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. RESUMEN

Uno de los problemas que esta causando una pérdatdiosa en la economia ganadera
son los efectos que ocasiona la garragaaaphilus microplus. La resistencia a los
farmacoslleva a la sintesis de nuevas moléculas, para edlonecesario un tiempo
aproximadamente de 10 afios, por lo que la tecreofmgiporciona diferentes dispositivos y
sistemas para la mejora de la eficacia del farmpomponiendo un principio activo ya
existente como es el caso de la ivermectina emstensa de liberacion modificada.

En base a lo anterior, se planteé desarrollar juavain sistema nanomeétrico portador de
ivermectina a base de polimeros biodegradableso¢apsulas), asi como elaborar
polimeros de impresion (imprinted polymers) queofazcan el encapsulamiento del activo
antes de la eliminacion.

Para la elaboracion de las nanocapsulas se uélizéétodo de emulsificacion-difusion
usando como polimero acido polilactico (PLA) y aado diferentes parametros de proceso
para lograr un sistema reproducible y de poblacionodispersa.

Con lo que respecta al polimero de impresion getsid mediante un método basado en
radicales libres, usando como componentes A&cidoacni@o (MAA), etilenglicol
dimetacrilato  (EDGMA),  2,2azobis-isobutironitrilo  (AIBM), ivermectina vy
dimetisulféxido (DMSO).

En la elaboracién del polimero de impresion, elati@tque permite una mayor eliminacion
de residuos en menor tiempo es por agitacion y cemadel solvente, manifestando que
éste se encuentra libre del farmaco a través darkcterizacion del mismo por FTIR y
SEM.

Después de obtener el polimero de impresion, sarie a cabo estudios para conocer su
cinética de adsorcién con la ivermectina, la aéididel analito y estudios sobre el efecto de
la disminucidn de muerte en escarabajos de la iesfyglnodius constans.

Posteriormente, se administraron ambos sistemas@laoparticulas por via subcutanea y
el polimero de impresién por via oral) en ratori@R de edad de 8 semanas, recolectando
las heces de la formulacién de ivermectina, y etemento de la interaccion de polimero
de impresion e ivermectina con el propoésito de cenel efecto de encapsulamiento del
farmaco por el polimero impreso sobre el porcerttajeobrevivencia del escarabajo.

Se obtuvo un sistema de tamafio nanométrico, repitddwy con baja estabilidad coloidal,
gue fue catalogado como nanocapsulas por micrasagpttronica de transmision y el
estudio de gradiente de densidad.

Al realizar el estudio del efecto del polimero dgiesion sobre los escarabajos, resulto
gue el polimero de impresion no es toxico paransédto, mientras que la ivermectina



causa muerte rapida de todos ellos. El efecto datémaccion polimero de impresion
ivermectina contenidos en heces de ratones mdaifgpse los coledpteros presentan un
tiempo de sobrevivencia mayor que cuando es exgpaéptincipio activo.



II. INTRODUCCION

Un problema a nivel mundial que se ha enfrentadompeahos afios en el area veterinaria
ha sido el control de los parasitos, como es & dasla garrapatBoophilus microplus,
acaro que trae como consecuencia un impacto negatila produccién ganadera.

Varios métodos han sido utilizados para la eliniracle la infestacion por ixodes, como
los bafios de inmersion que es el método mas cangcide mayor difusignPour-on,
inyectables, etc., arrojando que la seleccion dedycto a utilizar debe de tener en cuenta
el principio activo.

Existe un patron de desarrollo exponencial entoestubrimiento de nuevos insecticidas y
el desarrollo de especies resistentes a estos sipegductos, que se caracteriza por ocurrir
a través de los afios en menor periodo de tiempo.

La resistencia que presenta la garrapata a ursadmtisiderable de ixodicidas, pone de
manifiesto la necesidad de crear nuevos compuesiosnas y estrategias, considerando
gue el costo de un nuevo garrapaticida es de 100s@Bones de dolares y que puede

tardar mas de 10 afios desde su descubrimiento shasliaposicion en el mercado. Como
una opcion surge el desarrollo de preparados fauti@os de moléculas ya existentes en
sistemas de liberacion controlada, teniendo conjetisbs conducir el farmaco a su lugar

de accion y/o liberarlo de una manera controlada.

Dentro de los sistemas de liberacion modificaddadeacos se encuentran los sistemas
coloidales o transportadores particulados que yecluentre otros, a las nanopatrticulas.

Desde el punto de vista farmacéutico, las NanodapgINCs) son atractivas porque su
cavidad central basada en aceite, permite un alel de encapsulacion para sustancias
lipofilicas, caracteristica que permite pensarste éomo un sistema viable para encapsular
a la ivermectina, ademas de que en la literatura aparece informacion sobre
formulaciones basadas en nanocapsulas.

La ivermectina es un agente antiparasitario tamiboecomo ectoparasiticida en varias
especies animales, estudios realizados utilizdndohloo principio activo en diferentes
formas farmacéuticas han demostrado que la molédmdiene eficacia contra este acaro.

Algunos farmacos de uso veterinario como la ivetmacmodifican el funcionamiento
normal del ecosistema afectando a ciertos aninddgsadadores de materia fecal, en lo
particular a los coledpteros copréfagos. Sobresestses, el valor econémico de estos
insectos es muy alto, solo para Estados Unidosrdérida se ha estimado que en ausencia
de estos insectos, se gastarian 2 millones deed@bar afio en fertilizantes suplementarios
para el sector agricola, intervenciones técnicasulfiplicacion de tratamientos sanitarios
para el ganado.



En los ultimos afos, los polimeros de impresionreaq@n en la bibliografia como una
alternativa de sistemas de liberaciéon de farmaceemnyo mecanismos de diagnostico y
remocion de sustancias desde el cuerpo. Al elalboraolimero de impresion para capturar
la molécula que se ajusta a una plantilla concestagste caso la ivermectina, se pretende
disminuir la muerte del escarabajo pelotero, cbuyendo a que se restablezca el
equilibrio ecologico.



[I1. ANTECEDENTES
3.1 Parasitos
3.1.1 GarrapatBoophilus microplus

En los ultimos afios, las garrapatas son los pasagite mas dafios causan en la produccion
ganadera.

Una de ellas y la mas comun es la garrapata o deamombreBoophilus microplus.

Situacion Actual de la Campaiia contra
la garrapata Boophilus spp 2007.

B Libre
[ Eerradicacion
B control

2 Proceso de Liberacion
Fig. 1. Situacion actual de la Campafia contra largpata Boophilus spp. 2007 en México.

La situacion geografica hasta el 2007 (Fig. 1) estérida a la fase libre que ocupa una
porcion importante del norte del pais, asi comapigs areas del centro, comprende 94.4
millones de hectareas que equivalen al 47.88% eleitdrio nacional. Las areas en
erradicacion cuentan con 1.1 millones de hectageasse ubican en los espacios en los
cuales el parasito ha sido eliminado por efectoslad&€Campafia Nacional contra la
GarrapataBoophilusy representa un 0.57%. Las areas en fase de tenteste momento
alcanzan una superficie total de 101.6 milloneshéetareas y representan el 51.5% del
pais.

El impacto econdmico negativo & microplusa laganaderia se debe a efectos directos e
indirectos.

El efecto directo es el resultado del dafio a lakegipor accion de las picaduras, perdida de
sangre y disminucion de leche y carne. Por cadgabdpatas pegadas en un animal, se



baja la produccion de leche o de carne a la mitsel lya encontrado que un animal puede
ser infestado por mas de 150 garrapatas. El efadicecto estd dado por los agentes
etiologicos que transmiten. Cada garrapata chupa tle sangre. Ademas de debilitar al
animal transmiten mas de 50 enfermedades. Entas eBta la tristeza o babesia, y la
anaplasmosis, que parasitan la sangre y mataridbslgs rojos, originando que el animal
este decaido y anémico.

Se estima que el costo de produccion ganaderazalentre 100 — 150 millones de délares
por afio, que incluyen gastos en acaricidas quinyicaedicamentos para el control de las
hemoparasitosis.

Los beneficios econdmicos que reporta su contridinesn dependencia de una efectiva
estrategia de control integral, donde se combinesel racional y comprobado de los
productos garrapaticidas, los efectos de la vaddifacy el adecuado manejo de los
pastizale$

3.1.2 Ciclo biologico de la garrapata

HOSPEDADOR

-

LARVAS

Se alimentan
Mudan (8 dias)

NEQ-LARVAS NINFAS
Se alimentan
Fudan {4 dlas]

l:'IZ dias)
Se alimentan SUELO
Hembra pone
huevoes y muere

Fig. 2. Ciclo biolégico de la garrapata

Como se muestra en la figura 2 las larvas estaloepastos esperando al hospedador,
cuando sube al bovino, se alimenta de sangre y mund#a, sigue alimentandose y muda a
adultos machos (gonandros) y hembras (partenogisasyaparean y la hembra sigue

chupando sangre hasta estar repleta y se transfermteleogina, aqui abandona al

hospedador, busca un lugar protegido en el suetomyenza la puesta de huevos (3,500 a
4,000), a partir de los huevos se originan las-rlaovas. La duracion del ciclo oscila entre

20 y 41 dias, siendo normalmente de 23 dias y diepda la temperatura ambiente. Las
larvas pueden vivir en el pasto y sin alimentame80 dias, si las condiciones climéticas
son 6ptima$



3.2 Control de las garrapatas

Multiples han sido los métodos que se han emplgmda el control de las garrapatas,
clasificandose en métodos quimicos, biolégicosétiers y naturales.

3.2.1 Control quimico

El uso de productos acaricidas que matan a lagga s el medio de lucha mas difundido
en el mundo. Esta basado en el conocimiento del loiclégico del parasito para evitar que
haya reinfestacion de la pastura por larva.

El ciclo biolégico en el vacuno se completa en @eniquo promedio de 22 a 23 dias.
Tedricamente, utilizando una acaricida eficaz (98%ga 21 dias, evitariamos la presencia
de B.microplus con capacidad reproductiva, logrando un control t@tamientos de
ruting.

La seleccion del producto a utilizar debe tenerceanta el principio activo, esto es
necesario para realizar una adecuada rotacionrmdpumstos, en forma tal que no se incurra
en la sobreutilizacion o subutilizacion de un piduSe recomienda cambiar de principio
activo cada cierto periodo de tiempo (de 4 a 6 g)ese

Los productos mas empleados son liquidos concerstrqude contienen un principio activo
contra el parasito pero que ademas tienen en swldrsustancias emulsionantes, solventes
y humectantes que juegan un rol muy importanteeralidad del producto. Los principios
activos mas usados (Fig. 3) en la lucha contragéasapatas han sido: organoclorados,
organofosforados, carbamatos, amidinas y piretsosttetéticos ”.

R
A) B) Rl C o ,CH3 Rl R5 : D
N

R Cl N |
R—O—Il cl (,: Ry H \\C/N\ N
2 IP§O R, H C R
H 4
X R> R2

Fig. 3. Estructura base de algunos antiparasitaridy organofosforados, B) organoclorados, C) carlzdos
y D) formamidinas.

3.2.1.1 Compuestos clorinados: son estimulantesSBEl, produciendo manifestaciones
neuromusculares. Las sustancias activas son AlHiémacloruro de benceno, Clordano,
Dieldrin, Endrin, Heptaclor, Metoxiclor, Toxafer®DT y HCH/lindan§.

3.2.1.2 Organofosforados: se caracterizan por iinhé actividad de la colinesterasa,
produciendo exceso de estimulo colinérgico de ipscarinico, nicotinico y centfal.os

organofosforados son lipofilicos, se absorben @ésale la piel y se acumulan en tejido
adiposo donde son liberados lentamente a la sgrajres liquidos fisiologicos (leche), por



acumulaciéon pueden dar origen a un estado de emaemento crénico, motivo por lo que
Su uso es restringido.

A pesar de su estabilidad sobre el pelo, lana || psta familia de farmacos queda
primeramente en la superficie del animal permaneéciele 4 a 8 dias, pasando este tiempo
el farmaco es adsorbido por la piel. Los medicaptsenie mayor uso en este grupo son:
Azinfosmetilo, Carbofenatién, Clorfenvinfés, Claifiss, Coumafds, Diazindn, Diclorvos,
Dioxatién, Feniltrotion, Fentién, Fosmet, Foxim, Ist#6n, Paration, Tiofés y Triclorfén

3.2.1.3 Carbamatos: actuan de manera similar aotganofosforados inhibiendo la
colinesterasa. Los principios activos mas conocgtos Carbaril, Carbofuran, Metonilo y
Propoxuf.

3.2.1.4 Piretroides: provocan un bloqueo de lavigetd motriz, incoordinacion de
movimientos, irritabilidad, paralisis, letargo y emte.

Entre los farmacos mas utilizados se hayan: AfiatriCihalotrina, Fenvalerato, Fenotrin,
Flucitrinato, Permetrina y Resmetrina, Cipermeftit§ Deltametrind" y Flumetrind.
Estos tres ultimos compuestos tienen efectosuaksd importantes.

3.2.1.5 Formamidinas: ocasionan la muerte del eacégito por inhibicion de la
monoaminooxidasa, sus dianas mas importantes soreteptores de la optopamina. El
producto de mayor uso es el Amittaz

Los componentes anteriores (carbamatos, piretrojdEsmamidinas) son neurotoxicos.
Sus dianas mas importantes son los canales axodelesodio (DDT y piretrinas), la

acetilcolinesterasa (organofosforados y carbamatios) receptores de la optopamina
(formamidinas), y los receptores del GABA (HCH)

3.2.1.6 Otros compuestos quimicos utilizados hda Isis benzolifenildreas: la mayor parte
de los representantes de este grupo son altanferaees contra los insectos pero no contra
las garrapatdsLas sustancias con accién sobre estos ectomar&simo el Fluazurén, se
caracterizan por interferir principalmente en lanfacion de la quitina, impidiendo la
formacion de la cuticula del parasito, consider&admhibidores de las mudas y del
crecimientd®. Por otro lado estas sustancias intervienen efuralionamiento de las
glandulas salivales, afectando la nutricion dedivgrsos estadios. Las células excretoras
también se ven afectadas, ocasionando desequsliemoel liquido circulatorio de los
insectos.

3.2.1.7 El Closantel (5 mg/Kg) pertenece a la ferde las salicilanilidas, también ba
empleado como garrapaticida y demostrd eficaz geaie sobre formas inmaduras de
B.microplusy reduccién en la eclosion de los huevos de hesrtbasadas. Ofrece ademas,



buena proteccion via SC (6 semanas pamdlyommay por via oral a igual dosis a los
parasitos presentes en el anfinal

3.2.1.8 La reduccién progresiva del volumen deieidar utilizado es posible mediante la
utilizacién de acaricidas de accién sistémica adhtmados por via oral o subcutaffea
Entre los garrapaticidas sistémicos encontramos desivados de las lactonas
macrociclicas, los cuales han demostrado tenelracabbre garrapatas de uno y tres
hospederos.

La ivermectina es uno de estos compuestos y aplia2D0 microgramos/Kg en inyeccion
SC controla las garrapatasOtros derivados de la ivermectina, como moxidecty
doramectina, estan siendo desarrollados con bupaespectivas para su uso como
garrapaticid®’.

Los macrélidos han revolucionado el control depasasitos tanto en el hombre como en
los animales. La ivermectina es el producto megmocido de esta clase que incluye las
avermectinas. Comercialmente han vencido a la cwmnp@; muchos farmacos
convencionales que eran competidores directostdeekese de productos han dejado de ser
de uso habitual, y finalmente, han dejado de fabsg&e Muchos productos antiguos han
sido victimas de “la revolucién macrocicli¢a”

Las avermectinas y las milbemicinas son hoy logparasitarios mas utilizados, con una
cifra del orden de mil millones de ddélares amemsaren 1993. Asi, desde 1981, la
ivermectina ha sido comercializada en mas de 68epai es utilizada para tratar tanto el
ganado bovino, caprino, caballos, cerdos, peremagetios y hasta el hombre

3.2.1.8.1 Ficha técnica de la Ilvermectina
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Nombre quimico 5-O-dimetil-22-23-dihidroavermectiig
Férmula GgH74014

Peso molecular 875.1 g/mol

Aspecto fisico Cristales incoloros

Solubilidad en agua 4 mg/L

Punto de fusién

Este principio activo fue introducido en el mercan1981; es un derivado del grupo de
las lactonas llamado Avermectinas (aisladas en )193i@ducto de una fermentacion
natural del hongo Streptomyces avermilitis. La nvectina contiene al menos el 80% de
22,23-dihydroavermectina;By menos del 20% de 22,23-dihydroavermectina B

Es un agente antiparasitario en varias especiesadgs. Este compuesto es también usado
en agricultura y en los seres humanos para unaneeded del tropico conocida como
oncocercosis.

3.2.1.8.2 La absorcion, distribucion, metabolismaxcrecion han sido estudiados en
diferentes especits

Este farmaco se emplea bajo diversas férmulas i,dasi como en diferentes modos de
administracién. En inyeccién subcutanea y formdélagio acuosa, a la dosis de 0.2 mg/kg,
la persistencia de la ivermectina en el plasmaudiehal presenta una vida media de 3 dias.
La dosis es mayor en la formulacion “pour-on” naasa (0.5 mg/kg). Por ultimo, la
administracién de la ivermectina en formulaciénaseubajo la forma de un bolo intestinal
(sustained-release bolus) que libera durante méas4 deneses la ivermectina es
aproximadamente 12.7 mg/tia



Distribucion: La concentracion de ivermectina es limuidos corporales permanece por
periodos prolongados. La concentracion mas bajgzatepuesto se observé cuando habia
contenido gastrico, y por otro lado, se vieronsattancentraciones en moco y contenido
intestinal. Su amplio volumen de distribucion iradita alta cantidad del compuesto

encontrado en los diferentes tejidos, incluyenduda

Metabolismo: La ivermectina en la mayoria de losnales tiene una vida media terminal
larga, por ejemplo, en ovejas de 2-7 dias. Se mlkakthepéaticamente por via oxidativa.

Excrecion: La ivermectina se elimina por bilis ipdadientemente de la via de
administracion, por eso se detectan altas cantidadeheces, aunque también se excreta
por orina y leche.

La mayor concentracion de residuos esta presentl bigado y en el tejido graso. La
mayor via de excrecion es la via fecal en todae$pecies estudiadas y solo el 2% es
excretado por orina.

Mecanismo de accion: El mecanismo de accién devedamiectina es completamente
diferente al de otros antiparasitarios, involucranacompuesto quimico que envia sefales
de una neurona a otra, o de una neurona a una céluscular (GABA, acido gamma
aminobutirico). La ivermectina en los nematodogtyopodos estimula la liberacion del
GABA de la terminal sinaptica y refuerza la unidacia los receptores sinapticos, lo que
interrumpe el impulso nervioso normal produciendo plaralisis del parasito, el cual
finalmente muere.

3.2.1.8.3 Limites maximos de residuos y toxicidad

En cuanto a la toxicidad del compuesto en estudmgzados por el Comité de Expertos, se
determiné la cantidad de residuos que un ser hurpaade ingerir sin que tenga efectos
indeseables para la salud (IDA), ésta es de 0Hgpa¥ peso vivo. Con base a lo anterior
los limites maximos de residuos (LMR) consideradomo seguros para el consumo
humano son en higado 100 pg/kg, grasa 40 pg/gnisoulo 10 pg/kg.

Los signos clinicos de toxicidad de la ivermectinmando es administrada en

concentraciones mucho mas altas de las indicadss animales muy sensibles dependen
de la especie pero en general se presentan eéntwesl del sistema nervioso central como
dilatacion de pupilas, problemas de locomocionx{@jatemblores, paralisis, convulsiones

y muerté®.

Las garrapatas que se alimentaron del ganado auikidrévermectina muestran un
desarrollo incompleto de sus ovarios. Dado quesagierapatas no se alimentan hasta estar
totalmente ingurgitadas, se piensa que el efectebe a la ingurgitacién parcial y no a
esterilizacion. Si se lograra disefiar una formalildberacion prolongada que mantenga
concentraciones garrapaticidas o esterilizanteantieirun tiempo prolongado, esto podria



funcionar “limpiando” a los animales y pasturagjalgue las larvas que se incorporaran a
los animales serian afectadas por la concentragiéuante de ivermectin&

3.2.1.8.4 Estudios realizados con ivermectina.

A continuacion se mencionan algunos estudios ez con diferentes sistemas de
administracién encontrados en la bibliografia.

La evaluacion de la eficacia de la ivermectinacapla tOpicamente contra la garrapata
Boophilus microplusen dosis de 200, 500 y 1000 pg/kg, teniendo upaycontrol (sin
tratamiento) y sumado a este estudio una comparagduna formulacion inyectable por
via subcutanea (200 pg/kg), dio como resultadodmasa el nimero de garrapatas hembras
engordadas (alimentadas de sangre del ganadoa dueriectina aplicada topicamente en
dosis de 200, 500 y 1000 pg/kg presentaron el 5§, 8L% respectivamente, mientras que
la ivermectina administrada por la via subcutaneadel 80%. Con lo que respecta a la
reproduccion de la garrapata fue reducida por yrd84y 95% respectivamente y por via
subcutanea fue 94%, no existe una diferencia gtifa entre las dosis de 500 y 1000
ng/kg (aplicacion tépica) contra 200 pg/kg via siaeed’.

La eficiencia de un tratamiento con ivermectinaiffec ® inyectable) o moxidectina fue
determinada por la administracién de una inyecpidmvia subcutanea en una dosis de 200
H1g por kg en ganado infestado con garrapatas enedtes etapas de desarrollo, dando
como resultado un porcentaje de reduccion del®8B1% respectivamente. La capacidad
de reproduccion de las garrapatas se redujo hast@9%. Los resultados indican que
ambos endectocidas fueron 99.7% efectivos contreaggtas adultas o en etapa de
ninfas’®.

3.2.2 Control biologico.

Como se ha comentado con anterioridad, los produqtiimicos para el control de
garrapatas es cada vez menor debido a los altésscds desarrollo y a la aparicion de
problemas de resistencia que los deja fuera detader Dicha situacion, sumada al
impacto ambiental que conlleva la eliminacion desgroductos del medio, da como
resultado la necesidad de desarrollar nuevos mewelgontrol, destacandose el empleo de
vacunas recombinantes contra las garrapatas.

El desarrollo de vacunas contra la garrafatenicroplusfue reportado por primera vez en
Australia donde la proteina BM86, aislada del itmesde la garrapata, fue recombinada en
Escherichia coliy llevada a escala mundial bajo los nombres die Gard &

Este antigeno permanece en forma natural "ocultsiseema inmunolégico del animal, es
decir, no juegan ningun papel en la interacciérmpadsro-parasito para inducir de forma
artificial la inmunidad del hospedéfo



La ventaja de usar antigenos ocultos esta en doggrrincipales mecanismos de evasion
parasitaria de la respuesta inmune. La falta déactm entre los antigenos ocultos y el
sistema inmunolégico permite que los parasitosesadollen estrategias para escapar a la
accion de una repuesta contra ellos, esto losésaerialmente atractivos para el disefio de
vacunas contra ectoparasftos

Posteriormente, investigadores cubanos, empleadasiodmente la misma tecnologia, pero
recombinando la proteina en la levaduPichia pastoris produjeron una vacuna

denominada Gavac ® (CIGB, Cuba), la cual tienestagipara su aplicaciéon en varios
paises de Latinoamérica como Colombia, Bolivia,sBraéxico, ademas de encontrarse
en fase de registro en otros paises de la région

Los anticuerpos especificos contra este antiger® $p obtienen en los animales
vacunados, junto con otros componentes como el leongmto, son ingeridos por las
garrapatas junto con la sangre; esto favorece gsieahticuerpos se unan al antigeno
provocando el dafio intestinal y el paso de lasasg&s a la hemolinfa del parasito. Ello
resulta finalmente en la reduccion del nimero deagatas que completan el ciclo
biolégico y se afecta la fertilidad de los parsitesultantes.

Por lo tanto el resultado fundamental de este iigeno no serd la muerte directa de la
garrapata en una sola generacion, sino el contogr@sivo del nimero de garrapatas en
generaciones sucesivas mediante la reduccion deapacidad reproductiva de estos
parasito§’.

El inmundgeno Gavac es utilizado en Cuba parargtalode la garrapatB.microplusen el
ganado bovino. El esquema de aplicacion involuara primera inmunizacion en las
semanas 0, 4 y 7, con revacunaciones cada 6 nigséss rebafios que pierden el esquema
de inmunizacion por diversas razones se requiémejrecio de la inmunizacion con una
prima inmunizacion de tres dosis. Cada dosis vddoneonstituye 2 ml de Gavac, que
contiene 100 microgramos del antig€hoRecientemente se ha ensayado una nueva
formulacion denominada Gavac Plus, la cual se efedgartir de la misma formula inicial

de Gavac pero obtenida mediante un proceso deigagin mas perfeccionado. Su
eficacia es superior al Gavac, produciendo maytitdes de anticuerp6%

Otra formulacion que se ha venido desarrollandta€eBickVac MK, la cual emplea un
antigeno crudo obtenido de la totalidad de la fmateatural de larvas d& microplug®.

El desarrollo de vacunas contra un numero de e@sip@s sigue en continuo apogeo,
considerando las vacunas que anteriormente se omancn hoy en dia se tiene la vacuna
SBmM7462 contra la garrapa®hipicephalus (Boophilus) micropfisdonde los resultados
indican que la secuencia en lo epitopes de dichanzason conservados en poblaciones del



sur de Ameérica, la conservacion de tales secuemsasiuy importante en la respuesta
inmunoldégica de diferentes poblacionesRigB) microplusOtro avance es el aislamiento
de una proteina obtenida desde la etapa de huelogderapatdr. (B) micropludlamada
BYC, induciendo una significante respuesta inmune eé ganadd. Y las vacunas
conteniendo el DNA recombinante Bm86, Ba86 y Bd86retadas eR.pastorispara el
control de infestaciones de garrapatas en Aftica

3.2.3 Control genético.

Este método se basa en la utilizacion de razashgestran mas resistencia a las garrapatas.
En términos generales se puede definir como latuaptdel huésped para imponer
limitaciones sobre el paréasito en cualquier etapaidrelaciéh La resistencia es adquirida
como respuesta al ataque de garrapatas y durdaodda. Aumenta con la densidad de
garrapatas y es hereditaria. Los terneros que rdeenadres resistentes estan protegidos
hasta el destete.

Es posible desarrollar rebafioBos taurus resistentes a partir de individuos
excepcionalmente resistentes, pero se necesitaosiaios para lograrse. La resistencia
puede conseguirse mas rapidamente a partir decergagnientos con bovind®os indicus.

En general se considera que se necesita de un &® angre d8os indicuspara lograr
una resistencia adecudda

3.2.4 Control fisico o natural.

Se ha comprobado quB microplusen su etapa de vida libre depende en gran maeera d
las condiciones externas de humedad y temperapmralo que pastoreos intensivos,
reducen la cobertura vegetal y pueden limitar laresdvencia de huevos y larvas. Tiene
influencia la composicion del tapiz vegetal donde & hembra repleta para encontrar esa
proteccién; es asi que campos sucios con arbustoalgzas proporcionan condiciones
favorables para qu#. Micropluscomplete su ciclo biolégico. Investigaciones mlas en
Colombia determinan que la supervivencia larvagaal garrapata fluctia entre 30 y 60
dias promedio, resultados que permiten recomendananejo rotacional de potreros con
periodos de descanso no menos de 30 dias, sieftlmktle 45 dids

Es importante tener en cuenta que la mejora déb piese un efecto indirecto, ya que al
mejorar el estado nutricional de los animales, $£gioeden desarrollar la capacidad de
soportar mayores cargas parasitarias sin pérdelasoduccioh

En la actualidad se ha corroborado que ningunmsienétodos explicados anteriormente,
aplicados de forma aislada, resultan totalmentaedis en el control de los ix6didos®
Sin embargo Polanco (2081)efiere que sélo un manejo integrado donde se ammbi



armonicamente los diferentes métodos, resulta derdenente efectivo en el control de
estos ectoparasitos.

3.2.5 Resistencia

El principal problema del uso de las sustanciagnimpais contra las garrapatas es la
aparicion de resistencia a los ixodicidas y la aeiapn del parasito en zonas ya limpias,
situacion que dificulta las campafias de ldcha

La resistencia desarrollada por las garrapatasasmdnifestado frente a casi todos los
grupos quimicos utilizados en su control; esto qiaralo preferentemente en areas donde
la utilizacién de acaricidas ha sido mas sisters&ti€ste fenémeno crea la necesidad de
realizar investigaciones epidemiolégicas deterndoata dinamica de la poblacion del
parasito a través de conteos de garrapatas y estadologicos; asi como la busqueda de
nuevas alternativas de conftol

La resistencia en la garrapata comun del ganadmdnd8. microplus fue reportada por
primera vez en Australia en el afio 1937, en Sumafen el afio 1938, en 1947 en
Argentina, en Brasil en 1950 y en México en 1981.

La frecuencia con que ha aparecido la resisteneiB.dnicroplusa muchos grupos de
acaricidas, ha hecho pensar que se ha llegadoraoamento critico, en donde hay que
prever la resistencia de las garrapatas a los ® afibs de la primera aplicacion de
cualquier nuevo tipo de acaricida

Esta realidad y el hecho de que el desarrollo devosi acaricidas es cada vez mas
complicado y costoso, hace que resulte imperiostac@on estudios que permitan alargar
al maximo su vida util. EI buen uso de los prodsigtara bafios acaricidas es importante
pues en el lapso que va entre su aparicion en ache y el desarrollo de resistencia del
parasito es cada vez menor con los nuevos prodfictos

3.2.5.1 Caracterizacion y distribucion de la resisia de garrapataB. microplus en
México.

Existe un patron de desarrollo exponencial entoestubrimiento de nuevos insecticidas y
el desarrollo de especies resistentes a estos sipevductos, que se caracteriza por ocurrir
a traves de los afios en menos periodo de tiempop AT (dicloro difenil dicloroetano) la
resistencia se presentd 6 afios después de salimeatado, lindano 5 afios,
organofosforados (OF) 4 afios, carbamatos 2 afiwstygides sintéticos (PS) 2 afios.

Cepas resistentes a Organofosforados (OF) y organados (OQ



Cepa Tuxpan, fue la primera evidencia de resisteadkodicidas en México. Se aislo en
1981 en el Municipio de Tuxpan, Veracruz y preseut@atron de resistencia a OF.

Cepas resistentes a piretroides.

En México las cepas de garrapatas resistentes fudP@ detectadas en seis muestras
analizadas durante 1993. Las dos primeras fuemoitidas del Municipio de Soto de la
Marina, Tamaulipas, otras tres del Municipio de lEBno Zapata, Tabasco, y la ultima de
San Juan Evangelista, Veracruz.

Cepa Mora, originaria del municipio de Emiliano Ztgy Tabasco y la cepa San Jorge,
originaria del Municipio de Soto la Marina, Tamaalk. Ambas cepas fueron
caracterizadas con un comportamiento de multitezsiga, con moderada resistencia a OF
y elevada a PS. De tal forma que la respuesta mdaele la cepa “Mora” hacia los OF es
similar al comportamiento de la cepa tipo “Tuxpgméro ademas, presento altos niveles de
resistencia para flumetrina, seguida de la cipgmaey por ultimo para deltametrina.

Se reportaron otros dos patrones de respuesta:Qmgdaacoalcos se distribuye en zonas
ganaderas del sur del Estado de Veracruz y peeseatrespuesta de resistencia moderada
a cipermetrina y muy baja a deltametrina.

Cepa Aldama, originaria del sur de Tamaulipas ptes@na respuesta de resistencia
moderada a flumetrina y deltrametrina.

En el 2002 se notifico resistencia a Amitraz enakab presentando la cepa San Alfonso
también resistente a organosfosforados y piretstidée

Tratando de entender porque cada vez es mas diicilatar a la garrapata, es de destacar
el caso de laipermetrinaque fue la sustancia principal utilizados pordasaderos.

CEDIVE (Centros de Estudios, Diagndstico e Invesdign Veterinaria) en los primeros
resultados del estudio sobre la resistencia ab&awphilus microplusencontrd un 12 por
ciento de sobrevivencia a la Cipemetrina. Quie@ragie de 100 garrapatas rociadas con
el piretroide, 12 quedaron vivas.

Dicho de otra manera, de cada cinco mil garrapsasias de una sola garrapata, murieron
unas 4,400 y 600 quedaron vivas. Cada hembraupjrgiviente, que llego a repletarse de
sangre, puso como minimo cinco mil huevos. Al fuanig las nietas de éstas, no murieron
por el acaricida hecho a base de Cipermetrinaskgsifica que a las hijas de estas nietas y
a su descendencia, la Cipermetrina no les haréimiefpctd™.

3.3 Sistemas de liberaciéon controlada (SLC)

Uno de los logros tecnolégicos mas importante b XX es el desarrollo de farmacos
cada vez mas eficaces en el control de una amaliagle especies parasitarias. Para la



industria farmacéutica este constante desarrollprdductos quimicos es cada vez mas
preocupante por el frecuente desarrollo de resistery, en consecuencia, la presencia de
residuos en productos de origen animal. Normalmémigresencia de residuos del farmaco
es la respuesta en el aumento en la frecuenciglidac@on y/o dosis del principio activo,
lo cual puede repercutir en el comercio internaadion

En 1997, las ventas mundiales de endoparasitic(@886), endectocidas (25%) vy
ectoparasiticidas (39%) fueron de 3100 millonesddiares. Una pérdida moderada de
eficacia (generalmente no visualizada a nivel dapcg representa fuertes pérdidas en
términos de costo/eficacia del antiparasitario.

En 1956 se evaluaron alrededor de 1800 compueasiesiras que en 1984 se probaron
22000.

Nari y Hasen (1999) informan que el costo de delarde un nuevo pesticida es de 100-
230 millones de US dolares, en un proceso que ptmdar mas de 10 afios desde el
descubrimiento de un candidato a su disposiciéel erercadd’.

Una estrategia que se puede considerar viable gladesarrollo de preparados contra
ectoparasitos es el redisefio de principios actaosxistentes en preparados farmacéuticos
estratégicos de liberacion controlada, sistemaacespde conducir el farmaco a su lugar de
accion y, una vez alli, liberarlo de forma contdalaEstos parecen, a priori, los sistemas de
liberacion mas prometedores para la administradé@mmoléculas de la biotecnologia y
moléculas con indices terapéuticos estrechos. Aauntps formas farmacéuticas
convencionales y las tecnologias de liberacion mesadisticadas seguiran teniendo un
papel importante en la formulacion y fabricacidmuklicamentos.

Paul Ehrlich, finales del siglo XIX y principios Id&X; concebia la posibilidad de lograr
“balas magicas” que reconocieran especificamenteigalr de accion y eximiera de la
misma el resto del organismo, logrando asi una mefgetividad y menor incidencia de
efectos no deseados.

Los sistemas de liberacion avanzan hacia tecnalogi@ garanticen mayor seguridad y
comodidad para el paciente.

Asi, la forma farmacéutica con mayor indice de iomento es el parche para liberacion
prolongada, que duplica su presencia en el mercadid ciclo de cuatro afos.

El cancer y la neurologia han sido las areas mdefioeadas de este gran auge tecnoldégico.
La insulina inhalada supone el ejemplo mas recidatéa investigacion en tecnologias de
liberacior®.

3.4 SLC poliméricos.



Muchas han sido las tecnologias desarrolladas ka$tgha para el disefio inteligente de
sistemas de liberacion de farmacos, tanto en epeamimano como veterinario, desde
sistemas moleculares, pasando por coloides y béktias transportadoras.

La necesidad del control prolongado en patologéaarimales silvestres ha dado lugar a la
utilizacion de sistemas econdmicamente viablesligeesn el activo lentamente, a efectos
de que el control se ejerza durante largos periodos

La mayoria de los sistemas de liberacion de farmasdocados en el area veterinaria
estaban fabricados de polimeros no degradables talmo la silicona, poliuretanos y
copolimeros de etelino-venilacetato, consideradoson@micos, biocompatibles,
biolégicamente inertes y aceptados por una aprobagigulatoria. En afos recientes el
interés por polimeros biodegradables como sistel@diberacion de farmacos en el campo
animal, ha desarrollado gran importancia. La ra®mste interés por utilizar esta clase de
polimeros es que no requiere ser removido el dispodesde el animal al finalizar el
periodo de tratamiento debido a su degradacionoguere al estar en contacto con los
componentes fisiologicos. Esto acarrea benefi@tes tcomo la reduccion de estrés en el
animal y reduccién de costos en términos de tiepgpeel uso final del sistema.

Los polimeros mas atractivos y cominmente utilisaghn los poliésteres tales como acido
polilactico (PLA), &cido polilactico-glicélico (PL&) y poli-ecaprolactona (PCL).

El alcance y el desarrollo de nuevas entidades phreontrol de parasitos tienen un
incremento significante, ejemplo: las microesfedtasPLGA (copolimero 50:50 y 90:10)

conteniendo ivermectina obtenidas por la técnicavdgoracion de solvente, y también la
utilizacién de PLA para la realizacion de las mistha

La eficacia de la ivermectina desde un bolo deditién sostenida por 90 dias arroja que
existe una disminucion en el nimero de garrapatasotths especies, excepto para
Boophilus microplusasi mismo no hay reacciones adversas atribuidasiaetmectina
contenida en el bolo de liberacién sostefiida

La eficacia de microesferas inyectadas (PLGA 50/586:35) conteniendo un 30% de
ivermectina para el control de garrapatas, obtusmcac resultados una perdida de
garrapatas en la pastura y el ganado que fue erat@diper6 35 kg de peso comparado con
el animal que no recibié tratamiefitd®

La aplicacion de sistemas de liberacion prolongagacontienen PLGA (acido polilactico-
glicolico) y PLA con ivermectina necesita ser adstiada con menor frecuencia que un
sistema de bolo (IVOMEC ® SR). Es mas, la cantittedl de ivermectina necesaria para
el control de los ectoparasitos fue reducida usdaslonicroparticulas en comparacion con
el sistema del bolo intrarumirfal



La aplicacién de pellets a base de ivermectinaida wilizada en animales silvestres de
vida libre, a efectos de espaciar sus tratamieRekets conteniendo alrededor de 600 mg
de ivermectina han sido implantados en animalesetamjetivo de obtener una pauta de
liberacion muy sostenida.

Este tipo de administracion ha sido utilizado ekpentalmente y monitorizado
clinicamente, con excelentes resultados.

En las nanoparticulas (sélidos coloidales entrey MO0 nm) podemos diferenciar dos
grandes grupos: las nanoesferas (NE) y las nandeap@NC), las cuales se diferencian en
su constitucion, ya que mientras que las NE estdnadas de una densa matriz polimérica,
las NC se componen de una membrana polimérica epubre un centro liquido oleoso.

Desde el punto de vista farmacéutico, las NC seoeci@as porque su cavidad central
basadas en aceite, permite un alto nivel de enlzapsn para sustancias lipofili¢as”

3.4.1 Métodos de obtencién de NCs

3.4.1.1Polimerizacion interfaciglque involucra una reaccion de polimerizacion ogare
en la interfase entre los nanoglébulos de aceiecgutiene la sustancia activa y una fase
acuos&"

3.4.1.2Desplazamiento de solventpie consiste en disolver una fase oleosa y éhpod

de recubrimiento en un solvente polar. Esta faseeste en una fase acuosa bajo agitacion
magnética, formandose las NC debido a la rapidssidifi de la fase organica en la acuosa,
lo que provoca una emulsificacion espontanea. baexuente adicion del polimero sobre
las nanogotas de aceite provocara la formaciésiskeima vesiculat

3.4.1.3Emulsion- evaporacignel polimero y el farmaco se disuelven en un deste
organico que sea inmiscible en agua (Ej. Diclorame), esta disolucién es emulsificada
con agitacion en una fase acuosa que contieneansms necesarios para estabilizar la
emulsion formada. La emulsién se somete a la aa#nn equipo de ultrasonido o un
homogenizador con la finalidad de reducir el tamai@o particula. Posteriormente el
disolvente es removido mediante calor y vacio. émacion del disolvente da como
resultado la formacion de una fina dispersion doasferas.

3.4.1.4Emulsificacion-difusiones un proceso en el que se forma una emulsidte/acgia
entre un solvente parcialmente soluble en aguau@l ha sido previamente saturado y
contiene disueltos el polimero y la sustancia atiy una fase acuosa saturada del solvente
y que contiene uno o varios estabilizantes. Lai@dicle agua a la emulsion provoca
rompimiento del equilibrio y la salida del solverstda fase continua con la subsecuente
agregacion del polimero sobre el aceite en fornd@fé 46->2

3.4.1.5Emulsificacion- difusién por desplazamiento de sole



El método de emulsificacion-difusion es capaz deparar nanocdpsulas de una manera
sencilla, eficiente y reproducible. Este métodopesferible de otras técnicas para la
elaboracion de NC tal como emulsificacion-evapdnaae solvente y nanoprecipitacion.
La técnica de emulsificacion-evaporacion requiggbdjar con solventes toxicos, mientras
gue el método de nanoprecipitacion produce bajodiméento y encapsulacion.

El mecanismo de formacion de las nanocapsulaslpuoétdo de emulsificacion-difusion
es explicado por una inestabilidad quimica produgior el transporte del solvente. Asi, la
difusion del solvente desde los glébulos del aceé#etro del agua acarrea moléculas de
aceite y polimero, formando regiones localmentemgturadas. Siendo estas regiones no
persistentes provocando la formacion de nanog@&aceite, polimero y principio activo y
rapidamente estabilizada por el agente activo soparficié®.

3.4.2 Caracterizacion de las nanocapsulas

Las nanoparticulas obtenidas por cualquiera deptosedimientos descritos deben ser
caracterizadas y controladas de acuerdo con unesy@h que aseguren su calidad y
homogeneidad, asi como su comportamiento biofanmiaogliberacion).

Ensayos caracteristicos que se suelen realizarrateparticulas:

3.4.2.1 Tamafio de particul&e realiza mediante PCS (Espectroscopia de aoibel de
fotones) o LD (Difraccion laser). PCS evalua lacfliacion de la intensidad de la
dispersion de la luz originada por el movimientdateparticulas. LD se fundamenta en el
angulo de difraccién de la luz originado por lastipalas, a menor tamafio se observan
angulos mas grandes. Los equipos miden el tamapartieula de acuerdo a la intensidad,
volumen y nimerd %8 >

3.4.2.2 Potencial zeteEl potencial zeta puede ser una manera efectvaodtrolar el
comportamiento del coloide puesto que indica cambioel potencial de la superficie y en
las fuerzas de repulsion entre los coloides. Lduacgn de este parametro ayuda a
predecir la estabilidad de las dispersiones cdlesdd.a medicidon se basa generalmente en
la movilidad electroforética.

3.4.2.3 MorfologiaSe utilizaMicroscopia electronicda técnica esencialmente consiste en
hacer incidir en la muestra un haz de electronst®e Bombardeo de electrones provoca la
aparicion de diferentes sefiales que captadas dentales adecuados, nos proporcionan
informacién acerca de la naturaleza de la muesmaagio y formd) >*

3.4.2.4 Comportamiento térmicee hace po€alorimetria Diferencial de BarridgDSC).

Se mide la variacion en el flujo de calor entrerlaestra y la referencia cuando dicha
muestra se somete a un programa de temperatunaaeatmoésfera controlada. El analisis
térmico puede proporcionar las propiedades deatirigtad de las particulas asi como las
interacciones farmaco-lipido y la modificacion quesenta con respecto al lipido y el



farmaco después de someterse a una técnica pdmmacion de las nanocapsulas.
También puede ser un indicador de la estabilidddsiaanocapsulas formadas a través del
tiempo. Se puede presentar la desaparicion, dismimy corrimiento de picos de fusion u
otros procesos dependientes de la tempefatura

3.4.2.5 Densidad de gradientes una forma de caracterizar cualitativamentgstééma en
base a la densidad que presenta el mismo, de acaeysta propiedad la formacién de las
nanocapsulas queda evidenciada al encontrarse sglistgma entre la nanoemulsion y las
nanoesferas en ese gradiente de densitfatfes

3.5 Impacto ambiental de la ivermectina

Impacto ambiental de la ivermectina eliminada plogaado sobre la coprofauna y la
degradacion de la materia fecal en pasturas.

Como ya se ha mencionado, la ivermectina es urpadsito endocticida, utilizado
ampliamente en el control de nematodos artropodesgctan a los bovinos.

La elevada proporcion de principios activos elirdvs a través de la materia fecal
interfiere en la colonizacion y la degradaciéon de heces, originando efectos letales y
subletales por accion del principio activo sobrgaaismos copréfagos no perjudiciales
para los bovinos y los efectos indirectos del f@orgobre parasitos de la mosca domeéstica,
hecho que evidencia no solo el gran espectro dérade la ivermectina, sino también el
riesgo potencial de toxicidad para organismos gtexactian con la coprofauna aunque no
desarrollen actividad coprofila. La ivermectina senva toda su eficacia insecticida durante
un largo periodo. Asi, Wardhaugh y Rodriguez- Mezéd 988) han demostrado que los
insectos coprofagos podrian intoxicarse todav@ssumen heces de animales tratados 40
dias antes.

Sin embargo una de las circunstancias preocupantéss actividades agropecuarias es el
tiempo de degradacion de las heces, ocasionandpicpEs econOmicos por el
desaprovechamiento de éareas de pastoreo (consecimeorporacion de nutrientes a
suelo). En la naturaleza existen los cocos o0 dsams coprofagos que ayudan a la
diminucién de esta materia organita

En este sentido, los escarabajos estercolerositiam@nportante papel, dada su capacidad
de incorporacion de heces al suelo. Normalmentedoarabajos hacen pequefias pelotas,
las cargan y las entierran en las cercanias, fatmastructuras en las cuales depositan un
huevo. La larva resultante de éste huevo se alaréente heces del bolo formado hasta el
estadio adulto, cuando sale para completar su bididgico. Su contribucion puede ser
sintetizada de la siguiente forma:

a) Mantenimiento de la fertilidad del suelo, debédia contribucioén del reciclaje de
nutrientes retirados de las pasturas, especialméntedgeno.



b) Creacion de espacios que faciliten la infiltdacdel aire y agua, debido a las
pequefias excavaciones y tuneles en su interior.

c) Limpieza en las pasturas, por el entierro destdcales, con esto se eliminan las
restricciones al pastoreo y aumentando la utilimaeifectiva del area.

d) Disminucién de las infestaciones de las mosedssicuernos y parasitos gastro-
intestinales, por la destruccion y entierro debloles fecales.

e) Contribucion para el uso racional de vermiciddasecticidas en el control de
parasitos gastro-intestinales y mosca de los cachssinuyendo su necesidad y
posibles riesgos de contaminacién ambiental.

f) Demostracibn de que no existe trabajo sin ingwia en la naturaleza,
resaltando al hombre y su responsabilidad como frnadora o mantenedor de ese
equilibrio, del cual depende directamente nuestbaevivencia.

El valor econdmico de los insectos de copréfagasgsalto, solo para los Estados Unidos
de América se ha estimado que, en ausencia deirstrdos, se gastarian 2 millones de
dolares por afio en fertilizantes suplementarios pr sector agricola, intervenciones
técnicas y multiplicacién de tratamientos sanispara el ganadd

3.6 Polimeros molecularmente impresos.
3.6.1 Historia

Hace mas de tres décadas en la universidad de ksendesarrollé un tipo de “redes de
pesca’ que funcionaban a escala nanométrica, ta@asi para atrapar células vivas e,
incluso entidades bioldgicas mas pequefias commanzi otras moléculas.

La técnica resultd atractiva en decenas de apticasi Por ejemplo para producir acido
aspartico, un aminoéacido utilizado en la preparadé@ varias medicinas, se usan hoy redes
plasticas que contienen células #&scherichia coli. En la industria alimentaria, la
conversion de azucar glucosa en fructosa, mucho dult®, se realiza mediante una
enzima especifica insertada en un material plastic@wontinian apareciendo campos de
aplicacion para estas trampas, incluido el médico.

Pero la herramienta original de la red presentasolprimer intento de desarrollar técnicas
gue sumen las ventajas de plasticos y moléculger&a el medio millar los investigadores
gue, en diversas partes del mundo, ensayan laseiplies de una segunda técnica, la del
moldeado molecular, en cuyo desarrollo desempeipapel crucial.

De forma general, las particulas plasticas u asasicturas se cubren con impresiones de



moléculas especificas y dichas impresiones searilpara propésitos concretos. Una vez
perfeccionada, esta técnica podia tener aplicaeiomuchas areas, incluso en el sector
alimentario, que ve el beneficio de su capacidag gliminar contaminantes como el
veneno de aflatoxina producida por un hongo. Lasvasl herramientas han comenzado
también a despertar gran interés en el campo biomégh que podrian acelerar las etapas
iniciales del descubrimiento de medicamentos, tiezadas en la separacion y purificacion
de farmacos y contribuir al desarrollo de dispesgti médicos y herramientas de
diagnastico.

Todo se origind al iniciar con el estudio de métgara inmovilizar enzimas y células,
preguntandose que ocurriria si se modificaba lasicac'de pesca” original, de modo que la
red moldeara alrededor de las moléculas captunagesmitiera posteriormente eliminar
las moléculas capturadas mediante un “lavado” dejaavidades perfectamente o moldes
de ellas mismas. ¢Dejarian estas impresiones ga® mbléculas del mismo tipo que las
originales encajaran en estos huecos? La respeesta los moldes podrian ser Utiles para
distintas tareas, una de ellas, para el aislamidatonoléculas seleccionadas a partir de
mezclas de compuestos (pues solo las moléculapageen la misma forma y los grupos
guimicos correctos encajarian comodamente en Végackes).

A lo largo de més de veinte afios, se han realinadoserie de experimentos con objeto de
desarrollar esta segunda técnica. Realizando lcsgudenomind “investigacion de cortina
de humo”. En primer lugar, mezclar las moléculasnderés (lo que se denominara como
plantilla) con los bloques de construccion de ldsticos. Estas unidades también llamadas
mondmeros, crean una malla plastica alrededor die glantilla. A continuacion se extraen
las plantillas con ayuda de un disolvente, obtetoga un material salpicado revestido de
plastico que posee una “memoria” de los contorndsstyibuciones de carga de los grupos
guimicos de la molécula biolégica original.

Los moldes plasticos, llamados polimeros de impresnolecular, MIP (moleculary

imprinted polymers), poseen diversas caractersstipae los hacen atractivos, resultan
economicos, ya que se requiere relativamente p@mopbd para producirlos y los

mondmeros plasticos son baratos. Ademas puedeessahles durante mucho tiempo,
incluso en condiciones extremas.

Una de las muchas utilidades potenciales de los &8Ha eliminacion de sustancias
indeseadas en la sangre. De este modo, se pospi@ndr los moldes moleculares de las
sustancias en cuestion contenidos en particulasgratas empaquetadas en tubos. Por
ejemplo un paciente con los rifiones dafiados padiii@zar un tubo colocado en un
dispositivo fuera de su cuerpo para eliminar ursasicia dafiina de su torrente sanguineo.
A medida que la sangre pasara a traves de unatrdaenosa dispuesta entre una venay el
tubo exterior con los MIP, las particulas polimasi@atraparian la sustancia seleccionada y
el suero limpio estaria de nuevo en el torrentutatorio.



Este tipo de tratamiento utilizado en continuo, rpodeducir la frecuencia de empleo de
hemodialisis. Una vez que el MIP se hubiera satuamh la sustancia no deseada, podria
desecharse, reemplazado por otro nuevo. Podriafiadse también dispositivos impresos
para eliminar sustancias no deseadas de otrasspddk cuerpo, como el tracto
gastrointestinal. Por ejemplo los moldes de modiculle colesterol pueden extraer
colesterol a partir de disoluciones.

La selectividad de los MIP podria ser aprovechaatalg industria farmacéutica para la
obtencion de farmacos de mayor pureza. La purezdepresultar especialmente importante
cuando un farmaco presenta dos formas, imagenesigapes una de la otra, una de las
cuales es beneficiosa y la otra potencialmentevaotia talidomida es un ejemplo clasico.
A finales de los afios cincuentas y principios de desentas, antes de que alguien se
percatara de que la forma util tenia una imagercesar perjudicial, en docenas de paises
se prescribieron a numerosas mujeres, por diveagases, formulas que contenian ambas
formas. Tragicamente la forma “mala” de la moléquiadujo graves malformaciones en
10,000 bebés de mujeres que tomaron el medicardardate el embarazo.

Los fabricantes de medicamentos a menudo sintefizeinseparado las dos imagenes
especulares de una molécula, pero los métodos atuqumion pueden dar lugar a la
formacién de pequefas cantidades de la forma matena deseada. Comparada con las
técnicas comerciales habituales, las que se basias &IP podrian resultar mas eficaces a
la hora de eliminar la versidbn no deseada de umddp, ya que cada forma encajaria
perfectamente sélo en una de las correspondieavidacles.

Entre las sustancias potencialmente nocivas que siin detectadas por los MIP se
encuentra el herbicida atrazina.

Tanto el gobierno como la industria han mostradgnam interés en unidades enmarcadas
en esta linea para la limpieza ambiental de lagosyos y suelos.

Mientras que muchas aplicaciones de los MIP senbesasu habilidad para capturar las
moléculas o microorganismos que se ajusten a uadilfd concreta, otras aplicaciones
implican el moldeado plastico que imita la totadidde una parte de una molécula natural
como, por ejemplo, un anticuerpo. Tales “plastipas’, como se les denomina, podrian
en potencia reemplazar a los anticuerpos natumesiuchas pruebas, con la siguiente
reduccion del empleo de animafes

3.6.2 Aplicacion de los polimeros de impresion

En los dltimos afios el gran desarrollo de sistematigentes con “imprinted” (Tabla 1.),

ha recabado pruebas en el incremento de documeatada aplicacion de los MIPs en la
designacién de sistemas de liberacion de farmacan ylos Utiles mecanismos de
diagndstico y remocién de sustancias desde el guerpal grado, que se han realizado



estudios de especificidad comparando estos camtisuerpos monoclonales.

Un completo resumen acerca de los MIPs para edéxgi en particular el colesterol fue
realizado por Davidson y Haye4 Polimeros de impresién conteniendo ciclodextrinas
demostraron tener una mayor capacidad para forosmrcbmplejos de inclusion con
colesterol. Las ciclodextrinas son comunmentezatilas para precipitar colesterol desde
disoluciones concentradas, teniendo el inconvemidet que el colesterol queda limitado
por la reorganizacion dentro de la cavidad dgd&lodextrina, la union efectiva entre dos
0 mas ciclodextrinas incrementan la interaccion leomolécula de colesterol. Komiyama
et al. prepararon polimeros con dos grupos dedggkoinas con una adecuada distancia
para el complejo entre la molécula del colestdtbkistema MIPs-colesterol muestra una
fuerte y selectiva unidon sobre sustratos en meclimso, considerando después de varias
sintesis que para lograr un mejor imprinted elstel®l tenia que ser adicionado antes de la
etapa de polimerizacién y la utilizacion de mondseanfifilicos, logrando asi tener una
gran capacidad de adsorcion.

Otro ejemplo que se suma a esta lista es el paimee prepararon Wizeman and
Kofinas’®, teniendo un MIP no covalente por asociacion #miara la unién de glucosa en
el estbmago y en intestino, asegurando que la ggugola fructosa tienen diferente
capacidad de union. ElI MIP podria simplemente rsgerido con los alimentos reduciendo
los niveles de glucosa en sangre, ademas de qui@ ged aplicado como sensor.

Tabla 1.Algunas empresas que utilizan los MIP

EMPRESA ACTIVIDADES
Aspira Biosystems Emplea como plantilla un segmerto

_ o seleccionado de proteina mediante una tégnica
Burlingame, California denominada impresién molecular parcial;

espera aplicar la aproximacién pn
investigacion y terapia médica.

MIP-Globe Trabaja en la mayoria de aspectos |de
_ _ moldeado molecular, incluyendo aplicaciones
Zurich, Suiza relacionadas con el descubrimiento |de
farmacos.
MIP Solutions Desarrolla técnica para contribuir |al
suministro de agua potable segura eliminando
Las Vegas Nevada contaminantes y para usar en los tratamieptos

residuales y operaciones de explotagion
minera basada en agua.




MIP Technologies Disefia herramientas para la extraccion y
. separacion de sustancias a partir de mezclas
Lund Suecia complejas a escala analitica e industrial| la
técnica esta pensada para las industrias
farmacéuticas, quimica, alimentaria y otras

industrias.
POLYIntell Disefia polimeros para su uso en purificagiéon
) _ y deteccién; genera anticuerpos y enzimas
Raan Francia artificiales a peticién; para su uso en|la
industria farmacéutica y otras industrias.
Semorex Desarrolla dispositivos manuales para aydda

a los médicos a diagnosticar enfermedddes
North Brunswick, New Jersey y Ness ZioNgnfecciosas y tumores en fase precoz o [que
Israel permitan a militares y personal de seguridad y
urgencias detectar e identificar rapidamgnte
explosivos y armas quimicas en el campo.

3.6.3 Mecanismos de preparacion de los MIPs

Los principales mecanismos de preparacion de |08 88 dividen en covalentes y no

covalentes. En el primer caso, las uniones quetsdlecen entre el analito o la molécula
molde y los mondémeros funcionales son de caracealente. En cambio, en la ruta de

sintesis no covalente las interacciones son deldiyentes de hidrégeno, interacciones de
Van der Waals y/o interacciones electrostaticapafir de estas uniones los monémeros
funcionales se organizan en torno al analito, palipan y junto con las unidades de

entrecruzamiento generan una red tridimensional GRiono, la molécula molde se extrae

de esta matriz para dejar libre los puntos de m@moriento mediante diversas técnicas
(reaccion de hidrdlisis para la ruptura de enlaoeslentes o extraccion con disolventes en
la via de preparacién no covalente)

3.6.4 Ventajas e inconvenientes de los MIPs commehtos de reconocimiento.

Como en todo lo nuevo, es necesario conocer latatimnes de uso, tanto sus ventajas
COmMo sus inconvenientes.

A) Ventajas:
i) Sensibilidad y selectividad elevadas.

i) Posibilidad de desarrollar MIPs destinados & miversos analitos incluyendo especies
para las que aln no se ha encontrado un elemenéca®ocimiento bioldgico.

iii) Especificidad predecible teéricamente (la éxigia de interacciones especificas.)



iv) Produccion con un bajo costo a gran escala.
v) Tiempo de vida largo: estabilidad quimica, té&ary mecanicas altas.
B) Inconvenientes:

i) En general, las constantes de afinidad son begadecir, que la afinidad del analito y del
MIP a unirse es pequefa.

i) Requiere altas concentraciones de molécula diderpara la formacion del polimero de
impresion.

iii) El procedimiento de sintesis de los MIPs cewd a multiples etapas y resulta laborioso.
Ademés hay pérdidas de materia Util y se obtieregles con una distribucion poco
homogénea de los puntos de union.

iv) en algunos casos puede existir dificultad pgvarar en medios acuosos porque no se
produce el reconocimiento del analfto

3.6.5 Sintesis de MIPs

Los procesos de sintesis pueden ser a traves ttesasiguientes planteamientos:

1. El proceso no-covalente es el mas utilizadosporelativa sencillez. La etapa de
complejacion durante la sintesis se logra por unctado de la molécula base con
uno 0 mas mondmeros en un solvente favorable. [Begel la sintesis la molécula
base es removida del polimero resultante por uma de lavados con un solvente o
mezcla de solventes.

2. Las caracteristicas anteriores ofrecen ventmasncima del protocolo covalente.
En donde las formaciones de uniones covalente® éatrmolécula base y el
mondémero funcional es necesario una previa polzaeildn. Es mas para la
remocion de la molécula base es necesario partiogitea union covalente, entonces
el polimero es sometido a una extraccion a refejoun Soxhlet o someter el
polimero con diferentes reactivos en solucion.

3. El planteamiento semi- covalente es una hibidtlade los dos métodos anteriores.
Asi la unién covalente se realiza entre la molébtalse y el monémero funcional



antes de la polimerizacién, una vez que la molébalse es removida desde la
matriz del polimero, la subsecuente union del amaliel MIP implica interacciones
no- covalentes.

3.6.6 Caracterizacion del polimero de impresionemaiar

La caracterizacion de un polimero se dificulta emangmedida por la insolubilidad que
presenta. Un grado de caracterizacion es posibléa (Quimica, (2) la morfologica y (3) el
comportamiento de reconocimiento molecular.

3.6.6.1 Quimica

Dada la naturaleza e insolubilidad del polimeroirdpresion, ocasiona la limitacion de
técnicas para su caracterizacion, descartando & NMrque no es posible tener el
polimero en solucién. Entonces los métodos anadittonvenientes que pueden ser usados
incluyen aquellos que puedan analizarse en swafsgilida.

3.6.6.1.1 Micro- analisis elemental

Este andlisis puede ser utilizado de una maneraria para medir el porcentaje por masa
de carbono, hidrégeno, nitrogeno, cloro, etc. Bstnica es aplicada al andlisis de
copolimeros, la informacion obtenida de la composic elemental puede ser

frecuentemente utilizada para calcular la compésicdel mondémero del polimero.

Desafortunadamente el método no es capaz de detactantidad de residuos en el
polimero de impresién molecular.

3.6.6.1.2 Espectroscopia de infrarrojo por transfada de Fourier (FTIR)

El espectro de FTIR de un polimero de impresiéndpuser facilmente elaborado y
entonces de manera similar al estudio de micrasamd@lemental, se extrae informacion
cualitativa sobre la composicion del polimero. Aderel FTIR permite realizar el estudio
de interacciones no covalentes, aunque la sewmsibilde la técnica tiene una serie de
limitaciones sobre la utilidad en esta ultima cdescion.

3.6.6.2 Morfolbgica

Es posible evaluar la morfologia de los polimeresndpresion. Dependiendo del método
de andlisis, la informacion pue@eoporcionar los volimenes especificos de poroafas

de poro, distribucién de poro y superficies esjeasfde area de los materiales. Dentro de
los métodos analiticos se encuentran los siguientes

3.6.6.2.1 Intrusién de solvente

Los macroporos del polimero son poros lisos permtaseen estado solido y esto permite
gue el solvente tenga acceso a la red del porolaRuedicion de la cantidad de solvente



introducido en el polimero se puede estimar elmeln especifico (mL/g).
3.6.6.2.2 Porosometria por adsorcion de nitrogeno

Este método involucra una cantidad fija de masa pidimero expuesta a un gas
(usualmente nitrégeno) a una serie de presionas. fijor la cantidad de gas adsorkado
una presion dada, las isotermas de adsorcién puseerconstruidas, seguida por la
aplicacion de la teoria de BET (Brunauer, Emmefteller) y modelos matematicos. La
informacidn que se obtiene después de aplicartkerianes el area de superficie especifica
(m?/g), volumen de poro especifico (mL/g), diametronpedio de poro, y distribucién de
tamafio de poro. El método es particularmente @i @nalizar en detalle un tamafio de
poro medio (meso-) y pequefio (micro). (La IUPACimeftamafio de poro de la siguiente
manera: microporos < 2 nm; 2 nm < mesoporos < 50nmasroporos > 50 nm).

3.6.6.2.3 Porosometria por intrusion de mercurio

Este andlisis involucra fuerzas de union de mescyripresion baja, dentro de una masa
fija de polimero seco. La informacion que puedegesrierada desde tales experimentos es
similar a la que se puede obtener por porosomdtiadsorcion de nitrdgeno, y este
método es generalmente mas sensible a poros macro.

3.6.6.2.4 Cromatografia de exclusion de tamaforsas@d SEC)

En contraste a la porosometria de adsorcion dégeitio y mercurio, las cuales analizan el
polimero en estado seco, ISEC permite el anélesis @structura del poro del polimero en
estado humedo. La informacion sobre la estructwlapdro del polimero en la fase
estacionaria puede ser extraida aplicando posibtetelos matematicos ya existentes. La
técnica de ISEC es complementaria a las dos té&camariormente mencionadas.

3.6.6.2.5 Microscopia

La microscopia puede ser utilizada en una variettadlistintas vias para sondear los
polimeros de impresidén sobre una variedad de esdata ejempl@puede ser usado para
ver la integridad estructural del polimero hastaet una imagen de los macrop8fos






IV. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

0 Generar y caracterizar nanoparticulas de ivermectina con la técnica de
emulsificacion-difusion como un sistema de liberacion modificada y evaluar el
encapsulamiento del farmaco liberado con un polimero de impresion.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Formar las nanocépsulas y caracterizarlas midiendo tamafio de particula, potencial
zeta, gradiente de densidad, morfologia y estudios de liberacion in vitro.

e Elaborar un polimero de impresion con ivermectina y realizar estudios de
espectroscopia de infrarrojo y morfologia para su caracterizacion.

e Estudiar la cinética y la eficacia del proceso de moldeado entre el polimero de
impresion y el farmaco.

e Estudiar el efecto in Vitro del polimero de impresion sobre los escarabajos con
heces tratadas con el sistema de liberacion modificada.



V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiales y Equipos
Ivermectina, PISA (agropecuaria)
Aceite de ricino, SIGMA-ALDRICH
Agua desionizada

Acetato de etilo, Reactivo Analitico
Baker®

PLA 40,000 (Lab. 213, Edificio E,
Facultad de Quimica, UNAM.)

PLA 75,000-120,000, ALDRICH
Pluronic F- 127, SIGMA

TWEEN 20, Hycel de Méx. S.A. de C.V
SPAN 80, SIGMA

Sacarosa, SIGMA

ETDA, SIGMA-ALDRICH
TRIZMA ® BASE, SIGMA

MAA, SIGMA

EDGMA, SIGMA

AIBN, AKZO NOBEL

DMSO, Reactivo Analitico Baker®
Etanol, Reactivo Analitico Baker®

Acido acético, Reactivo Analitico
Baker®

Bicarbonato de Sodio
Bafio de agitacion

Balanza analitica, Explorer Ohaus

Celdas horizontales de Difusion de Franz
con filtros de membrana Durapore®
VVLP 0.1pm

Nanosizer Zen 3600

Parrillas de agitacion magnética, Fisher
scientific

Bano Ultrasonico, Cole-Parmer 8890

Espectrofotometro UV-Visible, Ocean
optics S-2000

DSC Shimadzu 50
Ultra turrax, T 18 Basic Disperser

Centrifuga JA 17 Beckman.



5.2 Metodologia
5.2.1 Polimero de impresion

Con la finalidad de lograr un polimero moldeado para la ivermectina se eligi6 MAA y
EDGMA, mismo con el que ya existen estudios de desarrollo de polimeros estampados con
buenos resultados®'**.

5.2.1.1. Sintesis

Para llevar a cabo la sintesis del MIP se realizard mediante polimerizacion por radical
libre, para ello se usan los siguientes reactivos. a) La plantilla, en este caso es la
ivermectina que sera la molécula molde para la elaboracion del polimero de impresion.
Debe tenerse en cuenta para la eleccion de la misma si la plantilla tiene grupos que puedan
ser polimerizados, puedan inhibir o retardar la polimerizacion y que presente una
estabilidad a temperaturas elevadas. b) Los mondmeros para este polimero en particular es
MAA que son los responsables de las interacciones entre los sitios de union. Normalmente
usados en exceso con respecto a la molécula molde en proporciones 1:4. Es muy importante
la complementacion entre los mondmeros y la plantilla para la formacion del complejo. ¢)
El entrecruzador para este polimero fue EDGMA, tiene como funciones controlar la
morfologia de la matriz, estabilizar los sitios de union e impartir estabilidad mecéanica al
polimero. d) El solvente en este caso DMSO se empled para la realizacion del polimero el
cual es responsable de mantener en disolucion todos los componentes en la polimerizacion
asi como crear los poros (volumen de poros) originando que una buena eleccion del
solvente puede arrojar que el polimero presente alta especificidad de area de superficie. e)
El iniciador como ejemplo el AIBM que es el encargado de dar inicio a la polimerizacion.

REACCION DE POLIMERIZACION
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Cabe mencionar que se realiza por duplicado la polimerizacion, en un caso en presencia
del molde y en otro caso sin la molécula que fungird como plantilla, a este lote se le
considera el testigo.

Inicialmente se agrega 0.075g de AIBN en un tubo de ensaye, seguido por la adicion de 155
uL de MAA, un volumen correspondiente de 1.76 mL de EDGMA y posteriormente la
cantidad de 0.4g de ivermectina, y finalmente 4 mL de DMSO, se somete a una agitacion
para su disolucion total de todos los componentes anteriormente mencionados. En seguida
se efectia un burbujeo con N, por cinco minutos (para la eliminacion de los radicales
libres), se colocan los tubos en un bafio a una temperatura de 60°C por un lapso de 22 h
para concluir la polimerizacion. Una vez terminado el tiempo de polimerizacion se somete
a una molienda en un mortero de dgata y se determina el rendimiento obtenido. Lo que
prosigue es el proceso de lavado, para ello se coloca en un vaso de precipitados todo el
polimero obtenido y se adiciona el disolvente o mezcla de disolventes y se deja en agitacion
durante 20 hrs. Terminado este tiempo, se filtra por decantacion para continuar el lavado
con el siguiente disolvente o mezcla. La secuencia de lavados se expone a continuacion: a)
una mezcla de disolventes siendo el volumen total de 50 mL (etanol acético, 4:1), b) una
mezcla de disolventes (etanol acético, 4:1), ¢) etanol, d) solucion de bicarbonato de sodio
(volumen 50 mL), e) solamente agua (1 h).

Estos disolventes han sido elegidos con el siguiente criterio: mezcla etanol-acético para
modificar el pKa de la ivermectina, etanol porque es solvente que tiene mayor afinidad por
la molécula que se empled6 como plantilla evitando que este solvente ocasione
solubilizacion en el polimero de impresion, la solucion de bicarbonato se utilizd para
eliminar los residuos del 4cido acético y el agua para excluir residuos de los solventes antes
mencionados.

Por 25 dias mas se continua el lavado, cambiando diariamente el disolvente, en este caso
solamente el lavado se efectuara con etanol.

5.2.1.2. Cinética de equilibrio del polimero de impresion-ivermectina

Con la finalidad de conocer aproximadamente el tiempo necesario para que el polimero de
impresion incluya toda la ivermectina posible, se llevd a cabo un estudio cinético, el cual
fue seguido mediante absorcion UV-Vis usando un espectrofotometro Ocean Optics, inc
modelo DT 100.

La cinética de equilibrio se realizd a una temperatura de 25 °C, en agitacion, con una
cantidad fija de polimero de impresion (20 mg) y una concentracion constante de
ivermectina (2.28 E-2 M), en intervalos de tiempo se tomaron las muestras, se filtré con
filtro de jeringa de nylon (0.45 um) y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de
249.15 nm que corresponde al farmaco.



5.2.1.3. Estudio de eficacia del proceso de estampado

Este estudio se realizo a una temperatura de 25 °C, en agitacion, con una cantidad fija de
polimero de impresion (15 mg) y a diferentes concentraciones de ivermectina, se dejo
interaccionando en un tiempo de 230 min, y posteriormente se filtr6 las muestras y se midi6
la absorbancia a una longitud de onda de 249.15 nm, este procedimiento se efectiio para
ambos polimeros el MIPs (polimero de impresion) y NIPs (polimero de impresion, sin el
farmaco que fungié como plantilla).

5.2.1.4. Efecto del polimero de impresion sobre escarabajos

Teniendo en consideracion la problematica ya mencionada en los antecedentes y los
objetivos propuestos, se llevo a cabo un primer estudio in Vitro para conocer el efecto por
si solo, 0 en presencia de la ivermectina del polimero de impresion sobre los escarabajos.

El estudio se efectud en escarabajos de la especie Aphodius constans, siendo su origen de
Topilejo, Morelos. Estos insectos fueron recolectados en frascos y tapados con gasas.
Considerando que por cada 800g de heces de rumiante, la cantidad de insectos adultos es de
50. Después de conocer las condiciones necesarias de humedad (40%) y de temperatura
(184 2 °C) para la sobrevivencia de las larvas se prosiguié a efectuar la interaccion del
polimero con el escarabajo, realizando un esparcimiento del polvo (polimero libre de
farmaco y con farmaco) en la superficie del terrario que estaba integrado por una mezcla de
tierra (cuarzo de playa, vermiculita y de jardin, en las mismas proporciones) tratando de
sumergirlo y que quedara mezclado con el excremento. De tal manera que el escarabajo
adulto empuja y hace rodar una bola pequefia de estiércol, para alimentar y permitir el
desarrollo de la larva en pupa hasta concluir en un imago. Se utilizaron tres cajas por grupo.

La cantidad de polimero expuesto a los escarabajos fue de 0.2887g, que es la necesaria para
atrapar la concentraciéon eliminada de ivermectina por el ganado vacuno, con un peso
promedio de 300 Kg y considerando un tiempo de liberacion del farmaco de 24 h.

Las dos muestras de polimero que estuvieron en contacto con el insecto, difieren en que una
de ellas esta libre del piretroide, y el polimero que se encuentra con farmaco fue producto
del estudio de la cinética, es decir, que el polimero libre estuvo en contacto con el principio
activo durante los 230 min. Y posteriormente se eliminé el disolvente.

5.2.2. Nanocapsulas

Caracterizacion fisicoquimica de los componentes de la formulacion

La elaboracion de cualquier sistema requiere realizar pruebas previas para la seleccion de
los componentes del sistema, un ejemplo es la solubilidad del farmaco en el aceite y en el
disolvente orgéanico. Este ensayo se realizd colocando una cantidad de farmaco en tubo de



ensaye, enseguida se adiciona un volumen de 100 pL, se somete a agitacion y se va
agregando el mismo volumen hasta la solubilidad total del sélido.

5.2.2.1. Elaboracion de las nanocapsulas

Existen varios modos de formar nanocapsulas, para este trabajo se enfocd en particular en
el método emulsificacion-difusion, para llevarlo a cabo es necesario el uso de dos solventes
parcialmente miscibles entre si, como es el caso de acetato de etilo y agua, ademas la
eleccion de este solvente organico tendria que permitir una solubilidad de otros
componentes para la formacion de las nanocépsulas como es el caso del aceite, polimero y
farmaco. La fase acuosa estaria compuesta por la adicion un tensoactivo o mezcla de
tensoactivos, la eleccion del mismo seria de acuerdo al HLB requerido.

La primera metodologia que se utilizé fue emulsificacion-difusion, teniendo un volumen de
fase acuosa de 5.5mL de agua y esta fue saturada en un 10% con acetato de etilo. La fase
organica tuvo tres volimenes 6, 8, 10 mL de acetato de etilo saturadas con un 3% de agua.
En la fase orgéanica se adiciona 0.5 mL de aceite de ricino, 180 mg de farmaco y
porcentajes de 1, 2 3% de polimero PLA 40,000 g/mol con respecto al volumen de aceite
adicionado. En el volumen de la fase acuosa se agregd 0.5mL de la mezcla de tensoactivos
(55:45, Tween 20: Span 80), posteriormente se incorporan ambas fases, se somete a una
agitacion por 5 min. con un Ultra turrax T18 a una velocidad de 6,000 rpm. En seguida se
incorpora un volumen de 40, 80, 120 mL de agua para provocar la difusién del solvente
organico y permitir la formacion de las nanocapsulas. Y finalmente la eliminacion del
solvente organico utilizando un rotavapor a una temperatura de 40°C. Con las proporciones
anteriormente mencionadas de los componentes se realizaron una serie de combinaciones
siendo un total de 30 formulaciones.

La segunda metodologia que se empled fue emulsificacion-difusion. En la fase orgénica
siendo un volumen de 20 mL de acetato de etilo se adicion6 0.35 mL de aceite de ricino, 60
mg de farmaco, 300 mg de polimero de PLA 40,000 Y 70,000-120,000. En volumen de 40
ml de agua se adicion6 1.5mL de la mezcla de tensoactivos o 0.96g de Pluronic F-127,
después se adiciona esta Ultima en la fase organica lentamente (gota a gota), se mantiene
en agitacion por 10 min, a una velocidad de 10,000 rpm con el ultra turrax TI18.
Posteriormente se adiciona un volumen de 100 mL de agua se agita por un minuto a una
velocidad de 6000 rpm (ultra turrax) y se elimina el disolvente, a una temperatura de 55°C
por un lapso de 15 min y posteriormente se mantiene en agitacion por 20 min. a
temperatura ambiente.

Ademas de la elaboracion de las nanocapsulas se realizaron la formacion de la
nanoemulsion y nanoesferas, considerandose que las primeras carecen de polimero y las
segundas de aceite.



La tercera metodologia s6lo se modifica la etapa de eliminacion de solvente, después de la
formacion de la emulsion se elimina el solvente, es decir, no hay etapa de difusion.

5.2.2.2. Lavado de las nanocapsulas

Para la eliminacion del tensoactivo el volumen total de la formulacién se sometid a una
velocidad de centrifugacion de 16, 500 rpm (rotor JA 17) por un tiempo de una hora y
media a 4 °C, posteriormente se separo6 el sobrenadante del boton y se adicion6 un volumen
de agua desionizada, se resuspendié la muestra y nuevamente se realizd otro tiempo de
centrifugacion.

5.2.2.3. Caracterizacion de las nanocdpsulas
Es indispensable conocer las caracteristicas de las nanocapsulas formadas, para ello se
llevaron a cabo los siguientes estudios:

5.2.2.3.1. Tamario de particula

La distribucion de tamafio de particula se estudio por dispersion dindmica luminosa (DLS)
utilizando el equipo Nanosizer Zen 3600 que utiliza un laser a 633 nm y un angulo fijo de
173 °. La interaccion entre las particulas y el haz luminoso hard que se disperse con un
cambio pequeno de angulo, esta difraccion produce patrones de intensidad de la luz que
son proporcionales al didmetro de la particula que provoca la dispersion. Puede
considerarse que el patron de difraccion producido por particulas de didmetros diferentes es
la suma de todos los patrones individuales debidos a cada particula en la distribucion de
tamarno.

Un ejemplo de la importancia de conocer el tamafo de particula es una simple
reproducibilidad que puede cambiar el perfil de liberacion, asi como el método de
esterilizacion a seguir, su distribucion en el organismo y su permanencia en la circulacion
por la destruccién o no por parte del sistema reticulo endotelial.

5.2.2.3.2. Potencial Z

El potencial Z es una medida que se obtiene aplicando un campo eléctrico sobre una
dispersion. Las particulas con carga dentro de esta dispersion migran hacia el electrodo con
carga opuesta con una velocidad proporcional a la magnitud del potencial Z.

Esta velocidad es medida usando el efecto Doppler. La frecuencia en los cambios de la
emision de un laser causado por el movimiento de las particulas es medida como la
movilidad de las particulas siendo posteriormente convertida al potencial Z por la
aportacion de la viscosidad del dipersante y la aplicacion de la teoria de Smoluchowski.

La utilidad de esta medida es para conocer el comportamiento de la estabilidad coloidal,
también es sabido que las particulas cationicas son mas toxicas al organismo.



5.2.2.3.3. Microscopia Electronica de Transmision

Con la finalidad de conocer la morfologia de las nanocépsulas formadas se llevaron a cabo
estudios de microscopia electrénica de transmision. En el microscopio electronico de
transmision (MET o TEM) se irradia una muestra delgada con un haz de electrones de
densidad de corriente uniforme, cuya energia esta dentro del rango de 100 a 200 keV. La
morfologia de la particula fue caracterizada usando TEM (JEM 2010, JOEL, Tokio, Japon).
La preparacion de la muestra se efectué colocando en una rejilla de cobre recubierta de
carbono una pequena cantidad de particulas suspendidas, se deja que se elimine el medio en
el cual se encuentran las particulas y posteriormente la imagen es capturada por una
camara.

5.2.2.3.4. Gradiente de densidad

En un tubo se adiciona sucesivamente 2 mL de la solucién de sacarosa (3 a 33%) de manera
que la mas concentrada quede en el fondo del tubo y la de menor concentracién en la parte
superior, posteriormente se adiciona 1.5 mL de la muestra de las nanocapsulas en la
superficie del gradiente, se centrifuga a 18,000g durante 3 hrs. a 4°C y se observa en donde
se encuentra el sistema para la identificacion del mismo.

5.2.2.3.5 Estudio de liberacion” in Vitro™

El estudio se efectio en celdas horizontales de Difusiéon de Franz, integradas por un
donador donde se adiciona un volumen conocido de la muestra (nanocapsulas, nanoesfera y
farmaco) y un receptor donde se agrega el disolvente elegido (en este caso se realizd asi,
porque se pretende realizar un estudio de liberacion acelerado) donde ambos
compartimientos estan separados por una membrana Durapore® 0.1pm.

La finalidad de hacer sistemas nanoparticulados, como ya se ha comentado anteriormente,
es obtener un sistema de liberacion lenta de ivermectina. No obstante, el llevar a cabo los
estudios de liberacion en modelos que simulen las condiciones in vivo es muy largo y
costoso, por lo cual en este trabajo se ha optado por elegir un cambio de disolvente, no con
la finalidad de simular comportamiento real, sino simplemente para hacer estudios
comparativos entre los sistemas estudiados. Se eligio el acetonitrilo debido a la gran
solubilidad de la ivermectina en el mismo, pero hay que tener en cuenta que la degradacion
del polimero, asi como su misma solubilidad en este disolvente pueden llevar a diferentes
mecanismos con respecto al medio habitual de elecciéon (buffer fosfatos a pH 7.4) . Es
posible que al cambiar la cinética de degradacion del polimero haya importantes
consecuencias sobre los patrones de liberacion del activo, al disminuir el peso molecular de
la matriz su movilidad aumenta y esto lleva a un incremento en la difusioén del farmaco.
También la técnica de didlisis utilizando celdas de Franz ha sido seleccionada con respecto

a otras técnicas como la conocida como “muestreo y separacion” en base a la bibliografia®®
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Ya montado el equipo, se mantiene a una temperatura constante de 37 °C y en agitacion. En
intervalos de una hora se toma el volumen total del receptor reponiendo posteriormente el
volumen para asegurar condiciones sink, la toma de muestra se realiza por un lapso de 28
hrs.

Las muestras fueron cuantificadas por espectroscopia UV-VIS a una longitud de onda de
247 nm (méaximo de absorbencia de la ivermectina) con el equipo Ocean Optics, inc
modelo DT 100.

5.2.3 Estudio en ratones

El estudio se realizod en ratones ICR de 7 semanas de edad, por triplicado, se mantuvieron
en una jaula metabolica para tener por separado la orina de las heces y durante una semana
se recolectaron las heces para tener un control, posteriormente ya teniendo 8 semanas de
edad y un peso promedio de 30.02g, se le administrd por via subcutanea la dosis de 0.180
mg/Kg correspondiente de un mes de la formulacion que se eligié conteniendo al principio
activo, transcurridas 24 h. se le administré por via oral en forma de suspension el polimero
de impresion, en dosis de 2 mg/mL (cantidad fija) para cada uno de los ratones, diariamente
por 5 dias y se recolectaron las heces. Asi también se administré solamente la formulacion
por la misma via y dosis a los ratones para tener heces con ivermectina y realizar el estudio
posteriormente con los escarabajos.

5.2.3.1 Efecto de la interaccion polimero de impresion-ivermectina contenido en heces de
ratones sobre los escarabajos.

Después de un tiempo de recoleccion de heces tratadas (formulacion final y polimero de
impresion que se les administr6 a los ratones) y considerando las mismas condiciones que
se mencionaron anteriormente en el efecto del polimero de impresion sobre los escarabajos,
en lugar de heces de ganado se les colocd 5g de las heces que se obtuvieron de los ratones
tratados a los escarabajos.






VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Polimero de impresion

6.1.1. Evaluacion del proceso de sintesis

Se observo que el tiempo de obtencion del polimero es largo debido a los lavados sucesivos
que deben ser realizados para eliminar el principio activo que fungié como plantilla,
ademas se prestd atencion de que la mejor técnica para reducir el tiempo de eliminacion de
residuos es por agitacion y remocion del disolvente frente al uso del Shoxlet, ya que la
diferencia entre ambas metodologias para eliminar los residuos del polimero de impresioén
es que el polimero que se encuentra contenido en el Shoxlet esta en reflujo continuo siendo
lento debido a que es gota por gota, en cambio el polimero que se encuentra en agitacion y
remocion del solvente permite que la interaccion con el polimero sea eficiente y la
eliminacion de residuos sea mas rapida.

El porcentaje de rendimiento que se obtuvo fue de 35.04% modificandose a un 72.02%
cuando la elaboracion del mismo se realiza a escala, probablemente se deba al método de
separacion, ya que al realizar el escalamiento del polimero de impresion se empled vacio
para acelerar la separacion del solvente organico del solido, diferencidndose de una
separacion por decantacion.

El polimero de impresion obtenido debe ser caracterizado para asegurar su calidad y
homogeneidad.

Una de las diferentes formas de caracterizar el polimero de impresioén es observando su
morfologia (Fig. 4). Visualmente es un polvo fino de color blanco, que al ser observado al
microscopio se muestra poroso.

Fig. 4. Micrografia obtenida por SEM del
polimero de impresion obtenido a partir de una
Fo -UBari relacion molar MAA: EDGMA 4:20.




Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (Fig. 5) es otra técnica para
caracterizar el polimero de impresion. Para este andlisis se obtuvieron los espectros del
polimero de impresion (en sélido) con farmaco que fungié como la plantilla, polimero
lavado y el farmaco (ivermectina); observando las bandas correspondientes a los grupos
funcionales caracteristicos se percibe que el polimero de impresion lavado esta libre de
farmaco ya que desaparecen las sefiales particulares de la ivermectina.
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Fig. 5. Espectros de FTIR correspondientes al polimero de impresion con una relacion molar MAA: EDGMA
4:20, polimero lavado e ivermectina.

6.1.2. Cinética de equilibrio del polimero de impresion
En la figura 6 se muestra la concentracion de ivermectina frente al tiempo, en presencia del
polimero estampado a temperatura constante de 37 °C.
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Fig. 6. Cinética de equilibrio del polimero de impresion



Este estudio de la cinética tiene como finalidad conocer el tiempo necesario para alcanzar
el equilibrio, es decir, en cuanto tiempo el polimero estampado capta la mayor cantidad
posible de ivermectina. Como puede observarse se alcanza la asintota aproximadamente a
los 200 minutos. Resultando que 0.693 mg de ivermectina es capturada por 20 mg de
polimero, en un tiempo de 200 minutos.

6.1.3. Estudio de eficacia del proceso de estampado
En la figura 7 se puede observar el efecto del proceso de estampado sobre la captacion de
ivermectina.
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Fig.7. Isoterma de adsorcion de ivermectina del MIP y NIP

El polimero blanco (NIP) obtenido sin la molécula que fungié como plantilla capta menor
cantidad de farmaco que el que si fue moldeado (MIP), lo cual garantiza la eficacia deseada
de la sintesis.

6.1.4. Efecto del polimero de impresion sobre escarabajos
Los estudios de ciertos medicamentos que se encuentran en las deyecciones de los animales
han mostrado que €stos son toxicos para los insectos coprofagos.

Hasta muy recientemente este impacto negativo era aceptado por los ganaderos o las firmas
farmacéuticas, debido a la importancia econdémica de la produccion comercial para
controlar los parasitos del ganado. El valor de los tratamientos de rutina es discutida,
considerando que una erosion silenciosa de la biodiversidad puede tener al final
consecuencias sobre el funcionamiento de los pastizales, con la disminucién de los
componentes del ecosistema como son los coledpteros.



Al disponer del polimero de impresion y efectuar el estudio en el insecto, es decir, la
ingesta del polimero se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 2):

Tabla 2 Resultados del efecto de los diferentes tratamientos en escarabajos adultos

DIAO DIA2 DIA14 DIA30 DIA 42

GRUPO

Polimero 50 50 49 48 43
Polimero 50 49 48 47 45
Polimero 50 50 49 47 39
Polimero + activo 50 50 0 0 0
Polimero + activo 50 50 0 0 0
Polimero + activo 50 50 0 0 0
Testigo 50 49 a7 45 39
Testigo 50 50 48 48 45
Testigo 50 49 a7 a7 40
lvermectina (IVOMEC® ) 50 0 0 0 0
Ivermectina (IVOMEC® ) 50 0 0 0 0
lvermectina (IVOMEC® ) 50 0 0 0 0

Tras llevar a cabo un tratamiento estadistico de los datos mostrados en la tabla 1 mediante
analisis de varianza (ANOVA) y posterior prueba de Tukey (ver anexo I) se llegd a las
siguiente discusion, en funcion del tiempo y del tratamiento..

Efecto del tiempo
A) Testigo

Al aplicar ANOVA en los valores de los grupos testigos se observa que hay diferencia
significativa (P<0.05), donde la prueba de Tukey arroja que a partir del dia 42 el escarabajo
se ve afectado simplemente por las condiciones usadas en el estudio.

B) Polimero de impresion sobre los escarabajos

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un andlisis estadistico (ANOVA), resultando
que el efecto del polimero de impresion durante los 42 dias de estudio difieren
significativamente (P<0.05), al utilizar la prueba de Tukey se observa que a partir del dia
42 el polimero de impresion empieza a tener un efecto de mortandad en el insecto, pero al
observar los resultados arrojados por los grupos testigos, podemos decir que no es por el
polimero.



C) Ivermectina

El efecto del principio activo en los escarabajos es inmediato, ya que desde el segundo dia
no hubo sobrevivientes.

D) Polimero de impresion-ivermectina

La interaccion del polimero de impresion e ivermectina manifiesta que durante el primer
dia y el segundo tienen el mismo efecto, y que los dias 7, 14 y 30 son iguales entre ellos. Lo
que indica que a partir del dia 7 el polimero deja de tener el efecto de minimizar la muerte
del coleoptero, probablemente este resultado estd influenciado por el modo de realizar el
estudio, es decir, el insecto estd expuesto a que se alimente de una muestra concentrada, ya
que el polimero de impresioén-ivermectina queda esparcido en una pequefia area del terrario,
por lo que una manera de comprobar lo anteriormente mencionado es realizar un estudio de
campo.

Efecto del tratamiento

Los escarabajos fueron expuestos a tres formulaciones: ivermectina, polimero de impresion
y la interaccion del polimero de impresion-ivermectina. El andlisis estadistico manifiesta
que al hacer la comparacion entre las formulaciones para el dia 2 la ivermectina es la que
difiere de las otras dos y del grupo testigo, lo que indica su toxicidad. Para el dia 14 las
formulaciones de ivermectina sola y con polimero de impresion estadisticamente no son
significativamente diferentes, mientras que existe una diferencia significativa con el grupo
testigo y el polimero. Siendo que en el grupo testigo tiende a presentar mas mortandad que
el grupo expuesto al polimero, manifiesta que la muerte del escarabajo esta afectada por las
condiciones de trabajo. En el caso del dia 30 no hay diferencia significativa entre el grupo
testigo y el polimero de impresion, mientras que la ivermectina y el polimero-ivermectina
manifiestan diferencia significativa entre los dos grupos anteriormente mencionados, lo que
sefala que el polimero de impresion-ivermectina tiende a matar al escarabajo. El dia 42
presenta el mismo comportamiento del dia 30, siendo la discrepancia entre estos dias que
incrementa la muerte del insecto. Como ya se ha comentado anteriormente, es posible que
esto se deba al hacinamiento de los escarabajos con el tratamiento en un pequefio espacio.

Es evidente que el polimero de impresion no resulta toxico para el escarabajo, mientras que
la ivermectina causa muerte rapida de todos ello. Cuando el farmaco se encuentra
interaccionando con el polimero se muestra una disminucion de la toxicidad, aunque tras un
periodo largo el coledptero acaba por morir. Se asume que esta toxicidad se debe a la gran
cantidad de ivermectina que se usé en el experimento que involucra ambas moléculas.



6.2. Caracterizacion fisicoquimica de los componentes de la formulacion

6.2.1. Pruebas de solubilidad del farmaco (Ivermectina)

Se estudia con el fin de establecer su nivel de solubilidad en un sistema con un solvente o
tal vez dos, para elegir los componentes y metodologia mas adecuada para la elaboracion
del sistema nanométricos.

Se obtuvo que la ivermectina presenta mejor solubilidad (tabla 3) en aceite de ricino que en
los siguientes aceites: de almendras, olivo y mineral. Después de 22 hrs los tres ultimos
aceites, anteriormente mencionados, no alcanzaban la solubilidad total presentando una
turbidez de mayor a menor intensidad en el siguiente orden: aceite mineral, aceite de olivo
y aceite de almendras.

La seleccion del solvente organico (acetato de etilo) fue de acuerdo a la metodologia, ya
que la técnica que se selecciond fue la de emulsificacion- difusion, y para ello se requiere
que el solvente a utilizar sea parcialmente miscible en el agua.

Tabla 3. Solubilidad de ivermectina en diferentes solventes.

Solvente Solubilidad (mg/mL)
Agua 4.0E-3

Aceite de ricino 14.28

Acetato de etilo 3493

Se realizaron tres relaciones de aceite-acetato de etilo (2:1, 1:1, 0.5:1), donde el
componente que se mantiene fijo es el acetato de etilo, resultando que la relacion que
contiene menor volumen de aceite es la que puede soportar mayor cantidad de farmaco (en
0.5 mL de aceite se puede incorporar 360 mg). Pero posteriormente al eliminar el solvente
el farmaco tiende a precipitar, lo cual no es de extranar, ya que la solubilidad en la mezcla
es mayor que en el aceite solo. La cantidad de ivermectina que puede soportar el aceite
evitando la precipitacion del principio activo después de la eliminacion del solvente es de
90 mg. Esto debido probablemente a que la presencia del acetato de etilo aumenta la
velocidad de disolucion del farmaco en el aceite.

6.2.2. Prueba de solubilidad del PLA

Otro factor a considerar en el sistema es la eleccion del polimero, que presenta como
caracteristica ser biodegradable y biocompatible El polimero debe cumplir ciertos
requisitos para ser utilizado en la formacidén de nanoparticulas como ser insoluble en la
mezcla. En la tabla 4 se muestran los datos de solubilidad obtenidos para el PLA.



Tabla 4. Solubilidad del polimero de PLA en acetato de etilo.

Polimero Solubilidad

PLA (40,000 g/mol) 45.48 mg/mL
No es soluble en la mezcla de tensoactivos

(Tween 20 y Span 80), ni en el aceite de

ricino.

Después de realizar estas pruebas de solubilidad del farmaco en diferentes solventes y que
el polimero cumpliera con ciertos requisitos, los componentes que se eligieron para las
formulaciones a realizar son: aceite de ricino, acido polilactico (40,000 g/mol), acetato de
etilo, Tween 20 y Span 80 (50:50).

6.3. Disefio de las formulaciones

En base a los estudios anteriores y con la finalidad de obtener una formulacion adecuada
para nuestros propositos, los cuales son obtener un sistema de tamafio nanométrico,
reproducible, y de liberacion modificada se llevaron a cabo una serie de estudios para ver el
efecto de distintos parametros en el sistema obtenido.



Tabla 5. Composicion y parametros analizados de las formulaciones realizadas.

Farmaco (F) 180 mg, Aceite de ricino (AR) 1 mL, Mezcla de tensoactivos (Ts, Span 80: Tween 20, 50:50) 0.5
mL, 5.5 ml de agua como fase externa. Tamario de particula (volumen), Potencial Zeta (PZ), cantidad de
agua (mL) para la etapa de difusion, la cantidad de polimero es con respecto al volumen de aceite de ricino.

N % P/P mL mL de agua  Tamafo Potencial Z

polimero solvente (nm) (mV)
3 2 1 10 8 6 120 80 40

A X X X 409.7 -28.1
B X X X 406.6 -26.9
C X X X 446.5 -27.7
D X X X 486.1 -24.9
E X X X 455.1 -22.2
F X X X 563.2 -22.6
G X X X 399.1 -29.8
H X X X 478.9 -26.3
I X X X 571 -23.6
J X X X 397.1 -29.4
K X X X 747.6 -25.4
L X X X 710.3 -26.2
M X X X 345 -24.0
N X X X 345.3 -24.2
o X X X 478.7 -19.6
P X X X 391 -24.5
Q X X X 470.8 -29.7
R X X X 508 -23.2
S X X X 1226 -28.6
T X X X 434.8 -24.5
U X X X 491.1 -24.5
\% X X X 4733 -23.2
W X X X 410.4 -25.6
X X X X 357.4 -23.6
Y X X X 703.5 -25.5
Z X X X X 455.1 -233
AA X X X 328.4 -29.2

Como puede verse en la Tabla 5, las tres variables que se modifican son la cantidad de agua
que esta involucrada en la etapa de difusion, la cantidad de solvente organico (acetato de
etilo) y la cantidad de polimero (PLA, 40,0000).

Al aumentar la cantidad de polimero, manteniendo fijas las otras variables, se esperaria que
el tamafio de las nanoparticulas aumentase, simplemente por mayor volumen de uno de los
componentes.

Al aumentar la cantidad de acetato de etilo, disolvente a difundir, el comportamiento
esperado seria una disminucion del tamafio. Esto debido a que a mayor cantidad de acetato
de etilo, mas tiempo serd necesario para difundirlo y por lo tanto serd mas factible un
acomodo del polimero ocupando el menor volumen posible, y consecuentemente dando
tamafios inferiores de particula.



Con respecto al agua de dilucion usada, a mayor cantidad de agua adicionada menor
tamafo, ya que se logrard un mayor proceso de difusion del acetato de etilo hacia el
exterior y por ende un menor tamafio.

Viendo los valores de la tabla 3 se pueden hacer las siguientes observaciones:

Agua de difusion 40 ml: A las mayores cantidades de polimero y de acetato de etilo
utilizadas, se observa el mayor tamafno de particula, probablemente debido a que los 40ml
de agua de difusion no alcanzaron a sacar todo el solvente orgénico de la fase interna. A
medida que se disminuye la cantidad de acetato de etilo el tamafio disminuye y al bajar la
cantidad de polimero también se tiende a un menor tamatfio.

El caso extremo inferior, 1% de polimero y 6ml de disolvente organico muestra un tamano
muy grande en comparacion al resto; se considera que la cantidad de polimero es
demasiado pequefia para poder formar el sistema.

Agua de difusion 80 ml: A las mayores cantidades de polimero y de acetato de etilo
utilizadas, se observa que el tamafio de particula depende tanto de la cantidad de acetato de
etilo que no ha difundido como del posible tiempo de reacomodo del polimero cuando la
cantidad de disolvente organico es pequenia. A pequefias cantidades de polimero se observa
que el tamano disminuye en funcién de la cantidad de acetato de etilo, reforzando la teoria
del posible tiempo de reacomodo.

Agua de difusion 120 ml: A altas cantidades de polimero el comportamiento es similar al
comentado con 80ml. Sin embargo al disminuir éste, se observa una tendencia contraria a lo
esperado; lo anterior puede deberse a que experimentalmente se observd que a pesar de la
gran cantidad de agua de difusion no se logro recuperar el 100% del disolvente orgéanico.

Para poder entender perfectamente el comportamiento del tamafio vs las tres variables
estudiadas seria necesario aumentar el nimero de puntos trabajados y mediante técnicas
matematicas de regresion de multiples variables obtener una ecuacion en que se ponderase
mediante coeficientes el peso de cada una de las variables estudiadas. Esto mismo aplica
para el estudio de potencial zeta.

El proposito de realizar las formulaciones anteriormente mencionadas fue para conocer el
comportamiento del sistema y realizar una aproximacion en las cantidades a utilizar. Sin
embargo la caracterizacion de las muestras llevo a concluir que las cantidades utilizadas de
cada componente no favorecian la formacion del sistema deseado.

Se realizaron modificaciones en la cantidad de fase acuosa y fase organica, como se
muestra en la tabla 6.



Tabla 6. Composicion de las formulaciones: Tween 20y Span 80 (55:45), PLA 40,000 g/mol, aceite de ricino,
fase organica (acetato de etilo)

Componentes Formulacion
Agua 40 mL
Tensoactivo 1.5 mL
Fase organica 20 mL
Farmaco 60 mg
Aceite 0.35mL
Polimero 200 mg

La intencion de esta nueva composicion es saturar la fase interna de polimero, asegurando
de esta manera que la mayor cantidad posible de fAirmaco se encuentre incorporada en las
redes del polimero, ademas de asegurar que se tiene una emulsion aceite en agua.

En las formulaciones preliminares (tabla 5), se utilizaron cantidades menores de polimero,
por lo que al modificar la cantidad de los otros componentes de la formulacion se optd por
ver si se lograba un sistema adecuado sin necesidad de aumentar en tal cantidad el
compuesto polimérico. Lo que se observo se refleja en la tabla 7, donde se observa que el
tamafio de particula es proporcional a la cantidad de polimero, menor cantidad menor
tamafio. No obstante, al trabajar con 20 mg se observa presencia visual de un precipitado en
el fondo de la muestra, lo que quiza pudiera indicar que el sistema no se ha generado como
se contemplaba en un inicio.

Tabla 7. Tamaiio de particula para los sistemas al variar la cantidad de polimero.

Cantidad de polimero Tamafio (nm)
(20 mg) 617.9
(200 mg) 768.2

Posteriormente con la finalidad de disminuir la cantidad de tensoactivo, se llevo a cabo un
estudio variando el volumen del mismo en el sistema (tabla 8).
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Tabla 8. Tamario de particula del sistema variando el volumen de tensoactivo.

Volumen de Ts Tamaiio (nm)
0.5 mL 768.2
1.0 mL 645.4
1.5 mL 305.9

Los resultados que se muestran en la tabla 8 indican que a mayor cantidad de la mezcla de
tensoactivos menor tamafio, lo cual es evidente en la formacion de sistemas dispersos, ya
que cabe la posibilidad de generar mayor darea superficial y por lo tanto disminuir el
tamano.

Otra variable que fue considerada es el peso molecular del polimero. El sistema se estudid
con PLA 75000-120000 g/mol (solubilidad en acetato de etilo 104.2 mg/ml; cumple las
condiciones de no solubilidad en aceite de ricino ni en la mezcla de los tensoactivos), dando
resultados similares a los ya comentados, tamafios grandes y falta de reproducibilidad.

Considerando todos los resultados anteriores, se concluye que la técnica empleada, aunada
a la composicion de la formulacion, no lleva a resultados reproducibles. Por lo anterior, se
opto por modificar el tensoactivo (Pluronic F-127) y controlar algunas de las variables que
no se habian considerado anteriormente, tales como el tiempo de agitacion, la velocidad de
agitacion en la etapa de difusion (1 min. a 6000 rpm), la velocidad de adicién en la
formacion de la emulsion y el método para eliminar el solvente organico (calentamiento a
55°C y agitacion).

Asi, la composicion de la formulacion a estudiar se muestra en la tabla 9. Esta mantiene la
relacion entre los diferentes componentes ya mencionada en la tabla 6.

Tabla 9. Composicion de las formulaciones, tensoactivo Pluronic F- 127, PLA (75, 000-120,000 g/mol)

Componentes Formulacion
Agua 40 mL
Tensoactivo 0.96 g
Fase organica 20 mL
Farmaco 60 mg
Aceite 0.35 mL
Polimero 200 mg

En este estudio se observa que se obtiene un tamafio de particula de 292.4 nm, el cual se
repite en consecuentes estudios llevados a cabo (£8.12), ademds de que no hay presencia
evidente de precipitados en el fondo del recipiente.
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Al lograr la reproducibilidad del sistema, se efectio un estudio modificando la cantidad de
polimero para conocer si existe una tendencia en el tamafio de particula (tabla 10).

Tabla 10. Tamario de particula al modificar la cantidad de polimero.

Cantidad de polimero Tamafio (nm)
200 mg 2513
300 mg 262.6
400 mg 319.0

Se observa en la tabla 10 que el tamafio de particula se incrementa a medida que aumenta la
cantidad de polimero, aunque la diferencia no es tan marcada entre la nanoparticulas
originadas con 200 mg y 300 mg, por lo que se eligio la cantidad de 300 mg, pensando que
al incrementar la relacion de ivermectina/polimero podria observarse un comportamiento
diferente en el porcentaje de encapsulamiento.

La formaciéon de un sistema como éste puede llevar a la formacion de nanocapsulas,
nanoesferas o incluso una nanoemulsion. Entendiendo que la nanoesfera es una particula
que esta formada de una densa matriz polimérica, mientras que una nanoemulsioén son gotas
dispersadas en un intervalo de diametro entre 100 y 500 nm.

Con la finalidad de poder asegurar que tipo de sistema ha sido generado en la ultima
formulacion, anteriormente mencionada, y como se indica en los antecedentes, se generan
nanoesferas, nanocdpsulas y nanoemulsiones para llevar a cabo un estudio comparativo,
basado en gradiente de densidad. En los tres sistemas se mantuvieron constantes las
cantidades de los componentes usados y todos los parametros a controlar, siendo la
diferencia entre ellas que las nanoesferas carecen de aceite de ricino y las nanomulsiones
carecen del polimero, las nanocépsulas contienen el total de los ingredientes.

En la tabla 11 se muestran los datos de tamafio obtenidos para los tres sistemas elaborados.

Tabla 11. Talla de particula de diferentes sistemas como nanocapsulas, nanoesferas y nanoemulsion

Sistema Tamaifio (nm)
NEsf 233.35
NE 269.55
NC 298.5

Recordando que se realizO una modificacion en la utilizacion del tensoactivo y
metodologia, se evaludé el efecto de la cantidad de Pluronic F- 127. Para estas
formulaciones se inici6 con una cantidad del 1% de tensoactivo observandose que el
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tamafio era grande y que la distribucion era bimodal, al incrementar al 2.4% se observa una
sola distribucion con un tamafio de 292.4 nm.

6.4 Caracterizacion de las nanocapsulas
La caracterizacion se realizo a los sistemas formados con las composiciones que se muestra
en las tabla 12.

Tabla 12. Talla de particula y potencial Z para el sistema de Pluronic F-127, PLA 75,000-120,000g/mol

Sistema Tamaifio (nm) Potencial Z (mV)
NCs vacia 277.1 -28.1
NCs con ts 293.8 -20.3
NCss lavada 292.2 -31.2
NCs lavada 304.0%* -37.2

(3° metodologia)

*adicion del volumen de agua de la etapa de difusion.

Con respecto al tamafio de particula se observa (tabla 12) que tiende a disminuir cuando es
eliminado la cantidad del tensoactivo después de realizar los lavados sucesivos al sistema,
ademas de que el tamafio de la nanoparticula sin firmaco es menor que la nanoparticula con
y sin tensoactivo. Estos resultados estan ligados al potencial Z, para tener conocimiento de
la posible estabilidad coloidal del sistema (tabla 12), donde la referencia de este valor es el
sistema libre de farmaco y tensoactivo teniendo un potencial de -28.1 mV (la carga
negativa de este valor se debe a la carga que puede proporcionar el 4cido polilactico de los
grupos carboxilos que presenta el mismo), el valor del sistema que contiene el tensoactivo
presenta un valor menor al de referencia, los sistemas sin tensoactivo (eliminacion con los
lavados) presentan un potencial Z muy parecido lo cual nos indicaria que la superficie de la
particula esta libre de farmaco. Es necesario modificar la carga de la superficie con la
adicion de un componente que proporcione una mejor estabilidad del sistema.

Morfologia

La morfologia de la nanocapsulas elaboradas con Pluronic F-127 y PLA (75,000-120,000)
fue observada por TEM usando un JSM-(JEOL, Tokio), como ya se indicé en la
metodologia.

Se observa (fig.8) que la forma de la nanocépsula es esférica y ademds se presenta con
diferentes densidades.
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Fig.8. TEM micrografia de nanocapsulas de PLA (x20K), com Pluronic F- 127

Gradiente de densidad
Este estudio describe por gradiente de densidad de una serie de concentraciones de sacarosa
(3 al 33%) la evidencia de diferentes sistemas que pueden ser originadas en la formacion de
las nanocapsulas como la nanoemulsion y/o nanoesferas.
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Fig. 9. Comparacion de la densidad de las diferentes nanoparticulas. A) los diferentes sistemas antes de ser
sometidos a centrifugacion. B) sistema obtenido de la composicion de Tween 20:Span 80, PLA 40,000 g/mol.
C) sistema obtenido con Pluronic F-127, PLA 75,000-120,000 g/mol.

Considerando que después de ser sometido el sistema a una velocidad de centrifugacion en
un tiempo dado, si existiera la formacion de nanoesferas estas se observarian en el fondo
del tubo, por el contrario si existiera la formacion de una emulsioén estas se verian en la
superficie del tubo de centrifuga, tomando en cuenta estas observaciones la presencia de
nanocapsulas estaria entre dichos sistemas.
Como se puede observar (fig.9B) el sistema formado por la mezcla de tensoactivo (Tween
20:Span 80, PLA 40,000 g/mol), después de ser sometido a una velocidad de
centrifugacion, indica que las particulas tienden a quedarse en la superficie del tubo de
centrifuga resultando que el sistema que sea ha formado es una nanoemulsion (NE), es
decir que la mezcla de tensoactivos, para el caso de la figura 9C el sistema que se formoé
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con Pluronic F-127 y PLA (75, 000-120,000g/mol) tiende a quedarse en el fondo como si
se tratara de una nanoesfera (NEs), pero no podriamos asegurar con este estudio que
realmente se tratara de una nanoesfera ya que en la literatura® se encontré que el sistema
formado al encontrarse en el fondo del tubo de centrifuga fue catalogado como una
nanocépsula, considerando que para este analisis la importancia recae en la relacion
polimero-aceite. Ademds de ser un andlisis cualitativo, podemos observar que ambos
sistemas presentan homogeneidad.

6.5. Estudios de liberacion

El modelo de liberacion de un farmaco desde un sistema es importante para entender y
elucidar el mecanismo de transporte. Las expresiones matematicas describen la cinética del
principio activo, entre éstas se encuentran las ecuaciones de Higuchi y Peppas por
mencionar algunas. La primera, Ec. (1), indica que la fraccion de farmaco liberado es
proporcional al cuadrado del tiempo. Donde k£ es una constante caracteristica de la
formulacion, M, y M., son las cantidades acumulativas en un tiempo ¢ y tiempo infinito. La
segunda ecuacion es semi-empirica (Ec. (2)) donde k£ es una constate cinética y n es el
exponente caracteristico del mecanismo difusional.

<

Ec.1. %=k*\/; Ec. 2. Lo Jekgn

o0 o0

<

A continuacion, en la figura 10 se muestran los perfiles de liberacion de la ivermectina sin
formular y de los sistemas estudiados, nanoesferas y nanocépsulas (fabricadas con Pluronic
F-127, PLA 75,000-120,000 g/mol).
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Fig.10.: Perfiles de liberacion de
nanoesferas (m), nanocapsulas
(®) e ivermectina libre (A). Los
simbolos muestran datos
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Entre los muchos modelos que se informan en la bibliografia para poder discernir el
mecanismo que rige el transporte del activo desde la formulacion, algunos ya mencionados,
se ha elegido el método empirico de Weibull (ecuacion 3) dado que es el inico que muestra
la posibilidad de ajustar curvas tipo sigmoideo® ", ademas de que su utilidad en simular
liberacion de activos desde sistemas de liberacion prolongada fue reconocida en la
conferencia de la AAPS/FIP del 20037' La tabla 13 muestra los valores de los parametros
de la ecuacion de Weibull para cada sistema.

Ec. 3: Q:A*[l—exp(—a*(fb)]

Tabla 13: Valores obtenidos del ajuste a la ecuacion de Weibull

A b o (horas™) R’
Ivermectina 80.83 0.993 0.1637 0.999
Nanoesferas 51.78 1.14 0.2152 0.993
Nanocapsulas 48.05 1.505 0.044 0.995

El exponente del tiempo “b” es un indicativo del mecanismo de transporte de un farmaco a
través de la matriz, polimérica, en este caso. Cuando “b” es inferior a 0.75 indica una
difusion tipo fickiana, mientras que si éste parametro es superior a 0.75 e inferior a 1 indica
un mecanismo combinado (difusion fickina y transporte caso II, hinchamiento). Si los
valores son mayores de 1, el transporte del activo sigue un mecanismo complejo de
liberacion. En este caso la grafica tiene forma sigmoidea, iniciando muy lentamente para
posteriormente mostrar una velocidad muy rapida y terminar diminuyendo hacia una
asintota.

La “o” se considera como una constante de velocidad aparente .

En base a los parametros obtenidos puede concluirse que tanto la ivermectina formulada en
las nanoesferas como la que se encuentra en las nanocdpsulas es liberada mediante
mecanismos complejos. Sin embargo la ivermectina libre muestra un valor de “b” que
indica dependencia del gradiente de concentracion.

[IPN4)

Con respecto a “a” es evidente que el firmaco difunde mas lentamente desde las
nanocapsulas que desde las nanoesferas. El valor obtenido para el activo libre no puede ser
comparado con los sistemas formulados debido a que su forma de la curva, o sea su
mecanismo de liberacion, difiere de los otros dos sistemas comparados.
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Puede haber efecto debido al tamafio de particula, ya que las nanoesferas son menores que
las nanocépsulas y por lo tanto su area superficial de contacto con el medio es mayor.

Analizando las curvas por separado, se observa que la ivermectina sin formular muestra un
comportamiento bilineal, con una pendiente hasta las 5 horas y otra menor hasta las 12
horas (tiempo al cual alcanza el 70% liberado), indicativa de una disminucion en el proceso
de difusion,. El caso especifico en que b es muy cercano a 1 asemeja un comportamiento
cinético de primer orden, lo que indica que el gradiente de concentracion en el medio de
disolucion conduce la velocidad de liberacion. El caso de la Ivermectina podria ser un
proceso controlado por difusion, aunado a un proceso gobernado por este. Ademas, de que
la velocidad de disolucion de la Ivermectina en acetonitrilo no es muy grande, asi que
puede ser que éste proceso juegue un papel en la cinética de liberacion, junto con otros
mecanismos de transporte.

Para las nanoesferas, se observa una liberacion trifasica, iniciando con un efecto burst que
dura aproximadamente tres horas y durante el cual se va liberando la ivermectina que
estaba libre en el medio, segin se comprueba por la similitud de los datos del sistema
constituido solamente por ivermectina sin formular. Posteriormente se continua con lo que
se denomina en la bibliografia un efecto de induccion que en este caso dura hasta
aproximadamente las 9 horas y que probablemente se deba a la desorcion del activo desde
la superficie de la nanoparticula para terminar con un periodo de velocidad muy lenta”.

El efecto burst puede ser deseado en algunas ocasiones para lograr un efecto inicial de
carga.

En el caso de las nanocépsulas es mucho més marcado el efecto sigmoideo. Existe un
tiempo de liberacién inicial muy lento, desde el tiempo cero hasta las 2 horas. Tiempo en el
que probablemente ocurre la solvatacion de la capa polimérica y hay un proceso de difusion
inicial. Posteriormente el proceso de transporte incrementa, probablemente debido a un
proceso de erosion, disolucion y difusion. Estos procesos pueden ir cambiando las
caracteristicas de la capa polimérica y finalmente existe una disminucién considerable de la
liberacion.

La presencia de todos estos mecanismos involucrados en la liberacion del farmaco es
concordante con los valores obtenidos para el pardmetro “b”, que indica precisamente la
complejidad del proceso de transporte.

6.6. Estudio en ratones

El objetivo de este estudio fue realizar la interaccion del polimero con el farmaco en un
organismo vivo, para evaluar la capacidad de encapsulamiento del polimero de impresioén
sobre la ivermectina liberada del sistema y posteriormente ver el efecto en los escarabajos.
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Se observo que la administracion del sistema no produjo la muerte del raton, asi mismo,
pasado algunos dias después de la administracion de ambas formulaciones, es decir, la
formulacion del sistema de liberacién conteniendo ivermectina y el polimero de impresion
los ratones se mantuvieron en buen estado.

6.6.1 Efecto de la interaccion polimero de impresion-ivermectina contenido en heces de
ratones sobre los escarabajos

Al tener las heces de los animales tratados con la formulacion de liberacion modificada y
las defecaciones que se obtuvieron después de la administracion de ambos sistemas, se
dieron las heces como alimento a los escarabajos. Los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14 Resultados del efecto de los diferentes tratamientos en ratones sobre los escarabajos.

En heces de ratén DIAO DIA1 DIA5 DIA7 DiA14 DIA30

Polimero 50 49 48 47 42 36
Polimero 50 49 47 43 40 39
Polimero 50 48 47 45 40 37
Polimero + activo 50 43 39 37 34 30
Polimero + activo 50 46 39 37 33 28
Polimero + activo 50 47 42 38 36 35
Testigo 50 50 47 45 44 42
Testigo 50 50 48 46 43 39
Testigo 50 49 47 a7 44 40
Activo 50 19 8 0 0 0
Activo 50 21 14 0 0 0
Activo 50 16 6 0 0 0

Al analizar estadisticamente la tabla 14 mediante anélisis de varianza (ANOVA) y posterior
prueba de Tukey (ver anexo I) se llegd a la siguiente discusion en funcion del tiempo y del
tratamiento.

Efecto del tiempo
A) Testigo

Al usar ANOVA en los valores de los grupos testigos se observa que hay diferencia
significativa (P<0.05), donde la prueba de Tukey arroja que a partir del dia 7 el escarabajo
se ve afectado, como ya se habia observado en el estudio con heces de rumiantes.

B) Polimero de impresion

Entre los grupos que se les administrd el polimero de impresion hay una diferencia
significativa (P<0.05), al realizar la comparacion entre los grupos empleando la prueba de
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Turkey, se obtiene que a partir del dia 14 el polimero de impresion afecta al escarabajo,
pero con lo obtenido en el grupo testigo nuevamente podemos decir que el polimero de
impresion no es toxico para el insecto.

C) Ivermectina

El efecto de la ivermectina se ve reflejado desde el dia 1 y difiere del dia 5 y 7, observando
que existe un incremento del tiempo de sobrevivencia del coledptero al administrar el
sistema nanométrico formulado en comparacion con el producto comercial (IVOMEC®).
Lo cual probablemente est4 indicando que la dosis a la cual se ve sometido el escarabajo es
inferior.

D) Polimero de impresion-ivermectina

Al realizar el andlisis estadistico se presenta diferencia significativa, ademas se observa que
hay mas tiempo de sobrevivencia del escarabajo en comparacion con el polimero que fue
esparcido en las heces de rumiantes. Después de 30 dias hay presencia de escarabajos, por
lo que el polimero de impresion encapsula el firmaco que es liberado del sistema
nanométrico y minimiza la muerte del insecto.

Efecto del tratamiento

Al dia 1 todos los grupos se comportan de manera similar, a excepcion del grupo tratado
con ivermectina que muestra mortandad en los escarabajos, dando una diferencia
estadisticamente significa con los otros tres grupos.

En el dia 5 no hay diferencia entre el grupo testigo y el grupo con polimero de impresion,
pero ambos difieren con los grupos de ivermectina y polimero-ivermectina, lo cual indica
que el polimero ya no estd siendo tan eficaz, aunque los resultados muestran diferencia
estadisticamente significativa entre el efecto del farmaco libre o en el interior del polimero.

Para el dia 7 y el 14 tiene el mismo comportamiento del dia 5.

Para el dia 30 no hay diferencia de comportamiento con los primeros dias. Sin embargo, se
difiere en el nimero de escarabajos muertos.

Al diferir en los dias del estudio entre el efecto de polimero de impresion por esparcimiento
y en las heces de raton con las diferentes formulaciones, no podemos hacer una
comparacion entre dias, pero en el caso del dia 30, dia en donde ambos estudios se
realizaron, se observa que presentan una similitud en cuanto al comportamiento de las
formulaciones en los escarabajos, es decir, que el polimero de impresion no es el causante
de la muerte del insecto. También se puede concluir, en general, que la encapsulacion de la
ivermectina en el polimero de impresion disminuye su toxicidad hacia estos coledpteros.
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Este estudio nos indica que efectivamente la Ivermectina liberada por heces en los ratones
tratados con polimero de impresidon consigue ser, al menos en parte, encapsulada en el
interior de los mismos.
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VII. CONCLUSIONES

En la elaboracion del polimero de impresion, el método que permite una mayor eliminacion
de residuos en menor tiempo es por agitacion y remocion del solvente, con un 72.02% de
rendimiento.

La caracterizacion del polimero de impresion (SEM y FTIR) manifestd que éste se
encuentra libre del farmaco.

La cinética del polimero de impresion y principio activo proyectd que el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio es de aproximadamente 200 min.

El polimero blanco obtenido sin la molécula que fungi6 como plantilla capta menor
cantidad de farmaco que el que contenia la molécula molde, lo cual garantiza la eficacia
deseada de la sintesis.

El polimero de impresion no fue toxico para el escarabajo, mientras que la ivermectina
causa muerte rapida de todos ellos. Cuando el farmaco se encuentra interaccionando con el
polimero se muestra una disminucién de la toxicidad.

Se obtuvo un sistema con un tamafio de particula de 292.4 nm y con un valor de carga
superficial de -31.2mV.

El estudio de gradiente de densidad y TEM manifiestan que el sistema que se elaboro6 con la
mezcla de Tween 20: Span 80 y PLA 40,000 g/mol es una nanoemulsion y que el sistema
que se origind con Pluronic F-127 y PLA 75,000-120,000 g/mol son nanocapsulas.

El estudio de liberacion indica que se logra una liberacion més lenta cuando la ivermectina
estd incluida en nanoacarreadores, ademas de que nanoesferas y nanocapsulas muestran
perfiles de liberacion diferentes.

El efecto de la interaccion polimero de impresion- ivermectina contenido en heces de
ratones sobre los escarabajos manifiesta que los coledpteros presentan un tiempo de
sobrevivencia mayor que cuando es expuesto al farmaco.
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One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE

Testigo A 3 50 0 0

Testigo B 3 49,33333  0,57735 0,33333
Testigo_C 3 47,33333  0,57735 0,33333
Testigo_D 3 46,66667 1,52753 0,88192
Testigo E 3 41,33333  3,21455 1,85592
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different
ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 4 140,266667  35,0666667 13,15000  0,00054
Error 10 26,66666067  2,66666667

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Testigo_A 50 Means Lower Limit Upper Limit Level
Testigo_B 49,33333  0,66667 -3,72144 5,05478 No
Testigo C 47,33333 2,66667 -1,72144 7,05478 No
Testigo_D 46,66667  3,33333 -1,05478 7,72144 No
Testigo_E 41,33333  8,66667 4,27856 13,05478 Yes
Testigo B 49,33333
Testigo_C 4733333 2 -2,38811 6,38811 No
Testigo_D 46,66667  2,66667 -1,72144 7,05478 No
Testigo E 41,33333 8 3,61189 12,38811 Yes
Testigo_C 47,33333
Testigo_D 46,66667  0,66667 -3,72144 5,05478 No
Testigo E 41,33333 6 1,61189 10,38811 Yes
Testigo_D 46,66667

Testigo_E 41,33333  5,33333 0,94522 9,72144 Yes




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE

Ivermectina A 3 50 0 0
Ivermectina B 3 0 0 0
Ivermectina C 3 0 0 0
Ivermectina_ D 3 0 0 0
Ivermectina E 3 0 0 0
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different



ANOVA

Sum of Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value

Analisis de varianza de un factor Polimero
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 3 150 50 0
Fila 2 3 149 49.66666667  0.33333333
Fila3 3 146 48.66666667  0.33333333
Fila 4 3 142 47.33333333  0.33333333
Fila 5 3 127 42.33333333  9.33333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 116.93 4 29.23333333  14.1451613  0.00040118 3.47804969
Dentro de los
grupos 20.667 10 2.066666667
Total 137.6 14

Ho: En los cinco dias el comportamiento de los escarabajos ante el polimero es igual

Ha: En los cinco dias el comportamiento de los escarabajos ante el polimero es igual

F es mayor que Fc, por lo cual se rechaza la hipdtesis nula (P<0.05)

One-Way ANOVA



Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE

Datal A 3 50 0 0

Datal B 3 49,66667  0,57735 0,33333
Datal_C 3 48,66667  0,57735 0,33333
Datal D 3 47,33333  0,57735 0,33333
Datal_E 3 42,33333  3,05505 1,76383
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 4 116,933333  29,2333333  14,14516  0,00040
Error 10 20,6666667  2,06666667

At the 0,05 level,

the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Datal_A 50 Means Lower Limit Upper Limit Level
Datal_B 49,66667  0,33333 -3,5297 4,19636 No
Datal_C 48,66667 1,33333 -2,5297 5,19636 No
Datal_D 47,33333  2,66667 -1,19636 6,5297 No

Datal_E 42,33333  7,66667 3,80364 11,5297 Yes



Datal B 49,66667

Datal C 48,66667 1 -2,86303 4,86303 No

Datal D 47,33333 2,33333 -1,5297 6,19636 No

Datal E 42,33333 7,33333 3,4703 11,19636 Yes

Datal C 48,66667

Datal D 47,33333 1,33333 -2,5297 5,19636 No

Datal E 42,33333 6,33333 2,4703 10,19636 Yes

Datal D 47,33333

Datal E 42,33333 5 1,13697 8,86303 Yes
Dataset N Mean SD SE



Polilver A 3 50 0 0
Polilver B 3 50 0 0
Polilver C 3 0 0 0
Polilver D 3 0 0 0
Polilver E 3 0 0 0
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 4 9000,00000 2250,00000 -- --
Error 10 0 0

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Error 10 0 0

At the 0,05 level,

the population means are significantly different.



RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 3 150 50 0
Fila 2 3 150 50 0
Fila3 3 150 50 0
Fila 4 3 150 50 0

Polimero
Polimero-+activo
Testigo

Ivermectina

o o w »

Fila 1
Fila2
Fila 3
Fila 4



ANALISIS DE VARIANZA

Valor
Origen de las Suma de  Grados de  Promedio de los critico
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0 3 0 65535 #NUM! 4.066
Dentro de los
grupos 0 8 0
Total 0 11

No son logicos los datos, es evidente que son iguales.

No hay ningtin cambio entre los diferentes tratamientos dado que es el dia de aplicacion

One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE
Dia2sinraton_A 3 49,66667  0,57735 0,33333
Dia2sinraton_B 3 50 0 0
Dia2sinraton_C 3 49,33333  0,57735 0,33333
Dia2sinraton_D 3 0 0 0




Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 3 5550,91667 1850,30556 11101,83333 0,00000
Error 8 1,33333333  0,166666667

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Dia2sinraton_ A 49,66667  Means Lower Limit Upper Limit Level
Dia2sinraton_B 50 -0,33333 -1,40078 0,73412 No
Dia2sinraton_C 49,33333  0,33333 -0,73412 1,40078 No
Dia2sinraton_D 0 49,66667  48,59922 50,73412 Yes
Dia2sinraton B 50
Dia2sinraton_C 49,33333  0,66667 -0,40078 1,73412 No
Dia2sinraton D 0 50 48,93255 51,06745 Yes
Dia2sinraton_C 49,33333
Dia2sinraton D 0 49,33333 48,26588 50,40078 Yes

One-Way ANOVA
Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE

Dial4sinraton_A 3 48,66667  0,57735 0,33333
Dial4sinraton_B 3 0 0 0



Dial4sinraton_C 3 4733333 0,57735 0,33333
Dial4sinraton_D 3 0 0 0

Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 3 6914,66667 2304,88889  13829,33333 0,00000
Error 8 1,33333333  0,166666667

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test
Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant

between Confidence Intervals at 0,05
Dial4sinraton_ A 48,66667  Means Lower Limit Upper Limit Level

Dial4sinraton_B 0 48,66667 47,59922 49,73412 Yes
Dial4sinraton_C 47,33333 1,33333 0,26588 2,40078 Yes
Dial4sinraton_D 0 48,66667 47,59922 49,73412 Yes
Dial4sinraton_B 0

Dial4sinraton_C 47,33333 -47,33333  -48,40078 -46,26588 Yes
Dial4sinraton_D 0 0 -1,06745 1,06745 No

Dial4sinraton_C 47,33333

Dial4sinraton D 0 47,33333 46,26588 48,40078 Yes




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset Mean SD SE
Dia30sinraton_A 3 47,33333 0,57735 0,33333
Dia30sinraton_B 3 0 0 0
Dia30sinraton_C 3 46,66667 1,52753 0,88192
Dia30sinraton_D 3 0 0 0

Null Hypothesis:

Alternative Hypothesis:

The means of all selected datasets are equal
The means of one or more selected datasets are different

ANOVA
Sum of Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value
Model 3 6627,66667  2209,22222  3313,83333  0,00000
Error 8 5,33333333  0,666666667
At the 0,05 level,
the population means are significantly different.
Means Comparison using Tukey Test
Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant

between Confidence Intervals at 0,05
Dia30sinraton_A 47,33333 Means Lower Limit Upper Limit Level
Dia30sinraton_B 0 47,33333  45,19843 49,46823 Yes
Dia30sinraton_C 46,66667  0,66667 -1,46823 2,80157 No
Dia30sinraton_D 0 47,33333  45,19843 49,46823 Yes
Dia30sinraton_B 0
Dia30sinraton_ C 46,66667 -46,66667  -48,80157 -44,53177 Yes
Dia30sinraton_D 0 0 -2,1349 2,1349 No
Dia30sinraton_C 46,66667
Dia30sinraton_D 0 46,66667  44,53177 48,80157 Yes



One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE
Ivermectinaco_A 3 50 0 0
Ivermectinaco B 3 18,66667 2,51661 1,45297
Ivermectinaco C 3 9,33333 4,16333 2,4037
Ivermectinaco_D 3 0 0 0
Ivermectinaco E 3 0 0 0
Ivermectinaco F 3 0 0 0

Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 5 5764,66667 115293333  292,29296  0,00000
Error 12 47,3333333  3,94444444

At the 0,05 level,

the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Ivermectinaco A 50 Means Lower Limit Upper Limit Level

Ivermectinaco B 18,66667 31,33333 25,88646 36,7802 Yes



Ivermectinaco C 9,33333 40,66667 35,2198 46,11354 Yes
Ivermectinaco D 0 50 4455313 55,44687 Yes
Ivermectinaco E 0 50 44,55313 55,44687 Yes
Ivermectinaco F 0 50 4455313 55,44687 Yes
Ivermectinaco B 18,66667

Ivermectinaco C 9,33333 9,33333 3,88646 14,7802 Yes
Ivermectinaco D 0 18,66667 13,2198 24,11354 Yes
Ivermectinaco E 0 18,66667 13,2198 24,11354 Yes
Ivermectinaco F 0 18,66667 13,2198 24,11354 Yes
Ivermectinaco C 9,33333

Ivermectinaco D 0 9,33333 3,88646 14,7802 Yes
Ivermectinaco E 0 9,33333 3,88646 14,7802 Yes
Ivermectinaco F 0 9,33333 3,88646 14,7802 Yes
Ivermectinaco D 0

Ivermectinaco_E 0 0 -5,44687 5,44687 No
Ivermectinaco F 0 0 -5,44687 5,44687 No
Ivermectinaco E 0

Ivermectinaco_F 0 0 -5,44687 5,44687 No




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N

Mean SD SE

Conratonpolim_A
Conratonpolim_B
Conratonpolim_C
Conratonpolim_D
Conratonpolim_E

Conratonpolim_F

50 0 0

48,66667  0,57735 0,33333
47,33333  0,57735 0,33333
45 2 1,1547
40,66667 1,1547 0,66667
37,33333 1,52753 0,88192

W oW oW W W W

Null Hypothesis:

Alternative Hypothesis:

ANOVA

Sum of

The means of all selected datasets are equal

The means of one or more selected datasets are different

Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 5
Error 12

363,833333  72,7666667 52,39200  0,00000
16,6666667  1,38888889

At the 0,05 level,

the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05

Conratonpolim_A 50 Means Lower Limit Upper Limit Level

Conratonpolim_B 48,66667  1,33333 -1,89879 4,56546 No

o m g O W o>

DiA 0
DiA 1
DiA 5
DiA 7
DiA 14
DiA 30



Conratonpolim_C 47,33333 2,66667 -0,56546 5,89879 No
Conratonpolim_D 45 5 1,76788 8,23212 Yes
Conratonpolim_E 40,66667 9,33333 6,10121 12,56546 Yes
Conratonpolim_F 37,33333 12,66667 9,43454 15,89879 Yes
Conratonpolim_B 48,66667

Conratonpolim_C 47,33333 1,33333 -1,89879 4,56546 No
Conratonpolim_D 45 3,66667 0,43454 6,89879 Yes
Conratonpolim_E 40,66667 8 4,76788 11,23212 Yes
Conratonpolim_F 37,33333 11,33333 8,10121 14,56546 Yes
Conratonpolim_C 47,33333

Conratonpolim_D 45 2,33333 -0,89879 5,56546 No
Conratonpolim_E 40,66667 6,66667 3,43454 9,89879 Yes
Conratonpolim_F 37,33333 10 6,76788 13,23212 Yes
Conratonpolim_D 45

Conratonpolim_E 40,66667 4,33333 1,10121 7,56546 Yes
Conratonpolim_F 37,33333 7,66667 4,43454 10,89879 Yes
Conratonpolim_E 40,66667

Conratonpolim_F 37,33333 3,33333 0,10121 6,56546 Yes




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE
Pollverraton_ A 3 50 0 0
Pollverraton_B 3 45,33333  2,08167 1,20185
Pollverraton_C 3 40 1,73205 1
Pollverraton_D 3 37,33333 0,57735 0,33333
Pollverraton_E 3 34,33333 1,52753 0,88192
Pollverraton_F 3 31 3,60555 2,08167
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean

Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 5 744,000000 148,800000 38,81739  0,00000
Error 12 46,0000000 3,83333333

At the 0,05 level,

the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Pollverraton_ A 50 Means Lower Limit Upper Limit Level
Pollverraton_B 4533333 4,66667 -0,70294 10,03627 No
Pollverraton C 40 10 4,6304 15,3696 Yes
Pollverraton_D 37,33333 12,66667 7,29706 18,03627 Yes

Pollverraton_E 34,33333 15,66667 10,29706 21,03627 Yes



Pollverraton_F 31 19 13,6304 24,3696 Yes

Pollverraton B 45,33333

Pollverraton C 40 5,33333 -0,03627 10,70294 No
Pollverraton_D 37,33333 8 2,6304 13,3696 Yes
Pollverraton_E 34,33333 11 5,6304 16,3696 Yes
Pollverraton F 31 14,33333 8,96373 19,70294 Yes
Pollverraton_C 40

Pollverraton_D 37,33333 2,66667 -2,70294 8,03627 No
Pollverraton_E 34,33333 5,66667 0,29706 11,03627 Yes
Pollverraton F 31 9 3,6304 14,3696 Yes
Pollverraton_D 37,33333

Pollverraton_E 34,33333 3 -2,3696 8,3696 No
Pollverraton_F 31 6,33333 0,96373 11,70294 Yes
Pollverraton_E 34,33333

Pollverraton_F 31 3,33333 -2,03627 8,70294 No




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE
Dialconraton_A 3 48,66667  0,57735 0,33333
Dialconraton_B 3 45,33333  2,08167 1,20185
Dialconraton C 3 49,66667 0,57735 0,33333
Dialconraton_D 3 18,66667  2,51661 1,45297
Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different
ANOVA

Sum of Mean
Source DoF  Squares Square F Value P Value

Model 3 1952,25000  650,750000 229,67647  0,00000
Error 8 22,6666667 2,83333333

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Dialconraton_A 48,66667 Means Lower Limit Upper Limit Level
Dialconraton B 45,33333 3,33333 -1,06788 7,73454 No
Dialconraton_C 49,66667 -1 -5,40121 3,40121 No
Dialconraton D 18,66667 30 25,59879 34,40121 Yes
Dialconraton B 45,33333
Dialconraton_C 49,66667  -4,33333 -8,73454 0,06788 No
Dialconraton_D 18,66667  26,66667  22,26546 31,06788 Yes

Dialconraton_C 49,66667




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset Mean SD SE
Dia5conraton_ A 3 47,33333 0,57735 0,33333
DiaSconraton_B 3 40 1,73205 1
DiaSconraton_C 3 47,33333 0,57735 0,33333
DiaSconraton_D 3 9,33333 4,16333 2,4037

Null Hypothesis:

Alternative Hypothesis:

The means of all selected datasets are equal

The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value
Model 3 2952,00000 984,000000 187,42857  0,00000
Error 8 42,0000000 5,25000000
At the 0,05 level,
the population means are significantly different.
Means Comparison using Tukey Test
Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant

between Confidence Intervals at 0,05

DiaSconraton_A 47,33333  Means Lower Limit Upper Limit Level
DiaSconraton_B 40 7,33333 1,34228 13,32438 Yes
DiaSconraton C 47,33333 0 -5,99105 5,99105 No
DiaSconraton D 9,33333 38 32,00895 43,99105 Yes
DiaSconraton_B 40
DiaSconraton C 47,33333 -7,33333 -13,32438 -1,34228 Yes
DiaSconraton D 9,33333 30,66667 24,67562 36,65772 Yes
DiaSconraton_C 47,33333
DiaSconraton D 9,33333 38 32,00895 43,99105 Yes




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset Mean SD SE
Dia7conraton_A 3 45 2 1,1547
Dia7conraton_B 3 37,33333  0,57735 0,33333
Dia7conraton_C 3 46 1 0,57735
Dia7conraton_D 3 0 0 0

Null Hypothesis:

The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value
Model 3 4252,25000 1417,41667 1063,06250  0,00000
Error 8 10,6666667  1,33333333

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
Dia7conraton_A 45 Means Lower Limit Upper Limit Level
Dia7conraton_B 37,33333 7,66667 4,64746 10,68587 Yes
Dia7conraton_C 46 -1 -4,01921 2,01921 No
Dia7conraton_ D 0 45 41,98079 48,01921 Yes
Dia7conraton_B 37,33333
Dia7conraton_C 46 -8,66667 -11,68587 -5,64746 Yes
Dia7conraton_ D 0 37,33333 34,31413 40,35254 Yes
Dia7conraton_C 46
Dia7conraton D 0 46 42,98079 49,01921 Yes




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset N Mean SD SE
Dial4conraton_A 3 40,66667  1,1547 0,66667
Dial4conraton_B 3 34,33333 1,52753 0,88192
Dial4conraton_C 3 43,66667  0,57735 0,33333
Dial4conraton D 3 0 0 0

Null Hypothesis: The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different
ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value

Model 3 3656,66667 1218,88889 1218,88889  0,00000
Error 8 8,00000000 1,00000000

At the 0,05 level,
the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test
Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant

between Confidence Intervals at 0,05
Dial4conraton_A 40,66667  Means Lower Limit Upper Limit Level

Dial4conraton_B 34,33333 6,33333 3,71862 8,94804 Yes
Dial4conraton_C 43,66667 -3 -5,61471 -0,38529 Yes
Dial4conraton_D 0 40,66667 38,05196 4328138 Yes

Dial4conraton_B 34,33333

Dial4conraton_C 43,66667 -9,33333 -11,94804 -6,71862 Yes
Dial4conraton_D 0 34,33333 31,71862 36,94804 Yes

Dial4conraton_C 43,66667

Dial4conraton_D 0 43,66667 41,05196 46,28138 Yes




One-Way ANOVA

Summary Statistics

Dataset Mean SD SE
dia30conraton_ A 3 37,33333 1,52753 0,88192
dia30conraton_B 3 31 3,60555 2,08167
dia30conraton_C 3 40,33333 1,52753 0,88192
dia30conraton_D 3 0 0 0

Null Hypothesis:

The means of all selected datasets are equal

Alternative Hypothesis: The means of one or more selected datasets are different

ANOVA

Sum of Mean
Source DoF Squares Square F Value P Value
Model 3 3088,33333  1029,44444  233,08176  0,00000
Error 8 35,3333333  4,41666667

At the 0,05 level,

the population means are significantly different.

Means Comparison using Tukey Test

Dataset Mean Difference  Simultaneous Significant
between Confidence Intervals at 0,05
dia30conraton_A 37,33333  Means Lower Limit Upper Limit Level
dia30conraton_B 31 6,33333 0,8383 11,82837 Yes
dia30conraton_C 40,33333 -3 -8,49504 2,49504 No
dia30conraton_ D 0 37,33333 31,8383 42,82837 Yes
dia30conraton_B 31
dia30conraton_C 40,33333  -9,33333  -14,82837 -3,8383 Yes
dia30conraton_ D 0 31 25,50496 36,49504 Yes
dia30conraton_C 40,33333
dia30conraton_D 0 40,33333 34,8383 45,82837 Yes
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