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RESUMEN

Se evalué la efectividad de un bolo experimental de lenta liberacion ruminal para cabritos con
sulfametazina sédica para el tratamiento de coccidiosis, en una dosis de 265 mg / Kg vy selenito de
sodio como complemento nutricional, en una dosis de 0.2 mg / Kg peso vivo por dia. Se utilizaron 15
cabritos (8 hembras y 7 machos) de un peso promedio de 13.5 Kg, divididos en tres grupos, cada uno
con cinco cabritos en tratamiento, los tratamientos fueron bolo con sulfametazina (Bolo SMZ), bolo con
sulfametazina mas selenio (Bolo SMZ-Se) bolo sin ningun principio activo (Bolo Placebo). Se aplicé un
disefio experimental de un factor con tres niveles (tratamientos) para realizar una comparaciéon de
medias con un nivel de significancia de P < 0.05 con el paquete estadistico Statgraphics Plus 5. Los
cabritos fueron alojados en jaulas metabdlicas individuales para controlar la alimentacién, evitar la
reinfeccion y observar la posible regurgitaciéon del bolo, a cada cabrito se le tomé muestras de sangre por
puncion de la vena yugular, se tomo una primera muestra de sangre, tiempo 0 hrs, después se muestred
en los siguientes tiempos: 1, 3, 5, 9y 24 hrs del primerdiay 2, 5,9, 12, 19, 26 y 33 dias siguientes, se
verificé la permanencia del bolo en rumen por medio de placas radiograficas. Al final del tratamiento se
sacrificaron los animales y se obtuvieron los bolos administrados. Se compararon los tratamientos sin
observar diferencia (P<0.05) entre las concentraciones plasmaticas de sulfametazina en los bolos que
contenian sulfametazina y los que contenian sulfametazina mas selenio, determinando concentraciones
plasmaticas de sulfametazina menores a 0.6 pg/ml, con resultados satisfactorios a los 21 dias, con cero
ooquistes en heces, se determind el &rea bajo la curva de sulfametazina sin observar diferencia (P<0.05)
entre los tratamientos de los bolos que contenian sulfametazina y los que contenian sulfametazina mas
selenio. La concentracion plasmatica de selenio incremento significativamente en los cabritos
administrados con bolo sulfametazina mas selenio, con respecto a los cabritos que se les administrd
bolo sulfametazina y placebo. Se mantuvieron concentraciones plasmaticas de selenio alrededor de 0.2
ppm en plasma en cabritos administrados con selenio, los bolos permanecieron en rumen durante 35
dias. El selenio no modificé los parametros farmacocinéticos de la sulfametazina, por lo que no existio
interaccién entre sulfametazina y selenio. Los bolos de lenta liberacién ruminal de sulfametazina sédica
mas selenio evidenciaron buenos efectos en la prevencion y tratamiento de coccidiosis caprina en
infeccion natural, la eficacia del bolo es larga y con esto se puede minimizar el manejo de los animales

con la facil administracion de los bolos.

Palabras Clave: Selenio, sulfametazina, bolos intraruminales, biodisponibilidad.
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INTRODUCCION

El éxito que pueda tener cualquier programa de tratamiento para animales, igual que para el humano,
depende de la administracién del medicamento, en la dosis correcta, en el momento apropiado y con la
frecuencia necesaria (Amador, 1999). El disefio de una forma farmacéutica considera numerosos
factores; un analisis de las propiedades fisicas y fisicoquimicas de los farmacos y de los excipientes, un
disefio adecuado para la administracion, asi como el empleo de métodos in vivo que provean

informacion de la biodisponibilidad (Arancibia, 1991).

En los estudios de biodisponibilidad se determinan parametros farmacocinéticos, los cuales se
correlacionan con los efectos terapéuticos del farmaco en el organismo, hay tres parametros
importantes: la concentracion maxima (C max), el tiempo para alcanzar la concentracién maxima (T max)
y el area bajo la curva de la concentracion plasmatica versus el tiempo (ABC). Estos permiten apreciar
los dos factores importantes de la biodisponibilidad: la cantidad de farmaco disponible, que esta
relacionada con el ABC vy la velocidad a la cual se hace biodisponible que esta ligada a T max y Cmax
(Arancibia, 1991).

El campo de la salud animal proporciona una gran oportunidad para la introduccion de nuevos
dispositivos para la liberacion controlada de farmacos. Los sistemas ruminales de liberacion prolongada
para rumiantes dependen de la densidad y de la forma geométrica, para prevenir la regurgitacion en la
rumia, el uso de bolos, como dispositivos de aplicacion oral, juega un papel importante en reducir la
frecuencia de dosificacién, con el beneficio de reducir el manejo de los animales y administracion de
dosis controlada y exacta (Amador, 1999), en animales lactantes (corderos o chivos) resulta dificil la
administracion de farmacos en el agua o pienso, ya que las cantidades que comen o beben son
insuficientes para obtener concentraciones plasméaticas adecuados, es por eso que la ingestién forzada

es la forma de administracién mas adecuada en estas edades (Amador, 1999; Chavez, 2000) .

La infeccion con parasitos, especialmente aquellos que afectan el tracto gastrointestinal como las
coccidias y causan pérdidas en los rebafios de cabras han llevado a buscar tratamientos adecuados
para estos animales, las sulfonamidas son uno de los grupos de farmacos mas utilizados por su actividad
quimioterapéutica. Son compuestos sintéticos que se han utilizado desde 1932 para reducir la incidencia
de enfermedades infecciosas y la mortalidad en humanos y animales. Debido a su supuesta propiedad
de promover el crecimiento animal y mejorar la eficiencia en la alimentacion, se ha incrementado su uso

en el campo veterinario, donde se emplean principalmente como aditivos en las dietas.

La utilizacion de sulfonamidas (sulfas) ha sido recomendada para la prevencion y/o tratamiento de la

coccidiosis. La sulfa detiene la formacion de acido félico e inhibe las funciones celulares que dependen



de éste y ademas es probable que compitan con el PABA (acido para amino benzoico). Las
sulfonamidas son cominmente administradas por via oral y que pueden ser dadas en soluciones orales
o en forma de bolos. Aunque la mayor parte de las sulfas se absorben rapidamente a través del tracto
gastrointestinal, pueden ocurrir variaciones entre especies, principalmente en los rumiantes por su

anatomia y fisiologia digestiva (Chavez, 2000).

El selenio es un mineral traza, funcional en casi 100 proteinas y con funciones como antioxidante, mejora
la inmunidad, fertilidad y funcién muscular. La deficiencia de selenio afecta de manera importante en la
etapa de desarrollo y durante la gestacién. Algunas de las formas mediante las cuales se pueden
corregir la deficiencia de selenio, es la inclusion en forma de sales en el alimento, aplicacion de

inyecciones subcutaneas y la dosificacion oral de bolos intraruminales (Blodgett, 1987).

Actualmente se sigue abusando de los farmacos practicandose la polifarmacia. Las consecuencias de
estas interacciones medicamentosas pueden ser: disminucién de la actividad terapéutica, incremento de
la toxicidad e incremento de la actividad terapéutica por efecto sinérgico o aditivo. Considerando a esta

ultima como deseable 'y Unica justificacion de las mismas  (Stockey, 2007).
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1.1. BIODISPONIBILIDAD

La biodisponibilidad es la medida de la cantidad de farmaco inalterado que llega a circulacién general y
la velocidad a la que ocurre. Desde una perspectiva de tecnologia farmacéutica es un parametro que
define la calidad de un producto, y se refiere a la eficiencia con la que una forma farmacéutica
administrada al organismo, cumple con la funcién de hacer que el principio activo, sea aprovechable en

su maxima potencialidad (Helgi, 2003).

1.1.1. Objetivos de los estudio de biodisponibilidad

La biodisponibilidad es un termino farmacocinetico que describe la velocidad y la cantidad de un principio
activo que se absorbe y llega al sitio de accién. Considerando que las concentraciones de farmaco no
pueden medirse directamente en el sitio de accién, los estudios de biodisponibilidad comprenden la
determinacién del farmaco en sangre o en orina. Ello se basa en la premisa de que la concentracién del
farmaco en el sitio de accién esta en equilibrio con la concentracién en sangre y por ello es posible
determinar indirectamente la respuesta del farmaco, midiendo los niveles del farmaco en sangre o en
orina (Helgi, 2003).

Los estudios de biodisponibilidad se llevan a cabo con diferentes propésitos (Helgi, 2003)
Para un farmaco nuevo los estudios de biodisponibilidad son importantes para:
1. Determinar la eficiencia de absorcion o fraccion biodisponible, por distintas vias de
administracion.
Establecer cual es la mejor via de administracion.
Determinar la influencia de la formulacién y el proceso de fabricacion sobre la biodisponibilidad

del principio activo.

Mientras que para un farmaco conocido, estos estudios permiten:

1. Determinar la equivalencia entre el producto genérico en relacion con el producto innovador.

2. Determinar la biodisponibilidad de un farmaco contenido en formas farmacéuticas distintas.

13



1.1.2. Métodos para determinar la biodisponibilidad (Helgi, 2003)

Evento Método de evaluacién |Ejemp|o.

Niveles de farmaco en | Perfil de concentraciéon plasmatica vs tiempo |Niveles en plasma, sangre,
circulacién Concentracion maxima, tiempo maximo, [suero.

area bajo la curva.

Eliminacién Cantidad acumulada excretada, velocidad de |Muestra de orina

excrecion maxima, tiempo maximo

Efecto farmacoldgico Inicio, duracion, intensidad, efecto. Presién arterial, glucosa en
sangre.
Estudios in vitro Factor de similitud Por ciento disuelto a diferentes

tiempos de muestreo.

1.1.3. Parametros Farmacocinéticos.

Son indicadores de la velocidad y cantidad absorbida. (Morales, 2003)

La concentracion maxima (C max), el tiempo para alcanzar la concentracion maxima (T max) y el area
bajo la curva de la concentracién plasmatica versus el tiempo (ABC). Estos permiten apreciar los dos
factores importantes de la biodisponibilidad: la cantidad de farmaco disponible, que esta relacionada con

el ABC y la velocidad a la cual se hace biodisponible que esta ligada a T max y Cmax (Arancibia, 1991).
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1.1.4. Factores que influyen en la biodisponibilidad

La biofarmacia es una disciplina aplicada que alcanza su mayor potencialidad en las etapas de
preformulacién que conlleva al disefio de un medicamento. Ello conjuga las relaciones entre las
propiedades fisicoquimicas de un medicamento y la respuesta terapéutica observada después de su

administracién (Morales, 2003).

La administracion oral del medicamento es preferida en muchos casos. Factores como la solubilidad,
velocidad de disolucion o de liberacidon, permeabilidad, degradacion gastrointestinal y la rapida
biotransformacioén del farmaco, todos o por si solos pueden contribuir a las caracteristicas de la
disponibilidad (Morales, 2003).

La disposicion de los farmacos puede ser influida por diversos factores, entre los que se mencionan los
estados fisiologicos (edad, gestacion), enfermedad, via de administracion y formulacion. El conocimiento
detallado del comportamiento farmacocinético en animales de produccién, jévenes o adultos, tiene
importancia en el aspecto terapéutico, debe existir un nivel 6ptimo de farmaco en sangre y en tejidos, sin

producir toxicidad en el animal (Watson et al. 1987; Schwark, 1992).

En las diferentes etapas de la preformulacién del desarrollo de un medicamento, es importante tener
definido el limite de absorcién de un farmaco, la velocidad maxima u o6ptima y la magnitud de la
absorcién que puede ser alcanzada en la forma mas rapida disponible disefiada para el farmaco en
cuestion, cada farmaco debe ser considerado individualmente, ya que las propiedades fisicoquimicas,
sus usos terapéuticos y las caracteristicas de disposicion fisioldgica de los diferentes farmacos deben ser
consideradas en el disefio y evaluacion de tales estudios. Por lo tanto, en el desarrollo de un nuevo
medicamento, debe considerarse no solamente las caracteristicas farmacoldgicas y toxicoldgicas, sino

ademas, las propiedades biofarmacéuticas (Morales, 2003).

Los principales factores que influyen en la biodisponibilidad, se pueden dividir en dos grandes grupos
(Helgi, 2003):

1. Factores que dependen del principio activo, la forma farmacéutica y el proceso de fabricacion.

2. Factores fisiologicos y patologicos relacionados con el paciente.
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1.1.5. Factores que dependen del principio activo, la forma farmacéutica y el proceso de

fabricacion.

Para que el farmaco administrado por via oral alcance la circulaciéon sistémica, se requiere que se
encuentre disuelto y esté disponible para su absorcién en el tracto gastrointestinal; cualquier factor que
influya sobre estos procesos, podria afectar su biodisponibilidad (Helgi, 2003).

Las propiedades inherentes al principio activo tales como la solubilidad, velocidad de disolucion,
polimorfismo, estado cristalino, peso molecular, forma quimica (acido, base o sal), pka o pkb, coeficiente
de particidn, tamafio de particula son propiedades fisicoquimicas que afectan la disoluciéon de un farmaco
y por ende su biodisponibilidad (Arancibia, 1991; Helgi, 2003).

Los factores inherentes a la forma farmacéutica, la eleccién del tipo y la cantidad de excipientes
empleados de acuerdo a la forma farmacéutica de que se trate, son de suma importancia respecto a la
liberacién y disolucion del farmaco. En general para su eleccion se deben considerar: compatibilidad
fisicoquimica de la formulacién, presencia de agentes humectantes; tipo, espesor y porosidad de
recubrimientos; forma, tamafo y porosidad de las matrices que contienen el farmaco, diluentes y
desintegrantes; compactadores y agentes granulantes; lubricantes, tamano de granulo y distribucion;

fuerza de compresion, humedad durante el proceso de fabricacion (Arancibia, 1991; Helgi, 2003).

En cuanto a factores inherentes al proceso y/o reproceso de fabricacion del medicamento, se encuentra
el uso de operaciones unitarias tales como molienda, mezclado, compresion y secado entre otras, las
cuales pueden modificar el estado cristalino de una sustancia y por ende, sus propiedades de disolucion.
La disolucién del principio activo es en muchos casos, el proceso limitante para la absorciéon de un
farmaco y por tanto puede modificar el inicio, la intensidad y la duracién del efecto farmacolégico
(Arancibia, 1991).

Las condiciones de almacenaje y periodo util del producto es otro factor tecnolégico que pudiera
modificar el comportamiento cinético, debido a que los medicamentos son mezclas complejas de
componentes susceptibles de reaccionar o de modificarse con el paso del tiempo, o por influencia de

factores externos como son la temperatura y humedad (Arancibia, 1991).

1.1.6. Factores fisiologicos y patolégicos que influyen en la biodisponibilidad

Entre los factores fisioldogicos que pueden afectar la biodisponibilidad de un farmaco se pueden
mencionar los siguientes: (Aulton, 2004; Arancibia, 1991; Helgi, 2003)

- Variabilidad de pH de los fluidos gastrointestinales y presencia de enzimas en el sitio de

administracion del medicamento.
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Velocidad de vaciamiento gastrico y motilidad intestinal.

Edad, género, peso.

Condiciones dietéticas relacionadas con la administracién del medicamento.
indice de perfusién sanguinea en el sitio de depdsito y/o de absorcién del farmaco.
Estados de enfermedad.

Factores genéticos.

17



I.2. FARMACOCINETICA DE LAS SULFAMIDAS

Existen diferencias en el comportamiento farmacocinético de las distintas sulfamidas en los animales
domeésticos, no solo por las propiedades particulares de sus moléculas y condiciones fisiopatolégicas

sino también por variaciones entre las especies (Costa, 1996).

.2.1. Absorcion

Las sulfamidas en general son rapidamente absorbidas cuando se administran por via parenteral y en el
aparato digestivo de monogastricos y aves cuando su administracion es oral. Esta absorcidén es regida
por una difusidén pasiva y su velocidad esta influida por la vascularizaciéon del sitio de absorcién
(Gonzalez, 2005). El intestino delgado es el sitio principal donde ocurre este proceso. Hay farmacos que
tiene una pobre solubilidad en agua y por lo tanto tiene poca o ninguna absorcion en el aparato digestivo,
por ejemplo el ftalilsulfatiazol y otras sulfamidas son utilizadas en infecciones microbianas susceptibles,

localizadas en este aparato, para ejercer su accion in situ.

Las sulfas se absorbe en promedio del 60 % al 100 % de la dosis oral, y en cuestion de dos a seis horas,
aparecen valores plasmaticos maximos segun el tipo de farmaco. Sin embargo, esto es variable de
acuerdo a la especie, el bovino absorbe las sulfamidas desde el tracto gastrointestinal mas lentamente
que el ovino o el porcino debido a las caracteristicas del complejo rumino-reticular, volumen, alto
contenido de materia sélida y microbiota. La presencia de alimentos en el tracto gastrointestinal puede
retrasar ligeramente este proceso como también presentar diferencias de acuerdo a la edad de los
animales (Costa, 1996; Plumb, 1999).

En cabras, la absorcién de sulfadoxina y de trimetoprim fue dos tercios de lo administrado; en los recién
nacidos fue menor, incrementandose la absorcién con la edad. La eliminaciéon fue menor en los recién
nacidos que en los adultos, aumentando con la edad. Con el trimetoprim administrado a cabritos, cabras
adultas y a vacas, se observé mayor concentracion plasmatica en los recién nacidos que en edades
adultas, justificado esto por efecto de los liquidos ruminales que producirian una degradacion del
farmaco (Nielsen et al. 1978).

Estudios realizados en corderos, mostraron que la utilizacién de bolos retenidos en reticulo-rumen con
matriz lipidica conteniendo sulfametazina, producian una liberacion sostenida del farmaco, lograndose
niveles plasmaticos por encima de la concentracion minima inhibitoria de sulfametazina durante 100
horas y una biodisponibilidad del 51.7 %, adecuados para el tratamiento de coccidiosis (Evrard et al.
1995).

Murphy et al. (1986) evaluaron el mismo farmaco, administrado bajo la forma de bolo de eliminacién

lenta en terneros de 3 a 5 dias de vida, obteniéndose concentraciones plasmaticas que excedian el
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minimo nivel terapéutico desde las 4 a 120 horas post tratamiento. Trabajos realizados en equinos
adultos por Van Duijkeren et al. (1995) concluyeron que la administracion por via oral de
sulfacloropiridazina-trimetoprim conjuntamente con la racion, influyé la absorciéon de la misma, ya que los
picos de concentraciones plasmaticas encontrados produjeron una curva bifasica con un primer pico
ocurrido entre las 1 y 2 horas y un segundo a las 8-10 horas y la biodisponibilidad, fue significativamente
reducidas en comparacion a las observadas cuando se utilizé6 sonda nasogdstrica y via endovenosa.
Estas dos dultimas vias resultaron ser adecuadas para lograr concentraciones plasmaticas

suficientemente efectivas contra los agentes susceptibles.

Gonzalez (2005), estudié la biodisponibilidad en ovejas Columbia y Pelibuey administrando bolos
intraruminales de sulfametazina de liberacion prolongada via oral, determiné la concentracion maxima de
13.051+£5.7962 pg/mL en un tiempo maximo de 3.8+0.8166 horas, obteniendo un efecto terapéutico
adecuado para el tratamiento de la coccidiosis y por lo tanto una disminucion significativa en el conteo

de ooquistes.

1.2.2. Factores que Modifican la Absorcion

La absorcion de farmacos desde el tracto gastrointestinal es un proceso complejo que esta sujeto a la
influencia de varios factores tales como la relacién entre el pH del medio y el pKa del farmaco,
caracteristicas de la mucosa del tubo digestivo, motilidad intestinal, asi como de la dieta y microflora
presente. En virtud de las diferencias morfoldgicas que existen en el tracto gastrointestinal entre un
neonato y un rumiante adulto, la absorcién de algunos farmacos puede verse notoriamente afectada por
la edad del individuo (Baggot, 1977).

El pH abomasal de 7.5 en un individuo recién nacido, se va tornando mas acido en la medida que se
modifica la dieta del animal. Estas diferencias en el pH influyen directamente en la tasa de absorcién
pues determinan el grado de ionizacion del farmaco. Compuestos que se inactivan en medio acido, como
la penicilina, pueden verse menos afectados por el pH del medio y por ende ser mejor absorbidos en un

neonato que en el medio acido propio del abomaso de un bovino adulto (Schwark, 1992).

Otro aspecto a tener en cuenta son los cambios que se producen a nivel de la superficie mucosa del
intestino que afectan su capacidad de absorcién; durante las primeras horas de vida existe una gran
permeabilidad en la mucosa intestinal que permite el pasaje de los anticuerpos calostrales, pero también
posibilita la absorcidon de otras macromoléculas como es el caso de los aminoglucésidos y algunas
sulfamidas que normalmente no se absorben en el intestino de un animal adulto (Caprile & Short, 1987).
En la medida que transcurren los dias, la superficie mucosa del tubo digestivo aumenta al igual que lo

hace la perfusidon sanguinea de las mismas, lo que tedricamente favoreceria la absorcion de farmacos;
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no obstante, con el transcurso del tiempo también se incrementa la actividad enzimatica, tal es el caso
de las enzimas del complejo citocromo P-450 involucradas en el metabolismo de xenobidticos, lo cual
actuaria como barrera para el acceso del farmaco hacia la circulacion sistémica por un efecto de
metabolismo de primer paso (Williams, 1983). La actividad propulsiva del tubo digestivo también debe
considerarse, ya que la misma es menor en neonatos que en adultos y por lo tanto puede afectar el

grado de absorcién (De Backer, 1986).

El desarrollo postnatal de la microflora ruminal, asi como las modificaciones en la funcionalidad de la
gotera rumino-reticular con el transcurso de las semanas también afecta notoriamente la absorcion de
algunos farmacos tras su administracion por via oral. Asi, ciertos, farmacos como el caso del
cloranfenicol, tienden a ser degradados por la flora ruminal, por lo que la biodisponibilidad de este

antimicrobiano disminuye con la edad del bovino (De Backer et al. 1978).

Cuando consideramos el efecto ejercido por el rumen en el comportamiento cinético de los farmacos, ya
sean administrados por via oral o intraruminal, se debe tener en cuenta el efecto de diluciéon que ejerce,
su contenido, los pre-estomagos constituyen del 12 al 15 % del peso corporal. Ademas, la solucion del
farmaco en el rumen no presenta una concentracion homogénea. El contenido ruminal se encuentra
dividido en una serie de capas estratificadas que no se mezclan de forma homogénea: la fraccién acuosa
progresa con velocidad constante en ovinos y bovinos y tarda aproximadamente 6 horas en alcanzar el
abomaso. Sumado a esto, las bases débiles administradas por via oral pueden quedar atrapadas en el
rumen por ionizacion y liberarse gradualmente, prolongando la eliminacion y aumentando el volumen de
distribucion (Dunlop, 1983). En los rumiantes adultos la fraccion de farmaco que se excreta a través de la
saliva, puede alcanzar el tracto digestivo y probablemente ser reabsorbida nuevamente llegando a la
circulacién sanguinea y pudiendo ser otra vez excretada por las glandulas salivales, estableciéndose asi
un circuito rumen - sangre -saliva (Dunlop, 1983). En los rumiantes, el volumen de produccion de saliva
es muy grande (aproximadamente 100 a 200 L/dia en los bovinos) es ligeramente alcalina (pH 8.2). Por
ello, la cantidad de farmaco que puede ser excretado por el fluido salival es considerable, a diferencia del
resto de las especies domésticas.

1.2.3. Distribucion

La naturaleza quimica y las propiedades fisicoquimicas de los antimicrobianos definen su proceso de
distribucidon y excrecion, los cuales se refieren a la biotransformacion (metabolismo) y excrecion. La
liposolubilidad de los agentes antimicrobianos que son electrolitos organicos débiles y el grado de
ionizacién en la sangre y fluidos organicos, influyen en su distribucion y la velocidad de eliminacion
(Baggot, 2001).
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La distribucidn de las sulfas es amplia en los diferentes territorios organicos, alcanzando concentraciones
terapéuticas en plasma, liquido cefalorraquideo, sinovial y peritoneal, en relaciéon a la fijacién en las
proteinas plasmaticas y su liposolubilidad. Atraviesan la barrera placentaria y se observan en la sangre
fetal y liquido amniético, pudiendo producir efectos toxicos. Atraviesan bien la barrera hematoencefalica.
Las sulfonamidas tépicas pueden ser absorbidas y alcanzar niveles sanguineos detectables (Gonzalez,
2005).

El término farmacocinético utilizado para estimar el alcance de la distribucién de un farmaco es el
volumen de distribuciéon (Vd), que indica el espacio virtual disponible del cuerpo que contiene al farmaco,
para equiparar en el supuesto mas sencillo (modelo monocompartimental, dosis Unica, via intravenosa),
la cantidad de farmaco en el organismo y la concentraciéon del farmaco en plasma, determinados al
mismo tiempo. Basado en este parametro, la distribucién del mismo puede ser caracterizada como
amplia (mayor de 0.7 L/kg), moderada (0.3 a 0.7 L/kg) o limitada (menor de 0.3 L/kg). Las sulfamidas son

consideradas de distribucion moderada (Baggot, 2001).

Gonzalez (2005), estudio la biodisponibilidad en ovejas Columbia y Pelibuey y determind los parametros
farmacocinéticos obtenidos de una administraciéon intravenosa, el volumen de distribucion fue
0.6518+0.1374 y 0.8509+0.1606 litros, y el tiempo de vida de 4.2149+0.1857 y 4.6141£0.6892 h para la

raza Columbia y Pelibuey respectivamente.

Las sulfas una vez absorbidas se unen a proteinas plasmaticas, usualmente albumina, esta unién varia
entre las distintas sulfamidas y entre las distintas especies, observdndose variaciones de rango que van
de 15 a 90 % de unién. Asi, para las sulfamidas de corta duracién este porcentaje es bajo, siendo
elevado para las de larga actividad; por ejemplo sulfadimetoxina que se une a las proteinas plasmaticas
enun 97.7 % y un 98.6 %, su metabolito N4 acetil sulfadimetoxina y el sulfametoxazol se unen en un 65
% (Costa, 1996).

La union a proteina incrementa marcadamente la semivida de la sulfamida. Existe un equilibrio entre la
fraccion libre y la fraccion ligada a las proteinas, la constante disociacion del complejo sulfa proteina
varia segun la sulfamida que se considere (Costa, 1996). Se ha observado en casos de parasitosis en
ovejas que el cuadro de hipoproteinemia, explicaria las diferencias de concentracion plasméticas y de
permanencia de sulfametazina en el plasma en relacion con los animales sanos (Righter et al. 1979).
Como las sulfamidas son acidos débiles, no hay pasaje significativo a leche; sin embargo, puede ocurrir
por difusién pasiva, limitandose el uso como antimicrobiano en las mastitis. El proceso puede depender
de diversos factores, entre los que se incluye la unién a proteinas y valores de pKa (USP, 2000). Nouws
et al. (1991) observaron un rapido pasaje de sulfametoxazol a leche con un pico maximo de

concentraciéon a las 3 horas, el que fue decreciendo paralelamente con el descenso de las
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concentraciones en el plasma; las concentraciones encontradas en leche fueron cuatro veces menores
que en plasma. Al respecto, Mc Evoy et al. (1999) observaron similar comportamiento con la
sulfametazina administrada con el alimento, la que una vez cumplido el periodo de retiro no fue

detectada en la leche, utilizando técnicas sensibles como HPLC.

1.2.4. Factores que Modifican la Distribucién

Existen varios factores que afectan la distribucion de farmacos, difieren entre neonatos y adultos y por lo
tanto originan modificaciones en la disposicién cinética. Uno de los cambios mas importantes es la
modificacion en las proporciones del contenido acuoso. El agua corporal puede comprender el 75% del
peso total en un neonato, mientras que en un adulto es del 50 al 60%. En el caso de cabras de una
semana de vida, el volumen extracelular representa el 43% del peso corporal, mientras que desciende
en la tercera al 34% (Kami et al. 1984). Este tipo de cambios podria tener un efecto significativo en la
distribucion de farmacos polares y compuestos hidrosolubles como el caso de penicilinas,
aminoglucésidos y antiinflamatorios no esteroides (De Backer, 1986; Baggot, 1992). La unién de los
farmacos a las proteinas plasmaticas es otro factor importante a tener en cuenta, ya que solamente la
fraccion libre puede atravesar las membranas capilares. Esta unién a proteinas plasmaticas depende de
la cantidad de proteinas presentes y de la afinidad del farmaco hacia las mismas. Debido a que los
neonatos presentan una menor cantidad de proteinas plasmaticas que los adultos, el grado de unién
esta condicionado por la edad del animal (Baggot, 1977). En el cerdo, la unién del trimetoprin a las
proteinas plasmaticas se incrementa de un 45% en el neonato a un 75% en el adulto (Gyrd, et al. 1984).
También en cerdos, la union del acido salicilico a las proteinas plasmaticas se incrementa en forma
paralela al aumento en la concentracién de albumina en plasma (Short & Tumbleson, 1973). En general
en los neonatos existe una menor tasa de unién a las proteinas plasmaticas y por ende los farmacos
pueden evidenciar una mayor distribucién (Baggot, 1992). El epitelio ruminal constituye una barrera
permeable que permite el pasaje de farmacos liposolubles y no ionizados. Este pasaje bidireccional se
rige por el gradiente de concentracion a ambos lados de la membrana. Esto origina que las bases
liposolubles administradas por via parenteral difundan pasivamente a través del epitelio ruminal y queden

retenidas por ionizacién (Dunlop, 1983).

En general, el tejido adiposo y la masa muscular son sustancialmente mas escasos en animales jovenes
que en animales maduros (Reiche, 1983). A causa de que muchos farmacos tienen gran afinidad por
estos tejidos, sobre todo los liposolubles, se podria predecir que la carencia de estos depdsitos en los
neonatos puede limitar la captacion de farmacos liposolubles, incluyendo dentro de éstos a los
barbituricos, lo que puede generar una prolongacion del efecto, ya que estos farmacos presentan

redistribucion en el tejido adiposo (Branson & Booth, 1995).
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Watson et al. (1987) analizaron el efecto ejercido por la edad sobre varios parametros luego de la
administracion de sulfas via oral y endovenosa. Estudiaron cabritos pre-rumiantes y rumiantes a los
cuales administraron via oral e intravenosa sulfadimidina (100 mg/kg), sulfisomidine (50 mg/kg) y
sulfadoxina (30 mg/kg). Sulfadoxina y sulfadimidina exhibieron una absorcion no lineal luego de la dosis
oral, indicando limitacién en la capacidad de absorcién por posibles mecanismos de absorcion activos;
ademas mostraron una eliminacion no lineal. Con la sulfadoxina via oral en cabritos rumiantes,
observaron poca biodisponibilidad y corta semivida de eliminacién; mientras que con la sulfadimidina, un
menor volumen de distribucion que en los pre-rumiantes. Los autores concluyeron que no todas las
diferencias en los parametros cinéticos para sulfamidas en ambas etapas podian ser explicadas por la
acumulacion en los pre-estémagos, el pH y cambio del pH en orina, sino que existen otros factores
potenciales, incluyendo posibles alteraciones en el metabolismo hepatico y que la sulfadoxina podria ser
la mas indicada para uso terapéutico en pre-rumiantes por la biodisponibilidad, después de la

administracion oral y por la prolongada semivida de eliminacion.

1.2.5. Metabolismo

Las sulfamidas son metabolizadas principalmente en higado, su biotransformaciéon ocurre a través de
mecanismos de acetilacion, hidroxilacion aromatica, glucuronidacién y conjugacion con sulfato. Existe
una base genética que explica el diferente comportamiento de las especies animales, en relacién a los
mecanismos metabdlicos conocidos. El tipo de metabolitos formados y la cantidad de cada uno varia
dependiendo de la sulfonamida administrada, la especie, edad, dieta, el desarrollo del animal, la
presencia de enfermedades y con la excepcidon de cerdos y rumiantes, el género del animal. Los
metabolitos N4 acetil no tienen actividad antimicrobiana y los hidroximetabolitos tiene de 2.5 a 39.5% de
la actividad del compuesto original. EI metabolismo de la sulfametazina en rumiantes involucra la
acetilaciéon del grupo para-amino (N4) y la hidroxilacién del anillo pirimidico seguido de la glucuronidacion
(Gonzalez, 2005).

En la mayoria de las especies la acetilacion es la via metabdlica mas comun, se produce mayormente en
higado y en pulmén a través del sistema N-acetil transferasa y acetil coenzima A. La acetilacion puede
expresarse por la cantidad total de N4- acetilsulfamida excretada de modo acumulativo a través de la
orina. En los rumiantes (ovinos y bovinos) y en el cerdo, esta via y aparentemente los metabolitos
acetilados (N4- acetilsulfamida) encontrados en orina, indican el mecanismo mas frecuente de
metabolizacion. Los metabolitos acetilados son menos solubles, por lo que se incrementa el riesgo de
dafios en los tubulos renales por formacion de cristales y precipitacion de estos, tanto en los animales

como en el hombre (Hanna, 1996; Spoo, 2001).
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También la hidroxilacion es otro camino adicional por el cual se metabolizan las sulfamidas en los
animales, fue ignorado durante mucho tiempo a causa de su poca importancia en algunas especies y de
las dificultades analiticas. Este es un proceso que consiste en la oxidaciéon del anillo aromatico con
sustitucién de los grupos metil, bajo la regularizaciéon del sistema enzimatico citocromo P-450. La
hidroxilaciéon del metabolito acetilado de una sulfamida ocurre en baja proporcion (Costa, 1996; Zweers
et al. 1998).

La glucuronidacion tiene lugar en N1 o N4 y su porcentaje es en general bajo. Los metabolitos
glucuronizados son altamente solubles en agua y son excretados rapidamente, sin la consecuente
posibilidad de precipitacién en la orina. También se ha reportado procesos de O-dealquilacion,

desaminacion y conjugacion con sulfatos (Costa, 1996; Spoo, 2001).

Independiente de las vias mencionadas para su metabolismo, los restos metabdlicos tienen poca o nula

actividad terapéutica.

1.2.6. Factores que Modifican el Metabolismo

El principal sitio donde los farmacos son biotransformados es el higado, y las reacciones metabdlicas
que alli acontecen pueden clasificarse en reacciones de Fase | (oxidacion, reduccién e hidrélisis) y Fase
Il (acetilacién, glucuronoconjugacion, metilacion, sulfonacion y conjugacion con aminoacidos) (Benet et
al. 1996; Baggot, 2001). El grado de desarrollo de estas vias metabdlicas al nacimiento es diferente para
cada una de ellas; asi la actividad oxidativa del sistema microsomal citocromo P-450 al igual que las
reacciones de glucuronoconjugacion estan poco desarrolladas en neonatos, en tanto que la capacidad
de acetilacion y conjugacién con sulfatos y glicina en el recién nacido es similar a la de los adultos (De
Backer, 1986; Nouws, 1992). El metabolismo oxidativo en terneros se desarrolla de manera gradual,
siendo similar al de los adultos entre las 3 y 12 semanas de vida (Nouws, 1992). Es importante consignar
que la naturaleza del farmaco al igual que la composicién del alimento afectan el desarrollo del
metabolismo oxidativo a nivel hepatico, asi la ingesta de alimentos toscos estimula los procesos
oxidativos, mientras que la alimentacion con leche parece demorarla (Kawalek & El Said, 1991). En
terneros, la baja capacidad oxidativa durante los primeros dias de vida se ha demostrado para varias
sulfamidas (Nouws et al. 1988). Por otra parte las lesiones provocadas por diferentes agentes quimicos y

microorganismos a los hepatocitos, alteran la importante funcién de biotransformacion de los farmacos.
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1.2.7. Excrecion

La mayoria de las sulfamidas o sus metabolitos son eliminadas(os) por via renal, mediante la filtracién
glomerular, por transportadores activos en los tubulos proximales o por absorcién pasiva de farmacos no
ionizados por los tubulos distales, son eliminados en parte como farmaco libre y otra parte metabolizada.
Respecto al pH urinario, si el mismo es bajo favorece la reabsorcién tubular aumentando la semivida de
la misma, puede causar precipitados con depdsitos y eventual obstruccion de las vias urinarias. Por esto,
la alcalinizacion de la orina incrementa la eliminacion urinaria debido a la baja reabsorcion tubular pasiva
por el incremento en el pH. Muchas de las sulfamidas con una semivida prolongada experimentan una

marcada reabsorcion tubular sumada a una recirculacion enterohepatica (Spoo & Riviere 2001).

Nouws et al. (1989a) observaron que el sulfatroxazol administrado en terneros fue eliminado en gran
cantidad como su metabolito N4-acetilsulfatroxazol por secrecion tubular, mientras que en las vacas
como sulfatroxazol y en bajo porcentaje como metabolito hidroxilado, no se detectd el N4-
acetilsulfatroxazol ni derivados glucuronidados. Ademas describen que el metabolito hidroxilado es

excretado por filtracion glomerular y en una menor fraccién por secrecion tubular.

Por otra parte Bevill et al. (1977) realizando estudios con ovinos, describen que a las 60 horas pos
administracion de sulfametazina (107 mg/kg, IV) encontraron en orina valores acumulados de
sulfametazina (18 %), hidroximetabolito (18 %), metabolitos polares (24 %) y un 11 % como metabolitos
acetilados. También investigando las presencia de los metabolitos en los tejidos de estos animales pos-
morten, detectaron que las mayores concentraciones se encontraban en tejido renal, higado, corazén y
en menor proporcion en el tejido muscular y escasos en adiposo. Otras vias de eliminacién son la
lagrimal, heces, bilis, leche y transpiracion. Las sulfamidas de accion entérica son primariamente
eliminadas por heces, siendo una muy pequefia parte absorbida y metabolizada, para ser luego

eliminada por la via renal.

En equinos, el trimetoprim no metabolizado se elimina en muy pequefas cantidades por heces y en un
10 % en orina, siendo su semivida en el plasma de 1.9 — 4.3 h mientras que las semividas de las
diferentes sulfamidas varian considerablemente, de 2.71 h para la sulfadiazina y de 14 h para la
sulfadoxina, siendo en esta especie el rifién, la via mas importante de excrecion (Van Duijkeren et al.
1995).

1.2.8. Factores que Modifican la Excreciéon

La principal ruta de eliminacion de farmacos y sus metabolitos es renal. El farmaco libre en plasma,

alcanza la luz tubular por filtracién glomerular, y en el caso de bases y acidos débiles por secreciéon
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tubular. La cantidad final de farmaco eliminado en la orina esta gobernado por el grado de reabsorcién
tubular que acontece en la nefrona distal. Esto se ve afectado por factores tales como la concentracion
de la orina, el pH urinario y pK del farmaco (Benet et al. 1996). Debido a que los cambios en la dieta
provocan modificaciones en el pH urinario, éste es un factor que puede afectar el grado de ionizacion del
farmaco y por ende la reabsorcion tubular (Watson et al. 1987). La funcionalidad renal es incompleta en
la mayoria de los animales al momento del nacimiento. En rumiantes, parece ser completa entre la

primera y segunda semana de vida (Friis, 1983; De Backer, 1986).
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1.3. SULFAMETAZINA SODICA

La sulfametazina (SMZ) es un antibidtico que se encuentra dentro de la familia de las sulfonamidas. Es
un antibiético de amplio espectro contra gérmenes gram positivos y negativos como: Pasteurella,
Salmonella, E. coli, Fusobacterium, Shigella, Streptococcus y Staphylococcus, Campylobacter,
Corynebacterium y Coccidias. Para el tratamiento de infecciones respiratorias, digestivas,
genitourinarias, del sistema nervioso central y locomotor de todos los animales domésticos, que se
encuentra dentro del espectro de accién de la familia de las sulfonamidas. La bibliografia reporta su uso
en una amplia variedad de animales tales como bovinos, equinos, porcinos, aves de corral, pequefos

rumiantes y conejos, entre otros (Prescott, 2002)

Su accion abarca dos campos el bacteriolégico y el parasitolégico. En el primero poseen accién contra
gérmenes gram (+) y gram (-), lo que hace que su uso esté indicado en afecciones de cuadros diferentes
como neumonias, bronquitis, enteritis, cistitis, mastitis. En el campo parasitolégico su accién es
relevante, siendo el farmaco de eleccién para el tratamiento de la coccidiosis en bovinos y cerdos, al

actuar en forma inmediata y letal sobre las formas intermedias del parasito, cortando su ciclo evolutivo.

Las sulfonamidas han sido y son recomendadas para la prevencion y/o tratamiento de la coccidiosis, el
tratamiento exitoso de las infecciones utilizando sulfas, depende de la presencia de una poblacion
infectante sensible al tratamiento, concentraciones adecuadas del farmaco en sangre y tejidos, y la
presencia de las defensas celulares y humorales del hospedero. Se requiere de una fagocitosis activa
para la remocion final del agente infeccioso. Clinicamente las sulfas han demostrado mejores resultados
cuando son administrados durante estados de infeccién aguda. Durante esta etapa los mecanismos de
defensa humoral y celular del hospedero estdn siendo movilizados y actuan conjuntamente con los
efectos del farmaco. La terapia con sulfas generalmente es improductiva en situaciones de infeccién
cronica (Soulsby, 1987; Bevill, 1991).

La sulfametazina ha sido formulada para uso en el agua de bebida, como aditivo para alimento, en
preparaciones intravenosas y bolos de liberacion sostenida con el fin de conseguir niveles sanguineos
terapéuticos de 50 pg / ml dentro de las 6 a 12 horas de administrada y que los mismos se mantengan
en esos niveles por dos a cinco dias posteriores a la administraciéon oral, con resultados positivos en

casos de neumonia y difteria en bovinos (Spoo & Riviere, 2001).
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1.3.1. Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de las sulfamidas es de tipo bacteriostatico cuando se utilizan solas, e implica
interferencia metabdlica en los microorganismos susceptibles comportandose como inhibidores

metabdlicos o antimetabolitos, al impedir la sintesis de acido félico (Hurtado & Gémez, 2002).

En la forma tetrahidrato, los folatos actian como coenzimas en procesos en los que existe transferencia
de una unidad de carbono (en la biosintesis de nucledétidos purinicos y pirimidinicos), en conversiones de
aminoacidos (de histidina a acido glutamico) y en la sintesis y utilizacion de formatos. De esta manera, al
inhibirse su formacion, se altera la sintesis de acidos nucleicos, de proteinas y los mecanismos de

replicacion microbiana (Martin, 2002).

El acido para amino benzoico, pteridinas, acido glutamico y la enzima dihidropterato sintetasa interactian
en la formacion del acido dihidropteroico, inmediato precursor del acido dihidrofolico. El acido
dihidropteroico por accién de la enzima dihidrofolato sintetasa es convertido en dihidrofolico, seguido
este por otra accién enzimatica y convertido en tetrahidrofolato (THFA) via la dihidrofolato reductasa
(DHFR). EI THFA continta la via metabdlica para permitir la produccion de RNA y asi la reproduccioén

bacteriana (Spoo & Riviere, 2001).

Las sulfamidas y el PABA tienen estructuras quimicas semejantes lo que permite a las sulfamidas
desplazar al mismo en la via de produccion del acido félico La sulfanilamidas y todas las sulfamidas
inhiben la biosintesis de acido fdlico sustituyendo el PABA. La misma sintesis puede ser restituida por
agregado de grandes cantidades -en el sistema- de PABA. Este mecanismo de inhibicién en las células
de los mamiferos no es valido, ya que las mismas utilizan el acido félico preformado obtenido de la dieta
y no tienen la dihidropteroato sintetasa. En cambio las bacterias no poseen un sistema de transporte del
acido folico. Las sulfamidas tienen a su vez un pequefio efecto en aquellos organismo microbianos que,
como las células de los mamiferos pueden utilizar el acido folico preformado (Spoo & Riviere, 2001;
Skold, 2001).
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1.4. COCCIDIOSIS

La coccidiosis es una enfermedad infecciosa parasitaria producida por protozoarios (los animales mas
sencillos), denominada cientificamente como Eimerias, también conocidas como coccidias, que se alojan
en la mucosa intestinal (Chavez, et al. 2005). Esta parasitosis tiene la particularidad de afectar de forma
aguda a los animales jovenes, ya que los adultos poseen inmunidad contra ellos, presentandose en

estos de forma cronica.

A la enfermedad, comunmente se le llama chorro con sangre o eimeriosis, diarrea hemorragica o

sanguinolienta, disenteria parasitaria, esteritis (Cuellar, 1986).

Los parasitos del género Eimeria son intracelulares, localizados en las células epiteliales del intestino del
hospedador. Las coccidias llevan a cabo una reproduccion asexual (esquizogonia) y una sexual
(gametogonia). Fuera del animal, o sea en el suelo, las eimerias se reproducen asexualmente
(esporogonia). La ingestion de un ooquiste esporulado puede dar lugar a la eliminacion de alrededor de

un millon de ooquistes (Amador, 1999).

Ademas de la ingestion de ooquistes maduros o esporulados, para la presentacion de una coccidiosis en

una explotacién caprina se requieren obligadamente, tres factores (Cuellar, 1986; Chavez, 2000).

1. Que exista humedad relativa elevada. Se ha visto que en humedad relativa menor al 25% es casi
imposible la presentacion de ooquistes infectantes. Se necesita alrededor de un 75% de humedad
relativa microambiental, que favorezca la supervivencia y maduracion del protozoario. La coccidiosis es
mas frecuente en la época de lluvias dada la alta humedad prevaleciente. En humedades relativas del

60% pueden sobrevivir, aunque pueden deformarse y en algunas ocasiones liberar los esporoquistes.

Otras condiciones que favorecen la esporulacion son la temperatura y la oxigenacién, sin embargo, los
valores extremos disminuyen los ooquistes infectantes. La temperatura 6ptima para la supervivencia y
desarrollo rapido del ooquiste es de 20 a 25 °C (temperatura ambiental), pero temperaturas entre 35 y 40
°C producen degeneracién y muerte de los ooquistes. La fermentacién y la putrefaccién, las soluciones
saturadas de bioxido de carbono y los iones carbonato, impiden o detienen la segmentacion y acaban

por destruir a los ooquistes, ya que requieren oxigeno para esporular (Diaz, 2013).

2. La presencia de fases infectantes del protozoario (ooquistes maduros). El parasito es eliminado al
exterior en excremento de los animales, por lo tanto, cuando hay una excesiva acumulacién de materia
fecal, se favorece la contaminacion de alimentos y agua de bebida, con la consecuente presentacion de

la enfermedad.
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La contaminacion fecal de agua y alimento favorece la presencia de coccidiosis en el hato. Un solo
animal puede eliminar hasta varios miles de ooquistes, sin que manifieste signos de enfermedad; sin

embargo, contamina el medio donde se encuentran los cabritos.

3. La coccidiosis ocurre en los corderos desde la lactacion hasta después del destete. La razon de que
solo en los animales jovenes se presente la coccidiosis, obedece a la respuesta inmune ante la

presencia del parasito y a medida que el cabrito crece y se vuelve adulto es mas resistente.

Los factores asociados, que junto a los anteriores proporcionan las condiciones favorables para la
coccidiosis, son el hacinamiento, la falta de ventilacién, pisos poco permeables que permitan la
acumulacion de liquidos y aquellas situaciones que produzcan tensién en los animales. Muchos de estos
factores se observan en los modelos de produccion caprina intensiva y de pastoreo con encierro

nocturno en México.

La mayoria de los animales, particularmente los adultos y corderos con buen estado de salud, poseen el
parasito pero no manifiestan signos clinicos, una coccidiosis sub- clinica. La importancia que tiene esta
presentacion se basa en que son una fuente continua de ooquistes para los animales jévenes (Cuellar,
1986).

Para que la coccidiosis tenga manifestaciones clinicas se requiere: (Cuellar, 1986).

a) Un cordero con una edad de uno a cuatro meses. En los animales de mayor edad es casi
imposible la coccidiosis clinica.

b) La ingestién de una gran cantidad de ooquistes maduros.

¢) Que las coccidias involucradas sean muy virulentas.

d) Un mal estado nutricional o inmune del cordero, el cual esta relacionado con la cantidad y
calidad del alimento ingerido durante la lactacion. A ultimas fechas se ha asociado a la

deficiencia de selenio.
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1.4.1. Patogenia

Los ooquistes esporulados ingresan al organismo con el forraje y/o el agua de bebida. Colonizan a los
pocos dias las células epiteliales del intestino, parasitando su citoplasma (parasito intracelular),
destruyéndolas en gran cantidad a medida que completan su ciclo bioldgico. Estos parasitos utilizan la
via fecal como puerta de salida del hospedador (Georgi, 1985).

La patogenia de la coccidiosis esta relacionada con los cambios inducidos por las especies de Eimeria
en la mucosa intestinal. La severidad de las alteraciones depende de la especie y la carga parasitaria. La
salida de los merozitos y gametocitos provoca la pérdida de células epiteliales de la mucosa, con atrofia
y fusion de vellosidades, la falta de madurez de las células de las vellosidades provocan un cuadro de
mala absorcion con fuerte diarrea y deshidratacion. Ademas en la mucosa con un epitelio dafiado se

producira la rotura de vasos con pérdida de sangre (Amador, 1999).

1.4.2. Signologia

La enfermedad, solo se presenta en forma clinica en cabritos, cuando ingieren gran cantidad de
ooquistes esporulados en poco tiempo. Si el nimero de ooquistes es bajo o de especies poco virulentas,
no se presentan signos clinicos. Después de los seis meses de edad y en los animales adultos, la
coccidiosis es extremadamente rara. El primer signo, generalmente entre las cuatro o cinco semanas de
edad, es la eliminacion de heces pastosas, que posteriormente se vuelven fluidas, de tonalidad verde o
café y pueden ir acompafiadas de sangre. Los animales afectados se deprimen, muestran dolor
abdominal y mucosas palidas, su apetito disminuye y pierden peso, se debilitan y desmedran vy si no son
tratados puede sobrevenir la muerte de los cinco a los seis dias. La muerte ocurre por la deshidratacion y
pérdida de electrolitos y por la anemia debida a la hemorragia intestinal y la anorexia (Ernst & Benz,
1986). Los animales que no mueren pero estuvieron enfermos, en ocasiones quedan subdesarrollados
por el dafio al intestino, quedando incapacitados para absorber eficientemente los nutrientes (Cuellar,
1986; Georgi, 1985; Ernst & Benz, 1986).

1.4.3. Diagnéstico

El cuadro clinico que presentan los animales con coccidiosis en rumiantes es razonablemente especifico,
considerando la edad y las caracteristicas de la diarrea. El diagndstico debe realizarse basandose en la
epidemiologia, andlisis de laboratorio y hallazgos pos-mortem. EI niumero de ooquistes de Eimerias
detectadas no indica necesariamente la severidad de la coccidiosis, ya que en casos sobreagudos los
ooquistes son eliminados después de la aparicion de los signos clinicos, ademas animales sanos pueden

eliminar mas de 1.000.000 de ooquistes por gramo de heces. Los animales pueden morir de coccidiosis
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antes de que eliminen ningun ooquiste, la produccién de ooquistes puede ser transitoria, de forma tal que
un animal que esta muriendo de coccidiosis puede mostrar pocas estructuras (Cuellar, 1986).
Diagnéstico de laboratorio: Un analisis de materia fecal por flotacién (con NaCl) posibilita la visualizaciéon
de los ooquistes, sin embargo el resultado es dificil de interpretar por la falta de correlacién en muchos
casos, entre la severidad del proceso y la eliminacién de formas parasitarias, los ooquistes estan
conformados por 4 esporocistos con 2 esporozoitos cada uno.

Diagnéstico post mortem: En la necropsia se pueden visualizar las lesiones en los distintos tramos
intestinales, algunas de estas lesiones (denudacion del intestino, placas de ooquistes, petequias,
macroesquizontes) son caracteristicas de algunas especies de Eimeria, todo esto le otorga al clinico

una ayuda importante para arribar con mayor precision al diagndstico.

.4.4. Tratamiento

Se recomienda el uso de sulfas: sulfaguanidina (2g al dia durante seis dias), sulfamerazina,
sulfametazina y sulfaguanidina (140 mg/kg. de peso vivo durante siete dias). EIl Amprolium (50-62.5
mg/kg de peso vivo), se ha usado como tratamiento o como preventivo, actualmente solo se encuentra
registrado en avicultura. Diclazuril (1 mg/kg de peso vivo) se puede administrar una Unica dosis en las
épocas de riesgo y, eventualmente, repetirla 3 semanas después en caso de fuerte presion anticoccidial.

Toltrazuril (30 ppm en agua por 14 dias) suprime la produccion de ooquistes (Cuellar, 1986).

Los farmacos se denominan en general anticoccidianos, entre los cuales puede diferenciarse los
cocccidiostatos que solo inhiben el crecimiento de los coccidios y los coccidicidas que interrumpen el
ciclo de vida. Todos los anticoccidianos son susceptibles de inducir resistencia por parte de los

protozoarios. Para evitar la resistencia existen programas de rotacién de farmacos (Cuellar, 1986).

1.4.5. Prevencion y control

Las medidas de prevencion y control no son hasta el momento suficientemente efectivas. Como primera
medida de control, es recomendable que los animales jévenes no sean introducidos en los lotes de
animales adultos, ya que se considera que éstos actian como portadores clinicamente sanos,
convirtiéndose en fuente de infestacion para los jovenes. También se puede prevenir la enfermedad
reduciendo la contaminacién del agua y alimentos con heces que puedan contener ooquistes, aplicar el
tratamiento individual con coccidicidas a aquellos animales que manifiesten signos de enfermedad. En el
caso de animales en engorda intensiva, es de utilidad la administracién continua de coccidiostatos en el
alimento (Cuellar, 1986).

32



I.5. SELENIO

El Selenio (Se) es un microelemento esencial para los animales, requerido para varias funciones vitales
del organismo, es el componente estructural de poco mas de 30 selenoproteinas, la mayoria de ellas
importantes por su actividad enzimatica. Con funciones como antioxidante, mejora la inmunidad,
fertilidad y funcién muscular. El animal que consume grano conteniendo selenometionina puede retenerlo
en el tejido muscular o en el higado o bien liberar el elemento de la molécula y producir selenocisteina,
siendo esta la forma biolégicamente activa, Lo que lo que mas afecta la absorcién del Selenio en sales
inorganicas es su forma quimica; el selenito de sodio es mas rapidamente absorbido que el selenato de
bario (Silva et al. 2000). La absorcion se da a través del duodeno, seguido del ciego, sin absorcion a
nivel de rumen o abomaso, el selenio es transportado por el plasma para incorporarlo a los tejidos y
muchas enzimas, favoreciendo la respuesta de los tejidos, del sistema digestivo y previniendo la distrofia
muscular (Church & Pond 1988).

Dentro de las selenoproteinas, las mejor caracterizadas y estudiadas son la Glutation Peroxidasa (GPx)
que remueve los peroxidos de la membrana celular y la Selenoproteina P (SePP) proteina plasmatica
secretada por el higado que trasporta al selenio en 60 %. Otras dos enzimas de importancia mayor son
la Tioredoxina reductasa cuya funcién es reducir nucleétidos durante la sintesis de ADN vy las
lodotironinas deiodinasas, responsables de la conversion periférica de T4 en T3 activa (Manzanarez,
2007).

Tanto la vitamina E como la glutatién peroxidasa son antioxidantes que protegen a las células fagociticas
y los tejidos circundantes del ataque oxidativo de los radicales libres producidos por el estallido
respiratorio de los neutrofilos y macréfagos durante la fagocitosis (Silva et al. 2000). La funcion de la
superéxido dismutasa y de la glutatién peroxidasa, es la de proteger a los fagocitos contra los grupos
citotéxicos que ellos mismos generan (O,, H,0,), los cuales son esenciales para sus propiedades
bactericidas, durante el “estallido respiratorio “, siendo estos compuestos necesarios para su funcién
antimicrobiana, los macréfagos contienen glutation peroxidasa en sus lisosomas y un déficit nutricional
de Se resulta en la declinacion de la actividad de esta enzima, decreciendo su capacidad bactericida,
pero no la accién de fagocitar bacterias. La proliferacion de los linfocitos y la sintesis del acido 5-hidroxi-
eicosatreonico y el leucotrieno B4, agentes quimiotacticos para los neutrofilos, estan reducidas en las
células de los rumiantes con dietas deficientes de Se. Indicando que el Se es importante en la regulacién
del acido araquidonico, via la ruta de la 5-lipooxigenasa lo cual explica parcialmente el mecanismo
involucrado en la disminucién de la resistencia a infecciones en los animales con deficiencia de selenio
(Abd, 2007). El efecto combinado del Se y del Cu sobre las funciones inmunes de las células fagociticas
puede ser explicado mediante los pasos metabdlicos que se llevan a cabo en el proceso de fagocitosis
(Ricciardino, 1993). Durante el mismo los fagocitos incrementan marcadamente la respiracion no

mitocondrial, lo cual genera una gran cantidad de O,, con la subsecuente produccién de H,O, (perdxido
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de hidrogeno); esto ocasiona un “stress” oxidativo en el medio interno de los fagocitos; esta condicion
puede conducir a un dafo oxidativo, via oxidacion de elementos criticos dentro de la célula (tioles
solubles, proteinas con grupos sulfidrilos y lipoproteinas de las membranas celulares (Rickaby, 1981;
Rodriguez, 2013).

Los trastornos productivos por la deficiencia de selenio pueden ser severos. En animales lactantes es
comun la muerte subita por falla cardiaca asociada a cambios degenerativos en miocardio; en animales
joévenes y adultos son comunes los problemas de distrofia muscular nutricional, retraso en el crecimiento
e infertilidad. La distrofia muscular se presenta en todas las especies pero es mas frecuente en terneros,
borregos y cabritos; sobre todo en aquellos de crecimiento rapido y nacidos de madres que han ingerido
dietas deficitarias durante largo tiempo. Desmedro o falta de vigor es otra de las enfermedades muy
conocida provocada por la deficiencia de selenio, enfermedad que responde a la administracion de este
mineral (Ramirez, 2008). La deficiencia provoca necrosis del higado, distrofia de los musculos
especialmente el cardiaco, inmunodeficiencia y reduccion de la fecundidad (Pond & Maner 1976; Torrent
& Edens 1996).

Los animales que reciben una dieta deficiente en selenio durante la gestacién pueden dar a luz crias que
sufren la deficiencia de selenio, pueden nacer muertos o muy débiles y morir durante los primeros dias
de vida. En casos de extrema deficiencia, puede ocurrir un dafio permanente y los animales recién
nacidos no responderan a la administracion de selenio, en estos casos, es necesario suplementar a las
madres con cantidades adecuadas de selenio durante la gestacidén. Algunos becerros en rebafios
deficientes en selenio tienen deteriorada la estructura y funcién de la glandula tiroides. Ademas, la
deficiencia de selenio suprime la respuesta del sistema inmune, interfiriendo con su capacidad para
combatir las infecciones y disminuyendo su resistencia a las enfermedades. Estos problemas para el
recién nacido pueden significar la diferencia entre la vida o la muerte. Una deficiencia menos aguda de
este elemento traza también contribuye a problemas crénicos de salud en animales afieros y adultos.
Muchos de estos animales desarrollan una enfermedad de larga duracion y son incapaces de utilizar el
alimento apropiadamente, y pueden morir. Su pelo puede desarrollar una apariencia “blanqueada” o
“destefiida”. Muchos animales afectados tienen un pelaje aspero, duro, encrespado y no lo mudan de
manera normal por lo que no se muestra la apariencia normal, saludable y brillante (Hansen et al. 1993).

En los rumiantes el Selenio por la accién de la flora ruminal se une a aminoacidos como la cisteina y la
metionina, luego asi, es absorbido, se ha sefialado que los microorganismos ruminales son los probables
responsables de la baja absorcion de selenio en rumiantes. Los microorganismos ruminales tienen la
capacidad de reducir el selenio de la dieta a formas insolubles y no biodisponibles para el animal. De
esta manera, la mayoria del selenio que se aporta en la dieta podria ser eliminado por las heces. Sin

embargo, los microorganismos ruminales también tienen la capacidad de realizar lo contrario; incorporar
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selenio a las proteinas bacterianas, aumentando asi su biodisponibilidad. Los procesos antes
mencionados no estan claramente explicados, pero se menciona que se puede aumentar o disminuir la
biodisponibilidad de selenio en rumiantes, modificando el porcentaje de proteina y carbohidratos en la
dieta (NRC, 1980).

1.5.1. Requerimientos de selenio

El NRC (National Research Council) en los afios 1989 y 2001, define los requerimientos diarios de
selenio como 0.3 mg/kg de materia seca para todas las clases de ganado lechero y monogastricos. No
existen nuevos datos disponibles para poner en duda este requerimiento. Sin embargo, la mayoria de los
datos que soportan este requerimiento fueron generados a partir de experimentos en los cuales se
suministré 0.3 mg de selenio por kilogramo de alimento en base seca, de manera que la cantidad total de

selenio en la dieta se encontraba entre 0.35 y 0.40 mg/kg.

El selenio en cantidades de 5 a 8 ppm es téxico en la dieta, provocando pérdida del apetito y defectos en

el pelo, retraso en el crecimiento, separacion de las pezufias y anemia (Church & Pond 1988).

Para obtener una expresion saturada y la actividad de todos las selenoproteinas funcionales, el
requerimiento recomendado actualmente es 30-70 ug / dia para el humano y 0.15- 0.30 mg/kg materia
seca para animales. El nivel critico para prevenir sintomas de deficiencia es 10 ug / dia en el humano y
0.05 mg/kg materia seca para animales. El nivel mas alto tolerable para el selenio, es 400 ug /dia para
el humano y 2 mg / kg materia seca para animales. La LDsy para varios selenocomponentes esta en un

rango de 2.0 a 5.0 mg / kg de peso corporal (Mueller, et al. 2009).

En poblaciones normales existe una amplia variabilidad en cuanto a los requerimientos diarios de
Selenio reportados; estudios de suplementacion de Selenio en América y Europa sugieren que una dosis
diaria de 80-100 pg / dia es necesaria para optimizar la actividad de las diferentes selenoenzimas y en
especial de la GPx plaquetaria. La recomendacion diaria actual dada por el “US National Research
Council” es de 50 - 75 ug / dia; por su parte el grupo de expertos de la OMS/FAO sugiere un aporte
dietético diario de 21 a 40 yg / dia. Mas recientemente, la “US Food and Nutrition Board” ha sugerido un
aporte diario basal de 55 ug / dia. El “UK Reference Nutrient Intake (NRI)” establece un consumo diario
de 75 pg/dia, considerandose adecuado para asegurar la actividad de la GPx plasmatica (Manzanarez,
2007).
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I.5.2. Suplementacion de selenio para rumiantes

La Food and Drug Administration (FDA) prohibié la adicién de selenio suplementario a los alimentos para
el ganado. Sin embargo, a partir del periodo de 1974-1980, esta agencia regulatoria gradualmente
permiti6 la suplementacién de selenio para varias clases de ganado. Actualmente, la FDA esta
permitiendo la suplementacion de selenio con un limite superior de 0.3 ppm en las dietas del ganado. La
regulacion para la suplementacién mineral a libre acceso es de 120 ppm, sin exceder 3 mg/cabezal/dia

para el ganado vacuno y de 120 ppm sin exceder 0.70 mg/cabeza/dia para ovejas.

Las fuentes de selenio actualmente en uso en los Estados Unidos son el selenito de sodio (Na,SeOs3) y
selenato de sodio (Na,SeO,) y levadura organica aprobada para algunas especies. La forma de
selenato, la cual es usada con menos frecuencia, ha sido considerada preferible debido a que el selenito
es reducido con mayor facilidad a selenio elemental, menos disponible, que puede formar compuestos
insolubles con otros metales. Otras fuentes suplementales de selenio incluyen al selenito de calcio,

diéxido de selenio y selenato de bario.
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1.6. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Las interacciones medicamentosas son aquellas modificaciones que sobre el mecanismo de accion, la

farmacocinética o el efecto de un farmaco puede producir: otro farmaco, otra sustancia o los alimentos

cuando se administran concomitantemente. La interaccion implica una posible alteracién del efecto

previsible que produce un farmaco cuando se administra solo (Stockley, 2007).

En un sentido amplio se considera interacciéon medicamentosa cualquier interferencia modificadora del

tipo, intensidad o duracidon de la respuesta biolégica a un medicamento, originado por agentes

enddgenos o exdgenos dotados o no de accion “per se” (Stockley, 2007)

Stockley, (2007) considera la posibilidad de tres tipos de interacciones.

Farmacéutica o farmacotecnia. Afecta a la liberacion del medicamento de su forma de
administracion.

Farmacocinética. La interaccion se manifiesta en la disposicion del medicamento en el
biosistema, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién.

Farmacodinamica. La interaccién afecta a los lugares de accion.

Se pueden clasificar en:

a)

Interacciones de sinergia y de antagonismo. Las interacciones que producen efectos sinérgicos
incrementan el efecto del farmaco y pueden ser de sumacién de efectos o de potenciacion.
Generalmente cuando dos farmacos que tienen el mismo mecanismo de acciéon producen una
interaccién de sinergia se produce un efecto de sumacion. El peligro que tienen las interacciones
de sinergia, desde un punto de vista clinico, es que pueden dar lugar a manifestaciones toxicas
de uno o de los dos farmacos que intervienen en la interaccion. En las interacciones de
antagonismo se produce una disminucion del efecto de los farmacos. Desde el punto de vista
clinico el peligro que comportan es la ineficacia de uno o de los dos farmacos implicados en la
interaccién (Stockley, 2007; Hansten, 2012)

Interacciones conocidas o desconocidas. Existe la sospecha colectiva de que las primeras son

menos humerosas que las segundas, debido a este desconocimiento la mayor parte de las veces

pueden pasar desapercibidas (Stockley, 2007).

37



c) Interacciones beneficiosas, banales o perjudiciales. Dependiendo de las consecuencias que

produzcan.

En ocasiones pueden buscarse interacciones que potencien la acciéon de un farmaco mediante otro
que produzca los mismos efectos pero por distinto mecanismo de accion. Esta forma de actuar
permite disminuir las dosis de cada uno de ellos y evitar efectos secundarios. Seria el tipico ejemplo
de una interaccion beneficiosa. La mayor parte de las veces las interacciones suelen ser
perjudiciales porque o producen efectos toxicos o si son antagdnicas pueden hacer caer el

tratamiento farmacolégico dentro de parametros ineficaces (Stockley, 2007).

1.6.1. Interacciones de sulfamidas.

El peligro que tienen las interacciones de sinergia, desde un punto de vista clinico, es que pueden dar
lugar a manifestaciones téxicas de uno o de los dos farmacos que intervienen en la interaccion.
Podemos mencionar las combinaciones de sulfamidas con otros farmacos antimicrobianos, mas
comunmente con trimetoprim, que han mostrado ser terapéuticamente utiles en medicina veterinaria,
tanto en grandes como pequeiios animales, denominandose sulfas potenciadas. Las sulfamidas también
suelen ser sinérgicas de las polimixinas frente a microorganismos entéricos, incluso a bacterias que son
resistentes a cada uno de estos cuando se utilizan por separado (Prescott, 2002). Generalmente cuando
dos farmacos que tienen el mismo mecanismo de acciéon producen una interaccion de sinergia se

produce un efecto de sumacion (Stockey, 2007).

En los animales se deben analizar y evaluar varios criterios para determinar si es conveniente la
combinacion de medicamentos, sobre todo bacteriostatico y bactericida en el pienso. Sulfamidas y
tetraciclinas no deben usarse juntas, ya que actuan sobre el mismo espectro de patégenos. A su vez, la
ultima se inactiva por cationes presentes en el alimento lo que reduce considerablemente su
biodisponibilidad y también las sulfamidas no potenciadas no deben usarse sin previo estudio de

sensibilidad, debido a la alta proporcién de resistencia entre los patdogenos (Trolldenier et al. 1998).

Los farmacos que son mas susceptibles de sufrir una interaccion son los que tienen un margen
terapéutico muy estrecho, sus dosis terapéuticas estan muy proximas a las dosis toxicas o ineficaces o
los que con pequefios cambios en su concentracion plasmatica dan lugar a cambios importantes, desde
el punto de vista clinico. Los farmacos que tienen alta afinidad por las proteinas plasmaticas, como es el
caso de los antidiabéticos orales y los que utilizan vias de eliminaciéon que pueden ser modificadas

frecuentemente por otros farmacos (Stockey, 2007).
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Una vez absorbido el farmaco se distribuye en sangre unido a las proteinas plasmaticas, la combinacién
con las mismas es semejante a la interaccidon farmaco-receptor y se pueden considerar receptores
silenciosos. Algunos farmacos unidos a las proteinas plasmaticas, pueden ser desplazados por otras
sustancias aumentando la concentracion de la fraccion libre; por ejemplo el sulfafenazol es desplazado
por la sulfonilurea; la warfarina por la fenilbutazona; la bilirrubina por las sulfanilamidas. En todos estos
casos, al incrementarse la concentracion del farmaco, se incrementa la actividad terapéutica y sobre todo
la toxicidad (Velasco & Moreno, 1992).

También Munsey et al. (1996) estudiaron la afinidad de la sulfametazina con las proteinas plasmaticas
del cerdo, observando que la uniéon fue principalmente con la albumina y que el aumento de temperatura,
disminuyd la afinidad y se incrementé marcadamente con un cambio en el pH. Por otra parte, describen
que la unién de la sulfametazina a la albumina es débil y que la albumina de los cerdos, como la de otros
mamiferos posee sitios de uniéon para warfarina y dansilsarcosine, sobre los cuales interactiua la

sulfametazina.

Se recomienda que las sulfamidas potenciadas no deban ser utilizadas en forma intravenosa en equinos
sedados o anestesiados con detomidina, debido a que se observa decaimiento, colapso e incluso
muerte. También describen disritmia, hipotensién, apnea y muerte durante o inmediatamente de utilizar
halotano como anestésico. Asimismo, se reporta que la sulfadimetoxina reduce los requerimientos de
thiopental, ya que se aumenta el volumen de distribucion de éste por desplazamiento de la unién a las
proteinas por la sulfadimetoxina, incrementando la fraccion libre del thiopental de 15.3 a 40.2%,
evidenciandose un aumento del efecto hipnético en las ratas (Taylor et al. 1988).

Los anestésicos locales, tales como benzocaina y procaina son ésteres aminicos del acido
paraaminobenzoico que pueden antagonizar la accién de las sulfonamidas, debido a que son
metabolizados a PABA, por lo se debe tomar precaucién de no administrarlos en forma conjunta ya que

disminuye el efecto de las sulfamidas (Karalliedde & Henry, 1998; Stockey, 2007).

En la eliminacién de farmacos por via renal el pH puede interferir con el proceso de eliminacién; en la
porcion distal del tubulo contorneado proximal y a lo largo del tubulo distal, aumenta la concentracién de
las sustancias liposolubles en la luz tubular y pasan al espacio peritubular a favor del gradiente de
concentracion. El pH interfiere en la disociacién modificando el proceso de reabsorcion. En el tratamiento
de las intoxicaciones por acidos débiles (salicilatos y sulfamidas) se alcaliniza la orina para favorecer la
eliminaciéon de estas sustancias por incrementar la fraccion ionizada, reduciendo el riesgo de

precipitacion y cristaluria (Costa, 1996).
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Augusto et al. (2007) determinaron la posible interaccion farmacocinética entre sulfametazina y
dexametasona en caninos, en el grupo tratado con sulfametazina y dexametasona se observaron
diferencias significativas en los parametros de ABC (area bajo la curva), A (constante de eliminacion),
t1/2\ (semivida de eliminacion), Vss (volumen de distribucion en estado estacionario) y Cl (clearance
total), la presencia de dexametasona, determin6 menores concentraciones plasmaticas y menor
biodisponibilidad de Sulfametazina. Los autores sefialan que pudo ser debido a una modificacion en la
fraccion de farmaco libre y unido a proteinas plasmaticas, a una mayor tasa de eliminacion, reflejada en
un aumento en la constante de eliminacién y una disminucién en su semivida. Se observé un aumento
en la tasa de metabolizacion hepatica del farmaco, sumado a un aumento en la tasa de eliminacién (ya
sea por via biliar o por via renal). Sefalan que la interaccién entre sulfametazina y dexametasona
modifica el comportamiento cinético de la sulfametazina y puede disminuir su eficacia terapéutica. Esto

resultaria en un fracaso terapéutico y mayor posibilidad de desarrollo de resistencia bacteriana.
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Il. JUSTIFICACION

Los pequefios rumiantes son mas susceptibles a presentar una deficiencia por selenio, durante las
primeras semanas de vida, debido a una gran demanda de selenio durante la etapa de desarrollo
muscular o que las madres han recibido antes o durante la gestacion una alimentacion deficiente de
selenio. Las crias dependen del aporte de selenio que reciben a través de la leche de su madre y si esta
se encuentra deficiente aporta deficientes o nulas concentraciones de selenio, por lo tanto la cria es
susceptible de padecer cualquier trastorno relacionado con la deficiencia de este mineral, incluida la
deficiencia inmune, sumado a esto la coccidiosis es una enfermedad que solo se presenta en animales
jovenes, aparentemente esta gran susceptibilidad tiene una base inmunoldgica y a medida que crece y
se vuelve adulto es mas resistente. Por lo que, es recomendable la combinacién y administracion de
estos dos componentes en un bolo intraruminal en la etapa del destete. El empleo de selenito de sodio
podria mejorar el estatus inmunolégico de los corderos y fortalecer la respuesta inmune del animal contra

la coccidiosis.

ll. HIPOTESIS

La administracién de bolos intraruminales que contienen sulfametazina y selenio en cabritos, mejorara la
concentraciéon de selenio sanguineo y disminuira la cuenta de ooquistes, mas que el uso de bolos que
contengan solo sulfametazina.

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Fabricar un bolo de lenta liberaciéon ruminal para cabritos que contenga sulfametazina sédica para el

tratamiento de coccidiosis y selenito de sodio como complemento nutricional.

OBJETIVO PARTICULARES

Optimizar la férmula y condiciones de fabricacién de los bolos de sulfametazina sédica y selenito de

sodio, elaborados por el método de granulacién por fusion.

Evaluar la biodisponibilidad de selenio y sulfametazina determinando los parametros farmacocinéticos

de area bajo la curva (ABC), concentracion maxima (Cp max), tiempo maximo (T max).
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Desarrollo de un bolo de sulfametazina y
selenio de liberacion lenta para cabras:
optimizacion del proceso, formulaciony
estudio de biodisponibilidad.

!

Tiempos de mezclado
Orden de adicién de los
ingredientes

Optimizacion del proceso e

!

Bolo SMZ: Bolo con
Sulfametazina

Bolo SMZ-Se: Bolo con

Sulfametazina sédica y selenito de

sodio.

Bolo Placebo: Bolo sin principios

Optimizacién de la formulacién

Validacién de método 1
analitico en HPLC
(Sulfametazina) Lo .
Linealidad, precision, L — Biodisponibilidad
exactitud del sistema,

Linealidad del
sistema. Para
cuantificacion de
selenio en EAA

del método.

linealidad, precision, exactitud 1

Administracion oral de los tratamientos en los animales.

y

Toma de muestras sanguineas

Plasma: Determinacion de sulfametazina y determinacion de selenio

|

Construccién de un grafico de Concentracion plasmatica Vs Tiempo

Determinacion de los parametros farmacocinéticos , para ambos componentes,
area bajo la curva (ABC), tiempo maximo (T max), concentracion maxima ( C max)

Figura 1. Diagrama de flujo del desarrollo experimental
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VI. MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de los bolos intraruminales de sulfametazina sédica mas selenito de sodio

En el laboratorio de ensayos de desarrollo farmacéutico (LEDEFAR) UNAM se elaboraron los tres tipos
de bolos intraruminales, bolo sulfametazina (Bolo SMZ), bolo sulfametazina mas selenio (Bolo SMZ-Se),
bolo placebo (Bolo Placebo). Para la optimizacién del proceso de elaboracion del bolo de sulfametazina
mas selenio, se partié6 de dos procesos previamente definidos uno para bolos de selenio y otro para
bolos de sulfametazina que se describen en tesis que se realizaron en el laboratorio de Ensayos de
Desarrollo Farmacéutico de la FES Cuautitlan (Amador, 1999; Rojo, 2002; Rodriguez, 2005; Gonzalez,
2005).

El proceso de fabricacion de los bolos intraruminales se realizé por el método de granulacion por fusion,
este proceso ya ha sido validado por trabajos experimentales previos (Rojo, 2002; Rodriguez, 2005) lo
gue se optimizd en este trabajo fue la formulacién de los bolos intraruminales de sulfametazina sédica

mas selenito de sodio. El proceso se ejemplifica en la Figura 2.

Excipiente lipidico

FUSI()N < BOLOS

! f

Aglutinante COMPRESION
liquido T
densificador Lubricante —+ MEZCkADO
selenio
sulfametazina
I GRANULADO
DISPERSION ¥
ENFRIAMIENTO
MEZCLADO F P '_ﬁ TAMIZADO

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion para la obtencién de bolos intraruminales.

La formulacion de los bolos intraruminales incluyé al selenito de sodio (Na,SeO3) como fuente de selenio
y a la sulfametazina sodica. El excipiente lipidico un aceite vegetal hidrogenado el cual tiene la funcion
de controlar la liberacién de los principios activos, un agente densificador para lograr la densidad 6ptima
y asi evitar la regurgitacion del bolo y la adicion de un agente lubricante y un agente deslizante que

reduzcan la friccion y adhesion entre las piezas metalicas durante la compresion (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cantidad de cada componente de los bolos intraruminales utilizados en el estudio.

Bolo SMZ | Bolo SMZ-Se Bolo
g/ Bolo g/ Bolo Placebo
COMPONENTES g/ Bolo
No. Lote No. Lote No. Lote
SMZ151210 | SMZSE020211 | PLAFEB2011
Sulfametazina sodica 4.00 4.00 -
Selenito de sodio - 0.2 -
Excipiente controlador de la liberacion 417 4.17 3.54
Excipiente densificador 11.00 11.33 8.3064
Lubricante y deslizante 0.3 0.3 0.1478
Total 19.47 20.00 12.00

Evaluacion de los bolos elaborados, via granulacion por fusion.

Dureza: La dureza de los bolos se evalué como resistencia a la ruptura. La determinacién en Kilopounds

(Kp) se realizé empleando un durémetro Vankel. La prueba se realizé a 10 bolos de cada lote.

Longitud, ancho y espesor: Se midieron los tres parametros a 10 bolos de cada lote, utilizando para

ello un micrémetro digital Mitutoyo modelo CD-6 CS.

Densidad: La densidad de los bolos se calculé determinando la masa del bolo en una balanza analitica

digital y posteriormente determinando su volumen por desplazamiento de agua dentro de probeta

graduada de 25 ml.

Donde:
p = densidad del bolo (g/cm®)
M= masa del bolo (g)

V= Volumen del bolo (cm3)

M
P=Yy
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Caracteristicas de los animales

Se utilizaron 15 cabritos de raza Alpina, 8 hembras y 7 machos con pesos entre 8 y 21 Kg y edad entre
8 y 9 semanas, los animales fueron aislados en jaulas metabdlicas de la unidad de experimentacién del
Posgrado de Ciencias de la Produccion y Salud Animal de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan. Al iniciar el experimento, los animales presentaban en forma endémica coccidiosis, que se

confirmé por analisis coproparasitoscépico (Diaz, 2012).

Todos los animales fueron alimentados alrededor de medio dia durante toda la experimentacion con

forraje (avena y maiz), concentrado y agua a libre acceso.

Los animales fueron ubicados en jaulas metabdlicas individuales (Figura 3), para controlar la
alimentacion, evitar la reinfeccion y observar la posible regurgitacion del bolo. Estas jaulas estan
disefadas con piso elevado (aproximadamente 70 cm del suelo), paredes de madera, comederos de
aluminio y un recipiente para agua. La jaula metabdlica tiene medidas aproximadas de 1 m de largo por
50 cm de ancho y 70 cm de alto. Se encontraban en un area techada y protegida de corrientes de aire.
En base a los requerimientos del SICUAE los cabritos se sacaban de las jaulas de una a dos horas al dia

y se dejaban en un corral cercano a las jaulas metabdlicas.

Figura 3. Cabritos en Jaulas metabdlicas.
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Distribucién y criterio de agrupamiento de los animales en los tres grupos de tratamiento

Los cabritos se pesaron el dia en que se recibieron, fueron identificados con arete.

Se agruparon en base al peso en una distribucion por balanceo del peso, a cada grupo se le asignaron

cinco animales, con una eliminacion de ooquistes conocidos, se decidié agrupar las unidades por carga

parasitaria las que tenian menos ooquistes se les administré bolo placebo, y al los que tenian mas

ooquistes se les administré el bolo sulfametazina mas selenio (bolo SMZ-Se), esto como un desafio para

la formulacién (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Asignacioén y condiciones iniciales de los 15 animales en los tres grupos de tratamiento.

Carga Promedio
Numero parasitaria Carga
Grupo Tratamiento Arete | de Jaula Sexo Peso | (ooquistes/ parasitaria
Metabdlic (Kg) gde (ooquistes/g
a heces) de heces)
Bolo Sulfametazina 24 16 Hembra | 18.0 2750
Bolo Sulfametazina 11 17 Macho 14.0 10750
Bolo SMZ Bolo Sulfametazina 22 19 Macho | 135 3800 | 2950+3828.5
Bolo Sulfametazina 85 20 Macho 12.0 2950
Bolo Sulfametazina 241 18 Hembra | 10.5 750
Bolo Sulfametazina- 25 14 Macho 17.5 3450
selenio
Bolo SMZ-Se [ Bolo Sulfametazina- 91 11 Macho | 14.5 10900 7500+7893.1
selenio
Bolo Sulfametazina- 12 20 Hembra | 13.0 23200
selenio
Bolo Sulfametazina- 20 12 Hembra 12.0 7500
selenio
Bolo Sulfametazina- 114 15 Hembra 8.0 5000
selenio
Bolo Placebo 131 2 Macho 21.0 1150
Bolo Placebo 13 4 Macho 14.5 400
Bolo Placebo ['Bolo Placebo 21 1 Hembra | 14.0 200 250£405.2
Bolo Placebo 15 3 Hembra | 12.0 250
Bolo Placebo 87 5 Hembra | 12.0 200
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Tratamientos

Grupo Bolo SMZ, los cinco cabritos del grupo recibieron un bolo intraruminal con sulfametazina sédica

que se les administré por via oral.
Grupo Bolo SMZ-Se, los cinco cabritos del grupo recibieron un bolo intraruminal con sulfametazina
sodica y selenito de sodio que se les administrd por via oral, con un equivalente a 90mg de selenio y 4g

de sulfametazina sodica por bolo.

Grupo Bolo Placebo, los cinco cabritos del grupo recibieron un bolo intraruminal sin principios activos

que se les administré por via oral.

Los bolos se administraron de forma manual colocandolos detras de la base de la lengua para forzar su

deglucion y se corroboré la misma por inspeccion visual (Figura 5).

Figura 4. Administraciéon de los bolos intraruminales y toma de muestras a los cabritos.
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Toma de muestras

Las muestras de sangre se tomaron por puncién de la vena yugular utilizando agujas estériles BD

Vacutainer® calibre 20G- X 38mm y tubos al vacio de 6 ml con Heparina Vacutainer® BD (Figura 4).

Para los tiempos de muestreo se consideraron las tesis previas realizadas con bolos de sulfametazina
(Gonzalez, 2005; Morales, 2003). Antes de la administracion del tratamiento (bolo intraruminal) se tomo
una primera muestra de sangre, tiempo 0 hrs, después se muestred en los siguientes tiempos: 1, 3, 5, 9
y 24 hrs del primer diay 2, 5,9, 12, 19, 26 y 33 dias siguientes.

Las muestras se tomaron entre las 7:30 y 9:00 AM, se etiquetaron e inmediatamente después del
muestreo se almacenaron en una hielera que contenia bolsas con hielo, una vez en el laboratorio, se
centrifugaron los tubos a una velocidad de 3500 rpm durante 15 minutos, el plasma obtenido se separé
en microtubos y se almacend a una temperatura de - 20 °C hasta su analisis.

Radiografias

En la semana cinco de experimentacion, se eligié aleatoriamente un animal de cada grupo de estudio y

se tomé una placa radiografica, para observar presencia y condicion del bolo administrado.

Sacrificio

En la semana seis se sacrificaron los cabritos en el taller de carnes de FES Cuautitlan siguiendo la

norma regulatoria para la especie. El dia del sacrificio se explor6 el rumen de cada cabrito para buscar el

o los restos de bolo, a los bolos recuperados se les tomaron fotografias.

Tratamiento de las muestras y determinacidon de las concentraciones plasmaticas de selenio y

sulfametazina.

Cuantificacion de selenio en plasma por Digestion acida (Gleason, 2004).

Para la cuantificacion de selenio en plasma se empled la siguiente metodologia, los materiales y

reactivos se presentan en el Anexo 1.
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Se descongelaron las muestras de plasma a temperatura ambiente, con una micropipeta de capacidad
se tomaron 0.5 g de plasma y se colocaron en un vaso de teflébn para microondas, al vaso de teflon se
agregaron 5 ml de agua desionizada, 2.5 ml de &cido nitrico concentrado y 1ml de peréxido de hidrogeno
al 30%.

Se dej6 reposar por 30 minutos, transcurrido el tiempo de reposo, se taparon los vasos y se montaron en
las chaquetas del carrusel para horno de microondas y este se coloco en el horno y se realizd la

digestion acida en el horno de microondas MARS-digestion CEM bajo las condiciones del Cuadro 3.

Cuadro 3. Condiciones de digestion acida para plasma.

Etapa | Potencia | Potencia | Rampa | Temperatura Tiempo de
(W) (%) (min) (°C) mantenimiento
(min)
1 1600 75 4 140 2
2 1600 75 2 180 4
3 1600 75 2 200 4

Transcurrido el tiempo de la digestion acida en el horno, se sacaron los vasos del horno y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente, se vaciaron las muestras en matraces de 25 ml y se llevé a la marca de
aforo con &cido clorhidrico 7 M, se trasvasaron las soluciones en frascos de pvc, previamente

etiquetados.

La curva de referencia de selenio fue elaborada en un rango de concentracién de 0 a 18 pg /L de selenio

la cual fue preparada de la siguiente manera:
Del estandar de selenio High Purity 1000 pg /L se tomaron 50 pL con una micropipeta, se vacidé en un
matraz volumétrico de 25 ml y se llevé a la marca de aforo con agua desionizada (solucién stock), de la

solucioén stock se tomaron los volumenes que se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Curva de referencia de selenio

Sistema | Volumen de la solucion stock Concentracion
(ML) (ug /L)
1 50 2
2 150 6
3 250 10
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4 350 14
5 450 18

Los volumenes se colocaron en matraces de 50 ml y se llevaron a la marca de aforo con acido
clorhidrico 7 M, las soluciones anteriores y las muestras se analizaron por espectrofotdmetro de

absorcién atdmica con el sistema de generador de hidruros Varian®.

Cuantificacion de Sulfametazina en plasma por extraccion en fase solida (Morales, 2003).

A cada una de las muestras de plasma tomadas en los diferentes tiempos de muestreo, se les realizé la

siguiente metodologia, los materiales y reactivos se presentan en el Anexo 1.

Preparacioén de las muestras de plasma con estandar interno con sulfatiazol.

Se descongelaron las muestras de plasma a temperatura ambiente, se tomé 1 ml del plasma con una
pipeta volumétrica, se llevd este volumen a un frasco vial limpio de 5 ml y se le adicionaron 0.5 ml de

estandar interno con sulfatiazol de una concentracion de 40 pug/ml.

Extraccion en fase sélida de las muestras con sulfametazina.

1. Proceso de acondicionamiento del cartucho Sep-Pack C18

Con una jeringa de 5 ml se tomaron 2 ml de metanol, se adaptd la jeringa al cartucho Sep-pack C18 y se
percol6 el metanol a través del cartucho Sep-pack C18 a una velocidad de 0.2 ml / seg, con otra jeringa
limpia de 5 ml se tomaron 2 ml de buffer de fosfato pH = 7.4, se adaptd la jeringa al cartucho Sep-pak
C18 y se percolo el buffer a través del cartucho Sep-pack a una velocidad de 0.2 ml / seg. El liquido

que salié del cartucho Sep-pak C18 de los anteriores pasos se desecho.

2. Proceso de carga de la muestras con sulfametazina en el cartucho Sep-pack C18

Con una jeringa limpia de 3 ml se tomé todo el plasma con sulfametazina que se encontraba en el
frasco, se hizo pasar 1 ml de aire por la jeringa y se adapto la jeringa que contiene la muestra fortificada
al cartucho Sep-pak C18, se percold el plasma y el aire succionado a través del cartucho Sep-pack C18

a una velocidad de 0.2 ml /10 seg y se desech¢ el liquido que salié del cartucho Sep- pak C18.

3. Proceso de limpieza del cartucho Sep-pack C18

Con una pipeta volumétrica se midieron 2 ml de buffer de fosfatos pH = 7.4 y se transfirieron a un frasco

limpio de 10 ml, se tomaron con una jeringa limpia de 5 ml se pasaron aproximadamente 2 ml de aire
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por la jeringa, se adapto la jeringa al cartucho Sep-pak C18 y se eluyo el contenido a una velocidad de

0.2 ml/ 10 seg y se desechd el liquido que sali6.

4. Proceso de recuperacion de la sulfametazina

Con una pipeta volumétrica se midieron 2 ml de metanol y se transfirieron a un frasco limpio de 10 ml,
se tomaron con una jeringa limpia de 3 ml y se pasaron aproximadamente 1 ml de aire por la jeringa,
se adapto la jeringa al cartucho Sep- pak C18 anterior y se eluyé el contenido (metanol y aire) a una

velocidad de 0.2 ml /10 seg, se colecto el liquido que sali6.

5. Cuantificacion de la sulfametazina

Se filtré el liquido resultante de la extraccidon en fase solida de las muestra con los filtros HPLC. Se
colecté el liquido filtrado del paso anterior en un vial de capacidad de 1 ml (especial para el
automuestreador del HPLC).

Condiciones cromatograficas:

Fase movil de 80:20 Acido Acético 0.50 % Acetonitrilo, flujo de 1 ml / min, tiempo de corrida de 8 min,

volumen de inyeccion de 20 pl, longitud de onda de 266 nm, columna Purosfer STAR RP-18 endcapped
(5um)

Disefio experimental

Se utilizé un disefio de un factor (tratamiento= T), con tres niveles

Nivel 1. Bolo intraruminal con sulfametazina (Bolo SMZ).

Nivel 2. Bolo intraruminal con sulfametazina més selenio (Bolo SMZ-Se).

Nivel 3. Bolo intraruminal sin principios activos (Bolo Placebo).

Analisis estadistico

Se hicieron comparaciones de medias por cada tratamiento para establecer posibles diferencias entre

ellas y evaluar el efecto del tratamiento sobre las concentraciones plasmaticas de selenio y las

concentraciones plasmaticas de sulfametazina.
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Las variables independientes fueron, tipo de bolo administrado y el tiempo de muestreo. Las variables

dependientes fueron, concentracion plasmaticas de selenio (ug/g muestra) y concentracion plasmatica

de sulfametazina (ug/mL).

Modelo estadistico
Yij= u+ T+ Sj + g

u = Media poblacional.

T, = Efecto del i-ésimo tratamiento (i= 1, 2..., T).

S;= Efecto del j-ésimodia(j=1,2..., S).

g;= Error aleatorio con el tratamiento i y el dia j.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

El granulado para la elaboracién de los bolos SMZ-Se presenté buen flujo, evaludndose por parametros
de indice de Hausner e indice de Carr. Hausner, citado por Aulton (2004) senala que el cociente de
densidad consolidada y densidad aparente esta relacionado con la friccion entre las particulas, por lo que
podria utilizarse para predecir las propiedades de flujo de un polvo. Demostré que los polvos con poca
friccion entre las particulas, como las esferas gruesas, tenian indices de alrededor de 1.2, mientras que
los polvos mas cohesivos, de flujo menos libre, como las escamas, tenian indices mayores a 1.6, el
indice de Hausner evaluado en el granulado de SMZ-Se resulté menor a 1.2 por lo que el polvo presenta
buen flujo. Carr, citado por Aulton (2004) desarrollo otro método indirecto para medir el flujo de polvo a
partir de las densidades de masa vy sefiala que indices de Carr entre 5y 15 % son polvos con
excelentes propiedades de flujo mientras que polvos con indices de Carr mayores de 23% son
considerados como polvos de mal flujo, el granulado SMZ-Se presenté indices de 13 a 15% indicativos

de un polvo con buen flujo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados de indice de Hausner e indice de Carr al evaluar propiedades de flujo en

granulado de bolo de sulfametazina mas selenio

Densidad aparente Densidad consolidada indice de Hausner indice de Carr
(g/mL) (g/mL) (%)
1.0289 1.2136 1.1795 15.21
1.0182 1.2092 1.1875 13.06
1.0329 1.2029 1.1646 14.00

El granulado también presenté buenas caracteristicas de compactabilidad y lubricacion que se
observaron al momento de comprimir en la tableteadora monopunzénica, los bolos al ser expulsados de
la tableteadora no presentaron friccion en la maquina, ni ralladuras en el bolo, el flujo resulté uniforme y
los bolos presentaron una variacion minima de peso. Los resultados de las caracteristicas fisicas y

geomeétricas se presentan en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Resultados de las caracteristicas fisicas y geométricas de los bolos de lenta liberacién
elaborados por el método de granulacion por fusion: bolo sulfametazina (Bolo SMZ), bolo sulfametazina

mas selenio (Bolo SMZ-Se).

Ancho | Largo | Dureza | Densidad | Peso | Espesor
Bolo No. Lote (mm) (mm) | (Kp) (g/mL) (9) (mm)
15.93 | 12.04
SMZ SMZ260210 21.10 52.13 | 34.78 1.77 (0.19) | (0.04)
16.70 | 12.76
SMZ-Se SMZSE190210 | 21.10 52.10 ] 35.00 1.86 (0.06) | (0.01)

Los datos entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar.

Fue de suma importancia la densidad de los bolos, ya que en el presente ensayo los bolos administrados
tenian densidades menores a las recomendadas (Cuadro 6) y en el cual se observo la regurgitacion en

casi la mitad de las animales (Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados de regurgitacion y tiempo de permanencia de los bolos elaborados por el método

de granulacion por fusion.

Regurgitado Tiempo de Permanencia
Bolo No. Lote Regurgitado (proporcion ) (dias)
2 bolos en el 1er dia
SMZ SMZ260210 Sl (0.45) 5 DE 11 3 bolos en el 4to dia
3 bolos en el 5to dia
SMZ-Se | SMZSE190210 Sl (0.41) 5 DE 12 2 bolos en el 4to dia

El porcentaje de regurgitacion fue del 41 % para los bolos SMZ-SE y 45 % para los bolos SMZ, la
permanencia en el reticulo rumen fue de 5 dias, en ambos grupos, atribuible a la baja densidad que
presentaban los bolos. Chavez (2001), sefiala que la diferencia en el tiempo de retencién en reticulo
rumen de los bolos se debe a la densidad del bolo el cual es un factor determinante para su
permanencia en este lugar, Chavez administré dos tratamientos, uno con bolos de sulfametazina con
densidades promedio de 1.84 g/ml reportando regurgitacion a los 10 dias post-administracién y el otro
con densidad promedio de 1.9312 g/ml reportando regurgitacion en algunos animales a los 20 dias

post-administracion.

Debido a las caracteristicas anatémicas vy fisioldgicas de los rumiantes, se requiere que el disefio de los
dispositivos de retencion ruminal (RRD’s) supere la regurgitacion y las condiciones extremas en el medio
ambiente del rumen tales como pH y la actividad enzimatica microbiana. La rumia es un mecanismo
donde el contenido del rumen que ha sido colectado, masticado, tragado y fermentado durante el
pastoreo, es regurgitado y remasticado paulatinamente por el animal. Existen dos caminos basicos para
evitar la regurgitacion de un dispositivo intraruminal: 1) elaborandolo lo suficientemente pesado

(altamente denso) para que permanezca en el reticulo rumen, 2) por utilizacion de un disefio
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geomeétrico el cual evita el pasaje de regreso a través del cardias y el es6fago (GyuriK, 1983). Si un
dispositivo es lo suficientemente denso, permanecera en el reticulo. La densidad minima para prevenir la
regurgitaciéon varia dependiendo de la dieta, si el animal pastorea libremente se necesita de una mayor
densidad debido a que la motilidad del rumen es mayor en animales que pastan que en aquellos
estabulados que reciben dietas mas refinadas. Se ha establecido que una densidad de 2.25 a 3.5 g/ml
deberd mantenerse para evitar la regurgitaciéon en animales de pastoreo y densidades de 1.8 g/ml

probablemente son suficiente para animales estabulados (GyuriK, 1983).

Se reformularon los bolos, aumentando la concentracion del agente densificador con el consecuente
aumento en la masa y densidad, se utilizaron los mismos punzones para conservar dimensiones
geomeétricas. En el Cuadro 8 se presentan los resultados de las caracteristicas fisicas y geométricas de
los bolos.

Cuadro 8. Resultados de las caracteristicas fisicas y geométricas de los bolos de lenta liberacion
elaborados por el método de granulacion por fusion con una mayor cantidad de agente densificador, bolo
sulfametazina (Bolo SMZ), bolo sulfametazina mas selenio (Bolo SMZ-Se) y bolo sin principios activos
(Bolo Placebo).

Ancho | Largo | Dureza | Densidad | Peso | Espesor

Bolo No. Lote (mm) (mm) (Kp) (g/mL) (9) (mm)
19.56 12.60

SMZ SMZ151210 21.07 | 52.10 | 35.00 1.95 (0.16) (0.02)
20.13 12.89

SMZ-Se | SMZSE020211 | 21.11 | 52.10 | 35.00 2.01 (0.29) (0.07)
12.24 12.06

Placebo PLAFEB2011 13.31 | 44.95 | 25.08 2.73 (0.16) (0.11)

Los datos entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 5. Apariencia fisica de los bolos elaborados.

La forma geométrica que presentaron estos bolos fue adecuada para la administraciéon en cabritos y
facilité su dosificacion. En la Figura 5 se observa que los bolos presentaban una geometria tal, que evita
partes agudas que pudieran dafiar la mucosa del eséfago o el rumen, presentan puntas redondas, forma
oval. Es posible apreciar el color gris metalico, con mas intensidad en los bolos placebo, debido al
agente densificador y la ausencia de los principios activos (polvos blancos), en los bolos SMZ y bolos
SMZ-Se es menos intenso el color grisdceo, debido a la cantidad de sulfametazina, es observable una

superficie lisa y continua a causa de la deformacion plastica del agente controlador de la liberacion.

Cuadro 9. Resultados de regurgitacion y permanencia de los bolos elaborados por el método de

granulacién por fusiéon con mayor cantidad de agente densificador.

Tiempo de
Regurgitado Permanencia
Bolo No. Lote Regurgitado | (Proporcién) (Dias)
1 bolo en el 8vo dia
SMZ SMZ151210 Sl (0.2) 1 DE 5

SMZ-Se SMZSE020211 NO

1 bolo en el 5to.dia
Placebo PLAFEB2011 Sl (0.4)2DES5 1 bolo en el 15vo.dia

Los bolos resultaron mas densos, sin embargo, regurgitaron dos animales del grupo bolo placebo
(Cuadro 9), posiblemente por la diferencia en masa y dimensiones geométricas. Estos bolos fueron

diferentes en dimensiones, debido a la ausencia de los dos principios activos y porque ya no era posible
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comprimir esta masa en los punzones donde se comprimieron los bolos SMZ-Se, a pesar de que los
valores de densidad cumplian con los requerimientos los cabritos de este grupo regurgitaron, se realizd
un analisis estadistico para conocer si alguna variable no controlada influia en que los cabritos
regurgitaran el bolo, pero ni el peso ni el sexo presentaron un valor significativo de riesgo, esto indica

que hay otros factores aparte de la densidad y forma geométrica, que son importantes de considerar.

La permanencia e integridad de los bolos administrados se observé a través de las placas radiograficas

(Figuras 6, 7y 8) y es posible observar la integridad de los bolos en el compartimento reticulo ruminal.

Figura 6. Radiografia tomada a la quinta semana de experimentacion del cabrito 114 del grupo bolo
SMZ-Se.

Figura 7. Radiografia tomada a la quinta semana de experimentacion del cabrito 87 del grupo bolo
placebo.
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Figura 8. Radiografia tomada a la quinta semana de experimentacion cabrito 241 del grupo bolo SMZ.

Figura 9. Bolos recuperados del rumen después del sacrificio, grupo bolo SMZ-Se
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Figura 10. Bolos recuperados del rumen después del sacrificio grupo bolo placebo.

Figura 11. Bolos recuperados del rumen después del sacrificio, grupo bolo SMZ-Se (cabrito 91, 25, 114,
20) y grupo bolo SMZ (cabrito 11, 22, 241).
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En la Figura 9, 10 y 11 se muestran los bolos que permanecieron 35 dias en el rumen de los cabritos. En
estas fotografias se puede apreciar las diferencias y su aspecto fisico, en los bolos SMZ-Se (Figura 9) se
observa una superficie porosa a causa de la liberacién del principio activo, en los bolos placebo en
contraste la superficie esta lisa e intacta (Figura 10). La apariencia de los bolos SMZ-Se y SMZ es
porosa comparada con los bolos placebos. La superficie porosa permitié la liberacion de los principios

activos y es consecuencia del proceso.

La formacioén de esta superficie porosa en los bolos, permitié en trabajos previos conocer el mecanismo
de liberacion de la sulfametazina el cual se explica en funcién del modelo de Higuchi, en donde, la
liberacion no es constante, sino que es dependiente del tiempo e indica que el proceso de liberacién esta

controlado por la difusion (Morales, 2003).

En la Figura 11 se observa que en los bolos SMZ existe un agrietamiento o fisuras en el centro del bolo y
un color rojizo debido a la oxidacion del hierro. Un bolo se fragmentd posiblemente por la pérdida de
consistencia producida por la liberacion de los principios activos que van dejando una matriz cada vez
mas porosa, que pueda finalmente fragmentarse por la masticacion en la rumia. En los bolos SMZ-Se,
se observa una apariencia un poco mas compacta y la coloracion rojiza en el bolo es menos intensa, tal

vez por el poder antioxidante del selenio.

Validacién del método cromatografico para la determinacién de sulfametazina en plasma.

La cuantificaciéon de sulfametazina se realizd por cromatografia liquida de alta resolucién con detector de
arreglo de diodos. Las condiciones cromatograficas, metodologia y resultados de la validacion del
método se muestran en el Anexo 2. En el Cuadro 10 se muestran los valores obtenidos en la validacién
del método, el método fue capaz de cuantificar la sulfametazina en el plasma con coeficientes de
variacion dentro de especificaciones y fue capaz de discriminar los productos de biodegradacion y
sustancias enddgenas contenidas en el plasma de cabritos. El método resulto lineal, exacto y preciso, en
un intervalo de concentraciones de 0.5 a 40 ug/ml de Sulfametazina, con limite de deteccion de 0.1105

pg/ml y limite de cuantificacion de 0.3348 ug/ml.
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Cuadro 10. Resultados de los parametros de validaciéon del método analitico para la cuantificacion de

sulfametazina.

Parametro evaluado

Valores de referencia o

Especificaciones

Valor obtenido

Linealidad del sistema C.V.<£2.00% C.V.=1.8681%
r’2 0.999 r’= 0.9998
r=0.999 r=0.9998

Precision del sistema C.V.£2.00% CV.=1.3221%

Exactitud del sistema C.V.£2.00% C.V. =0.9851%

IC para la media poblacional
debe incluir el 100

IC=99.99 a 101.07

Linealidad del método

C.V. <5.00% C.V. =2.58%
r’> 0.999 r’> 0.9999
r=0.999 r> 0.9999

IC pendiente debe incluir la
unidad

IC Intercepto debe incluir el

IC= 0.9961 1.0054

IC=-0.1114 0.0512

cero
Precision del método C.V.£5.00% C.V.=1.2171
Exactitud del método C.V.<£2.00% C.V.=1.1712

IC para la media poblacional

debe incluir el 100

IC=99.77 a 101.05

61



Perfiles Plasmaticos de Sulfametazina

Concentraciones Plasmaticas de Sulfametazina en bolos
administrado en cabritos

0.9
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Concentraciones Plasmaticas de
Sulfametazina (pg/mL)
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Figura 12. Representacion de la concentracion plasmatica de sulfametazina en los dos grupos de
experimentacion tratados con bolos intraruminales, administrado por via oral en cabritos, cada punto

. . N
representa el promedio y las barras representan el error estandar (ﬁ).

En la Figura 12 se grafica el comportamiento en el tiempo de la concentracion plasmatica de
sulfametazina para los dos tipos de bolos, en el grupo bolo SMZ-Se se observa un perfil de
concentracién plasmatica de forma caracteristica para la sulfametazina, en la que se distinguen en forma
general dos fases, la primera de liberacion inmediata y la segunda de liberacién prolongada,
representada con dos maximos de concentracion. La fase de liberacion inmediata se puede asociar con
la cantidad de sulfametazina que se encuentra en la superficie del bolo, mientras que el resto tiene que
difundir a través de poros y asi generar la fase de lenta liberacion. En ambos grupos se presenté un
comportamiento similar sobre las concentraciones plasmaticas de sulfametazina. En el bolo SMZ-Se esa
curva bifasica presentd un primer pico a la hora y un segundo a las cinco horas. Las concentraciones
plasmaticas de sulfametazina con bolo con sulfametazina mas selenio son mayores, pero no son
significativamente diferentes (P > 0.05) de las encontradas en animales que recibieron el bolo solo con

sulfametazina. La variacion observada al inicio del tratamiento se debe a que en cada grupo
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experimental las variaciones individuales no son controlables, la idiosincrasia de cada animal se refleja

en la media de cada grupo experimental.

Los animales tratados con bolo sulfametazina mas selenio presentaron concentraciones plasmaticas de

sulfametazina mas altas y por mas tiempo en comparacion con el grupo bolo sulfametazina, se realizé un

andlisis de variancia para conocer si hubo diferencia significativa entre los tratamientos.

Cuadro 11. Analisis de variancia para conocer si existe diferencia significativa entre los tratamientos

sobre concentraciones plasmaticas de sulfametazina administrado via oral en cabritos.

Efecto Suma de Grados de Cuadrado medio | F Valor de P
cuadrados libertad

Entre grupos | 0.0420713 1 0.0420713 0.84 0.3624

Dentro del 4.87229 97 0.0502298

grupo

Total 4.91436 98

En el Cuadro 11 se describe que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos

sobre la variable concentracion plasmatica de sulfametazina, con una P > 0.05. Se realizé un analisis de

comparacion de medias en cada tiempo, con errores estandar y se reportan en la Figura 13.

Concentracion Plasmatica
de Sulfametazina (ug/ml)
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Figura 13. Representacion de las concentraciones plasmaticas de sulfametazina con media

estandar por dia de muestreo, en los dos grupos tratados con sulfametazina.

Comparacion de medias con Intervalos de Confianza (Error estandar, 95%)

y error
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Efecto del Tratamiento

En la Figura 13 se observa que en el grupo bolo SMZ las concentraciones plasmaticas de
sulfametazina se mantuvieron mas altas pero no diferentes en los dos primeros tiempos del grupo bolo
SMZ-Se, también es observable que el grupo bolo SMZ se mantienen las concentraciones plasmaticas
de la sulfametazina por un periodo de 2 dias antes de llegar a su concentracién maxima a los 5 dias,
después se observa un descenso muy marcado a los 9 dias y para el dia 19 y 26 las concentraciones de

sulfametazina son casi nulas.

En el grupo bolo SMZ-Se las concentraciones plasmaticas de sulfametazina en los 5 primeros dias son
muy variables debido a la idiosincrasia de cada animal, después de este tiempo la variacion se ve
disminuida. El bolo SMZ-Se presentd dos picos, un primer pico ocurrido a la hora y un segundo a las 5
horas. Este comportamiento ya habia sido observado en trabajos realizados anteriormente con bolos
sulfametazina (Gonzalez, 2005), el cual se debe al tipo de liberacion que tiene la sulfametazina en estos

bolos de lenta liberacion.

La concentracion minima efectiva de sulfametazina reportada es de 50 ug/ml, es evidente que el bolo
intraruminal no produjo estas concentraciones en ninguno de los dos tratamientos, pero aun asi cumplié
con el efecto terapéutico deseado para el tratamiento de la coccidiosis con una disminucién significativa
en el conteo de ooquistes (Figura 14). Los datos en plasma sugieren que la sulfametazina estaba
presente en el tracto digestivo desde donde se absorbié y se puede pensar que en estos periodos de
tiempo en el que la sulfametazina estaba en circulacion estaba también ejerciendo su accién

farmacolégica in situ, en la luz intestinal.

Evolucion de la carga parasitaria en los cabritos tratados con bolos
intraruminales
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Figura 14. Evolucion de la carga parasitaria de los animales tratados con bolos intraruminales, via

administracion oral en cabritos.
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Los bolos intraruminales que contenia sulfametazina funcionaron como un buen coccidiostato,
reduciendo considerablemente la carga parasitaria en los cabritos, los dos grupos tratados con
sulfametazina (bolo SMZ y bolo SMZ-Se) demostraron una menor eliminacién de ooquistes con cuentas

minimas entre los 17 y 21 dias.

En el grupo bolo Placebo se observan una carga parasitaria menor desde el inicio del tratamiento y el
grupo bolo SMZ-Se la mayor carga debido al desafio que enfrentaria la formulacién, en el grupo bolo
SMZ-Se se observa una disminucion paulatina en la cuenta de ooquistes hasta los 21 dias, en el grupo
bolo SMZ se observa un aumento en la cuenta de ooquistes después de los 8 dias. Estos resultados
pudieran estar relacionados con las concentraciones plasmaticas de sulfametazina ya que en el grupo
bolo SMZ la sulfametazina se mantuvo en concentraciones menores en los primeros dias y antes del
maximo de concentracion en comparacion con el bolo SMZ-Se. El grupo bolo SMZ-Se a diferencia del
bolo SMZ presenté dos maximos de concentracion en los primeros 5 dias pos-tratamiento y aun después
del maximo de concentracion este presentaba concentraciones mas altas y diferentes de sulfametazina
que el bolo SMZ.

El tratamiento logré el control de la enfermedad durante 21 dias, para después mostrar en los tres
grupos un aumento en la carga parasitaria, por arriba de su valor inicial, esto puede atribuirse a que ya
se habia completado el efecto del bolo y que las concentraciones plasmaticas de sulfametazina ya
estaban disminuidas y los cabritos se re-infestaron, esto sugiere la administracion de otro bolo en este

periodo para evitar la resistencia de la sulfametazina sobre estos parasitos.

Los resultados obtenidos sugieren que la combinacion sulfametazina mas selenio beneficia la reduccion
de ooquistes y al mismo tiempo protege contra el dafio oxidativo causado por el propio farmaco
(Rodriguez, 2013).

Se determiné el area bajo la curva de la sulfametazina en los dos grupos tratados en donde se establecio
un relacion de concentracion plasmatica versus tiempo, en donde el area bajo la curva esta relaciona con
la cantidad total de farmaco absorbida a la circulacion sistémica tras la administracion de una dosis Unica
(Aulton, 2004). Para determinar el area bajo la curva se utilizé el método de trapezoides, este método
describe a la curva de concentracién plasmatica versus tiempo como una funcion que las divide en lineas
rectas, lo que permite dividir a la misma en un nimero determinado de trapezoides. Entonces, el area de
cada trapezoide se calcula facilmente y la suma de todas las areas de todos los trapezoides da un
estimado de la verdadera area bajo la curva ABC (Liztli, 2005). En la figura 15 se observa que no existe

una diferencia en el area bajo la curva entre los dos grupos tratados con sulfametazina.
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Figura 15. Representacién del Area Bajo la Curva de Sulfametazina (ABC) en los grupos tratados con

ABC 0-33 dias
=}

los bolos que contenian sulfametazina sédica, Bolo con sulfametazina (Bolo SMZ), Bolo sulfametazina y

selenio (Bolo SMZ-Se), administrado por via oral en cabritos.

Cuadro 12. Resultados de los parametros farmacocinéticos de sulfametazina evaluados post-

administracion de bolos intraruminales en cabritos en los dos grupos tratados.

PARAMETRO Bolo SMZ Bolo SMZ-Se
ABC 0-33(ug/ml de SMZ al dia ) 4.6139+1.4442 7 5396£3.6754
Cmax (g /ml) 0.5445 0.5622
Tmax (dias) 5 5

En el Cuadro 12 se muestran los parametros farmacocinéticos de sulfametazina tras la administracion
oral de los bolos en cabritos, se observa que el tiempo maximo al cual se alcanza la concentracion
maxima es de 5 dias y la concentracién es de 0.5445 ug/ml para el bolo SMZ y 0.5622 ug/ml para el
bolo SMZ-Se.

En el grupo tratado con sulfametazina mas selenio no se observaron diferencias significativas en los
parametros de ABC (area bajo la curva), Cmax (concentracion méaxima), Tmax (tiempo maximo) con

respecto al bolo sulfametazina.

Es evidente que los parametros farmacocinéticos de la sulfametazina no se modificaron tras la

administracion conjunta de selenio y esto indica que de cierta manera la combinacién de estos dos
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farmacos no causé interaccion, la combinacidon entre sulfametazina y selenio no modifica el

comportamiento cinético de la sulfametazina y no disminuye su eficacia terapéutica.

El bolo intraruminal y su matriz lipidica en la formulacion fue adecuado para producir una liberacién de
sulfametazina por un periodo de 21 dias, lo que indica que la formulacién es util, ya que si después de
21 dias sigue existiendo liberacion, aun hay farmaco en el sitio de accién y por lo tanto accion

terapéutica.

Perfiles Plasmaticos de Selenio

Concentraciones Plasmaticas de Selenio en bolos
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Figura 16. Representacion de la concentracion plasmatica de selenio en los tres grupos de
experimentacion tratados con bolos, administrado por via oral en cabritos, cada punto representa el

. . N
promedio y las barras representan el error estandar (ﬁ).

Shi (2010) y Ramirez (2001) indican que la concentracién normal de selenio en plasma de cabritos es de
0.1 ppm, Liguang Shi (2011), reporta concentraciones de 0.1054-0.1183 ppm, Petrera (2009) 130 ng/g y
Pavlata et al. (2011) de 0.0677-0.0146 ppm sin observar signos de deficiencia. Las concentraciones de

0.02-0.03 ppm (Deore, et al. 2007; Ramirez 2001) son consideradas inadecuadas, Ramirez encontr6
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signos de distrofia muscular nutricional con niveles de 0.02ppm. Las cantidades toxicas reportadas por

Deore et al. (2007) son de 0.4 ppm.

Las concentraciones plasmaticas de selenio reportadas en la Figura 16, indican que las concentraciones
plasmaticas son normales para los dos grupos de experimentacion no suplementados (Bolo SMZ y Bolo
Placebo) lo que coincide con lo reportado por Shi (2010) y Ramirez (2001), el grupo bolo SMZ y grupo
bolo placebo presentan concentraciones plasmaticas de selenio similares observandose incremento en
algunos tiempos de muestreo quizas por alguna fuente externa de selenio (alimento) del metabolismo
animal. El grupo bolo SMZ-Se presentd concentraciones plasmatica de alrededor de 0.20 ppm por 26
dias y mantuvieron concentraciones mas elevadas y diferentes en comparacién con los grupos sin
selenio (bolo placebo y bolo SMZ) se observé un pico maximo un dia después de la administracion,
este pico ya habia sido observado en administracion de bolos de selenato de bario (Pérez, 2007), a
pesar de que en este pico maximo se alcanzaron concentraciones toxicas segun lo reportado por
Deore, et al. (2007), ninguno de los animales mostré signos de intoxicacion, esta concentracion
descendié en un tiempo corto, de haberse mantenido los animales pudieron presentar signos de

intoxicacion (Pérez, 2007).

Las diferencias de concentraciéon plasmatica de selenio entre los grupos experimentales se corroboraron
con el analisis de varianza. En el Cuadro 13 se describe la diferencia estadisticamente significativa entre

las medias de las variables con un valor de P < 0.05.

Cuadro 13. Analisis de variancia para conocer si existe diferencia significativa entre los tratamientos

sobre concentraciones plasmaticas de selenio administrado via oral en cabritos.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado medio | F Valor de P
cuadrados | libertad

Entre grupos 0.5868 2 0.2934 15.57 0.0000

Intra grupos 2.0357 108 0.0188

Total 2.6225 98

Para identificar cuales medias son significativamente diferentes se realizé un analisis de comparacion de

medias en cada tiempo de muestreo, con error estandar y se reportan en la Figura 17.
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Figura 17. Representacion de las concentraciones plasmaticas de selenio con media y error estandar por

dia de muestreo, en cada uno de los tres grupos experimentales.

En la Figura 17 se observa que las concentraciones plasmaticas de selenio en los animales que

recibieron el bolo SMZ-Se, fueron significativamente mas altas P < 0.05.

Las concentraciones de selenio en el grupo bolo SMZ-Se, se mantienen por arriba de las iniciales un dia
después la administracién y después del maximo de concentracion hasta los 26 dias, las
concentraciones de selenio en plasma a los 33 dias ya no difieren de las encontradas inicialmente. Por
tanto, el efecto positivo del bolo con selenio es observable entre los primeros 26 dias, Un efecto positivo

de la administracion del bolo con sulfametazina mas selenio fue notorio un dia después del maximo.

En el dia cero no existe diferencia significativa en las concentraciones plasmaticas de las animales

asignadas a los diferentes tratamientos.

Desde el dia 1 y hasta el dia 33 las concentraciones plasmaticas de selenio en los animales que
recibieron la combinaciéon de sulfametazina mas selenio bolo SMZ-Se, son mayores a los que se
observan en animales que recibieron el bolo placebo y bolo SMZ, es decir, si hubo un efecto del

tratamiento con selenio aplicado en los bolos administrados P < 0.05.

Para determinar el area bajo la curva de selenio se utilizé el método de trapezoides (Liztli, 2005), mismo

método que se utilizé para determinar area bajo la curva de sulfametazina.
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Figura 18. Representacion del Area Bajo la Curva de Selenio (ABC) en los tres grupos tratados, Bolo
Placebo, Bolo con sulfametazina (Bolo SMZ), Bolo sulfametazina mas selenio (Bolo SMZ-Se)

administrado por via oral en cabritos.

En la Figura 18 se puede apreciar que los tratamientos bolo placebo y bolo SMZ son semejantes entre
ellos y con el tratamiento bolo SMZ-Se se observd una diferencia. También se tiene que el tratamiento
con selenio presenta mayor area bajo la curva, es decir mayor cantidad de selenio absorbido tras la
administracion oral de los bolos, también es posible observar que el tratamiento bolo SMZ-Se presenta

una menor variabilidad entre los animales.

Cuadro 14. Resultados de los parametros farmacocinéticos de selenio evaluados post-administracion de

bolos intraruminales en cabritos en los tres grupos tratados.

PARAMETRO Bolo Placebo Bolo SMZ Bolo SMZ- Se

ABC 0-33(ug de Se/g plasma dia) | 3.1802+0.5805 | 3.6869+0.7543 | 7.6441+2.0055

Cmax (ug de selenio/gr de plasma) 0.6449+0.2244
Tmax (h) 24

En el Cuadro 14 se resumen los parametros farmacocinéticos de selenio tras la administracion oral de
los bolos en los animales y se observa que el tiempo maximo al cual se alcanza la concentracién
maxima es a las 24 horas y la concentracion es de 0.6449 ug/g de plasma para el bolo SMZ-Se, no se
muestran datos para el grupo bolo SMZ y bolo Placebo por qué no fueron suplementados con bolo que

contuviera selenio.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los bolos intraruminales elaborados mostraron caracteristicas que los hacen adecuados para su manejo,

administracion y retencion ruminal.

Los bolos intraruminales con sulfametazina sdédica mas selenito de sodio presentaron una eficacia
satisfactoria para controlar la coccidiosis en cabritos, disminuyeron la cuenta de ooquistes en forma

significativa, su efecto duré 21 dias.

El bolo sulfametazina mas selenio permiti6 mantener las concentraciones plasmaticas de selenio de
manera sostenida por cuatro semanas, asi mismo, el bolo intraruminal de lenta liberacion, produce
perfiles de liberacién in vivo, que da lugar a concentraciones sanguineas adecuadas para que tengan

una accion terapéutica deseada.
No existié interaccion farmacocinética entre la sulfametazina sédica y el selenio de sodio, pues no

existieron modificaciones en los parametros farmacocinéticos evaluados area bajo la curva, tiempo

maximo y concentracion maxima.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Materiales

Optimizacién de la formulacién

-Equipo.

Balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204-5.
Mezclador planetario Erweka modelo PRS.

Vasija enchaquetada Erweka modelo DE.

Molino para sélidos Erweka modelo TG2S.
Reostato CRAF.

Granulador oscilante Erweka modelo FGS.
Mezclador de Pantalon modelo KB 15/UG.
Durémetro Vanderkamp modelo 40-2000.
Tableteadora Korsh

-Reactivos.

Sulfametazina so6dica, Astroquim. S.A. de C. V (México).
Selenito de sodio, Valno. S.A. de C. V (México).

Hierro Reducido, Mallinckrodt Baker, S.A. De C. V., (St Louis Missouri).

Rilanit Especial,Cognis Mexicana, S.A. de C. V. (México).
Estearato de Magnesio,Helm. S.A. de C. V (México).
Talco, Helm. S.A. de C. V (México).

Biodisponibilidad

Equipos.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion. (HPLC)
Espectrofotometro de Absorcion Atémica.
Generador de Hidruros

Horno de microondas ( MARS-digestién CEM)
Reactivos

Acetonitrilo calidad HPLC

Acido acético glacial J. T. Baker

Cartuchos Sep- PakWaters

Acido nitrico J. T. Baker

Acido Clorhidrico. J. T. Baker

Peréxido solucién al 30%

Boro hidruro de sodio J. T. Baker

Hidréxido de sodio perlas J. T. Baker

Agua des- ionizada
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Anexo 2. Validacion de método cromatografico para la determinacién de sulfametazina en

plasma.

Fase Movil: (80:20) Acido Acético 0.50 %: Acetonitrilo

Flujo: 1ml/min

Tiempo de corrida: 8 min

Volumen de inyeccion: 20 ul

Longitud de onda: 266 nm

Columna: Purosfer STAR RP-18 endcapped (5 um )

Linealidad del sistema

Preparar una curva de calibracién de nueve concentraciones de sulfametazina.

N° Volumen de Solucién Volumen Volumen | Sulfametazina

Sistema | Sulfametazina Sulfametazina Sulfatiazol | (ml) (‘ug/ml)
(ml) (ml)

1 2.0 B 2.0 100 0.5

2 4.0 B 2.0 100 1.0

3 1.0 A 1.0 50 2.0

4 2.0 A 1.0 50 4.0

5 4.0 A 1.0 50 8.0

6 6.0 A 1.0 50 12.0

7 8.0 A 1.0 50 16.0

8 10.0 A 1.0 50 20.0

9 20.0 A 1.0 50 40.0

Linealidad del Método

Solucién stock de sulfametazina 1000 ug/ml.

Pesar, 100 mg de sulfametazina base en un vaso de precipitados de 15 ml y adicionar 1.0 ml de NaOH

1.5 N con una pipeta volumétrica clase TD. Transferir lo anterior a un matraz volumétrico de 100 ml clase

Ay llevar al volumen de aforo con agua desionizada.
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A partir de la solucion stock preparar los siguientes sistemas en agua desionizada:

N° Sistema | Vol. De Volumen Final | Sulfametazina
Sulfametazina (ml) | (ml) (‘ug/ml)

1 1.0 100 10

2 2.0 100 20

3 2.0 50 40

4 4.0 50 80

5 6.0 50 120

6 8.0 50 160

7 10.0 50 200

8 20.0 50 400

Finalmente de cada uno de los sistemas mostrados en la Cuadro anterior se prepard la curva de
calibracion de sulfametazina en plasma. Esto se realizé transfiriendo 1.0 ml de cada una de las
soluciones a un matraz volumétrico de 10 ml respectivamente y llevando al volumen de aforo con plasma
limpio. Las concentraciones obtenidas fueron: 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 40 ug/ ml. Posteriormente se realizd

el ensayo analitico para sulfametazina.

Evaluaciéon de parametros de validacion para cuantificacion de sulfametazina

Linealidad del sistema

Datos obtenidos para el analisis de linealidad de sistema.

Concentracion Respuesta analitica

ug/ml Area SMZ / Area STZ

0.50008 0.1106 0.1114 0.1084
1.00016 0.2301 0.2237 0.2291
2.00000 0.4661 0.4616 0.4647
4.00000 0.9203 0.9320 0.9212
8.00000 1.8350 1.8578 1.8481
12.0000 2.8015 2.7871 2.7666
16.0000 3.7323 3.7052 3.7145
20.0000 4.6854 4.7047 4.6295
40.0000 9.2288 9.3799 9.2429

La ecuacion obtenida de la curva de calibracion y los parametros estadisticos a partir de un analisis de

regresion se muestra a continuacion.
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Respuesta analitica= 0.2325 concentraciéon -0.0029

Parametros estadisticos de la regresion Curva de Calibracién
Coeficiente de correlacion 0.9998

Coeficiente de determinacion 0.9998

Coeficiente de variacion 1.8681

Intervalo de confianza del intercepto -0.0189 0.0131

Curva de calibracion de

sulfametazina
10
N 3
5 g -
o
6 .
N 4 - *
- ¢
(7 - *
ﬁ O # ’ T T T T
< 0 10 20 30 40 50
Concentracion (ug/mL)
Precision del sistema
Concentracion Respuesta analitica cv
ug/mi Area SMZ / Area STZ '
200 0.4734 0.4614 0.4697 0.9621
' 0.4711 0.4703 0.4645
4.00 0.9266 0.9350 0.9169 1.0491
' 0.9214 0.9249 0.9437
8.00 1.8492 1.8479 1.8310 0.9450
' 1.8302 1.8334 1.8013
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Exactitud del sistema

Concentracion

% RECOBRO C.V | IC % RECOBRO
ug/ml
100.18 | 100.14 | 100.20
2.00 1.28 | 99.90 102.63
101.64 | 102.16 | 103.25
99.17 | 99.86 | 100.42
4.00 0.61 | 99.35 100.63
100.16 | 99.49 | 100.82
100.13 | 99.94 | 100.08
12.00 0.48 | 99.83 100.84
100.80 | 99.98 | 101.08

Linealidad del Método

Datos obtenidos para el analisis de linealidad de método.

Concentracion Respuesta analitica

Adicionada ug/ml | Area SMZ / Area STZ

1.0007 0.0447 0.0426 0.0431
2.0014 0.0921 0.0909 0.0949
4.0028 0.1860 0.1892 0.1867
8.0056 0.3740 0.3741 0.3731
12.0084 0.5618 0.5572 0.5582
16.0112 0.7578 0.7520 0.7439
20.0140 0.9306 0.9277 0.9084
40.0280 1.8540 1.8583 1.8583
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La ecuacion obtenida de la curva de calibracion y los parametros estadisticos a partir de un analisis de
regresion se muestra a continuacion.

Respuesta analitica= 1.00074Concentracion -0.03011

Parametros estadisticos de la regresion Curva de Calibracién
Coeficiente de correlacion 0.9999

Coeficiente de determinacion 0.9999

Coeficiente de variacion 2.5865

Intervalo de confianza del intercepto -0.0330 0.0512
Intervalo de confianza de la pendiente 0.9961 1.0054

Concentracidn adicionada de sulfametazina en funcién de
concentracion recuperada

45.00
40.00 - ¢
35.00 -
30.00 -
25.00 -
20.00 - ¢
15.00 - ¢
10.00 -

5.00 - 'S
_QO
000 n T T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Concentracion Adicionada (ug/ml)

Concentracion Recuperada (ug/ml)
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Precision del método.

Concentracion Respuesta analitica cV

ug/ml Area SMZ / Area STZ '
0.1897 0.1888 0.1892

4.0028 0.85
0.1895 0.1860 0.1867
0.3817 0.3809 0.3741

8.0056 1.1
0.3719 0.3740 0.3731
0.5539 0.5750 0.5572

12.0084 1.55
0.5498 0.5618 0.5582

Exactitud del método.

Concentracion
% RECOBRO C.V | IC % RECOBRO
ug/ml
101.11 | 100.64 | 100.82
4.0028 0.85 | 99.46 101.26
101.02 | 99.09 | 99.47
102.29 | 102.08 | 100.26
8.0056 1.11 | 99.57 101.94
99.66 | 100.24 | 99.99
99.14 | 102.93 | 99.73
12.0084 1.55 | 98.48 101.75
98.41 100.57 | 99.92

Evaluaciéon de parametros de validacion para cuantificacion de selenio.

Linealidad del sistema.

Datos obtenidos para el analisis de linealidad de sistema.

Conc (ug/L) Abs

2 0.0292
6 0.1169
10 0.205
14 0.2837
16 0.3568
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La ecuacion obtenida de la curva de calibracion y los parametros estadisticos a partir de un analisis de

regresion se muestra a continuacion.

Respuesta analitica= 0.0226 concentracion -0.0190

Parametros estadisticos de la regresién

Curva de Calibracion

Coeficiente de correlacion

0.9940

Coeficiente de determinacion

0.9920

Intervalo de confianza del intercepto

-0.0540 0.0159

Intervalo de confianza para la pendiente

0.0194 0.0258
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Anexo 3. Concentracion de selenio en plasma para cada unidad experimental

Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (Lllg/gf de Concentraciones plasmaticas de
plasma) Selenio ( UE-I13, Bolo Placebo)
0.00 0.05 0T
1.00 0.05 2 % 08
2.00 0.06 e s
5.00 0.11 s P 06
9.00 0.18 co 04
12.00 0.05 22 0
19.00 0.16 g8 W —e
33.00 0.12 go 00
gg 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
0 o . .
o3 Tiempo (dias)
Figura 19. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en
cabritos.
Concentracion
Tiempo | plasmatica
(dias) (FIJQ/QIr de Concentraciones plasmaticas de Selenio
— pas'ga1>6 ( UE-21, Bolo Placebo)
. . ©
(3]
2.00 0.18 ES o6
5.00 0.06 295 0'4
9.00 0.10 S9 g '
12.00 0.05 558 02 R
19.00 0.15 ¢ 00
5 Tiempo (dias)
o
Figura 20. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en
cabritos.
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Concentracion
Tiempo plasmatica

(dias) | (H9/or de Concentraciones plasmaticas de

= p'aS”;agE Selenio ( UE-131, Bolo Placebo)

2.00 0.04 éﬁ, 08

5.00 0.10 S E '

9.00 0.13 ES 06

12.00 0.05 89 04

19.00 0.10 =

33.00 0.19 25 02 — N —— —
£2 oo
8% 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
§ n Tiempo (dias)

Figura 21. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
Concentracion
Tiempo | plasmatica
(dias) (FIJQ/QIr de Concentraciones plasmaticas de Selenio
plasma) ( UE-87, Bolo Placebo)
1.00 0.17 o
2.00 0.15 SE o3
@ N .
5.00 0.06 £ S
9.00 0.16 8o 0.6
Q.
12.00 0.10 co 04
19.00 0.14 igg 0.2
33.00 0.10 g W —e
§g 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
g Ti di
S8 iempo (dias)

Figura 22. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (Hg/gr de Concentraciones plasmaticas de Selenio
plasma) ( UE-15, Bolo Placebo)
1.00 0.07 .
2.00 0.13 SE o5
w .
5.00 0.05 £
w2 0.6
9.00 0.15 sg
12.00 0.04 co 04
19.00 0.08 22 02 R
g2 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
s ﬁ Tiempo (dias)
O3

Figura 23. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (Lllg/gf de Concentraciones plasmaticas de Selenio
- pasr‘r(‘)a())4 ( UE-11, Bolo Sulfametazina)
. . m"?
1.00 0.10 S E (g
2.00 0.07 ES
5.00 0.21 &g %°
9.00 0.07 c o 04
12.00 0.17 32 02
19.00 0.16 £2 oo —
= .
33.00 0.04 §§ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
8 e Tiempo (dias)

Figura 24. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (ug/gr de
plasma)
0.00 0.05
1.00 0.06
2.00 0.08
5.00 0.08
9.00 0.06
12.00 0.08
19.00 0.06
33.00 0.05

Concentracion plasmatica
de Selenio(pg/g de plasma)

Concentraciones plasmaticas de Selenio (

UE-22, Bolo Sulfametazina)

————————— —e

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

Figura 25. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
Concentracion
Tiempo | plasmatica
(dias) | (MI/9Y de Concentraciones plasmaticas de Selenio (
plasma) UE-24, Bolo Sulfametazina)
0.00 0.05 =
2.00 0.08 E o8
5.00 0.07 333 o6
9.00 0.08 888 o4
19.00 0.14 tES5 o
3 e 02 R
33.00 0.04 g %3 0.0 —
O —= 0O .
oar 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
g Tiempo (dias)

Figura 26. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (ug/gr de
plasma)
0.00 0.05
2.00 0.07
5.00 0.07
9.00 0.09
12.00 0.14
19.00 0.13
33.00 0.05

Concentraciones plasmaticas de Selenio

0.8
0.6
0.4
0.2

Concentracion plasmatica
de Selenio(ug/g de plasma)

( UE-85, Bolo Sulfametazina)

0.0 W

0

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

Figura 27. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos
Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (Fllg/gr de Concentraciones plasmaticas de Selenio (
plasma) UE-241, Bolo Sulfametazina)
0.00 0.11 o
T
1.00 0.08 8T 08
2.00 0.08 2 E
©
9.00 0.08 5% 0.6
12.00 0.07 Sg 04
19.00 0.07 cD
33.00] 0.0 2 g 02
| | S5 00 I8 —e ~— ¢
§§ 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
[}
§ n Tiempo (dias)

Figura 28. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Concentracion
Tiempo | plasmatica
(dias) (Hg/gr de Concentraciones plasmaticas de Selenio (
0 p'asng)a())f’ UE-12, Bolo sulfametazina mas Selenio)
. - N?
1.00 0.80 S E o3
200 021 ES
500  0.21 8g °°
9.00|  0.19 e o 04
12.00 0.20 32 02
19.00 0.21 £2 .,
e g 0
33.00 0.07 §£ 0O 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
8 ° Tiempo (dias)

Figura 29. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (Lljg/gr de Concentraciones plasmaticas de Selenio
plasma) ( UE-20, Bolo sulfametazina mas Selenio)
0.00 0.05 —_
]
1.00 0.17 = E g
© .
2.00 0.22 E S
5.00 0.14 8 r 0.6
9.00 0.18 c o 04
12.00 0.20 32 0,
‘“ — .
19.00 0.29 £
33.00 0.07 g8 00
e 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
o
o3 Tiempo (dias)

Figura 30. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Concentracion
Tiempo | plasmatica
(dias) (ug/gr de
plasma)
0.00 0.04
1.00 0.46
2.00 0.17
5.00 0.20
9.00 0.18
12.00 0.19
19.00 0.16
33.00 0.28

Concentracion plasmatica
de Selenio(ug/g de plasma)

Concentraciones plasmaticas de Selenio
( UE-25, Bolo sulfametazina mas Selenio)

0.8
0.6
0.4
0.2 ®
0.0

12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

Figura 31. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

12 15 18 21 24 27 30 33

cabritos.
Concentracion . . .
Tiempo | plasmatica Concentraciones plasmaticas de Selenio
] (ug/gr de ( UE-91, Bolo sulfametazina mas Selenio)
(dias)
plasma) o
T
1.00 0.55 < £
\©
2.00 0.20 £2 06
(2]
9.00 0.21 S8 04
12.00 0.19 £D
19.00 0.19 (s 2 o2 —— —
o O
33.00 0.17 £E 00
o2
g Q
s (%)
o

Tiempo (dias)

Figura 32. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Concentracion
Tiempo plasmatica
(dias) (ug/gr de
plasma)
0.00 0.06
1.00 1.25
2.00 0.40
5.00 0.43
9.00 0.20
12.00 0.37
19.00 0.35
33.00 0.07

Concentraciones plasmaticas de Selenio
( UE-91, Bolo sulfametazina mas Selenio)

L)

SE

T8 10

5a -

8o

0T

c® 05

0o

o=

8o

€€ 00

82 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
c

8 2 Tiempo (dias)
]

Figura 33. Representacion de la disposicion plasmatica individual de selenio administrada por via oral en

cabritos.
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Anexo 4. Concentracion de sulfametazina en plasma para cada unidad experimental

Tiempo | Concentracion
. plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.1685

0.12 1.0793

0.37 0.1969

1.00 0.2573

2.00 0.3640

5.00 0.3890

9.00 0.1878

12.00 0.2711

19.00 0.1155

26.00 0.0772

33.00 0.0476

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-25, Bolo sulfametazina
mas Selenio)

| S—

12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

=
o

o
n

(=}
o

Concentracion plasmatica de
Sulfametazina (ug/mL)

Figura 34. Representacion de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.

Tiempo Concentracion
. plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.0990

0.12 0.2136

0.37 0.2759

1.00 0.3736

2.00 0.3181

9.00 0.3144

12.00 0.2634

19.00 0.1831

26.00 0.3126

33.00 0.1602

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-91, Bolo sulfametazina
mas Selenio)

=
o

o
o

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Tiempo (dias)

Concentracion plasmatica de
Sulfametazina (ug/mL)
o
(03]

Figura 35. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.
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Tiempo Concentracion
. plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.3937

0.37 0.7557

1.00 0.9625

2.00 1.0147

5.00 1.1258

9.00 0.2564

12.00 0.4120

19.00 0.2697

26.00 0.1648

33.00 0.0678

Concentracion plasmatica de
Sulfametazina (ug/mL)

Concentraciones plasmaticas de

Sulfametazina ( UE-12, Bolo sulfametazina

1.

0.

0.

0

5

0

mas Selenio)

0

3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (dias)

30 33

Figura 36. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.

Tiempo | Concentracion
. plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.1711

0.12 0.0602

0.37 0.1066

2.00 0.1014

5.00 0.3786

9.00 0.2079

12.00 0.3031

19.00 0.0823

26.00 0.0624

33.00 0.0388

Concentracion plasmatica de
Sulfametazina (ug/mL)

Concentraciones plasmaticas de

Sulfametazina ( UE-20, Bolo sulfametazina

o
n

o©

mas Selenio)

r—l

o

3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (dias)

30 33

Figura 37. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.
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Tiempo | Concentracion
. plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.2448

0.12 0.2397

0.37 0.1448

1.00 0.2470

2.00 0.1636

5.00 0.3553

9.00 0.2327

12.00 0.1966

19.00 0.0806

26.00 0.0514

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-114, Bolo sulfametazina
mas Selenio)

1.2
1.0
0.8
0.6

Sulfametazina (ug/mL)

0.4
o2 m
0.0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

Concentracion plasmatica de

Figura 38. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos

Tiempo | Concentracion
, plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.3212

0.12 0.3458

0.37 0.2824

1.00 0.4312

2.00 0.1790

5.00 0.2930

9.00 0.1384

12.00 0.0931

19.00 0.0474

26.00 0.0451

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-241, Bolo Sulfametazina

)

=
o

— . ]

o
o

Sulfametazina (ug/mL)
o
w

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

Concentracion plasmatica de

Figura 39. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.
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Tiempo | Concentracion
. plasmatica
(dias) (ug/mL)
0.04 0.1050
0.12 0.4224
0.37 0.3967
1.00 0.3137
2.00 0.3406
5.00 0.7117
9.00 0.1393
12.00 0.1104
19.00 0.0394
33.00 0.0396

Concentracion plasmatica de
Sulfametazina (ug/mL)

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-85, Bolo Sulfametazina)

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0 .

30 33

0 3 6 9 12 15 18 21

Tiempo (dias)

24 27

Figura 40. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.

Tiempo | Concentracion
, plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.3246

0.37 0.2449

1.00 0.2833

2.00 0.4482

5.00 0.7473

12.00 0.1149

26.00 0.0360

Concentracion plasmatica de
Sulfametazina (ug/mL)

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-22, Bolo Sulfametazina )

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

=
24 27 30 33

0 3 6 9 12 15 18 21

Tiempo (dias)

Figura 41. Representacion de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.
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Tiempo Concentracion
. plasmatica

(dias) (ug/mL)

0.04 0.1026

0.12 0.3604

0.37 0.3599

1.00 0.2977

2.00 0.4796

5.00 0.3921

9.00 0.1622

12.00 0.0897

19.00 0.0534

26.00 0.0615

33.00 0.0413

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-11, Bolo Sulfametazina)

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0 —_——

Sulfametazina (ug/mL)

9 18 21 24 27 30
Tlempo (dias)

Concentracion plasmatica de

33

Figura 42. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.

Tiempo | Concentracién
. plasmatica
(dias) (ug/mL)
0.04 0.4433
0.12 0.0898
0.37 0.1012
1.00 0.1648
2.00 0.2184
5.00 0.5784
9.00 0.0766
12.00 0.0541

Concentraciones plasmaticas de
Sulfametazina ( UE-24, Bolo Sulfametazina )

=
o

o
o

0 3 6 9 12 15 18 21
Tiempo (dias)

24 27 30

Concentracion plasmatica
de Sulfametazina (ug/mL)
o
(9]

33

Figura 43. Representacién de la disposicion plasmatica individual de sulfametazina administrada por via

oral en cabritos.
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