos podrian verse afectados por la presencia de
ivermectina en la heces de las cuales se alimentan. Los escarabajos, al igual
que todos los insectos nacen de huevos y su desarrollo se cumple gracias a
una serie de eventos de diferenciacion las cuales incluyen formas larvarias y
pupales; a este tipo de desarrollo se le denomina metamorfosis. El ciclo
presenta cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto (figura 2); las hembras
depositan los huevos en sitios que sirven de fuente de comida, donde los

abandonan de los huevos emergen las larvas, las cuales consumen grandes
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cantidades de alimento. Después las larvas mudan a pupas, que son estados
inactivos, sin alimentacion, con una reorganizacion marcada de Organos y
sistemas orientados a la conformaciéon de lo que sera el individuo adulto. El
adulto, que emerge de la pupa mediante una muda adicional, no crece ni se
transforma mas, a excepcion del endurecimiento y oscurecimiento de la
coloracion de su cuerpo. Lo adultos adquieren pronto su madurez sexual y en

este estado se cumplen el apareamiento y la reproduccion.

El ciclo completo, de huevo a adulto, puede variar desde unos pocos meses
hasta dos o tres afios. Normalmente el ciclo de vida de una especie esta en
concordancia temporal con el ciclo climatico anual de la regién en que se
presenta. En la tabla 5 se muestran los duracion de cada una de la etapas para
le especie Scarabaeidae; Scarabaeinae.

CICLO DE VIDA DEL ESCARABAJO

TN
N 3%

Figura 2. Ciclo de vida del escarabajo.

Tabla 5% ‘
Estado Rango (dias)
Huevo 5-7

Larva 30-51
Pupa 8-13

3.3. Quimica supramolecular

La quimica supramolecular esta enfoca en el estudio y empleo de sistemas

moleculares unidos a través de interacciones no covalentes, tales como
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puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofobicas, interaccciones ion-metal y interacciones m-1m. Una
area importante de quimica supramolecular es el estudio de los complejos
formados por dos 0 mas moléculas que interaccionan en entre si produciendo

una estructura Unica.

La importancia de la quimica supramolecular es utilizar las moléculas ya
existentes o sintetizar moléculas nuevas para preparar agregados o conjuntos
moleculares con las caracteristicas deseadas, por ejemplo la deteccién de
especies de importancia biologica o el control de liberaciéon de farmacos dentro
del paciente. Un ejemplo del impacto de la investigacion de la quimica
supramolecular es el disefio y sintesis de moléculas que responden a un

analito en particular®.

3.3.1. Impresién molecular

El reconocimiento molecular actualmente es un area muy estudiada en la
quimica actual, se han desarrollado un gran nidmero de sistemas capaces de
mostrar reconocimiento molecular, muchos han sido inspirados en los sistemas
Vivos y entre éstos se han estudiado, sobre todo en las ultimas décadas,
materiales capaces de reconocer a una molécula, estos materiales se han
obtenido al utilizar una técnica conocida como “impresiébn molecular”. El
concepto se basa en la preparacion de sitios de reconocimiento selectivos a un
sustrato en una matriz utilizando una molécula molde (también llamada horma
o templado). La molécula molde se coloca en una solucién, en donde se
encuentran los elementos que formaran la matriz, la molécula molde
interacciona con estos elementos formando un pre-arreglo el cual conducira a
la formacion de una matriz con sitios de reconocimiento selectivos a la
molécula molde (Figura 3), con esta técnica es posible imitar de manera
artificial el reconocimiento molecular en los sistemas vivos, obteniéndose de
esta forma materiales que se caracterizan por tener una alta estabilidad fisica

y quimica.
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En teoria es posible obtener materiales para diferentes tipos de moléculas tales
como farmacos, aminoacidos, hormonas o algunas mas grandes tales como
péptidos o proteinas, por lo que es una técnica muy utilizada para obtener

materiales con caracteristicas de reconocimiento molecular.

El papel que desempefian las interacciones intermoleculares hace que la
impresion molecular se englobe dentro de la quimica supramolecular, que
abarca toda la quimica del disefio, sintesis y estudio de entidades formadas por
asociaciones de dos o mas especies, concretamente en la rama de la quimica
biomimética, la cual se ocupa de la sintesis y caracterizacion de materiales en
los que participan fundamentalmente interacciones del tipo huésped receptor

(llave-cerradura)®’.

1) Melécula molde (T) en 5°|”°i6’:' oo 2) Pre- arreglo 3) Matriz con sitios de reconocimento
elementos que formaran la matriz selectivos a la molécula molde (T)

Figura 3. Técnica de impresion molecular.

3.3.1.2 Reconocimiento molecular

El reconocimiento molecular forma parte de casi todos los procesos bioldgicos,
y se puede definir como la interaccién especifica entre dos o0 mas moléculas a
través de la union no covalente, tales como puentes de hidroégeno, la
coordinacion del metal, las interacciones hidrofobicas, fuerzas de van der

Waals, interacciones o©-0, electrostaticas y/o efectos electromagnéticos. El
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anfitrion y el huésped involucrados en el reconocimiento molecular muestran

complementariedad molecular.

De aqui se puede concluir que es muy importante considerar dos factores para
que se de el fenébmeno de reconocimiento molecular; interacciones especificas
y complementariedad geométrica. El reconocimiento molecular tiene un papel
importante en los sistemas biolégicos, por ejemplo en las enzimas, anticuerpos
0 receptores hormonales capaces de identificar selectivamente a un sustrato,

antigeno u hormona respectivamente.

El concepto de las interacciones moleculares es muy antiguo; pero a partir de
la segunda mitad de siglo XIX las ideas modernas sobre las interacciones
comenzaron a surgir, a través de la labor de Johannes Diderik Van der Waals
en sus estudios de las interacciones entre los 4&tomos en estado gaseoso y la
teoria de Alfred Werner en quimica de coordinacién. En 1894 Emil Fischer
presentd su analogia “llave-cerradura” que representa la forma en que
interactla un sustrato con su enzima, segun esta propuesta, una enzima; que
es mas grande en comparacion con su sustrato, tiene grietas y huecos en su
superficie complementarias a la forma del sustrato, de modo que el sustrato
encaja sobre estos sitios activos del enzima como si se tratara de una llave en
sus cerradura. En los sistemas biolégicos se han formado una gran cantidad de
interacciones no covalentes como puentes de hidrégeno, ibnicas e
hidrofébicas, que en comparacién con los enlaces covalentes son menos
fuertes; pero la accion simultdnea de interacciones no covalentes puede

conducir a la formacién de complejos con alta estabilidad*®,
3.3.2. Polimeros de impresién molecular

Los polimeros de impresion molecular (MIP) son polimeros sintéticos que
poseen cavidades especificas para una molécula, los sitios de reconocimiento
especificos son complementarios en forma, tamafio y grupos funcionales a esta
molécula, la cual actia como molde, con la participacion de interacciones

basadas en el reconocimiento molecular. Su nombre se debe a que es un
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anélogo del proceso de “impresion” que trata de colocar una figura especifica

en un material.

Los sitios de reconocimiento son similares a los sitios de uniéon de sistemas
biolégicos como anticuerpos y enzimas. Su estabilidad, facilidad y bajo costo

de preparacion han sido atractivos para su uso en numerosas aplicaciones.

3.3.2.1. Tipos de polimeros de impresion molecular

Existen dos rutas de sintesis: no covalente y covalente, que difieren en el
mecanismo de interaccion entre el mondmero y la molécula molde durante la
pre-polimerizacion.

% Tipo no covalente

La molécula molde interacciona con los mondmeros funcionales en una primera
etapa denominada pre organizacion o pre-arreglo, en la que se da un
ordenamiento de los mondémeros alrededor de la misma. Los grupos
funcionales de la molécula molde interaccionan a través de interacciones de
tipo Van der Waals, dipolares, electrostaticas y de puentes de hidrégeno
(figura 4), con los monémeros formando una estructura pre organizada. Esta
estructura es la parte mas importante en los MIPs debido a que mas adelante

serd la huella de la molécula.

La impresion no covalente es simple y versétil, con la generacion de una amplia
variedad de uniones (ionicas, dipolares, puentes de hidrogeno) durante la
sintesis, uniones anélogas a las que ocurren en los procesos biolégicos.
Ademas de ser més flexible en la eleccion de reactivos y por lo tanto mas facil
de implementar; las desventajas de la impresibn no covalente son una
distribucion no uniforme de sitios de unién debido al numero alto de
asociaciones que pueden formarse entre la molécula molde y los precursores

durante la etapa de preorganizacion.
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En los procesos de impresion molecular no covalente, el disolvente juega un
papel muy importante ya que determina la fuerza de union de las interacciones,
ademés de influir en la morfologia final del polimero en funcién de su capacidad
porogénica. De forma general, cuanto més polar es un disolvente, menor es la
capacidad de reconocimiento en el material resultante*’, esto debido a gue los
disolventes con alta polaridad interfieren con las interacciones iénicas y de Van
de Waals entre el monémero y el templado, por lo que se utilizan

principalmente disolventes con baja polaridad*®.

Los disolventes que tienen tendencia a aumentar la fuerza de las interacciones
no covalentes son aquellos que poseen una constante dieléctrica bajas, ya que
en un disolvente con constante dieléctrica baja, la fuerza de atraccion entre dos
moléculas con cargas opuestas serd mayor que en uno con constante
dieléctrica alta*®; segun la ley de Coulomb (ecuacién 1) donde F es la fuerza
entre dos cargas eléctricas, q; y g, que estan separadas por una distancia r, D
es la constante dieléctrica del medio entre ellas y k es una constante de
proporcionalidad(8.99x10° J m C?). Asi, a medida que la constante dieléctrica
de un elemento aumenta, la fuerza entre sus cargas disminuye, por lo tanto la
constante dieléctrica de un solvente es una medida de su capacidad de
mantener separadas las cargas opuestas. La constante dieléctrica del agua
figura entre las mas altas, mientras que las constantes dieléctricas de las
sustancias no polares, como los hidrocarburos, son relativamente pequefias. La
fuerza entre dos iones separados por una distancia dada en los liquidos no
polares, como el hexano o el benceno, es 30 o 40 veces mayor que en el
agua®. El disolvente también controla el area superficial y el tamafio medio de

poro que se genera en los polimeros®’.
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R/

% Tipo covalente

En la sintesis covalente, el monémero es el primero en unirse a la molécula
molde a través de un enlace covalente que en las condiciones adecuadas
puede ser reversibles (figura 4). Con el fin de obtener sitios de union
especificos y homogéneos, es importante mantener complejos mondmero-
molde estables durante el proceso de impresion, en este punto la impresion
covalente presenta ventaja sobre la no covalente, la principal desventaja de la
impresion covalente es que los polimeros presentan una cinética de union lenta
que no es adecuada para las separaciones cromatogréaficas en columna *°,
ademés de que existe un limitado numero de monémeros capaces de formar
enlaces covalentes reversibles con la molécula molde. La sintesis de estos
polimeros es mas compleja que la de los polimeros no covalentes, ya que se
requiere de la sintesis previa del compuesto “molécula molde-monémero”, asi
como un tratamiento quimico agresivo para romper los enlaces covalentes
formados y eliminar la molécula molde, dejando libre las cavidades

responsables del reconocimiento en la matriz polimérica.

"Cross-linker™

c “1 f
b %
) Ruta No Covalente,
d 5 :_d
() Ruta Covalente

Prearreglo

& o
{I} Extraccion del
templado Recuperacion
—_— —_—
{Il) Ruptura de V. . W
enlaces covalentes ; /O Disociacion

Figura 4. Representacién esquematica del proceso de impresién molecular, en donde pueden
estar involucrada una o mas de la siguientes interacciones en el pre-arreglo: (A, B) enlace
covalente, (C) interacciones electrostaticas y (D) puentes de hidrogeno y tipo Van der
Waals™.
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3.3.2.2. Sintesis de polimero de impresion molecular

Los polimeros de impresiéon molecular son preparados en presencia de una
especie molecular que tiene la funcion de molde para la formacion de una
plantila complementaria con sitios de union especificos. El proceso de
impresién molecular comienza con la seleccion del tipo de impresion covalente
0 no covalente, hay muchos factores que influyen en seleccionar el tipo de
impresién molecular, el mas importante es el tipo de molécula que se va utilizar
como molde, asi como la disponibilidad de sus grupo funcionales, la
estructura, el tamafio, su solubilidad y la aplicacion final del material impreso
dictan la eleccion del método de impresion. En la mayoria de los casos la
estructura de la molécula utilizada como horma es el punto clave para la
eleccion de los materiales y de como lograr el reconocimiento, los criterios para
seleccionar la molécula que sera utilizada como horma son: ausencia de
grupos polimerizables, lo ideal seria que fuera quimicamente inerte a las
condiciones de polimerizacion, estable a las condiciones de temperatura o a la
exposicion a la radiacion UV, disponibilidad y por supuesto su capacidad de
interactuar fuertemente con el monémero. En el caso de la impresion no
covalente, las interacciones implicadas son débiles, por la tanto el candidato a
plantilla debe poseer mdltiples sitios funcionales capaces de aumentar la fuerza

monémero-plantilla *2.

Es de gran importancia realizar una cuidadosa seleccion de los compontes
para sintetizar los polimeros de impresion molecular, en su mayoria estos
componentes son mondmeros capaces de formar redes de polimero o geles
suficientemente estables para mantener memoria de la molécula utilizada como
molde. Normalmente son utilizados en exceso en relacion al nimero de moles
del molde a fin de favorecer la formacion de matriz polimérica, los materiales
que han sido utilizados en la impresién molecular son: organico; poliuretanos y
poliésteres, inorganicos; polisiloxanos, polisilanos, policarbosilanos y
organomeétalicos; poligermanatos o poliestannatos, asi como combinaciones.

En general el monémero funcional se selecciona en funcion de la naturaleza de

la horma; cuando existan grupos funcionales basicos, ser4 adecuado para
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generar interacciones ionicas o puentes de hidrégeno utilizando mondémeros
con grupos funcionales acidos (acido acrilico, acido metacrilico, acido p-
vinilbenzoico, etc.) como ejemplo los grupos éter de la ivermectina son
susceptibles de formar puentes de hidrogeno con el grupo funcional del acido
metacrilico ; pero si el templado tiene grupos &cidos la eleccién méas apropiada

seria la de bases débiles como la vinilpiridina®’.

Para conseguir un reconocimiento molecular adecuado se utilizan agentes
entrecruzadores o en inglés “cross- linker”, los cuales tienen tres principales
funciones: controlar la morfologia de la matriz del polimero, estabilizar el sitio
de reconocimiento impreso, y por ultimo dar estabilidad mecanica a la matriz
polimérica®®. Los mas utilizados son el dimetacrilato de etilenglicol,
trimetacrilato de trimetilpropano, el divinilbenceno y triacrilato/tetracrilato de

pentaeritrol.

Iniciadores: los iniciadores de la polimerizacibn mas empleados son los
compuestos de tipo azo, como el 2,2°-azobisisobutironitrilo (AIBN) o el
azobisdimetilvaleronitrilo, con los cuales se consigue una velocidad de
descomposicién apropiada con un calentamiento de la mezcla de reaccién
moderado (50-60°C) cuando la molécula molde es termolabil es posible
generar radicales libres a baja temperatura, por debajo de 4°C, mediante

radiacion UV.

La eleccion del disolvente en el que sera llevada la sintesis es critica ya que la
naturaleza del disolvente determina la fuerza de las interacciones e influye en
la morfologia final del material (tamafio y distribuciébn de los poros, area
superficial) particularmente cuando la sintesis se lleva a cabo por via no
covalente. Debido a la importante participacion en la creacion de poros en los
polimeros se suele referir al disolvente como “pordgeno”. Su doble funcion
como disolvente y como formador de poros debe ser considerada al momento
de la eleccién del disolvente a utilizar, por ejemplo los disolventes con polaridad
moderada (acetonitrilo y cloroformo), o con baja constante dieléctrica (tolueno y
diclorometano) son los mas utilizados en la sintesis de polimeros organicos por

via no covalente ya que favorecen las interacciones entre la horma y los
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mondmeros funcionales. Si el disolvente es polar, compite con los monémeros

funcionales por los puntos de interaccion con la horma®’.

3.3.3. Polimerizacion por radicales libres

La polimerizacién por radicales libres es el método mas importante para la
sintesis de polimeros, es utilizado en la industria para lo produccion a gran
escala de varios tipos de plasticos de importancia comercial®, varios tipos de
mondémeros se pueden polimerizar por este método obteniendo buenos
rendimientos, (ademas de ser un método eficaz). La polimerizacibn por
radicales libres puede llevarse bajo condiciones de reaccién suaves
(temperatura ambiente y presion atmosférica), por lo que este método suele ser
la eleccién para la preparacion de polimeros de impresion molecular. El
mecanismo de polimerizacién por radicales libres tiene tres etapas clave: (l)

inicio, (Il) propagacion, (lll) terminacion.

El proceso de polimerizacion puede ser de tipo térmico o fotoquimico (luz UV),
también se puede realizar por el método sol-gel, la eleccion depende

fundamentalmente del tipo de molécula que se esté usando como molde.

3.4. Extraccion de la molécula molde

Esta etapa tiene como finalidad la eliminacion de la molécula molde de la
matriz polimérica, de manera que la cavidad quede libre con lo que obtenemos
una cavidad estable, complementaria en forma y distribucion de grupos
funcionales a dicho compuesto. La extraccion de la molécula molde puede
llevarse mediante procesos de lavado, extraccion sdlido/liquido, tratamiento
térmico, digestion en microondas e incluso utilizando agentes quimicos que

destruyan la molécula molde.

La preparacion en bloque es el formato mas utilizado gracias a su simplicidad,
consiste en colocar la mezcla de reactivos en las condiciones adecuadas, con
lo cual se obtiene un polimero en bloque (es decir que el polimero toma la

forma del recipiente en el que se lleva a cabo la reaccion de polimerizacion)
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que puede ser molido y tamizado antes de su uso. Las principales desventajas
de este proceso son la pérdida de material durante el tamizado y la extraccion
de la molécula molde, la amplia distribucién del tamafio de las particulas y la

forma irregular de las mismas.

La preparacion en laminas delgadas se hace por inmersion del elemento
seleccionado como soporte (placa de vidrio, placas de oro, electrodos, etc) en
la mezcla de reactivos (cobertura de inmersién) o mediante el empleo de un
spin-coater (cobertura por rotacion, o spin-coating). Las ventajas del método
son la obtencién de cavidades con forma y tamafio bien definidos que no sufren
alteraciones debido a que no son necesarios procesos de acondicionamiento
posteriores (molienda, tamizado) y por la facil accesibilidad de la molécula en

estudio a practicamente la totalidad de los sitios activos del material.

3.4.1. Aplicaciones de los polimeros de impresion molecular

Se han desarrollado polimeros molecularmente impresos para una amplia
gama de analitos, farmacos, herbicidas y otras sustancias de importancia e

interés biolégico y medioambiental.

Los polimeros de impresion molecular se han utilizado como sensores de
naturaleza oOptica, por ejemplo un sol-gel impreso para el antibiético nafcilina
con transduccion de fosforescencia **, un sensor compuesto por un conjunto de
siete polimeros impresos para reconocer siete diferentes aminas aromaticas™.
Otro ejemplo es el desarrollo de una nueva clase de inmunoensayo donde se
sintetizan polimeros impresos para teofilina y diazepam, los cuales acttan
imitando a los anticuerpos que generalmente son utlizados para la
determinacién en suero humano de estos farmacos®. Entre la gran variedad de
sistemas estudiados se pueden encontrar de muchos tipos, por ejemplo; se han

desarrollado sensores electroquimicos para andlisis de colesterol®®.
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Las técnicas cromatograficas de separacion son las que se han visto mas
beneficiadas con el uso de MIPs, la combinacién de la impresion molecular con
la cromatografia liquida de alta resolucién ha resultado tan eficaz, que se han
descrito trabajos que permiten la separacion de enantiomeros en mezclas
racémicas, utilizando como fase estacionaria polimero impreso con uno de los

enantiémeros puros *°.

La caracteristica del polimero molecularmente impreso para unirse al analito
(farmaco) de interés con elevada afinidad ha permitido su aplicacién como
sistemas de liberacién modificada, estos sistemas permiten modificar el sitio o
la velocidad de liberacion del principio activo, reduciendo los efectos
secundarios y aumentando la eficacia del farmaco, estos sistemas permiten
una liberaciébn constante del farmaco. Se han sintetizado los MIPs para
algunos farmacos como por ejemplo: bromhexina®’, teofilina®® y propanolol®.

También, se han utilizado como materiales adsorbentes que son administrados
por via oral con el fin de atrapar moléculas como los acidos biliares, para este
ejemplo se sintetiz6 el MIP s utilizando a la alilamina como monémero funcional
y como agente entrecruzador a la epiclorhidrina, la molécula molde fue el colato
de sodio (sal sodica del acido célico), se sintetizaron MIPs con diferentes

concentraciones de la molécula molde (tabla 6).

Tabla. 6°

Polimero Alilamina Epiclorhidrina Colato mmol de colato / g polimero
(meq) (mmol) (mmol)
NIP 53.42 375 - 1.30
MIP-1 53.42 375 2.31 1.07
MIP-2 53.42 375 11.39 1.97

La evaluacion in vivo realizada en hamsters demostré que el grupo al cual se
incluyé el polimero impreso en su dieta elimind en heces més acidos biliares
que el grupo en donde se utilizé el polimero no impreso'®. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Resultados de la excrecidn de acidos bhiliares en hamsters después de la

administracion del polimero, al control no se le administré el polimero®.

Este estudio ha establecido las bases para utilizar los polimeros impresos para
disminuir los niveles de moléculas implicadas en alguna enfermedad como por

ejemplo el colesterol®.

Otras de las aplicaciones de los polimeros de impresion molecular son como
catalizadores. Se ha demostrado que si se obtienen anticuerpos para
moléculas similares al estado de transiciébn de una reaccién quimica, pueden
ser empleados como catalizadores de la misma, basandose en este principio,
otros autores disefiaron y sintetizaron materiales impresos con analogos
estructurales, de forma que los polimeros obtenidos pueden ser empleados

como catalizadores °°.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar un polimero de impresién para el farmaco ivermectina a partir
del &cido metacrilico (MAA) y el triacrilato de pentaeritrol (PETA), y
evaluarlo in vivo como posible sistema para evitar el dafio de la

ivermectina al ambiente.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar el polimero de impresion molecular de ivermectina utilizando
como mondémero funcional al MAA'y al PETA como entrecruzador, via

radicales libres.

Elaborar bolos orales que contenga el polimero de impresion, para

administrar a borregos.

Evaluar el efecto del polimero de impresion contenido en los bolos al ser
administrados por via oral a los borregos previamente tratados con
ivermectina, obteniendo muestras de estiércol que seran colocadas en
terrarios para evaluar su efecto sobre los escarabajos de la especie:

Scarabaeidae, Scarabaeinae.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Materiales y equipos

Espectrofotbmetro UV-Visible HEWLETT-PACKARD 853, software HP-845x-
Visible System.

Desecador, P-SELECTA.

Bomba de vacio, COMETA.

Lampara, OSRAM, 400 W, Blanco de lujo.

Bafio recirculador con enfriamiento, Thermo electron corporation Neslab RTE7.
Parrilla de calentamiento con agitacion, IKA WORKS® USA.

Rotavapor, Buchi

Molino analitico. Cole-Parmer.

Ivermectina, Moléculas Finas de México S.A de C.V,

Triacrilato de pentaeritrol (PETA), ALBRICH

2,2 -azobisisobutironitrilo ( AIBN), Perkadox

Acido metacrilico(MMA), SIGMA

Cloroformo RA.

Etanol purificado por destilacion, Reactivos y Productos Quimicos Finos.
Ivergold 3.5 L.A. Quimica FARVET.

Harina de trigo, Golden Hills.

Sabor manzana, Sabores y Colores Schiemann. S.A de C.V

Agua destilada.

Gas Nitrégeno Comprimido, PRAXAIR.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Sintesis del polimero de impresion molecular

La sintesis de polimero se realiz6 por el método por bloques, el cual consiste
en colocar en un recipiente adecuado la mezcla de reactivos para obtener el
polimero, se realiz6 la sintesis del polimero de impresion molecular con las
siguientes relaciones estequiométricas: una mol de ivermectina (IVM) como
horma, 4 moles de acido metacrilico (MMA) como mondémero funcional, 20
moles del triacrilato de pentaeritrol (PETA) como entrecruzador y 0.04 moles
del 2,2"-azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador, este polimero sera
nombrado como MIP-IVM-UV, también se realizd la sintesis del polimero no
impreso (NIP-UV) en la mismas relaciones estequiométricas, omitiendo la
adiccion de la horma(IVM). Las proporciones de ivermectina, MMA, PETA y
AIBN se utilizaron, ya que en un trabajo previo se obtuvieron resultados donde
este polimero tuvo una alta capacidad de reconocimiento y recuperacion de

ivermectina 5.
5.2.1.2. Sintesis del MIP-IVM-UV

La sintesis del MIP y NIP se realiz6 mediante la polimerizacién via radicales

libres, para esto se utilizo el siguiente procedimiento:

(a) Se pesaron 875.1 mg (1 mmol) de ivermectina la cual se disolvié en 3 ml de
cloroformo, una vez disuelta se afiadié 340 pL (4 mmol) de acido metacrilico y
5.11mg (20 mmol) de triacrilato de pentaeritrol, se agitaron por 5 min y se
adicion6 7.2 mg de AIBN previamente disuelto en 0.5 ml de cloroformo se
continud la agitacion otros 5 min. (b) La mezcla de reacciéon se colocé en un
tubo de ensayo tapado, en donde se burbujeo N, durante 5 minutos, (c)
concluido los 5 minutos, el tubo se sell6 y colocé en un bafio a 4 °C en
presencia de luz ultravioleta durante 24 horas, la sintesis de NIP se realizé en

las mismas condiciones, omitiendo la adicién de la ivermectina (figura 6).
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Figura 6. Sintesis del MIP-IVM-UV y NIP-UV

e Reaccion de polimerizacion

En general la sintesis de MIP implica primero la formacion de complejos en
la disolucién de una molécula molde (IVM) con mondmeros funcionales
(MMA), a través de enlaces no covalentes, en nuestro caso, puentes de
hidrégeno, seguida por una polimerizacion de estos mondmeros alrededor
de la molécula molde con la ayuda de un entrecruzador (PETA) y en

presencia de un iniciador (AIBN) figura 7.

Acido metacrilico

2
o
WW@(’*
[¢] %
4
Triacrilato de pentaeritrol
Figura 7. Reaccién de polimerizacion, utilizando como mondmero funcional el acido

ABN
RdiadonWv

£C2%h

Ivermectina

metacrilico.
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5.2.1.3. Eliminacién de la ivermectina de los polimeros

Una vez obtenidos el MIP y el NIP, se trituraron en un molino analitico eléctrico,
Cole-Parmer, hasta obtener un polvo fino a éste se realizaron lavados
sucesivos con etanol con el fin de eliminar la ivermectina, disolvente, iniciador,
oligbmeros de bajo peso molecular e impurezas del polimero impreso y de esta
forma dejar disponibles las cavidades complementarias a la ivermectina
formadas en la reaccion de polimerizacion (Figura 8). Los lavados se hicieron
de la siguiente manera; los polimeros se colocaron en 30 mL de etanol con
agitacion por un lapso de 2 horas, después de la cuales el etanol se elimina por
decantacion, este procedimiento se repitié 3 veces, terminados los lavados con
los 30 mL de etanol, los polimeros se colocaron en un soxhlet con etanol
durante 72 horas, una vez terminado el lavado en el soxhlet, se efectuaron 2
lavados adicionales con 30 ml de etanol durante 24 horas. Después los
polimeros se filtraron y se colocaron en un desecador a 50 °C y presion de
30mmHg durante 24 horas, durante todo el proceso de lavado se obtuvieron
espectros de UV del etanol residual de los lavados para comprobar que los

polimeros quedaran libres de ivermectina y otras impurezas.

Figura 8. Eliminacion de la ivermectina.

5.2.1.4. Cargadeivermectina en los polimeros

Para calcular la cantidad de polimero limpio (libre de ivermectina e impurezas)
que se les debe dar a los borregos tratados con ivermectina, se debe conocer
cual es la cantidad de ivermectina que es capaz de atrapar el MIP, este dato se
obtiene calculando la carga del polimero.

42


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

PARTE EXPERIMENTAL

Con los polimeros limpios y secos, se realizo la carga de ivermectina en los
polimeros, para lo cual se colocaron 50 mg del MIP y NIP en contacto con 25
ml de una disolucion saturada de ivermectina en matraces sellados con
agitacion constante durante 48 horas, se determind la concentracion de la
ivermectina en la solucion saturada al inicio y al final por espectroscopia de UV,
esto se realizd extrapolando las absorbencias obtenidas a 245 nm en una curva
patrén de ivermectina, al final de la reaccién los polimeros se filtraron, se

secaron y pesaron.

La carga del polimero se obtuvo de la siguiente manera: la diferencia de la
concentracion final menos inicial se multiplic6 por el volumen utilizado de
disolucion saturada, con lo que se obtiene la cantidad de ivermectina en
miligramos que fue atrapada por el polimero, al dividir los miligramos de
ivermectina captada entre los miligramos de polimero utilizado se obtiene la

carga del polimero

: _ MGivermectina recuperada
Carga del polimero = /mgpolimem

5.2.1.5. Sistema de administracion del polimero in vivo

Obtenida la cantidad de ivermectina que el polimero puede captar, y
considerando la dosis de ivermectina utilizada en el ganado (200 pg de IVM/ kg
de peso), se comenzaron a elaborar bolos con una concentraciéon MIP y NIP
de 50 mg, respectivamente. Esta cantidad de polimero puede captar la
ivermectina utilizada en el tratamiento de un borrego con un peso de 50 kg (10

mg de ivermectina).

Los bolos se elaboraron de la siguiente manera: se pesé aproximadamente 1g
de harina de trigo en un vaso de precipitados, en el mismo vaso se adicion6 el
polimero libre de ivermectina (sin cargar). Se prepar6 el bolo con una
concentracion de 50 mg de polimero , el polimero y la harina se mezclaron con
ayuda de una espétula hasta formar una pasta, a la cual se le adicionaron
aproximadamente 10 gotas de agua destilada y 2 gotas de sabor manzana, se
revolvio hasta obtener una pasta. Con la pasta obtenida se moldearon los bolos

y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 48 horas, al final se
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etiquetaron y se almacenaron en bolsas de plastico para su posterior

administracion en borregos.
5.3. Estudios de recuperacion de ivermectinain vivo

Los estudios de recuperacion de ivermectina in vivo se realizaron en 7 ovinos
de las razas Pelibuey y Suffolk (Figura 9) con un peso aproximado de 50 kg
con edades que oscilan de 1 a 6 afios. Los borregos fueron proporcionados por
el Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal
(CEPICSA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, ubicado en el
kilbmetro 28.5 de la carretera federal México-Cuernavaca, a 19° latitud norte y
99° |ongitud oeste a una altura de 2760 metros sobre el nivel del mar. El clima
de la region es semifrio, semihimedo con lluvias en verano y con una
precipitacion pluvial de 800 a 1200 milimetros anuales y una temperatura
promedio de 19 °C.

Figura 9. Ovinos raza Suffolk (izquierda) y raza Pelibuey (derecha)

5.3.1. Administracion del polimero

Para la administracion de los polimeros sin cargar los borregos se dividieron en

3 grupos como se muestra en la siguiente tabla 7

Tabla 7.
grupo Individuos Ivermectina(Via SC) NIP MIP
Control 1 borrego 35mg - -
Prueba NIP 3 borregos 35mg 50 mg
Prueba MIP 3 borregos 35mg 50 mg
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En el dia cero so6lo se administr6 1 ml de IVERGOLD 3.5 L.A. (Quimica
FARVET) equivalente a 35mg de ivermectina a todos los grupos, la ivermectina
se aplic6 por via subcutdnea, los bolos con polimero se comenzaron
administrar por via oral 24 horas post-tratamiento (hpt) con ivermectina durante
4 dias en intervalos de 24 horas por lo tanto en el dia 0 se administré la IVM y
en los dias 1, 2, 3 y 4 se administr6 el bolo. Es importante recordar que el
medicamento administrado confiere un efecto de larga accion, la proteccion

contra los parasitos es de 42 dias.

5.3.1.2. Recolecciéon de muestras de heces

Se tomaron muestras de heces per rectum de cada uno de los animales, en los
dias: 0 (administracién de la ivermectina), 1, 2, 3, 4, 8, 15, 22, 23, 24 y 25 (dpt),
el medicamento esta formulado con un vehiculo que le confiere un lenta
liberacion durante 42 dias por lo que la ivermectina se eliminara en heces aun
después de 42 dias. Las muestras se almacenaron en bolsas de plastico en

refrigeracion hasta su utilizacion en el bioensayo en escarabajos.

5.3.1.3. Efecto de la interaccion polimero de impresion ivermectina

contenidos en heces de borregos sobre los escarabajos

Se realiz6 un bioensayo con escarabajos de la especie Scarabaeidae;
Scarabaeinae, los cuales fueron recolectados en Topilejo, Morelos y colocados
en terrarios a una temperatura de 20 °C y 40 % de humedad donde la
superficie estaba compuesta de mezcla de arena de playa, vermiculita y tierra
de jardin en las mismas proporciones, los escarabajos se dividieron en seis
grupos los cuales fueron expuestos heces de los borregos recolectadas (para
las muestras de heces obtenidas de 3 borregos se utilizé un mezcla de estas),

como se indica en la tabla 8:
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Tabla 8.
TERRARIO  LARVAS*  PUPAS*  ADULTOS*  Muestra Polimero
de heces administrado
1A 22 8 21 3dpt NIP
2B 28 10 25 3dpt MIP
3C 31 11 27 3dpt NA
4D 19 16 29 15 dpt NIP
5E 14 17 20 15 dpt MIP
6F 27 9 18 15 dpt NA

NA= no administrado. *NUumero de individuos al inicio del bioensayo.

Se registré el numero de escarabajos y larvas muertas en los dias
0,3,12,15,20,21,27,28,30,35 y 41 para los terrarios 1 A, 2 By 3 C y los dias
0,3,6,7,9,15 y 22 para los terrarios 4 D, 5 E y 6 F, al final se realiz6 un conteo

de larvas y adultos sobrevivientes, lo que nos permiti6 conocer el numero de

larvas que mudaron a pupas y pupas que alcanzaron el estado adulto, se

tomaron fotografias y video de los dias en los que se realizaron los conteos.
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6. RESULTADOS

6.1. Sintesis del polimero impreso de ivermectina y el polimero no
impreso

Se realizé la sintesis del polimero impreso (MIP) y del no impreso (NIP), éste
ultimo funciona como blanco ya que en éste no esta presente la molécula
molde (ivermectina) en el momento de polimerizacion. Por lo tanto en el
polimero no impreso no se forman cavidades especificas para la ivermectina,
por lo que al utilizar el NIP se puede comprobar la afinidad y la formacién de
los sitios de reconocimiento presente en el MIP debido a la impresion por la

molécula molde formada durante el proceso de polimerizacion.

Se sintetiz6 el polimero de impresién molecular al cual se designé como MIP-
IVM-UV y el NIP-UV, el nombre hace referencia a la ivermectina que fue la
molécula utilizada como molde y al método utilizado para la iniciacion de la

polimerizacion, en este caso fue la luz ultra violeta (UV).

Los polimeros obtenidos en bloque antes de ser molidos presentan una clara
diferencia entre el MIP-IVM-UV y el NIP-UV, se observa que para el caso del
MIP se obtiene un sélido de color blanco y traslucido para el NIP, estas
diferencias se puede atribuir que en el caso de MIP-IVM-UV existe la formacion
de cavidades donde se encuentra la ivermectina lo cual provoca que la luz sea
dispersada(figura 10), lo que no sucede en el caso de NIP-UV ya que no

contiene la molécula molde.

MIP

Figura 10. Polimeros MIP-IVM-UV Y NIP-UV.
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Después de ser molidos se obtiene un polvo fino de color blanco tanto en el
caso del polimero impreso como en el no impreso, estos polvos no presentan
ninguna diferencia fisica, por lo que es importante mantenerlos bien
identificados, después de obtener los polvos se procedié a los lavados con
etanol con el fin de eliminar la ivermectina.

6.1.1. Eliminacion de laivermectina

Se realizaron lavados sucesivos con etanol, con el fin de eliminar la ivermectina
y asi tener las cavidades libres formadas durante el proceso de impresion, este
proceso es el més tardado ya que se requirieron 72 h para poder obtener el
polimero libre de ivermectina, los lavados se llevaron a cabo tanto al polimero
impreso como al no impreso ya que el NIP debe ser sometido a las mismas
condiciones que su respectivo MIP para que puede ser comparados, ademas
gue en estos lavados no sélo se elimina la ivermectina si no también restos de
reactivos que no se incluyeron en la matriz polimérica: disolvente, monémero,
entrecruzador e iniciador. El proceso de lavado del MIP-IVM-UV y del NIP-UV
se siguié por espectrometria de UV, en la grafica 5 se muestra el espectro del
etanol utilizado en el primer lavado del MIP y el del etanol utilizado en el
segundo lavado, los lavados del se realizaron en un intervalo de dos horas,
también e se muestra el espectro del etanol utilizado en el lavado del NIP y

como referencia se muestra el espectro del etanol y de una solucién de
ivermectina en etanol.

Etanol
¢1 lavado(etanol residual) MIP-IVM-UV
¢2 lavado (etanol residual) MIP-IVM-UV
NIP-UV

o
%5?% Ivermectina diluida

o+ D>oD

Absorbencia (AU)

Longitud de onda (nm)

Grafica 5.Espectros del etanol residual del primer y segundo lavado, etanol y del etanol de
residual del NIP
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En la gréfica 5 es posible observar que los espectros del etanol del primer
lavado aparece saturado de ivermectina lo que nos revela que una gran
cantidad de ivermectina fue removida del MIP en este primer lavado, en el
segundo lavado se obtiene un sefial menor lo que indica que la ivermectina
esta siendo removida del polimero impreso, en el tercer lavado la sefial de la
ivermectina se ve claramente disminuida y después de lavar los polimeros en el
soxhlet el espectro de la etanol utilizado en este lavado es similar al del etanol,
gréfica 6.

Etanol
3°lavadoMIP-IVM-UV
NIP-UV

soxhlet

Ivermectina diluida

oP>+ <O

Absorbencia (AU)

Longitud de onda (hnm)

Grafica 6. Etanol de tercer lavado y del lavado en soxhlet.

El rendimiento obtenido después de los lavados es de 75.77%.

Una vez terminados los lavados, se obtiene el MIP libre de ivermectina se

cargo con ivermectina para conocer la cantidad que el polimero puede captar
del farmaco.

6.1.2. Cargado de ivermectina en los polimeros
La carga del polimero se calcul6 con la siguiente ecuacion: carga del polimero=

mg de ivermectina/mg de polimero, obteniéndose los resultados que se
muestran tabla 9:
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| Tabla 9.

Polimero Carga del polimero (mg/mg)
[lvermectina enlazada /Polimero]
MIP-IVM-UV 2.1545
NIP-UV 1.4415

El polimero impreso tiene una recuperaciobn mayor que su respectivo polimero
no impreso lo que indica el MIP tiene sitios de reconocimiento que favorecen la

recuperacion de la ivermectina.

6.2. Administracion del polimero e ivermectina, y recolecciéon de la
muestras de heces

La administracion de la ivermectina se realiz6 con éxito, ninguno de los
animales present6 reacciones adversas debidas a la administracion de la
ivermectina, los bolos con polimero (MIP-IVM-UV Y NIP-UV) fueron
administrados por via oral, los bolos fueron comidos en su totalidad por los

animales tratados.

Los bolos demostraron ser un sistema eficaz para administrar ya que
aseguraban que la cantidad de polimero fuera la correcta y ademas de esta
manera los borregos no rechazaron el polimero, debido a que la cantidad
administrada de polimero es pequefia (50 mg). Esta se mezclé con 1g de
harina de trigo para obtener bolos de un tamafio apropiado para que los
borregos los pudieran comer, ademas que la adicion del sabor manzana
permitio la aceptacion por parte de los borregos. En un futuro se pretende que
el polimero pueda ser adicionado como un complemento en el alimento de los
borregos para poder ser administrado durante el tratamiento con ivermectina,
cabe destacar que el polimero de impresion molecular es estable en las

condiciones de experimentacion.
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6.3 Resultados terrarios 1A, 2By 3C

6.3.1. Efecto de la interaccion polimero-ivermectina en heces de

borrego sobre los escarabajos adultos

Se realizaron conteos a diferentes intervalos de los escarabajos y larvas
muertas durante el transcurso del bioensayo. Se calculo el nimero de
escarabajos y larvas vivas de los terrarios 1 A, 2 By 3 C, esta cantidad se
obtuvo restando el numero de escarabajos y larvas muertas al numero de
individuos vivos al inicio de bioensayo, el numero escarabajos adultos vivos
en los dias de conteo se muestran en la gréfica 7, en ésta se observa una clara
disminucién del numero de escarabajos en el terrario 3 C en este terrario los
escarabajos fueron expuestos a muestras de heces del borrego tratado con
ivermectina (control) las cuales fueron obtenidas a los tres dias posteriores a la
administracion del medicamento IVERGOLD 3.5 L.A. Al borrego utilizado como
control no se le administré el polimero por lo que en la heces la ivermectina
debe de estar presente de forma libre, por lo que en este terrario se observo
una disminucién del nimero de escarabajos, la cual se hace evidente en el dia
21, ya que en este dia todos los escarabajos murieron, uno de los factores a
considerar es que en este dia la concentracion de la ivermectina presente en
las heces alcanzé concentraciones letales debido a la acumulacién de materia
fecal en el terrario, como consecuencia de que se colocaba aproximadamente

un 1g de muestra cada 7 dias para mantener alimentados a los escarabajos.

Hay que recordar que la degradacion de los farmacos en el suelo se ve
afectada por las condiciones ambientales (temperatura, pH, tipo de suelo y
presencia de bacterias degradadoras) y que la vida media de degradacion de la
ivermectina puede ir desde semanas hasta meses, dependiendo de las
condiciones ambientales. Ademas se debe considerar que no hubo disipacion

del farmaco debido a que el suelo permanece estancado dentro del terrario.

En la tabla 10 se observa que para el caso del terrario 2 B, la disminucién de
ndmero de escarabajos no se presenta hasta el dia 30; aunque a partir de este
dia la disminucion no es tan drastica como en el caso del terrario 3 C esto se

puede deber a una muerte natural, en este terrario se colocaron muestras de
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los borregos tratados con ivermectina y a los que se les administré el bolo que

contenia 50 mg del polimero impreso MIP-IVM-UV a las 24 hpt , 48 hpt, 72 hpt

y 96 hpt, y las muestra fueron recolectada a los 3 dpt, por lo que en el tracto

gastrointestinal de los borregos se encontraba el polimero, el cual atrapd la

ivermectina presente ahi por lo tanto al ser excretada en la heces este farmaco

ya se encontraba atrapado por el polimero, haciéndolo menos biodisponible a

los escarabajos y por lo tanto disminuy6 su efecto nocivo.

Tabla 10.

Numero de escarabajos vivos
dias terrario 1 A terrario 2 B terrario3C
NIP-UV MIP-IVM-UV CONTROL
0 21 25 27
3 21 25 25
12 21 25 18
15 20 25 18
20 17 25 16
21 17 25 0
27 17 25 0
28 17 25 0
30 17 25 0
35 12 24 0
41 8 22 0
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Grafica 7. NUmero de escarabajos adultos vivos respecto al tiempo de los terrarios 1 A (linea
negra), 2 B (linea roja) y 3 C (linea azul).

Para el terrario 1 A se puede observar una disminucién de numero de adultos;
si bien la disminucién no es tan evidente como en el terrario 3 C, si es mayor
que la del terrario 2 B (grafica 7), en este terrario se colocaron las muestras
recolectadas a los 3 dpt de los borregos tratados con ivermectina y que se les
administré el polimero no impreso (NIP-UV) a las 24 hpt, 48 hpt, 72 hpt y 96
hpt, por lo que las heces contienen el polimero no impreso y la ivermectina,;
aunque el polimero no impreso no presenta sitios de reconocimiento
especificos para la ivermectina, si puede formarse interacciones no covalentes,
principalmente puentes de hidrogeno, por lo que la ivermectina pudo ser
atrapada por el NIP lo que provocd un disminucién del efecto nocivo de la
ivermectina, aunque este efecto en la disminucién de la toxicidad es mucho
menor comparada con el MIP que fue moldeado vy tiene sitios especificos de
mayor constante de asociacion. Esto pone de manifiesto el reconocimiento

molecular del MIP hacia la ivermectina.

Se realiz6 un ajuste logistico con los datos de los terrarios 1 A, 2 By 3 C
utilizando la ecuacién de la tabla 11, con esta ecuacion podemos ajustar una
curva lo que no permite interpolar para poder obtener los valores de los

tiempos letales 50, en este modelo las constantes obtenidas no tienen
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significado fisico por lo tanto no se consideran para el andlisis. Los TL 50 nos
permite comparar la supervivencia de los escarabajos y el efecto que produce
la administracion del MIP y el NIP a borregos previamente tratados con
ivermectina. Para los datos obtenidos de los terrarios, el mejor modelo fue el
logistico, se probaron varios modelos y se escogi6 este ya que tuvo el mejor
ajuste (en el anexo 1 se muestra la informacién del ajuste realizado con el
software OriginPro 8), con la finalidad de poner obtener el TL 50 el cual nos
permite comparar los resultados. En el grafico 7.1 se muestran los ajustes
realizados, en la tabla 11 los valores de las constantes obtenidas en los
ajustes con estos valores y utilizando la ecuacion del modelo es posible

calcular el TL50.

= 2BMIP1:10
Ajuste Logistico

= 1ANIP1:10
Ajuste Logistico

Numero de adultos vivos

Namero de adultos vivos

74 224

57 T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
tiempo (dias) tiempo (dias)

a. Terrario 1A b. Terrario 2B

304

254 = 3 Ccontrol
Ajuste Logistico

204

154

104

Numero de adultos vivos

04 L] L LN
T T T T T

0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

c.Terrario 3C

Grafico 7.1. Ajustes de los terrarios 1 A, 2B y 3 del nimero de adultos vivos.
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Tabla 11.

Valores Ecuacion
Constantes 1ANIP1:10 2B MIP1:10 3 C Control
a (dias) 20.85 25.05 25.54 _ a
xc (namero de 38.03 49.46 17.44 1+ e(=xq)
escarabajos vivos)
k (dias) -0.012 -0.231 -0.289

De los ajustes realizado en el grafico 7.1 es posible calcular el Tiempo Letal 50
(TL 50) que es el tiempo transcurrido en dias en donde el 50% de los
escarabajos han muerto, los célculos se realizaron utilizando la ecuacion de la
tabla 12, en donde (y) se sustituye por el valor en donde la mitad de los
escarabajos han muerto y las demas constantes son las de la tabla 11.
Comparando estos valores es posible ver que el terrario 3 C, en donde los
escarabajos fueron expuestos a las muestra de heces que contenian
ivermectina, es menor que el valor obtenido en los terrarios 1 Ay 2 B en donde
la muestras ademés de tener la ivermectina contenian el NIP 1:10 y el MIP
1:10 respectivamente; el valor de TL 50 mas alto fue del terrario 2 B donde los
escarabajos estuvieron expuestos a la interaccion Ivermectina- MIP este valor
tuvo que ser estimado en el ajuste realizado ya que en el intervalo de tiempo
en el que se realizd el experimento no fue posible determinar este valor, ya que
mas de 50% de la poblacion permanecio viva al terminar el estudio, los TL50
se muestran en la tabla 12. Cabe destacar que los escarabajos mueren en este
terrario por causas naturales mas que por la accion de la ivermectina, es decir,

el MIP protege totalmente a los escarabajos.
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Terrario y TL50 * (tiempo letal 50)
[escarabajos [dias]
muertos] _In(y»)=In(a-y)
1ANIP 1:10 105 37 = k * X
2B MIP 1:10 125 49.5**
3 C Control 135 17**

*TL50: Es el tiempo transcurrido hasta que el 50 % de la poblacién muere.
** Valores estimados del ajuste

En la figura 11, se muestran fotos de los terrarios 1 A, 2 By 3 C del dia 21, este
es el dia en el que se presento la muerte de todos los escarabajos en el terrario
3 C, en la foto se observan 8 escarabajos negros y uno de color café muertos
sobre la superficie del terrario, los deméas escarabajos no se observan ya que
se encuentran enterrados, pero el terrario se mantuvo en observacion para
descartar que siguieran vivos; los escarabajos de este terrario se alimentaron
con estiércol del borrego tratado previamente con ivermectina y al cual no se le
administré ningun polimero, por lo que la ivermectina fue excretada en el
estiércol de forma libre. En las fotos de los terrarios 1 Ay 2 B se pueden
observar escarabajos vivos en la superficie y también se observé movimiento
debajo de la tierra lo que nos indica que habia individuos vivos enterrados, en
estos terrarios se colocaron muestras de heces de animales previamente
tratados con ivermectina, pero que también se les administrd el polimero no
impreso en el caso del terrario 1 A y en el terrario 2B se colocaron las
muestras de los borregos a los que se le dio el polimero impreso, la presencia
de escarabajo vivos en estos terrarios es evidencia de que la administracion
del MIP-IVM-UV y el NIP-UV redujo el efecto nocivo de la ivermectina. Mientras
que en le terrario 3 C todos los escarabajos estdn muertos, esto debido al
efecto nocivo de la ivermectina contenida en el estiércol del borrego.
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Figura 11.Fotografias de los Terrarios 1 A heces con ivermectinay NIP , 2 B heces con
ivermectinay MIP y 3 C heces con ivermectina , al dia 21.

6.3.2. Efecto de la interaccion polimero-ivermectina en heces de

ganado sobre las larvas de escarabajo

Se realizé el conteo de larvas muertas los mismos dias que el conteo de los
escarabajos adultos (tabla 13), en la grafica 8 se muestra el nimero de larvas
vivas respecto al tiempo, se observa que para el terrario 3 C (en este terrario
se colocaron las muestras del borrego que recibié Unicamente el tratamiento
con ivermectina) la muerte de todas las larvas se presenta en el dia 21, que es
el mismo dia en donde se presenta la muerte de todos los escarabajos adultos,
por lo tanto la concentracion de ivermectina libre presente en el estiércol de
borrego alcanzé concentraciones que fueron letales tanto para los escarabajos
adultos y las larvas. Como se habia mencionado anteriormente estas

concentraciones pudieron ser alcanzadas debido a la acumulacion del estiércol
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en el terrario, estudios han demostrado que las larvas son mas sensibles a la

presencia de farmacos en el estiércol y suelo

27,29

NUMERO DE LARVAS VIVAS
dias Terrario1 A Terrario2B Terrario3 C
NIP-UV MIP-IVM-UV  CONTROL
0 22 28 31
3 22 28 31
12 22 28 31
15 22 28 26
20 22 28 25
21 22 28 0
27 22 28 0
28 22 28 0
30 22 28 0
354
30 4
8
2 25
>
& 20
>
<
— 15
(]
©
© 104 —=— 1 A NIP-UV
GE) —e— 2 B MIP-IVM-UV
S o5 —4— 3 C Control
=
0+
s 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Grafica 8. NUmero de larvas vivas respecto al tiempo de los terrarios 1 A (linea negra), 2 B

(linea roja) y 3 C (linea azul).
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En el terrario 2 B, las larvas fueron expuestas a heces que contenian
ivermectina y el MIP-IVM-UV, en consecuencia la ivermectina se encontraba
atrapada en el polimero encontrdndose menos biodisponible por lo que su
efecto téxico se deberia ver disminuido; en la grafica se observa que en este
terrario no hubo muerte de larvas en ninguno de los dias que duro el estudio
por lo que la ivermectina que es atrapada por el polimero es menos nociva que
la ivermectina eliminada de forma libre. En el terrario 1 A se colocaron las
muestras de estiércol donde esté presente el polimero no impreso (NIP —UV) y
la ivermectina; si bien el NIP- UV puede interaccionar con la ivermectina, estas
interacciones no son tan especificas como la que se dan en el caso del
polimero impreso, por lo cual es posible que la ivermectina fuera atrapada por
el polimero no impreso observando el mismo resultado que con el polimero

impreso donde no hubo muertes de larvas.
e Pupas que alcanzaron el estado adulto

En la grafica 9, se muestra el nimero de pupas que alcanzaron el estado
adulto, las pupas son un estado inactivo del ciclo de vida de los escarabajos,
en el estado pupar no existe alimentacion, lo que ocurre es una reorganizacion
de 6rganos y sistemas orientadas a la conformacion de lo que seré el individuo
adulto. En el terrario 3 C la ivermectina presente en el estiércol afecté de
manera importante el nimero de escarabajos emergidos, por lo que no hubo
individuos que formaran la nueva generacion de escarabajo adultos, lo que

afecta de manera directa el ciclo de vida de los escarabajos

Para el terrario 2 B, se puede observar en la grafica 9 que seis de las diez
pupas alcanzaron el estado adulto. En este terrario se colocaron muestras de
los borregos tratados con ivermectina y a los que se les administré el bolo que
contenia 50 mg del polimero impreso MIP-IVM-UV a las 24 hpt, 48 hpt, 72 hpt
y 96 hpt, y las muestra fueron recolectadas a los 3 dpt, por lo tanto la
interaccion MIP-lvermectina reduce el efecto nocivo de la ivermectina sobre
esta etapa del ciclo de vida del escarabajo, también la interaccion NIP-
Ivermectina logro reducir el efecto del farmaco, en esta etapa las ocho pupas
iniciales lograron alcanzar el estado adulto. Estos solo nos indican que el

polimero disminuye el efecto nocivo de la ivermectina sobre las pupas, pero no
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se puede decir que el polimero no impreso en este caso sea mejor que el

impreso.

El realizar el conteo del nimero de individuos al inicio y al final del estudio nos
permite conocer el efecto potencial de la ivermectina en diferentes etapas del
ciclo de vida.

Numero de adultos emergidos

0
1ANIP 2B MIP 3C control

Terrarios

Grafica 9. Nimero de pupas que alcanzaron el estado adulto.

e Larvas que mudaron a pupa

En la gréafica 10, se puede observar que la ivermectina contenida en el estiércol
de borrego afecta de manera importante la etapa en que las larvas mudan a
pupa, en el terrario 3 C ninguna larva mudo a pupa, con lo que se afecta de
manera directa la siguiente generacion de escarabajos, ya que como se habia

mencionado antes se afecta el ciclo de vida de los escarabajos.

Numero de pupas

14 0
1ANIP 2B MIP 3C control

Terrarios

Grafica 10. Namero de larvas que mudaron a pupas.
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En el terrario 2 B; aun cuando s6lo 2 de las 28 larvas mudaron a pupa, si se
completé una de las etapas del ciclo de vida, lo que permite mantener la
siguiente generacion de escarabajos. El terrario 1 A fue donde mas larvas
mudaron a pupas. En este terrarios colocaron las muestras de los borregos
tratados ivermectina y que se les administr6 el polimero no impreso (NIP-UV),
aunque el ndmero de larvas que mudaron a pupas es mayor que en el terrario
2 B, esto no significa que en el terrario 1 A el polimero no impreso disminuya
el efecto nocivo de la ivermectina de forma mas efectiva que el polimero no
impreso, en el resultado se debe considerar que el tiempo que duran en este
estado es 30- 52 dias. Por lo que en el terrario 1 A, las larvas que estaban

listas para mudar a pupa debieron ser mas que las del terrario 2 B.

6.3.3. Resultados terrarios 4 D NIP-UV, 5 E MIP-IVM-UV vy 6 F
CONTROL, permanencia del polimero en el tracto gastrointestinal

del borrego.

Los terrarios 4 D NIP- UV, 5 E MIP-IVM-UV y 6 F Control fueron expuestos a
muestras recolectadas a los 15 dpt con ivermectina, a los grupos prueba MIP y
prueba NIP se les administré el polimero correspondiente en los dias 1, 2 ,3y 4
dpt por lo que en este ensayo se determina si los polimeros pueden
permanecer en el tracto gastrointestinal y de esta forma seguir atrapando a la
ivermectina evitando de esta forma el dafio que este farmaco produce a la

fauna del suelo.

6.3.3.1. Efecto de las heces de borregos tratados con ivermectina

sobre los escarabajos adultos

En la grafica 11 se observa que para los tres terrarios, el comportamiento es
similar, no se observa diferencia en los terrarios donde se colocaron las
muestras de los borregos a los que se les administr6 el polimero, el

medicamento administrado es una formulacion de larga accién, dando una
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proteccion contra parasitos durante 45 dias; debido a la liberaciéon gradual de

la ivermectina con lo que se mantienen concentraciones efectivas.

—=— 4D NIP-UV
304 —e— 5 E MIP-IVM-UV
6 F Control

254

20 4 *o——o 9
154

104 ‘\\

NUmero de adultos vivos

T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo (dias)

Grafica 11. Namero de los escarabajos adultos vivos respecto al tiempo de los terrarios 4 D
(linea gris), 5 E (linea verde) y 6 F (linea naranja).

En el grafico 11.1 se muestran los ajustes realizados de los datos de los
terrarios 5 E 'y 6 F (en anexo 1 se muestran la informacion del ajuste realizado
con el programa OriginPro 8), para el terrario 4 D no fue posible realizar el
ajuste por tanto no se determino el TL 50, lo valores del TL 50 para los
terrarios 5 E'y 6 F son de 7 dias en los dos casos (tabla 14) por lo que no
existe una diferencia en este valor. El calcul6 de los TL 50 se realiz6 con la
ecuacion 2, en donde (y) se sustituye por el valor en donde el 50% de los
escarabajo han muerto (para el terrario 5E (y=10) y para el 6F ( y= 9)) para y

las constantes son las de la tabla 14.

A=Az
x = L+ Inx0
p

Ecuacion 2
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20

16 -
= 6 Fcontrol
Ajuste logistico

= 5EMIP-IVM-UV
Ajuste logistico

15

10

Numero de adultos vivos

NUmero de adultos vivos

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Grafico 11.1. Ajustes logisticos de los terrarios 5 E y 6 F del nimero de adultos vivos

‘ Tabla 14
Constantes Valor
5 E MIP 1:10 6F control Ecuacion
Ai(namero de 20 18
larvas vivas ) y= Ay —;42 + 4,
A, (numero de 8.33 0.33 1+Gp)?
larvas vivas )
X0 (dias) 6.91 6.96
p 98.1 87.93
TL50 (dias) 7 7

Aunque en el terrario 5 E se colocaron las muestras de los borregos a los que
se les administré el polimero, este se administré hasta el cuarto dia contados a
partir del tratamiento con ivermectina, los animales permanecieron 11 dias sin
administrarles polimero hasta la obtencion de la muestra que fue a los 15 dpt,
el polimero se elimin6 en las heces durante los 11 dias durante los cuales no
se administr6 el polimero, en consecuencia las muestra de heces con las que

se alimentaron los escarabajos, contenian ivermectina libre debido a que el
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polimero no permanecid en el tracto gastrointestinal para seguir atrapando la
ivermectina, al utilizar una formulacion de ivermectina de accion prolongada, el
polimero debe administrarse de manera constante para mantener una
concentracion en el tracto gastrointestinal para que la ivermectina que se
elimina por las heces sea atrapada por el polimero, excretandose de esta forma
con lo cual el efecto nocivo de la ivermectina sobre la fauna del suelo

disminuiria.

6.3.3.2. Efecto de las heces de borregos tratados con ivermectina

sobre las larvas de escarabajo

También, se evalud la supervivencia de larvas en los terrarios 4 D, 5 Ey 6 F,
en el terrario 4 D se colocaron las muestras de los borrego tratados con
ivermectina y que ademas se les administré el NIP-UV, en el terrario 5 E se
colocaron las muestras de los borregos tratados con ivermectina y que
ademés se les administro el MIP-IVM-UV y en el terrario 6 F se coloco la
muestra del borrego control al cual solo se le administré la ivermectina, todas
las muestras se recolectaron a los 15 dpt con ivermectina. Solo se observé la
muerte de las larvas en el terrario 6 F (grafica 12) en el cual se colocaron las
muestras del borrego tratado con ivermectina al cual no se le administro
polimero, para el caso de los terrarios 4 D y 5 E durante el tiempo que duré el
experimento no fue posible observar la muerte de las larvas, comparando con
los datos obtenidos para los escarabajos, las larvas no se vieron afectadas en
los terrarios en donde se colocaron las muestras de los borregos a los que se
le administré el polimero después del tratamiento con ivermectina, como se
menciond los borregos tenian 11 dias sin haber recibido el polimero (NIP o
MIP) por lo que se espera que la ivermectina excretada en heces no se
encuentre atrapada por el polimero, en consecuencia el efecto de esta seria
evidente sobre la poblacién de larvas ya que se ha reportado que la forma

larvaria es la mas sensible a los efectos de la ivermectina.
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Grafica 12. Numero de larvas vivas respecto al tiempo de los terrarios 4 D (gris), 5 E (verde) y
6 F (naranja).

Los resultados obtenidos para las larvas en donde se evalu6 el efecto de la
interaccion polimero-ivermectina (terrarios 1 Ay 2 B) son similares a los de los
terrarios 4 D y 5 E, lo que sugiere que el polimero impreso tanto como el no
impreso lograron disminuir el efecto nocivo de la ivermectina sobre la poblacion
de larvas de escarabajo, incluso cuando el polimero dej6 de ser administrado
durante 11 dias, esto resultados no se observaron en el caso de los
escarabajos adultos en los terrarios 4 D y 5 E en donde se colocaron las
muestras de los borregos a los que se le dejo de administrar el NIP-UV y MIP-
IVM-UV respectivamente durante 11 dias (los escarabajos y larvas se
encontraban en el mismo terrario por lo tanto fueron expuestos a la misma
cantidad de muestras) los cuales tuvieron el mismo comportamiento que el
terrario control (6 F) que corresponde a la muestra del borrego tratado con
ivermectina, por lo que se debe considerar otros factores los cuales pudieron

afectar la supervivencia de los escarabajos (edad de los escarabajos).
» Pupas que alcanzaron el estado adulto

En la gréfica 13 se observa que en los tres terrarios 4 D, 5 Ey 6 F, en los
cuales se colocaron las muestras recolectadas a los 15 dpt y que ademéas se
les administro el NIP-UV (terrario 4 D), MIP-IVM-UV (terrario 5 E) y el borrego
control (terrario 6 F). Se completé el ciclo donde las pupas llegan al estado
adulto. Aunque se observa que existe un mayor numero de adultos emergidos

en el terrario 5 E en donde se colocaron las muestras de los borregos a los

65


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

RESULTADOS

que se les administré el polimero impreso (MIP —IVM- UV), este resultado se
puede deber ala disminucion de la toxicidad de la ivermectina eliminada por
las heces debida a la interaccion del farmaco con el polimero. No obstante
también se debe considerar que el estudio se hizo durante 22 dias, por lo que
es posible que las pupas llegaran el estado adulto después del dia 22, en los
otros dos casos.

17

Nimero de adultos emergidos

4DNIP 5E MIP 6 F control

Terrarios

Grafica 13. Numero de pupas que alcanzaron el estado adulto.
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7. CONCLUSIONES

Se sintetizd el polimero de impresion para la molécula de ivermectina (MIP-
IVM) y su respectivo polimero no impreso (NIP-UV) utilizando como monémero
funcional el acido metacrilico, el triacrilato de pentaeritrol como entrecruzador y
utiizando como poroégeno al cloroformo, la polimerizacion se realiz6 via

radicales libres.

La obtencién del polimero libre de ivermectina, para poder ser utilizados como
un sistema de recuperacion de ivermectina in vivo, requiri6 de lavados

sucesivos con etanol.

Los bolos mostraron ser un sistema eficaz para la administracién del polimero
(MIP-IVM—UYV y NIP-UV) a los borregos previamente tratados con ivermectina,
la adiccion del sabor manzana permitié la aceptacion de los bolos por parte de

lo borregos.

Se recolectaron muestras de estiércol de cada uno de los grupos (control,
prueba NIP y prueba MIP), con estas muestras se realizd el bioensayo con
escarabajos de la especie Scarabaeidae; Scarabaeinae. En el terrario en
donde se coloco la muestra del grupo de borregos a los que se les dio el
polimero impreso fue donde hubo menos muerte de escarabajos como de
larvas, el valor de TL50 en este terrario fue de 52.4 dias para los escarabajos y
el de larvas no fue posible determinarlo debido a que no hubo muerte de éstas
en el periodo que duro el bioensayo. Comparado con el terrario donde se
colocaron la muestra del grupo control en el cual se obtuvo un TL 50 para los
escarabajos de 17 dias y para las larvas 15.48 dias. Lo que sugiere que la
ivermectina fue atrapa por el polimero impreso en el tracto gastrointestinal del
borrego y de esta manera la ivermectina fue eliminada por las heces, por lo
tanto la ivermectina atrapada en el polimero es menos biodisponible cuando es
ingerida por los escarabajos, lo que disminuye el efecto nocivo del farmaco de

forma practicamente completa.

El polimero no impreso presento resultados interesantes, aunque este polimero

no contiene sitios especificos que reconozcan a la ivermectina, si puede formar
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interacciones con ésta, por lo que también se vio disminuido el efecto nocivo
del farmaco sobre la poblacién de escarabajos y larvas con valores de TL50
mayores que el del control, para los escarabajos de 37 dias para la larvas no

fue posible determinarlo ya que no hubo muerte.

La administracion de polimero (NIP o MIP) disminuy6 el efecto nocivo de la
ivermectina sobre los ciclos de vida de escarabajo, completando de esta
manera los ciclos de larvas mudando a pupas y pupas llegando a adultos. Con
lo que se asegura la supervivencia de las proximas generaciones. Los mejores
resultados se obtuvieron con el polimero impreso (MIP-IVM-UV) debido que

este polimero posee sitios de reconocimientos especificos para la ivermectina.

En el bioensayo donde se colocaron las muestras obtenidas a los 15 dias
post-tratamiento con ivermectina, no existi6 diferencia en el caso de los
escarabajos adultos, entre los que se expusieron a muestras de borregos que
se les administré el polimero (MIP o NIP) o el que s6lo fue tratado con

ivermectina.

En el caso de las larvas si hubo una diferencia, larvas que fueron expuestas a
las muestras de los borregos a los que se les administré el polimero no se
vieron afectadas por la presencia de ivermectina en la heces como en el caso
del larvas expuestas a las muestras del borrego que solo fue tratado con
ivermectina. Por lo que es posible que una pequefia cantidad de polimero
permaneciera en el tracto gastrointestinal de los borregos, disminuyendo de

esta manera la concentracion de ivermectina libre eliminada en las heces.

Los resultados obtenidos muestran que el polimero impreso de ivermectina es
un sistema capaz de “atrapar” el farmaco en el sistema gastrointestinal de
animales previamente tratados (con ivermectina), disminuyendo de esta forma
el efecto nocivo de la ivermectina eliminada en las heces, sobre la fauna del
suelo. El polimero impreso de ivermectina es capaz de permanecer en el tracto
gastrointestinal, después de su administracion, durante al menos once dias por
lo que el polimero presente en el tracto gastrointestinal continua atrapando a la

ivermectina.
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PERSPECTIVAS

» Los resultados obtenidos muestran que el polimero de impresion

molecular de ivermectina disminuye el efecto nocivo de este farmaco
sobre la fauna suelo, por lo que se deben realizar pruebas en tierras de
pastoreo para considerar los factores ambientales que provocan la

muerte de escarabajos.

Realizar bioensayos en otros organismos, ejemplo: lombrices de tierra y

peces.

Los bolos fueron un buen vehiculo para la administracion del polimero,
pero se debe evaluar la adiciébn del polimero en un complemento

alimenticio.

Sintetizar polimero de impresion para farmacos que afecten al medio
ambiente (antibidticos y antiparasitarios), cuando son eliminados
principalmente por heces, y evaluar su uso como sistemas para

disminuir el efecto nocivo de los farmacos.
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10. ANEXO 1

Terrarios 1A, 2 By 3C, escarabajos adultos.

Description NL Fit

User Name victor

Operation Time 02/05/2011 13:40

Model Slogisticl

Equation y =a/(1 + exp(-k*(x-xc)))

Report Status New Analysis Report

Multi-Data Fit Mode | Independent Fit - Consolidated Report

Parameters Value Standard Error
Anip 1:10 a 20.85688 0.83129
Anip 1:10 XC 38.03116 1.31439
Anip 1:10 k -0.12693 0.02601
Bmip1:10 |a 25.05271 0.05148
Bmip1:10 |xc 49.46594 0.93784
Bmip1:10 |k -0.23196 0.02476
C control a 25.54219 3.03225
C control Xc 17.44201 1.76572
C control k -0.2899 0.11654
statistics Anip 1:10 B mip 1:10 C control
Number of Points 11 11 11
Degrees of Freedom 8 8 8
Reduced Chi-Sqr 1.43633 0.01546 15.34603
Residual Sum of Squares 11.49067 0.12367 122.76821
Adj. R-Square 0.91183 0.98191 0.87961
Fit Status Succeeded(100) Succeeded(100) Succeeded(100)

a Xc XC k k Statistics Statistics
summary Value Error Value Error Value Error | Reduced Chi-Sgr | Adj. R-Square
Anip 1:10 | 20.85688 | 0.83129 | 38.03116 | 1.31439 |-0.12693 | 0.02601 1.43633 0.91183
B mip 1:10 | 25.05271 | 0.05148 | 49.46594 | 0.93784 |-0.23196 | 0.02476 0.01546 0.98191
Ccontrol |25.54219 | 3.03225 | 17.44201 | 1.76572 | -0.2899 | 0.11654 15.34603 0.87961
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ANOVA DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Anip 1:10 Regression 3 3364.50933 1121.50311 780.80959 | 6.75E-10
Anip 1:10 Residual 8 11.49067 1.43633
Anip 1:10 | Uncorrected Total 11 3376
Anip 1:10 Corrected Total 10 162.90909
B mip 1:10 Regression 3 6684.87633 2228.29211 | 144147.202 0
B mip 1:10 Residual 8 0.12367 0.01546
B mip 1:10 | Uncorrected Total 11 6685
Bmip 1:10 | Corrected Total 10 8.54545
C control Regression 3 2135.23179 711.74393 46.37969 | 3.97E-05
C control Residual 8 122.76821 15.34603
Ccontrol | Uncorrected Total 11 2258
C control Corrected Total 10 1274.72727

Terrario 4D, 5E y 6F, escarabajos adultos

Description NL Fit
User Name adriana
Operation Time 03/05/2011 21:31
Model Logistic
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)"p)
Report Status New Analysis Report

Multi-Data Fit Mode

Independent Fit - Consolidated Report

Parameters Value Standard Error
4Dnip1:10 |Al 28.87714 3.78411
4Dnip1:10 | A2| -728772.268 7.04E+10
4D nip 1:10 | x0 | 21318.91054 1.35E+09
4Dnip1:10 |p 1.52218 2.69719
5Emip 1:10 | Al 20 0.66667
5Emip 1:10 | A2 8.33333 0.54433
5Emip 1:10 | x0 6.91374 614.39855
5Emip1:10|p 98.10368 703126.783
6 Fcontrol | Al 18.00001 0.33333
6 F control | A2 0.33333 0.27217
6 F control | x0 6.96025 44.64722
6 Fcontrol |p 87.93531| 99048.07786
Statistics 4Dnip 1:10 | 5Emip 1:10 6 F control
Number of Points 7

Degrees of Freedom 3
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76

Reduced Chi-Sqgr 16.60112 0.88889 0.22222

Residual Sum of Squares |  49.80335 2.66667 0.66667

Adj. R-Square 0.73347 0.97524 0.99718

Fit Status Failed(-203) | Succeeded(100) | Succeeded(100)

Al Al A2 A2 X0 X0 p p Statistics | Statistics
Reduced | Adj. R-
Summary |Value |Error |Value Error Value Error Value |Error Chi-Sgr | Square
4Dnip 1:10 | 28.877 | 3.784 | -728772.3 | 7.04E+10| 21318.91| 1.35E+09| 1.522 2.697 16.60 0.733
5E mi
1:10 P 20| 0.666 8.333 0.544 6.91374 | 614.399|98.103 | 703126.8 0.888 0.975
6 F control 18.00| 0.333 0.333 0.272 6.96025 | 44.6472 |87.935|99048.08 0.222 0.997
ANOVA DF | Sum of Squares | Mean Square | F Value | Prob>F

4D nip 1:10 Regression 4 | 3845.19665 961.29916 |57.90569 | 0.00374

4D nip 1:10 Residual 3 49.80335 16.60112

4 D nip 1:10 | Uncorrected Total | 7 3895

4Dnip1:10| Corrected Total | 6 373.71429

5 E mip 1:10 Regression 4 | 1529.33333 382.33333 | 430.125 | 1.90E-04

5 E mip 1:10 Residual 3 2.66667 0.88889

5 E mip 1:10 | Uncorrected Total | 7 1532

5Emip 1:10| Corrected Total | 6 215.42857

6 F control Regression 4 | 1021.33333 255.33333 1149 | 4.35E-05

6 F control Residual 3 0.66667 0.22222

6 F control | Uncorrected Total | 7 1022

6 F control | Corrected Total | 6 472.85714
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