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Rhipicephalus microplus: R. microplus

SAGARPA: Secretaria De Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca Y
Alimentacion

SENASICA: Servicio Nacional De Sanidad, Inocuidad Y Calidad Agroalimentaria
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La industria farmaceéutica veterinaria se encarga de fabricar medicamentos de alta
calidad para el diagndstico, tratamiento y prevencion de enfermedades en
animales y asi mejorar su calidad de vida, sin embargo en muchas ocasiones a

este sector no se le da la importancia que merece.

El desarrollo de productos nuevos, eficientes, econémicos, innovadores y que no
dafien al medio ambiente cada vez es mas necesario en esta area, siendo la
nanotecnologia una nueva opcion en el desarrollo de medicamentos pues ya se
conocen aplicaciones terapéuticas y diagnosticas. Esta tecnologia busca producir
menos efectos secundarios al emplear concentraciones minimas y que actian de

manera eficiente en el sitio blanco.

En este trabajo se realiz6é el desarrollo de una nanosuspension con propiedades
ixodicidas contra la garrapata R. microplus, teniendo una nueva alternativa contra
la infestacion de este parasito en el ganado bovino. Los farmacos utilizados por lo
general son organofosforados, los cuales son toxicos y dafian el medio ambiente
ademas de que han provocado resistencia en garrapatas por lo que es mas dificil

eliminarlas.

El LQM 919 (etil-(4-bromofenil) carbamato) es una nueva molécula desarrollada en
las instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan que ya ha sido
estudiada y se ha determinado su eficacia contra este ectoparasito, la cual

resulta ser una opcion mas ecologica e innovadora para los ganaderos.
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La infestacion de garrapatas R. microplus en el ganado vacuno y las
consecuencias que esta acarrea, pérdida en el peso del animal, baja produccion
de carne y leche y trasmision de enfermedades son la causa por la que el
desarrollo de nuevas alternativas es de suma importancia, ya que trae consigo un

decremento en las ganancias de los ganaderos.
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Garrapatas

Las Garrapatas son acaros artropodos, ectoparasitos hematéfagos comunes en climas

tropicales y subtropicales, comprendidas en dos familias: Ixodidae (garrapatas duras) y

Argasidae (garrapatas blandas).

a)

b)

Familia Ixodidae: Son la mayor familia de garrapatas: los géneros mas
importantes son: Dermacentor, Ixodes, Rhipicephalus, Haemaphylasis,
Hyalomma, Boophilus y Amblyomma. Tienen solo tres estadios
postembrionales (larva, ninfa y adulto), necesitando cada uno alimentarse
de un hospedero diferente.

Familia Argasidae: Son ectopardsitos que se encuentran en serpientes,
lagartos, tortugas, aves, y algunos mamiferos. Existen 85 especies, algunas
de las cuales tienen importancia médica y econémica. Son garrapatas que
se alimentan peridodicamente de los mismos hospedadores; se les suele
encontrar en nidos, refugios o madrigueras de pajaros o pequefios

mamiferos especialmente murciélagos (Avila, S. B. 2014).

Debido a su gran capacidad de adaptacién y propagacion las garrapatas del

género Rhipicephalus se extienden en diversas areas geograficas de todo el

mundo. De las cinco especies que integran a nivel mundial el género

Rhipicephalus, R. microplus presenta mayor importancia por su amplia distribucién

en gran parte de América (Rodriguez-Vivas et al. 2014).
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e R. microplus
Las garrapatas R. microplus (figura 1) también conocidas como Boophilus
microplus son consideradas la especie mas relevante a nivel mundial al tener

como huéspedes al ganado bovino, ovejas, cerdos y perros de las praderas.

Figura 1. R. microplus (Prado-Ochoa MG 2013).

Su cuerpo o idiosoma es de forma ovalada, presenta un escudo en forma de
lengleta color café, el cual es corto en hembras y largo en machos, el gnasoma se
sita en la region anterior del cuerpo. El gnatosoma comprende partes bucales de
la garrapata. Esta formado por un par de palpos con cuatro segmentos, un par de
quilaceros esclerotizados y bisegmentados, y el hipostosoma en la paste media
del gnatosoma. La base del gnotosoma es de forma hexagonal (Prado-Ochoa MG

2013).
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e Ciclo biolégico

Las garrapatas como ya se mencion0 tienen tres etapas: larva, ninfa y adulta,
(figura 2) y solo tiene un huésped en donde pasa los estadios de vida. Los huevos
estan en el medio ambiente, se pueden encontrar debajo de la tierra, hierba,

piedras o grietas en el suelo.

HEMBRA REPLETA

% FECUNDACION
I @g
]

Mo+ zmz-ozmavumo

FASE NO PARASITA

Figura 2. Ciclo bioldgico de R. microplus. Los estadios de la garrapata que ocurren sobre el
hospedero son la fase parasita, y los que ocurren en el suelo pertenecen a la fase no parasita
(Iturbide R. S. 2014).

OVIPOSICION

ECLOSION DE LARVAS

Las larvas que emergen del huevo tienen seis patas y buscan a los huéspedes.
Enseguida estas garrapatas suben a un huésped que roza sus patas delanteras
expendidas. Después que se alimentan de sangre de un huésped vertebrado,

mudan a la fase de ninfa y adquieren ocho patas. Las ninfas se alimentan y mudan
15



a la etapa siguiente y ultima: el adulto. Después de alimentarse una vez mas, la
hembra adulta con un tamafio aumentado se desprende y deposita miles de

huevecillos en la tierra, muriendo después (Tapia, P., G. 2004).

e Enfermedades producidas por garrapatas

Las garrapatas pueden afectar gravemente el peso de los animales al disminuirlo
considerablemente ademas de dafiar su piel al alimentarse de ellos, también
puede transmitir enfermedades en animales como la babesiosis y anaplasmosis y
en humanos como la enfermedad de Lyme y la fiebre maculosa de las Montafias

Rocosas.

Las infecciones transmitidas por garrapatas aparecen por todo el mundo y son
bien conocidas desde hace mas de 100 afios. Algunas enfermedades transmitidas
por garrapatas son muy comunes mientras que otras son extremadamente raras

(Mutz, 1. 2009). Algunos ejemplos se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Principales agentes infecciosos y enfermedades del bovino transmitidas

por garrapatas en México. Fuente: Bayer HealthCare (s.f)

Agente infeccioso

Transmisor

Enfermedad

Babesia bigemina

Boophilus spp.

Fiebre de Texas o
Piroplasmosis

Babesia bovis

Boophilus spp., Ixodes spp.

Hemoglobinuria epidémica

Anoplasma marginale

Boophilus spp Amblyomma
ssp. Rhipicephalus
spp.,Haemaphysalis spp.
Ixodes spp.

Anaplasmosis

Anoplasma* centrale

Boophilus spp.,
Haemaphysalis spp.

Anaplasmosis

Ehrlichia bovis

Amblyomma ssp.,
Haemaphysalis spp.

Rickettsiosis bovina

Borrelia* theileri

Boophilus spp

Espiroquetosis Bovina

*Posible presencia en el pais.

La mayoria de las enfermedades en bovinos son transmitidas por especies del

género Boophilus spp., por esta razén es importante generar nuevos productos

gue se encarguen de combatir esta plaga.

R. microplus produce pérdidas relacionadas con mortalidad de los animales,

reduccion en los niveles de produccion, alteraciones reproductivas, altos costos de

control, transmision de diversos agentes patdégenos como Vvirus, bacterias,

rickettsias y protozoos. Esto puede conducir a enfermedades agudas, crénicas o

incluso, a la muerte de los animales (Rodriguez-Vivas et al. 2014).
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e Situacion actual del control de garrapatas

En México, las garrapatas se encuentran distribuidas por todo el territorio
mexicano, se encuentran en tres diferentes situaciones: control, erradicacion y
libre como se muestra en la Figura 3. El control se refiere a que las garrapatas
estan infectando al ganado, que aunque estan presentes no representan un
problema de salud aun. La erradicacion se refiere a que en algin momento se
encontraban garrapatas en esa parte del territorio, sin embargo fueron eliminadas
y por ultimo una zona libre significa que no hay presencia de garrapatas en el

ganado bovino.

El 30 de marzo de 2015, El Servicio de Inspeccion de Sanidad Animal y Vegetal
(APHIS) del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) reconocio al

Estado de Sonora como una region de México libre de garrapata Boophilus spp.

18
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* Las areas |ibres corresponden a las oficialmente reconccidas por actividades de Campaiia e incluyen los
estados de Baja California, none de Baja California Sur, Sonora, Chihuahua (con excepcion de los
municipics de Morelos y Guadalupe y Calvo), Aguascalientes y Tlaxcala. El resto del rea libre son regiones
sin condiciones ambientales para el establecimiento de la garrapata Boophilus spp, las cuales
comprenden el Altiplano Central y la Meseta del norte. Para fines de movilizacion se debers consuitar el
estatussanitario emitido por |a Direcciénde Epidemiologiay Analisis de Riesgo (DEAR).

Figura 3. Territorio Nacional donde se muestran las zonas de control, erradicacion y libre de
garrapata Boophilus spp (SENASICA 2017).

Para ser mas especificos la SENASICA en el 2017 tiene registrado que la
superficie libre comprende 599,367.84 km?, el 30.60% del territorio nacional. La
superficie en erradicacién abarca 67,472.76 km?, el 3.44% del territorio nacional.
La superficie en control comprende 1, 292, 407.02 km?, el 65.96% del territorio
nacional. Se reconoce a los Estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja
California y Chihuahua (con excepciéon de los municipios de Morelos y Guadalupe

y Calvo) y el Norte de Baja California Sur como libres del ectoparasito.

19



En fase de erradicacién se encuentran los Municipios de Los Cabos y la parte sur
de La Paz en Baja California Sur; los municipios de Ahome, El Fuerte y Choix en
el norte de Sinaloa, en su margen derecha del rio El Fuerte; los municipios de la
zona desierto del estado de Coahuila: Cuatrociénegas, Ocampo y Sierra Mojada.
El resto del pais comparte regiones en control y zonas libres naturales de

garrapata Boophilus spp. (SENASICA 2017).

e Control de las garrapatas

Existen dos tipos de control para las ixodidosis: el control quimico y el control no
quimico. El control quimico ha sido el méas utilizado y se ha basado en el empleo
de productos de diferentes familias quimicas a lo largo de la historia. El control no
quimico conocido también como control bioldgico, se basa en aumentar la

resistencia natural (Samish y Rehacek, 1999).

Actualmente el control de las garrapatas se lleva a cabo por medio de la rotacién
de ixodicidas, ademas de contar con vacunas y otro tipo de opciones como la

guema y descanso de suelo.

Los ixodicidas son los productos quimicos mas utilizados para combatir
garrapatas, los cuales han demostrado ser eficaces pero se necesita el desarrollo

continuo para seguir con sus resultados.
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Se define un ixodicida como un producto quimico evaluado por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural y autorizado por la CICOPLAFEST, que
al ser usado en el ganado impide que la garrapata complete su ciclo bioldgico,
pudiendo ademas causarle la muerte. También es denominado garrapaticida.

(NOM-019-ZO0-1994)

Los métodos de control quimico de las garrapatas, tienen como funcion romper los
ciclos de vida de las garrapatas a través de la aplicacién de ixodicidas a intervalos
determinados por la region ecoldgica, especies a las que se va a combatir, eficacia
residual o persistencia del antiparasitario. En México existen mas de 50 productos
para el control de garrapatas que incluyen seis grupos distintos con diferencias en
sus mecanismos de accion (OF, PS, Am, fenilpirazolonas, reguladores del
crecimiento y LM) y que se pueden aplicar por aspersion, inmersion, de forma
epicutdnea (pour-on) y por via parenteral (inyectables), como se muestra en

Figura 4. (Rodriguez-Vivas et al. 2014).
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PS: Piretroide sintético FL: Fluazuron

Ma: Metarhizium anisopliae

Figura 4. Representacion esquematica del control integrado de garrapatas (Rhipicephalus
microplus) propuesto para la ganaderia bovina de la peninsula de Yucatan, México. La linea
continua representa los niveles de infestacion de bovinos con garrapatas Rhipicephalus microplus
reportado en el estado de Yucatan (Rodriguez-Vivas et al. 2006).

Los ixodicidas mas empleados en México son: organofosforados (OF), piretroides
sintéticos (PS) y amitraz (Am). Las lactonas macrociclicas (LM) son endectocidas
gue también controlan las infestaciones por garrapatas y han sido usadas en los
tltimos afios en México (Tabla 2). Los ixodicidas y LM han sido utilizados con
éxito en el control de las garrapatas; sin embargo, su uso constante ha ocasionado

la seleccion de poblaciones resistentes a la accion de los pesticidas (Rodriguez-

Vivas et al. 2014).
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Tabla 2. Ixocidicidas y lactonas macrociclicas en México para el control de
garrapatas en el ganado bovino (Rodriguez-Vivas et al. 2014).

Familia Principio Activo Forma de aplicacion
Organofosforados Coumafos Inmersion, aspersion
Clorpirifos Inmersion, aspersion
Clorfenvinfos Inmersidn, aspersion
Piretroides sintéticos Cipermetrina Inmersion, aspersion, derrame
dorsal
Deltametrina Inmersion, aspersion, derrame
dorsal
Flumetrina Inmersion, aspersion, derrame
dorsal
Lambdacyalotrina Derrame dorsal
Alfacipermetrina Inmersion, aspersion, derrame
dorsal
Amidas Amitraz Inmersion, aspersion
Lactonas macrociclicas Ivermectina Inyectable, derrame dorsal
Moxidectina Inyectable
Doramectina Inyectable
Fenilpirazoles Fipronil Derrame dorsal
Inhibidores del desarrollo Fluazurén Derrame dorsal

e Aplicacion de ixodicidas

Se pueden emplear diferentes métodos para la aplicacibn de un ixodicida de
acuerdo a las caracteristicas del producto, como bafio de inmersion, aspersion,

aplicacion epicutanea y aplicacion parenteral. (lturbide R. S. 2011).

a) Bafio de inmersion: en esta técnica se sumerge al ganado en la solucién
ixodicida. Se ha visto que este método es el mas efectivo para el control de las

garrapatas; sin embargo, las instalaciones deben de contar con un corral de
23




acopio, manga de manejo, tina y escurridero, lo cual resulta muy gravoso para las

pequefias unidades de produccién agropecuaria.

b) Bafio de aspersion: Este procedimiento consiste en la aplicacién del ixodicida
mediante el uso de una bomba de rociado la cual puede ser accionada de manera
manual o mecénica. Las instalaciones que se recomiendan son: un corral de
acopio y una manga de manejo, en el cual se rocia el ixodicida a una presion
constante, con los que se asegura que el producto se disperse por toda la

superficie corporal del animal.

c) Aplicacion epicutanea: por este método se coloca el farmaco directamente en la
piel del animal, por la linea media dorsal, desde la cruz hasta la regidén coccigea.
El ixodicida se dispersa en la piel del animal y posteriormente es ingerido por el

parasito.

d) Aplicacion parenteral: Consiste en la inyeccién parenteral del farmaco, que al
absorberse y alcanzar niveles sanguineos adecuados, tienen efecto sobre las

garrapatas que se encuentran alimentandose. (lturbide R. S. 2011).
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e Desarrollo de un medicamento

Para que un medicamento salga a la venta requiere afios de investigacion, inicia
desde el descubrimiento o sintesis de una nueva molécula con posibles
propiedades terapéuticas, a la cual se realizan estudios para comprobar su efecto
en el organismo. Las etapas a completar son la pre-clinica, clinica y de registro del
producto, y por ultimo después del lanzamiento del medicamento: la
farmacovigilancia. En la etapa pre-clinica se realizan los estudios de toxicidad,
seguridad, identificacion de propiedades del farmaco, biodisponibilidad,
mecanismos de accion, estabilidad, etc. En los estudios clinicos se dividen en tres
fases en donde se determinan forma farmacéutica, concentracién terapéutica,
efectos adversos, etc, pues en esta fase se estudia con poblaciones de individuos
sanos y enfermos. Todos estos estudios se llevan a cabo por medio de una fuerte
inversion monetaria hasta lograr su venta al publico, y para poder considerarse un

farmaco nuevo este no debe de haber sido utilizado anteriormente en el pais.

e Desarrollo farmacéutico

El desarrollo tecnoldégico de un medicamento engloba conocimientos de
preformulacion, formulacion, procesos de fabricacion, operaciones basicas
farmacéuticas, de elaboracion y de control de medicamentos para su eficiencia,
seguridad y estabilidad.
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La tecnologia farmacéutica tiene como objetivo generar un medicamento con las
mejores caracteristicas de estabilidad y presentacion para que sea atractivo y

funcional al consumidor, sin afectar las propiedades terapéuticas del farmaco.

Se busca tener productos innovadores los cuales resuelvan problemas actuales, y
satisfagan las necesidades de la poblacion sin generar efectos secundarios ni

reacciones alérgicas.

e Preformulacién

Los estudios de preformulacion son aquellas pruebas que se realizan al principio
activo y a los excipientes antes de realizar una formulacién, tiene como finalidad
conocer sus propiedades tanto fisicas como quimicas, el éxito de una formulacion
dependen de las pruebas a realizar y de toda la informacién obtenida.
Comunmente las pruebas determinan las caracteristicas fisicas, quimicas, la
solubilidad, el pH mas estable, si existe o no presencia de polimorfos, ademas de
conocer si hay reaccidn o no entre los excipientes o0 principio activo-excipientes,

etc.
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e Suspension farmacéutica

La FEUM define una suspensién como un sistema disperso, compuesto de dos
fases, las cuales contienen el o los farmacos y aditivos. Una de las fases, la
continua o la externa es generalmente un liquido y la fase dispersa o interna, esta
constituida de sélidos (farmacos) insolubles, pero dispersables en la fase externa.
Y como vias de administracion tenemos: oral, parenteral, rectal, topica, oftalmica.

(FEUM, 2014).

También puede ser definida como una dispersion gruesa en la que particulas
insolubles, generalmente de mas de 1 um de diametro, estan dispersas en un

medio liquido, normalmente acuoso.

Una de las ventajas de una suspension acuosa es que su forma farmacéutica es
muy util para administrar un farmaco insoluble o poco soluble. La enorme
superficie del farmaco dispersado asegura una gran disponibilidad para la
disolucién y, por consiguiente, para la absorcién. Las suspensiones acuosas
pueden usarse también para la administracion parenteral y oftalmica y representan
una forma apropiada para la aplicacién de sustancias dermatoldgicas sobre la piel.
Las suspensiones se emplean también en veterinaria, siendo uno de los mejores
aliados en el control de los insectos. Los pesticidas se presentan a menudo en
forma de suspensiones para su uso como fungicidas, insecticidas, acaricidas y

herbicidas (Aulton M. 2003).
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Una suspension aceptable debe poseer algunas cualidades deseables, entre otras
el material suspendido no debe sedimentar demasiado rapido; las particulas que
se posan en el fondo del recipiente no deben formar una masa dura, sino que
deben dispersarse facilmente formando una mezcla uniforme al agitar el
recipiente, y la suspension no debe ser demasiado viscosa y tiene que salir

libremente del frasco o fluir por una aguja de jeringuilla.

Podemos definir la estabilidad fisica de una suspensién farmacéutica como la
situacién en la que las particulas no se agregan y permanecen distribuidas
uniformemente por toda la dispersion. Dado que raras veces se logra esta
situacién ideal, conviene afiadir que si las particulas sedimentan deben volver

facilmente a la suspension mediante una agitacion moderada.

La principal diferencia entre una suspension farmacéutica y dispersion coloidal
radica en el tamafio de las particulas dispersas: las particulas relativamente
grandes de una suspension son propensas a sedimentar debido a la fuerza de la
gravedad. Aparte de esto, las suspensiones comparten la mayoria de las

propiedades de los sistemas coloidales (Aulton M. 2003).

e Tipos de suspensiones
Generalmente las suspensiones se pueden clasificar en floculadas y defloculadas
dependiendo si en el sistema encontramos la presencia fléculos o la ausencia de

estos, teniendo en cuenta su comportamiento en el sistema.
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e Floculada
Un sistema floculado ideal es aquel donde las particulas al sedimentar son
resuspendidas facilmente, ya que las moléculas aunque son de tamafios
diferentes se mantienen humectadas, estas tienden a formar floculos, los cuales
son aglomeraciones de particulas que dependen de factores como el pH, el tiempo

y el tamafio para sedimentar o resuspender dependiendo de sus caracteristicas.

e Defloculada
En este tipo de sistemas las particulas se encuentran separadas por lo que su
sedimentacion depende del didmetro de cada una de estas, las de mayor tamafio
sedimentaran mas rapido que las pequefias; las cuales estaran suspendidas

provocando opalescencia.

Al ser muy lenta la velocidad de sedimentacion las particulas no dan lugar a que
un poco del liquido quede atrapado por lo tanto este es compacto y no

resuspendible.

e Componentes de una suspension
En una suspension farmacéutica se pueden variar los componentes, pues
dependiendo de lo que se busque en una formulacion y de las caracteristicas del
farmaco algunos excipientes se consideraran necesarios, mientras otros no seran

importantes.

Las suspensiones por lo general tienen farmacos insolubles en agua por lo cual

necesitan excipientes que les ayuden a mantenerse suspendidos, al ser
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hidrofobos requieren agentes surfactantes que disminuyan la tension interfacial

entre las moléculas y el medio.

e Agentes surfactantes
Los agentes surfactantes tambien son llamados tensoactivos, estos compuestos
qguimicos tienen como objetivo disminuir la tension interfacial entre las moléculas y
el medio en el que se encuentran ya que actuan en la superficie de contacto entre
dos fases, pueden humedecer, dispersar y solubilizar e incluso emulsificar

manteniendo estabilidad en la solucion. Se clasifican en:

v Anibnicos: Poseen carga negativa en una solucién acuosa

v Cationicos: Poseen carga positiva en una solucion acuosa

v No ionicos: No poseen carga en una solucién acuosa

v' Anféteros: Se pueden comportar como aniénicos o catiénicos dependiendo

del pH.

e Agentes viscosantes
Los agentes viscosantes 0 agentes suspensores se encargan de modificar la

viscosidad de las suspensiones.

Por lo general, tenemos varios grupos como: polisacaridos, derivados
hidrosolubles de la celulosa, silicatos hidratados, polimeros y el diéxido de silice

coloidal como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Agentes suspensores (FMC biopolymer, 2014. Hernandez, G., C
2015).

Agente suspensor Comportamiento | Cargaidnica Intervalo de
reolégico concentracion (%)
Derivados de celulosa
Metilcelulosa Pseudoplastico/pl Neutral 1-5
astico
Hidroxipropilmetilcelulosa Pseudopléastico Neutral 0.3-2
Carboximetilcelulosa Pseudoplastico Anidnico 1-2
sodica
Celulosa microcristalina Pseudoplastico/ Aniodnico 0.5-2
con carboximetilcelulosa Tixotropico
sddica
Polimeros
Carbomero Plastico Aniénico 0.1-0.4
Povidona Newtoniano/ Neutral 5-10
Pseudopléastico
Gomas
Goma xantana Plastico/ Anidnico 0.3-3
Tixotrépico
Carragenina Newtoniano/ Anidnico 1-2
Pseudopléastico

e Conservadores
Son compuestos quimicos que evitan el crecimiento de microorganismos, evita
procesos de oxidacion y cambios quimicos durante la fabricacién, almacenaje

hasta su consumo, pueden ser utilizados en mezcla para tener mayor efectividad.

El conservante debe permanecer estable en condiciones extremas de pH y
temperatura, que no produzca ninguna reaccion, una estructura quimica conocida,
debe tener un amplio espectro de actividad antimicrobiana, ser compatible con los
excipientes de la formulacion. La clasificacion de los conservadores depende de

Su estructura quimica como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Tipos de conservadores

Conservador Mecanismo de accién
Fenoles y Su efecto antimicrobiano esta relacionado con los grupos
derivados fendlicos libres y la dependencia del pH. En este grupo
encontramos a los parabenos que son ésteres de acido p-
hidroxibenzdico e incluyen los derivados metilicos, propilicos y
butilicos. Son efectivos y estables a pH de 4 a 8.
Alcoholes Los alcoholes de cadena corta, como el etanol, poseen ya un
alifaticos y efecto conservador. Algunos de estos conservadores presentan
aromaticos efecto anestésico local. Su pH 6ptimo es en medio &cido.
Compuestos Son conservadores de elevada actividad bacteriostaticos y

organicos de

fungistaticos a concentraciones extraordinariamente pequefnas

mercurio de 0.001 a 0.002%.
Compuestos | Su efecto antimicrobiano se atribuye a su actividad tensoactiva
de amonio en la membrana citoplasmica, alterando su permeabilidad de

cuaternario

forma téxica.

Acidos

carboxilicos

la actividad microbiana de los acidos carboxilicos se atribuye a
su toxicidad primaria, principalmente por su interferencia en los

procesos metabdlicos elementales de los microorganismos

(Flores, C. s.f).

¢ Nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario de la investigacién que involucra

el uso de nuevos dispositivos en el estudio de la materia a nivel molecular o

supramolecular: las escalas caracteristicas de la nanotecnologia son de 1 a 100

nanometros (nm). En estas escalas, la materia adquiere propiedades inesperadas

y, @ menudo diferentes de los mismos materiales en la micro o macro-escala: Se
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deben considerar como nuevos compuestos quimicos cuyas caracteristicas de
toxicidad son diferentes. Los nanomateriales estan encontrando campos de
aplicacion en la industria: los nanotubos de carbono (CNT) (mas fuerte y mas
ligero que el acero), las nanofibras de carbono (buena conductividad eléctrica,
biocompatibilidad y resistencia necesarias para la creacion de protesis de

musculo), nanopolvos (corrosién), nanolaminas (almacenamiento de datos).

La Nanobiologia es una rama de investigacion de la nanociencia y reine quimicos,
bidlogos, médicos y farmaceéuticos. Una revision exhaustiva de los diferentes tipos
de nanoparticulas (NP) y sus aplicaciones son inimaginables, las NP se utilizan
en la medicina in vitro e in vivo. La versatilidad de estas nanoparticulas es grande,
ya que pueden ser disefiadas y configuradas para servir como portadoras de
sustancias (terapéuticas), sondas de imagen (diagndstico), o ambas cosas a la

vez (terandstico) (G. Chuto, Chaumet Riffaud, 2010).

La nanobiologia, explora las propiedades de los nanomateriales para sus diversas
aplicaciones biolégicas y médicas. Podemos afadir funciones a los
nanomateriales mediante la interaccion con las estructuras o moléculas biolégicas
propias cuyo tamafio es lo suficientemente similar. El impacto de los
nanomateriales es decisivo en la investigacion y las aplicaciones en el contexto in

Vivo e in vitro.
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La tecnologia farmacéutica moderna desarrolla sistemas de entrega coloidales
gue promueven el paso transmembranal y / o moléculas intracelulares mediante la
proteccion del ingrediente activo de la degradaciéon por enzimas (por ejemplo,
medicamentos entregados directamente al sitio de destino), la penetracion
intracelular maximiza la eficacia del ingrediente activo, incluyendo MDR-TB
(tuberculosis multirresistente) por dar un ejemplo, que es una de las causas
principales de fracaso del tratamiento contra el VIH o céancer. (F. Prosie, FX

Lesage, F. Deschamps 2008).

¢ Nanoparticulas
Las nanoparticulas (NP) son estructuras compuestas de cientos de miles de
atomos. Debido a su tamafo (de 1 a 1000 nanémetros), y las propiedades fisicas
y quimicas de estos nano-objetos son diferentes de las de los materiales
convencionales. Su campo de desarrollo es muy amplio e incluye la investigacion
meédica: se pueden distinguir dos grupos principales, nanoparticulas organicas
(sistema micelar, polimeros a base de NP, nanotubos de carbono, fullerenos) y
nanoparticulas inorganicas (puntos cuanticos, NP de Oxido de hierro magnético,

las sondas de Raman) (G. Chuto, Chaumet Riffaud, 2010).

La caracteristica de una nanopatrticula reside en el hecho de que la mayoria de los
atomos constituyen la superficie, por tanto, las nanoparticulas tienen superficies
de intercambio muy grandes, varios cientos de metros cuadrados por gramo de

particulas. Esta superficie de intercambio es muy importante ya que da a las
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nanoparticulas sus propiedades fisicas y quimicas especificas que pueden causar

efectos bioldgicos Unicos (S. Lanone ,J. Boczkowski, 2010).

e Nanosuspension
Utilizando las definiciones anteriores y teniendo en cuenta que es poco conocida
una nanosuspension se puede definir como una dispersion compuesta de dos
fases: la continua o externa que suele ser liquido normalmente acuoso y la fase
dispersa o interna constituida por el principio activo en tamafios menores a

500nm.

e Carbamatos
Los carbamatos son compuestos estables derivados del acido carbamico (H2N-
COOH) el cual es a su vez inestable, los carbamatos resultan de sustituir el grupo
amino y el grupo carboxilico por diversas estructuras y son identificados por la
presencia del grupo —O-CO-NH- (Figura 5). Se obtienen muchas variaciones

modificando los grupos unidos al oxigeno y nitrdgeno (Mufioz C. C 2012).

o
)I\o.f“:

\I'

Figura 5. Estructura general del grupo carbamato (Mufioz C. C 2012).
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Cuando el enlace carbamato esta presente en un sistema ciclico, esta clase de
compuestos se denominan como carbamatos ciclicos. Cuando el grupo carbamato
estd unido a cualquier atomo inorganico, ya sea metalico o no metalico, tales

compuestos se denominan carbamatos inorgénicos.

Los Carbamatos organicos representan una clase importante de compuestos que
muestran varias propiedades interesantes. Ellos se encuentran una amplia utilidad
en areas, tales como productos farmacéuticos, agroquimicos (pesticidas,
herbicidas, insecticidas, fungicidas, etc.), como productos intermedios en la
sintesis organica, para la proteccion de los grupos amino en la quimica de
péptidos, y como enlaces en la quimica combinatoria. Funcionalizacién de aminas
en forma de carbamatos que ofrecen un método atractivo para la generacion de
derivados, que pueden tener propiedades medicinales y biolégicas de
interés. Los carbamatos organicos han sido ampliamente utilizados como
moléculas sintéticas de importancia biolégica. Por lo tanto, en el pasado reciente,
se ha generado un interés considerable en el desarrollo de metodologias

eficientes y seguras para la sintesis de éster de carbamato. (Chaturvedi, D., 2012).

Los Carbamatos organicos se han empleado frecuentemente como productos
farmacéuticos en principios activos y profarmacos. Por otra parte, el papel del
enlace carbamato ha sido ampliamente estudiado en diversas estructuras de
moléculas naturales y semisintéticas contra diversas enfermedades, puede ser
utilizado como insecticida (Figura 6), antibacteriano, antifingico, antipaludico,

antiviral, antiestrogénico, antiprogestacional, antiosteoporosis, anti-inflamatorio,
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antifilaridsicos, antituberculosos, antidiabético, anticonvulsivo, farmacos para el

cancer, Alzheimer y SNC (Chaturvedi, D., 2012).

i e,
0 NHCH;

Figura 6. Estructura de Carbaril utilizado como insecticida (Chaturvedi, D., 2012).

e Clasificacion de los carbamatos

Los carbamatos se pueden clasificar principalmente en dos grupos (figura 7):
inorganicos y organicos, como se menciond anteriormente, dependiendo de las
variaciones estructurales, de su acomodo en el espacio y de los enlaces que

pueda llegar a tener, es que se clasifican, como se muestra en la siguiente figura:
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e LOM
Los LQM son una serie de moléculas sintetizadas en las instalaciones de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el laboratorio de Quimica Medicinal
a los cuales se han realizado pruebas para determinar su actividad terapéutica

(antibidtica, antiparasitaria, antimicotica, etc.) en diferentes organismos.

El compuesto LQM 919 (etil-(4-bromofenil) carbamato) (Figura 8) ha demostrado
en estudios in vitro su eficiencia para inhibir la reproduccién de R. microplus en
cepas que son susceptibles o resistentes a los acaricidas convencionales como

organofosfatos, piretroides y amidinas.

rfj _NH—_ ﬂ/u J

Br — %ﬁ‘“‘-‘i‘,-" 0

Ethyl (4-bromophenyl) carbamate

CH,

Figura 8. Estructura de LQM 919 (Prado-Ochoa MG 2013).

De acuerdo con estudios llevados a cabo en la FESC en la tabla se observa que
no se requiere una gran cantidad del compuesto para inhibir al 95% el crecimiento
de diferentes cepas de garrapatas, revelando que algunos de los compuestos de

la serie LQM-900 tienen potencial actividad ixodicida (Mufioz C., C 2012).

En el caso de LQM 919 se muestra en la Tabla 5 la dosis mg/mL en 3 diferentes

cepas en las que se ha probado.
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Tabla 5. Resultados de ICys (mg/mL) obtenidos del LQM-919 (Mufioz C., C 2012,
Flores, 2010).

Cepa LOM 919 (mg/mL)
San Alfonso 0.007-0.015
La Mora 0.006-0.018
De Campo 0.043-0.081

e Mecanismo de accion

Por lo general los organofosforados y los carbamatos inhiben esterasas como la
AChE (acetilcolinesterasa) la cual provoca la acumulacién de Acetilcolina en la
union simpatica aumentando la excitacion nerviosa generando paralisis
neuromuscular y la muerte. A esto se le llama carbamilacibn como se muestra en

la figura 9 la unibn del carbamato y la acetilcolinesterasa.

o]
Il
E—OH + XOC—NHCH; — E—O—C—NHCH; —> E—OH
+ +
XOH HD—ﬁ—NHCHa
0

E—OH = AchE
X = Grupo alquilo o arilo

Figura 9. Unién del carbamato a la acetilcolinesterasa, carbamilacion (Prado-Ochoa MG 2013)
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La accion inhibitoria de AChE de los artrépodos provoca paréalasis neuromuscular
y la muerte por tetanizacion. Los carbamatos pueden ser potentes inhibidores de
la AChE pero su inhibicibn no es tan prolongada como la producida por

insecticidas organofosforados (Richardson, R. J., 2013. Martinez, D. 2016).

En el caso de los carbamatos LQM 919 Y LQM 996 son inhibidores débiles de

AChE con solo 40% de inhibicion AChE (Prado-Ochoa MG 2013).

Los resultados de estudios de Prado-Ochoa (2013) y colaboradores muestran que
los efectos de los carbamatos estudiados en R. microplus son independientes de
la inhibicién de la AChE y sugieren que los principales efectos de los carbamatos
evaluados son dafios al ovocito, la inhibicion de la ovogénesis y la inhibicion de la
maduracion de ovocitos. Estos efectos son responsables de las reducciones en la
cantidad y la viabilidad de los huevos producidos por las hembras tratadas, asi

como de los cambios morfoldgicos.



I11. JUSTIFICACION



La infestacién de las garrapatas Boophilus spp en México se ha tratado de erradicar
desde hace muchos afios, se ha convertido en una epidemia la cual afecta al ganado
bovino, animales silvestres, animales domésticos, etc. La infestacion de garrapatas
disminuye el peso de los animales, dafia sus pieles y transmite enfermedades tanto a

animales como a humanos, por eso la importancia de controlar este parasito.

Los ixodicidas para este tipo de tratamientos son por lo general: organofosforados,
piretroides sintéticos, amidas e inhibidores del crecimiento, los cuales deben ser rotados
junto con otras técnicas: como la quema de pastos para que se pueda controlar el
crecimiento de garrapatas, y aun asi sin ser efectivos al cien por ciento. Los
medicamentos actuales para tratar este tipo de problemas son cada dia menos eficientes,
ya que las garrapatas por diferentes mecanismos metabdlicos (generalmente) crean
resistencia contra estos, provocando ineficiencia y pérdidas econémicas a los principales
productores del ganado bovino. El desarrollo de nuevas moléculas que no provoguen
resistencia y que no dafien el medio ambiente son necesarias para eliminar este
problema. En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el laboratorio de Quimica
Medicinal se realizan sintesis de nuevos compuestos con posible actividad terapéutica los
cuales son estudiados. EI LQM 919 ha probado ser efectivo contra el desarrollo de las
garrapatas Boophilus spp, esta nueva molécula es un derivado del acido carbamico y es
una promesa en el tratamiento contra estos parasitos. Actualmente se evalta también su
ecotoxicidad en otros grupos de investigacion, pero se cree que es mas amigable con el
ambiente que otros productos en el mercado.El desarrollar una formulacion utilizando
conocimientos en nanotecnologia en el proceso de elaboracion y con esta nueva
molécula, se obtendrd un nuevo medicamento en el mercado, llegando a ser la mejor

alternativa para el tratamiento de las garrapatas.
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V. OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una nanosuspension para la aplicacion tépica de un derivado del acido

carbamico (LQM919) en ganado bovino contra el parasito R. microplus

(garrapata).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar investigacion documental y estudios de preformulacion para
establecer las condiciones de proceso y formulacion.

Optimizar la formulacion farmacéutica evaluando tamafo de particula como
variable de respuesta y evaluar su efectividad en garrapatas R. microplus.
Evaluar la estabilidad fisica de las formulaciones obtenidas sometiéndolas a
condiciones de temperatura diferentes: frio y ambiente, observar si hay

cambios significativos.
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V. HIPOTESIS



El desarrollo de una nanosuspension estable con una nueva molécula derivada
del acido carbamico llamada LQM 919 (etil-(4-bromofenil) carbamato) que sea
econdémica, practica y facil de administrar permitird ser una nueva alternativa

contra el tratamiento de garrapatas R. microplus.
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e MATERIALES Y METODOS.

Material de laboratorio

Agitador de vidrio
Embudos de vidrio
Espétulas

Frascos de vidrio
Frascos de vidrio color ambar
Gradillas

Manguera para vacio
Matraz Erlenmeyer
Matraz kitazato
Matraz volumétrico
Papel filtro

Pipetas graduadas
Pipetas volumétricas
Termdmetro

Tubos de ensaye
Vasos de Precipitado

Tabla 6. Equipos e instrumentos

Equipo o instrumento Marca Modelo
Agitador magnético IKA 3907500
Agitador con propela Glas-Col
Balanza analitica Sartorius BL1205
Estufa Quincy Lab, Inc. 12-140E
Potenciometro OAKTON 4F9-500D
Refrigerador TOR REY
Zetazaizer MALVERN
Rotavapor Heidolph Laborota 4011
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Tabla 7. Excipientes para la fabricacion de una suspension farmacéutica

Reactivo Funcion
LQM 919 Principio Activo
Propilenglicol Humectante
Metilparabeno Conservador
Propilparabeno Conservador
Quitosan. Viscosante
Alginato Viscosante
HPMC Viscosante
PVA Tensoactivo
Acetona Disolvente
Pluronic F68 Tensoactivo

La metodologia esté representada en la Figura 10 donde se observa el resumen

de la preformulacién y la formulacion.
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e METODOLOGIA DE TRABAJO

Desarrollo de una

nanosuspension farmacéutica

de LOM 919

Protocolo

Preformulacién

Elecoon de excipientes

Compatibiidad fanmaco-
excipientes

Figura 10. Metodologia de Trabajo
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PREFORMULACION

Se recopilé informacion sobre los excipientes para la formulacion, caracteristicas
del principio activo, y técnicas a utilizar en el desarrollo del proceso, y se
definieron las condiciones de trabajo necesarias que permitieron cumplir con los

objetivos planteados en este trabajo.

Pruebas de viscosidad de los polimeros

Las pruebas se realizaron en sistemas de 10mL.

La finalidad de esta prueba era conocer a que concentracion eran mas manejables
los polimeros para una suspension y asi se realizaron las pruebas de

compatibilidad entre excipientes y principio activo.

Se inici6 con las concentraciones de referencia de cada uno de los polimeros

comenzando por la menor como se indica a continuacion:

1. Se pesé la cantidad necesaria de viscosante para obtener la concentracion
reportada en la literatura para una suspension en sistemas de 10mL.

2. Se agreg0 a un vaso de precipitados con 10mL de agua y se disolvieron
mediante agitacion.

3. Se observo la solucion formada y se determind cualitativamente si la

viscosidad era funcional en una suspension tépica.
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Prueba de incompatibilidades entre excipiente y principio activo

1. Se disolvieron en 20 mL de acetona 13.36 mg de LQM 919, y se etiqueto el
sistema como A. La dosis del compuesto LQM es de 0.668mg/mL, la cual
ya estaba establecida en los trabajos de investigacion de Prado-Ochoa, MG
(2013).

2. Se solubiliz6 en 5 mL de propilenglicol, 40 y 20 mg de metilparabeno y
propilparabeno respectivamente. Se etiquetdé el sistema como B. Las
concentraciones en la formulacion son de 0.025% y 0.05% de
propilparabeno y metilparabeno respectivamente estas concentraciones
entran en las recomendadas Merck Index, en suspensiones topicas ya que
pueden abarcar concentraciones de 0.01 a 0.6%.

3. Se solubilizé el polimero (con sus respectivas cantidades en base al disefio
de experimentos correspondiente) en 15 mL de agua, teniendo en cuenta
que se le sumaran 5mL llevando a un volumen de 20mL al final. Se etiqueta
el sistema como C.

4. Se mantuvo el sistema C en agitacion y se agreg6 el sistema B. Se agitd la
mezcla hasta homogeneizar.

5. Con un gotero se agrego el sistema A al sistema C y se agité durante 30
minutos.

6. La mezcla obtenida en el paso anterior se llevo al rotavapor y se ajustaron

las siguientes condiciones: 40°C, 100 rpm, 450 a 550 mmHg de presion,
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dichas condiciones se mantuvieron 10 minutos para evaporar toda la
acetona del sistema.

7. Se observaron los sistemas y se anotaron las observaciones pertinentes.

Proceso de elaboracion de formulaciones de HPMC y Alginato

1. Se disolvieron en 20 mL de acetona 13.36 mg de LQM 919 ya que la dosis
es de 0.668mg/mL. Se etiqueta el sistema como A.

2. Se solubilizé en 5 mL de propilenglicol, 40 y 20 mg de metilparabeno y
propilparabeno respectivamente. Se etiqueto el sistema como B.

3. Se solubilizé el polimero HPMC o alginato en 15 mL, (dependiendo de las
condiciones mostradas en las tablas 8 y 9) teniendo en cuenta que se le
sumaran 5mL llevando a un volumen de 20mL al final. Se etiqueta el
sistema como C.

4. Se mantuvo el sistema C en agitacion y se agrego el sistema B. Se agité la
mezcla hasta que fuera homogénea.

5. Con un gotero se agregd el sistema A al sistema C y se agitdo las
revoluciones y el tiempo indicado en el disefio de experimentos (ver tablas

8y9).
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Tabla 8. Disefio de experimentos para formulaciones con HPMC

Concentracion de Velocidad (rpm) Tiempo (min)
HPMC (%)
4 1000 15
4 370 30
7 1000 30
7 370 15
4 370 15
7 370 30
4 1000 30
7 1000 15

Tabla 9. Disefio de experimentos para formulaciones con alginato

Concentracién de Velocidad (rpm) Tiempo (min)
Alginato (%)
1 1000 15
1 370 15
1 1000 30
1 370 30
0.6 1000 30
0.6 1000 15
0.6 370 15
0.6 370 30

6. La mezcla obtenida en el paso anterior se llevo al rotavapor y se ajustaron a
las siguientes condiciones: 40°C, 100 rpm, 450 a 550 mmHg de presion,
dichas condiciones se mantuvieron 10 minutos para evaporar toda la
acetona del sistema.

7. Se observaron los sistemas y se midié el tamafio de particula.
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Proceso de elaboracion de formulaciones de Quitosan

1. Se disolvieron en 20 mL de acetona 13.36 mg de LQM 919 ya que la dosis
es de 0.668mg/mL. Se etiqueto el sistema como A.

2. Se solubiliz6 en 5 mL de propilenglicol, 40 y 20 mg de metilparabeno y
propilparabeno respectivamente. Se etiqueto el sistema como B.

3. Se solubilizé en 15 mL de acido acético al 1% el Quitosan y PVA o Pluronic,
como se indica en el disefio de experimentos (ver Tabla 10). Se tuvo en
cuenta que se le sumaban 5mL para un volumen de 20mL al final. Se
etiqueto el sistema como C.

4. Se mantuvo el sistema C en agitacion y se agrego el sistema B. Se Agito la
mezcla hasta que era homogénea.

5. Con un gotero se agrego el sistema A al sistema C y se agitd durante 30
minutos a 1000rpm.

6. La mezcla que se obtuvo en el paso anterior se llevé al rotavapor y se
ajustaron a las condiciones: 40°C, 100 rpm, 450 a 550 mmHg de presion,
dichas condiciones se mantuvieron 10 minutos para evaporar toda la
acetona del sistema.

7. Se observaron los sistemas y se midio el tamafio de particula
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Tabla 10. Disefio de experimentos para formulaciones con Quitosan

Concentracién Tipo de Concentracion
de polimero tensoactivo tensoactivo
0.7 PVA 1.0
0.3 PVA 0.5
0.7 Pluronic 1.0
0.3 Pluronic 1.0
0.3 Pluronic 0.5
0.3 PVA 1.0
0.7 Pluronic 0.5
0.7 PVA 0.5
0.7 PVA 1.0
0.3 PVA 0.5
0.7 Pluronic 1.0
0.3 Pluronic 1.0
0.3 Pluronic 0.5
0.3 PVA 1.0
0.7 Pluronic 0.5
0.7 PVA 0.5

Para el segundo disefio de experimentos con quitosan se siguié la misma
metodologia anterior solo cambiando las concentraciones de PVA como se

muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Segundo Disefio de experimentos para formulaciones con Quitosan

Concentracion de | Concentracion PVA

Quitosan (%) (%)
0.5 0.7
0.75 0.3
0.75 0.7

0.5 0.3

0.5 0.5

0.75 0.5

1 0.5

1 0.3

1 0.7
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Prueba de inmersién de hembras repletas

Esta técnica se realiz6 en colaboracion con la Dra. Sandra Lizeth Iturbe Requena
en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos de la Unidad
de Investigacion Multidisciplinaria de la  Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan.

Seleccion del material biolégico: Se seleccionaron las garrapatas hembras
eliminando aquellas demasiado pequefias o0 muy grandes (Figura 11). Las

hembras se pesaron en una balanza.

Figura 11. Recoleccion de garrapatas. (lturbe, R., 2017)

Después se pesaron los grupos, seleccionados e identificados como testigos y

tratados, y se procedié a preparar el ixodicida a evaluar (Figura 12).
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Figura 12. Distribucién de garrapatas en lotes (Iturbe, R., 2017)

Tratamiento: En un frasco de vidrio limpio de boca ancha tipo "Gerber", se afiadio
una porcién de la solucién garrapaticida, en la que se sumergen los especimenes
de un grupo durante 30 minutos; transcurrido este tiempo, se vacio el contenido en
otro recipiente provisto de un colador, eliminando el excedente sobre un papel

secante. Las garrapatas se alojaron en cajas Petri (Figura 13).

"

Figura 13. Garrapatas preparadas para incubacion (lturbe, R., 2017)

Incubacién: Todas las cajas con las garrapatas tratadas se colocaron en una
estufa de incubacién a una temperatura de 27°C y una humedad relativa de 80%;
siete y catorce dias después del tratamiento, se evalud la capacidad del producto

de inhibir la oviposicion en las garrapatas tratadas.
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Se procedido a retirar los huevos ovipositados, los cuales se pesaron y se
colocaron en viales de vidrio que se tapan con una torunda de algodon,
incubandose bajo las mismas condiciones de temperatura y humedad antes
descritas. Se determin6 el efecto sobre la eclosibn de los huevos y se
mantuvieron en la estufa durante 25 dias; transcurrido ese tiempo, se procedio a
sacrificar por congelacion las larvas resultantes tanto de los grupos testigos como
los tratados. Una vez secos los viales, el contenido se homogeneizo

perfectamente.

Andlisis de resultados: Con los datos del peso de garrapatas en cada grupo y el
peso de la oviposicién, se calcul6 el porcentaje de inhibicion de oviposiciébn como

sigue:

Porcentaje de oviposicion (%0p): Se calcul6 tomando los datos del nimero de
hembras que ovipositaron de cada grupo tratado y su testigo empleando la

formula:

HEMERAS QUE OVIPOSITARCN ™ 100

=ﬂ
HEMBRAS TOTALES #Op

Porcentaje de inhibicion de la oviposicion (%InhOp): Para calcular este parametro
primero se calculo el indice de oviposicion (I0) tomando el peso de los huevos y

las hembras, y posteriormente se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la
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oviposicion tomando los datos de 10 del grupo tratado y el 10 del grupo testigo,

con las formulas siguientes:

PESO DE LOS HUEVOS (g}
PESO DE LAS HEMERAS (g}

=10

10 GRUPO TESTIGO = |0 GRUPO TRATADO
100 = %InhOp
10 GRUPO TESTIGO

Porcentaje de eclosion (%Ec): Se calculdé tomando los datos del nimero de
cascarones y huevos no eclosionados colocados en el campo de 100 mm?

(microscopio éptico Olympus CH30) empleando la férmula:

NO. DE CASCARCNES * 100 % E
= c
NO. DE CASCARONES + NO. HUEVOS

De esta manera se obtuvo el pardmetro principal de la evaluaciéon "in vitro" de
ixodicidas (Porcentaje de inhibicion de la oviposicion (%InhOp)) a la concentraciéon
recomendada para su uso en los animales, sobre garrapatas hembras repletas.
Rango de aceptacion;100% de %InhOp de control obligatorio (ZOO NOM-006

Z00-1993)
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Estabilidad de la formulacion

1. Se tomo una muestra de 20mL de la formulacion y se sometié a dos
temperaturas diferentes: en refrigerador (4°C +/- 1°C) y a temperatura
ambiente (22°C +/- 2°C).

2. Se observaron a los tres y seis meses, buscando desarrollo de algun tipo
de precipitado o formacién de agujas.

3. También se observo si hay crecimiento de microorganismos y se reporto.
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VII
RESULTADOS

Y
DISCUSION



En la preformulacién se investigaron propiedades de los excipientes y en el caso
del LQM 919 los datos que se tienen sobre caracteristicas se encuentran en la
Tabla 12, también se realizaron pruebas para determinar si se presentaba alguna

interaccion entre los excipientes y el LQM 919.

Tabla 12. Caracteristicas del LQM 919.

Caracteristica Observacion
Aspecto Cristales blancos amorfos
Soluble Acetona y acetato de etilo
Insoluble Agua

Punto de fusién 82-84°C
Dosis 0.633 mg/ mL

Primero se realizaron pruebas a los diferentes viscosantes en donde se determiné
la concentracibn en que eran adecuadas para una suspension. Estas
concentraciones fueron con las que se trabajo, el criterio se dejo a evaluacion del
formulador, siendo totalmente cualitativo, puesto que todavia faltaba realizar un
disefio de experimentos. Los resultados de esta prueba se muestran en la Tabla
13 en ella se indica las concentraciones que se consideraron adecuadas para esta
formulacion, las concentraciones de referencia se obtuvieron del Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 6th ed., 2009. y las concentraciones utilizadas (%) se
obtuvieron de la experimentacion. Al tener como objetivo una suspension topica
para ganado bovino no requiere alta viscosidad simplemente que se adhiera a la

piel del animal.
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Tabla 13. Concentracion del viscosante utilizado en la nanosuspension.

Polimero Tipo de Concentracion de Concentracién
polimero referencia (%) utilizada (%)
Viscarin GP 209 NF Carragenina 0.1-1.0 0.5
Carragenina 812 Carragenina 0.3-1.0 0.2
Carragenina 379 Carragenina 0.3-1.0 0.2
CMC Derivado de la 0.25-1.0 1
celulosa
HPMC Polimero 0.5-10 7
Alginato Polisacarido 1-5 1
Quitosan Polisacarido 1-3 1

Los resultados para la eleccion del viscosante a utilizar se muestran en la Tabla 14
se reportan las observaciones de las diferentes formulaciones a temperatura
ambiente y en frio, y de manera objetiva se reviso si las suspensiones realizadas
presentaban algun tipo de precipitado o turbidez. Los resultados obtenidos fueron
favorables en el caso del Alginato, el HPMC y el Quitosan (temperatura ambiente),
estos no presentaban precipitado ni formacién de agujas, comparados con los
viscosantes: Viscarin GP 209 NF, Carragenina 812, Carragenina 379 y CMC los
cuales si presentaron problemas como precipitados, turbidez y formacién de
agujas. Por lo que se eligieron el Alginato y HPMC, ya que Quitosan si se
encontraba totalmente transparente en temperatura ambiente pero en frio

presentaba una pequeiia cantidad de agujas.

65



Tabla 14. Prueba de incompatibilidades entre excipiente y principio activo.

Polimero Concentracion Condiciones de temperatura Observaciones
(%) Frio Ambiente
Viscarin GP 0.5% Presencia de Presencia de Elevada
209 NF agujas agujas concentracion
de agujas
Carragenina 0.2% Gelific Gelificé sin Turbia
812 Presencia de agujas
agujas
Carragenina 0.2% Particulas Presencia de Formacion de
379 suspendidas agujas gel
CMC 1% Turbia Turbia Turbia
Presencia de
agujas
HPMC 7% Sin presencia | Sin presencia de Transparente
de agujas agujas
Alginato 1% Sin presencia | Sin presencia de Transparente
de agujas agujas
Quitosan 1% Presencia de | Sin presencia de Transparente
agujas agujas

El disefio de experimentos es un método estadistico el cual ayuda a determinar los

factores que influyen en alguna respuesta de interés. En este caso se utilizd para

determinar la mejor formulacion, pues se tenian variables como el tiempo, la

velocidad de agitacién y las proporciones de los excipientes.

El disefio de experimentos y analisis estadistico se realizO en el programa

STATGRAPHICS Centuridon. Se consideraron las diferentes concentraciones del

Alginato y del HPMC para la experimentacion.

El proceso que se implemento fue una evaporacion del solvente con un rotavapor,

se realiza la formacion de una emulsion de solvente y activo en agua, se evapora
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el solvente para dejar al activo insoluble en el agua formando una suspension de
tamafio nanométrico, este proceso tiene la finalidad de disminuir el tamafio de
particula del LQM 919 a proporciones nano y como el LQM 919 es practicamente
insoluble en agua es de esperarse que aumente la estabilidad de la

nanosuspension al evitar que precipite y se degrade.

HPMC

Los resultados de la formulacibn con HPMC se muestran en la tabla 15 se
reportan las condiciones a las que se realizé cada formulacion y el tamafio de

particula que se obtuvo.

Tabla 15. Resultados sobre el tamafio de particula de las formulaciones con
HPMC como polimero.

Concentracién de | Velocidad (rpm) Tiempo (min) Tamafo de
HPMC (%) particula (nm)
4 1000 15 2634
4 370 30 1887
7 1000 30 15.7
7 370 15 2657
4 370 15 2812
7 370 30 13.08
4 1000 30 1886
7 1000 15 10.97

Analizando los datos del Diagrama de Pareto estandarizado 1. Donde A
representa la concentracion de polimero, C el tiempo y B la velocidad de
agitacion. BC es el efecto de la combinacion de tiempo y velocidad de agitacion.
AB la combinacion de la concentracion del polimero y la velocidad de agitacion.
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AC la combinacion del tiempo y la concentracion del polimero. Los signos — y +
representan si tienen un efecto positivo o negativo con esto se obtiene que
ninguno de los factores es significativo pues no afectan el tamafio de particula, los

cambios son minimos.

A:Conc polimero -
C:tiempo -
BC |:|
B:welocidad -
| B
[
0

AC

3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto estandarizado 1. Respuesta tamafio de particula cuando HPMC es utilizado
como viscosante.

En la Grafica 1 se indica como la concentracién de 7% del polimero disminuye el
tamafio de particula, la velocidad de agitacion esta ligeramente inclinada a
1000rpm como oOptima y 30 minutos con respecto al tiempo influyen en el tamafio

de particula para disminuirlo.
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Grafica 1. Efectos principales para la variable tamafio de particula con HPMC.

En la Tabla 16 se muestra la combinacion de los niveles y los factores, para
minimizar el tamafio de particula y obteniendo como resultados que el tiempo

optimo es de 30 minutos, una velocidad de 1000 rpm y una concentracion de

HPMC de 7.0%.

Tabla 16. Optimizacion de la respuesta para disefio de experimentos de HPMC

Factor Bajo | Alto Optimo
Concentracion 4.0 7.0 7.0
polimero (%)
Velocidad (rpm) 370.0 | 1000. 1000.0
0
Tiempo (min) 15.0 | 30.0 30.0

Valor 6ptimo = 293.256

Meta: minimizar tamafio de particula
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ALGINATO

En la tabla 17 se muestran los resultados del experimento con Alginato donde se
observan la concentracion de viscosante en cada formulacion, las condiciones a

las que se realizé y su tamafio de particula.

Tabla 17. Resultados sobre el tamafio de particula de las formulaciones con
Alginato como viscosante.

Concentracién de Velocidad (rpm) Tiempo (min) Tamafio de
Alginato (%) particula (nm)

1 1000 15 406.4
1 370 15 170.7
1 1000 30 357.9
1 370 30 309.5

0.6 1000 30 171

0.6 1000 15 190

0.6 370 15 187.7

0.6 370 30 172.1

Analizando estos datos en el Diagrama de Pareto estandarizado 2. Donde A
representa la concentracion de polimero, B la velocidad de agitacion y C el tiempo.
AB la combinacién de la concentracion del polimero y la velocidad de agitacion,
BC es el efecto de la combinacién de tiempo y velocidad de agitacién, AC la
combinacion del tiempo y la concentracion del polimero. Los signos — y +
representan si tienen un efecto positivo o negativo en el tamafio de particula. En el
diagrama se puede ver que ninguna variable tiene efecto positivo ni negativo en el

tamafio de particula de la suspension.
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Diagrama de Pareto estandarizado 2. Respuesta tamafio de particula cuando el Alginato se
utiliza como viscosante.

En la Grafica 2 se indica que la concentracién del polimero de 0.6 disminuye el
tamafio de particula e igualmente la velocidad de agitacion a 370 rpm, en este
caso el tiempo no influye en el tamafio de particula, pues la linea casi es horizontal

por lo que no es significativa.
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Grafica 2. Efectos principales para la variable tamafio de particula cuando el Alginato se usa
como viscosante.

En la Tabla 18 se muestra la combinacion de los niveles de los factores, y la cual
tiene como objetivo minimizar el tamafio de particula, indicando que una
concentracion de 0.6 de Alginato, 1000 rpm y 30 minutos son los valores éptimos

para lograr una disminucion en el tamafio de particula.

Tabla 18. Optimizacion de la respuesta para el disefio de experimentos cuando el
Alginato se usa como viscosante.

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion 0.6 1.0 0.6
polimero (%)
Velocidad (rpm) | 370.0 | 1000.0 1000.0
Tiempo (min) 15.0 30.0 30.0
Meta: minimizar tamafio de particula
Valor éptimo = 148 nm
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Con lo anterior se determiné que el tiempo y la velocidad de agitacion no son

factores que afectan el tamafio de particula.

Resultados de la prueba de inmersion de hembras repletas

El objetivo de esta prueba fue determinar el porcentaje de control que ofrece un
producto a la concentracion comercial recomendada sobre garrapatas hembras

repletas Boophilus spp. (NOM-006-ZO0-1993).

En la tabla 19 se muestran los datos obtenidos de la Técnica de inmersion de
hembras repletas con las formulaciones de HPMC vy Alginato, donde se
encuentran el peso de las garrapatas, de los huevecillos, su cantidad y el niumero
de cascarones. En la figura 13 se muestran las garrapatas y los huevecillos

ovipositados después de la prueba.
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Tabla 19. Datos obtenidos de la prueba in vitro de inmersion de hembras repletas

Formulacién | Repeticiones | Peso (g) Peso (g) No. de No. de
hembras | huevecillos | huevecillos | cascarones

Formulacion Al 3.4482 0.7604 239 126
de HPMC A2 3.4599 1.2941 295 133
A3 3.5623 1.3432 351 197
Blanco B1 3.503 0.9696 286 118
HPMC B2 3.3377 1.5536 262 155
B3 3.3601 1.3693 221 89
Formulacién C1 3.2805 1.0682 412 54
de Alginato C2 3.3631 1.1923 389 35
C3 3.3405 0.9755 422 47
Blanco D1 3.3137 1.6373 247 104
Alginato D2 3.5799 1.6278 188 95
D3 3.312 1.4123 174 93
Testigo de E1l 3.1852 1.4461 236 71
agua E2 3.3629 1.6367 173 90
E3 3.4103 1.5388 207 69

Figura 14. Garrapatas R. microplus después de la prueba de inmersion de hembras repletas.
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Los tres parametros importantes de esta prueba son: el porciento de oviposicion,
el porciento de inhibicidon de la oviposicion y el porciento de eclosion, estos datos
revelan el efecto del farmaco en las garrapatas. En la tabla 20 se muestran estos
resultados indicando que en %Op (Porciento de oviposicion) fue de 83 y 96 % en
HPMC y Alginato respectivamente, estos son comparados con el testigo de agua
que obtuvo 100%. El %InhOp (Porcentaje de inhibicion de la oviposicion) en el
testigo de agua fue de un 0% comparado con 30% de las dos formulaciones
probadas, este parametro para ser aceptado debe estar entre un 98% y 100%

para la garrapata R. microplus.

En el caso del %Ec (Porcentaje de eclosion) determina el porcentaje de los

huevecillos que son viables y se compara con el testigo.

Tabla 20. Resultados de las pruebas de inmersion de hembras repletas.

Formulacion de Formulacion de | Testigo de agua
HPMC Alginato
%O0p 83 96 100
%InhOp 30.2 30.1603 0
%EC 33.8 9.9 27

No se obtuvo ningun efecto de las dos formulaciones probadas en las garraparas

R. microplus. se comenzo6 con un nuevo disefio de experimentos con el viscosante

Quitosan.
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QUITOSAN

Un tercer polimero se utiliz6 para determinar la mejor formulacion, esté a
comparacion de los anteriores propuestos esta en acido acético al 1% y se
utilizaron tensoactivos para mantener suspendido el LQM 919. En la Tabla 21 se
reportaron las observaciones del Quitosan junto con tensoactivos a diferentes
pH’s, en donde se eligié un rango de pH de 2-2.5 donde no hay precipitado, hay

que tener en cuenta que se debe calentar el PVA para lograr que se solubilice mas

rapido, sin calentar a mas de 70°C.

Tabla 21. Prueba de Quitosan a diferentes pH’s y tensoactivos

pH 2 3 4 5
CS | Pluronic | Completamente | Completamente | Transparente | Precipitado
transparente transparente
PVA Transparente Transparente | Transparente | Transparente
Poco Precipitado Precipitado Precipitado
Precipitado

Los resultados de las formulaciones de Quitosan se muestran en la Tabla 22
donde el tamafio de particula de las diferentes formulaciones seguida de tamafios
de agujas y cantidad de agujas. En estas formulaciones se obtuvieron resultados
diferentes a los anteriores pues las formulaciones desarrollaron agujas, a estas se
les asigno un valor dependiendo de la longitud de estas agujas y de su cantidad

para su analisis los cuales se reportan en la Tabla 23.
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Tabla 22. Resultados del disefio de experimentos de Quitosdn con diferentes
tensoactivos.

Concentracion Tipo de Concentracion | Tamafio | Tamafio | Cantidad

de polimero |tensoactivo | tensoactivo de de de

(%) (%) particula | agujas Agujas
(nm)

0.7 PVA 1.0 2095 0 0
0.3 PVA 0.5 18.45 1 2
0.7 Pluronic 1.0 1539 1.5 1
0.3 Pluronic 1.0 1361 1 2
0.3 Pluronic 0.5 250.8 0.5 1
0.3 PVA 1.0 348.9 0.5 3
0.7 Pluronic 0.5 1189 0.5 1
0.7 PVA 0.5 254.7 0.5 0.5
0.7 PVA 1.0 2353 0.5 2
0.3 PVA 0.5 16.33 0.5 3
0.7 Pluronic 1.0 1913 1.5 1
0.3 Pluronic 1.0 1317 1 2
0.3 Pluronic 0.5 162.5 0.5 3
0.3 PVA 1.0 170.2 0.5 1
0.7 Pluronic 0.5 1441 1 3
0.7 PVA 0.5 275.7 0 0

Tabla 23. Ponderacion a tamafio y cantidad de agujas. Se muestra como se
cambia la respuesta cualitativa por cuantitativa.

Tamafo de agujas Ponderacion Cantidad de agujas* Ponderacion
Menor 5 mm 0.5 Poca presencia de 1
agujas
Entre 5-15 mm 1 Moderada cantidad de 2
agujas
Mayor a 15mm 1.5 Gran cantidad de agujas 3

*Criterio formulador

Por lo que se realizaron los analisis de cantidad de agujas, tamafio de agujas y

tamafio de particula para cada una de estas respuestas se obtuvo un diagrama de
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Pareto combinando los factores(Diagrama 3), una grafica de efectos principales

(Gréfica 3).

Tamafio de particula

Para analizar el tamafio de particula se tiene el Diagrama de Pareto estandarizado
3, donde C representa la concentracion de tensoactivo, A concentracién del
polimero y B el tipo de tensoactivo. AC la combinacion de concentracion del
polimero y concentracion del tensoactivo. AB la combinacion de concentracion del
polimero y el tipo de tensoactivo. BC es el efecto de la combinacion del tipo y
concentracion del tensoactivo. Los signos — y + representan si tienen un efecto
positivo o negativo. En el diagrama se observa que la concentracion de
tensoactivo y la concentracion de quitosan afectan positivamente (aumentando) al

tamafio de particula.

C:conc tenso —+
B -

A:conc Poli

AC

AB

BC

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto estandarizado 3. Respuesta tamafio de particula con Quitosan.
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En la Grafica 3 se muestra que una concentracion de 0.3% del polimero reducen
el tamafio de particula en comparacion de 0.7% que la aumenta, en el caso del

tensoactivo el PVA al 0.5% es el que ayuda a disminuir el tamafio de particula.

1450

1250

1050

tamafo

850

650

430

0.3 0.7 Pluronic PVA 0.5 1.0
conc Poli tipo tenso conc tenso

Grafica 3. Efectos principales para la variable tamafio de particula con Quitosan.

Tamafio de agujas

Al ser una respuesta inesperada en las formulaciones, a las agujas se les asigno
un valor para poder analizarlo, para su tamafo o longitud, en el Diagrama de
Pareto estandarizado 4, donde C representa la concentracion de tensoactivo, A
concentracion del polimero y B el tipo de tensoactivo. AC la combinacién de
concentracion del polimero y concentracion del tensoactivo. AB la combinacion de
concentracion del polimero y el tipo de tensoactivo. BC es el efecto de la
combinacion del tipo y concentracion del tensoactivo. Los signos — y + representan
si tienen un efecto positivo o negativo, como se muestra el tensoactivo afecta
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negativamente en el tamafio de agujas y sus combinaciones con las demas

respuestas provocan la misma respuesta.

B:tipo tenso 1+
I -
BC

AB

C:.conc tenso

AC

A:conc Poli

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto estandarizado 4. Respuesta: tamafio de agujas con Quitosan.

En el caso de Grafica 4 donde se indican como la concentracion del polimero no
influye en el tamafio agujas al estar en una linea completamente horizontal y el
tensoactivo a elegir seria el PVA pues una concentracion de PVA al 0.5% las

disminuye.

103 F —
0.93 —
0.83 — —

0.73 —

tamafio agujas

063 —

0.53 —

043 &= =

03 0.7 Pluronic PVA 0.5 1.0
conc Poli tipo tenso conc tenso

Grafica 4. Efectos principales para tamafio de agujas con Quitosan.
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Cantidad de agujas

La cantidad de agujas también se le dio un valor numérico dependiendo de qué
tanta concentracidbn se observaba en el Diagrama de Pareto estandarizado 5,
donde C representa la concentracion de tensoactivo, A concentracion del polimero
y B el tipo de tensoactivo. AC la combinacion de concentracion del polimero y
concentracion del tensoactivo. AB la combinacién de concentracion del polimero y
el tipo de tensoactivo. BC es el efecto de la combinacién del tipo y concentracion
del tensoactivo. Los signos — y + representan si tienen un efecto positivo o

negativo como se muestra, por lo que ningun factor es significativo.

A:conc Poli

-+
= -
AB

BC

B:tipo tenso

C:conc tenso

AC

0 04 0.8 1.2 1.6 2 2.4
Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto estandarizado 5. Respuesta cantidad de agujas con Quitosan

En la Gréafica 5 se indica como la concentracion del polimero a 0.7% disminuye el
tamafo de particula, el tipo de tensoactivo y su concentracidon estaban
ligeramente inclinadas a PVA al 1.0 por lo que solo influyeron poco en la cantidad

de agujas.
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22 =

1.8 |- -

1.6 |- \ .

14 | -

cant agujas

12 = -

0.3 0.7 Pluronic PVA 0.5 1.0
conc Poli tipo tenso conc tenso

Gréfica 5. Efectos principales para la variable cantidad de agujas con Quitosan.

En las tres gréficas de Efectos principales para Quitosan se indica que el PVA es

el que reduce tamafo de particula, cantidad de agujas y tamafio de agujas.

La formacion de agujas no se encontraron en todos los sistemas por lo que se
decidié seguir con el analisis y asi determinar que formulacion no presentaba este

problema y realizar una optimizacion de la formulacién.
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Optimizacion

Segundo Disefio experimental con Quitosan.

Se realizé un segundo disefio de experimentos en donde los factores a analizar
fueron la concentracion de Quitosan, y la concentracion del tensoactivo PVA. La
optimizaciébn de una formulacion ayuda a encontrar los mejores resultados

posibles.

Los resultados de este nuevo disefio se observan en la Tabla 24 donde se
observan disminuidas las formulaciones con agujas, con estos datos se realizo el

analisis estadistico.

Tabla 24. Resultados de tamafio de particula de las formulaciones con Quitosan y
PVA a diferentes concentraciones

Concentracién | Concentracion | Tamafio de | Tamafio de | Cantidad de
de Quitosan PVA (%) particula agujas Agujas

(%) (hm)
0.5 0.7 231.2 0.5 0.5
0.75 0.3 178.2 0 0
0.75 0.7 941 0 0
0.5 0.3 212.6 0 0
0.5 0.5 1410 1 0.5
0.75 0.5 212.7 0 0

1 0.5 390.5 0 0

1 0.3 363.9 0.5 3

1 0.7 361.4 0.5 3
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En la Grafica 6 se encuentran 3 ejes y se mide la deseabilidad (disminuir tamafio
de particula, el tamafio de agujas y su cantidad) donde para el PVA esta en el
nivel bajo, este es 0.3% y en el caso del polimero esta entre 0.6 y 0.7% este tipo

de gréficas ayudan a visualizar como los factores en conjunto y en sus niveles

influyen en las respuestas.

Superficie de Respuesta Estimada

Deseabilidad

Conc Poli

Conc Tenso

Grafica 6. Optimizacion de multiples respuestas para disefio de experimentos de Quitosan.

En la Tabla 25 se reportan las concentraciones 6ptimas de la concentracion del

Quitosan y la concentracion del PVA.

Tabla 25. Optimizacion de las variables de Quitosan

Factor Bajo | Alto Optimo
Concentracion 0.5 1.0 0.68
Quitosan (%)
Concentracion 0.3 0.7 0.3
PVA(%)
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Anédlisis de la formulacion

Para que una suspension farmacéutica pueda competir en el mercado no debe ser
de un costo elevado, tiene que ser estable y tener instrucciones claras para su
uso. Para alcanzar el objetivo de una formulacion estable y efectiva es necesario
tener en cuenta la forma farmacéutica y las caracteristicas del principio activo, y
asi lograr una buena eleccion de excipientes. En la formulacion se dio prioridad a
mantenerse en suspension al principio activo (LQM 919) para que se lograra una
adecuada estabilidad fisica. En Tabla 26 se muestran los ingredientes de la
formulacion final y las funciones que cumplen y en la Figura 15 se observa una
muestra de la suspension en la cual no se observa algun tipo de precipitado ni

formacion de agujas y su viscosidad es adecuada para su administracion.

Tabla 26. Formulacion final de la nanosuspension con Quitosan

Compuesto Funcién Concentracion
Quitosan Viscosante 0.5%
Metilparabeno Conservador 0.05%
Propilparabeno Conservador 0.025%
Propilenglicol Humectante/conservador 25%
PVA Tensoactivo 0.3%
Agua Medio 74%
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Figura 15. Formulacién final de la nanosuspensién con Quitosan.

En la formulacion, el propilenglicol se considera una base hidrosoluble que tiene
una accion emoliente (impidiendo la desecacién de la epidermis en su capa
cOrnea) y protectora de la piel (impidiendo la accion de irritantes). A elevada
concentracion (> 40 %) tiene accion queratolitica. (ACOFARMA s.f). Los
conservadores seleccionados fueron el metilparabeno y el propilparabeno, debido

a sus propiedades fungicidas y bactericidas y en este caso fueron muy efectivo.

Los viscosantes son compuestos que cumplen con la funcién de mantener una
viscosidad en el sistema, llegan a funcionar como protectores, en este caso el

Quitosan puede formar una capa sobre la piel.
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Prueba de inmersién de hembras repletas con la formulacion de Quitosan

En la Figura 16 se observa que las garrapatas al ser expuestas a la formulacion
tenian muy debilitados los caparazones, por lo que era imposible manipularlas sin
provocar un sangrado, esto ocasiond la muerte de las garrapatas y en ese
momento se termind esta prueba sin calcular ninguno de los pardmetros

expuestos.

Figura 16. Garrapatas después de técnica de inmersion de hembras repletas con formulacion de
Quitosan.

Nosotros creemos que el medio donde se fabricaron las nanoparticulas de
quitosan (acido aceético al 1%), provocé que el exoesqueleto de las garrapatas se

debilitara, y tuvieran sangrado. Debemos de realizar nuevas pruebas para saber
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exactamente que paso o si hubo alguna interaccion entre los componentes de la
formulacion, que no fue considerada en el disefio. Como quiera que fuese, este es
un efecto benéfico para nuestra formulacion y su efecto ixodicida. Pero si
necesitamos saber los porque y los como de esta respuesta totalmente

inesperada.

Estabilidad de la formulacion

Al ser el LQM 919 insoluble en agua debe estar suspendido para mantenerse
estable por esto se eligi6 un humectante como el propilenglicol pues aparte de
esta propiedad es un cosolvente y un conservador. En la Tabla 27 se muestran las
formulaciones a temperatura ambiente y en frio después de tres y seis meses. Las
formulaciones no presentan ningun tipo de precipitado, ni formacién de agujas o
crecimiento de microorganismos, por lo que su estabilidad fisica se considera

adecuada.
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Tabla 27. Estabilidad de la formulacién final de la nanosuspensién con Quitosan.

6 meses

Izquierda:20°C a 32°C°. Derecha: 4°C.

Observaciones

No hay crecimiento
de
microorganismos, ni
formacion de agujas

0 precipitado
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VIII

CONCLUSIONES



Se encontraron interacciones, como precipitados y formacion de agujas
entre el principio activo LQM 919 y los viscosantes: Viscarin GP 209 NF,
Carragenina 812, Carragenina 379 y CMC que fueron analizados en la
preformulacion.

Se obtuvieron dos formulaciones con viscosantes diferentes: HPMC vy
Alginato las cuales no produjeron ningun efecto en las garrapatas R.
microplus.

Mediante el disefio de experimentos de cribado y de optimizacion se
realizaron los andlisis de las formulaciones con lo que se eligido la
formulacién 6ptima, la cual fue elaborada con el polimero quitosan, que fue
con el unico polimero que se vio un efecto ixodicida sobre las garrapatas R.
microplus. Se determind que el tiempo y las revoluciones por minuto no
afectan el tamafio de particula de la nanosuspension, las condiciones
Optimas de proceso y de formulacion, fueron las siguientes: tiempo 30
minutos a una velocidad de 1000 rpm y una concentracion de 0.5% de
Quitosan.

Se obtuvo una nanosuspension acuosa de LQM 919 y quitosan como
viscosante la cual se mantuvo estable por mas de seis meses en diferentes
condiciones de temperatura: ambiente (aproximadamente 22°C) y en frio
(aproximadamente de 2 a 6°C), ambas en tubos falcon de 30 mL, en donde

no se observo precipitado, turbidez o crecimiento de microorganismos.
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IX

PERSPECTIVAS



Investigar mas propiedades fisicoquimicas del compuesto LQM 919 ya que
la informacién es muy escasa.

Continuar con los estudios in vivo ya en un modelo animal en campo y asi
relacionar los resultados obtenidos in vitro y con animales en corral para
conocer el efecto ya en la practica.

Llevar a cabo el escalamiento de la formulacién y llegar a obtener un

registro sanitario para la formulacion.
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