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RESUMEN

EFECTOS DEL ESTADO INFLAMATORIO INDUCIDO POR
LIPOPOLISACARIDO DE Escherichia coli 0128:B12 SOBRE LA DISPOSICION
PLASMATICA Y LA DISTRIBUCION TISULAR DE IVERMECTINA EN OVINOS.

Antecedentes actuales demuestran que la farmacocinética de
antimicrobianos puede ser modificada en animales que estén cursando con un
proceso inflamatorio derivado de la accién de agentes patdgeno causantes de
una infeccion. Esto se debe a alteraciones en la expresion de proteinas con
funcion enzimatica y/o transportadora, lo cual puede modificar el pefrfil
farmacocinético, la distribucion tisular pudiendo alterar la eficacia y seguridad del
antimicrobiano. La respuesta organica a la infeccion se caracteriza por una
reaccion sistémica conocida como respuesta de fase aguda (RFA), la que
comprende un conjunto de reacciones metabdlicas y fisioldgicas que forman
parte del sistema de defensa temprana y/o sistema inmune innato del huésped y
gue puede ser activado por diferentes estimulos entre los que destaca el
lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli. Para conocer el efecto de la
administracion de LPS sobre variables fisiolégicas, hematoldgicas y bioquimicas,
dos grupos de ovinos se distribuyeron en un grupo experimental (n = 5) tratado
con 3 dosis intravenosas de 1 ug/kg de LPS y grupo control (n = 5) tratado con
solucion salina (SS) a igual volumen y frecuencia que el grupo experimental. Se
monitored; Temperatura corporal (T°C), frecuencia cardiaca (FC) y frecuencia
respiratoria (FR). Se tomaron muestras de sangre para hemograma y determinar
actividad enzimatica para aspartato amino transferasa (AST) y gamma glutamil
transferasa (GGT) entre 1 y 24 h post-LPS. Las ovejas tratadas con LPS
presentaron valores medios de T°C (41,2 + 0,4°C), FC (132 + 12,3 latidos/min) y
FR (107,2 + 25 ciclos/min) superiores a los observados en ovinos controles (39,8
*+ 0,2°C, 88,8 £ 8,7 latidos/min y 53,6 £ 17,1 ciclos/min respectivamente). Entre

las 4 y 8 horas posterior a la inyeccién de LPS, el recuento de leucocitos se asoci6
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a linfopenia, seguida de leucocitosis a las 24 horas. Estos resultados permiten
caracterizar la respuesta de fase aguda inducida por LPS en ovinos, por lo que
representan un modelo util para estudiar la farmacocinética de ivermectina en

respuesta a una infeccion.

La ivermectina (IVM) es un antiparasitario ampliamente usado en medicina
veterinaria y que se aplica a un gran numero de animales entre los cuales es
posible encontrar aquellos que estén cursando un cuadro inflamatorio asociado
a un proceso infeccioso. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del estado
inflamatorio inducido por lipopolisacarido de Escherichia coli sobre la disposicion
plasmatica de ivermectina cuando se administra por via endovenosa, subcutanea
e intraruminal en ovinos. Para ello se realizaron tres experimentos, en cada uno
de los cuales se distribuyeron dos grupos experimentales de ovejas Suffolk
Down: Grupo 1 (LPS, n =5): tratado con tres dosis de LPS de 1 pg/kg a —24, -16
y —0,75 h previo a la administracion de IVM; grupo 2 (Control, n =5): tratados con
SS. Alos 45 minutos posteriores a la tercera dosis de LPS o SS se administraron
0,2 mg de IVM/kg via intravenosa (IV), subcutdnea (SC) o intraruminal (IR) para
cada uno de los experimentos. En otro grupo de 12 ovinos, los que siguieron el
mismo régimen de tratamiento experimental con LPS o0 SS se administrd IVM por
via SCy a los 2 dias post-administracion de IVM los animales fueron sometidos
a eutanasia para la recoleccion de tejidos y evaluar la distribucién tisular del
farmaco. Las concentraciones de plasmaticas y tisulares de IVM se determinaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Los parametros

farmacocinéticos fueron calculados mediante un modelo no compartimental.

En cuanto a la IVM administrada por via IV en ovejas control, los valores
de los pardmetros farmacocinéticos fueron los siguientes: vida media de
eliminacion (2,85 dias), tiempo medio de residencia (TMR) (2,27 dias), area bajo
la curva de concentracion plasmatica a través del tiempo (ABC) (117,4 ng-
dia/mL), volumen de distribucién (875,6 mL/kg) y aclaramiento (187,1 mL/dia).
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Para IVM SC, los valores de los parametros farmacocinéticos fueron los
siguientes para ovejas sanas: vida media de eliminacion (10,2 dias), TMR (12,38
dias), ABC (211,34 ng-dia/mL). Finalmente, para IVM IR se encontraron los
siguientes valores de los parametros farmacocinéticos en ovejas sanas: vida
media de eliminacion (2,38 dias), TMR (2,87 dias), ABC (45,96 ng-dia/mL). Para
los parametros farmacocinéticos estudiados no se observaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar con los resultados obtenidos en el
grupo de ovinos tratados con LPS respecto a los observados en el grupo control.
En cuanto a las concentraciones plasméaticas de IVM, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas para la via IV cuando se compararon
ovinos control con ovinos tratados con LPS. En cambio, para la via SC, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de
ovinos a las 24 horas de administrada la IVM, siendo menores en el grupo tratado
con LPS. La administracion IR de IVM en ovinos tratados con LPS produjo
disminucién significativa de las concentraciones plasméticas de IVM con respecto
al grupo control 12 horas post administracion del farmaco. Tanto para la via SC
como para la via IR, las diferencias fueron observadas en la fase de absorcién
del farmaco. Con respecto a la distribucién tisular de IVM posterior a la
administracion por via SC, las mayores concentraciones en ovejas sanas se
observaron en la bilis (165,8 ng/mL), higado (56,7 ng/g) y rifién (22,8 ng/g), no

observandose diferencias con los ovinos tratados con LPS.

Se concluye que la RFA inducida por la administracién intravenosa de LPS
de E. coli en ovinos adultos, no produjo cambios en los parametros
farmacocinéticos de IVM cuando esta se administra por via IV, SC e IR, ni en la
distribucion tisular de IVM cuando se administra por via SC, por lo que su
administracion en dosis terapéuticas es segura en ovinos que cursen un cuadro

inflamatorio derivado de un proceso infeccioso.
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ABSTRACT

EFFECTS OF THE INFLAMMATORY  STATE INDUCED BY
LIPOPOLYSACCHARIDE OF Escherichia coli 0128:B12 ON PLASMA
DISPOSITION AND TISSUE DISTRIBUTION OF IVERMECTIN IN SHEEP.

Current background shows that the pharmacokinetics of antimicrobials can
be modified in animals that are undergoing an inflammatory process derived from
the action of pathogenic agents that cause an infection. This is due to alterations
in the expression of proteins with an enzymatic and/or transporter function, which
can modify the pharmacokinetic profile, tissue distribution and can alter the
efficacy and safety of the antimicrobial. The organic response to infection is
characterized by a systemic reaction known as the acute phase response (APR),
which comprises a set of metabolic and physiological reactions that are part of
the early defense system and/or innate immune system of the host and that it can
be activated by different stimuli, among which the lipopolysaccharide (LPS) of
Escherichia coli stands out. In order to know the effect of LPS administration on
physiological, hematological and biochemical variables, two groups of sheep were
divided into an experimental group (n = 5) treated with 3 intravenous doses of 1
po/kg of LPS and a control group (n = 5) treated with saline solution (SS) at the
same volume and frequency as the experimental group. It was monitored; Body
temperature (T°C), heart rate (HR) and respiratory rate (RR). Blood samples were
taken for complete blood count and to determine enzymatic activity for aspartate
amino transferase (AST) and gamma glutamyl transferase (GGT) between 1 and
24 h post-LPS. Sheep treated with LPS presented mean values of T°C (41,2 £
0,4°C), HR (132 + 12,3 beats/min) and RR (107,2 £ 25 cycles/min) higher than
those observed in control sheep (39,8 £ 0,2°C, 88,8 + 8,7 beats/min and 53,6 +
17,1 cycles/min, respectively). Between 4 and 8 hours after LPS injection, the
white blood cell count was associated with lymphopenia, followed by leukocytosis

at 24 hours. These results allow characterizing the acute phase response induced
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by LPS in sheep, thus representing a useful model to study the pharmacokinetics

of ivermectin in response to infection.

Ivermectin (IVM) is a widely used antiparasitic in veterinary medicine and
is applied to a large number of animals, among which it is possible to find those
that are experiencing an inflammatory condition associated with an infectious
process. The objective of the study was to evaluate the effect of the inflammatory
state induced by lipopolysaccharide of Escherichia coli on the plasma disposition
of ivermectin when administered intravenously, subcutaneously and
intraruminally in sheep. For this, three experiments were carried out, in each of
which two experimental groups of Suffolk Down sheep were distributed: Group 1
(LPS, n =5): treated with three doses of LPS of 1 ug/kg at —-24, -16 and -0,75 h
prior to IVM administration; group 2 (Control, n=5): treated with SS. Forty-five
minutes after the third dose of LPS or SS, 0,2 mg IVM/kg were administered
intravenously (IV), subcutaneously (SC), or intraruminally (IR) for each of the
experiments. In another group of 12 sheep, those that followed the same
experimental treatment regimen with LPS or SS, IVM was administered SC and
2 days after IVM administration the animals were euthanized for tissue collection
and to evaluate the distribution drug tissue. Plasma and tissue concentrations of
IVM were determined by high performance liquid chromatography.

Pharmacokinetic parameters were calculated using a non-compartmental model.

Regarding the IVM administered intravenously in control sheep, the values
of the pharmacokinetic parameters were the following: elimination half-life (2,85
days), mean residence time (MRT) (2,27 days), area under plasma concentration
time curve (AUC) (117,4 ng-day/mL), volume of distribution (875,6 mL/kg), and
clearance (187,1 mL/day). For IVM SC, the pharmacokinetic parameter values
were as follows for healthy sheep: elimination half-life (10,2 days), TMR (12,38
days), AUC (211,34 ng-day/mL). Finally, for IVM IR, the following values of the

pharmacokinetic parameters were found in healthy sheep: elimination half-life
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(2,38 days), TMR (2,87 days), AUC (45,96 ng-day/mL). For the pharmacokinetic
parameters studied, no statistically significant differences were observed when
comparing the results obtained in the group of sheep treated with LPS with
respect to those observed in the control group. Regarding plasma concentrations
of IVM, no statistically significant differences were observed for the IV route when
control sheep were compared with sheep treated with LPS. On the other hand, for
the SC route, statistically significant differences were observed between both
groups of sheep 24 hours after IVM administration, being lower in the group
treated with LPS. IR administration of IVM in sheep treated with LPS produced a
significant decrease in plasma concentrations of IVM compared to the control
group 12 hours after drug administration. For both the SC route and the IR route,
differences were observed in the absorption phase of the drug. Regarding the
tissue distribution of IVM after SC administration, the highest concentrations in
healthy sheep were observed in bile (165,8 ng/mL), liver (56,7 ng/g) and kidney
(22,8 ng/g), no differences being observed with the sheep treated with LPS.

It is concluded that the RFA induced by the intravenous administration of
LPS from E. coli in adult sheep did not produce changes in the pharmacokinetic
parameters of IVM when it is administered by IV, SC and IR routes, nor in the
tissue distribution of IVM when it was administered. It is administered SC, so its
administration in therapeutic doses is safe in sheep with an inflammatory

condition derived from an infectious process.
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I. INTRODUCION

El parasitismo gastrointestinal (pgi) es una de las principales causas de
morbilidad en los animales. En rumiantes estas infecciones pueden disminuir la
tasa de fertilidad y la tasa de crecimiento, disminuir la produccion de carne y de
leche e incluso producir la muerte en los animales mas infestados. Con la
excepcion del desarrollo de una vacuna para la infeccion por taenia en cerdos
y de la hidatidosis en ovinos, los farmacos antihelminticos representan el mayor

meétodo terapéutico disponible para el control de los parasitos gastrointestinales.

Evidencias experimentales indican que la farmacocinética de las drogas
varia durante la ocurrencia de un estado patolégico o una infeccidbn que
involucre un componente inflamatorio, condiciones en las cuales la capacidad
del organismo de manejar los farmacos se ve disminuida. Lo anteriormente
expuesto, se debe a la disminucion en la expresion de diferentes proteinas con
actividad enzimatica y/o transportadora que estan relacionadas con los

procesos de absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién de los farmacos.

El lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli, es un modelo ampliamente
utilizado para inducir la reaccion inflamatoria de fase aguda (RFA) en animales
de experimentaciobn. Este modelo se ha utlizado para comparar la
farmacocinética de diferentes agentes quimioterapéuticos, con animales sanos.
La RFA provoca la liberacién de citocinas y otros mediadores de la inflamacion,
dentro de estas son especialmente importantes las IL-1, la IL-6 y el FNT-a las
cuales generan una alteracion en la transcripcion génica, con una menor
produccion de ARNm y por consecuencia una menor sintesis de proteinas
enzimaticas y transportadoras. Dentro de las proteinas con actividad
transportadoras destaca la glicoproteina-P (gp-P), que es una proteina de

transmembrana responsable del fendmeno de resistencia a multiples drogas



(MDR) y cuya principal funcién es bombear los farmacos desde el interior de la
célula al espacio extracelular. Esta proteina se ubica en la mayoria de los
principales érganos encargados de la absorcion, distribucién, metabolismo y

excrecion de los farmacos.

La ivermectina (IVM) es un antiparasitario lipofilico, ampliamente usado
en el tratamiento contra diversos nematodos y artrépodos que afectan a los
animales domésticos. Presenta una alta afinidad estructural por la gp-P lo cual
limita su ingreso al Sistema Nervioso Central (SNC) y contribuye también a la
eliminacion fecal del farmaco. La IVM es pobremente absorbida por via oral, y
se elimina casi completamente en forma inalterada a través de las heces, dado

gue no es metabolizada en un nivel significativo en el organismo animal.

En base a estos antecedentes se considera de interés conocer el efecto
de la RFA inducida por LPS sobre la disposicion plasmatica y tisular de IVM en
ovinos. Se propone que la reaccién inflamatoria conocida como RFA inducida
por la administracion de LPS de E. coli en ovejas, produce cambios significativos
en la disposicion plasmatica y en la distribucién tisular de la IVM con respecto a

los animales clinicamente sanos.

Desde el punto de vista teorico, se espera que la administracion de LPS
de E. coli, pueda producir un aumento en la distribucion tisular de IVM hacia SNC,
y de igual manera aumentar la biodisponibilidad de este farmaco posterior a la
administracion oral. Los resultados obtenidos de este estudio pueden
proporcionar informacion sobre si existen requisitos adicionales para el ajuste en
la dosis o en el tiempo de retiro, cuando IVM se administra en animales que
cursan con un proceso inflamatorio, ya que, aunque IVM no es un farmaco
antibacteriano, generalmente se aplica a todo el rebafio y en una dosis estandar
para cada animal, existiendo altas probabilidades de ser aplicada a animales que
estén cursando con un cuadro infeccioso asociado a una RFA. Por lo

anteriormente mencionado, el desarrollo de la propuesta actual podria
2



proporcionar nueva informacion sobre la farmacocinética y distribucion tisular, de
un farmaco ampliamente usado en medicina veterinaria. La informacion generada
por este estudio servir4 para establecer estrategias farmacoldgicas dirigidas a
optimizar el uso de este antiparasitario disponible en medicina veterinaria, lo que
puede tener trascendencia para la salud y produccion animal, y para la salud

publica.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

1 PARASITISMO GASTROINTESTINAL

La salud de los animales es afectada por diversas patologias siendo una
de la mas frecuente el parasitismo gastrointestinal, el cual constituye una
limitacion importante para el desarrollo de la produccion ganadera a nivel mundial
(Lanusse, 1994; Charlier et al., 2014). La mayoria de los rumiantes son infectados
por una gran variedad de parasitos helmintos, los que tienen un impacto negativo
sobre la ingesta de alimento, la tasa de crecimiento, el peso y composicion de la
canal, el crecimiento de la lana, la fertilidad y la produccién de leche (Fitzpatrick,
2013). Esto es especialmente grave en animales jovenes y en pleno desarrollo,
donde se reduce la capacidad de absorber y utilizar los nutrientes de manera
significativa (Randall and Gibbs, 1981; Rubilar et al., 2000), asi como también en
animales adultos destinados a produccion, donde hay un significativo descenso

de esta, llevando a importantes pérdidas econémicas (Lespine et al., 2012).

Los mecanismos subyacentes para el impacto de los helmintos sobre la
produccion se pueden dividir en tres categorias principales: a) por dafio tisular
directo y disminucion del funcionamiento de los 6rganos afectados, b) por la
desviacion de energia, proteinas y recursos del huésped para produccion en la
defensa y mecanismos inmunes, y finalmente c) por la reduccién de la ingesta de
alimentos (Charlier et al., 2014). Dentro de las infecciones parasitarias, la
mayoria son provocadas por especies que habitan el tubo gastrointestinal, las
cuales pueden generar una disminucion del apetito, acompafado de anomalias
en la fisiologia gastrointestinal, alteraciones en el metabolismo de proteinas,
energia y minerales, asi como cambios en el equilibrio hidroelectrolitico
(Maichomo et al., 2004).



1.1 Fisiopatologia del PGI

La depresion en la ingesta voluntaria de alimento es la caracteristica mas
importante de las infecciones gastrointestinales por nemétodos, siendo
ampliamente reconocida como un factor preponderante en la patogénesis de la
enfermedad (Fox, 1997) y vinculada a los cambios hormonales en el hospedador,
lo cual parece ser el principal mecanismo del impacto subclinico sobre la
produccion (Charlier et al., 2014). A pesar de que adun no se conocen
completamente los mecanismos que la provocan, actualmente se ha propuesto
gue se debe a una disminucion en la motilidad géastrica, a consecuencia del dolor,

de la hipergastrinemia y del aumento del pepsinégeno sérico (Fox et al., 2006).

Posterior a la infeccion con un nematodo abomasal, como Haemonchus,
se produce un incremento en el pH, probablemente a consecuencia de una
alteracion de la permeabilidad del epitelio, generandose una modificacion del
potencial eléctrico a ambos lados de la pared digestiva, con un consecuente
aumento de iones de bicarbonato lo que eleva el pH. Este cambio en la acidez
abomasal interfiere con la transformacién del pepsinégeno en pepsina, por lo que
se altera la digestion de las proteinas y disminuyen sus niveles plasméaticos
(Simpson et al., 2009). Adicionalmente, el aumento de pH reduce la microbiota
del hospedero, lo cual afecta su estado nutricional, ya que la microbiota es una
fuente importante de nitrégeno (Simcock et al., 1999). Los cambios inducidos en
la composicion del microbioma intestinal podrian explicar las necesidades
nutricionales especiales que se presentan en estos estados patoldgicos, tales
como los requerimientos de aminoacidos azufrados como la metionina (Li et al.,
2016).

Otro efecto asociado a la presencia de parasitos adultos en el abomaso es
el aumento en los niveles séricos de gastrina, lo cual puede estar asociado a la

mediacién de la inflamacién, ya que la hipergastrinemia se mantiene cuando se



restablecen los niveles normales del pH en el abomaso (Simpson et al., 2009).
Esta inflamacién es generada por muchos tipos de parasitos y sus estadios
larvarios, y se asocia con una pérdida enddgena en la mucosa del tracto
gastrointestinal, lo cual es parcialmente atribuible a un aumento del
desprendimiento de células epiteliales y a un aumento en la secrecion de
mucoproteinas (Coop and Kyriazakis, 2001), evidencia indica una fuerte
asociacion entre estas reacciones inflamatorias en la mucosa y el rechazo a los
parasitos (Colditz, 2003). Los cambios generados en la mucosa durante el estado
inflamatorio incluyen mastocitosis, infiltracion de eosinofilos, fuga de proteinas

del plasma y produccién de aminas biégenas (Colditz, 2003).

En cuanto a los parasitos intestinales, estos afectan adversamente la
digestion y absorcién de los nutrientes de la dieta, lo cual también afecta la
capacidad del hospedero para generar una respuesta inmune, debido a la
reduccion en la absorcion de nitrégeno no amoniacal (Houdijk et al., 2012). Las
larvas y estadios adultos de los nematodos gastrointestinales son responsables
del dafio de las capas de células epiteliales y la salida de plasma y fluidos
extracelulares (Ingale et al., 2010). El costo nutricional se dirige hacia la
mantencion de la inmunidad, lo que involucra respuestas inflamatorias locales,
secreciones epiteliales y de anticuerpos. Estas respuestas generan una mayor
demanda de proteina para que estos procesos se realicen de manera Optima
(Ingale et al., 2010). En conjunto, la necesidad de reparar los tejidos dafados,
mantener la homeostasis sanguinea, plasméatica y montar una respuesta inmune,
requieren de un aumento en la utilizacién de proteina del 40%, por lo que se
reduce la cantidad de proteinas disponibles para el crecimiento tisular y otras
funciones (Ingale et al., 2010). Estas pérdidas pueden variar desde 20 a 125 g
de proteina por dia en ovinos infectados con Trichostrongylus colubriformis, y en
el caso de Haemonchus contortus, pueden representar hasta el 10% del volumen
circulante por dia (Ingale et al., 2010). En vista de estas pérdidas en la cantidad

proteina, existe un costo incrementado en la sintesis proteica para mantener la
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integridad y fisiologia tisular, lo cual puede resultar en hasta un 50% de reduccién
en el crecimiento con el mismo consumo de alimento de un animal no infectado
a causa de la pérdida de proteinas o bien, a la desviacion del nitrdgeno endégeno
(Houdijk et al., 2012). Por consiguiente, los animales deben equilibrar su
inversion en las funciones basicas, incluyendo inmunidad, crecimiento,
reproduccion y mantenimiento somatico a través del curso de su vida (Jolles et
al., 2015).

Experimentos han demostrado que las respuestas inmunes dependen de
la disponibilidad de recursos del hospedador, pero varian entre individuos. Sin
embargo, se tiene conocimiento de que los animales tienden a ser mas
susceptibles a las infecciones bajo restricciones nutricionales (Jolles et al., 2015).
Esta susceptibilidad a las infecciones se acrecienta por el efecto del parasitismo
sobre la integridad del epitelio (Ingale et al., 2010), los nematodos
gastrointestinales ademas perturban el nicho intestinal, generando un efecto
sobre la microbiota del huésped. Dado, que la microbiota es muy influyente en la
inmunorregulacion, no es sorprendente que la inmunidad del huésped se vea
influida como consecuencia de la infeccibn por neméatodos gastrointestinales
(Grencis, 2015). Evidencia indica que la Infeccion primaria de Heligmosomoides.
polygyrus bakeri, se asocia con cambios en la microbiota intestinal del ileon
terminal, ciego y colon en el raton, con un aumento significativo en la cantidad de
Lactobacillus y Enterobacterias (Grencis, 2015). Adicionalmente, estudios
demuestran que algunos helmintos son capaces de generar una disminucion en
la respuesta mediada por los linfocitos T helper 1 (Th1), debido a su alta actividad
inmunomoduladora, la cual permite la induccion de respuestas mediada por
linfocitos T helper 2 (Th2), esto aumenta la susceptibilidad a la infeccién por
patdgenos en los que la proteccion es mediada por respuestas de tipo Thl
(Moreau and Chauvin, 2010).



2. CONTROL DEL PARASITISMO GASTROINTESTINAL
2.1 Uso de antihelminticos

Debido a que las infecciones parasitarias representan una de las mayores
causas de enfermedad y pérdidas productivas para los sistemas ganaderos en el
mundo, es justificadamente necesario el uso de antihelminticos para su control
(Vercruysse and Claerebout, 2001). Esta medida ha demostrado ser eficaz en el
control de los parasitos, tanto en bovinos como en ovinos, ejerciendo un efecto

positivo en el rendimiento productivo de los animales (Rubilar et al., 2000).

Los antihelminticos se caracterizan en base a su estructura quimica,
difiriendo cada clase de antihelmintico, en su espectro de actividad contra los
parasitos. A su vez la formulacion de la droga determina la ruta de administracion,
lo cual influye en la biodisponibilidad y persistencia del farmaco en el cuerpo.
Variaciones en la biodisponibilidad, el metabolismo y la tasa de eliminacion,
contribuyen a las diferencias de la eficacia clinica de un antiparasitario (Lanusse,
1994). Dentro de los antihelminticos més usados se encuentran los
pertenecientes al grupo de las lactonas macrociclicas (Lespine et al., 2012).

2.2 Lactonas macrociclicas (LM)

Las lactonas macrociclicas (LM) son una gran familia de farmacos
antiparasitarios de amplio espectro, ampliamente utilizados para el tratamiento
de parésitos externos e internos de las diferentes especies de animales
(denominados por esta razon endectocidas) (Kiki-Mvouaka et al., 2010). Las LM
son compuestos de alto peso molecular y elevada lipofilicidad que se caracterizan
por presentar un amplio volumen de distribucién y prolongada persistencia de
concentraciones efectivas en el organismo de los animales tratados con estos
antihelminticos. (McKellar and Gokbulut, 2012).



En este grupo se distinguen dos familias principales, las avermectinas y
las milbemicinas, las cuales se diferencian por su estructura molecular y por sus
propiedades fisico-quimicas (Hennessy and Alvinerie, 2002). La principal
diferencia estructural entre milbemicinas y avermectinas es la sustitucion del
anillo macrélido de la avermectina con un grupo disacarido en el carbono 13 (Mc
Kellar and Benchaoui, 1996). En cuanto a las propiedades fisicoquimicas, la
milbemicina moxidectina se caracteriza por una amplia distribucién en los tejidos
y una notable persistencia en el organismo, mientras que las avermectinas
muestran menores volimenes de distribucion y tiempos medios de residencia

mas cortos (Kiki-Mvouaka et al., 2010).

El descubrimiento de las avermectinas en los afios 70 provoco una
revolucion y un gran avance en el tratamiento y prevencion de las enfermedades
parasitarias, ya que debido a su gran potencia permitié reducir las dosis de
antiparasitario de mg/kg de peso vivo a pg/kg de peso vivo (Mc Kellar y
Benchaoui, 1996). La FIGURA 1 muestra la estructura del antiparasitario

ivermectina.
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FIGURA 1: Estructura quimica de ivermectina (Extraido de Kiki-Mvouaka et al.,
2010).

La ivermectina (IVM), es un farmaco antiparasitario de alto peso molecular
obtenido a partir de la fermentacion del actinomiceto del suelo Streptomices
avermectilis (Campbell et al., 1983), fue introducido comercialmente en 1981 y
es el miembro mas antiguo y de mayor uso del grupo de las avermectinas
disponibles como producto comercial (Brownlee et al., 1997). Esta formado por
la mezcla de dos compuestos homologos 22,23-dihydroavamectina Bla (H2B1a,
no menos de 80%) y 22,23-dihydroavamectina B1b (H2B1b, no mas de 20%). El
compuesto (H2B1la) es descrito como el marcador de residuos presente en la
molécula de IVM para todos los tejidos y especies (Fisher and Mrozik, 1989). Este
antihelmintico se caracteriza por presentar un amplio espectro de actividad
siendo efectivo frente a nematodos adultos y estados larvarios, asi como a

ectoparasitos de diferentes especies domesticas (Brownlee et al., 1997).
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Su mecanismo de accion se basa en la activacion de los canales de cloruro
dependientes de glutamato en las células nerviosas y musculares del parasito,
inhibiendo la neurotransmision al impedir el cierre de los mismos (Omura and
Crump, 2004), esto incrementa la permeabilidad a los iones Cl- en la membrana
sinaptica, los cuales hiperpolarizan la membrana neuronal impidiendo con ello la
transmision nerviosa, lo que conlleva a paralisis en la musculatura somatica,
particularmente la musculatura faringea necesaria para la alimentacion del
parasito, conduciendo finalmente a su muerte (Omura and Crump, 2004). A bajas
concentraciones, la IVM potencia los efectos del glutamato y en altas
concentraciones abren canales de cloruro dependientes de glutamato
directamente (Martin, 1997). Este antiparasitario también puede actuar sobre los
canales de cloruro, dependientes de GABA. Sin embargo, para esto se necesitan

concentraciones mas elevadas de IVM (Omura and Crump, 2004).

El amplio margen de seguridad que se presenta en los vertebrados se cree
estd asociado con la falta de canales de cloruro asociados a receptores de
glutamato y con la restriccién relativa de los receptores asociados a GABA
(McKellar and_Gokbulut, 2012). Debido a que una de las grandes diferencias
entre invertebrados y vertebrados, radica en que en los vertebrados las
terminaciones nerviosas mediadas por el GABA se encuentran en el sistema
nervioso central, en cambio, en los invertebrados las sinapsis mediadas por el
GABA regulan la actividad muscular periférica, y dado que este farmaco no
penetra la barrera hematoencefalica, se asegura su accion sobre el parasito y no
sobre el huésped, a menos que se utilicen dosis inadecuadas (Campbell et al.,
1983). Sin embargo, efectos agudos de toxicidad por sobredosis en animales se
atribuyen a neuro-intoxicacion y se piensa que estan asociados con la
estimulacion del receptor GABA (McKellar and Gokbulut, 2012).

Algunos animales (1 de cada 4 perros de raza Collie que poseen el

fenotipo MDR1-/-) parecen ser particularmente sensibles a las LM y la
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intoxicacion en estos animales se asocia con altas concentraciones cerebrales
las que fueron entre 2-31 veces las que se encuentran en el higado y en el plasma
(McKellar and Gokbulut, 2012), la mayor susceptibilidad de esta especie, se
relaciona con una alteracion en la expresion del gen MDR, el cual codifica para
la proteina trasportadora glicoproteina-P, la que esta implicada en la proteccion
del Sistema Nervioso Central a la entrada de ciertos farmacos (Geyer et al.,
2009).

Entre las propiedades fisicoquimicas de IVM destaca su alta lipofilicidad,
ya que puede ser disuelta en la mayoria de los solventes organico. Sin embargo,
es practicamente insoluble en agua (0.0004% m/v) (Canga et al., 2009). Debido
a su naturaleza lipofilica, posterior a su administracion IVM es extensamente
distribuida con un amplio volumen de distribucién (Vd) en todas las especies y
tiende a acumularse en el tejido graso, que actia como depésito del farmaco
(McKellar and Gokbulut, 2012). La baja irrigacion que presenta este tejido es la
responsable de su lenta liberacién desde la grasa y su larga persistencia de
concentraciones sanguineas efectivas, generando con ello un efecto
antihelmintico més prolongado (Atta and Abo-Shihada, 2000). Posterior a su
administracion, los mayores niveles de IVM se encuentran en el higado y en la
grasa, mientras que los niveles mas bajos se encuentran en el cerebro (Canga et
al., 2009). Ademas, altas concentraciones de IVM se encuentran en el pulmon,
el tracto gastrointestinal y la piel, tejidos donde se ubican preferentemente los

parasitos (Lanusse, 1994; Lespine et al., 2005).

La IVM es una molécula muy estable que experimenta poco metabolismo,
por lo que la mayor parte de la dosis se excreta sin cambios (Canga et al., 2009),
la fraccion de la dosis que es metabolizada (5 a 8%) se biotransforma
principalmente en el higado (Murphy et al.,, 1995). Estudios metabdlicos han
demostrado que los principales metabolitos aislados in vivo en bovinos, ovejas y

ratas son 24-OH-H2Bla y 24-OH-H2B1lb. En ovinos y bovinos, se han
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encontrado metabolitos menos polares en el tejido graso, lo que sugiere que en
ambas especies los metabolitos hepaticos se esterifican con acidos grasos y se

almacenan en la grasa como entidades no polares (Canga et al., 2009).

La IVM se elimina principalmente a través de las heces en todas las
especies, independientemente de la via de administracion. La excrecion fecal
representa el 90% de la dosis administrada con <2% de la dosis excretada en la
orina (Canga et al., 2009). Las mayores concentraciones son excretadas por la
bilis tanto de ovinos como bovinos logrando altas concentraciones en el
contenido duodenal e ileal (Bogan and McKellar, 1988) y contribuyendo de esta

forma a la alta excrecion fecal (Laffont et al., 2002).

2.3 Farmacocinética de IVM en ovinos

La cinética de disposicion de los endectocidas en general varia segun la
especie, la raza (McKellar and Gokbulut, 2012), la dieta, la gestion (estrategia
basada en conocer el estado y relacion de los componentes de la produccién
ovina para orientar las posibilidades de desarrollo), el estado nutricional (Ali et
al., 1996), el tipo de formulacion del farmaco y la via de administracion (McKellar
and Gokbulut, 2012). Las caracteristicas farmacocinéticas de IVM luego de
administrarse por via intravenosa (IV) se han estudiado en vacas, caballos,
ovejas, cabras, cerdos y perros, las que se muestran en la TABLA 1. Los
voliumenes de distribucion son sustancialmente mas grandes (por lo menos el
doble) en ovejas, cerdos y cabras que en perros y bovinos. Las diferencias en la
cinética entre las especies reflejan las diferencias en la composicién corporal
(contenido de grasa relativa, la presencia o ausencia de reticulorumen),
diferencias fisioldgicas (gasto cardiaco y valores de pH de fluidos corporales) y
también representan diferencias sustantivas en el metabolismo de IVM entre las
diferentes especies (McKellar and Gokbulut, 2012). La via de administracion

puede afectar sustancialmente la farmacocinética de IVM en ovinos (McKellar

13



and Gokbulut., 2012). Los niveles plasmaticos de IVM son menores en ovinos
gue en bovinos tal como se muestra en la TABLA 1. La biodisponibilidad
subcutinea (SC) es altamente variable en esta especie, variando desde 22% (Lo
etal., 1985) a 98.2% (Canga et al., 2009). Diversos estudios han demostrado que
la inyeccibn SC es la ruta de administracibn mas eficiente en cuanto a la
biodisponibilidad del farmaco en comparacion con la via topica u oral (Lespine et
al., 2005; Gokbulut et al., 2010), ya que confiere una mayor disponibilidad y
podria esperarse mayor eficacia antiparasitaria (McKellar and Gokbulut, 2012),
No obstante, evidencias actuales indican que posterior a la administracion
intraruminal (IR) de IVM, se observan concentraciones significativamente
superiores tanto en el contenido como en la mucosa del abomaso y del intestino
delgado en comparacion a la IVM administrada por via SC, esta informacion es
relevante ya que estos sitios son los principales lugares de ubicacion de los

parasitos gastrointestinales (Lloberas et al., 2013).

TABLA 1: Pardmetros farmacocinéticos de IVM en diferentes especies animales
tras la administracion IV (Extraido y modificado de McKellar and Gokbulut, 2012).

Especie Dosis Vd (L/kg) ABC TMR Vida Cl
(na/kg) (ng.h/mL) (h) media (h) | (L/kg.d)

Bovinos 200 2.2 6096 67 64 0.79
300 19 67

Caballos 200 3.7 8251 147 139 063
200 3.9 2695 30 32 1.97

Ovinos 200 5.3 346 23 23 3.9
200 4.7 396 25 22 3.54

Cabras 200 6.3 1461 45 65 3.39

Cerdos 300 7.9 2040 48 55

Perros 200 2.4 43

Vd: Volumen de distribucion, ABC: Area bajo la curva, TMR: Tiempo medio de residencia, Cl:

Clearance.
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También se ha demostrado que IVM esta altamente asociada con el
material particulado ruminal y se sugiere que es parcialmente degradado en el
reticulo-rumen y fluidos abomasales (Prichard et al., 1985), esto podria explicar
los valores de concentracidon maxima (Cmax) y de area bajo la curva (ABC)
inferiores obtenidos después de la administracion por via oral que los observados
posterior a la administracion SC (McKellar and Gokbulut., 2012). En ovejas, se
ha demostrado que la biodisponibilidad sistémica después de la administracion
IR de IVM fue del 25% en comparacion con casi el 100% después de la inyeccion

intra-abomasal (Prichard, et al., 1985).

La distribucién de la IVM en los ovinos es mas rapida y mas amplia que en
bovinos o caninos, esto debido a su deposicidén en el tejido adiposo, ya que el
deposito de grasa es mas grande en ovejas en comparacion con estas especies,
esto ademas contribuye a la presencia de concentraciones de antihelmintico mas
bajas, aunque mas persistentes en el tiempo (Atta y Abo-Shihada, 2000; Canga
et al., 2009).

2.4 Efecto del parasitismo en la farmacocinética de IVM

La farmacocinética de IVM puede ser afectada por diferentes factores,
entre ellos destaca el efecto del parasitismo. Como se ha mencionado
anteriormente el parasitismo es un problema importante en la salud de los
rebafios, se ha observado que infecciones por nematodos gastrointestinales
alteran considerablemente la disposicion de IVM en el plasma tras la
administracion SC en corderos, por lo que los valores de ABC de corderos
infectados fueron significativamente mas bajos en comparacion con animales
libres de pardsitos, esta diferencia se asocié con una vida media terminal mas
corta en los corderos infectados (Pérez et al.,, 2006). La carga parasitaria
gastrointestinal se asocia con graves cambios fisiopatoldgicos como la disfuncion

intestinal, mala condicion corporal y bajo contenido graso, estos cambios
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fisiopatoldgicos inducidos por el parasitismo sobre la mucosa gastrointestinal y
los tejidos pueden alterar el paso gastrointestinal, el tiempo de digestion, la tasa
de absorcion del farmaco y la eliminacion en comparacion con los animales no
parasitados (McKellar, 1993). Los parasitos a su vez pueden aumentar la
susceptibilidad a la infeccion bacteriana, a través de la pérdida de la integridad
epitelial, los cambios inducidos en microbiota normal del huésped y las
alteraciones en la respuesta inmune (Moreau and Chauvin, 2010; Ingale et al.,
2010; Grencis, 2015). Esta infeccidén bacteriana secundaria puede generar en el
huésped la reaccion sistémica denominada respuesta de fase aguda (Cray et al.,
2009). Se tiene conocimiento que esta respuesta puede alterar la farmacocinética

normal de un determinado grupo de farmacos (Morgan et al., 2008).

3. RESPUESTA DE FASE AGUDA INDUCIDA POR PATOGENOS

La respuesta de fase aguda (RFA) es un conjunto de reacciones
metabdlicas y fisioldgicas que forman parte del sistema de defensa temprana y/o
sistema inmune innato del huésped (Peatman et al., 2007), los cuales involucran
barreras fisicas y respuestas moleculares que sirven para prevenir la infeccion
contra patégenos potenciales (Cray et al., 2009). Este mecanismo puede ser
activado por diferentes estimulos, entre los que destacan traumas, infecciones,
estrés, inflamacion o neoplasia (Kushner, 1982; Cray et al., 2009), generando
como resultado una reaccién sistémica compleja, distante del sitio de la lesion,
gue involucran muchos Organos e incluyen un gran numero de cambios
fisiol6gicos, biogquimicos, nutricionales y de comportamiento (Ceciliani et al.,
2002; Peatman et al., 2007).

Los fendmenos mas evidentes de la RFA son fiebre, leucocitosis y la
modificacion cuantitativa y cualitativa de un grupo de proteinas no relacionadas

estructuralmente que estan presentes en la sangre y otros fluidos biolégicos,
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llamadas colectivamente proteinas de fase aguda (PFA) (Ceciliani et al., 2002).
Este es un proceso muy coordinado donde varios tipos de células y una red de
proteinas inician, amplifican, mantienen el control y finalmente resuelven la
reaccion inflamatoria (Ceciliani et al., 2002), teniendo como objetivos finales el
controlar la infeccidn, restablecer homeostasis y contribuir a la resolucion del
problema y al proceso de curacion (Cray et al., 2009). A menudo se conoce a la
RFA como "termOmetro molecular" ya que luego de su activacion es posible
proporcionar una evaluacion de la respuesta inflamatoria al evento, a traves de
la cuantificacion de los cambios bioquimicos y moleculares que se generan
(Petersen et al., 2004; Murata et al., 2004; Ceron et al., 2005). La RFA se inicia
en un sitio inflamatorio local donde involucra basicamente tres procesos claves:
cambios hemodinamicos, alteracibn de la permeabilidad vascular vy

modificaciones leucocitarias (Blatteis, 2006).

La etiologia que desencadena esta reaccion involucra dos estimulos
principales: Estimulos externos denominados patrones moleculares asociados a
patdbgenos (PAMPs); y estimulos internos llamados patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs) (Brodsky and Medzhitov, 2009). Los PAMPs son
estructuras microbianas reconocidas por la sangre y por proteinas de la célula,
entre estas estructuras destacan las exotoxinas y las endotoxinas, las cuales son
compartidas por varios tipos de patégenos, como bacterias Gram positivas y
Gram negativas, algunos tipos de hongos y virus (Brodsky and Medzhitov, 2009);
mientras que los DAMPs derivan de mitocondrias, nucleo, reticulo endoplasmico
u otro compartimento intracelular y se liberan después de una lesion o muerte
celular, se consideran ejemplos de DAMPS a las proteinas de choque térmico,
fragmentos de &cido hialuronico, moléculas de ATP, &cido urico, sulfato de
heparina, ADN, entre otros (Krysko et al., 2011). Estos estimulos generan la
activacion de células inmunes que circulan en el torrente sanguineo y como
consecuencia, se produce la liberacion de varias sustancias solubles,

vasoactivas y quimiotacticas (sustancia P, bradiquinina, histamina y serotonina)
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las que afectan la permeabilidad vascular y estimulan los receptores del dolor
(Blatteis, 2006). Los aspectos inflamatorios posteriores son dependientes de
citocinas y quimiocinas generadas por las células activadas (monocitos,
macroéfagos, fibroblastos, células del endotelio, plaguetas, queratinocitos, y

células T) (Pandey and Agrawal, 2006).

Las sefiales pro-inflamatorias incluyen la activacion de los genes diana que
codifican las citocinas pro-inflamatorias interleucina 1(IL-1), factor de necrosis
tumoral alfa (FNT- a) e interleucina 6 (IL-6) (Pandey and Agrawal, 2006), las que
son consideradas como los principales entes estimuladores de la reaccion
sistémica a la inflamacion (Ceciliani et al., 2002). La liberacion de estas citocinas
ademas de activar la RFA, alteran rapidamente las tasas de sintesis de las PFA.
El higado es el principal sitio donde se realiza la sintesis de la mayoria de las
proteinas por lo que comunmente se le considera como el érgano central de esta
respuesta (Peatman et al., 2007). La FIGURA 2 resume los principales cambios

fisiolégicos que se generan durante la RFA.

La RFA puede dar lugar a cambios en méas de 200 PFA, las cuales pueden
aumentar o bien disminuir (Cray et al., 2009).

Las PFA que aumentan, se clasifican dependiendo de la magnitud de su

incremento en:
» Proteinas mayores: Aumentan de 10 a 100 veces su valor basal.
* Proteinas moderadas: Aumentan de 2 a 10 veces su valor basal.

* Proteinas menores: Solo presentan un ligero crecimiento.

Esta clasificacion puede variar ligeramente segun las diferentes publicaciones
(Cray et al., 2009)
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FIGURA 2: Fisiologia de los cambios celulares generados durante la RFA
(Extraido de Cray et al., 2009)

Las citocinas son sustancias de origen proteico (polipéptidos o
glicoproteinas), de bajo peso molecular (Gomes et al., 2016), que fluctda entre 8
y 40000 Dalton (Blackwell, 2000), y que son secretadas por varias células del
organismo, entre las que destacan los leucocitos (Gomes et al.,, 2016). Su
liberacién ocurre como respuesta a multiples estimulos (Gomes et al., 2016)
dentro de los cuales destaca el lipopolisacéarido (Witkamp y Monshouwer, 2000).
La funcion de estas moléculas consiste en mediar las interacciones entre las
células del organismo afectado con el fin de establecer una respuesta inmune
efectiva (Blatteis, 2006; Gomes et al., 2016).
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Las citocinas efectoras en términos practicos se pueden dividir en citocinas
pro-inflamatorias y en citocinas anti-inflamatorias (Witkamp y Monshouwer, 2000;
Gomes et al., 2016). Las primeras estimulan el proceso inflamatorio mientras que
las citocinas anti-inflamatorias derivadas de las células T, estan involucradas en
la regulacion negativa de las reacciones de las enfermedades inflamatorias
(Witkamp and Monshouwer, 2000). No obstante, esta clasificacién no siempre es
rigida (Witkamp and Monshouwer, 2000), ya que existen citocinas tales como,
interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13) las que son
potentes activadores de los linfocitos B, sin embargo, también son potentes
agentes anti-inflamatorios por su capacidad para suprimir genes para citocinas
pro-inflamatorias (Blackwell, 2000). Se cree que el resultado de una enfermedad,
ya sea a corto o largo plazo, estaria determinado por la sumatoria de efectos de
las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatoria (Witkamp and Monshouwer,

2000).

Las citocinas pro-inflamatorias son glicoproteinas que actian a bajas
concentraciones (Blatteis, 2006), se producen predominantemente por
macrofagos activados, y estan involucradas en la sobre-regulaciéon de las
reacciones inflamatorias (Witkamp and Monshouwer, 2000), mediando la
comunicacién celular en la respuesta inmune (Blatteis, 2006). Las citocinas con
un efecto marcadamente pro-inflammatorio incluyen la IL-1, TNF- a, IL-6 (Blatteis,
2006), interleucina 8 (IL-8), y la interleucina 17 (IL-17) (Gomes et al., 2016). Estas
citocinas actuan induciendo tanto efectos locales como sistémicos. El efecto
local, radica en potenciar el proceso inflamatorio mediante la induccion de
enzimas como la cicloxigenasa 2 (COX-2) y la éxido nitrico sintetasa (NOS). La
enzima COX-2 transforma el &cido araquidénico en derivados eicosanoides como
prostaglandina E2 (PGE2), prostaciclina I2 (PGI2) y tromboxano (TXA2). Mientras
que las NOS, produce liberacion de 6xido nitrico, el que genera un ambiente

oxidativo en las células dafiadas (Moses and Bertone, 2002). A nivel sistémico,
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las caracteristicas pleiotropicas de las citocinas pro-inflamatorias permiten
ejercer efectos biologicos en el sistema nervioso central (SNC), sistema nervioso
auténomo (SNA), sistema vascular, sistema endocrino, sistema inmune, higado
y médula 6sea (Andus et al., 1991). El aumento de la concentracion de citocinas
pro-inflamatorias en el torrente sanguineo desencadena lo que se conoce como
la RFA (Van Miert, 1995).

3.1 Rol del Lipopolisacarido (LPS) en la RFA

El Lipopolisacarido (LPS) es una endotoxina que se encuentra unida a la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, desempefando una
importante funcion en la activacién del sistema inmune, ya que constituye el
antigeno superficial mas importante de este tipo de bacterias (Romero Hurtado
and Iregui, 2010), contribuyendo ademas, en su proteccién contra la accién de
los anticuerpos, el sistema del complemento, la fagocitosis por los macréfagos
(Ward and Inzana, 1994), y contra agentes antimicrobianos (Rosenfeld and Shai,
2006). Estructuralmente el LPS es una molécula glicolipidica conformada por: el
lipido A, el antigeno O, y nucleo o “core” (Raetz and Whitfield, 2002). El lipido A
es un disacéarido (glucosamina) unido a acidos grasos que por lo general son
acido caproico, laurico, miristico, palmitico y estearico los cuales estan insertos
en la membrana externa de la bacteria (Romero Hurtado and Iregui, 2010). Este
posee caracteristicas estructurales unicas, difiiendo en detalles estructurales
entre los diferentes tipos de bacterias (Beutler and Rietschel, 2003) y es
responsable de las propiedades bioldgicas atribuidas a la endotoxina (Raetz and
Whitfield, 2002; Romero Hurtado and Iregui, 2010). El antigeno O es un polimero
de unidades repetidas que consta de 1 a 8 residuos glicosidicos altamente
variable entre especies bacterianas (Romero Hurtado and Iregui, 2010), y es el
gue determina la especificidad serologica de las bacterias (Raetz and Whitfield,

2002). Finalmente, el nucleo o “core”; que corresponde a una cadena de
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disacarido que une a las regiones mencionadas anteriormente (Raetz and
Whitfield, 2002). La FIGURA 3 esquematiza la estructura del LPS.
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FIGURA 3: Estructura del Lipopolisacéarido (Extraido de Bermejo and Duarte.,
2003)

Desde que Richard Pfeiffer proponen que las endotoxinas eran
constituyentes de casi todos los grupos de bacterias Gram negativas y Gram
positivas (Beutler and Rietschel, 2003), estas se han convertido en el foco de una
vasta investigacion sobre los mecanismos moleculares involucrados en la
patogénesis de la infeccidbn microbiana (Rietschel and Cavaillon, 2002).
Actualmente el LPS es considerado un potente estimulante inflamatorio y pirético,
gue genera e imita el proceso febril que sucederia en un estado inflamatorio in-
vivo (Morgan et al., 2008), por lo que representa una herramienta adecuada para
la comprension de los fenomenos involucrados en la infeccion (Remick and Ward,
2005).

La endotoxina de Escherichia coli es una de las endotoxinas mas

ampliamente utilizada como un modelo alternativo a infecciones (Morgan et al.,
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2008), aunque este modelo no es un sustituyente genérico de infecciones
bacterianas y de respuestas inflamatorias agudas (Post et al., 2003), es de facil
uso y relativamente semejantes a estos (Elmas et al., 2008). En diferentes
estudios su administracion por via IV, intraperitoneal (IP), SC e intramuscular
(IM), se ha utilizado para inducir la produccion de mediadores de la inflamacién
en varias especies, entre ellas caballos (Vendrig et al., 2013), ovinos (Pérez et
al., 2015), conejos (Saitoh et al., 2000; Elmas et al., 2008; Pérez et al., 2016),
cabras (Van Miert et al., 1997) y cerdos (Myers et al., 1999). Sin embargo, se
presentan variaciones entre las especies a los efectos de la endotoxina (Post et
al., 2003).

3.2 Mecanismo de accion del LPS

Posterior a la infeccion bacteriana, se produce la liberacion del LPS desde
su membrana celular, como consecuencia de la multiplicacion o lisis bacteriana
(Romero Hurtado and Iregui, 2010), quedando libre en la circulacion y pudiendo
interactuar con varias proteinas del huésped (Lu et al., 2008). Analisis
estructurales y bioquimicos han demostrado que estas proteinas incluyen varias
moléculas, como la proteina ligante de LPS (LBP), la glicoproteina cluster de
diferenciacion 14 (CD14), la proteina adaptadora MD-2 y el receptor tipo toll 4
(TLR-4) (Lu et al., 2008; Ibrahim et al., 2013). La LBP es una proteina sérica
soluble (Lu et al., 2008) originalmente aislada desde granulocitos de conejos
(Weiss et al., 1975), que se une directamente al LPS, formando el complejo LPS-
LBP (Lu et al., 2008). La formacion de este complejo facilita la transferencia de
moléculas de LPS a receptores proteicos con alta afinidad, pertenecientes al
CD14 (Wright et al., 1990; Lu et al., 2008; Romero Hurtado and Iregui, 2010). El
CD14 es una glicoproteina que se encuentra en forma soluble (CD14s), o anclada
a la superficie celular de monocitos, macrofagos, polimorfonucleares y células
endoteliales (CD14m) y que no posee dominio intracitoplasmatico (Romero

Hurtado and Iregui, 2010), es definido como uno de los principales responsables
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de la activacion celular inducida por la endotoxina, aunque también se han
postulado mecanismos de activacion independientes de dicha molécula (Bermejo
and Duarte, 2003). La principal funcion de esta glicoproteina es transferir el LPS
al complejo encargado de su reconocimiento formado por la molécula adaptadora
MD-2 y el TLR-4 (TLR4/MD-2) (Heumann et al., 1998; lbrahim et al., 2013). La
MD-2 es una proteina soluble que se asocia covalentemente con el receptor
TLR4 para llevar a cabo la transduccion del LPS (Lu et al., 2008), esta asociacion
se lleva a cabo sobre la superficie celular antes de que la unién del LPS tenga
lugar (Ibrahim et al., 2013). El TLR-4 es un homodimero glucoproteico que se
expresa en la superficie celular de monocitos, macréfagos tisulares, células de
Kupffer, células dendriticas, células hematopoyéticas (Nagai et al., 2006), y se
une de manera especifica al LPS, interviniendo en la respuesta a la endotoxina
(Bermejo and Duarte, 2003).

MyD88 TRIF

NF-kB
TNF-a IL-18 IL-6 Interferones tipo |

FIGURA 4: Esquema general de la sefializacion LPS / TLR-4. El reconocimiento
del LPS es facilitado por LBP y CD14, y esta mediada por complejo receptor TLR-
4/ MD-2 (Extraido y modificado de Lu et al., 2008)
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El reconocimiento del LPS, se produce mediante la union al TLR-4,
asociado de manera fisica a la molécula de superficie celular denominada MD-2
(Buer and Balling, 2003), lo que se indica en la FIGURA 4. Una vez se ha formado
el complejo LPS-TLR4/MD-2, el TLR-4 sufre una oligomerizacion, lo que
representa la primera reaccion, que daréa origen finalmente a la activacion de vias

intracelulares de transduccién del LPS (Romero Hurtado and Iregui, 2010).

3.3 Vias de transduccion del LPS

Posterior a la oligomerizacion que sufre el TLR-4, se inicia una reaccion
que comienza con la interaccion con proteinas celulares que poseen dominios
TIR (Receptores Toll de Interleucina 1). El dominio TIR contienen tres regiones
altamente conservadas, que median las interacciones proteina-proteina entre el
TLR-4 y las proteinas celulares de transducciéon de sefales del LPS (Lu et al.,
2008). Existen cinco proteinas celulares utilizadas por el TLR-4 que contienen
dominios TIR: proteina de diferenciacién mieloide (MyD88); proteina adaptadora
del dominio TIR (TIRAP); proteina adaptadora asociada al dominio TIR inductora
de interferon (TRIF); molécula adaptadora relacionada con el TRIF (TRAM) y
proteina inhibidora de la sefial del TRIF (SARM) (O’Neill and Bowie, 2007;
Romero Hurtado and Iregui, 2010). La sefial de transduccion del LPS, a través
del TLR-4 ha sido dividida en dos rutas, la via dependiente de la proteina MyD88
y la via dependiente de la proteina TRIF o también denominada via independiente
de la proteina MyD88 (Lu et al., 2008; Romero Hurtado and Iregui, 2010; Van
Lieshout et al., 2015), cada una genera reacciones diferentes que concuerdan en
un punto donde activan el factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB). En
condiciones normales (ausencia del LPS) este factor se encuentra en forma
inactiva en el citoplasma unido al inhibidor del factor kappa B (iKb), pero tras la
sefal enviada por las proteinas MyD88 o TRIF se activan quinasas del iKb que
lo separan del NF-kB activando este ultimo (Romero Hurtado and Iregui, 2010),

una vez activo se transloca al nucleo donde se une a la region promotora de los
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genes de respuesta inflamatoria generando como consecuencia final la
trascripcion de interferones tipo | (a, f1a, B1b) si fue activado por la via del TRIF
y de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a IL-1B8 IL-6) si ocurrié por la via de la
proteina MyD88 (Lu et al., 2008).

4. CAMBIOS FISIOLOGICOS DURANTE LA RFA

4.1 Cambios Neuroendocrinos

Dentro de los cambios neuroendocrinos generados por la RFA destaca la
fiebre, la cual es una reaccién fisiolégica compleja, que se define como la
elevacion de la temperatura corporal central por encima del rango normal de la
especie (Dalal and Zhukovsky, 2006), y es considerada como una de entre las
series de respuestas de defensa del huésped a la invasién corporal por
patdgenos microbianos tales como bacterias y virus (Blatteis, 2006). No obstante,
este fendbmeno también se puede deber a la exposicion de alérgenos,
enfermedades autoinmunes, neoplasias, desordenes granulomatosos, estrés y
trombosis (Blatteis, 2003). La fiebre difiere de la hipertermia, ya que en la fiebre
el aumento de la temperatura corporal (TC) es el resultado de la operacion
deliberada de efectores termogénicos activos, mientras que la hipertermia es la
consecuencia inevitable de la ganancia pasiva de calor en exceso y de la
incapacidad de efectores termoliticos activos para disipar este calor (Blatteis,
2006; Ogoina, 2011). Por lo tanto, la hipertermia es un evento patolégico
dependiente de la temperatura ambiente (TA), mientras que la fiebre es una
respuesta fisiologica que se puede desarrollar a cualquier TA y puede ser un

proceso benéfico para el organismo (Blatteis, 2006).

La fiebre es considerada el signo mas manifiesto y familiar de la RFA;

siendo denominada por ello, el sello de la infeccién (Blatteis, 2006). Las sefiales
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febriles transportadas por pirdgenos ya sea exdégenos o enddgenos, conducen a
restablecer los circuitos de termorregulaciéon por dos vias principales, la via
neural y la via humoral (Ogoina, 2011). En la via humoral las sefales de la fiebre
se realizan por componentes de productos microbianos, por pirébgenos o por

citocinas en circulacion (Ogoina, 2011).

Posterior a la llegada de los PAMPs o DAMPs y su reconocimiento por
parte de los receptores de reconocimiento de patrones (RRP), se genera la
liberacion de citocinas pirogénicas pro-inflamatoria sintetizadas a partir de células
fagociticas activadas (Dinarello, 2004; Blatteis, 2006; Dalal and Zhukovsky,
2006), dentro de estas, tres citocinas (IL-1B, TNF-a e IL-6), se consideran como
los principales estimuladores de la reaccion sistémica a la inflamacion (Ceciliani
et al., 2002) y responsables del aumento de la temperatura corporal (Dalal and
Zhukovsky, 2006).

Estas citocinas acceden a la circulacion sanguinea general y son
transportadas al area preoptica-anterior del hipotalamo (POA), que es el sitio
cerebro controlador de termorregulacion primaria; siendo el ndcleo preoptico
ventromedial (VMPO) el locus productor de la fiebre (Boulant, 2000). Las
citocinas pueden pasar al POA a través de los dérganos circumventriculares
(6rganos que presentan fenestraciones y carecen de una barrera
hematoencefélica), en particular el 6rgano vascular de la lamina terminal (OVLT)
gue se encuentra en la linea media del POA (Blatteis, 2006). Se ha demostrado
la existencia de receptores TLR-4 especificos para el reconocimiento de LPS en
el endotelio de OVLT (Laflamme and Rivest, 2001).

En estas regiones las citocinas se unen a receptores expresados en
estructuras vasculares, gliales y neuronales del cerebro. La activacion de estos
receptores centrales induce la activacion de la COX-2 y estimula la sintesis de

PGEZ2, promoviendo ademas la sintesis de mas citocinas en el cerebro (Ogoina,
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2011). Las citocinas circulantes que no pueden penetrar en el cerebro, pueden
inducir a la generacion de citocinas pirogénicas adicionales y/o PGE2 por las
células endoteliales de la microvasculatura cerebral, por la microglia

perivasculares y macrofagos meningeos (Blatteis, 2006).

La PGE2 es una pequefia molécula que difunde facilmente través de la
barrera hematoencefalica, y se une a receptores especificos de PGE2 (receptor
EP3) en el POA (Turrin and Rivest, 2004). El aumento de PGE2 estimula la
sintesis y liberaciéon de AMPc y otros neurotransmisores, la sintesis de dichos
mediadores activa a un grupo de neuronas termosensibles localizadas en el POA,
resultando en un reajuste del termostato corporal, aumentando con ello la
temperatura por sobre los rangos normales (Dinarello, 2004). Estas sefiales
neurales son captadas en la corteza, por consiguiente, se inician cambios de
comportamiento. Asi mismo, las sefales provenientes del centro
termorregulador, mediante la via simpéatica, activan nervios eferentes periféricos
a los vasos sanguineos. El efecto de este mecanismo es la vasoconstriccion
cutanea, resultando en la disminucion de la perdida de calor y aumento de la
temperatura corporal (Dinarello, 2004). Aunque PGE2 sigue siendo fundamental
en la respuesta febril, algunas citocinas y muchos otros mediadores de la
inflamacion pueden activar la respuesta febril independiente de PGE2
incluyendo, bradiquinina, 6xido nitrico, IL-6 e IL-8 etc (Roth and De Souza, 2001).

En la via neural las sefales periféricas de fiebre pueden comunicarse con
el SNC a través de los nervios periféricos como los nervios sensoriales cutaneos
y el nervio vago, esta via seria el mecanismo por el que puede iniciarse
rapidamente la fiebre (Roth and De Souza, 2001; Blatteis, 2007). La formacion
localizada de PGE2 en sitios de inflamacion contribuye a la generacion fiebre por
activacion cutdnea de los nervios sensibles al frio, los cuales a su vez transmiten
sefales de fiebre a las regiones del cerebro responsables de la generacion de la
fiebre (Rummel et al., 2005). La transmision de sefiales febriles a través del nervio
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vago sigue una via mas compleja, aca los pirdgenos circulantes, activan el
complemento el que a su vez actla estimulando a las células de Kipffer del
higado para producir mediadores enddégenos incluyendo citocinas pirogénicas,
las cuales activan la rama hepética del nervio vago que es la que transmite
sefales febriles a la zona de proyeccion central del nervio vago en el nucleo de
tractus solitarius (NST). Desde el NST, la sefial pasa a POA del hipotalamo, a
través del haz noradrenérgico ventral, causando la liberacion de norepinefrina
intra-predptica (Roth and De Souza, 2001; Blatteis, 2007).

El papel de los aferentes vagales en la generacion de la fiebre se baso en
estudios experimentales en ratas, donde se demostr6 que la vagotomia
quirdrgica provoca la atenuacion o aborto completo de las respuestas febriles a
estimulos pirogénicos (Hopking, 2007). Paralelamente se activan mecanismos
inhibidores del proceso febril mediante la liberacidn de citocinas anti-inflamatorias
como la IL-4, IL-10, IL-13, factor de crecimiento transformante  (TGF-B) y
antagonistas de receptores de citocinas como el antagonista de IL-1 (Dinarello,
1996). Adicional a la generacién de fiebre, la estimulacion del SNC por parte de
las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a/IL-1B/IL-6), resulta en la manifestacion de
una variedad de respuestas principalmente mediadas por la activacion de los ejes
hipotalamico-hipofisiario-adrenal (HHA) e hipotaldmico-hipofisiario-gonadal
(HHG), induciendo cambios en el comportamiento tales como letargia, anorexia,

adipsia, desinterés por el medio y por la actividad sexual (Karrow, 2006).

4.2 Cambios en la concentraciéon de las proteinas de fase aguda (PFA)

Uno de los fendmenos claves en la RFA frente a casos de inflamacién e
infeccion, son los cambios significativos que ocurren en las concentraciones de
PFA (Petersen, 2004; Cray et al., 2009). Si bien no esta del todo entendido su
rol, se sugiere que estas participarian en la restriccibn del crecimiento
microbiano, el reconocimiento y eliminacibn de patégenos a través de la

opsonizacion, la limitacion del dafio de los tejidos del huésped producidas por
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enzimas proteoliticas y metabolitos de oxigeno, ademas de la disminucion de la
reaccion inflamatoria (Ceciliani et al., 2002), siendo las citocinas pro-inflamatorias
los principales mediadores de la sintesis de las PFA en el higado (Yoshioka et
al., 2002).

El aumento en la concentracion de las PFA en circulacion esta relacionada
a la severidad de los desérdenes y a la extension del dafio tisular en los animales
afectados (Murata et al., 2004). Los niveles de concentracion plasmatica
aumentan o disminuyen al menos un 25% durante procesos de inflamacion
aguda, e incluso, en procesos inflamatorios crénicos. De acuerdo a la magnitud
en las concentraciones, las PFA pueden clasificarse como positivas o negativas,
no obstante, las variaciones de las concentraciones de proteinas pueden diferir

significativamente entre las especies (Cray et al., 2009).

En rumiantes, las PFA positivas que presentan un mayor aumento son el
Amieloide serico A y la haptoglobina (Ceciliani et al., 2002; Cray et al., 2009). A
la primera se le conocen al menos tres funciones importantes como son: union
de colesterol, actividad inmunomoduladora favoreciendo la quimiotaxis de
polimorfonucleares y la opsonizacion de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, mientras que la funcién principal de la haptoglobina es la de unirse a
la hemoglobina, cumpliendo de este modo un rol antioxidante al evitar el dafio
oxidativo celular, sin embargo, también se ha asociado con una funcién anti-

inflamatoria y una mejora en la angiogénesis (Ceciliani et al., 2002)

Se considera a las PFA como negativas cuando disminuyen su
concentracion (Heinrich et al.,, 1990). Se ha documentado que, en todas las
especies mamiferas durante la RFA, las concentraciones de albumina
disminuyen entre un 10 a un 30 % (Gruys et al., 2005). Esta baja se atribuye a
una disminucion en la sintesis de albumina, la cual se deberia al uso de los

aminoacidos en otros procesos que incluyen, la generacion de otras PFA, la
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sintesis de importantes mediadores de la inflamacion (Paltrinieri, 2008), o estar
disponibles para la gluconeogénesis (Ceciliani et al., 2002). Las PFA son una
importante herramienta en el diagndstico, prondstico y monitorizacion de
tratamientos de variadas condiciones patolégicas que afectan a distintas
especies (Martinez-Subiela et al., 2001). Se ha propuesto, incluso que en el futuro
las PFA sean incluidas como un parametro de rutina en los perfiles bioquimicos

que se realicen a los animales (Eckersall, 2004).

4.3 Cambios hematoldgicos y en la bioquimica sanguinea

Ademas de los eventos producidos como la fiebre y los cambios en las
concentraciones de las PFA, durante la RFA también se producen importantes
cambios hematoldgicos y en la bioquimica sanguinea. Los cambios en la serie
blanca es un fenbmeno secundario a la activacion del eje hipotalamo — hipofisis
— adrenal, producto de la estimulacion por las citocinas pro-inflamatorias
circulantes, produciéndose como consecuencia la sintesis de cortisol (Paltrineri,
2008). Jacobsen et al., (2005), evaluo la respuesta sistémica a la aplicacién de
diferentes dosis de LPS en vacas, y observo un periodo de leucopenia que duro
alrededor de 8 horas, seguido por un aumento en el nimero de leucocitos luego
de 12 horas de administrado el LPS (Jacobsen et al., 2005). La respuesta celular
temprana se atribuye principalmente a la infiltracion y almacenamiento de las
células de la linea blanca en érganos tales como el higado y el bazo, generando
en este Ultimo la esplenomegalia caracteristica de la sepsis por microorganismos
Gram negativos (Gridley et al., 2007). El posterior aumento en el numero de
leucocitos se deberia al efecto del cortisol sanguineo, ya que, entre sus efectos
en la modulacion de la respuesta inflamatoria, se describe la inducciéon de un
rapido incremento de los leucocitos circulantes, debido a la liberacion de
leucocitos desde el pool marginal del endotelio vascular (Paltrineri, 2008). La
liberacién de corticosteroides en el organismo, ademas lleva al animal a producir

un nivel mas alto de citocinas quimioatrayentes como IL-1, TNF- q, IL-6, las

31



cuales estimulan la salida de células inmaduras desde la medula 6sea hacia la
circulacion (Altenburg et al., 2002), También se describe un aumento en el
namero de plaquetas circulantes en la sangre, este aumento refleja primeramente
la liberacion desde el pool de almacenamiento y después refleja un aumento en

la sintesis por parte de la medula 6sea (Ebersole and Capelli, 2000).

La RFA se caracteriza ademas por un descenso en el conteo de glébulos
rojos en la sangre (Ebersole and Capelli, 2000). Sin embargo, Yates et al., (2011)
en ovinos tratados con LPS describe un incremento del volumen globular (VG),
efecto que atribuyen a la contraccion esplénica, la cual produce la liberacion de
eritrocitos hacia la circulacion sanguinea. El descenso en los eritrocitos
contribuye a una disminucion del hierro disponible para los patégenos (Ebersole
and Capelli, 2000). Jacobsen et al., (2005) encontr6 que luego de la
administracion de distintas dosis de LPS en vacas, se producia un descenso tanto
en el hierro como en el calcio sérico. El descenso en el hierro se produjo desde
la administracion del LPS y alcanzo su menor valor a las 24 horas post-
tratamiento, luego aumentd su concentracion hasta valores basales a las 48
horas (Jacobsen et al., 2005). El calcio sérico tiene un comportamiento similar,
sufriendo un fuerte descenso hasta las 24 horas de ser administrado el LPS,
posterior al cual aumenta hasta alcanzar los valores basales a las 48 horas de
iniciado el estudio. Esta disminucion en los niveles de calcio sérico indicaria una
perfusién renal disminuida, ya que posterior a la administracion de LPS se
produce una fase de descenso en el volumen de eyeccién, con una caida en el

gasto cardiaco y un consumo de oxigeno disminuido (Bermejo and Duarte, 2003).

En vista de los datos aqui sefalados, se puede concluir que la
administracion de LPS representa un modelo util y valido, para evaluar in vivo las
respuestas fisioldgicas que ocurren a consecuencia de la infeccién por
organismos Gram negativos, siendo esta respuesta similar a la que ocurre en los
animales que estan cursando con una RFA. Esto reafirma la utilidad de este
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modelo para estudiar el efecto de la RFA sobre las caracteristicas

farmacocinéticas de los farmacos.

A pesar de estos antecedentes, existen pocos datos que describan la
magnitud y la relacion entre los parametros inflamatorios después de la
exposicion a dosis repetidas de LPS de Escherichia coli con el objetivo de generar
una RFA en ovinos. Conjuntamente, esta especie animal presenta una gran
variabilidad en los valores de referencia para la hematologia y bioquimica clinica
en las distintas regiones del mundo (Braun et al., 2010), por lo tanto, es necesario
evaluar las respuestas hematologicas y bioquimicas en esta especie, ya sea en

condiciones normales como en ovinos tratados con LPS.

5 RESPUESTA DE FASE AGUDA Y SU EFECTO SOBRE LA
FARMACOCINETICA DE LOS FARMACOS

Existen suficientes evidencias que indican que la farmacocinética de los
farmacos varia durante la ocurrencia de un estado patoldgico o una infeccién que
involucre un componente inflamatorio, por lo tanto, la capacidad de manejar
dichas drogas se ve mermada (Renton, 2005), estos efectos resultan de la
expresion alterada de ciertas enzimas de la familia citocromo P450 (CYP 450) y
de proteinas transportadoras de farmacos, las que son regulados negativamente
durante la generacion de mecanismos de defensa del huésped (Morgan et al.,
2008). Esta regulacion ocurre a nivel de la transcripcion geénica con una
disminucién de la expresién y sintesis de proteinas con actividad enzimatica y
transportadora, alterandose con ello el metabolismo, la distribucion y eliminacién
de ciertos farmacos (Renton, 2004). Un estimulo inflamatorio global como la
endotoxina bacteriana (LPS), puede regular a la baja a la mayoria de las
proteinas de la familia de CYP450s y proteinas transportadoras, sin embargo, la
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especificidad de CYP450s y regulacion transportadora depende del modelo de

inflamacion en estudio (Morgan et al., 2008).

La TABLA 2 muestra algunos estudios donde se ha usado el LPS como
un estimulante de la RFA, con el objetivo de determinar su efecto sobre la
farmacocinética de diferentes farmacos. Estos estudios indican que a
consecuencia de la RFA se alteran los procesos farmacocinéticos de absorcion,

distribucién metabolismo y excrecion.

Las investigaciones mostraron un aumento en la vida media de
eliminacién, el tiempo medio de residencia y el ABC de los farmacos sustratos de
la CYP-450, efecto que estaba acompafiado por una disminucion en la sintesis
de sus principales metabolitos. El resultado era menor cuando los farmacos se
administraban en conjunto con un agente antiinflamatorio. Con respecto a los
farmacos sustratos de glicoproteina-P, se observé un aumento en la absorcién
del farmaco, asi como también un aumento en la distribucion del farmaco hacia

determinados tejidos principalmente el SNC (Goralski et al., 2003).
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TABLA 2: Estudios en los que se ha usado el LPS con la finalidad de conocer el

efecto de la RFA sobre la farmacocinética de los farmacos

Farmaco Especie Referencia

Ampicilina-Amoxicilina-
Cloranfenicol- Terneros Groothius et al., 1980

Trimetropins.

Enrofloxacino Cabras Rao et al., 2000
Digoxina Ratas Goralski et al., 2003
Enrofloxacino Cerdos Post et al., 2003
Enrofloxacino Conejos Elmas y Uney, 2006
Flinixin meglumine Conejos Elmas et al., 2008
Digoxina Ratas Kato et al., 2008
Florfenicol Ovinos Pérez et al., 2015

5.1 Mecanismo de transporte de farmacos en biomembranas

Los transportadores son una serie de proteinas de transmembranas que
tienen importancia en los procesos farmacocinéticos, cumpliendo un papel
fundamental en los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién
de los xenobidticos a través de las barreras celulares, ya que son responsable
de la secrecion de sustancias desde el interior de la célula hacia el espacio
extracelular, limitando los procesos de absorcion y de distribucion (Mizuno et al.,
2003). Entre las moléculas con funcion transportadora se incluyen: glicoproteina-
P de resistencia a mdultiples drogas (MDR/gp-P), la proteina asociada a
resistencia a multiples farmacos (MRP1-3), proteina de resistencia al cancer de
mama (BCRP), los péptidos de transporte de aniones organicos (OATPS) y

transportadores catiénicos organicos (OCTs) (Mizuno and Sugiyama, 2002).
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Dentro de estos transportadores, tiene especial importancia la
glicoproteina-P (gp—P), la cual es una fosfoglicoproteina de transmembrana de
aproximadamente 1280 amino&cidos y con una masa molecular de 170 kDa
(Fardel et al., 1996; Fernandez et al., 2004), perteneciente a la super-familia de
las ATP binding casette (ABC) (Kiki-Mvouaka et al., 2010; Pluchino et al., 2015).
Fue identificada por primera vez en células de ovario de hamster, demostrandose
posteriormente como un factor importante involucrado en los fendmenos de
resistencia a multiples drogas (MDR) en células tumorales de mamiferos (Juliano
and Ling, 1976). Este transportador de membrana es codificado por una
subfamilia de genes donde se reconocen los genes mdrla, mdrlb y mdr2 en
roedores y MDR 1y 2 en humanos (Fernandez et al., 2004), los genes mdrlay
mdrlb en roedores y MDR1 en humanos son los que codifican a proteinas que
participan en el transporte de farmacos. Sin embargo, los genes mdr2 en
roedores y MDR2 en humanos no estan asociados al transporte de farmacos,
sino que codifican a una traslocasa de fosfatidilcolina localizada en la membrana

de los canaliculos biliares (Smit et al., 1993; Lanusse et al., 2005).

La gp-P juega un papel trascendental en el transporte de moléculas a
través de las membranas celulares, actuando como una bomba de eflujo que
transporta una amplia gama de compuestos desde dentro de la célula hacia el
exterior utilizando energia desde la hidrdlisis de ATP (Pluchino et al., 2015). Esta
proteina se expresa constitutivamente en linfocitos circulantes y 6rganos tales
como: intestino, rifidn, higado, pulmones, cerebro, testiculos y placenta entre
otros (Lin and Yamazaki, 2003; Fernandez et al., 2004; Hennesey and Spiers,
2007; Pluchino et al., 2015). En el intestino delgado y grueso se localiza en la
membrana de los enterocitos a nivel del ribete en cepillo (Lanusse et al., 2005).
En la placenta, la gp-P ha demostrado tener un papel importante en la proteccion
del feto de un numero de diferentes moléculas incluyendo esteroides sintéticos,

herbicidas agricolas y pesticidas (Sun et al., 2006). Una consecuencia de estos
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numerosos roles es que gp-P puede afectar los parametros farmacocinéticos de
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de farmacos y xenobioticos (Lin
and Yamazaki, 2003), estas modificaciones en la farmacocinética de sustratos
para la gp-P, documentadas en los animales mdr (-/-) (knockout), pueden ser
reproducidas cuando un efectivo inhibidor de gp-P es co-administrado con un

sustrato de dicho transportador (Schinkel, 1997; Geyer et al., 2009).

5.2 Efecto de la RFA en la expresion de la gp-P

Como se mencion6 anteriormente, el LPS estimula monocitos y
macrofagos para inducir la liberacion de citocinas pro-inflamatorias (Mollen et al.,
2006), quimiocinas, y eicosanoides desde diferentes tipos de células en el cuerpo
(Mollen et al., 2006), estas citocinas son en ultima instancia responsables de
modificar la expresion y funcidon de estas proteinas, con funcion metabdlica y
transportadora (Aitken et al., 2006). Aunque un gran namero de citocinas son
capaces de regular los genes de estas proteinas, el papel de la IL-6 es la que se
ha puesto en relieve (Morgan et al., 2008). No obstante, estudios en ratas, han
demostrado que la liberacion de TNF-a puede ser relevante. Este actuaria
activando el receptor de TNF-1a, lo cual a su vez estimula la liberacion de
endotelina 1, y la activacion secuencial del receptor de endotelina-1B, la enzima
oxido nitrico sintetasa (NOS), y la proteina quinasa C, causando con ello, una
pérdida rapida y reversible de la funcion del transportador gp-P (Hartz et al.,
2006).

El Receptor de pregnano X (PXR), es un factor de transcripcion nuclear
activado por xenobioticos que se expresa en los tejidos de barrera y excretores,
incluidos intestino, higado y rifion donde controla el metabolismo y transporte de
eflujo de xenobidticos (Ott et al., 2009), ademas de activar la expresion de un
gran numero de proteinas (Beigneux et al.,, 2002). Varios laboratorios han
sefialado que este PXR, es afectado en los hepatocitos por LPS o citocinas pro-

inflamatorias donde destaca IL-6 (Morgan et al., 2008). Existe evidencia que el
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tratamiento sistémico con LPS disminuye la expresion PXR, lo que sugiere la
participacion de este receptor en la reduccién de expresion proteica y funcion
hepética durante las respuestas inflamatorias (Beigneux et al., 2002). Otros
genes responsables de la expresién proteica pueden ser regulados por otro
receptor nuclear, denominado receptor constitutivo androstano (CAR).
Evidencias experimentales demuestran que, en ratones portadores de tumores,
las respuestas de PXR y CAR en el higado se reducen, lo que indica que se altera
la accion de los receptores nucleares involucrados en la regulacion de las vias
de eliminacién del farmaco, resultados que son consistentes con los observados
en modelos inflamatorios agudos (Beigneux et al., 2002; Teng and Piquette-
Miller, 2005).

La reduccion de transportadores hepatico y defectos funcionales en la
proteina de resistencia a multiples farmacos (MDR) se han observado en estados
inflamatorios después del tratamiento con LPS (Wang et al., 2005; Aitken et al.,
2006). Reducciones significativas en los niveles de ARNm de Mdr2, gen que
codifica para la gp-P hepatica, se han observado en ratones portadores de
tumores (Morgan et al., 2008). También se ha asociado la pérdida de la expresion
de Mdrla con la consecuente pérdida de la expresidon de la proteina
transportadora de farmacos dentro de la barrera sangre-cerebro (Goralski et al.,
2003), permitiendo que los farmacos que son normalmente transportados fuera
del cerebro por gp-P puedan entrar y causar toxicidad en el SNC (Renton, 2005).
Esta disminucion de la expresion de gp-P ha sido observada después de la
inflamacion sistémica inducida por LPS donde se ha visto una reduccion del
ARNmM del gen Mdrla en el cerebro y en los niveles de proteina y funcion
transportadora de gp-P (Wang et al., 2005), esto fue demostrado luego de la
administracion intracerebroventricular (i.c.v), de LPS en ratas, donde se observé

una rapida reduccion de la expresion de ARNm del gen Mdrla en cerebro, esta
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reduccion fue maxima tres horas después de administrada la endotoxina
(Goralski et al., 2003).

5.3 Rol de la gp-P en la farmacocinética de IVM

Entre los agentes quimioterapéuticos, en los que se ha demostrado que la
gp-P juega un papel importante en la disposicion cinética, destaca el grupo de
las LM, dentro de este grupo destaca la IVM siendo uno de los farmacos, que
presenta mayor afinidad por este transportador (Kiki-Mvouaka et al., 2010). Se
han realizado estudios utilizando inhibidores de esta proteina para evaluar su
efecto sobre la farmacocinética de este endectocida (McKellar and Gokbulut,
2012).

Estudios realizados ovejas y en ratas utilizando verapamilo (inhibidor de la
gp-P), en coadministracion con IVM, han demostrado un aumento considerable
en la disponibilidad plasmética (Molento et al., 2004), asi como un retraso en la
eliminacion de IVM (Alvinerie et al., 1999). La co-administracion de IVM con
ketoconazol o itraconazol, como inhibidores selectivos de gp-P aumentaron las
concentraciones plasmaticas de IVM en ovejas (Ballent et al., 2007; Alviniere et
al., 2008) y la concentracion tisular en diferentes segmentos del tracto
gastrointestinal en ratas (Lifschitz et al., 2006).

Ademas de ser afectado por farmacos inhibidores, la funcién de la gp-P
también puede ser modulada por un proceso sistémico que involucre un
componente inflamatorio, como el que ocurre durante una infeccion bacteriana
(Morgan et al., 2008). Esto se demostro en ratas, a las cuales se les administro
LPS intracerebroventricular con la finalidad de generar inflamacion en el SNC,
generando una rapida reduccién de la expresion de ARNm del gen Mdrla
(Goralski et al., 2003). Con relacion a esta pérdida en la expresion de Mdrla, se
observo un aumento de la acumulacion a nivel cerebral, de digoxina cuando este

farmaco se administra periféricamente, cabe destacar que digoxina se
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caracteriza por ser un sustrato de la gp-P (Goralski et al., 2003). Por lo tanto, es
importante evaluar el efecto de la aplicacion de IVM a animales que presenten
este tipo de respuesta, ya que no existen estudios donde se evalué el efecto de
la respuesta inflamatoria sistémica sobre la disposicion plasmatica y distribucion
tisular de IVM. Es especialmente interesante evaluar su penetracion al SNC, ya
gue el sistema de transporte de gp-P es responsable de evitar el ingreso de las
LM al SNC, por lo tanto, en animales que cursen con un proceso agudo se podria
esperar un aumento en las concentraciones cerebrales de este farmaco. Existen
evidencias en animales como lo perros de raza collie, viejo pastor inglés o Border
Collie, que presentan una delecion en 4 pares de base del gen MDR 1 que
codifica para una gp-p no funcional, los cuales presentan una especial
sensibilidad a este farmaco, observandose efectos secundarios graves de
neurotoxicidad, como depresion, midriasis, tremores, somnolencia, salivacion
estado comatoso y muerte, posterior a la administraciéon de IVM a las dosis de

campo (Geyer et al., 2009).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El parasitismo gastrointestinal representa uno de los principales problemas
que afectan la produccion animal generando importantes pérdidas econémicas,
por el efecto directo de los diferentes estados del parasito sobre la produccion y
la salud animal, dentro de estos efectos, destaca la alteracion en el sistema
inmune del huésped. Estos efectos se deben principalmente al efecto mecénico
de los parésitos, principalmente estadios larvarios, sobre la mucosa y el epitelio
gastrointestinal, lo que, sumado a la alteracion de la flora normal presente en el
aparato digestivo, predispone a la co-infeccibn secundaria de otros
microorganismos tales como bacterias. Cabe destacar que algunos pardsitos
tienen efecto inmunomodulador, lo cual, asociado a las alteraciones nutricionales
generadas por estos, aumentan aun mas la susceptibilidad a la infeccién

bacteriana secundaria.

Para tratar este problema, a fin de disminuir las pérdidas generadas por el
parasitismo, existe un amplia variedad de antihelminticos destacando entre ellos
el grupo de las LM, particularmente la IVM. Aunque IVM no es un farmaco
antibacteriano, generalmente se aplica a gran parte del rebafio y en una dosis
estandar para cada animal, existiendo altas probabilidades de ser aplicada a
animales que estén cursando con un cuadro infeccioso que involucre un

componente inflamatorio.

El conocimiento actual sobre la farmacocinética indica que esta se puede
alterar en animales que estén cursando con un proceso infeccioso, esto es debido
a los cambios fisiopatoldgicos generados por la respuesta inflamatoria aguda del
huésped, ademéas del efecto sobre la expresion de proteinas con funcion
enzimatica o transportadora de farmacos, que pueden alterar los procesos

farmacocinéticos de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion,
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aumentando el riesgo de toxicidad. Por lo tanto, es necesario saber ¢ Cual es el
efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el LPS de E. coli sobre la
farmacocinética y la distribucion tisular de IVM, cuando se administra por

diferentes vias en ovinos?

Por lo anteriormente mencionado, el desarrollo de la propuesta actual
podria proporcionar nueva informacion sobre la farmacocinética y distribucion
tisular, de un farmaco ampliamente usado en medicina veterinaria bajo
condiciones de campo. La informacién generada servird para establecer si
existen variaciones en las concentraciones sanguineas y tisulares de IVM en
condiciones de un estado inflamatorio agudo, con el fin de evaluar los posibles
cambios posolégicos y establecer los periodos de espera en la eventualidad que
se observen variaciones en las concentraciones en los tejidos. Por lo tanto, los
resultados pueden tener trascendencia para la salud y produccién animal, y la

salud publica.
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HIPOTESIS:

La respuesta inflamatoria aguda inducida por la administracion de
lipopolisacarido de Echerichia Coli en ovinos modifica la disposicion
plasmatica y la distribucion tisular de Ivermectina en comparacion con los

efectos observados en animales control tratados con suero salino.

OBJETIVOS GENERALES:

Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por la
administracion de lipopolisacarido de E. coli en ovinos sobre la

disposicion plasmatica y distribucion tisular de lvermectina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar el efecto de la administracion de dosis repetidas de 1 pg/kg
por via intravenosa de lipopolisacarido de E. coli sobre las variables
fisioldgicas, hematoldgicas y bioquimicas en ovinos.

Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el
lipopolisacéarido de E. coli sobre la disposicion plasmatica de lvermectina
administrada por via intravenosa en ovinos.

Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el
lipopolisacarido de E. coli sobre la farmacocinética plasmatica y la
distribucion tisular de lvermectina administrada por via subcutanea en

ovinos.
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e Determinar el efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el
lipopolisacarido de E. coli sobre la farmacocinética plasmética de

Ivermectina administrada por via intraruminal en ovinos.
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IV. MATERIALES Y METODO

Lugar de trabajo

La fase experimental se desarroll6 en las dependencias del Hospital
Clinico Veterinario de animales mayores de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad de Concepcién, Campus Chillan. El procesamiento y analisis de las
muestras para la determinacion de las concentraciones plasmaticas y tisulares
de IVM se realizd en el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria del
Departamento de Ciencias Clinicas de la Universidad de Concepcion; Campus
Chillan.

Previo a la fase experimental a los animales se les extrajeron muestras de
sangre para analisis de hemograma y determinacion de perfil bioquimico lo que
se realizd en el Laboratorio de Patologia Clinica del Departamento de Ciencias

Clinicas.

Se utilizaron para este estudio ovinos adultos de raza Suffolk-Down con
un peso promedio de entre 30 y 60 kg, los cuales fueron asignados mediante un
disefio de bloques al azar a los diferentes grupos experimentales. Posterior a su
llegada, se les realizé un examen clinico completo para establecer su condicién
de clinicamente sanos. El examen clinico consto de la evaluacion de constantes
fisiologicas y exdmenes complementarios, obteniéndose muestras de sangre
para evaluar hemograma y perfil bioquimico. Ademas, se realizaron examenes
fecales para determinar la condicién parasitolégica de los animales, por medio
del recuento de huevos en materia fecal tanto de nematodos gastrointestinales,
coccidias y trematodos. Los animales con resultado positivo a la presencia de
nematodos gastrointestinales (ngi) se trataron con febendazol (Panacur® 10%,
Intervet, Santiago, Chile) con un periodo de resguardo de 12 dias; en tanto
aquellos con recuentos positivos a coccidias fueron tratados con sulfa-trimetropin
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(Azovetril®, VeterQuimica, Santiago, Chile) en la dosis recomendada para la
especie. Los animales que no respondieron a los tratamientos antiparasitarios
administrados y que presentaron recuentos positivos a ngi, asi como aquellos
cuyos parametros fisiolégicos, hematoldgicos y bioquimicos se encontraron fuera
del rango normal para la especie fueron considerados como no aptos y se

descartaron del estudio.

Con el fin de reducir el riesgo de ingestion de estadios infectantes de
parasitos, los ovinos se mantuvieron estabulados. La nutricion se bas6 en heno
de alfalfa de tercer corte (Medicago sativa), ademas de avena en grano (Avena
sativa) que completan los requerimientos nutricionales de ovinos adultos. El agua
fue suministrada ad libitum. Los corrales se encontraron bajo techo protegidos de
los factores climaticos y en condiciones de ventilacion apropiadas. La cama fue
remplazada conforme a las necesidades de mantencion del aseo y salud de los

animales.

El modelo animal usado en este estudio es el ovino. La eleccion de esta
especie radicd en que son animales facilmente manejables y poseen un menor
valor comercial y de mantencion que animales de caracteristicas semejantes,

como es el caso del bovino.

Condiciones Generales

El tamafio muestral de los grupos experimentales fue determinado segun la

formula descrita por Eng (2003) para estudios de investigacion comparativa:
N = 4oz (Zerit + Zpwr)/D2

Donde N = es el tamafio total de la muestra (la suma del tamafio de la muestra

de todos los grupos experimentales).
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o = es la desviacion estandar de la ABCo-t para IVM obtenida para ovinos segun
Pérez et al. (2006).

Zcrit = es el valor critico de tabla para el criterio de significancia deseada.

Zpwr = es el valor de tabla para la potencia estadistica deseada.

D = es la minima diferencia esperada entre dos medias.

Para el célculo se usaran una significancia de 0.05 y un poder de prueba de 0.8.

Disefio experimental

Objetivo 1: Determinar el efecto de la administracion de una dosis de 1
ug/kg lipopolisacarido de E. coli sobre las variables hematoldgicas,
fisiolégicas y bioguimicas en ovinos.

Evidencias experimentales indican que las endotoxinas bacterianas, son
un factor importante en la fisiopatologia de la sepsis generada por
microorganismos Gram negativos (Ramachandran, 2014). Dentro de este grupo,
destaca el lipopolisacéarido (LPS) de Escherichia coli, el cual ha sido ampliamente
usado como un modelo alternativo a infecciones, debido a su potente capacidad
pirética e inmuno-estimulante en los animales (Morgan et al., 2008). A pesar de
que existe conocimiento que esta endotoxina genera signos clinicos evidentes y
caracteristicos de este fenédmeno (Plessers et al., 2015), hay pocos antecedentes
qgue describan la magnitud y la relacion entre los parametros inflamatorios
después de la exposicion a dosis bajas de LPS de Escherichia coli en ovinos. Por
ello es importante evaluar la respuesta clinica y hematologica que presentan
estos animales, al ser sometidos a la exposicion intravenosa de una dosis baja
de LPS. La finalidad es desarrollar un modelo reproducible, que sea Uutil para
estudiar el efecto de la infeccién y la inflamacion generadas por productos
bacterianos sobre las caracteristicas farmacocinéticas de farmacos de uso

veterinario, como es el caso de IVM.
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Para cumplir este objetivo se desarroll6 el experimento 1.

Experimento 1. Se seleccion6 para el estudio un grupo de 10 ovinos Suffolk
Down clinicamente sanos de 12 meses de edad y 40-50 kg de peso corporal (pc)
con una condicién corporal de 4/5 puntos en promedio. Los animales se
dividieron en dos grupos de 5 animales cada uno, mediante un disefio de bloques
al azar, considerando las variables raza, sexo, edad y peso corporal. El grupo
experimental fue tratado con tres dosis intravenosas de 1 ug/kg de peso corporal
de LPS a través de la vena yugular derecha a las 0, 8 y 24 horas (h) después de
iniciar el estudio para inducir una RFA. El grupo de control se traté con el mismo

volumen de SS a intervalos similares a los del grupo LPS.

Durante el periodo de prueba (0 a 36 horas), la frecuencia cardiaca (latidos
/ min), la frecuencia respiratoria (ciclos / min) y la temperatura rectal (° C) se
registraron cada 15 minutos utilizando un monitor multiparametro (Mek’s, MP
800, Kangwon-do, nuevo lider mundial, Corea). Un aumento de 0,8 °C por encima
de la temperatura rectal basal de la oveja se consider6 como indicador de fiebre.
Ademas, la temperatura ambiente se midié con un termémetro de temperatura

maxima y minima.

Se obtuvieron muestras de sangre (3 mL) por puncién yugular antes,
durante 1, 4, 8, 12 y 24 h y después de la primera administracion de LPS o SS.
La sangre se recogio en un tubo con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) para
el analisis de hemogramay en un tubo sin anticoagulante para el analisis de perfil
bioquimico. Los animales se inspeccionaron visualmente para detectar cualquier
efecto adverso durante cada tiempo de muestreo por un periodo de 36 h.
(FIGURA 5).
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FIGURA 5: Esquema de extraccion de muestras sanguineas. HG: Hemograma,
PB: Perfil bioquimico.

Objetivo 2: Determinar el efecto de larespuesta inflamatoria agudainducida
por el lipopolisacéarido de E. coli sobre la disposicion plasmatica de
Ivermectina administrada por via intravenosa (IV) en ovinos.

La inflamacion aguda regula la expresion, actividad y funcionalidad de
muchas proteinas con funcién enzimatica y trasportadora de farmacos, las que
son reguladas a nivel de la transcripcién de los genes resultando en una
disminucion del ARNm y consecuentemente una disminucion en su actividad
(Morgan et al., 2008). Dentro de las proteinas transportadoras destaca la gp-P,
la cual tiene un importante rol en la fase de absorcién, distribucion y eliminacién
de diversos farmacos en el organismo, debido a su expresion en sitios como
intestino, higado, rifion, entre otros (Lanusse et al.,, 2005). Las LM son
importantes sustratos de esta proteina, destacando la IVM dentro del grupo (Kiki-
Mvouaka et al., 2010). La fuerte potencia de IVM para inhibir la gp-P se encuentra
en el mismo rango que la de ligandos de gp-P informados hasta la fecha, tales
como la ciclosporina A, su derivado PSC833 o loperamida (Lespine et al., 2012).
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Por lo tanto, es de interés determinar qué sucedera con la disposicion plasmatica
de IVM administrada por via IV, en animales que estén cursando con una RFA
inducida por LPS de E. coli y si se presentaran cambios en estos parametros al

compararlos con ovinos sanos.
Para ello se desarroll6 el experimento 2.

Experimento 2. Se seleccion6 para el estudio un grupo de 10 ovinos Suffolk
Down clinicamente sanos de 14 meses de edad y 55 + 3,3 kg de peso corporal,
con una condicion corporal de 4/5 puntos. Los animales se dividieron en dos
grupos de 5 animales cada uno, mediante un disefio de bloques al azar,
considerando las variables raza, sexo, edad y peso corporal. El grupo | fue tratado
con tres dosis endovenosas (a las 0, 8 y 23 horas después del inicio del estudio)
de 1 ug/kg de LPS de E. coli disuelto en solucién salina al 0,9% libre de pirégenos.
El grupo I, fue tratado con igual volumen de solucion salina 0.9%(SS) y
corresponde al grupo control. Veinticuatro horas después de la primera inyeccion
de LPS o SS ambos grupos se trataron con 0.2 mg/kg de IVM (Ivomec® solucion
inyectable 1%, Merial®, Haarlem, Holanda) via IV a través de la vena yugular. Se
colectaron muestras de sangre (5 ml) desde la vena yugular contralateral a la que
se inyecto el farmaco a las 0.05, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 144, 192, 240,
288 horas post tratamiento con IVM, (FIGURA 6). Las muestras de sangre fueron
colectadas en tubos al vacio (SST ™Il Advance, BD Vacutainer®, Santiago, Chile)
y luego centrifugadas a 3200 rpm por 10 minutos a 4°C en una centrifuga
refrigerada MIKRO22R (Hettich®, Alemania). El plasma obtenido se almacenéd a

-20°C hasta su analisis.
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FIGURA 6: Esquema experimental para la extraccion de muestras luego de la

administracion de IVM por via intravenosa en ovinos.

Objetivo 3: Determinar el efecto de larespuesta inflamatoria agudainducida
por el lipopolisacarido de E. coli sobre la farmacocinética plasméatica y la
distribucidn tisular de lvermectina administrada por via subcutanea (SC) en
ovinos.

La via SC es una de las vias disponible para la aplicacion de IVM en
ovinos, por lo que es ampliamente usada en condiciones de campo (McKellar and
Gokbulut, 2012), por lo anterior es de interés saber si la RFA generada por la
administracion de dosis repetidas de LPS puede generar cambio en la absorcion,
en la disposicion plasmatica y distribucion tisular de IVM administrada por esta

via.
Para cumplir este objetivo se desarrollé el experimento 3.

Experimento 3. Se utilizaron para este estudio 22 ovinos de raza Suffolk Down,
hembras y machos castrados clinicamente sanos. Se realizaron dos estudios

diferentes, el primero se uso para estudiar la farmacocinética plasméatica mientras
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gue el segundo se utilizé para determinar la distribucion tisular del farmaco. Para
determinar la farmacocinética plasmatica se usaron 10 ovinos de raza Suffolk
Down hembras y machos castrados clinicamente sanos, de 10 meses de edad y
de 36,3 + 2,8 kg de peso corporal, estos fueron separados en 2 grupos
experimentales de 5 animales cada uno, mediante un disefio de bloques al azar,
considerando las variables raza, sexo, edad y peso corporal. El grupo | fue tratado
con tres dosis endovenosas (a las 0, 8 y 23 horas después del inicio del estudio)
de 1 ug/kg de LPS de E. coli disuelto en solucion salina al 0.9% libre de pirégenos.
El grupo Il, se trat6 con igual volumen de solucion salina 0.9% (SS) y corresponde
al grupo control. Veinticuatro horas después de la primera inyeccion de LPS
ambos grupos recibieron 0.2 mg/kg de IVM (lvomec® solucién inyectable 1%,
Merial®, Haarlem, Holanda) por via subcutanea. Se colectaron muestras de
sangre (5 mL) desde la vena yugular, previoy alas 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 8, 12, 24
horas, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 15 dias post tratamiento con IVM, (FIGURA 7). Las
muestras de sangre fueron colectadas en tubos al vacio (SST™II Advance, BD
Vacutainer®, Santiago, Chile) y luego se centrifugaron a 3200 rpm por 10 minutos
a 4°C en una centrifuga refrigerada MIKRO22R (Hettich®, Alemania). El plasma

obtenido se almacend a -20°C hasta su analisis.

Para el estudio de la distribucién tisular de IVM se usé un grupo de 12
ovinos clinicamente sanos de 20 meses de edad y de 58 + 8,7 kg de peso
corporal, con una condicion corporal de 4/5 puntos. Los animales fueron
separados en 2 grupos experimentales de 6 animales cada uno, mediante un
disefio de bloques al azar, considerando las variables raza, sexo, edad y peso
corporal. El grupo | fue tratado con tres dosis endovenosas (a las 0, 8 y 23 horas
después del inicio del estudio) de 1 pg/kg de LPS de E. coli disuelto en solucion
salina al 0,9% libre de pirégenos. El grupo II, se tratd con igual volumen de
solucion salina 0.9% (SS) y corresponde al grupo control. Veinticuatro horas
después de la primera inyeccion de LPS ambos grupos recibieron 0.2 mg/kg de

IVM (lvomec® solucion inyectable 1%, Merial®, Haarlem, Holanda) por via
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subcutanea. A las 48 h de la administracion de IVM, los animales fueron
sacrificados de acuerdo con las recomendaciones de las Directrices de la
Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (AVMA) para la eutanasia en
animales (Underwood et al., 2013). Las ovejas de cada grupo se sedaron con 1
mg/kg de xilacina y (XILAGESIC®, Xilacina Clorihidrato 2.33%, DragPharma
Chile Invetec SA, Chile) y luego se sacrificaron con una inyeccion intravenosa de
una solucién de eutanasia (T-61, Intervet Chile, Santiago, Chile) en volumen de
5 a 6 mL por animal. Las ovejas se desangraron inmediatamente durante al
menos 5 minutos y se recolectaron muestras de tejido de rifion, higado, bilis,
grasa, musculo y cerebro. Los tejidos se almacenaron en hielo inmediatamente
después de la recoleccion y se transfirieron a un congelador a -20 ° C dentro de
las 24 h posteriores a la recoleccidon. Los tejidos se descongelaron para su
procesamiento para producir muestras molidas homogéneas y se almacenaron a
-20 ° C hasta el analisis. Los tejidos de control se manipularon exactamente de

la misma manera para medir la concentracion tisular de VM.
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FIGURA 7: Esquema experimental para la extraccion de muestras luego de la

administracion de IVM por via subcutanea en ovinos

Objetivo 4: Determinar el efecto de larespuesta inflamatoria aguda inducida
por el lipopolisacarido de E. coli sobre la farmacocinética plasmatica de
Ivermectina administrada por via intraruminal (IR) en ovinos.

Otra de las vias disponibles para la administracion de IVM en ovinos es la
via intraruminal (McKellar and Gokbulut, 2012), evidencia actual indica que tras
la administracion IR de IVM, se observan concentraciones significativamente
superiores tanto en el contenido como en la mucosa del abomaso y del intestino
delgado en comparacion a la IVM administrada por via SC, esta informacion es
relevante ya que estos sitios son los principales lugares de ubicacion de los
parasitos gastrointestinales (Lloberas et al., 2013). Por ello seria interesante
observar la cinética plasmatica de IVM cuando se administra por via oral a

animales que cursen con una respuesta inflamatoria.

54



Para dar respuesta a este objetivo se realiz6 el experimento 4.

Experimento 4. Se utilizaron 10 ovinos de raza Suffolk Down hembras y machos
castrados clinicamente sanos, de 15 meses de edad y de 36,3 = 2,8 kg de peso
corporal. Los animales fueron distribuidos en 2 grupos experimentales de 5
animales cada uno mediante un disefio de bloques al azar, considerando las
variables raza, sexo, edad y peso corporal. El grupo | fue tratado con tres dosis
endovenosas (a las 0, 8 y 23 horas después del inicio del estudio) de 1 pg/kg de
LPS de E. coli disuelto en solucion salina al 0,9% libre de pir6genos. El grupo I,
fue tratado con igual volumen de solucion salina 0.9%(SS) y corresponde al grupo
control. Veinticuatro horas después de la primera inyecciéon de LPS ambos
grupos recibieron 0.2 mg/kg de IVM (Ivomec® solucién inyectable 1%, Merial®,
Haarlem, Holanda) la cual se administr6 por via intraruminal (IR), para lo cual se
ubico el lado izquierdo de la pared abdominal y luego de limpiar y desinfectar la
zona se procedio a inyectar la IVM directamente a la cavidad ruminal mediante
una jeringa de 3mL y aguja de 21G. Se colectaron muestras de sangre (5 mL)
desde la vena yugular contralateral a la que se inyect6 el farmaco a las 0.5, 1,
1.5,2,3,4,8,12, 24, 48, 72, 96, 144, 192, 240, 288, 360 horas post tratamiento
con IVM, (FIGURA 8). Las muestras de sangre fueron colectadas en tubos al
vacio (SST™II Advance, BD Vacutainer®, Santiago, Chile) y luego centrifugadas
a 3200 rpm por 10 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada MIKRO22R
(Hettich®, Alemania). El plasma obtenido se almacend a -20°C hasta su analisis.
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FIGURA 8: Esquema experimental para la extraccion de muestras luego de la
administracion de IVM por via IR en ovino.

Condiciones Experimentales

Registro de las Constantes Fisiolégicas

Las constantes fisioldgicas, frecuencia cardiaca (latidos por minuto),
frecuencia respiratoria (ciclos por minuto) y temperatura rectal (T°C) fueron
determinadas cada 15 minutos desde las 0 hasta 36 horas de iniciado el estudio.
Estas se midieron con un monitor multiparametro (Mek’s, MP 800, Kangwon-do,
New Global Leader, Korea), con electrodo adaptados para ovinos,
adicionalmente se midié la temperatura corporal con termémetro clinico y las
frecuencias con fonendoscopio (Litman®) para la verificacion de los resultados.
Se considero como indicador de fiebre un aumento de 0,8 °C por sobre la
temperatura rectal basal. Ademas, se midi6 la temperatura ambiental mediante

un termémetro de maxima y minima.
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Recoleccidén de muestras sanguineas

La recoleccion de muestras sanguineas comprendiéo un periodo de 24
horas, donde se obtuvieron un total de 5 muestras por cada animal en estudio;
las muestras se tomaron previo a la administracion de LPS (T0); y alas 1 (T1), 4
(T2); 8 (T3); 12 (T4) y 24 (T5) horas posteriores a la primera administraciéon de
LPS tal como se esquematiza en la Figura 5. Se extrajeron 4 mL de sangre desde
la vena yugular utilizando una jeringa de 5 mL de aguja de 21G. La sangre
colectada se distribuyé en un tubo de con EDTA (1 mL), y en un tubo sin
anticoagulante (3 mL), para la determinacion y posterior andlisis del hemograma
el primero y para la determinacion de los perfiles bioquimicos. Posteriormente,
las muestras sanguineas se centrifugaron a 3200 rpm por 10 minutos a 4°C en
una centrifuga refrigerada MIKRO22R (Hettich®, Alemania), el plasma obtenido
fue almacenado para su posterior andlisis. Para determinar el perfil bioquimico el

plasma se almacend a 4 °C por 1 h y posteriormente a -20 °C hasta su analisis.

Determinacion de las variables hematoldgicas, bioquimicas y marcadores

inflamatorios

Andlisis del Hemograma

El volumen globular (%) se determind mediante el uso de tubos de
microhematocrito los que se centrifugaron a 12000 rpm por 4 minutos. El recuento
de leucocitos totales (leucocitos/uL), se determind mediante la técnica de Hayem
B (Feldman et al., 2000). El recuento diferencial de leucocitos y el recuento de
plaguetas se realizé mediante la observacion directa de los frotis sanguineos

utilizando la tincidon Pandptico rapido (Quimica analitica aplicada S.A Espafia)

Analisis del Perfil Bioquimico

Para determinar la actividad (Unidades por litro: U/L) de las enzimas de

aspartato amino transferasa (AST) y gama glutamiltranspeptidasa (GGT), se
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emplearon reactivos comerciales del laboratorio DiaSys® (Alemania), de acuerdo
al método cinético-fotométrico estandarizado por la International Federation Of
Clinical Chemistry (IFCC).

La medicién de la actividad de estas enzimas se realiz0 usando un
analizador bioquimico automatico (Respons 920®, serie 920216, Alemania), a
una longitud de onda primaria de 340 y secundaria de 405 nm para AST y de 405
y 700 nm para GGT.

Las concentraciones de proteinas totales (g/L) y albumina (g/L) se
determinaron mediante el uso de reactivos comerciales del laboratorio DiaSys®
(Alemania), a través de métodos fotométricos. Para la medicién de albumina se
utilizé el verde de bromo cresol, a una longitud de onda de 578 a 700 nm, mientras
gue las proteinas totales se determinaron por el método de Biuret a una longitud
de onda de 546 nm.

La concentracion de globulinas (g/L) fueron determinadas a través de la

diferencia entre el valor de proteina total y el valor de albumina sérica.

Procedimientos analiticos

La IVM fue analizada mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), con deteccion de fluorescencia, después de la extraccion en fase sélida,
segun los procedimientos descritos por Alvinerie et al., (1995) y modificado por
el laboratorio de farmacologia de la Universidad de Concepcion (Pérez et al.,
2006).

Las muestras de tejidos (1 g para higado, rifion, musculo y cerebro, y 0,1
g para grasa), plasma (1 mL) y bilis (1 mL), fueron descongeladas, trituradas,
molidas y homogenizadas para su andlisis. Muestras libres de farmaco fueron
sobrecargadas con solucion estandar de IVM en acetonitrilo, para obtener
concentraciones finales de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25 y 50 ng de IVM/mL. El estandar
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analitico puro de IVM (98,7% de pureza) se adquirié desde Sigma (Missouri,
EE.UU.).

A las muestras sobrecargadas y a las muestras experimentales de rifidon,
musculo, higado, cerebro, bilis y plasma se les adiciono 0,5 mL de agua grado
HPLC y 2 mL de acetonitrilo, ambos a 4 °C, y se sometieron a agitacién horizontal
(Vortex) durante 30 minutos. Posteriormente, estas muestras se centrifugaron
(centrifuga: Heraeus, Labofuge 200) a 12000 rpm a 4°C por 5 minutos y se obtuvo
el sobrenadante. Se realizo una segunda extraccion a las muestras siguiendo los

mismos procedimientos mencionados anteriormente.

A las muestras sobrecargadas y a las muestras experimentales de grasa
se les adiciono 0,125 mL de agua HPLC y 0,5 mL de acetonitrilo (4°C) y se
colocaron en un agitador termoregulado a 300 rpm por 20 minutos y a 35 °C,
luego se colocaron en un bafio de ultrasonido durante 5 minutos para

posteriormente ser centrifugadas a 4000 rpm a 14 °C por 10 minutos.

El sobrenadante de cada muestra fue transferido a tubos de vidrio y al
residuo solido se le adiciono 0,5 mL de acetona y se procedio a la agitacion a 35
°C, ultrasonicacion y centrifugacion (4000 rpm a 4 C por 20 minutos). El
sobrenadante obtenido se adiciono al anterior para luego agregarle 2 mL de agua

HPLC, y dejarlo reposar por 15 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

Extraccion en fase sélida

Para la extraccion en fase solida el sobrenadante obtenido desde las
muestras se traspas0 mediante una micropipeta (Socorex) a una columna de
separacion en fase reversa (Supelclean C 18, Supelco), la cual fue acondicionada
previamente con 2 mL de metanol y 2 mL de agua HPLC y luego secada a una

presion de vacio de 2 mm Hg por cuatro minutos.
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Posteriormente la muestra fue eluida con 2 mL de metanol y el eluido se
recogié en tubos de ensayo. Este eluido se sec6 en un bafo termorregulado a
60° C bajo flujo continuo de nitrégeno por 12 minutos. Finalmente, el residuo seco
fue disuelto en 100 puL de N-Metilimidazol en acetonitrilo (1:1 v/v) y luego se
sometio a una reaccion de derivatizacion mediante una solucion de anhidrido de
trifluoroacético en acetonitrilo (1:2 v/v). Una vez ocurrida la reaccion (30

segundos), se tomaron 100puL de esta solucion y se inyecto en el cromatdgrafo.

Condiciones cromatograficas

La fase movil estuvo compuesta por acido acético (0.2 % en agua),
acetonitrilo y metanol (2:64:34 v/v/v), la que se impulsé a una frecuencia de flujo
de 1.5 mL/min a través de una columna de Supelcosil C 18 (5 um; 0.46 cm x 15
cm, Supelco). Se utilizo un sistema de deteccién por fluorescencia a longitudes
de onda de 383 nm de excitacion y 447 nm de emision (Detector de fluorescencia.
Rf-10 AXL-, Shimadzu, Japon).

Validacion de la metodologia analitica

La metodologia analitica fue validada de acuerdo con los procedimientos

descritos por Nufiez et al., (2007).

Analisis farmacocinético

Las concentraciones plasmaticas de IVM fueron analizadas utilizando un
modelo farmacocinético no compartimental, mediante el programa PK solutions
2.0 (Farrier, 1997). La bondad de ajuste fue evaluada mediante la comparacion
de las concentraciones observadas con las concentraciones calculadas y la

reparticién de los residuos.
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La concentracion maxima (Cmax) y el tiempo de concentracion maxima
(Tmax) se obtuvieron de la observacion directa de la curva de concentracion
plasmatica en el tiempo, de cada animal.

Las vidas medias de eliminacion (t ¥2 ), de distribucion (t Y2 a) y de
absorcion (t % ab) fueron calculadas como: In2/B; In2/a y In2/kab,
respectivamente, donde: [ corresponden a la constante de eliminacion, a
corresponde a la constante de distribucién y kab corresponde a la constante de

absorcion.

El area bajo la curva de la concentracion plasmatica en el tiempo (ABC)
fue calculada desde el tiempo cero hasta el dltimo tiempo de medicién de la
concentracion usando el método de los trapezoides. El valor de ABC extrapolado
al infinito se obtuvo dividiendo el valor de la Ultima concentracién de analito por
la pendiente de la fase terminal de la curva concentracion tiempo. El tiempo
medio de residencia (TMR) se calculd por la regla trapezoidal lineal sin

extrapolacion al infinito usando la siguiente férmula:

Donde ABCM... es el &rea bajo la curva de los momentos estadisticos, que
corresponde al valor del area bajo la curva del producto del tiempo y de la
concentracion de la droga frente al tiempo desde 0 al infinito, y ABCo-» es el area

bajo la curva de la concentracion de la droga en el tiempo, previamente descrita:
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Dosis

Vd= 1B

El clearance total corporal (CL:) fue calculado como:

Dosis

CLt = ABC

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como medias y error estandar de la media
(EEM), y se compararon mediante analisis de varianza (ANDEVA) para
mediciones repetidas asociadas con una prueba de comparacién multiple de
Tukey. Se consideré un valor de P < 0,05 para establecer diferencias

estadisticamente significativas.

Todos los procedimientos experimentales realizados en animales fueron
aprobados por el Comité de Bioética, resolucion CBE-49-17 de la facultad de

Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcion, Campus Chillan.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

La inoculacién de animales con agentes bacterianos puros o mixtos ha
sido una herramienta comudn para el estudio de los mecanismos de la sepsis
animal, y se utiliza para desarrollar un modelo de enfermedad reproducible y
rapido en comparacion con los modelos de sepsis humana (Buras et al., 2005).
La utilidad del LPS como modelo de exposicion se debe a que es relativamente
barato y facil de reproducir, ya que no siempre es posible desarrollar modelos
fiables de enfermedades para realizar estudios farmacocinéticos en animales
productores de alimentos (Post et al., 2003). El modelo utilizado en el presente
estudio permitié la generacion de una RFA con tres dosis repetidas de LPS para
simular una respuesta inflamatoria a la infeccion. Esto se hizo con el fin de
caracterizar los cambios en las variables fisiolégicas, hematolégicas y

bioguimicas en ovejas sanas.

Efecto de la administracion de una dosis de 1 pg/kg por via intravenosa de
lipopolisacéarido de E. coli sobre las variables hematoldgicas, fisiolégicas y

bioguimicas en ovinos.

En la FIGURA 9a se muestran los promedios de temperatura corporal
(T°C) observados en ambos grupos de animales. El grupo experimental y el grupo
de control tenian una T°C basal de 39,6 + 0,12y 39,7 £ 0,1 ° C, respectivamente.
En el grupo de control después de la administracion de la solucion salina, la T°C
se mantuvo dentro de los rangos normales durante todo el periodo de estudio.
Por el contrario, las ovejas del grupo experimental presentaron una respuesta
febril como respuesta a la administracion de la endotoxina. EI aumento de
temperatura se inicid 1 h después de la administracion del LPS y se mantuvo
hasta 5,5 hpi, alcanzando una diferencia maxima de 1,7 ° C a las 3,5 h después

de la primera inyeccion de LPS (hpi), de 1,3 °C a las 1,25 hpi después de la
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segunda inyecciony de 1,2 °C alas 1,4 hpi después de la tercera inyeccion. Estas
diferencias fueron significativas con respecto a la T°C basal (P <0,05) y los
valores observados en el grupo de control (P <0,05). El retorno de la T°C a la
linea basal se produjo a las 6 hpi después de cada aplicacion de LPS. Jones et
al., (2000) obtuvieron resultados similares en ovejas. Resultados similares han
sido descritos en conejos por Huang et al., (2008), Marca et al., (2009) y Peailillo
et al., (2016).

Se ha demostrado que el aumento inicial de temperatura se debe a la
participacion de citocinas pirogénicas derivadas de células reticuloendoteliales y
fagocitos. Estas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, interferones y factor de necrosis
tumoral) (Prajitha et al., 2018), entran en el érgano circunventicular del cerebro;
que es un area desprovista de barrera hematoencefalica y se unen a sus
receptores en las células microendoteliales, ya sea para desencadenar la fiebre
directamente (Dalal and Zhukovsky, 2006), o para inducir la liberacién de PG
(Prajitha et al., 2018). Alternativamente se ha propuesto que altas dosis de LPS
interrumpen la funcionalidad de la barrera hematoencefalica, de modo que las
citocinas pueden ingresar al cerebro por difusion o mediante mecanismos de
transporte para interactuar con sus receptores en la superficie de las células
gliales y activar reacciones inflamatorias asociadas con endotoxinas u otros
estimulos dafinos (Prajitha et al., 2018). Ademas, se ha establecido que el
aumento en la expresioén de las citoquinas pro-inflamatorias se asocia a apoptosis
neuronal, disfuncién neuroglial, o a la promocion del reclutamiento de mas células
inflamatorias, con la perpetuacion de la alteracion de permeabilidad de la BHE
(Von Bernhardi, 2004).

El retraso en alcanzar el pico de temperatura se explica por la necesidad
de sintesis y/o presencia de prostaglandina E2 (PGE2) en el centro
termorregulador del organismo, se ha demostrado que el tratamiento con LPS en

la camara subcutdnea de los conejillos de indias dio como resultado una
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produccion excesiva de PGE2, cuyas sefiales llegaron al cerebro, a través de
fibras nerviosas aferentes (Rummel et al., 2005), los mediadores inflamatorios
liberados transmiten mensajes al Organum Vasculosum de la Lamina Terminal
(OVLT) asociados con el &rea preodptica hipotalamica anterior (POA) del cerebro,
a través de sefiales nerviosas sensoriales siendo este el centro termorregulador
del organismo. En respuesta a estos estimulos pirogénicos, las células
endoteliales cerebro-microvasculares liberan citocinas y PGE2 adicionales
generando un estimulo febril mayor (Prajitha et al., 2018). EI menor tiempo para
alcanzar el segundo aumento de temperatura se debe a que las citocinas ya
estan presentes en la zona, por lo que no es necesaria su sintesis y transferencia
al hipotalamo, ya que, de acuerdo con estudios previos, se ha demostrado que
algunas citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la
interleucina 1-B (IL-1B) y la interleucina-6 (IL-6) permanecen elevadas desde 1 a
mas de 7 h después de la inyeccion de LPS (Pacheco-Lopez et al., 2008). El
retorno de la T°C a los valores iniciales se produjo a las 6 h después de cada
aplicacion de LPS. Se describe que la recuperacion de la temperatura corporal
hacia valores basales podria explicarse por un efecto dosis-dependiente de LPS,
ya que a dosis bajas la fiebre presenta un patrén de temperatura monofasico con
una rapida recuperacion después de alcanzar el pico de temperatura, a diferencia
de lo que ocurre con una dosis moderada a alta de LPS, donde se han observado
patrones bifasicos o trifdsicos con una recuperacion mas lenta de la temperatura
basal (Rudaya et al., 2005). Esto ha sido previamente demostrado por Jacobsen
et al., (2005), quienes administraron dosis crecientes de LPS de 10-100-1000
Mo/kg a vacas, y encontraron que estas respondian con un patron de T°C mono,
bi y trifasica, respectivamente, correlacionando las dosis con la recuperacion de
T°C basal. Estos patrones de T°C se explican por diferentes "ondas" de sintesis
de PGE2 (Blatteis et al., 2005).

Los valores de frecuencia cardiaca (FC) correspondientes a los grupos

control y tratado con LPS se presentan en la FIGURA 9b. En el grupo control, la
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FC se mantuvo dentro de los rangos fisiolégicos normales durante todo el estudio,
sin presentar diferencias significativas (P> 0,05) con respecto al valor basal (92
+ 3,2 latidos por minuto). En cambio, se observaron aumentos significativos (P
<0,05) en la FC del grupo experimental en comparacion con el valor basal (90,8
+ 3,18 latidos por minuto), a las 7 - 9,5 - 24,5 - 24,75 hpi de LPS. Ademas, la
comparacion estadistica de los promedios observados entre ambos grupos
mostro que hubo diferencias significativas en la frecuencia cardiaca durante una
gran parte del periodo de registro de la FC, ocurriendo la mayor diferencia 1 hpi
de la segunda dosis de LPS (P <0,05). La taquicardia presente en estos animales
fue similar a la descrita por Yates et al., (2011), quienes encontraron aumentos
en la frecuencia cardiaca en ovejas tratadas con 1,5 pg/kg de LPS. Plessers et
al., (2015) obtuvieron resultados similares en terneros tratados con dosis de 0,5
Mg/kg LPS. El aumento sostenido y la variabilidad que presenta la FC, se asocia
con una de desregulacion autondmica cardiaca como consecuencia de la
inflamacion sistémica (Foteinou et al., 2011); lo que esta relacionado con un
desacoplamiento entre el sistema nervioso auténomo y el corazon (Scheff et al.,
2014) especificamente un desacoplamiento parcial de las células del marcapasos
cardiaco del control neural autbnomo (Gholami et al., 2012), esto se ve reflejado
en un aumento de la actividad simpética cardiaca asi como una atenuacién
parasimpética, siendo este aumento en el tono simpatico la responsable de los

cambios en la FC observados (Reyes-Lagos et al., 2019)

La FIGURA 9c muestra los promedios de la frecuencia respiratoria (FR)
para ambos grupos experimentales. En el grupo control, se mantuvo dentro de
los rangos fisioldgicos normales durante todo el estudio, sin diferencias
estadisticamente significativas (P> 0,05) con respecto a la FR basal (56 = 3,7
ciclos por minuto). Sin embargo, en el grupo experimental, hubo diferencias
estadisticamente significativas (P <0,05) con respecto al valor basal (53,2 + 3,7
ciclos por minuto), a las 25,5 y 25,75 hpi. La frecuencia respiratoria mostré una

tendencia similar a la frecuencia cardiaca y fue mayor en los animales tratados
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con LPS. La comparacion de promedios mostr6 que hubo diferencias
significativas en la frecuencia respiratoria entre los dos grupos durante gran parte
del estudio. Algunos animales tratados tuvieron periodos de tos leves. El aumento
de la frecuencia respiratoria representa la respuesta del organismo a un aumento
de T°C como una forma de aumentar la disipacion de calor a través del jadeo y
la taquipnea. Mientras tanto, los periodos de tos se deberian a una lesion y/o
irritacion del del arbol respiratorio causado por la endotoxina. A las 8 hpi de la
primera dosis de LPS se normalizé la frecuencia respiratoria, lo que coincide con
la disminucion de T°C, se postula que la accion antiinflamatoria de la proteina C
reactiva (PCR) ayudaria en el cese de la sintomatologia respiratoria (Buras et al.,
2005). La PCR es una via importante en la regulacion de la coagulacion y la
inflamacion durante la septicemia, ya que tiene accion antiinflamatoria y también
mejora la perfusion tisular (Buras et al.,, 2005). Se han realizado modelos de
estudios en ratas administrando LPS por via intravenosa para determinar el
efecto de la PCR sobre la lesién pulmonar. Estos estudios demostraron que la
PCR exdgena reduce la lesion pulmonar inducida por LPS mediante la inhibicion

de la produccion de citocinas y la activacion de leucocitos (Buras et al., 2005).
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FIGURA 9: Promedio de temperatura rectal (a), frecuencia cardiaca (b) y
frecuencia respiratoria (c) en ovejas del grupo control y las tratadas LPS de E.
coli LPS (n =5). * p<0,05 vs basal. Letras diferentes en sentido vertical p<0,05.
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Los recuentos en el promedio de leucocitos totales por grupo se presentan
en la FIGURA 10a. El grupo de control tenia un recuento basal total de glébulos
blancos de 9760 = 1116,7 células/puL, manteniéndose en promedios similares
durante todo el periodo de muestreo, mientras tanto, el grupo experimental tuvo
un recuento inicial de 9280 + 723 leucocitos/uL, sin diferencias estadisticas en
los valores basales entre ambos grupos. Sin embargo, a las 4 hpi, se observé
una disminucion en el recuento de glébulos blancos en las ovejas tratadas con
LPS, lo que resulté en una leve leucopenia. No obstante, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa con respecto al valor basal, pero si fue
estadisticamente significativa con respecto a los valores del grupo control (P
<0,05). Esta respuesta celular temprana se atribuye principalmente a la
infiltracion y almacenamiento de glébulos blancos en érganos como el higado y
el bazo, generando en este Ultimo la esplenomegalia caracteristica de la sepsis

Gram negativa (Gridley et al., 2007).

En el presente estudio, la leucopenia inicial se debe a una disminucion en
el recuento de linfocitos cuyos valores fueron inferiores al 50% del valor basal,
gue se observa en la FIGURA 10d. Pedalilillo et al., (2016) encontraron resultados
similares en conejos tratados con LPS, donde se observo una disminucion de
leucocitos a las 4 hpi y luego mostré un aumento entre 12 y 24 hpi. En el grupo
experimental, la leucopenia inicial fue seguida por un aumento de leucocitos
desde las 8 a las 24 hpi, con diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo control (P <0.05) a las 8 y 12 hpi. Estos resultados son
consistentes con los reportados por Rose and Semrad (1992), Bieniek et al.,
(1998), Bannerman et al., (2003) y Jacobsen et al., (2005) en bovinos. Pefailillo
et al., (2016), también observaron un aumento en el recuento de neutréfilos a
partir de las 12 h posteriores al tratamiento en conejos. En literatura, se piensa
que este fendmeno puede atribuirse a un efecto sinérgico entre LPS y la

liberacion de corticosteroides en el organismo. Esta ultima condicion lleva al
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animal a producir un mayor nivel de citocinas quimioatrayentes como la IL-1 y
TNF-a), que estimulan la liberacion de células inmaduras de la médula 6sea a la

circulacion (Altenburg et al., 2002).

Los promedios de recuento de neutrdfilos se presentan en la FIGURA 10b.
El grupo de control tuvo un recuento inicial de 2763,4 + 538,8 neutrofilos/uL,
manteniéndose en valores similares durante todo el periodo de muestreo, en
tanto el grupo experimental tuvo un recuento inicial de 3526,8 + 8445
neutrofilos/uL, sin que se encontraran diferencias estadisticamente significativas
(P> 0,05) entre los valores iniciales en ambos grupos. No obstante, en ovejas
tratadas con LPS, se observd una disminucion en el recuento de neutrofilos
después de 1 hpi, lo que resultdé en neutropenia leve, la cual se debe a la
infiltracion de estas células en 6rganos linfoides como el bazo, el cual tiene una
importante funcion en la respuesta inmune (Gridley et al., 2007). Esta diferencia
fue estadisticamente significativa con respecto al valor inicial y al grupo de control
(P <0,05). Luego, a partir de las 4 hpi se observé un aumento en el nimero de
neutréfilos que llegan a su pico a las 24 hpi, con diferencias estadisticamente
significativas con respecto al valor basal y al grupo control (P <0,05). Los
promedios de recuento de monocitos se presentan en la FIGURA 10c, no se
oibservaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de

estudio.
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FIGURA 10: Recuento de Leucocitos totales (N° de leucocitos pL-1) (a), recuento de neutrofilos (N° de neutrofilos
pL-1) (b), recuento de Monocitos (N° de monocitos pL-1) (c), recuento de linfocitos (N° de linfocitos pL-1) (d) en

ovejas de control y tratadas con LPS de E. coli (n =5).

*p<0,05 vs basal, a,b: letras diferentes en sentido vertical p<0,05
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TABLA 3: Volumen globular, hemoglobina, recuento de plaquetas, actividad
enzimatica AST y GGT en ovinos del grupo control y en ovinos tratadas con LPS
de Escherichia coli (Media = SEM)

Grupo control (n = 5) Grupo tratado (n = 5)
Tiempo en horas Tiempo en horas
Variable 0 1 4 8 12 24 0 1 4 8 12 24

33 | 30,8 [ 316|302 322 | 336 | 326 | 316 | 33 | 30 | 322 | 323
VG (%). | +

+
-+
-+
+
-+
-+
-+
-+
-+
-+
-+

1,7 11 0,7 | 0,6 14 1,2 0,4 0,9 03 | 05 0,7 13

10,9 10,3 | 10,5 | 10,1 | 10,7 11,2 10,9 10,5 11 9,9 10,7 10,7

Hemogl

obina
(g/dL) 0,55 0,39 0,2 | 0,21 | 0,46 0,38 0,11 0,31 | 0,08 | 0,16 | 0,23 0,43

-+
+
-+
-+
+
-+
-+
-+
-+
-+

-+

-+

285,2 | 282,4 | 333 | 311 | 290,2 | 286,8 | 313,2 | 321,4 | 325 | 220 | 145,2 | 2448

Plaquet + + + + * + + + + + * *
as (uL)
45 56 26 60 69 49 54 51 32 27 26 41

166,2 | 121,2 | 127 | 129 | 129,6 | 127,2 86,2 103,8 | 117 | 123 | 126,3 119
AST + + + + + + * + + t + +
(U/lL)

57,7 15,8 | 18,2 | 15,7 | 12,3 13,3 7,9 8,4 6,9 9,6 13,7 10,6

86,8 79,4 80 82 80,6 79,6 73 74 79,2 | 75,6 | 77,2 80,6
GGT + + + + + + + + + + + *
(VL)

21,2 108 | 115|113 | 11,7 12,7 6,9 4,8 49 | 29 3,97 1,77

En la TABLA 3 se muestran los promedios del volumen globular (VG%),
concentracion de hemoglobina, recuento de plaquetas, actividad enzimatica de
las enzimas GGT y AST obtenidos en ambos grupos. El analisis estadistico no
mostré variaciones significativas en el volumen globular medio (GV), la
hemoglobina y el recuento de plaguetas en ovejas tratadas con LPS. Estos
resultados coinciden con los reportados por Bieniek et al., (1998) en terneros y

por Pealilillo et al., (2016) en conejos tratados con LPS. Sin embargo, Yates et
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al., (2011) describen un aumento de VG en ovejas tratadas con LPS, efecto
atribuido a la contraccion esplénica que resulta en la liberacidén de eritrocitos al

torrente sanguineo.

La actividad de las enzimas AST y GGT no mostré variaciones
significativas con respecto a su valor basal después de la administracion de LPS.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ramirez (2011) en ovinos
tratados con dosis similares de LPS. Por tanto, se infiere que la dosis de LPS no
fue suficiente para provocar alteraciones en la funcionalidad hepética. Sin
embargo, se han observado incrementos significativos en los promedios de estas
enzimas en conejos tratados con altas dosis de LPS (100 ug/kg) (Elmas et al.,
2008).

Por lo tanto, a modo de resumen podemos sefialar que la administracion
de LPS de E. coli genero inflamatoria aguda caracterizada por aumentos en la
TC, asociados a incrementos en la FC y FR, cambios hematolégicos con
disminucién en el recuento de leucocitos en las primeras horas post-
administracion de la endotoxina las que posteriormente aumentaron hacia el final
del estudio. No se observaron cambios en las variables de bioguimica clinica
sanguinea analizadas. Se concluye que mediante la administracién de LPS de E.
coli es posible desarrollar un modelo reproducible y util para estudiar el efecto de
la infeccion y la inflamacién generadas por productos bacterianos sobre las
caracteristicas farmacocinéticas de farmacos de uso veterinario, como es el caso

del antiparasitario IVM.

Efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el lipopolisacarido
de E. coli sobre la disposicion plasmatica de lvermectina administrada por

via intravenosa (IV) en ovinos.

En esta tesis se han estudiado los efectos del RFA inducida por la

administracion intravenosa de LPS de E. coli sobre el perfil farmacocinético de
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IVM en ovinos. Segun nuestro conocimiento actual, no hay informes disponibles
sobre los efectos de la RFA inducida por dosis bajas de LPS de E. coli sobre la
farmacocinética de IVM en ovejas. Se eligio la via intravenosa ya que representa
una ruta de administracion de farmacos en la cual se evita la influencia de los
procesos de absorcion sobre las concentraciones plasmaticas de la droga
(McKellar and Gokbulut, 2012).
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FIGURA 11: Concentraciones plasmaticas (ng/mL) de ivermectina administrada
por via intravenosa a dosis de 0,2 mg/kg en ovinos controles y en ovinos tratados
con LPS de E. coli (n =5).

La administracion intravenosa de una dosis unica de IVM (0,2 mg/kg) en
ovinos control dio lugar a concentraciones plasmaticas maximas de 865,0 £ 127,2
ng/mL las que disminuyen gradualmente hasta alcanzar concentraciones de 0,6
+ 0,13 ng/ml a los 12 dias post-inyeccion (FIGURA 11). En los ovinos tratados
con LPS, se obtuvo una concentracion maxima de 849,6 = 145,6 ng/mL que

posteriormente disminuy6 a valores de 0,7 = 0,18 ng/mL a los 12 dias (FIGURA
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11). Como se muestra en la FIGURA 11 y TABLA 4, la administracion de tres
dosis de LPS en ovinos no modificé las concentraciones plasmaticas ni las
variables farmacocinéticas de IVM en comparacion con los valores observados
en ovinos control tratados con solucién salina. Estos resultados son diferentes a
los observados en cerdos tratados con LPS para farmacos altamente lipofilicos
como enrofloxacino donde se observdé una disminucion del aclaramiento
plasmatico, con el correspondiente aumento de la vida media de eliminacion y el
ABC (Post et al., 2003). Resultados similares se observaron en terneros tratados
con oxitetraciclina donde la endotoxina genero una disminucién marcada en la
concentracion sérica de 12 a 24 h con una disminucion en la vida media de
eliminacion y en el TMR en terneros (Kumar y Malik, 2003). Otro estudio en
ovinos tratados con florfenicol se observé un aumento en el ABC y la vida media
de eliminacién (Pérez et al., 2015). Estos estudios sugieren que los efectos de la
endotoxina sobre las propiedades farmacocinéticas de los farmacos no son
idénticos, y las propiedades fisicoquimicas de las moléculas del farmaco y la
especie animal en la que se llevan a cabo estos estudios también son un factor

importante a considerar (Kumar y Malik, 2003).
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TABLA 4: Parametros farmacocinéticos de ivermectina después de la
administracion intravenosa de 0,2 mg/kg de peso corporal en ovinos controles y

en ovinos tratados con LPS de E. coli (n =5).

Parametro Control LPS Valor de P
t 1/2 a (dias) 0,24 £0,02 0,19 £ 0,02 0,099

t 1/2 B (dias) 2,85+0,39 2,34 £ 0,05 0,29
ABC 0-t (ng-dia/mL) 114,5 + 15,004 124,2 +£18,7 0,59
ABC 0-» (ng-dia/mL) 117,4 + 14,78 126,4 + 19,2 0,61
Vd (mL/Kg) 875,6 + 287,05 624,6 £121,5 0,34
TMR (dias) 2,27 £ 0,29 2,05+0,11 0,577
Clt (mL/kg/dia) 187,1 £ 35,4 202,8 £ 43,7 0,6

tV2a: Vida media de distribucion, t'42p: Vida media de eliminacién, TMR: Tiempo medio de
residencia, ABC: area bajo la curva de concentracién plasmética a lo largo del tiempo, Vd:
Volumen de distribucion, Clt: Clearence.

La IVM es un farmaco altamente lipofilico que se distribuye ampliamente
desde el torrente sanguineo hacia diferentes tejidos (McKellar and Benchaoui,
1996) con una mayor afinidad hacia el tejido adiposo, el que representa un
importante reservorio del farmaco y que pueden influir en su comportamiento
farmacocinético y en la persistencia de concentraciones efectivas en el
organismo (Lo et al., 1985); por tanto, los parametros farmacocinéticos pueden
verse influenciados por la condicion corporal del animal (Atta y Abo-Shihada,
2000). En este estudio, los ovinos se caracterizaron por tener un promedio
condicion corporal de 4 a 5, con un alto contenido de grasa corporal. Se describe
gue entre los factores que controlan la disposicion de las lactonas macrociclicas
(LM) la lipofilia de estos farmacos es un factor determinante en modular la tasa

de intercambio entre la sangre y los tejidos (Lespine, 2013). Se ha propuesto que
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la alta solubilidad en lipidos de las avermectinas y una gran reserva de grasa en
los ovinos puede contribuir a la persistencia prolongada de IVM en el plasma a
bajas concentraciones, probablemente debido a que el tejido graso se caracteriza
por presentar una baja irrigacion sanguinea (Atta y Abo-Shihada, 2000).

El peso corporal representa un factor importante que modifica los
paradmetros farmacocinéticos de los farmacos. En este estudio, las vidas medias
de eliminacion fueron 2,85 + 0,39 dias (control) y 2,34 £+ 0,05 dias en ovinos
tratados con LPS, estos valores son superiores a los obtenidos por Alvarez et al.,
(2008) y Ballent et al., (2007) de 1,33 y 0,91 dias, respectivamente. Estas
diferencias son debido a las diferencias de edad y peso corporal de los animales;
en nuestro estudio, se utilizaron ovinos adultos de 55,0 + 3,3 kg de PC, mientras
que Alvarez et al., (2008) y Ballent et al., (2007) utilizaron ovinos jovenes de entre
25y 30 kg.

El TMR es otro pardmetro que permite describir la persistencia de un
farmaco en el organismo (Riviere, 1999). Los valores observados de TMR para
el grupo tratado con LPS (2,05 + 0,11 dias), no son significativamente diferentes
de los observados en el grupo control (2,27 + 0,29 dias). Mientras que valores de
TMR de 1 dia se han descrito en ovinos jovenes por Ballent et al., (2007) y
Lifschitz et al., (2009). Estas diferencias son consistentes con los reportes
anteriores, donde se ha descrito una correlacion positiva entre el peso corporal,

el tiempo de vida media de eliminacion y el TMR (McKellar & Gokbulut, 2012).

El volumen de distribucion es un parametro farmacocinético usado para
cuantificar la distribucion de un medicamento en todo el cuerpo posterior a la
administracion via oral o parenteral. No soOlo es un parametro esencial en los
calculos farmacocinéticos, sino que también es un concepto util en la fisiologia
del organismo (Riegelman et al., 1968). Con respecto a este concepto, una alta
liposolubilidad, baja tasa de union a proteinas plasmaticas o un alto porcentaje

de unidn a macromoléculas extracelulares estan asociadas a una mayor
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distribucion del farmaco en tejidos como es el caso de la ivermectina (Baggot,
2001).

En este estudio el volumen de distribucion fue de 875,6 + 287,05 mL/dia/kg
inferior a lo reportado por Alvarez et al., (2008) y por Ballent et al., (2007), que
describen valores de 3850 + 1300 mL/dia’kg y de 4740 + 870 mL/dia/kg
respectivamente. Se ha descrito que el volumen de distribucion tiene una relacion
inversamente proporcional con el peso corporal, variable que explica estos
valores, ya que en el presente estudio se utilizaron ovinos de mayor peso coproral
(McKellar y Gokbulut, 2012). Sin embargo, es bien sabido que farmacos
liposolubles luego de ser administrados por via intravenosas tienen mayor
facilidad para distribuirse hacia érganos mas irrigados como son cerebro,
corazon, higado y rifiones, en menor proporcion lo hace hacia el musculo y con

mayor lentitud hacia la grasa y tejidos poco irrigados como tendones.

El Clearance corporal es un pardmetro farmacocinético que define la
capacidad del organismo para eliminar al farmaco, es decir, mientras mayor sea
el Clearance corporal, el organismo eliminar4 de manera mas rapida y eficiente
el farmaco. Estd bien establecido que farmacos altamente lipofilicos y que
presentan un amplio volumen de distribucion, presentan un menor clearence
corporal. IVM es un farmaco altamente liposoluble y que presenta una escaza
tasa metabolica siendo eliminado casi en su totalidad por via biliar como farmaco
original, representando la via urinaria menos del 3% del total, independiente de
la via de administracion utilizada, esto debido a que posterior a ser filtrada por el
glomérulo, este antiparasitario experimenta una alta reabosorcion tubular por las
caracteristicas fisicoquimicas que posee (Ali y Hennessy, 1996). En este estudio
el valor del Clearance fue de 187,1 + 35,4 mL/kg/dia menor a lo reportado por
Alvarez et al., (2008) y Ballent et al., (2007) con valores de 1970 + 720 mL/dia/kg
y de 3540 + 590 mL/dia/kg respectivamente. Esto explica la mayor permanencia

del farmaco en concentraciones detectables, ya que en este estudio se
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detectaron concentraciones del farmaco hasta el ultimo tiempo de muestreo (12
dias), mientras que Alvarez et al., (2008) y Ballent et al., (2007) detectaron el
farmaco hasta los 10 y 11 dias respectivamente. La mayor persistencia de las
concentraciones plasméticas de IVM en los animales del presente estudio, se
explica por su alta lipofilia, elevada afinidad por el tejido adiposo y unién a las
lipoproteinas plasmaticas, la que al administrase en animales adultos con alto
contenido graso, determina valores de clearance menores a los observados en
los estudios de Alvarez et al., (2008) y Ballent et al., (2007), quienes usaron
animales jovenes de menor peso corporal y con menor cobertura de tejido

adiposo.

La administracion de LPS puede afectar potencialmente todos los
procesos farmacocinéticos de un farmaco, que van desde alteraciones en el
intestino, en la funcionalidad renal o hepética; disminucion en los niveles de
proteina plasméatica, cambios en permeabilidad vascular, o niveles disminuidos
de citocromo P450 (Post et al., 2003). A pesar de los cambios fisiopatologicos
inducidos por la administracion sistémica de LPS en los ovinos del presente
estudio, no hubo modificaciones significativas en la disposicién plasmética de
IVM cuando se compraron los parametros farmacocinéticos observados en los

animales control y los tratados con LPS.

Considerando que ambos grupos de ovinos tenian una condicion corporal
similar con un alto contenido de grasa corporal, es probable que los posibles
cambios en el flujo sanguineo al tejido adiposo inducido por la administracion de
LPS no fueron suficientes para producir un cambio significativo en la distribucion
sistémica de la IVM. El uso de mayores dosis de IVM administrada podria generar
diferencias en la tasa de traspaso desde la sangre a los reservorios corporales
del farmaco, ya que se sabe que las propiedades farmacocinéticas dependen de
la dosis administrada, con un aumento lineal en el ABC al aumentar la dosis
(Canga et al., 2009)
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Efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el lipopolisacéarido
de E. coli sobre la disposicién plasmatica y distribucién tisular de

Ivermectina administrada por via subcutanea (SC) en ovinos.

En la presente investigacion se han estudiado los posibles efectos de la
RFA inducida por la administracion intravenosa de LPS de E. coli sobre la
farmacocinética y la distribucion tisular de IVM administrada por via SC en ovinos
y representa el primer informe sobre el estudio de los efectos de la endotoxemia
inducida por LPS de E. coli sobre la farmacocinética y la distribucion tisular de
IVM cuando se administra por esta via en ovinos. Estudios previos han
demostrado que la inyeccién SC de IVM en caprinos, equinos, ovinos y bovinos
es la via de administracibn méas eficiente en términos de biodisponibilidad, es
decir el porcentaje del farmaco administrado que se absorbe al torrente
sanguineo es mayor al compararlo con la via topica “pour on”, o la via oral
(Lespine et al., 2005; Gokbulut et al., 2010; McKellar y Gokbulut, 2012), también
confiere una mayor disponibilidad en el sitio blanco y cabria esperar una mayor
eficacia antiparasitaria (McKellar y Gokbulut, 2012).

En la FIGURA 12 se muestran las concentraciones plasmaticas (promedio
+ SEM) de IVM versus tiempo en ovinos control y tratados con LPS. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de
ovinos en sus concentraciones plasmaticas. Estas diferencias se observaron a
las 24 y a las 48 horas de administrada la IVM, siendo menores en el grupo
tratado con LPS (P < 0,05), ademas se observaron diferencias con tendencia a
ser significativas (P < 0,07) a las 72 horas posteriores a la administracion de IVM.
Al comparar las concentraciones plasmaticas de IVM se observd que existe
diferencia en los promedios observados durante la fase de absorcion entre
ambos grupos de ovejas. Por lo tanto, estos resultados indican que la respuesta
aguda inducida por LPS modificé la fase de absorcion de IVM cuando se

administré por via SC en ovejas.
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Se observo una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) al
comparar los promedios de concentracion plasmatica maxima (Cmax) entre
ambos grupos experimentales. En el grupo control la concentracion plasmatica
méxima de IVM fue de 30,36 + 4,9 ng/mL, mientras que en el grupo tratado con
LPS fue de 10,4 + 2,06 ng/mL con un valor de P de 0,01 a los 2 dias de aplicado
el farmaco. Atta and Abo-Shihada, (2000), y Myers et al., (2021) describen
resultados menores a los observados en ovinos tratados con la misma dosis por
via subcutanea, observandose concentraciones maximas de 16,3 + 2,15,y 9,2 +

4,4 ng/mL a los 2,6 dias posteriores a la administracion de IVM.

La menor concentracion plasmatica de IVM observada en las ovejas
tratadas con LPS a las 24 y 48 horas post-administracion SC, se podrian explicar
por los efectos biol6gicos causados por LPS, el cual activa al TLR 4 presente en
células inmunes para asi mediar, la traduccién de sefiales que conduce a la
produccion de citocinas proinflamatorias como el TNF-q, IL- 6 y la IL-1 (Mobarak
et al., 2018), lo que induce la generacion de la RFA. Esta RFA es un estado
inflamatorio que se caracteriza por la liberacion de mediadores quimicos entre
los que se incluyen aminas vasoactivas como la histamina y serotonina, péptidos
(por ejemplo, bradiquinina), y eicosanoides, que son liberados por la activacién
de las enzimas lipooxigenasa y ciclooxigenasa, generandose productos tales
como tromboxano A2 (TXA2), prostaciclina (PGI2), prostaglandinas E2 (PGE2) y
F2a (PGF2a) lo que conlleva a la generacion de alteraciones metabdlicas,

hormonales y fisiol6gicas (Abdulkhaleq et al., 2018).

Los factores antes mencionados, actian como mediadores de las
disfunciones hemodinamicas que ocurren en la fase inicial de endotoxemia
(Danek and Zurek, 2014), lo que generaria una disminucién del flujo sanguineo
al tejido subcutaneo retrasando la absorcion del farmaco en los animales tratados
con LPS. Ademas, se ha observado que durante la endotoxemia inducida por la

administracion de LPS en animales se producen una serie de cambios
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hemodinamicos entre los mas importantes se encuentran la hipovolemia causada
por el aumento de la capacidad venosa y la acumulacion de sangre venosa, el
aumento de la permeabilidad vascular con fuga de liquido hacia el intersticio
tisular y la hipotension (Chvojka et al., 2010). Esta hipotension seria en ultimo
termino la responsable del menor flujo sanguineo al sitio de inyeccién del farmaco
con la consecuente disminucion en la tasa de absorcion (Danek and Zurek, 2014).
Seria recomendable un estudio posterior para determinar los efectos de la RFA
inducida por LPS de E. coli, sobre la microcirculacion a través de Flujometria por
Laser Doppler, este método mide flujo en un volumen variable de tejido (0,5-1

mm3) y permite hacer una estimacion de la perfusién tisular promedio.
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FIGURA 12: Concentraciones plasmaticas medias de ivermectina administradas
por via Subcutanea a dosis de 0,2 mg/kg en ovinos control y ovinos tratados con
LPS con E. coli (n =5).

* indica diferencias significativas (P <0,05) con respecto al control.
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La TABLA 5 muestra los parametros farmacocinéticos para ambos grupos
de estudio. No se observaron diferencias entre los grupos al comparar los
parametros farmacocinéticos durante las fases de distribucion y eliminacién de
IVM, resultados que se relacionan con la condicion corporal que es similar en
ambos grupos experimentales (Atta y Abo-Shihada, 2000). Se sabe que la IVM
es un farmaco altamente lipofilico (McKellar & Benchaoui, 1996), lo que facilita
su deposicién en el tejido adiposo lo que representa un importante reservorio del
farmaco (Lo et al., 1985), siendo el ovino una especie animal que presenta un
gran volumen de distribucién como caracteristica farmacocinética propia de la
especie (McKellar y Gokbulut, 2012). La baja irrigacién que presenta este tejido
es responsable de su lenta liberacién desde la grasa subcutdnea (Atta y Abo-
Shihada, 2000) y en este caso responsable de la lenta distribucién y eliminacién
observada tanto en los animales control como en los tratados con LPS de E. coli.
Ademas, es conocida la alta potencia antihelmintica de IVM, siendo un farmaco
cuya dosis se expresa en ug/kg, las bajas dosis usadas en este estudio las cuales
son las dosis terapéuticas recomendadas comunmente en condiciones de
campo, genera que los parametros farmacocinéticos se expresen en medidas
muy pequefas del orden de los ng lo cual disminuye las posibilidades de

encontrar diferencias en los parametros farmacocinéticos.
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TABLA 5: Parametros farmacocinéticos de

ivermectina después de la

administracion subcutanea de 0,2 mg/kg de peso corporal en ovinos control y
tratados con LPS de E. coli (n =5).

Parametro Control LPS Valor de P
Cmax 30,36 £4,9 10,4 + 2,06 0,01*
ty2 a(dfas) 0,61+ 0,15 1,17 £ 0,31 0,19

t 112 p (dias) 10,2 £ 2,7 5,97 + 1,57 0,262
ABCo. (ng.dia/mL) 143,04 + 29,38 105,9 + 14,97 0,34
ABC 0-» (ng.dia/mL) 211,34 + 56,02 131,97 + 15,07 0,256
TMR (dias) 12,38 + 3,77 10,8 £1,72 0,74

Cmax: Concentracion Maxima, t%z a: Vida media de absorcion, t%2 B: Vida media de eliminacion,
TMR: Tiempo medio de Residencia, ABC: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica en
el tiempo.

Los valores medios de las concentraciones tisulares de IVM obtenidas en
ambos grupos después de la administracion subcutanea de una dosis de 0,2 mg
IVM/kg se presentan en la TABLA 6. En ambos grupos de ovinos se observo que
posterior a la administracion SC de 0,2 mg/kg las mayores concentraciones se
encontraban en el higado y el tejido graso, resultados que concuerdan con lo
descrito por Nufiez et al., (2007) y por Lespine et al., (2005), sin embargo, las

concentraciones fueron muy diferentes a las descritas por estos autores.

Nufez et al., (2007) describe concentraciones de 281,7 + 117 para el
tejido hepatico y de 249,0 £ 91 ng/g para el tejido graso a los 1,5 dias post
administracion de IVM, en corderos de 5 meses de edad, mientras Lespine et al.,
(2005) describen una concentracion de 188,34 + 40,47 ng/g para el tejido
hepatico y de 132,52 + 40,84 ng/g para el tejido adiposo a los 2 dias post
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administracion de IVM en cabras de 4 meses de edad, siendo ambas
concentraciones muy superiores a las obtenidas en este estudio a los 2 dias post
administracion de IVM para ambos tejidos. Las diferencias observadas se deben
al tipo de animal en estudio, ya que nosotros trabajamos con animales adultos,
con una condicién corporal de 4 y metabdlicamente maduros, se sabe que la
distribucion de IVM es altamente influenciable por la condicién corporal asi como
el estado fisiolégico de los animales, y la especie en estudio (McKellar y Gokbulut,
2012), es posible que las menores concentraciones observadas en el presente
estudio se deberian a la asociacion del farmaco con el tejido adiposo y
lipoproteinas circulantes que hacen el farmaco se absorba mas lentamente en
estas ovejas, ademas se sabe que IVM es metabolizada en la grasa y en el
higado por lo que se esperaria una mayor concentracion en corderos jévenes

donde el sistema metabdlico no esta completamente desarrollado.

TABLA 6: Concentraciones tisulares de ivermectina después de la
administracion subcutanea de 0,2 mg/kg de peso corporal en ovinos controles y
ovinos tratadas con LPS de E. coli (n =5)

Tejido Control LPS Valor de P
Higado (ng/g) 56,7 + 15 63,65 + 6,94 0,67
Bilis (ng/mL) 165,8 + 15,8 205,2 +13,0 0,102
Rifion (ng/g) 22,8+2,7 20,9 £2,33 0,61
Musculo (ng/g) 15,1 + 2,28 15,8 + 2,42 0,83
Grasa (ng/g) 34,3+6,25 46,3 +5,91 0,19
Cerebro (ng/q) 1,16 + 0,094 1,43 + 0,25 0,34
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En el grupo tratado con LPS, la respuesta inflamatoria aguda inducida por
la endotoxina no produjo cambios significativos en las concentraciones de IVM
en tejidos en comparacién con el grupo de control. Se describe que la IVM tras
su administracion se distribuye ampliamente por los tejidos, encontrandose las
mayores concentraciones en higado y grasa (Canga et al., 2009), resultados que
concuerdan con los observados en este estudio para ambos grupos

experimentales de animales.

La ausencia de cambios significativos en las concentraciones tisulares de
IVM entre el grupo control y el grupo tratado con LPS de E. coli, se debe a las
caracteristicas del farmaco, ya que se sabe que su ruta de distribucidon
transmembrana depende de la difusién simple asociada a su solubilidad lipidica
(Lespine et al., 2009), particularmente en este ensayo, debido a la condicién
corporal de las ovejas, el tejido adiposo actué como reservorio del farmaco,

enmascarando las posibles diferencias generadas en su distribucion.

Las bajas concentraciones de farmaco en el cerebro demuestran que la
IVM presenta una baja penetracion al SNC, debido a que es incapaz de atravesar
la barrera hematoencefalica (Campbell et al., 1983). Esto se debe en parte al
gran tamafio molecular de dicho farmaco y a las uniones estrechas en las células
endoteliales de los capilares cerebrales (McKellar y Gokbulut, 2012). Se describe
que la exclusién completa de IVM en el SNC se explica por la presencia de
glicoproteina P (gp-P) en la barrera hematoencefalica (Schinkel et al., 1994) la
cual tiene una alta afinidad por la IVM y evitaria que ésta ingrese al SNC (Morgan
et al., 2008). El LPS, al desencadenar la RFA, actia sobre las células de la linea
diana estimulando la liberacion de citocinas proinflamatorias (Mollen et al., 2006),
gue son las ultimas responsables de modificar la expresién y funcion de proteinas

con funcién transportadora, como en el caso de gp-P (Aitken et al., 2006).
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Estudios anteriores en animales tratados con LPS describen resultados
diferentes al presente estudio donde se observd un aumento en las
concentraciones cerebrales de colistina (Jin et al., 2011) y florfenicol (Pérez-
Ferndndez et al., 2017). La ausencia de diferencias observables puede explicarse
por la elevada potencia antihelmintica (0,2 mg/kg), el secuestro del farmaco en
la grasa corporal y el bajo suministro de sangre a este tejido, lo que reduce la

distribucioén sistémica del farmaco (Atta y Abo-Shihada, 2000).

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones biliares
de IVM entre ambos grupos en estudio. Las bajas concentraciones de IVM
encontradas en el tejido renal fueron bajas lo cual se explica por ser IVM un
farmaco con escaza distribucién al rifién, con una eliminacion en la orina que

alcanza entre un 0,5 a 2 % (Nufiez et al., 2007).

En resumen, se observaron ciertas diferencias entre ambos grupos de
estudio en la fase de absorcion de IVM. Sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas tanto en los parametros
farmacocinéticos como en las concentraciones tisulares del farmaco, a pesar de
€S0 es interesante acotar que las concentraciones tisulares obtenidas fueron
menores a las de otros estudios esto principalmente debido a la mayor cantidad
de grasa de los animales estudiados la que generaria una lenta distribucion del
farmaco hacia los tejidos blanco.

Efecto de la respuesta inflamatoria aguda inducida por el lipopolisacéarido
de E. coli sobre la disposicion plasmatica de lvermectina administrada por

via intraruminal (IR) en ovinos.

Esta investigacion ha estudiado los posibles efectos del RFA inducido por
la administracion intravenosa de LPS de E. coli sobre perfil farmacocinético de
IVM administrada por via IR en ovinos. Actualmente, se desconocen las

consecuencias que tendria la RFA inducida por LPS de E. coli sobre la
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farmacocinética de IVM en ovinos cuando se utiliza esta via de administracion,
por lo que este estudio viene a dar respuesta a dicha interrogante. Se sabe que
los rumiantes son animales que presentan un sistema digestivo complejo, en este
contexto cualquier bioactivo disuelto en el rumen tendera a estar en baja
concentracion (Vandammea and Ellis, 2004). Ademas, la microflora del rumen
puede inactivar algunos farmacos mediante cambios metabdlicos o quimicos que
requieren que se proporcione alguna forma de proteccion ruminal para un
farmaco que esta destinado a ser absorbido en la parte inferior del tracto
digestivo, o que uno debe confiar en procesos que retrasaran el paso, concentrar
o mejorar la absorcidn del farmaco en sitios mas bajos en el intestino
(Vandammea and Ellis, 2004), sin embargo, es bien sabido que IVM presenta un
bajo metabolismo excretandose mayoritariamente como farmaco inalterado. A
pesar de la menor biodisponibilidad de esta ruta con respecto a la via Subcutanea
se han reportado algunas ventajas tanto en la concentracion en tejidos diana
donde se ubican los parasitos como en el control de determinadas parasitosis

gastrointestinales (Egerton et al., 1985)
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FIGURA 13: Concentraciones plasméaticas medias de ivermectina administradas
por via intraruminal a dosis de 0,2 mg/kg en ovinos controles y en ovinos tratados
con LPS con E. coli (n =5)

* indica diferencias significativas (P <0,05) con respecto al control.

En la FIGURA 13 se muestran la concentracion plasmatica (promedio *
SEM) de IVM administrada por via IR en animales de control y tratados con LPS
respectivamente. Similar a lo observado en los ovinos tratados con IVM por via
SC, la via IR genero diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion plasmatica de IVM. Esta diferencia se produjo a las 12 horas post
administracion del farmaco, con un valor de P= 0,035 lo que indica que existen

diferencias en la fase de absorcion de IVM entre ambos grupos de estudio.

La TABLA 7 muestra los parametros farmacocinéticos de IVM posterior a
la administracion por via IR, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos de estudio.
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TABLA 7: Parametros farmacocinéticos de ivermectina después de la
administracion intraruminal de 0,2 mg/kg de peso corporal en ovinos control y
tratados con LPS de E. coli (h =5).

Parametro Control LPS Valor de P
Cmax ng/mL 15,7+1,92 11,8 £ 2,45 0,25
t 1/2 o (dias) 0,56 + 0,27 0,36 + 0,07 0,53
t 1/2 B (dias) 2,38 £0,38 5,69 + 2,63 0,298
ABC 0-t (ng.dia/mL) 4533 +7,21 37,88+ 3,91 0,44
ABC 0« (ng.dia/mL) 45,96 + 7,58 39,98 + 4,03 0,55
TMR (dias) 2,87+0,22 45+154 0,85

Cmax: Concentracion Méxima, t%2 a: Vida media de absorcion, t%2 B: Vida media de eliminacion, TMR:
Tiempo medio de Residencia, ABC: Area bajo la curva de la concentracion plasmatica en el tiempo

La Cmax obtenida en el presente estudio fue 15,7 £ 1,9 ng/mL superior a
la obtenida por Mestorino et al., (2003) 11,28 + 7,43 ng/mL en una formulacién
de solucién administrada por via oral, esto puede deberse al mayor peso corporal
de los animales usados ya que eran ovinos machos de alrededor de 60 Kg, lo
cual generaria una mayor asociacion al tejido adiposo y fue menor que los
calculados por Marriner et al.,, (1987) (Cmax: 22 ng/mL) y por Prichard et
al.,(1985) (Cméx: 17,6 ng/ml) después de la administracion de IVM por via
intraruminal a la misma dosis, estas diferencias se deberian a la forma
farmacéutica y al vehiculo de IVM usada en cada uno de los estudios, en este
caso usamos una solucion inyectable, la cual se administré directamente al

rumen.

En cuanto a la vida media de absorcion esta fue de 0,56 + 0,27 dias,
superior a la encontrada por Mestorino et al., (2003) para una solucion oral (0,43
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+ 0,21 dias) e inferior a la encontrada luego de administracion de tabletas orales
(0,83 £ 0,60 dias), tales diferencias se pueden atribuir a la condicion corporal
diferente de los animales de estudio, asi como a la forma farmacéutica del
antiparasitario.

En cuanto al ABC (45,33 + 7,21ng dia/mL), esta fue muy similar a la
obtenida por Mestorino et al., (2003) (ABC: 44,72 £+ 30,67 dia/mL) y superior a lo
informado por Gogolewski et al., (1995) (12,2 ng dias/mL) para ovejas tratadas
con IVM en una formulacién de solucion a la misma dosis. Las diferencias en el
periodo de muestreo puede ser el factor mas importante, ya que, Gogolewski et
al., (1995) solo recogié muestras hasta 5 dias post-administraciéon. Marriner et
al., (1987) informd, un ABC de 85 ng dias/mL, el doble del valor observado en el

presente estudio.

El TMR fue de 2,87 + 0,22 dias y se correlaciono bien con la semivida de
eliminaciéon de 2,38 + 0,38 dias, este valor es similar al reportado por Marriner et
al., (1987) con una vida media de eliminacion de 2.55 dias y es menor al descrito
por Mestorino et al., (2003) (3,63 dias), y por Prichard et al., (1985) (4,25 dias).
La menor persistencia en IVM en nuestro estudio seria debido al tipo de animal
en estudio, ya que son animales jovenes con bajo depdésito de tejido graso, por
lo que se produciria una rapida absorcion y distribucion del farmaco a nivel

sistémico.

La menor absorcién observada en el grupo tratado con LPS, se deberia al
efecto generado por la endotoxina sobre la musculatura lisa digestiva que reduce
la motilidad gastrointestinal. Se ha demostrado que la administracion de LPS
asociados al aumento en la temperatura corporal por la liberacion de pirégenos
enddégenos generan una disminucion de la amplitud de las contracciones
ruminales con una inhibicion maxima de la motilidad después de 45 a 150 minutos
del inicio de la injuria (Van Miert and Van Duin, 1974). La disminucién motilidad

gastrointestinal generada seria la causante del lento paso del farmaco desde el
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rumen hacia el intestino con el consecuente retraso en la absorcion intestinal
(Danek and Zurek, 2014) y por lo tanto la menor concentracién observada en el
grupo tratado con LPS respecto al grupo control. Ademas, las alteraciones
hemodinamicas generadas durante la RFA, también ayudarian a explicar las
diferencias encontradas entre los grupos de estudios, puesto que la hipotension
generada por la RIA disminuye el riego sanguineo de la zona de absorcion
intestinal y determina por lo tanto una menor absorcion del farmaco (Chvojka et
al., 2010).

En cuanto a los resultados obtenidos para los parametros
farmacocinéticas de IVM administrada por via IR en los ovinos control, estos son
similares a los obtenidos por Prichard et al., (1985) quien encontré una
biodisponibilidad de 25% en ovejas merino, algo menor a la encontrada en este
estudio, esta variabilidad puede deberse a las diferencias en raza y composicion
corporal entre los animales estudiados, en cuanto a la Cmax esta fue de 17,6

muy similar a la encontrada en este estudio.

Diversos autores han documentado el efecto antiinflamatorio e
inmunomodulador de la IVM, lo que provocaria una disminucion en la liberacion
de citoquinas proinflamatorias y con ello una supresion del estado inflamatorio
general causado por el LPS de E. coli, (Zhang et al., 2008; Ventre et al., 2016),
este efecto se debe a un blogueo en la translocacion de NF-kB inducido por LPS,
lo que impediria la codificacion de las citoquinas mencionadas anteriormente y
con ello una atenuacion del estado inflamatorio general (Zhang et al., 2008), estos
antecedentes permiten postular que la ausencia de efectos observados sobre la
farmacocinética de IVM en las fases de distribucion y eliminacién se podrian
atribuir al efecto antiinflamatorio e inmunomodulador de este antiparasitario
(Zhang et al., 2008; Yan et al., 2011; Ventre et al., 2017; Sia et al., 2020).

En resumen, se observaron diferencias significativas en las

concentraciones plasmaticas durante la fase de absorcion del farmaco luego de
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su administracion por via intraruminal, este efecto seria generado por el estado
inflamatorio inducido por la administraciéon de LPS. La ausencia de diferencias
significativas en las etapas de distribucion y eliminacion en la concentraciones
plasméticas y parametros farmacocinéticos se deberia a la elevada potencia del
que permite administrar bajas dosis terapéuticas, al efecto de acumulacion de
farmaco en el tejido adiposo y a un probable efecto antiinflamatorio del farmaco.
Se concluye que la RFA inducida por la administracion intravenosa de LPS de E.
coli en ovinos adultos, no produjo cambios en los parametros farmacocinéticos
de IVM cuando esta se administra por via IV, SC e IR, ni en la distribucién tisular
de IVM cuando se administra por via SC, por lo que su administracion en dosis
terapéuticas es segura en ovinos que cursen un cuadro inflamatorio derivado de

un proceso infeccioso.
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VI. CONCLUSIONES

1. La administracion de dosis repetidas de 1 ug/kg de LPS de E. coli en
ovejas indujo una RFA con cambios significativos en las variables fisioldgicas, lo
gue resulté en aumentos en T°C, FR, FC en los animales tratados. Ademas, el
recuento total y diferencial de leucocitos disminuyé significativamente en las
primeras 8 h de la inyeccion de LPS, seguido de leucocitosis a las 12 y 24h. Los
cambios observados permiten caracterizar la respuesta aguda a la infeccion por

microorganismos Gram negativos, principalmente E. coli.

2. La RFA inducida por la administracion intravenosa de LPS de E. coli en
ovinos no produjo cambios significativos en las concentraciones plasmaticas ni

en las variables farmacocinéticas de VM posterior a la administracion por via IV.

3. La RFA inducida por la administracion intravenosa de LPS de E. coli en
ovejas produjo cambios significativos en las concentraciones plasmaticas de IVM,
durante la fase de absorcién del farmaco, cuando se administr6 en dosis

terapéuticas por via subcutanea en ovinos.

4. La RFA inducida por la administracién intravenosa de LPS de E. coli en
ovejas no produjo cambios en las concentraciones tisulares de IVM, cuando se

administra por via subcutdnea a dosis terapéuticas en ovejas adultas.

5. La RFA inducida por la administracion intravenosa de LPS de E. coli en
ovejas produjo cambios significativos en las concentraciones plasmaticas de IVM,
durante la fase de absorcion del farmaco, cuando se administr6 en dosis

terapéuticas por via Intraruminal en ovinos.

6. La administracion de dosis repetidas de 1 ug/kg de LPS de E. coli es bien

tolerado y no genera dafios en los animales de estudio, y permite establecer un
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modelo de infeccion reproducible que es util para estudiar los efectos de la RFA

sobre la farmacocinética de un antihelmintico como ivermectina.
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