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RESUMEN

El objetivo de este trabajo estuvo dirigido a evaluar mediante visualizacion
directa la aparicion de toxicidad clinica aguda de Ricobendazole en ratas
macho (Rattus novergicus) y visualizar posibles alteraciones macroscopicas en
los diferentes 6rganos de los animales necropsiados. Se realizaron 2 ensayos,
en el primero se trabajé con 10 animales, los cuales se agruparon en forma
aleatoria en 5 grupos (n=2), a los cuales se les dosifico por via oral en dosis
crecientes el estandar analitico del principio activo. En el segundo ensayo se
utilizaron 18 animales, que también se agruparon de forma aleatoria en 3
grupos (n=6) para dosificarlos de forma oral, subcutanea e intraperitoneal
respectivamente, con un producto comercial en base a Ricobendazole en dosis
crecientes y su correspondiente excipiente en equivalencia a la mayor
dosis/volumen utilizado. A los individuos participantes del segundo ensayo se
les practicé necropsia. Luego de cada ensayo, se procedié a la observacion
clinica de los animales para percibir la posible aparicion de reacciones
adversas y/o tdxicas o cambios comportamentales significativos, en diferentes
intervalos de tiempo. Luego de la administracién oro-esofagica los animales
participantes en el primer ensayo presentaron un comportamiento normal, sin
signos de toxicidad clinica. En cambio la formulacion comercial en base a
Ricobendazole, administrada por las vias sub-cutanea e intraperitoneal causoé

sintomatologia clinica toxicolégica en funcién a la dosis/volumen manejada.

SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the appearance of acute clinical
toxicity and to visualize possible abnormalities in different organs of the
necropsied animals after the administration of increased doses of the excipient
of a commercial product based on Ricobendazole and the commercial product
in whole via different administration routes in experimental male rats (Rattus
norvegicus). Two trials were carried out. In the first one 10 animals were
randomly grouped in 5 groups (n = 2), which were dosed orally with increasing
doses of the analytical standard of the active principle. In the second trial, 18
animals were also randomly grouped into 3 groups (n = 6). They were dosed
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per 0s, subcutaneously and intraperitoneally with a commercial product based
on Ricobendazole in ascending doses and its corresponding excipient in
equivalence to the highest dose / volume used. The experimental rats which
participated in the second trial were necropsied. After each trial, clinical
observation of the animals in different time intervals was carried out in order to
evaluate possible appearance of adverse / toxic reactions or significant
behavioral changes. After the oral administration, the animals presented a
normal behavior, without signs of toxicity. On the other hand, the commercial
formulation based on RBZ, administered by subcutaneous and intraperitoneal
routes, caused clinical toxicological symptomatology depending on the dose /

volume handled.



INTRODUCCION

La terapéutica antiparasitaria, tiene un rol fundamental en la medicina
veterinaria, con una gran evolucion desde que comenzaron a utilizarse estos
farmacos. Los aumentos de la demanda y las exigencias de los mercados,
presionan para lograr una produccién animal cada vez mas eficaz. Un pilar
fundamental para que esto se logre es una buena terapia antiparasitaria en los
procesos de produccién. La importancia economica de las enfermedades
parasitarias en produccion animal, ha producido avances mas significativos en
quimioterapia antiparasitaria en el area de la medicina veterinaria comparados

con la medicina humana (Rubio y Boggio, 2009).

Para la practica clinica, se requiere de un conocimiento epidemiolégico del
parasito involucrado y un entendimiento de las caracteristicas de los farmacos
antihelminticos, disponibles en el mercado veterinario. Muchas son las
herramientas farmacolégicas que estan a disposicion en el mercado veterinario
actual, muchas veces con las mismas moléculas pero con diferente formulacién
(Sanchez Bruni y col., 2006).

El desarrollo de estos farmacos para animales de compafiia no es tan marcado
como para las especies de produccion, sin embargo, en esos animales, por su
caracteristica de convivir con humanos y tener un mayor contacto con ellos, se
debe controlar aln méas eficazmente la presencia de parasitos, ya que muchos

de estos pueden causar enfermedades zoondéticas (Rubio y Boggio, 2009).
REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Biofarmacia

Esta disciplina, estudia como las propiedades fisico-quimicas de los farmacos,
sus formas farmacéuticas y sus vias de administracion, pueden afectar etapas
de la farmacocinética (absorcion y por ende su biodisponibilidad) de los
diferentes principios activos. La interrelacion entre los factores antes
descriptos, rigen que cantidad y a qué velocidad ese principio activo accede a

la circulacion sistémica. Para que un farmaco sea efectivo, necesita alcanzar

8



un receptor en el sitio de accién y permanecer unido a él el tiempo suficiente
para ejercer su efecto farmacolégico. Esto va a depender de la via de
administracion, la forma farmacéutica y de su tasa de liberacion (Ashford,
2002).

2. Etapas farmacocinéticas

Estas etapas se conocen con la sigla LADME y pone de manifiesto las
diferentes etapas que ocurren en la mayoria de los farmacos: la liberacion del
principio activo una vez administrado en el organismo, el estudio de como se
absorbe hacia la circulacion sistémica y por ende su biodisponibilidad, la
distribucion en los tejidos, el metabolismo o biotransformacion y la eliminacion
(Figural).

LIBERACION

EXCRECION

Figura 1. Procesos farmacocinéticos LADME: liberacién, absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecion de un farmaco. (Extraido de Dib A, 2017).

Estas etapas, suponen el paso del principio activo, a través de las membranas
bioldgicas. Es indispensable conocer los mecanismos por medio de los cuales
los farmacos las atraviesan, asi como las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas y las membranas que modifican esta transferencia, para comprender

la disposicion de los farmacos en el organismo, como se distribuyen y llegan a



su sitio de accion, como se metabolizan y como son finalmente excretados y

eliminados (Baggot y McKellar, 1994; Buxton y Bennet, 2011).

La administracion de medicamentos por via oral, es mas segura que otras vias
parenterales y evita que haya irritacion tisular local en el sitio de inyeccion. En
tanto, es mas marcada la variacion inter- e intraespecie, de la disponiblidad
cuando se administra el medicamento por esta via. Es por esto fundamental
considerar las particularidades de la anatomia y de la fisiologia del sistema
gastrointestinal de las diferentes especies animales y la cantidad total de

medicamento a ser administrado (Florio y col., 2017).

3. Farmacos antiparasitarios

Actualmente, algunos de los grupos quimicos disponibles en el mercado
farmacéutico veterinario, que actian contra endoparasitos del tracto
gastrointestinal y respiratorio de las diferentes especies de animales
domésticos son: 1) Benzimidazoles metilcarbamatos, 2) Imidazotiazoles, 3)
Lactonas Macrociclicas, 4) Tetrahidropirimidinas y 5) Piperazinicos. 6)

Derivados Amino Acetonitrilicos: Monepantel 7) Spiroindoles: Derquantel

4. Benzimidazoles

Los antihelminticos Benzimidazoles (BZD), han alcanzado una notable
trascendencia terapéutica a lo largo de muchos afios, a razén de sus
caracteristicas de amplio espectro, baja toxicidad y bajo costo (Sanchez Bruni y
col., 2002). ElI amplio espectro de accion de los compuestos BZD, queda
determinado por la presencia durante el tiempo suficiente de concentraciones
toxicas del farmaco, en el sitio de localizacion de los paréasitos (Alvarez y col.,
2000).

Se caracterizan particularmente por su efecto frente a nematodes, sobre todo
aquellos localizados en el tracto gastrointestinal, pero algunos pueden actuar
contra cestodos y trematodos, tanto en la fase larvaria como en la de huevo

(Sumano y Ocampo, 2006).
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El primer farmaco BZD sintetizado fue el Tiabendazole en la década de 1960,
luego por diversas sustituciones quimicas se obtuvieron los BZD
metilcarbamatos, caracterizados por poseer un grupo metilcarbamato en el
anillo tiazol.

El nacleo quimico BZD comprende un sistema de 2 anillos (biciclicos) (Wagner
y Millet, 1943), en los cuales un grupo benceno se fusiona en las posiciones 4y

5 del anillo imidazol (heterociclico) (Figura 2).

Figura 2. Estructura quimica del nucleo Benzimidazole. (Extraido de Townsend
y Wise, 1990).

4.1. Clasificacion

Los compuestos BZD més importantes se clasifican en: BZD Tiazdlicos
(Tiabendazole), Pro-BZD (Febantel y Netobimin), BZD Metilcarbamatos
(Mebendazole, Oxibendazole, Albendazole, Albendazole Sulfoxido 6
Ricobendazole, Fenbendazole, Oxfendazole) y BZD Tioles Halogenados

(Triclabendazole), (Lanusse y col., 1993), (Figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica de los BZD mas importantes usados en medicina

veterinaria. (Extraido de: Lanusse y col., 2009).

4.2. Propiedades

Los BZD, son sustancias cristalinas estables y con alto punto de fusion (223-
304°C); ademas son relativamente insolubles en agua, benceno y éter, pero
muy solubles en alcohol y disolventes no polares (Towsend y Wise, 1990). Son
bases débiles (pK 6,8 y 7,8), por lo que se encuentran principalmente en su
forma no ionizada a pH plasmatico, lo cual favorece su distribucion desde el
plasma hacia diferentes tejidos, hecho especialmente importante para el
intercambio reversible entre plasma y fluidos digestivos (Lanusse y col., 1993).
El pasaje o distribucion del farmaco / metabolito desde el plasma al tracto
digestivo, estd impulsado por el gradiente de pH entre el plasma y los
diferentes segmentos del tracto GIl. Ha sido demostrado que este mecanismo
tiende a concentrar los metabolitos de Albendazole (ABZ) (sulféxido y sulfonas)
en el tracto Gl, lo cual es particularmente importante en el caso del estbmago,
donde el pH mas acido que a nivel intestinal, favorece el atrapamiento idnico

del farmaco (Lanusse y col., 1993; Sanchez Bruni y col., 2002).
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El Ricobendazole (RBZ) o ABZ sulféxido (ABZSO) es un BZD metilcarbamato,
derivado de la sulfoxidacion del ABZ en primera fase hepéatica. Tiene accion
antihelmintica y es el Unico BZD que esta en condiciones de administrarse en
forma parenteral como inyectable subcutaneo en rumiantes (Sanchez Bruni y
col., 2006).

Se han estudiado diversas estrategias farmacologicas para incrementar la
eficacia de los antihelminticos BZD. Actualmente el metabolito RBZ esta
comercialmente disponible en Argentina, formulacion desarrollada por
laboratorios AFFORD, como soluciéon dentro de una capsula blanda para

administracion oral en caninos (Saumell y col., 2006).

4.3. Efectos adversos y Toxicidad

No se encontraron a la fecha del presente ensayo, trabajos cientificos que
hubieran estudiado la toxicidad aguda de RBZ en animales de experimentacion
o reportes de notificaciones adversas o0 toxicas de perros tratados con esta
molécula. Sin embargo, los trabajos publicados sobre toxicidad aguda y valores
de dosis letal 50 (DL50), del farmaco madre ABZ en animales de
experimentacion, indican que la DL50 de ABZ en ratas por via oral, oscila entre
1.320 a 2.400 mg/kg (Dayan, 2003). Stokol y col., (1997), indicaron que una
dosis de 30 a 40 mg/ kg de ABZ durante 4 a 90 dias en perros, causé anemia
reversible, leucopenia y pérdida de peso. También, observaron que un perro
desarroll6 toxicidad de la médula ésea, luego de la administracion de ABZ (25
mg/kg, ¢/24 hs) durante 5 dias, seguido por la administracién de 50 mg/kg per
os cada 12 hs durante 5 dias. Los resultados observados por Stokol y col.,
(1997), permiten evidenciar que las reacciones adversas que se detallaron en
los animales de ese estudio, pudieron ser debidas a que los perros recibieron

durante varios dias, dosis superiores a la dosis terapéutica convencional.

El uso de medicamentos en base a estos farmacos, debe ser mesurado ya que
su empleo indiscriminado puede resultar en toxicidad cronica cuando son
utilizados durante un largo periodo de tiempo, pudiendo causar también

toxicidad aguda cuando se utilizan altas dosis (sobredosificacion).
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La dosis terapéuticas de RBZ, establecidas para la administracion oral

(comprimidos) en caninos es de 20mg/kg (Saumell y col., 2006).
5. Toxicidad medicamentosa aguda

La toxicidad aguda a diferencia de la cronica se define como el efecto no
deseado que se produce inmediatamente o en un intervalo de tiempo corto
después de una sola o mdultiples administraciones de altas dosis de una
sustancia. Dicho efecto es cualquiera que produce alteraciones funcionales en
organos y/o lesiones bioquimicas, que podrian alterar el funcionamiento del

organismo en los 6rganos generales o individuales (Wallum, 1998).

Para determinar la toxicidad aguda de un farmaco, se realizan estudios que
establecen la dosis de efecto no deseado que resulta toxica o incluso que
puede causar la muerte del animal tratado. Un parametro importante que tiene
lugar en la medicion de la toxicidad aguda es la evaluacion de la dosis letal 50
(DL 50) (Akhila y col., 2007).

La evaluacion de la toxicidad medicamentosa de los agentes farmacoldgicos es
un procedimiento muy importante que por lo general se realiza antes que se
permita la insercion del farmaco en el mercado. Desafortunadamente la
mayoria de estos estudios requieren un numero alto de animales de
experimentacion, por lo que es importante desarrollar un método donde se
pueda utilizar un nimero menor de animales y en donde se pueda obtener los

mismos resultado o incluso mas exactos (Chinedu y col., 2013).

Por ende es de vital importancia que los profesionales en esta rama de la
toxicologia experimental conozcan los métodos abreviados que existen
actualmente para evaluar la toxicidad aguda de un producto, las cuales en su
momento se crearon para cumplir con el principio de las 3 “R” (reduccidn,
refinamiento y reemplazo), y de esta forma trata de utilizar la menor cantidad
de animales posibles y que la muerte no fuese el objetivo fundamental de este
tipo de investigacion sino la aparicion de la llamada toxicidad evidente o signos
y sintomas de toxicidad como criterio de punto final (endpoint) de su protocolo

de trabajo de investigacion (Arencibia y col., 2003).
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6. Las tres “R”.

En la actualidad el recurso internacional para la evidencia cientifica en la
investigacion, sigue basandose en la experimentacion con animales. No
obstante esto, debemos siempre tener presente los principios éticos de

experimentacion haciendo un fuerte hincapié en el concepto de “las tres R”.
Reemplazar

El uso de animales debe reemplazarse con técnicas alternativas o evitarse por
completo.

Las técnicas que no emplean animales suelen desencadenar avances en la
ciencia y la tecnologia. Nuevos planteamientos como la ingenieria tisular, las
tecnologias con células madre y la modelizacién informética resultan
prometedores para el reemplazo de los animales en algunos campos de la
investigacion. Sin embargo, muchos métodos alternativos, como los cultivos
celulares, a menudo solamente proporcionan informacion muy limitada sobre lo
que ocurre en un animal vivo completo. Los esfuerzos empleados para
reemplazar las pruebas de seguridad han cosechado algunos éxitos notables,

en particular para la evaluacién de sustancias aplicadas en la piel.
Reducir

El nimero de animales utilizados se debe reducir al minimo, al objeto de
obtener la informacidon con menos animales o de obtener mas informacion con
el mismo nimero de animales. Se ha conseguido un progreso considerable en
la busqueda de métodos para reducir el numero de animales utilizados en los
experimentos. Se puede conseguir una mayor reduccion mediante la revision
de las conclusiones de los estudios ya realizados (por ejemplo, mediante
revisiones sistematicas), mejorando los modelos animales y mediante el uso de

buenos disefios experimentales.
Refinar
La forma de realizar los experimentos debe ser refinada, a fin de garantizar que

los animales sufran lo menos posible. Esto incluye la mejora de las
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instalaciones en las que viven y de los procedimientos que minimizan el dolor y

el sufrimiento, y/o del bienestar de los animales.

El refinado no solamente beneficia a los animales de experimentacién, sino que
también puede mejorar la calidad de las conclusiones de la investigacion, al
reducir el nivel de estrés de dichos animales. El sufrimiento de cualquier animal
participante en cualquier ensayo de experimentacion siempre se debe
minimizar, por ejemplo, utilizando protocolos analgésicos y anestésicos para
cualquier maniobra que implique dolor o incomodidad. Si los animales sufren
una enfermedad dolorosa o fatal, pueden ser sacrificados humanamente antes
de que presenten sintomas graves. Los animales de laboratorio pasan mucho
tiempo en las instalaciones en las que viven mientras no estan siendo utilizados
en un experimento, por tanto el mejorar sus condiciones de vida implica lo que
se conoce como enriguecimiento medioambiental. Recientemente se ha
producido un debate sobre las pruebas de toxicidad aguda y si muchos de
estos ensayos de seguridad tempranos de los farmacos pueden sustituirse por
otros métodos. En enero de 2008, una completa revision de las pruebas de
toxicidad farmacéuticas realizada en el Reino Unido demostré que los datos de
una determinada prueba de toxicidad se pueden recopilar de otras pruebas.
Esto ya ha permitido una reduccion del 70% en el uso de animales para
pruebas de toxicidad aguda en las empresas participantes en la revision y se
espera que esto vaya seguido de unas reducciones mayores en el plano
mundial (Endersby, 2007).

6.1. Legislacion  actual en Uruguay

En octubre de 2009 el Poder Legislativo aprob6 la Ley N° 18.611 denominada
Utilizaciobn de animales en actividades de experimentacion, docencia e
investigacion cientifica.
(https://legislativo.parlamento.gub.uy/temporales/leytemp7254109.htm).

La misma dispone lineamientos en cuanto al trato adecuado de los animales,
evitando o minimizando el sufrimiento fisico y dolor. Asimismo, se explicitan las
directivas para el uso y manejo de animales de experimentacion en todo el

territorio nacional.
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HIPOTESIS

La administracion de RBZ por diferentes via de administracion (oral, sub-
cutanea o intraperitoneal) induce un cuadro de toxicidad aguda en diferentes

dosis en ratas de experimentacion.

OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la influencia del RBZ en forma pura (estandar analitico del principio
activo) y en presentacién comercial, dosificacion y vias de administraciéon en la

aparicion de toxicidad clinica aguda de RBZ en ratas de experimentacion.
Objetivos especificos
. Evaluar en forma clinica la aparicion de toxicidad aguda en ratas
de experimentacién (Rattus norvegicus), luego de la administracion oral
del estandar analitico del principio activo a dosis ascendentes.
. Describir la sintomatologia clinica en la misma especie animal,
luego de la administracion de una formulacion comercial en base a RBZ

a dosis ascendentes y por diferentes vias de administracion.

. Visualizar posibles alteraciones macroscopicas en los diferentes

organos de los animales necropsiados.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas (Rattus norvergicus), raza Wistar, sexo macho, de seis
semanas de edad, con una masa corporal de 250 + 50 g, procedentes de la
Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion (U.R.B.E), de la
Facultad de Medicina, UdelaR. Segun el funcionamiento de la Unidad y criterios
de bioética internacional, los animales fueron alojados en cajas plasticas
estandarizadas con tapa en forma de rejilla, recibieron alimento balanceado
pelletizado y agua sin restricciones. Los mismos se mantuvieron en salas
climatizadas a una temperatura de 20 + 2°C, con una humedad relativa entre
30% y 70% vy ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas. Previo a los tratamientos
farmacolégicos a evaluar, los individuos mantuvieron un ayuno de 8 horas.

El manejo de los animales durante los ensayos experimentales, estuvo
supervisado por personal técnico encargado de la U.R.B.E. y el experimento se
realizd en las mismas instalaciones. Todos los animales fueron clinicamente
examinados por personal competente del U.R.B.E. certificando que los
animales se encontraban sin particularidades.

El protocolo y manejo de los animales fue presentado y aprobado (Protocolo
nro. 285/2016) por el Comité de Etica (CEUA) de la Facultad de Medicina
(UdelaR), Montevideo Uruguay.

Farmacos y sustancias quimicas

En los ensayos experimentales se utilizé:
. Un estandar analitico del principio activo (EAPA) en forma de
polvo, el cual fue donado por el Laboratorio de Farmacia de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba, Republica

Argentina, en el marco de trabajo del equipo interdisciplinario existente
con el Area Farmacologia de la Facultad de Veterinaria, UdelaR.
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. Un producto comercial en base a RBZ 13,6% (Parasules 40°,
Laboratorios Microsules, Uruguay S.A.), en forma de solucion de
administracion sub-cutanea para la especie bovina. Este producto fue

donado por dicho laboratorio.

. El excipiente de la mencionada presentacion comercial, el cual

también fue donado por el laboratorio de la marca registrada.
. Agua destilada.
Otros materiales utilizados

. Balanza de precision (wtb 200, USA).
. Ph-metro (Wisestir MSH-20D, USA).

. Tubos de ensayos. (5ml, 8ml).

. Agujas de 23 G.y 27 G.

. Sondas oroesofagicas para la administracién oral.

. Jeringas graduadas descartables de 1mly 5ml.

. Cajas de alojamiento de animales de experimentacion
. Tijera.

. Bisturi.

. Pinza diente de raton.

Metodologia de trabajo

La metodologia a utilizar se bas6 en el método propuesto por Chinedu y col.,
2013 y la OECD Guidelines for Testing Chemicals (2001).

Se realizaron 2 ensayos experimentales:
Ensayo 1. Se trabajo con 10 animales, los cuales se agruparon en forma

aleatoria en 5 grupos (n=2). Los grupos fueron identificados como G mas un

namero correlativo. Se les dosificé en forma de monodosis por via oro-
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esofagica (Tabla 1). EI EAPA se solubilizd en agua destilada. Los diferentes
volumenes, se correlacionan con las dosis mg/kg administrados a cada grupo.

Se parti6 de 20mg/kg como dosis inicial de referencia ya que es aquella
terapéutica administrada por via oral en caninos con un producto comercial,
luego las dosificaciones se fueron ascendiendo en forma exponencial de forma
arbitraria hasta los 160mg/kg. Dicha dosis es la mayor a la que se pudo
vehiculizar el EAPA por sonda oro-esofagica, dado su condicion de insoluble.

El manejo, adecuacion y preparacion de las dosis del EAPA se realizo en el
Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Veterinaria, UdelaR. Los

animales participantes de este ensayo permanecieron con vida.

Tabla 1. Dosificacion monodosis (oro-esofagica) de cinco grupos de animales
con el EAPA.

Grupo via oral Dossllebgiﬁ(ZgaggPA Volumen (ml)
Gl 0 0,32*
G2 20 0,04
G3 40 0,07
G4 80 0,17
G5 160 0,32

G: grupo, G1= control. * Agua destilada, EAPA: estandar analitico del principio

activo.

Ensayo 2. Se trabajé con 18 animales, los cuales se agruparon aleatoriamente
en 3 grupos (n=6). Los grupos fueron identificados como C (C': via oral, C* via
sub cutanea, C*: via intraperitoneal), mas un ndmero correlativo (del 1 al 6)
A todos los individuos participantes de este ensayo se les practicO necropsia.
Las dosificaciones (Unicas para cada individuo) para la via oro-esofagica, sub

cutanea e intraperitoneal, se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Dosificacion (oro-esofégica, subcutdnea e intraperitoneal) de
diferentes Grupos (n=6 c/u) de animales con un producto comercial en base a

RBZ y su correspondiente excipiente.

Grupo Via oral Dosis mg/kg RBZ 13,6% Volumen (ml.)
cl1 0 0,32*
c'2 20 0,04
c'3 40 0,07
c'a 80 0,17
c's 160 0,32
c'e Excipiente 0,32

Via sub-cutanea

c4 0 0,32*
C?2 20 0,04
c?3 40 0,07
C?4 80 0,17
C%5 160 0,32
C%6 Excipiente 0,32

Via intraperitoneal

c31 0 0,32*
c32 20 0,04
c33 40 0,07
C34 80 0,17
C35 160 0,32
Cc6 Excipiente 0,32

Se utilizé el volumen de excipiente equivalente al volumen utilizado a mayor

dosis. * Agua destilada, RBZ: Ricobendazole

Manifestaciones clinicas

Luego de cada ensayo, se procedid a la observacion clinica de los animales
para percibir la posible aparicion de reacciones adversas y/o toxicas o cambios
comportamentales significativos que se explican mas adelante, en diferentes

intervalos de tiempo: a) durante primera hora post administracion, b) durante 10
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minutos en cada hora siguiente hasta completar las 24h desde la ultima

dosificacion.

Las observaciones estuvieron dirigidas a los siguientes puntos, segun la dosis

administrada y la via de administracién utilizada:

1- Signos y sintomas de toxicidad incluyendo su comienzo y duracién

2- Se prestd especial atencion a la potencial ocurrencia de salivacion,
regurgitacion, alteraciones gastrointestinales (diarrea, hematoquexia), signos
clinicos de peritonitis o sepsis tales como distensién abdominal, ausencia de

evacuaciones, letargo, somnolencia, coma y muerte.

3- Alteraciones en la integridad de piel y sub cutaneo luego de la administracién
de la formulacién comercial y su respectivo excipiente por las vias sub cutdnea
e intraperitoneal; membranas mucosas y oculares, actividad somatomotora,
cambios conductuales (aislamiento, inmovilidad, agresividad, actitud ante la

alimentacién y consumo de agua).

4- Muerte y tiempo de ocurrencia.

Necropsia

Al finalizar este ensayo (24 h después del comienzo del mismo), todos los
animales participantes fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. En los
animales necropsiados en lo que se observd la presencia de liquido

intraperitoneal, se realizo la prueba de Rivalta.

RESULTADOS

Ensayo 1

Luego de la administracién oro-esoféagica (Figura N°4) del EAPA solubilizado
en agua destilada a los animales participantes de este ensayo, no se

observaron ninguno de los puntos antes mencionados.
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Los animales presentaron un comportamiento normal, realizando sus grandes
funciones (ingesta de liquidos y solidos, defecacibn y miccién) sin
particularidades.

Figura 4. Administracion oroesofagica del Estandar Analitico del Principio
Activo (EAPA).

Ensayo?2

La observacion luego de la administracion via oro-esofagica en dosis
crecientes del producto comercial en base a RBZ y su correspondiente
excipiente arrojo resultados similares a los del Ensayo 1. En la necropsia de los
individuos no se visualizé ninguna alteracién macroscépica de 6rganos y tejidos

en ninguno de los grupos estudiados (Figura 5).
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Figura 5. Organos vy tejidos intra-abdominales sin particularidades

macroscopicas de los animales participantes del grupo C*.

A los animales pertenecientes al Grupo C? (administracién sub-cutanea), se le
pudo percibir signos de hiperactividad, vocalizacion y dermatitis exudativa con
alopecia en la zona de inoculacion, que se acentudé en funcién de las dosis
administradas, en los primeros 5 minutos post administracion en todos los
grupos a excepcién del grupo C?1 (Figura 6). Los siguientes grupos
presentaron lesiones desde 0,2 cm x 0,2cm (Grupo C?2 (Figura 7), 0,6 cm x 0,6
cm (Grupo C?*3 (Figura 8), 1.0 cm x 1.2 cm (Grupo C%4 (Figura 9) hasta
lesiones de 1,5 x 2,0 cm (Grupo C?5 (Figura 10) y C26 (Figura 11).
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Zona de inoculacién

Figura 6. Individuo sin presencia de lesiones en la zona de inoculacion
correspondiente al grupo C?1.
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*

Figura 8. Dermatitis exudativa corresp

ondiente al grupo C<3.
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Figura 9. Dermatitis exudativa correspondiente al grupo C°4.

Figura 10. Dermatitis exudativa correspondiente al grupo C5.
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Figura 11. Dermatitis exudativa correspondiente al grupo C?6.

En el Grupo C® (via intraperitoneal), se observé signos de molestias,
comportamiento anormal (falta de acicalamiento, vocalizaciones y aislamientos
intermitentes), en los primeros 5 minutos post inoculacién y fueron expresados
con mayor notoriedad en los Grupos C35 'y C%6, a excepcion del Grupo C31.

En la necropsia de los animales pertenecientes a este Grupo C® se pudo
observar la presencia de inflamacién de los érganos intra-abdominales y ascitis

(Rivalta positivo) solamente en los Grupos C°5 (Figura 12) y C%6 (Figura 13).
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Sin embargo este sintoma no se aprecié en los Grupos C32, C33, C34 (ver
Tabla 1), ni en el Grupo C®1 (Figura 14).

Figura 12. Presencia de liquido ascitico correspondiente a un animal del Grupo
C®.
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#

Figura 13. Presencia de liquido ascitico correspondiente a individuo del grupo
C’.

Figura 14. Organos y tejidos intra-abdominales sin particularidades
macroscopicas de individuo perteneciente al Grupo C31.
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La prueba de Rivalta realizada al liquido intraperitoneal encontrada en la
cavidad abdominal de los grupos C35 y C°6, confirmé la presencia de exudado

inflamatorio (Figura 15).

Reaccion positiva a la
prueba de Rivalta

Figura 15. Prueba de Rivalta positiva (izquierda) a liquido ascitico colectado en

cavidad abdominal de los grupos C35 y C36.

DISCUSION

En la tercera Auditoria de Calidad de la Cadena Cérnica vacuna, realizada en
el periodo de 2013-2015 por el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA) y el Instituto Nacional de Carnes (INAC), con el objetivo de determinar y
cuantificar los principales factores responsables de las pérdidas de valor en la
cadena carnica, se confeccion6 un cuestionario de potenciales problemas que
podrian aparecer en las distintas etapas del proceso (corrales de espera, playa
de faena, camaras de frio y sala de desosado). Los abscesos y lesiones por
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inyecciones fueron considerados problemas severos dentro de la playa de
faena estimandose que causan una pérdida de 0,28 ddlares por animal
determinando que las causas se deben principalmente a la calidad del producto
y a las practicas de inoculacion
(https:/lwww.inac.uy/innovaportal/file/3015/1/Cartilla_Vacuna_2003_vers_FINA
L.pdf).

Los datos aportados en esta Tesis son importantes ya que hay estudios en los
gue se demuestra que la inoculacion sub-cutanea de productos antiparasitarios
en base a RBZ en bovinos genera lesiones locales. Un trabajo realizado en
rumiantes por el Area de Parasitologia. INTA RAFAELA y Dpto. Técnico del
Laboratorio OVER S.R.L. utilizando un producto comercial en base a RBZ 15%
mostré tumefacciones en el sitio de inoculacién sub-cutanea. Estas
comenzaron a revertirse partir del dia 10 post tratamiento. Cuando la dosis se
incrementd a dos, dos y media y tres veces las indicadas, se produjo un mayor
namero de tumefacciones las que remitieron hacia el dia 25 post tratamiento. El
analisis histopatolégico del sitio de inoculacion revelé en algunos animales (en
mayor numero los tratados con dosis altas), degeneracion hialina muscular y
necrosis de Zenker, presentando en el intersticio un tejido de granulacion
maduro, rico en histiocitos y células gigantes.

(http://webs.satlink.com/usuarios/l/labover/e/e7608.htm).

Sabiendo que en el presente trabajo de Tesis, se manejaron los volumenes y
vias de administracién sugeridas para las buenas practicas en animales de
experimentacion en diferentes bibliografias, podemos descartar que dichos

resultados fueran producto de algun defecto de manipulacion.

En el Ensayo 1, luego de la administracién oral del EAPA no se observaron
cambios significativos comportamentales o alteraciones clinicas de las grandes
funciones en los animales. Se sugiere que esto puede ser debido a la alta tasa
metabdlica que normalmente exhibe esta especie en comparacion con otras
especies de monogastricos en las cuales se utiliza este PA (Petry, 2005).
Dado que el metabolismo energético de un organismo pluricelular guarda una

estrecha relacion con su masa celular, o peso corporal, la tasa de metabolismo
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energético de los animales grandes tiene un valor absoluto superior al de los
pequefios. Sin embargo por kilogramo de peso corporal, los animales grandes
tienen una tasa de metabolismo energético inferior a la de los animales
pequefios (Petry, 2005). Por lo tanto una disminuida absorcion y rapida
eliminacién (alta tasa metabdlica), no permitiria que cualquier producto
medicamentoso permaneciera el tiempo suficiente en contacto con las
mucosas digestivas como para lograr una absorcion que llevara a generar

sintomatologia toxicologica.

Es necesaria la disolucién de las particulas en suspension de la formulacion
farmacéutica de un farmaco BZD en los fluidos gastrointestinal, para facilitar la
absorcion de los mismos a través de la mucosa gastrointestinal y lograr una
adecuada biodisponibilidad plasmatica. La solubilidad de ABZ es de 0,01 mg /
ml en agua (Galia y col., 1999). La solubilidad de RBZ es de 0,062 mg / ml en
agua (Wu y col., 2005). EIl alto margen de seguridad, particularmente de
aquellos compuestos sustituidos que conforman los antihelminticos mas
potentes del grupo, se relaciona con la baja solubilidad de los mismos en el
fluido gastrointestinal y consecuentemente con la baja absorcion que les impide
alcanzar elevadas concentraciones en el plasma para provocar signos de
toxicidad.

En lineas generales, la baja solubilidad mencionada, puede limitar la liberacion,
la absorcion y por ende la biodisponibilidad plasmatica del farmaco
administrado por la via oral, dado que los BZD deben alcanzar una buena
disolucion en los fluidos Gl para lograr dicha absorcion por las mucosas (Mc
Kellar y col., 1993). Sin embargo en este Ensayo, el parametro de la baja
solubilidad mencionado afect6 la vehiculizacion del EAPA y no la liberacion, ya

gue se uso el principio activo puro.

En el Ensayo 2 se observaron cambios comportamentales interpretados como
episodios algidos, vocalizaciones y falta de acicalamiento (Langford y col.,
2010), en los primeros minutos post administracion.
Los efectos observados luego de la administracion sub-cutanea se pueden
atribuir al bajo pH (0,41) que requiere el excipiente para vehiculizar el RBZ y no

tanto al principio activo del mismo. Es decir, estos dafios en los tejidos més
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préximos a la zona de inoculacion son indicadores de la agresividad de un
producto con el grado de acidez mencionado. Es necesario que el pH y la
osmolaridad de la férmula farmacéutica no sean muy diferentes de aquellas
existentes en los tejidos, para evitar la aparicion de escaras u otras lesiones en

el sitio local de administracion (Florio y col., 2017).

Luego de la administracion intraperitoneal tanto del excipiente como del
producto medicamentoso, se observo en forma macroscopica alteraciones de
tipo inflamatorio en 6rganos intra-abdominales con una importante produccion
de liquido ascitico (Figura 15). El peritoneo es un tejido altamente reactivo a la
inflamacion. El epiplon en los roedores tiene una gran capacidad
quimioatractora de neutrofilos, por lo que al exponerlo a la inyeccion de
cualquier sustancia, incluyendo soluciones electroliticas, produce una reaccién

inflamatoria (Fakatsu y col., 1996).

En el presente trabajo, la observacion del liquido ascitico se puede atribuir a la
injuria inflamatoria causada por el producto comercial y/o su correspondiente
excipiente. A los maximos volumenes administrados de la presentacion
comercial en base a RBZ y del correspondiente excipiente se observo la
presencia de liquido ascitico en cavidad abdominal.

Por tanto, se produjo un aumento de la permeabilidad microvascular que
se asocia comunmente con una reaccion inicial que induce la liberacion
localizada de mediadores que causan vasodilatacion y una mayor
permeabilidad. Los aumentos inmediatos en la permeabilidad son inducidos por
mediadores tales como histamina, bradiquinina, leucotrienos y sustancia P, que
causa la contraccion de las células endoteliales y la ampliacion de las brechas
interendoteliales, liberacion subsecuente de citoquinas tales como
interleuquina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral (TNF). El Y-interferén induce
re-arreglos citoesqueletales dentro de las células endoteliales que dan como
resultado la retraccion de las células endoteliales y un ensanchamiento mas
persistente de las brechas interendoteliales. Los movimientos del fluido
intervascular a través de estas brechas en el intersticio producen un edema
localizado que puede diluir un agente inflamatorio agudo. La reaccion termina

con un edema y retrocede cuando el estimulo es leve. Sin embargo, la mayoria
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de los casos progresan a la fuga de proteinas plasmaticas y la emigracion de
leucocitos como eventos tempranos en la formacion de un exudado inflamatorio
agudo (Mosier, 2007).

Por todo lo antes dicho, la prueba de Rivalta realizada con el liquido intra-
abdominal, demostré un resultado positivo para un exudado inflamatorio.

En el presente estudio se cumplié con el principio de las 3 R dado que con un
bajo numero de animales se logr6 demostrar un efecto adverso que
potencialmente podria relacionarse con el alto numero de reacciones adversas
similares advertidas por los fabricantes de zooterdpicos en base a RBZ

inyectable por via sub-cutdnea en bovinos.

CONCLUSIONES

Se pudo concluir que tanto la administracion del EAPA como de la presentacién
comercial a base de RBZ por via oro-esofagica, no causé sintomatologia clinica
de toxicidad dada la alta tasa metabdlica de la especie utilizada.
Sin embargo, la formulacién comercial en base a RBZ administrada por las vias
sub-cutanea e intraperitoneal causé sintomatologia clinica toxicoldgica aguda
en funcion a la dosis/volumen manejada.

En este trabajo, no se pudo concluir que el producto comercial en base a RBZ
0 su correspondiente excipiente por separado hayan sido los responsables de
las alteraciones observadas en tejido subcutaneo, alteraciones inflamatorias en
organos y estructuras intraperitoneales, o la presencia de liquido ascitico, a la
mayor dosis administrada. Esto se explica porque fue imposible inyectar el
EAPA por via sub-cutanea o intra-peritoneal por la insolubilidad mencionada. Si
dicha administracion hubiera sido posible y causado las lesiones descriptas en
piel, subcutdneo y dérganos intra-abdominales, entonces hubiera sido
contundente la afirmacion de cual de las sustancias administradas hubiera sido

la responsable de los efectos adversos.
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