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. INTRODUCCION

Las enfermedades, nuevas o ya presentes, siempre llevan consigo la necesidad del
hombre para desarrollar alguna cura, la cual es en nuestros dias principalmente a base de

medicamentos.

El desarrollo de un medicamento consiste en una serie de pasos, muy complejos
algunos, conforme a las regulaciones de los organismos responsables del control de los
medicamentos de cada pafs. Estas organizaciones piden que el medicamento sea eficaz y
seguro, para poder ser usado por el hombre; por tanto s¢ ha de probar previamente en
modelos “in vitro” o en animales que se acerquen al comportamiento que pudiera existir en

el hombre.

Es asi el caso de la crema de Benzoato de Bencilo, que se desarrolla en la Facultad de

Estudios Superiores “Zaragoza”, cuyo propdsito clinico es para emplearse en el

de |a sarna, que es una enfermedad parasitaria que afecta a la piel.

Por tanto, el presente trabajo se encamina a los estudios preclinicos de dicha crema,
sobre el modelo animal {concjos), para probar su eficacia y seguridad compardndola con

muestras comerciales.



I. GENERALIDADES.

La Sarna.

Una enfermedad parasitaria que aparece unicamente en la piel es la sarna o escabiasis,

que también es definida como dermatosis puriginosa, que tiende a diseminarse por todo el

se iza por pdpulas, costras

cuerpo con predominio en plieg y 8
hemdticas, pequefias vesiculas y tineles, es causada, en el hombre, por el icaro Sarcoptes

scabief var hominis, que es un pardsito obligado en el hombre.

Una vez que el pardsito se deposita en la capa cémea de la piel humana, después de un
perfodo de incubacién de 2 a 6 semanas, aunque algunos autores afirman que solamente se
necesitan de I a 2 semanas para desarrollar el ciclo vital por completo (1), se presenta una
erupcion generalizada por un fenémeno de sensibilidad que estimula la formacidn de
anticuerpos IgE. En la sama de Norucga se encuentran muchisimos Acaros y cifras

reducidas de vitamina A, principalmente(2).

Esta enfermedad se presenta ciclicamente, originando pequefias o grandes epidemias, se

porque d

h lina y casf d ece

W

dice que sucle aparecer cada 10 a 12 afos y sin

otros tantos aflos.

Por su alta transmisibilidad se considera una enfermedad familiar, de asilos, escuelas,
cuarteles y carceles, y ha llegado a afectar el 90% de la poblacién de pequefios pueblos; asf
mismo, se ha visto que la extension de la sarna en el cuerpe depende de la situacién

inmunitaria, cuando esta declina la sarna aumenta(3).



A.l Tipos de sarna.

Arenas (2) en su Atlas de Dermatologia da una clasificacién de la escabiasis:
Sarna de nifios
Sarna de adultos
Sarna de limpios

Sarna noruega.

En lactantes y nifios la dermatosis es generalizada, en adultos casi nunca afecta a la
cabeza, piernas ni pies, la dermatosis estd limitada por unas lineas imaginarias que pasan

por hombros y rodillas (lineas de Hebra).

En nifios las lesiones predominan en la piel cabelluda, palmas, plantas y pliegues; en
adultos, en cara antcrior de mufiecas, antebrazos y muslos, ombligo, pliegue intergliteo,
axilas, escroto y pene; en la mujer, en pliegues submamarios y pezones. La evolucién es

aguda, subaguda o cronica; ¢l prurito es muy intenso, sobre todo el nocturno.

En personas con buenos hébitos de higienc las lesiones son muy escasas, predominando
en axilas, plicgues interdigitales y genitales, a veces sélo hay prurito, y pueden aparecer
ronchas o dermatografismo. También se puede observar en pacientes que se lavan la cara

con jabén para cuidar la piel(2).

La sama de noruega o costrosa, es provocada por el mismo parésito de la sarna comn,
es paco frecuente y se observa en personas inmunosuprimidas donde se da la reproduccién

masiva del parésito.

En pacientes con sindrome de Down, transtornos mentales o que usan glucocorticoides

focales. Las lesiones son muy extensas, no respetan la lineas Hebra y predominan en ellas

las las cost éricas y la hiperq is, los 4caros penetran incluso en las

uilas y ocacionan una distrofia del tipo de la onicogrifosis(4).
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En animales y en algunos alimentos se han identificado otros tipos de Acaros que
también afectan al ser humano, sin embargo, estos no llegan a afectar plenamente la piel,
por ejemplo la variedad canis que es procedente del perro no vive mucho tiempo en la piel
humana. excepto en los casos de sarna de noruega, donde si ha llegado a dar afecciones

severas(4).

Diagndstico y tratamiento.

Un paciente habitualmente no tiene en su cuerpo més de 10 pardsitos y sin embargo el
nimero de lesiones dermatoldgicas es muy grande. Las complicaciones modifican el
cuadro, el rascado produce impetiginizacion, y cuando esta es mas intensa o abarca a cas{

todo el cuerpo, puede causar glomerulonefritis pricipalmente en los nifios.

El diagnéstico se rcaliza por observacion, sin embargo, otros métodos consisten en
poner un poco de tinta china en la piel daflada la cual penetra através de los tineles
formados por el pardsito 6 por un raspado de piel de la zona afectada y observar las

escamas al microscopio(5).

El tratamiento suele ser tpico y los medicamentos mds usados son: el benzoato de
bencilo al 20%, crotamiton al 10%, lindano al 1%, azufre y el disulfito de dimetildefenileno
del 10 al 20%.(6,29)

Al momento de su aplicacién, la piel no debe contener disolventes y el paciente, no debe
baftarse antes de su aplicacion, ya que la humedad activa la absorcién del farmaco por la
piel. Generalmente se usa durante 5 a 7 dlas frotando la superficie del cuerpo, aunque
aparentemente no existan lesiones, especialmente en pliegues, el frote debe durar unos 10

minutos y al dfa siguiente tomar un bafio caliente aplicando después talco.



B.l.

En gencral ¢l tratamiento no debe repetirse antes dc un mes, ya que puede irritar la piel;
durante los dias de la terapéutica o al finalizar las aplicaciones se recomienda aplicar “cold

cream” o linimento oleocalcdreo.

Debe advertirse a los pacientes que al término del tratamiento, puede sentir prurito por
unos dfas mas y que las lesiones no van a desaparecer en su totalidad debido a que los
sarcoptes muertos seran climinados al caer la capa cémea, por tanto no se debe prolongar

el tratamiento mas all4 de los dias indicados(5).

Benzoato de bencilo.

dad. Hicid fioid: 1,

ds se usa

y pedi
como solvente para el acetato de celulosa, y fijador de perfumes, en confiteria y en gomas

El benzaato de bencilo tiene propi

de mascar.

Propiedades fisicas y quimicas.

Nombres quimicos: a)  dcido benzolco fenilmetil ester
b)  4cido benzofco bencil ester

c)  bencilbencencarboxilato.

Nombre genérico: benzoato de bencilo
Nombres cc ial bin, ascabiol, benilato.
Férmula empirica: C14H1202

Peso molécular: 212.25 g/mol

Descripcion: hojuelas o liquido aceitoso incoloro, pélido, olor ligeramente aromaético,

sabor picante con ardor.
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Rango de ebullicién: 323 a 324°C

Punto de fusi6n: 21°C
Densidad: d(25/4) 1.118, d(25/4) 1.1121
Indice de refraccién: n(21/D) 1.5681, n(20/D) 1.568

Solubilidad: insoluble en agua o glicerol, miscible con alcohol, cloroformo, aceites,

acetona, benceno, metanol, éter de petréleo(7,8).

Imente en el do como Isi6n al 25%

El benzoato de bencilo se ra act

combinada con lindano, o como locién de ésta.

Propiedades toxicolégicas.

Generalmente es inocua a concentraciones menores del gramo pero a altas
concentraciones es téxica para el dcaro del Sarcoptes scabiei. La dosis letal (LD50) para
ratos, ratones, conejos y pucrcos de guinea, es de 1.7, 1.4, 1.8 y 1.0 (g/Kg) respectivamente.
Cuando es absorbida ligeramente, es rapidamente hidrolizada a dcido benzofco y alcohol

bencilico.

El alcohol bencilico es biooxidado a acido benzoico el cual se conjuga con el
aminodcido glicina, para formar el dcido hipuirico, el cual, es finalmente desechado a través

de la orina (ver figura 1), ademds tiene el incoveniente de provocar espasmo intestinal(7,8).



Benzoato de Bencilo
Invivo Alcohol Bencilico

8—C—0—CH——2—Q—CH.OH
®—COOH

Acido Benzolco

Acido Benzoico O Acida Hiparico

8—COOH——§—C—NH~—CH: —COOH

CH;—NH.—CHOOH

Glicina

Figural, Biotransformacién del Benzoato de
Bencilo en higado para su eliminacion
en orina.

Desarrollo de un medicamento.

La investigacién y el desarroMo de un medi no se compara con la de ningiin otro

tipo de producto, no solo por su especial importancia social, sino por ser un proceso en el
que deben de intervenir de manera totalmente integrada numerosos profesionales con

diversas ializaci muy similes entre sf (quimicos, biélogos, médicos, patdlogos,

¥

farmacéuticos.), tanto de empresas multinacionales, como de instituciones académicas, de

investigacion, hospitales y autoridades gub les. La posibilidad de consegui
resultados de eficacia y seguridad y el riesgo de no tener éxito en el mercado es elevado,
aun cuando la inversién realizada alcance valores estratosféricos y el tiempo sea muy

prolongado(9).



En la figura 2 se muestra de manera muy esquematizada las etapas que se involucran en

el desarrollo de un medicamento (9,10,11,12):

Exploracion
Farmacologia

Preclinica

Farmacologia
Clinica

Figura 2. Etapa del desarrollo de un medicamento

La Secretaria de Salud de México indica de manera mds global los requisitos que debe

cubrir el desarrollo de un medicamento:

1) Parte Farmacéutica
2) Parte Farmabolégica
3) Parte Biofarmacéutica.

Este ultimo enfoque da de manera conjugada todos los pasos a seguir que se

muestran en la figura anterior(13).
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Farmacologia preclinica.

En esta parte se puede ver la etapa de exploracidn, Ia cual estd predeterminada
normalmente por una planeacion estratégico/administrativa, en la cual se evalian aspectos
del mercado, necesidades terapéuticas y capacidades internas de la compafiia, con el

objetivo de establecer las dreas de interés primario para investigar.

Cualquiera que sea el origen del descubrimiento del p qufmico, el sigui

paso sera confirmar su estructura y proceder a caracterizatlo por medio de técnicas
analiticas adecuadas. El quimico responsable deberd asegurar que se cuenten con

cantidades suficientes del compuesto puro para poder efectuar la evaluacién bioldgica(9).

Aunado a esto, hay que observar, reportar y analizar los efectos primarios y secundarios

que podria tener la sustancia en el hombre, los cuales van desde el tratamiento “in vitro™ de

¢ ctad.

particulas subcelulares, uso de cultivos, tejidos u érganos , hasta la admini ion
en animales intactos; con lo que se dard el cemimiento farmacolégico que buscard
demostrar que la hipétesis de que el nuevo compuesto ticne o no utilidad en determinado
padecimiento del hombre, ademds se establecen las propiedades farmacocinéticas y
farmacoldgicas. Continuando los estudios de toxicologia y eficacia, en los de mayor
interés(9,12,15).

Los estudios preclinicos se realizan princip en , donde ra su

aporte farmacoldgico y toxicolGgico, ya que serfa poco ético y demasiado riesgoso realizar
estos estudios directamente en el hombre. Dichos modelos animales son a menudo
empleados para dar soporte al desarrollo de nuevas formas y formulaciones farmacéuticas.
Este tipo de estudio puede reducir el costo y el tiempo necesario para desarrollar un nuevo

medicamento, ademds de evitar la exposicién innecesaria en el hombre(14).



Estos estudios pueden ser organoorientados o enfermedadorientados. Siendo su objetivo
principal el definir la eficacia y Ia seguridad del firmaco. Ademds para el segundo, se

realizan estudios de toxicidad aguda, subaguda y crénica, en diversas especies animales.

La medida comin de la toxicidad aguda es la dosis media letal (LD50). Esta es
usualmente determinada por dosis tinicas en animales, algunas de las cuales son letales. Se
observan los sintomas dc toxicidad desarrollados y el tiempo en que comienzan a

mostrarse. Se usan por lo menos en mas de una ruta de administracion.

La toxicidad subaguda debe ser en, por lo menos, dos especies animales, siendo uno de
ellos un no roedor. Su duracién de tratamiento usualmente es de 30 a 40 semanas. En cada
especie se usan por lo menos tres niveles de dosis, varidndolas en concentraciones cercanas
a la dosis terapéutica y elevandolas lo suficiente como para producir una toxicidad aguda.
El farmaco se administrard en una 6 mds rutas, dependiendo de la que se vaya a usar en el

hombre, por una 6 mds veces al dfa.

Los estudios de toxicidad crénica deben ser en por lo menos tres especies, solamente
una de ellas deberd ser roedor. Su duracién es de 6 meses, a 2 afios, dependiendo de la
duracién intencionada del farmaco para uso humano. Se u'san tres niveles de dosis,
variando la dosis no téxica pero mis grande que la terapéutica, necesaria para producir una
respuesta toxica. Con este tipo de estudios se pueden obscrvar efectos que no se pudierén

ver en estudios de corto tiempo.(15)

Sin embargo, en los Requisitos para el Tramite de Registro Sanitario de Medicamentos
en Meéxico, publicada en 1990 por la Secretaria de Salud, pide las siguientes

especificaciones para los estudios de toxicidad, en farmacologia preclinica:

Toxicidad: Aguda Realizar en tres especies animales, dosis Gnicas.
Subcrdnica Realizar en dos especies animales durante 3 a 6 semanas.

Crénica Realizas en dos especies animales con 3 niveles de dosis,

10



C.2.

durante 6 meses a 2 afios(13).

En general, para los estudios preclini de do a su valoracion, pueden dividirse
en:
1) Aquellos en los cuales se mide la respuesta en cada animal.
2) En aquellas en las cuales es medido el porcentaje de efectos positivos (una
valoracién cuéntica), y.
3) Aquellos en los cuales se mide el umbral o dosis eficaz minima en cada

animal(16).

Después de terminada la investigacion de la sustancia farmacéutica y comprobada su

utilidad, eficacia y toxicologia y comprobado el medicamento ya hecho, se dara paso a la

. ultima etapa de Ia farmacologfa preclinica, que es la Fase 0. Esta fase abarca el tiempo que

tal di "

toma Ja autoridad guber corresp en dar la

(N
' ¥

ién para

estudios en humanos, pues en ella se realizan diversas actividades que tendran por objeto
proveer los recursos y la estructura necesaria para realizar la investigacién posterior, que es

1a Farmacologia clinica(9).

Farmacologia clinica..

La farmacologia clinica se ocupa de los problemas y el proceso de valoracién de

farmacos y de la terapéutica en el hombre. En comparacién con otras disciplinas de la

medicina, la farmacologfa clinica es relativamente reciente. Aunque sus rafces en E.JU.A. es
la American Therapeutics Society fundada en 1900, lo que se conoce ahora como
farmacologia clinica al parecer tiene su verdadero principio a fines de 1930 y comienzos de
1940.

El doctor Walter Model! fundé la primera publicacién dedicada a esta discipli

Clinical Phammacological and Therapeutics en 1960(15). En 1962, la aprobacién de la



Enmienda de Kefauver-Harris para la ley dc Alimentos y Medicamentos de los E.U.A. tuvo
gran impacto en las resp bilidades de la far logia clinica. Por ese mismo tiempo se

comenzd a prestar atencién a los efectos de los farmacos en el hombre incluyendo

reacciones adversas y respuestas individuales(9,15).

En literatura hay dos definiciones generales de reacciones farmacolégicas adversas

(RFA). La primera, que es amplia, blece que: “es cualq iera de la
indeseables del uso de medicamentos™. Por tanto esta definicién incluye sobredosis y abuso
de medicamentos, errores en la medicacién o problemas en la biodisponibilidad del

férmaco.

Sin embargo, debido a la naturaleza extremadamente amplia de esta definicién, no es
util para operar con ella. Una segunda definicién mejor y mis comprensiva, es la dada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Una RFA es aquella que es "nociva y no
intencional y ocurre en dosis usadas en el hombre para la profilaxis, diagnéstico,
terapéutica o modificacién de las funciones fisiolégicas”. Esta definicién excluye a
numerosos tipos de reacciones indeseables, como los errores de medicacién y sobredosis

intencionales.
La clasificacién considerada para los mecanismos generales de toxicidad, es el siguiente:

- farmacolégicas ( o toxicas )
- idiosincraticas

- alérgicas

- interacciones de farmacos

- diversas(15).

En la figura 2 se observan las etapas de la farmacologia clinica, que indica los estudios

enh de que H
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Fase I:

Fase I

Fase m:

Fase IV:

Estudios en voluntarios.

La farmacologia humana se evalia en un peq i de vol i0S sanos

(frecuentemente varones, estudiantes). En cnsayos donde la dosis del fairmaco se
incrementa gradualmente hasta que el efecto pueda ser medido. O bien dosis
unica, ambos estudios requieren de la aprovacion del Comité Etico, los cuales

las inmediatas del firmaco, ya que normalmente no es posible

'Y

Hevar a cabo estudios a largo plazo en estos voluntarios(12,15).

Estudios en pacientes.
Unos pocos pacientes, estudiados intensamente de manera abierta e incontrolada,

son utilizados para observar si los efectos farmacoldgicos deseados son

q

[ idos en los d

patolégicos, por ejemplo sel firmaco disminuye la

presién arterial en paci on hipertensién?. La disposicion del paciente para el

farmaco es ensayada normalmente dentro de un ambiente hospitalario(12,15).

Ensayos clinicos.
La mayor parte de los pacientes son evaluados de manera menos intensa que en la
fase anterior. Los cnsayos clnicos controlados comparan los nuevos férmacos con

&t g d,

el placebo y con otras drogas p (si existen). Las

indicacioncs para el firmaco y su lugar en la terapéutica de un cuadro son
identificadas conforme son dosados y establecidos los métodos de
administracion(9,12,15).

Vigilancia postmencado.

Después de que se ha conseguido una licenia para el mercado, continfia la
evaluacién de su valor a largo plazo procurando responder jAltera los procesos
subyacentes de la enfermedad? ;Por qué no responden algunos pacientes? ;Cual es
el potencial del firmaco por mal uso o abuso? ;Existen interacciones del fdrmaco

clinicamente relevantes? ¢Existen importantes efectos. secundarios, poco
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frecuentes? ¢Hay alguna interaccidn nueva?, En cierto sentido, csta ultima fase
cubre toda la vida del fdrmaco(9,12,15).

Cremas.

Las cremas son una formulacién farmacéutica pueden apli en la piel, el cuero
cabeltudo o cicrtas membranas externas, con el fin de conseguir un efecto focat o sistémico,
ya sea que la meta final sea actuar en el estrato cérmeo u obtener una respuesta en el tejido
de la epidermis, o bien cuando se persiguc conseguir una accién sistémica, 1a terapia por la

via cutdnea es dificil de controlar, ya que para alcanzar dosis terapéuticas en el sitio de

sdad

accidn son 1as grandes

La mayor parte de las preparaciones farmacéuticas aplicadas a la piel tienen por objeto
conseguir un efecto local, de tal forma que se formulan para permitir un contacto
prolongado con {a superficie citanea y conseguir o no algin grado de absorcién precutinea
para ejercer su efecto. Sin embargo, buena parte de los desérdenes dermatoldgicos de
diferente tipo pueden controlarse, en mayor o menor grado,_ sélo cuando se logra su
adecuada absorcién percutdnea y se concentran cantidades terapduticas del farmaco en el

tejido afectado.

Con este propésito se fabrican formas farmacéuticas tales como: cremas, ungilentos,

pastas, lociones, emulsiones, polvos y aerosoles(9).

Definicion de crema

5 1

Las cremas son una forma far ica, que tradici se han definido como

emulsiones, son dispersiones de gotas microscopicas de un liquido en otro con un didmetro

12}
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aproximado que varia entre 0.5 y 100 micras, la mayoria consiste gencralmente de la

mezcla de 2 liquidos.

La IUPAC formula la siguiente definicién: "en una emulsién las gotas de un liquido y/o
cristales liquidos estan dispersos en otro liquido", el primero es la fase dispersa y el
segundo es la fase dispersante o continua, Generalmente se conforman de agua, aceite y un

tensoactivo(17,18,19).

Desde un punto de vista dermatolégico son productos farmacéuticos que sélo afectan el
tejido blanco de la piel, y no se desea la absorcién sistémica de estos, su accién debe ser
local, lo cual da algunas ventajas frente a otras formas farmacéuticas que pueden provocar

efectos téxicos o desagradables al de ser absorbidos y pasar a la circulacién

sanguinea sistemicamente(17).

Clasificacion de las cremas.

Las cremas se han clasificado principalmente de acuerdo a su composicién y proporcitn,

en:

- AdAg: indica que la fase dispersa es el aceite y el agua es la fase continua.

- Ag/Ac: ahora la fase dispersa es el agua y el aceite es la fase continua(18).

Aunque algunos autores han considerado un tercer tipo de cremas que no contienen

agua, las cremas fundentes, estdn hechas principalmente con aceites grasos, ceras y

iderados como ung(l 19).

alcoholes grasos,etc. pero en su mayoria son ¢

También por un criterio utilitario, se tiene la siguiente clasificacién;

de limpieza
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E.l.

. emolientes (evitan deshidratacion)

- bases y/o evanescentes

- protectoras

. nutritivas

. especiales (depiladoras, de afeitar, de maquillaje, desodorantes,
dentales)(19).

La piel humana.

1,

La piel | , iste en 3 p distintas, la epidermis, la dermis y el tejido

‘ subcutaneo. La epidermis es la regi6n que estd fuera de la piel y no estd vascularizada, est4

formada por varias capas. La capa més superficial de Ia epidermis es el estrato c6meo, el

cual esta compuesto de células muertas queratinizadas.

El estrato cérneo es generalmente reconocido como la principal barrera para la perdida
de agua y entrada de cuerpos cxtrafios. La dermis o piel verdadera esta altamente
vascularizada. Los firmacos que penetran hasta esta region son igualmente pasados a la

circulaci6n sistémica(20,21).

Funciones de la piel.

En general las funciones de la piel son:
Cubierta de fluidos y tejidos del cuerpo.
Proteccion de estimulo extemo dafiino ( funcién de barrera)
barrera microbiolégica
barrera quimica
barrera a la radiacién

barrera térmica

16



barrera cléctrica.
Recepeién de estimulos externos: tactil, dolor y térmico.

Regulacion de la temp corporal.

Sintesis y metabolismo.

Disposicién de desechos bioquimicos ( en i6n glandular ),
Identificacién intraespecie y/o i6n sexual.

Regulacion de la presién sanguinea(20).

. E.2. Absorci6n a través de la piel y su relacién con las cremas.

La absorcién percutdnea es bisi un fend » de difusién pasiva del farmaco,

desde la base o vehiculo que lo contiene hasta los tejidos superficiales de la piel, en
especial aquellos pertenecientes al estrato cdrneo y a los conductos de las gldndulas

sebdceas(9).

Existen dos rutas principales de absorcién percutdnea: la teansepidermal
(correspondiente a la difusién directa a través del estrato cérneo) y la transfolicular (relativa
a la difusién en los folfculos pilosos). Sin embargo, si el drea de aplicacién es pequeiia

(menos de 10% de la superficie total corporal) y la piel estd intacta, aun cuando el

metabolismo y la eliminacién del farmaco sean nommales, resulta verdaderamente

los niveles significativos(9).

complicado

La absorcion de formacos es ripida en regiones con alto nimero de foliculos pilosos, y
disminuye en regiones con capas gruesas de estrato corneo(22). El estrato cémeo presenta
una barrera que dificulta la difusién en gran medida para muchos compuestos interesantes y
sélo cuando es dailada por medios fisicos o quimicos es posible penetrar las capas restantes

con facilidad.



Ademds las cortaduras, raspones, inflamaciones, bordes medios, o cualquicr otra
condicién en el estrato cémeo que este dafiado o destruido, promueve la absorcién de
farmacos através de la picl; de igual manera, algunos agentes oclusivos o que promueven la

hidratacién ayudan a generar la absorcién del farmaco(21,22).

Las cremas son productos, que son aplicados a la piel, pueden provocar graves efectos

dafiinos, siendo los més frecuentes la irrritacién y la ibilidad alérgica; resp que se
encuentran menos frecuentes son la urticaria de contacto resultante de la liberacién

citotbxica de histamina, picor, fototoxicidad y fotoalérgia.

Es necesario tener mucho cuidado al cvaluar los posibles cfectos adversos de estas

donde es io que se realicen ensayos bioldgicos(22).

El ensayo utilizado con més frecuencia para detectar los posibles imitantes primarios es
el de Draize o modificaciones ligeras a este(23); actualmente en la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos, en su quinta edicién, se publica la prueba de irritabilidad, la

cual permite hacer de un procedimiento cualitativo a uno cuantitativo(24).

El conejo.

Como se menciond en la parte del desarrollo de un medicamento, en la parte preclinica,
es importante desarrollar métodos que ayuden a evaluar la eficacia y toxicidad del farmaco,
para el caso de las cremas la posible toxicidad se da en la piel. Estos estudios preclinicos se
realizan principalmente en animales.

14,

Para desarrollar estos estudios p icos, en animales, hay que observar las

caracteristicas comparables a la piel humana con esté, que afecten la absorcién cutanea, el

grosor y la naturaleza de la piel (estrato cémeo), la densidad de los foliculos pilosos y
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F.l.

glandulas sudoriparas, la naturaleza del peilejo, el suministro de sangre papilar, y aspectos

sutiles bioquimicos(25).

En la actualidad, se ha visto que la picl de conejo es mds sensible a la irritacion que la
humana, de manera que es posible identificar cualquier sustancia con posibilidad de tener
un efecto nocivo en la piel humana. El conejo es un animal fécil de obtener. Sin embargo,

presenta la desventaja de que puede ser mds propenso a contaminarse con alguna

fermedad infecciosa que pudierdn tener las otras especies que se en el

laboratorio(26).

Principales usos del conejo.

A pesar de que probabl la funcién mds importante perseguida durante la
produccion de conejos sea la btencién de came de excelente calidad, existen otros usos y

destinos importantes potenciales que pueden aportar dividendo: tanciales al cunicul
Por esta raz6n se pueden mencionar hasta cinco diferentes propésitos para la Cunicultura:

1. Produccién de carne.
Produccién de piel.
Produccion de pelo.

Produccién de animales reproductores.

SIS S

Produccion para laboratorios.

1. Producci6n de carne.

La carne del conejo es blanca y de grano fino. Desde e} punto de vista nutricional es
una de las mejores, por su alta calidad y proporcién de proteinas y por su escasa

cantidad de grasa, por lo que el contenido de colesterol es bajisimo, lo cual constituye
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una propiedad dietdtica muy i te pues disminuye las posibilidades de

¥

promover la aterosclerosis, Asf mismo, la produccion de dcido trico tras su ingestién
es menor que cuando se consumen otros tipos de camnes; esta caracteristica
metabélica le permite ser una carne recomendable para individuos seniles,
convalecientes o artriticos, sobre todo si estos Gltimos deben sus trastornos a la
enfermedad de la gota(27). .

Produccién de piel.

Cuando la piel del concjo es de buena calidad y es obtenida en forma adecuada,se
utiliza para la confeccién de diversas prendas que pueden cotizarse muy alto sobre
todo si el teilido y el acabado son esmerados. Cuando la piel es de menor calidad es
utilizada para la elaboracién de bolsos, carteras, guantes o forros de otras prendas.
Cuando la piel es de minima calidad, su pelo es utilizado para la preparacion del
fieltro de los sombreros, y el cuero sirve para la fabricacion de pegamentos y

gelatinas.

Las razas mds apreciadas dentro de los demandantes de pieles son: Rex Castor,
Chinchilla, Nueva Zelanda Blanco, California, Gigante Blanco de Bouscat, Gigante
de Flandes Blanco, Azul de Beveren y Habana(27).

Produccién de pelo.

Intardf

C {sti la raza explotada para la produccion de pelo es la Angora, en sus

diferentes variedades. La produccién se inicia cuando el conejo alcanza tres meses de
edad, y se prolonga hasta los 6 afios con un buen rendimiento trimestral. La longitud
del pelo oscila entre 15 y 25 cm. A pesar de que existen muchas variedades (negros,
azules, habanos, chinchillas, etc.), el color blanco es el que mayor demanda tiene por

la industria textil y por ello es el mas empleado(27).

Produccién de animal d
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5.

El contar con reproductores sanos, fuertes y de alta calidad genética es una necesidad
impostergable de toda granja cunicula pues tiene un gran impacto econémico. Se

logra con la adquisicién de ejemplares de raza pura, no consanguineos, los cuales se

aparean y crian bajo it bientales favorables que impidan infecciones o

dores de anima) iderados fahl y eso

infestaciones. Son pocos los prov

tiene un precio.

Produccidn para laboratorio.

El conejo es el animal de laboratorio més utilizado después del ratén, la rata, cl

hamster y el cobayo. De los 100 millones de animales de laboratorio producidos y

utilizados 1 en todo el do, 2.2 millones estdn constituidos por conejos

y liebres. El concjo de laboratorio se utiliza basicamente a tres niveles: docencia,

investigacién y pruebas de cc i6n de calidad de prod farmacéuticos.

Enfocandose al tercer punto, se tiene que se reqieren grandes cantidades de conejos

para realizar pruebas de Pirégenos y de sensibilidad dérmica.

La prueba de pirégenos necesita de conejos clinicamente sanos, de la raza Nueva

Zelanda de variedad blanca, genéti puros. Los deben pesar entre 1.5

y 1.8 Kg, machos.

Las pruebas de sensibilidad dérmica son realizables en conejos de la raza Nueva
Zclanda, ya que éstos poseen una epidermis extremadamente sensible y fina, ademas
de buena visibilidad de las reacciones que se esperan ver con esta prueba. A través de
estas pruebas se evidencfa el poder irritante de diversas sustancias farmacéuticas

aplicadas en forma tépica: cosméticos, cremas, lociones, etc.(27).

21



Por todo la ya expuesto, el conejo producido para el lab io debe ser ajeno a
cualquier aplicacién de ias far logi pues sblo asf, y estando
clinicamente sano, se puede g izar que la resp ante la prueba experimental o

de control es imputable solo a su biologia. Esto demanda un control estricto de los

factores ambientales para evitar estrés y enfermedades, asi como rigurosa higiene; por
esta razén, los conejos empleados en el laboratorio cuadruplican su valor en relacién

a los destinados al consumo como alimento(27).

F.2. Samadel conejo.

Es el padecimiento mds comin de Ia piel de los conejos es la samna la cual afecta
pricipalmente la superficie interna de la oreja. También se le conoce como “sama de la
oreja, sarna gangrenosa de las orejas u oreja calda", y es provocada por el Psoroptes

cuniculi; cuya distribucién es mundial.

El conejo continuamente sacude la cabeza y se rasca las orejas con los miembros
posteriores; se produce una dermatitis fibrocostrosa progresiva, con pérdida de pelo. Al

el animal se lesiona y hay hemorragia. Por el peso de las costras la oreja deja de

estar erecta y "se cae”. La infestacién avanza tanto hacia afuera sobre el pabellén de la
oreja, como hacia adentro, interndndose al oido y causando torticolis. Los animales dejan

tan infeccione: daria

de comer, pierden peso, dejan de reproducirse y experi

La observacion directa al microscopio de pequefias costras en solucién pueden mostrar

al parésito, dichas den ser obtenidas por raspado de las zonas mds irritadas del

P

pabellén auricular. El retiramiento fisico de las costras junto con ef lavado de jabdn a base
de hexaclorofeno o por aplicacién de benzoato de bencilo diariamente, ayudan a la

erradicacion del pardsito(27).
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Este parésito no constituye una zoonosis. Aunque, por otro lado, se ha reportada hasta la
fecha que el parésito de sarna del hombre, Sarcoptes sacabiel, presenta zoonosis con
algunos animales. El Psorotediac es 5 veces mas: grande (500micras) que el Sarcoptediae,
se diferencian principalmente por la forma y por que el primero ticne tres pares de patas

més grandes que el segundo(28).
Inmunodepresion.

El control de la enfermedad por medios inmunolégicos ticne dos objetivos: produccién

de la i idad descada y la eliminacién de las i i no deseadas. El

primero de estos objetivos se consigue mediante métodos de inmunizacién en vez de
farmacos. Mientras que el otro objetivo, generalmente, se consigue con farmacos. Dichos
farmacos son llamados "i ysupresivos” o i presores, que son drogas capaces

de inhibir los procesos de inmunidad; aunque algunos de estos también tienen propiedades

antiinflamatorias(30,31).

En la clinica se han usado varios grupos de firmacos pata suprimir la respuesta

inmune. Los mds importantes son:

1. Corticoides.

2. Fénmacos citotoxicos.

3. Globulinas antilinfociticas.
4. Metabolitos fungicos.

5. Inmunosueros(32).

Siéndo el primer grupo el mds usado, a los que sc les reconocierdn propiedades
linfociticas. En todos estos se puede realizar una evaluacién clinica mediante la
observacién médica, la biometria hematica o por la disminucién de la inmunoglobulinas

gama(33).

23



El andlisis electroforético se utiliza para determinar la pureza de protefnas individuales y
para realizar el analisis cuantitativo de una mezcla compleja(38). Esta técnica se ha
utilizado muy cominmente en la clinica, para la evaluacién de proteinas séricas. Se observa

" principalmente la i6n de la albumina y af globulinas, por tanto, ayuda al

¥ L 4 B

seguimiento de una inmunosupresién.

La muestra es aplicada en solucién en un campo eléctrico para hacerla emigrar, de
acuerdo a su punto isoeléctrico y el pH serd su capacidad de emigrar en un soporte, por
ejemplo, almidén, acetato de celulosa, papel, geles. La direccién del desplazamiento es de
derecha a izquierda con el dnodo (+) a la izquierda, en un pH de 8.6 (39). Estos soportes
permiten, medi ¢l uso de al técnicas de tincién y de un densinémetro cuantificar,

" Ias diferentes proteinas(34,36).

La mayor parte de las moléculas de la alblimina emigran a la misma velocidad
simulando una sola fraccion(37), mientras que las globulinas que se pueden observar son

los siguientes:

- alfa: se tada, en g I, en procesos inflamatorios_agudos, en las

neoplasias y en otros sindromes con destruccién tisular (infartos, necrosis,

is): disminuye incc en infl i crénicas con reaccion

| por ejemplo cirrosis hepética, poliartritis crénica, etc..

- beta: aumenta especialmente en todos los procesos que cursan con hiperlipemia
(sindrome nefrético, mixedema, ictericia obstructiva, ciertas cirrosis,

ateriosclerosis marcada, etc.), no disminuye nunca.

- gamma: en infl i crénicas con reaccién mesenquimatosa (cirrosis
hepdtica, hepatitis crénica, brucclosis, lepra, kala-azar, histoplasmosis, etc.);

disminuye por defecto de sfntesis por pérdidas exageradas, en las grandes
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pérdidas de resistencia por infecci petid: pecial en nifios, y en

los carenciales avanzados, en mielomas (35).

La proporcién que se obtiene de cada fraccion sc en la figura 3(39).
70
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Figura 3. Proporcién de Proteinas séricas en hombre.

Toxicologia del lindano.

El lindano es un insecticida que se absorbe a través de la quitina en los insectos y

duce conv en los animales pues se absorbe ficilmente por la piel (via topica y

¥

via bucal). Cuando se aplica excesi se puede p irritabilidad, insomnio,

vértigo, ambliopia, estupor y coma. Es irritante para piel, ojos y mucosss, Puede provocar
anemia aplasica, En orina (para adultos) se elimina el 10%(6,15,29).
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II. FUNDAMENTACION DEL TEMA.

La sarna es una enfermedad que ataca principalmente a las personas de escasos recursos,
"a las que viven en zonas marginadas y a aquellas que carecen de los servicios necesarios,

como son el agua, drenaje, y en personas con malos hdbitos de higiene.

Esta enfermedad suele aparecer cada 10 o 12 afios, como pequefia o gran epidemia. Se
presenta tnicamente en la piel, originando desde una pequefa irritacién hasta graves
escaras y otro dafio dérmico importante; se transmite por el contacto directo o el uso de las
ropas de personas enfermas. Por estas razones se debe tener un adecuado cuidado de la

salud ambiental y estar preparados con una terapéutica eficaz y segura, para controlar, y si

es posible erradicarla.

La terapéutica de cualquier enfermedad se basa principalmente en el empleo de
medicamentos, ya sea para contolar, prevenir o aliviarla. Por tanto, es de suma importancia

conocer los mecanismos en el desarrollo de un medicamento.

La sustancia que seré proyectada como un principio activo debers ser identificada en su

inicio, dentro del desarroilo de un medicamento, conocer su procedencia, caracterizacién

fisica, quimica y biolégica, para pasar posteriormente a la formulacion del medi to en

la presentacién farmacéutica que usara el hombre, y con esto la via de administracion,

Una vez realizada la formulacién se tendrd que seguir el paso previo, pero muy
importante, a la administracién al hombre, que es el estudio en animales. Los estudios dan

una visién muy cercana a lo que pasard al ser administrado al hombre; pricipal se

P 4]

evalua la toxicologia y la eficacia del medicamento, esta cs la etapa preclinica.
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La siguiente etapa es la clinica, en la que ya se administra en ¢l hombre: primero en
voluntarios sanos y luego en enfermos, en ambos casos la evaluacién debe ser rigurosa, el
tercer paso es otra evaluacidn menos rigurosa pero méds amplia, finalmente una evaluacion
constante del medi (post-t do), en la que se buscan algunos efectos otros

efectos terapéuticos o evaluar posibies efectos colaterales.
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HI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El registro de un medicamento o insumo para la salud, es el punto crucial y clave para el
que se autoriza la comercializacion. Para tal efecto, todas las agencias reguladoras de los -

A

"pafses y las industrias farmacéuticas productoras de estos i se han p i con

especial enfisis, en atender desde ambos puntos de vista, las convergencias necesarias
significativas de que todo medicamento o insumo, al ser autorizado su registro sanitario,
haya sido analizado y dictaminado como eficaz y seguro. Uno de tales andlisis es el estudio

preclinico, el cual se d en animales, de do a las especificaciones de cada pais.

Este es el caso de la crema de Benzoato de bencilo, que se desarrolla en la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, de la UNAM. Aunque en el mercado ya existe una
P tacion farmacéutica, como Ision, y debido a que presentard una nueva

formulacién, como crema scmisélida, es necesario realizar estudios para comprobar su

seguridad y eficacia para evitar posibles dafios en el hombre.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar la evaluacién preclinica de la crema de Benzoato de bencilo, en forma
semisélida, que se desarrolla en el laboratorio de la Planta Piloto de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza (FES-Zaragoza).

Objetivos particulares:

1. Evaluar el efecto de la crema de benzoato de bencilo, que se dcsaﬁolla en la FES-
Zaragoza, sobre la irritabilidad en la piel de congjo, comparandola con el placebo

y muestras comerciales.

2. Producir sarna en el lomo de conejo por inoculacidn de Sarcoptes scabiei con el

£

ésito de estudiar el efecto terapéutico de las a probar.

Lahet &

3. Compara la crema que se desarrolla en la FES-Z contra muestras comerciales y

placebo, luando la eficacia y/o equivalencia terapéutica, en animales

previamente infestados con:

a) Sarcoptes scabiei

b) Psoroptes cuniculli.
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V. HIPOTESIS

Debido a que la crema que se desarrolla en la FES-Zaragoza no contiene en su
formulacién al lindano, es menos toxica (imitante), y por su propiedad farmacdutica
oclusiva impide la evaporacién del b to de bencilo lo que permite que la

terapdutica sea mds eficaz que las muestras comerciales, que si contienen lindano.
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VI. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

Material, Equipo y reactivos.

Material bioldgico:

- 18 conejos albinos Nueva Zelanda, machos sanos de 3-3.5Kg de peso
- 12 conejos albinos Nueva Zelanda, machos, infestados con Psoroptes cuniculi, de
3-3.5Kg de peso

Material no bioldgico:

- 1 espitula

- 2 pipetas biolégicas 1.0mL ( Pirex )
- 4 jabones neutros ( Grisi )

- 12 jaulas para conejo

- 8 rastrillos ( Gillet )

- 50 parches tipo Draize

- 6 vendas elasticas ( Le Roy, Laboratorios )
- 1 tijeras ( Barrilito )

- 72 jeringas insullnicas ( Plastipak )

- 3 agujas estériles

- 1 mesa de curacién veterinaria

- 1 vaso precipitados 1000mL ( Pirex )
- 1 vaso precipitados 250mL ( Pirex )
- 300g de algodén

- 1 brocha chica

- 1 pinza quinirgica
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c)

d)

~ 100 isopos estériles
- 1 membrana para electroforesis de proteinas ( Titan 111, Helena laboratories )

Equipo:

- - Centrifuga ( Centrifuge CU-500, DAMONAEC Divisién )

- Microscopio ( Winkel, Carl Zeiss )

- Control de voltaje para electroforesis de proteinas (Titan Iil, Helena laboratories)
- Cémara de electroforesis ( Titan {11, Helena laboratories )

- I for de ¢l fotesis { Titan 111, Helena {aboratories )

- Pora para electroforesis ( Titan 11, Helena laboratories )

- Placa de muestreo para electroforesis ( Titan 111, Helena laboratories )

- Aplicador de muestras de electroforesis { Titan U1, Helena laboratories )
- Otoscopio ( Welch Aliyn)

- Balanza analitica ( 1206FP, Sartorius )

Reactivos:

B o ial 1 ( Scabisan plus, Isién; bencilb 25%-lindano1% Chinoin,
Meéxico)

- Comercial 2 ( Scabisan, crema; lindano1%, Chinoin , México)

- Problema ( Crema de Benzoato de bencilo 25% elaborada en la FES-Zaragoza)

~ Placebo ( Crema de Ia formulacién de Benzoato de bencilo-crema elaborada en la

FES-Zaragoza )
- 1 litro de sofucién salina isoténica ( 0.9% )
- Kit de buffer do pH 8.5 para electroforesis de prote; { Titan III, Helena

{aboratories )
- Kit de solucidn Ponceus ( Titan 1, Helena laboratories)
- 5 litros de agua desionizada
- 200 mlL metanoi absoluto ( grado reactivo, Merck )
~ 50 mL 4cido acético glacial ( grado reactivo, Merck )
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B. Meétodos.
I Prucba de irritabilidad.
Se feah‘zb el rasurado de! lomo de 12 conejos y fue dividido en 4 cuadrantes, 6 de

fos conejos fuerén escoriados y fos otros no lo fuerén, posteriormente se Jes aplicarén
las (placebo ial 1, problema, y comercial 2) de manera aleatoria y se

procedid a realizar la lectura (de acuerdo al cuadro de Draize) a las 24 hrs. y a las 72

hrs., de los valores obtenidos se realizé una dltima evaluacién segin el método de

Draize®. El método fue el de Draize con algunas modificaciones, consistié en lo

siguiente:

1. Realizar el rasurado del lomo de 12 conejos, procurando no irritar ni causar
escotiaciones, en un &rea de 15x15cm, preferentemente.

2. Hacer las escoriaciones con una aguja estéril procurando no sangrar o llegar mas
alla del estrato corneo, en forma de gato, a 6 de los conejos, los otros 6 conejos
restantes quedan sin escoriar.

3. Aplicar de manera alealtoria a cada conejo, escoriado y control (no escoriado), 0.5g
en caso de sélido 0 0.5 mL en caso de liquido de las cuatro muestras,

4. Colocar un parche Draize sobre {a aplicacion de cada

5. Cubrir con una venda elastica el lomo de cada conejo.

(TP

6. Tomar la lectura a las 24 hs. de ap las de do al di

Draize.

7. Sin lavar volver a aplicar de nueve Jas muesteas en el sitio previamente empleado
y repetir pasos 4 y 5.

8. A las 48 hrs. de la segunda aplicacion ( 72 hrs. de Ja primera aplicacion ), realizar

la segunda fectura de cada muestra.

9. Obtener la evaluacién de las | de cada , de do a Draize,

analizar y concluir.

“Ver amero ),
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Figura 4. Diagrama de flujo de la Prueba de Irritabilidad.




L.

Infestacién de los concjos con Sarcoptes scabiel,

A seis conejos sanos se les inmunodeprimié con la aplicacién. de dexametazona
(img/Kg peso/dia) durante 12 dias, lo cual se comprobé al realizarles un estudio
electroforético de protefnas a los sueros antes y después de aplicado el firmaco.

El Sarcoptes scablei se obtuvé de un p un raspado, media hora

antes de aplicarlos a los conejos, do algodén y probando la i6n del '
pardsito en un microscopio. La aplicacién de! parédsito al lomo los jos se hizo con
una brocha, 21 dias después se realiz el diagndstico de infestacién de sarma por

Sarcoptes scabiet en los conejos; el método se realizé de la siguiente manera:

1. Extmer !mL de sangre a cada uno de seis conejos, de la vena marginal con una
Jjeringa insulfnica, vaciar cn tubos de ensaye.

2. Esperar a que coagulen fas sangres y centrifugar hasta que se separen el suero y el
coagulo.

Q 1 1 s

parar suero y

4. A los seis conejos aplicar Img/Kg peso/dia de dexametazona por via
intraperitoneal, durante 12 dfas.

5. Extraer ImL de sangre a cada conejo, de la oreja y vaciar en tubos de ensaye.
Separa sueros y realizar electroforesis.
Realizar el raspado de un paciente con sarna, de 30 min. a ] hr. antes de aplicar el
pardsito a los conejos.

8. Suspender el raspado en 500mL de solucién salina isoténica. Verificar la presencia
del parésito al microscopio.

9. Aplicar la solucién con el pardsito sobre el lomo de los conejos, usando una
brocha.

10. Dejar que el pardsito se

en los

jos durante 21 dlas, Las jaulas se
lavan cada 4 dfas,
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18

{1, Terminados los 21 dfas (periodo de incubacién), realizar ¢l diagndsti

Prueba de eficacia y/o equivalencia para conejos infestados con Sarcoptes scabiel.

Verificar que todo el lomo del conejo se encuentre infestado.

Aplicar al azar las cuatro muestras a probar al azar, considerando que el drea
infestada consta de cuatro cuadrantes.

Colocar un parche en cada cuadrante.

Después de 24 horas quitar el parche y lavar con agua tibia y con jabon neutro.
Secar con toalla estéril desechable, procurando no tallarle con fuerza para no irritar
més la piel del conejo.

Repetir de los pasos 2 a 5 durante 6 dfas mas.

Después de cada favado se hard una observacién minuciosa de la piel del conejo,
para realizar la evaluacié péuti

Al finalizar la terapia, se realizard una revision diaria del conejo durante 21 dias.

Si la infestacion del conejo no es muy intensa, se utilizara | conejo por muestra,

previa infestacion de 18 conejos mds.

£, Ky

V. Prueba de eficacia y/o equivalencia para concjos i con Psoroptes cuniculi.

Se utilizarén 12 conejos infestados con Psoroptes cuniculi, a cada conejo se le

aplicarén dos muestras, una por cada oreja, en total 6 orejas para cada muestra. La

aplicacidn se hizd con isopos estériles en toda la oreja, cuando presentaban costras se

extrafan con upa pinza quirurgica. La terapéutica fue de 7 dias consecutivos de

licacion de! medi N ( ). Postcriormente se realizé una observacién

'

diaria hasta que apareciera de nuevo la enfermedad o que fuera de 21 dfas. El

l en 1 istié en los .y . pasos:

| 4
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Aplicar con un isopo estéril una muestra por oreja de cada eonejd. en toda la oreja.

En total serdn seis orejas por o dos por jo. Aplicarlas at
azar.

A las 24 hrs, realizar una revision, si presentan costras quitarlas con una piza
quirvrgica.

Realizar de los pasos 1 a 3 durante 7 dfas total, de terapéutica.
Al terminar el séptimo dfa lavar con agua y revisar la oreja,

Revisar la oreja hasta que ap fa enfe dad, por un méximo de 21 dias.

3
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Figura 5. Diagrama de flujo de la prueba de eficacia y/o

equivalenca
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VII. RESULTADOS.

" Estudio de irritabitidad

En el estudio de irritabilidad se realiz6 [a evaluacién de do a lo que establ
Draize (ver anexo 1) y la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, dando los
siguientes resultados:

—_CONEJO Eritema Edema
24hrs. 72hrs. 24hrs. 72hrs,
1 2 4
0 1 0
2 1 0
0 0 0
4 0 0
0 0 i

.CONEJO Eritemna Edems
24hrs. 72hrs. 24hrs, 72hrs.
e ! 0 0 1 3
* 2 0 0 0 0
s 3 0 0 2 2
* 4 0 0 0 0
* 5 0 1 1 0
. 6 0 0 0 0

Cuadro2. Evaluaciéndela Problema en la prueba de irritabilidad segin Draize.
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Cuadro3.  Evaluacién de la C ial 1 en la prueba de irritabilidad segin

CONEJO Eritema Edema
24hss. 72hs. 24hrs, 72hrs.
[

Cuadro4.  Evaluacion de fa C ial 2 en la prucha de iritabilidad segin

De acuerdo a los cuadros anteriores, se observé en los promedios que el placebo es el que
presenta mayor irritabilidad con un valor de 0.833 (cuadrol) siguiéndole las muestras comercial
1 y el problema con un valor de 0.416 (cuadros 2 y 3) en ambos casos, y por Gltimo la muestra

cometcial 2 con un valor de 0.124 (cuadro 4).

Aunque se observa que todos entran en el primer punto de la evaluacién de Draize, donde

los valores menores de 2 orientan a un producto como irritante ligero.
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1. Infestacidn de los conejos con Sarcoptes scabiei.

Por otro Iado, en la infestacién del conejo por Sarcoptes scablei, se logra la i depresi6
de los conejos, ya que al evaluar la i globulina IgG se observa que para todos los conejos
disminuy6 a casf la mitad, oscilando entre los rangos de 0.41-0.49 g/dL (antes de inyectar ¢l
inmunosupresor) y 0.19-0.25 g/dL, (después de la i presion) (figuras 6y7); sin embargo,
durante el lapso de incubacion del dcaro de Sarcoptes, que fue de 21 dias, no se observé rasgo

alguno de la presencia de la sarna al ser revisadas las orejas y el lomo, incluyendo pliegues en

donde se pudiera reproducir el pardsito (cuello, entre el cuerpo y patas y drea cercana al rabo).

Aulin después de 14 dias, por lo tanto, el método de la prueba de eficacia y/o equivalencia en

Sarcoptes no se llevé a cabo, ya que no habfa conejo alguno donde realizar 1a prueba.

g/dl A

o
i
b

Albumina Alfat Alfa2 °  Beta Gamma
Figura6, Lectura en densinémetro de la electroforesis

de proteinas del suero del conejo antes del
tratamiento inmunosupresor.
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g/dl

Atbumina Aifal Alfa2 Beta Gamma
FiguraZ.,  Lectura en densindmetro de la electroforesis de
protefnas del suero def conejo después del tratamiento
inmunosupresor.
3. Prueba de cficacia y/o equivalencia terapéuti

La prueba en Sarcoptes no se Hlevé acabo por lo arriba mencionado,no obstante en los

jos ya infestados con Psoroptes, el i se di6 7 dfas continuos, posteriormente se
hace una revisién diaria d 14 dias. El i como se explica arriba, se aplica en las
orejas con isopos estériles.

Durante los primeros siete dias de revisidn se observd que la infestacion habfa desaparecido
en todos los conejos para fas cuatro muestras. Sin cmbargo, al octavo dfa se observd que sélo |
de 6 jos para cada empieza a p indicios de reinfestacion, pero en ¢l conejo

de |a muestra problema la lesién es en la parte profunda de la oreja, cerca de! oido, 1o que se
observé con el otoscopio, mientras que para las demds muestras Ia lesién es en la parte media de

fa oreja.
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Posteriormente, en el décimo dia ya son 3 de 6 conejos por muestra los que presentarén la
do ya las lesi en el drea circundante al oido para todos los casos; finalmente

samna ap
en el décimo cuarto dia de revisién ya todos los conejos volvierén a presentar la enfermedad

(figuras 8-11), siendo los de la muestra problema y comercial 1 los que presentan las lesiones
més ligeras y principalmente cerca al oido, mientras que para el estandar 2 y placebo sc da méds
en las partes medias de las orejas y cerca del oido.

@Q-mZOOn

01 23 456 78 91011121314
Dias de revisién post-tratamlento
Eigura 8, Evaluaccion de Jos concjos que se reinfectan con

Psoroptes Cuniculli después del tratamiento con
lamuestra  Problema .

wo=mzon

01 23 45 6 78 91011121314
Dias de revisidn posi-tratamiento

Figura 9. Evaluaccién de los conejos que se reinfectan con
Cuniculli después del tratamiento con
lamuesira  Placebo .
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Cwovmzoal

¢t 23 4 56 7 8 91011121314
Dias de revisién post-trmamicnto

Figura 10 Bvaluaccién de los conejos que se reinfectan con
Paoroptes Cuniculli después del tratamicnto con
lamuesim  Comerclal 1

Tap-mzon

0!23456789!01II2]3I4
Diss de revisién post-tratamiento

Eigum 11, Evaluaccidn de los conejos que sc reinfectan con
Psoroptes Cuniculli después del tratamicnto con
lamuestra  Comercial2 .
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS.

Como se puede ver en los resultados del estudio de irritabilidad, el placebo resulté ser el
que presenta el valos mds alto de irritabilidad (0.833 unidades Draize), lo cual se pudd
deber a que como no tenia al pricipio activo, benzoato de bencilo, entonces el efecto

tensoactivo no se diluyo, lo que provocd a su vez que hubiera més dafio a la piel,

i

También se puede observar que la muestra p yla iall, tenen

valores Draize finales inferiores al placebo e iguales entre si, dicha semejanza indica que la

del lindano en la ial no tuvé mucho que ver en el grado de

irritabilidad. Mientras que en la muestra comercial 2 1a irritabilidad es la ms minima de las
cuatro lo que viene a reafirmar que el lindano no tiene que ver en la iritabilidad, sin

£y

bsorcién es mis pelig que la del benzoato de

que su

embargo hay que
bencilo.

Por otro lado, la sarna por Sarcoptes scabiei no se logro en los conejos debido a que la

piel no p ba las cc para su desarrollo, entre ellas el grosor de la

PIUE

piel, ya que como se menciond anteriormente el pardsito tiende a hacer tuneles en la piel

demd id que la

humana y la piel del conejo es mas delgada, hay que

administracién del inmunosupresor no se continua y aunque es de larga duracién (36 a 72

hrs.) el efecto inmunosupresor no para poder permitir la infe ién del conejo con

el 4caro; o simplemente por que no hay una zoonosis.

En la prueba de eficacia con Psoroptes se observa en las cuatro muestras un
comportamiento aparentemente igual, ya que todos vuelven a presentar sama en el mismo
nimero de sujetos al mismo lapso de tiempo, pero los que presentarén una sama més
profunda o casf{ dentro del oido fuerén los que se analizarén con la muestra problema, lo
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- que pudo deberse a que el pardsito se anido cn el oido durante la etapa de aplicacién de la
muestra y volvié el dcaro a salir después de terminada la terapdutica, esto se vid
complementado con 1a manera de curar, ya que la curacién no se pudo hacer dentro del
oido por la incomodidad hacia el conejo de poderle causar desde una afeccién minima al

oido hasta el rompimiento de estc.

De igual manera, al final del estudio el comportamiento de la ial 1 se
presenta similar al del problema, que indica que no importd la forma farmacéutica pero si el

principio activo.

Para los conejos de las demds muestras la sarna se presentd en zona mds visibles, en la

parte media de 1a oreja, lo que indica que ain considerando la emigracidn del parésito hacia
el oido la terapéutica no fuc tan efectiva, de lo contrario la cnfermedad se hubiera

desarrollado principalmente en la zona cercana al oido.
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2)

3)

4)

5)

IX. CONCLUSIONES.

4 4 1

De acucrdo a lo antes i p ir que:

Las cuatro muestras son irritantes ligeros, sin embargo es necesario considerar fos

peligros de toxicidad que p el lindano al ser absorbido sistémi y las
tajas que da ef b y de bencilo de su f4cil eliminacion y baja toxicidad.

£l benzoato de bencilo es mas eficaz que el lind, do ambos se p en

la misma forma fz éutica

No importa la forma farmacéutica en la que se p elb y de bencilo, es

igual de eficaz.

El dcaro de Sarcoptes scabiei no presenta zoonosis, no obstante, para reafirmar este
punto se recomienda que se realice de nuevo el experimento pero ahora
continuando con la inmunosupresién después de haber aplicado e! bafio del pardsito
al conejo.

Y

La crema que se desarrolla en la FES-Zaragoza p las propici

para que pudiera ser probada en el ser humano, ya que pasa la prueba de -

irritabilidad siéndo un irritante ligero.
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ANEXO1

Método de Draize.

Como se menciond anteriormente, el método de Draize se utiliza para evaluar los
posibles efectos de irritabilidad para productos que son aplicados en la pie! del hombre,

utilizdndose a los conejos para dicha evaluacién.

Se usan conejos de la raza Nueva Zelanda blancos, machos; se usan 6 con piel intacta y
6 con piel escoriada (en forma de gato), del lomo . El producto farmacéutico a probar es
aplicado en parches de 2.5x2.5 ¢m de doble monocapa de gasa quirurgica sujetada por
alguna cinta adhesiva; y finalmente cubierta toda el drea de la piel experimentada. Se

aplican 0.5g de muestra en el caso de sélidos y 0.5ml. de muestra en el caso de liquidos.

Después de obtenidos los valores a las 24 y 72 hrs. para todos los conejos, tanto
escoriados como no escoriados, se saca la media de las 24hrs y las de 72hrs por separado,
ya sean eritema o edema; posteriormente se hace una media entre las 24 y 27hrs

juntas(8,18).

La obtencién de la tltima media da la evaluacién final del producto probado, de acuerdo

a los sigui valores (valores 6 unidades Draize):

-de0a2: irritantes ligeros
-de2a5: imitantes moderados
-masdeS: imitantes severos( 18 ).
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La evaluacion de 24hrs y las 72hrs, tienen valores de acuerdo a la siguiente tabla;

Eritema y formacién de escaras:
No eritema 0
Eritema muy ligero 1
Eritema bien definido 2
Eritema de moderado a severo 3
Eritemna severo a escara 4
Formacidn de edema:
No edema T EI N
Edema muy ligero 1
Edema ligero 2
Edema moderado 3
Edema severo 4

Cuadro 5. Valores Draize para la evaluacién de la prueba de irritabilidad.
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ANEXO 2

Procedimiento para la electroforesis.( Se realiza con el kit completo Titan 111 de Helena

laboratories)

N woaw

11,
12
13.

Conectar cdmara de electroforesis a control de voltaje. )

Afiadir 50 mL de solucién buffer a ' cada compartimiento de la cdmara de
electroforesis.

Aftadir 200 mL de buffer en un vaso de precipitados de 250 mL.

Meter la membrana de electroforesis en el vaso de precipitados, durante 5 minutos.
Colocar muestras de suero en el porta muestras, verificando que quede un menisco.
Sacar membrana del vaso y colocarla sobre la placa de muestreo.

Tomar muestras de suero con el aplicador de muestras y aplicar en Ja membrana dos
veces.

Una vez preparada la membrana, colocarla en la cdmara de electroforesis por 19
minutos y 180 volts.

Terminado el tiempo, teflir la membrana con solucién Ponceus durante 5 minutos.
Lavar membrana con solucién de 4cido dcético 5% de.3 a 4 veces, la membrana
debe tomar una coloracién blanca.

Deshidratar con metanol durante 5 minutos.

Lavar con solucién de metanol-dcido acético (5:1) durante 8-10 minutos.

Secar membrana hasta que quede transparente.

Leer en el integrador para electroforesis.
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Amblopla;

Edema:

Eritema:

Glomerulonefritis:

Hiperqueratosis:

Impetiginizacion:

Micloma:

Mixedema:

Onicogrifosis:

GLOSARIO

perdida visual que no es debida a un error de refraccidn o a otra
enfermedad del ojo(44).

son ronchas rojizas o pequeiias protuberancias que producen comezén(41).

erupciones cn la piel en la que se ven afectados los vasos sangufneos, lo
que produce una coloracion rojiza en la zona de daiio(42).

transtormo renal que consiste en hematuria microscépica, eliminacién de
clementos formados cn la orina, proteinuria e insuficiencia renal. Puede
existir daflo en la estructura glomerular(43).

perturbacién del crecimiento normal de las células de la piel que dan como
resultado una capa cornea defectuosa e imperfecta, se caracteriza por
lesiones rugosas de superficie dspera(40),

es la enfermedad secundaria de una enfermedad preexistente, las

4ol

enfermedades previas mas c« son la p sis, 1a sarna o picadura

de insectos, etc.(41).

es una afeccion maligna de las células plasméticas caracterizada por
sustitucion de la medula dsea, destruccion del hueso y formacion de
paraproteina(43).

secresion hormonal insuficiente que se manifiesta por la disminucion del
consumo de oxigeno(44).

engrosamiento, clongacién y curvatura de la ufla parecida a un cuerno de

carnero, que se ve generalmente en los pies(42).
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