EfaVet

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

ESTUDIO FARMACOCINETICO DE IVERMECTINA ADMINISTRADA ViA ORAL
EN PERROS ADULTOS.

Gonzalo Alonso Muinoz Canales

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario

Departamento Ciencias Clinicas

PROFESOR GUJA: Dra. Daniela Iragiien C.
Departamento de Ciencias Clinicas

Profesora Asistente

SANTIAGO, CHILE

2013



fafavet

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

ESTUDIO FARMACOCINETICO DE IVERMECTINA ADMINISTRADA ViA ORAL
EN PERROS ADULTOS.

Gonzalo Alonso Muinoz Canales

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario

Departamento Ciencias Clinicas

NOTA FINAL

PROFESOR GUIA: DRA. DANIELA IRAGUEN C.

PROFESOR CONSEJERO:  DRA. SONIA ANTICEVIC C.

PROFESOR CONSEJERO:  DRA. GALIA RAMIREZ P.

SANTIAGO, CHILE
2013



Agradecimientos

Agradezco a mi familia todo el apoyo, paciencia, perseverancia y confianza que depositaron en mi,
espero no haberlos defraudado. Principalmente a mis viejos, Juan y Margarita, que aun conociendo
la realidad laboral actual de los veterinarios, vieron en mi el deseo puro de darles bienestar a los
animales, y lo respetaron y apoyaron como si fuera propio. Por todo el amor que me demostraron
de pequenio con todos y cada uno de los animales que participaron de nuestra vida, por mostrarme
el respeto por el projimo y por el medio ambiente. A mis hermanos Masiel y Juanja, los que vivieron
y aguantaron conmigo todo el rigor del estudio universitario, los trasnoches, el cansancio y también
pudieron compartir mis alegrias académicas. A todas nuestras mascotas que fueron un motor de
inspiracion constante, una fuente inagotable de amor que me hizo sentir siempre que tenia que dar

mas. En especial al Wiky y al Nico, los que ya han partido, los extrafio mucho.

Al resto de la familia, gracias por acompanarme y protegerme todo este tiempo. A mis amigos,
especialmente a Sergio, Victor, Alvaro, Francisco y Alejandro, quienes forman parte de mi familia
también. A todo el personal de la Clinica Bon Amie, en especial a la Dra. Ingrid, a la Dra. Paty y a
la Dra. Kitty, quienes fueron parte de mi crecimiento profesional y académico, porque me brindaron
un lugar donde aprender y desarrollarme, me ensefaron desinteresadamente, y compartieron

conMmigo su experiencia.

A mis companferos de carrera, quienes saben lo importante y dificil que fue este proceso, donde
muchos se convirtieron en grandes amigos, y en parte de ese grupo de estudio y de vida
universitaria, a Giancarlo, Ely, Leo, Fran, Dani, Rafael, Mauricio, Miguel, Pablo, Raul, Mario, Felipe,

y muchos otros con quienes comparti durante la carrera.

Por ultimo, quiero agradecer a Maria Olga, una gran mujer que cambio mi vida, que participo en
cada etapa de este proceso de manera fundamental, quien paso de ser companera de carrera a
amiga, confidente, pareja, colega, y lo mas importante, mi esposa. Te estaré agradecido

eternamente.



MEMORIA DE TITULO

“ESTUDIO FARMACOCINETICO DE IVERMECTINA
ADMINISTRADA ViA ORAL EN PERROS ADULTOS”.

Gonzalo Mufioz Canales*

* Unidad de Farmacologia Veterinaria, Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de Ciencias Veterinarias

y Pecuarias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Actualmente, el tratamiento de eleccion para la demodicosis canina generalizada (DCG) es ivermectina (IVM)
1% en dosis de 600 pg/Kg pv/dia via oral. Sin embargo, la aparicion de signos de toxicidad y el uso
extraetiqueta de este farmaco en perros, sugieren la necesidad de disminuir la dosis pero manteniendo la
eficacia de la terapia. El objetivo de este estudio fue describir los pardmetros farmacocinéticos de IVM en
dosis Unica de 400 ug/Kg pv, via oral en perros. Se utilizaron 4 perros de 28,75 + 8,9 kg de peso (promedio +
DE). Se obtuvieron muestras de sangre pre y post tratamiento hasta el dia 40. IVM fue cuantificada a partir de
plasma, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion de fluorescencia (HPLC-FLUOR).
La concentracién maxima (Cmax) fue de 184,95 + 23,1 ng/ml y se obtuvo en un tiempo (Tmax) de 6,48 + 3,8 hrs.
(0,27 £ 0,16 dias). La constante de eliminacion (A) y la vida media de eliminacion (T1/2) fueron de 0,138 +
0,037 y 5,344 11,704 dias, respectivamente. El area bajo la curva final (ABCiina) Obtenida fue de 359,67 +
80,388 ng/dia/ml y el ABC= (area bajo la curva hasta el infinito) fue 410,04 + 126,725 ng/dia/ml. El clearence
(CL) fue de 1,042 + 0,290 ml/kg/dia y el volumen de distribucion fue de 7,675 = 1,671 Lt/kg. Ningun individuo
tratado presentd signos de toxicidad durante el estudio. Estos resultados sugieren que una dosis de 400
Hg/Kg es segura de utilizar, pero debe ser analizada en forma conjunta con estudios de eficacia clinica para
ser propuesto como una alternativa terapéutica segura contra la demodicosis canina.

Palabras Claves: Ivermectina, farmacocinética, demodicosis generalizada canina, HPLC-FLUOR.

Ivermectin (IVM) is extra-label used for the treatment of generalized canine demodicosis (GCD) and prescribed
in a concentration of 1% in dose of 600ug/Kg, orally daily. However, signs of toxicity have been found and it is
imperative to find an effective but also safe dose, for the therapeutic use in dogs. The main objective of this
study was to determine and to describe the plasma disposition kinetics of IVM administered orally in an only
dose of 400 pg/Kg of bodyweight in dogs. Here, 4 dogs of 28.75 + 8.9 Kg of bodyweight were used (mean *
SD). Blood samples were collected before and until 40 days after IVM administration. Plasma was analyzed by
high performance liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLUOR). Data obtained are
shown as mean + standard deviation (SD). The maximum concentration found (Cmax) was 184.95 + 23.1 ng/ml
and was obtained at (Tmax) 6,48 + 3,8 hours (0,27 + 0,16 days); the elimination constant (A) and the elimination
half-life (T12) were 0,138 + 0,037 and 5,344 +1,704 days, respectively. The area under the plasma
concentration time curve (AUC final) obtained was 359,67 + 80,388 ng/day/ml and the area under the curve to
infinity (AUC «) obtained was 410,04 + 126,725 ng/day/ml. The clearence (CL) was 1,042 + 0,290 ml/kg/day
and the volume of distribution (VD) was 7,675 + 1,671 Lt/kg. During the entire essay, there were no signs of
toxicity in all treated dogs. Such findings suggest that an only oral dose of 400 ug/Kg of lvermectin is safe to
use, but more studies are required to evaluate the clinical efficacy, to propose this therapeutic approach
against canine demodicosis.

Key Words: Ivermectin, Pharmacokinetics, HPLC-FLUOR.



Introduccioén

La ivermectina (IVM) es un antiparasitario perteneciente a la familia de las lactonas
macrociclicas, generada a partir de la fermentacion del Streptomyces avermitilis (Mueller y
Bettenay, 1999) y estd compuesta por una mezcla de dos avermectinas modificadas quimicamente
(Gonzalez et al., 2009). El mecanismo de accion de la IVM involucra su unién selectiva a
receptores de neurotransmisores que participan en las sinapsis de neuronas motoras periféricas de
los parasitos. Especificamente, la IVM bloquea la transmision quimica de las neuronas que
presentan canales de cloro (CI') sensibles a glutamato (glu) y acido gamma aminobutirico (GABA),
generando hiperpolarizacién de las neuronas. Esto produce el cese de la conduccién del impulso

nervioso, paralisis y finalmente la muerte del parasito (Dourmishev et al., 2005).

Actla sobre un amplio espectro de nematodos gastrointestinales y pulmonares, incluyendo
la mayoria de las formas adultas y larvarias. También es efectiva frente a acaros, garrapatas,
moscas Y larvas de dipteros, que afectan a animales productivos y de compafiia. Especificamente
en perros, el espectro de accién incluye Dirofilaria immitis, Toxocara canis, Toxascaris leonina,
Ancylostoma caninum, Uncinaria stenocephala y Trichuris vulpis; y artropodos tales como
Sarcoptes scabiei y Otodectes cynotis (Gonzalez et al., 2009; Paterson et al., 2009; Kaya et al.,
2010; Snyder et al., 2011).

En mamiferos, la terapia con IVM es bien tolerada ya que la ubicacion de los canales
i6nicos asociados a Glu y los canales de CI” asociados a GABA esta restringida al sistema nervioso
central (SNC). La IVM es incapaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), gracias a la
presencia de la glicoproteina P (P-gp), que actla como bomba de eflujo en la membrana de las
células endoteliales de los capilares cerebrales, determinando qué sustancias se transportaran,

incluyendo la IVM (Mueller y Bettenay, 1999).

IVM puede ser administrada por via oral (p.o.), parenteral o tépica dependiendo de la
especie y formulacién utilizada. El comportamiento farmacocinético de la IVM, cuando se
administra via subcutanea (s.c.) y topica, se caracteriza por tener un proceso de absorcién mas
lento que p.o. (Gokbulut et al., 2006). Es altamente lipofilica, distribuyéndose ampliamente a tejidos
periféricos. Asimismo, al ser administrada p.o. cruza la capa lipidica de la membrana celular de los
enterocitos alcanzando una alta biodisponibilidad, aunque menor en comparacion a la
administracion s.c. La IVM se une a las albuminas plasmaticas y lipoproteinas, siendo un factor a
considerar en animales desnutridos o con enfermedades que cursen con disminucién de las
proteinas plasmaticas. La alta lipofilia del farmaco facilita el depdsito en tejido graso pudiendo
actuar como reservorio. La biotransformacion es escasa y es eliminada principalmente por via
hepatobiliar. La excrecion renal es inferior al 2%. La excrecion es lenta, por lo que la permanencia

de la droga en el organismo supera los 30 dias post-administracion (Pérez et al., 2002; Dourmishev



et al., 2005; Gonzalez et al., 2009; Telting, 2010). Fink y Porras (1989) observaron que después de
la administracion p.o. de IVM formulada en tabletas para perros en dosis Unica de 100 pg/kg de
peso vivo (p.v.), la concentracion méaxima (Cpa) €n sangre alcanza los 40 ng/ml y se obtiene entre
las dos y cuatro horas para luego decaer. Gonzéalez et al. (2009) describieron un aumento
proporcional entre la concentracion plasmatica, Cs Y €l area bajo la curva (ABC) de la IVM, con la
magnitud de la dosis administrada. Al mismo tiempo, la cinética varia dependiendo de factores
como la formulacion farmacéutica, ruta de administracién, especie animal, condicion corporal, edad

y estado fisioldgico.

En Chile, la IVM esta registrada para ser administrada via topica, p.o., y S.C. en especies
de abasto. En perros, sélo esta autorizada una formulacién en tabletas para la prevencion de la
dirofilariasis (SAG, 2012a). Sin embargo, en esta formulacién la dosis de IVM es 100 veces menor
que la recomendada para el tratamiento de la demodicosis (Mueller, 2004). Esta situacion conlleva
a que el médico veterinario deba utilizar este farmaco extraetiqueta, es decir, en dosis, via de
administracion, ritmo horario o especie no sefialadas en el registro del medicamento (SAG, 2012
b).

Actualmente, el tratamiento de eleccién para la demodicosis canina generalizada (DCG), es
IVM, pero el esquema terapéutico no esta del todo definido. Por una parte, se recomienda la
administracion de IVM en dosis de 200 a 400 ug/kg de peso (p.v.) una vez por semana via s.c. Por
otra, diversos estudios recopilados por Mueller (2004), recomiendan también la dosis de 300 a 600
pug/kg/dia de IVM administrada p.o., siendo la administracion de 600 pg/kg/dia la que ha
demostrado tener mejores resultados de eficacia clinica (Castro, 2011). Sin embargo, al ser
utilizada en forma extraetiqueta, expone a los perros a sufrir reacciones adversas ya que la cinética
de IVM en perros no esta del todo descrita cuando se administra p.o. El tratamiento puede ser
altamente efectivo, no obstante podria generar efectos adversos en los pacientes tratados con
IVM. Moreno (2009) evalué la eficacia clinica de la terapia con IVM en dosis de 600 ug/kg/dia
evidenciando alta eficacia clinica (cura parasitologica entre las 16 y 36 semanas), pero 1 de los 10

perros (10%) fue retirado del estudio, porque presentd reacciones adversas al tratamiento.

La IVM puede causar toxicidad neurolégica en algunos perros, siendo algunas razas mas
susceptibles. Entre ellas destacan: Border Collie, Collie, Pastor Inglés, Galgo, Pastor Ovejero de
Shetland, Pastor Australiano, Pastor Australiano miniatura, Waeller (raza alemana) y el Pastor

blanco suizo (Gramer et al., 2011).

La toxicidad por IVM en dosis Unica de 200 a 250 ug/kg p.v. ha sido reportada en las razas
Collie, Pastor Australiano y Pastor Inglés, y se sugiere una relacion directa entre la dosis y la

severidad de los signos de neurotoxicidad (Mueller y Bettenay, 1999). Los signos que pueden



presentarse en perros después de la administracion de IVM son hipersalivacion, midriasis, ataxia,

depresion, ceguera, coma y muerte (Gokbulut et al., 2006; Gonzalez et al., 2009).

Se ha descrito una mutacién en el gen MDR1 (“multidrug resistance”), que produce un codén
de corte prematuro, impidiendo la sintesis del producto proteinico completo, la P-gp, que
determinaria la sensibilidad a la IVM en las razas susceptibles (Mealey et al., 2005). Actualmente,
el gen MDR1 es conocido también como ABC1B1 (Mueller et al., 2011). Los perros portadores de
los dos alelos mutantes que expresan el fenotipo sensible a la IVM, son susceptibles a la toxicidad
causada por otros substratos de P-gp (Mealey et al, 2005), como loperamida, digoxina,
ondansetrén, ketoconazol, ciclosporina A, antihistaminicos, esteroides, morfina, vincristina,
vinblastina y doxorrubicina y potencialmente otros macrélidos antihelminticos. En estudios
genéticos se ha documentado un 30% de homocigotos recesivos en la raza Collie y un 40% de
heterocigotos, siendo la raza mas susceptible. Por otra parte, perros heterocigotos también podrian

presentar toxicidad en tratamientos diarios prolongados (Dowling, 2006).

Sin embargo, la formulacién, dosis, via de administracion y variacion interespecifica pueden
afectar fuertemente los parametros farmacocinéticos de la droga (Gokbult et al., 2006; Gonzélez et
al., 2009), Por esto, con el fin de darle un uso responsable a esta droga cuando se utiliza de
manera extraetiqueta, se requiere conocer la farmacocinética en las especies animales de destino,
aun cuando éstas no estén sefialadas en las condiciones de registro. Esta informacién ayudaré a
optimizar su eficacia y seguridad clinica. Por otro lado, la caracterizacion cinética de la IVM puede
ser usada para predecir y optimizar el valor de los efectos parasiticidas, y para disefiar programas

de control parasitario en la poblacién de perros del pais (Telting, 2010).

El objetivo de esta investigacion fue describir la cinética de la IVM oral en dosis Unica de 400
ug/kg p.v. en perros, para contribuir al disefio de terapias mas seguras y eficaces, ya que al
disminuir la dosis de IVM en un esquema extraetiqueta, disminuye el riesgo que los animales

presenten reacciones adversas al medicamento (RAM).



Material y Métodos

Este estudio contd con la aprobacién del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias (FAVET), Universidad de Chile (Anexo N° 1).

Animales experimentales

Se utilizaron 4 perros adultos, de 2 a 7 afios de edad y peso entre 20 y 40 kg p.v. Los perros
no recibieron tratamiento con lactonas macrociclicas 40 dias antes del inicio del estudio, lo que fue
confirmado por analisis cromatografico (HPLC-FLUOR) de las muestras de plasma de cada perro.
Los animales no presentaron alteraciones al perfil bioquimico y hemograma. No se incluyeron
perros de razas reconocidas como susceptibles o cualquiera de sus cruzas. Los propietarios fueron
informados y accedieron voluntariamente a facilitar sus mascotas para el estudio, mediante una

carta de compromiso y consentimiento (Anexo 2 y 3 respectivamente).

Los perros fueron trasladados a una clinica particular 24 horas antes de la administracién del
tratamiento para su ambientacién. Fueron ubicados en caniles individuales y permanecieron en la
clinica por cuatro dias. Recibieron alimento extruido comercial dos veces al dia y se les ofreci6
agua de bebida ad libitum. Ademas, fueron monitoreados constantemente durante su estadia en la

clinica por un médico veterinario.
Administracion del tratamiento y obtencion de muestras

Se obtuvo una muestra de sangre de cada animal previo a la administraciéon de IVM (Ty)
para verificar la ausencia del antiparasitario. Luego de un ayuno de cuatro horas, cada perro
recibié una dosis Unica de 400 pg/kg p.v., p.o. de IVM 1% (Ivomec®, Merial) y fueron alimentados

nuevamente cuatro horas posterior a la administracion.

Se obtuvieron muestras de sangre (10 ml por puncién) a las 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36, 48
horas y luego a los 3, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 dias, utilizando branula (BD, 21G 1,5")
para evitar punciones innecesarias los primeros 4 dias y luego puncion directa de la vena cefalica
con jeringas desechables estériles (BD, 10 ml, 1,5”). Las muestras fueron traspasadas a tubos con
heparina soédica (BD, 10 ml, Vacutainer®). El plasma se separ6 mediante centrifugacion
(L.W.Scientific®, Estados Unidos de América (USA)) durante 20 minutos a 1500g y se mantuvieron
congeladas a -20°C para el traslado al Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de FAVET,

Universidad de Chile, donde fueron almacenadas a -80°C hasta el andlisis cromatogréfico.

Los animales fueron monitoreados durante todo el estudio por un médico veterinario, con el
objeto de retirar del estudio todo ejemplar que presentara signologia clinica relacionada o no con el

farmaco administrado y prestarle la atencion médica necesaria.



Procedimiento analitico

Se realizé en el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de FAVET, Universidad de Chile.

La deteccion de la IVM en plasma se realiz6 a través de un procedimiento de extraccion en
fase solida. El proceso de extraccion se realiz6 acorde al método descrito por Gokbulut et al.,
(2006) y validado por Telting (2010). Se agregd 1 ml de acetonitrilo (Fisher Scientific®) a 1 ml de
plasma fortificado (plasma de perro con concentraciones conocidas de IVM, para realizar una curva
estandar o de calibracion, que sera explicada mas adelante). Luego se agregaron 5 ml de
cloroformo (Merck®) y se centrifugé a 5000g durante 20 minutos retirando el sobrenadante. La fase
organica (3 ml) se transfiri6 a un tubo de vidrio y se evapor6 a 45°C bajo flujo de nitrégeno.
Posteriormente, se derivatizé con una solucion de Metilimidazol: anhidroacético: dimetilformamida
(2:6:9) (Merck®) para luego incubar las muestras a 90°C en una estufa de cultivo (Memmert®)
durante una hora. Finalmente, las muestras fueron reconstituidas con cloroformo para la extraccion
en fase sélida (Silica 500 mg, Sep—Pak® Vac, Waters®). Las muestras nuevamente se evaporaron y

se reconstituyeron con 300 pl de metanol (Merck®).

Condiciones cromatograficas:

Las muestras fueron analizadas mediante la técnica cromatografica liquida de alto
rendimiento con deteccion de fluorescencia (HPLC-FLUOR), compuesto por una bomba (515,
Waters®, USA), un inyector automatico (717, Waters®, Milford) y un detector de fluorescencia
(2475, Waters®, USA). Los datos obtenidos fueron procesados en un software especializado
(CSW32 Chromatography Station Properties, Version 1.4.11.77). Para la separacion
cromatografica, se utilizé una columna analitica comercial (C-18 Simmetry 250 mm x 4,6 mm x 5

um, Waters®).

Cuantificacién de IVM en Plasma:

Para la elaboracion de las curvas de calibracién con las que se cuantificaron las muestras
experimentales, se utilizd plasma de perros controles, que no recibieron tratamiento con este
antiparasitario o con cualquier lactona macrociclica por al menos 40 dias previos a la obtencion de

la muestra y que fueron confirmadas por HPLC-FLUOR.

Se utilizé un estandar de IVM de 96% de pureza (Sigma®) con el que se preparé una
solucién madre de 1 mg/ml de concentracion. A partir de ésta, se prepararon soluciones de IVM en
metanol a diluciones necesarias para obtener plasma fortificado con concentraciones de 0,5; 1; 5;
10; 20; 40; 80 y 100 ng/ml.



La cuantificacién de IVM en las muestras de plasma de perro se realiz6 mediante curvas de

calibracion aplicando la siguiente férmula:

Concentracion = (¢~ y)/b

Donde a corresponde al area cromatografica de la muestra; y corresponde al intercepto en el eje y

de la curva de calibracion; b corresponde a la pendiente de la misma curva.

Célculo de los parametros farmacocinéticos:

Una vez obtenidas las concentraciones de IVM de cada individuo a través del tiempo se
realiz6 el calculo de los pardmetros farmacocinéticos segun lo descrito por Schwartz y Pateman
(2004).

Concentracibn maxima (Cna) Yy Tiempo méximo (Tna): Se obtuvieron directamente de la

observacion de las curvas tiempo-concentracion.

Constante de eliminacion (A;): Se estimé a través de una regresion lineal de la concentracion

transformada a logaritmo en base 10 en relacion al tiempo:
A, = pendiente x — 2,303

Donde pendiente corresponde a la pendiente de la fase de eliminacion terminal de la curva tiempo

v/s concentracion, y 2,303 a una constante.

Vida media de eliminacién (T%2): Se calcul6 a través de la formula:
Ln2

Tl/z -

Donde Ln2 equivale a 0,693.

Area bajo la curva final (ABCjna): Se calculd por regla trapezoidal lineal, desde el tiempo 0 (to)

hasta el tiempo donde se encuentra la Ultima concentracion cuantificable.

Extrapolacion ABC;y,y desde el tiempo cero al infinito (ABC.): Se obtuvo a partir de la formula:

Cs:
final
ABCo, = ABCfina; + %

VA

Donde Csna €S la tltima concentracion cuantificable observada.

Clearance (CL): Se calcul6 con la férmula:
cL = Dosis |, 0,693xV
T ABC, Ty
2




Volumen de distribucion: Se calculé:

Andlisis de datos:

Se calcularon los parametros farmacocinéticos para cada animal. La descripcion
farmacocinética de la IVM administrada p.o. en dosis de 400 ug/Kg p.v. se expresd6 como

promedios y sus desviaciones estandar.



Resultados

Este estudio evalué el comportamiento farmacocinético de la IVM en dosis de 400 ug/kg
p.v. via p.o. en perros. Se utilizaron cuatro perros adultos sanos, mestizos, sin distincién de sexo.
Se encontré una alta variabilidad en la repuesta de los individuos frente a la administracion del

farmaco.
No se observaron reacciones adversas en los animales experimentales durante el estudio.

Las concentraciones de IVM detectadas, en cada animal incluido en el estudio, se detallan

enla Tabla 1.

Tabla 1. Concentracién de IVM en plasma (ng/ml), obtenidas de cuatro perros tratados con

una dosis de 400 pg/Kg p.v. de IVM 1%. p.o.

Dia de Concentraciones de IVM (ng/ml)
muestreo Perro 1 Perro 2 Perro 3 Perro 4
0 0 0 0 0
0,04 112,9 174,5 114,7 127,9
0,08 153,2 130,7 139,3 121,2
0,16 2149 174,7 156,9 188,7
0,25 205,8 1115 160,9 182,5
0,33 179,8 144,2 126,7 165,6
0,5 180,7 123,4 128,3 189,2
0,66 177,6 45,6 142,9 146,1
1 115,2 79,7 53,6 87,9
15 90,6 71,7 55,8 93,8
2 74,3 56,4 36,4 76,0
3 51,8 36,3 26,1 63,2
4 14,4 11,8 17,2 22,5
6 8,5 6,0 9,3 16,2
9 5,8 3,8 8,5 115
12 ND 2,4 5,8 111
15 ND ND 3,6 ND
20 ND ND ND ND
25 ND ND ND ND
30 ND ND ND ND
35 ND ND ND ND
40 ND ND ND ND

ND: no detectado.



La IVM fue detectada desde la primera hora hasta 9 dias post-administracién en todos los
individuos. En el individuo n°3 se detectd hasta el dia 15. La Cs para todos los individuos se
evidencié entre los 0,16 y 0,5 dias post-administracion, con valores que fluctuaron entre 160,9 ng/ml
y 214,9 ng/ml.

En la figura n°1 se grafican las concentraciones plasmaticas promedio con sus desviaciones
estandar de IVM para cada individuo en el tiempo. La IVM presenta una rapida absorcion,
alcanzando C,,s en pocas horas, para en una primera etapa decaer exponencialmente (24-36 horas
aprox.), y luego disminuir la concentracion plasmatica a menor velocidad. La Ultima concentracion

plasmatica fue detectada a los 15 dias post-administracién, en el individuo n°3.
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Figura 1. Concentraciones plasmaticas (promedio + D.E) de IVM 1% (ng/ml) obtenidas
post administracion en dosis Unica de 400 pg/Kg p.v. p.o., en cuatro perros.

En la Tabla 2 se presentan los parametros farmacocinéticos para IVM administrada p.o. en
dosis de 400 ug/kg p.v., para los 4 perros incluidos en el estudio. Los resultados son expresados
como promedios + desviacion estandar.
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Tabla 2. Parametros farmacocinéticos (promedio + DE) para cada perro tratado con IVM en dosis
Unica de 400 ug/kg p.v. p.o.

Parametros
Farmacocinéticos Promedio + DE
Cmax. (ng/ml) 184,95 + 23,1
Tmax. (dias) 0,27 £ 0,16
A; (/dias) 0,138 + 0,037
T (dias) 5,344 +1,704

ABCiina (ng/dl/ml) 359,67 + 80,388
ABC.. (ng/dl/ml) 410,04 + 126,725
CL (ml/Kg/dia) 1,042 + 0,290

Vq (L/KQ) 7,675+ 1,671
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Discusion

En perros existen estudios farmacocinéticos de IVM, comparando vias de administracion
(Gokbulut et al., 2006; Telting, 2010), dosis, (Clark et al., 2004; Al-Azzam et al., 2007) e incluso
comparando la cinética de diferentes formulaciones inyectables (Eraslan et al., 2010). Sin embargo,
no se habia estudiado previamente la farmacocinética de la administracién oral de 400 pg/kg p.v. en

dosis Unica.

En Chile la IVM no se encuentra registrada para su utilizacion como tratamiento de DCG, y
por lo tanto es de uso extraetiqueta en perros, existiendo un riesgo en la dosis administrada (100
veces mayor a la registrada para perros), ya sea en individuos con expresién normal de la P-gp,
como también en aquellas razas genéticamente sensibles a la droga. Por todo esto es importante

realizar estudios farmacocinéticos.

Los estudios farmacocinéticos de dosis Unica proveen un perfil farmacocinético que incluye
informacion sobre la absorcién, distribucion, biotransformacién, metabolismo y excrecion. Son
estudios relativamente cortos, que proveen informacion relevante para poder estimar
matematicamente la concentracion de la droga en estudios multidosis, y permiten por tanto, ajustar la
frecuencia de administracion antes de iniciar el estudio, evitando exponer a los animales a altas
concentraciones derivadas del efecto acumulativo de la droga. Los estudios farmacocinéticos entregan
informacion util para el desarrollo de nuevos programas de administracién de antiparasitarios

ajustandolos en relacion a la eficacia y seguridad del medicamento.

La administracion p.o. de formulaciones parenterales de IVM ha demostrado, tanto en estos
resultados como en estudios previos, tener una absorcién mas rapida y niveles plasmaticos mas
elevados en comparacién con la administracion via s.c. en perros (Gokbulut et al., 2006). Asimismo, es
posible visualizar la relacion entre la respuesta farmacocinética y la dosis utilizada. Los resultados
obtenidos en este estudio corroboran lo descrito en estudios previos, en relacién al tiempo que
demora en alcanzar la C,s. Al comparar los datos obtenidos en este estudio con los de Gokbulut et
al. (2006) y Telting (2010), al usar la misma via de administracion pero a diferentes dosis, es posible
observar que la Cs Y €l ABC son proporcionales a la cantidad de droga administrada y que los otros
parametros farmacocinéticos de eliminacién y T4 que no dependen de la dosis siguen un patron

similar en los 3 casos.

Por otra parte, es importante asociar el comportamiento farmacocinético de la droga con el
riesgo de producir reacciones adversas en los pacientes. En este estudio, asi como en el realizado
por Castro (2011), la dosis de 400 pg/kg p.v. p.o. no generé ninguna manifestacion clinica de RAM
en los individuos tratados. Si bien en este estudio el nimero de muestras (cuatro) era relativamente
pequefio, fue suficiente para entregar informacion precisa de la farmacocinética de la droga, no asi

para asumir que la dosis utilizada era segura. Deben realizarse mas estudios para comparar los
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efectos al administrar IVM una sola vez y al aplicarla diariamente por varias semanas, ya que FDA
(2012) sefiala que hay una alta frecuencia de RAM en perros a los que se les administra oralmente
la IVM.

En el tratamiento de la DCG, la IVM administrada p.o. en dosis de 600 ug/kg/dia durante al
menos un mes, genera una acumulacién de la droga en el organismo debido a sus caracteristicas
farmacocinéticas, especificamente su liposolubilidad (Mueller, 2004; Gonzélez et al., 2009). Ristic et
al., (1995) sefialan que dicha dosis es altamente efectiva como tratamiento de la DCG cuando se
administra diariamente, pero que puede provocar cuadros de toxicosis luego de 6 semanas de uso.
A modo de ejemplo, un estudio en Chile encontr6 que un 4,7% de los perros de razas no
documentadas como sensibles, tratados con IVM p.o., presentaron una o0 mas reacciones adversas
a IVM bajo el esquema terapéutico sefalado, sugiriendo que el uso extra-etiqueta de esta droga
podria ser considerado un factor importante de considerar en la presentaciéon de RAM en los perros

tratados (Iraglien, 2010).

Merola et al. (2009) encontraron signos de toxicidad por IVM en perros que recibieron dosis
gue se documentaban como seguras. Pese a la mayor sensibilidad que pueden presentar las razas
mencionadas anteriormente, no se debe descartar la posibilidad que perros de otra raza 0 mestizos
presenten signos de toxicidad aun cuando se hayan utilizado dosis terapéuticas. La literatura sefiala
gue la signologia es similar, cursando estos animales con midriasis, tremores, ataxia y anorexia
(Edwards, 2003).

Bissonnette et al. (2009) evaluaron 28 perros de razas no susceptibles a la IVM con signos
neurolégicos luego de la administraciéon de IVM diaria p.o., de 4 dias hasta 5 semanas de
tratamiento. Estos individuos no presentaban alteraciones en el gen ABC1B1, por lo que existirian
otros mecanismos de toxicidad. Posibles explicaciones para las reacciones adversas observadas
incluyen dosis excesivamente altas, polimorfismo en la expresién de la P-gp, mutaciones no
caracterizadas en el gen ABC1B1 o en otro gen, fenémenos no relacionados con la interaccién entre
P-gp y lactonas macrociclicas sistémicas, e interacciones farmacolégicas (administracion de
lactonas macrociclicas sistémicas con otros sustratos o inhibidores de la P-gp). La administracion
paralela de farmacos inhibidores de la P-gp, como ketoconazol o ciclosporinas, podria aumentar la
probabilidad de presentar reacciones adversas (Ballent et al., 2009).

Por lo tanto, al utilizar un farmaco de manera extra-etiqueta, se debe considerar administrar
la menor dosis posible que sea eficaz. Una alternativa seria el protocolo sefialado por Paterson et al.
(2009) donde se administré 500 pg/kg p.v. de IVM p.o. diariamente hasta la cura parasitologica. Otra

estrategia recomendada es realizar un incremento gradual y diario de la dosis administrada de 100
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pg/kg/dia, con el fin de detectar anticipadamente signos de RAM y suspender la terapia (Mueller et
al., 2011).

La DCG es considerada una de las enfermedades dermatoldgicas mas severas y frustrantes
de tratar, con pronostico reservado (Verde, 2005). Mueller et al. (2011) revisaron las posibles
opciones terapéuticas para manejar la DCG y encontraron que en diversos estudios y reportes
clinicos, la IVM administrada via s.c. a dosis de 400 pg/kg/semana, presentaba resultados clinicos
variables e inconsistentes, por lo que la inyeccion semanal no se recomienda para su tratamiento.
Sin embargo, en la misma revision, el grupo encontré que existen varios estudios que utilizan una
dosis 300 a 600 pg/kg/dia p.o. con éxito en la terapia. Castro (2011) midi6 la eficacia de un esquema
terapéutico de 400 pg/kg/dia de IVM 1% p.o en perros con DCG. Los animales no presentaron RAM
y el 100% de los animales jovenes sin cuadros preexistentes respondieron al tratamiento, mientras
que los perros adultos o con enfermedades de base tuvieron que recibir la dosis de 600 pg/kg/dia
p.o. para lograr la cura clinica y parasitolégica. Estos Ultimos antecedentes indicarian que la
farmacocinética, eficacia, e incluso la seguridad en la utilizacién de la IVM en perros, estarian
influenciadas no sélo por la dosis y via de administracién, sino también por la edad o el momento en
el que se comienza a hacer la terapia en relacion al cuadro clinico (Mueller et al., 2011), recalcando
la variabilidad individual encontrada, ya sea en la terapia como en las variables farmacocinéticas

observadas.
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Conclusioén

Este estudio permitié describir la farmacocinética de la IVM 1% al ser administrada p.o. en
dosis Unica de 400 ug/Kg p.v. en perros sanos. Si bien el comportamiento farmacocinético no
presenté grandes variaciones en comparacion a estudios con dosis superiores, se evidencia que las
concentraciones de ivermectina en plasma son menores, lo que orientaria a que la dosis utilizada en

este estudio podria ser mas segura. Ningun perro de este estudio present6 signos de RAM.

La informacion obtenida en este trabajo resulta de utilidad en el estudio del tratamiento de la
DCG, por cuanto orienta los fenémenos que se pueden presentar en los pacientes bajo un régimen
multidosis, tal como se utiliza en el tratamiento de la DGC. Esto se basa en que la acumulacién de la
droga tendria relevancia en su seguridad. Ademas, es necesario considerar ciertos factores al
momento de decidir que terapia utilizar segun las condiciones del paciente, ya que podrian alterar la
farmacocinética de la droga y aumentar el riesgo de RAM, por ejemplo, en perros con condicion
corporal extrema, efectos de la edad, raza, con enfermedades pre-existentes o al usar
conjuntamente la IVM con otros farmacos que sean sustrato de la glicoproteina P. Por lo tanto, se

sugiere evaluar el esquema terapéutico a utilizar caso a caso.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 11 de octubre de 2011

CERTIFICADO

En relacion con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto de Memoria
de Titulo “Estudio framacocinético de ivermectina administrada via
oral en perros adultos”, cuyo Profesor Guia es la Dra. Daniela Iragiien, y
el estudiante es Gonzalo Mufioz Canales, el Comité de Bioética Animal de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
certifica que éste satisface lo estipulado en la guia de principios directrices
internacionales para el uso de animales en investigacion biomédica,
elaborada por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité, y no
contraviene la legislacion chilena vigente sobre la materia.

A este respecto el Comité estima que el estudio propuesto usa material
biologico obtenido de intervenciones médico veterinarias autorizadas en
cantidad y calidad que no causan sufrimiento a los animales.

fd = /f)@@_/ '

Dr. José Luis'Arias B. ago Urcelay V.
Director ecano
Comité de Bioética Animal
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTDO

de de 2011

Yo, R.U.T.: - con residencia en

—

, comuna La Granja, Santiago, he sido informado (a) de

las condiciones del estudio que serd realizado por el sefior Gonzalo Munoz Canales, quien
desarrollara su memoria para optar al titulo de médico veterinario de la Universidad de Chile,
trabajo que sera guiado por la Dra. Daniela Iraglien Contreras, docente de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias.

Mi mascota llamada , especie canina participara en un estudio

farmacocinético en el que se le administrard ivermectina (lvomec®) via oral en dosis de 400 pg/kg.
Durante un periodo de 40 dias se extraeran 23 muestras de sangre de 10 ml cada una. Los primeros
cuatro dias se mantendra en una clinica veterinaria particular donde se obtendran las primeras 12
muestras. El resto de las muestras se obtendran en visitas al domicilio. He comprendido y acepto las

condiciones anteriormente descritas.

Dra. Daniela Iragiien C. Propietario
Profesora Guia

Departamento de Ciencias Clinicas

Favet
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ANEXO 3

COMPROMISO

de de 2011

Yo, R.U.T.: - con residencia en

—

, comuna La Granja, Santiago, he sido completamente

informado (a) de las condiciones del estudio que serd realizado por el sefior Gonzalo Mufioz
Canales, y he decidido libremente participar incluyendo a mi mascota llamada en

dicha actividad.

Por lo tanto, me comprometo a permitir que mi perro sea tratado con una dosis de 400 pg/kg de
ivermectina por via oral (lvomec®) y a que se tomen las muestras necesarias (23) para realizar dicho
estudio. Ademads, me comprometo a notificar todos los antecedentes relacionados con el manejo de

mi mascota en la medida que éstos sean solicitados.

Asimismo, declaro y acepto que mi participacién es voluntaria y, de ser necesario o considerar
pertinente, estoy en facultad de retirar a mi mascota del estudio en cualquier momento,

informando oportunamente de esta decision al Sr. Gonzalo Mufioz Canales.

Dra. Daniela Iragtien C. Propietario
Profesora Guia

Departamento de Ciencias Clinicas

Favet
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