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RESUMEN

Se realiza este estudio con el objetivo de cuantificar la masa en miligramos de
ivermectina en el producto terminado del medicamento Max-lver. La metodologia
analitica fue realizada en muestras de seis viales del producto terminado del
medicamento que contenian 10 mg/g del principio activo, tomadas de distintos lotes
(lote 01061113, lote 07081113 y lote 26111113), que contienen 10, 000 unidades cada
uno.

Las muestras fueron sometidas a extraccion con fase movil y analizadas por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), el rango de deteccion del método esta
establecido entre 90 %-110%. La ausencia de interferencias y la adecuada simetria de
los cromatogramas sugieren una buena especificidad del método, la concentracion
minima del farmaco.

De las 18 muestras analizadas, 6 fueron detectadas dentro del rango de
cuantificacion del método, pertenecientes al lote 01061113. Con respecto al lote
07081113, las 6 viales analizadas 4 se detectaron fuera del rango establecido y 2 de
ellas dentro de los parametros permitidos.

Del lote 26111113, las 6 muestras analizadas presentaron concentraciones
superiores al rango de deteccidén. Estos resultados demuestran la presencia de una
mayor masa de ivermectina en el medicamento y justifica la realizacion de acciones que
optimicen ampliamente la elaboracién de estos medicamentos de uso frecuentes en la
ganaderia, debido a que la alta concentracion de ivermectina es un atributo negativo de
calidad en el producto en si.
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. ASPECTOS GENERALES
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1.1 INTRODUCCION

En las Ultimas décadas el uso de ivermectina se ha convertido en una de las
alternativas de tratamiento de mayor eficacia y uso frecuente por parte de los
ganaderos, debido a que se trata de un antihelmintico de amplio espectro activo frente
a formas adultas e inmaduras de nematodos que afectan a los animales de produccion.

Debido al uso frecuente de este farmaco, es de vital importancia su cuantificacion
real en productos terminados, para la cual se utiliza el método mas eficaz para el
aislamiento y deteccion de ivermectina como es la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) basada en la formacion de un derivado fluorescente captado por la
droga en cuestion.

Con el objetivo de dar solucién a la problematica que se planteaba la empresa
PANZYMA LABORATORIES, se nos permitié colaborar junto al personal de control de
calidad en la cuantificacion de dicho farmaco, para el cual recolectamos dieciocho
viales al azar del producto terminado del medicamento Max-Iver solucién inyectable de
tres lotes distintos (lote 01061113, lote 07081113 y lote 26111113).

Las muestras analizadas por cromatografia liquida de alta resolucién de los tres
lotes en cuestion arrojaron concentraciones de ivermectina por encima de los 10 mg
establecidos en la elaboracion del producto terminado Max-lver, lo que justifica la
realizacion de este estudio, debido a que una mayor masa de ivermectina en el
medicamento implica mayores costos de produccion para la empresa en mencion.

Asi mismo constituye un problema en salud publica si la carne o subproductos
comerciales de animales tratados con este medicamento llegan a ser consumidos por el
ser humano. En cuestiones ambientales, los altos niveles de excrecién de ivermectina
en las heces generan efectos potencialmente téxicos ya que afecta directamente a las
poblaciones de insectos que se encargan de degradar la materia fecal y del reciclaje de
nutrientes.

1
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1.2 ANTECEDENTES

Estudios realizados por el personal de control de calidad de PANZYMA
LABORATORIES: como el efectuado el 05 de mayo de 2010 para la deteccion de la
concentracion de lvermectina mediante el empleo de la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién HPLC en productos veterinarios (como el Max-lver y el Max-lver Oro), han
resultado 100% eficaces en dichos analisis con un rango de aceptacion entre 90 -
110%. Estos analisis demostraron que este método cromatografico ha permitido reducir
significativamente el limite de deteccion de este farmaco, mas rapido que estudios
realizados anteriormente por espectrofotometria UV-VIS, en el afio 2004 por el mismo
personal de control de calidad del laboratorio.

En el laboratorio de farmacologia, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad
de Concepcion, Chillan, Chile, se efectio una metodologia analitica y deteccién de
residuos de ivermectina en muestras de leche de rebafios Atravez de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion en la provincia de Nuble, Chile en el afio 2006.

2
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1.3 JUSTIFICACION

La idea de trabajar en la cuantificacion de Ivermectina en el medicamento Max-
Iver surgié en nosotros ante la necesidad de la empresa PANZYMA LABORATORIES
de optimizar la elaboracion de dicho producto, el cual presenta desviaciones mas arriba
del 3% establecido como rango de aceptacion.

Debido a que una mayor concentracion de masa de Ivermectina puede constituir
un problema en la salud publica si la carne o subproductos comerciales tratado con este
medicamento llegan a ser consumidos por el ser humano. También por el efecto
benéfico residual, ya que afecta directamente a la poblacién de insectos que colonizan
la materia fecal que son encargados de su degradacion y del reciclaje de nutrientes.

Por tal motivo el personal de control de calidad de la empresa con nuestra
participacion se decidié a iniciar una serie de andlisis, por medio de cromatografia
liquida de alta resolucion para definir de una vez por todas la cuantificacion en mencion.

3
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1.4 OBJETIVOS

Objetivo general:

e Cuantificar el contenido de lvermectina en el medicamento Max-lver solucion
inyectable, utilizando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Objetivos especificos:

e Calcular el contenido de Ivermectina presente en las muestras, a través de los
resultados obtenidos en el analisis por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC).

e Realizar el analisis estadistico de los valores obtenidos en la cuantificacion de la
masa de Ivermectina, efectuada a las muestras tomadas de los tres lotes del
medicamento Max-lver.

4
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2.1 Férmula cuantitativa del medicamento Max-Iver.

El medicamento Max-lver posee la siguiente composicion, cada mililitro contiene:
¢ lvermectina (principio activo) ------------- 10mg
e Propilenglicol(csp )------------------- --1mL

Es un producto muy liposoluble y poco hidrosoluble, por lo que se puede aplicar
por todas las vias, siendo las mas recomendadas, la subcutanea, intramuscular y por
derrame dorsal. Los procesos de absorcion, manifiestan diferencias segun las vias de
aplicacion y las especies tratadas.

2.1.1Método de preparacion del medicamento Max-Iver

e Se recepciona el principio activo y excipientes, se verifica de acuerdo a la orden
de produccién.

e En un tanque de acero inoxidable colocar el 40% de Propilenglicol y calentarlo en
un rango de Temperatura 35 — 40° C.

e Una vez obtenida la Temperatura deseada agregar el principio activo y agitar
hasta completa disolucion de la lvermectina.

e Se afora al volumen deseado con el Propilenglicol restante y se agita por 45
minutos para su completa disolucion.

e Se Toman 2 muestras de 10 mL cada una, se mide pH de la muestra 1 con un pH
metro del area estéril y se envia la muestra 2 a control de calidad para medir el
pH. El pH de la solucién debe estar comprendido entre 5.0 — 8.0.

e Se Pre-filtra la solucién en papel filtro nimero 713, diametro 38.5 cm.
e Se Procesa el envasado al volumen requerido por el lote.

e Se Envian muestras a control de calidad para realizar los ensayos
correspondientes:
[J Aspecto y limpieza.

Color.

PH.

Volumen de llenado.

Cuantificacion.

Densidad

OOogoogoad
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2.2 Caracteristicas fisico-quimicas y farmacologicas del principio activo del
medicamento Max-lver

La ivermectina posee una estructura quimica similar a los antibiéticos macrélidos,
un analogo semisintético de la Avermectinas Bla (Abacmectina). Esta compuesta de
una mezcla que contiene como minimo 80-90 % de 22,23-dihidroavermectina Bla y 10-
20 % de 22,23-dihidroavermectina Blb. Los dos homologos (Bla y Blb) difieren
Unicamente por un grupo metilo (CHs-). La ivermectina es 22,23-dihidroavermectina B1
(6, 37, 38). La ivermectina presenta la siguiente estructura quimica:

el CH o Ailly

- -3 "
§i L CH | | Lkl .
i I o . --'J'-.., . -""*—._H_.'-""

i |

Figura 2.1 Estructura quimica de la ivermectina

Entre sus caracteristicas fisico-quimicas, se encuentra que es un compuesto no
polar, posee un alto peso molecular y una gran lipofilicidad, lo que implica que su
distribucion a través de la circulacion sanguinea sea unida a lipoproteinas presentes en
el plasma. Asi, su gran solubilidad en lipidos implica que el tejido adiposo constituya un
sitio de almacenaje desde el cual se libera lentamente; y en donde la gran reserva de
grasa presente en ovinos, caprinos, porcinos, vacunos y equinos constituyen un factor
limitante en la disposicion del agente parasitario.

2.2.1 Mecanismo de accion de la lvermectina

Es un antiparasitario de amplio espectro contra endoparasitos y ectoparasitos de
bovinos, equinos, ovinos, caprinos, porcinos, caninos y felinos. Estimula la liberacion
del acido gamma-aminobutirico (GABA) de las terminaciones nerviosas y potencia su
unidn a los receptores especiales de las conexiones nerviosas. Los impulsos nerviosos
se interrumpen, paralizando y matando, por tanto, al parasito. La potenciacion del
efecto GABA en acaros tales como garrapatas, piojos y en otros insectos se asemeja a
la de los nematodos, excepto que los impulsos nerviosos se interrumpen entre la
terminacién nerviosa y la célula muscular, dando lugar a paralisis y muerte.

{
Cromatografia Kiguida de Altr Resolucion HPLC en Shermectina



El efecto de la ivermectina frente a trematodos o frente a platelmintos no es
mesurable, debido probablemente a que el GABA no actia como neurotransmisor. El
principal neurotransmisor periférico en los mamiferos, la acetilcolina, no se afecta por la
ivermectina, y esta no penetra facilmente en el sistema nervioso central de los
mamiferos en donde el GABA actia como neurotransmisor.

2.2.2 Excrecion

La ivermectina se excreta principalmente por las heces. Sin embargo, en hembras
en lactancia una fraccién significativa del medicamento es expulsada por la leche, en
donde tiene una prolongada vida media.

2.2.3Absorcion

La velocidad con que se absorbe la ivermectina y su persistencia en el organismo
dependen de la formulacion. Adicionalmente, la persistencia también depende de la
concentracion y dosis administrada.

2.2.4Distribucién

Una vez que el principio activo se absorbe y pasa a la circulacion sanguinea, su
liposolubilidad es la que determina su distribucién, a mayor liposolubilidad mayor
distribucién. La elevada afinidad de la ivermectina por el tejido adiposo, permite su
depodsito en el tejido graso e higado, lo que le otorga al producto el efecto de larga
accion o persistencia de la accion antiparasitaria. Después de su administracion, la
mayor concentracién de residuos se localizan en orden decreciente: grasa, higado,
riién y masculo.

2.2.5Metabolismo

La ivermectina se metaboliza en el higado por oxidacion e hidrdlisis y se elimina
principalmente por heces y en menor grado en orina (menos del 5%) como componente
no metabolizado. Aproximadamente un 70% de todos los residuos detectados en los
diferentes tejidos corresponden al componente primario sin modificacion (22-23
dihidroavermectina B1a).

2.2.6 Toxicidad

La toxicidad de la ivermectina se ha presentado raramente en animales; sin
embargo, cuando es administrada en concentraciones mucho mas altas de las
indicadas o en especies muy sensibles, se presentan algunos signos de toxicidad con
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efectos a nivel del sistema nervioso central como midriasis, depresion, problemas de
locomocidn, temblores, paralisis, convulsiones y finalmente la muerte.

Se ha demostrado que el traspaso de este farmaco hacia el cerebro, se encuentra
limitado por la barrera hematoencefélica, en donde la glicoproteina-P cumple un rol
fundamental. Es la encargada de proteger y limitar que la ivermectina sea capaz de
alcanzar las células nerviosas a nivel cerebral y reducir la probabilidad de producir
neurotoxicidad.

2.2.7Dosificacion

Bovinos y ovinos:

200 ug/kg P.V. por via subcutanea en dosis Unica (equivalente a 0.2 mL/10 kg
P.V.), cada mL contiene 10 mg de ivermectina lo cual es suficiente para tratar 50 kg de
peso Vivo.

Tabla 2.1 Esquema de dosificacion en bovinos y ovinos.

Limites de peso Volumen de dosis Limites de peso Volumen de dosis

(kg) (mL) (kg) (mL)
51-100 2 301-350 7
101-150 3 351-400 8
151-200 4 401-450 9
201-250 5 451-500 10
251-300 6 501-550 11
Porcinos:

3 mg/kg P.V. por via subcutanea en dosis Unica (equivalente a 0.3 mL/ 10 kg
P.V.), cada 3 mL es suficiente para tratar 100 kg de peso vivo.

Tabla 2.2 Esquema de dosificacion en porcinos.

Limites de peso (kg) Volumen de dosis (mL)
Hasta 50 15
51-100 3
101-150 4.5
151-200 6
201-250 7.5
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2.3 Impacto ambiental

Los altos niveles de excrecion de ivermectina en las heces generan efectos
potencialmente toxicos para el medio ambiente, ya que afecta directamente a las
poblaciones de insectos que colonizan la materia fecal, que son encargados de su
degradacion y del reciclaje de nutrientes. Se ha evidenciado que en bovinos tratados
con ivermectina, existe una disminucion en la degradacion de heces producidas,
comparado con animales que no fueron tratados con estos antihelminticos.

Se ha demostrado que la administracion de ivermectina en bolos de liberacién
lenta, tiene como consecuencia una disminucién evidente en la poblacion de insectos
de Neomyia cornicina. La presencia de ivermectina en la materia fecal, afecta el
desarrollo y crecimiento de artropodos, e incluso causa la muerte de formas adultas y
larvas en diferentes especies de coledpteros y dipteros.

2.4 Métodos de deteccidn

Existen diferentes procedimientos analiticos por los cuales se puede cuantificar el
contenido de ivermectina en los farmacos. Uno de estos métodos, el mas eficaz para el
aislamiento y deteccién de ivermectina, es la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), basada en la formacion de un derivado fluorescente captado por la droga en
cuestion.

2.5 Cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es, dentro de las técnicas
cromatograficas, la mas utilizada. El proceso de separacion cromatografico puede
definirse como la transferencia de masas entre una fase estacionaria y una mévil. La
mezcla que contiene los compuestos a separar es disuelta e inyectada en una columna
rellena de fase estacionaria a través de la cual es forzada a pasar una fase movil
impulsada por la bomba de alta presion.

Dentro de la columna la mezcla se separa en sus componentes en funcion de su
interaccion entre las dos fases. Esta separacion puede ser modificada eligiendo
adecuadamente tanto la fase mévil como la estacionaria, el flujo de la fase maovil o la
temperatura de la separacion. De esta forma la técnica de HPLC adquiere un alto grado
de versatilidad dificil de encontrar en otras técnicas, siendo capaz de separar los
componentes de una gran variedad de mezclas.
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2.6 Cov‘rﬁponentes basicos en un equipo HPLC (Anexos N° 1, Figura 1)

De forma esquemética los componentes basicos son:
e Sistema de suministro, Inyector , Columna , Detector , Registrador
e Bomba y conductor de la fase movil

2.6.1 Sistema de suministro de la fase moévil

Se trata de un reservorio o varios reservorios para los disolventes. Sirve para
desgasificar y eliminar particulas en suspension de los disolventes que interfieren
formando burbujas en los sistemas de deteccion.

Hasta los Solventes para HPLC, todos filtrados cuidadosamente en la fabrica,
pueden acumular particulas en suspension que pueden ser perjudiciales a los
componentes del sistema HPLC. Estas particulas en suspension pueden venir de varias
fuentes, incluso de la exposicion al polvo en el aire durante el trasegado de solvente en
el depdsito para solvente, la exposicion a particulas del aire durante el almacenamiento
del solvente en el depdsito del solvente, la degradacién lenta del solvente en el
recipiente, o de condensacion y polimerizacion del solvente. Las particulas pueden
ocasionar costosos dafos a la bomba HPLC, al guarda columnas, y en general causar
desgaste del sistema de HPLC. Los fabricantes de los instrumentos tienen en cuenta
este problema y recomiendan que se filtre y desgasifique los solventes HPLC antes de
usarlos.

En el instante en que se abre una nueva botella de solvente para HPLC se expone
el interior del solvente a la atmdsfera y empieza a acumular gases disueltos que se
encuentran en la atmésfera. El trasegado del solvente en el depdsito de solvente y su
almacenamiento en estos depdsitos mas el Oxigeno disuelto que constituye el 21% de
la atmosfera puede producir mayor interferencia en los detectores de fluorescencia y
electroquimicos. El Nitrégeno disuelto es el otro componente de la atmésfera que puede
producir burbujas en la columna de HPLC y cuando el solvente entra al detector
produce picos falsos y desviaciones de la linea base. El Dioxido de Carbono disuelto
algunas veces puede ser la causa de los cambios de pH en el sistema de solvente.

2.6.2Métodos de filtracion de solventes en HPLC

Hay tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracion previa de los
solventes en HPLC:

» Filtro a la Entrada del Solvente
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= Filtracion al Vacio
= Filtracion en Linea
2.6.3Métodos de desgasificacion de solventes en HPLC

Existen cuatro métodos comunes usados para desgasificar solventes en HPLC
previos a su uso:

Sonificaciéon

Burbujeo de Helio

= Desgasificacion Electronica en la Linea del Flujo

Desgasificacion al Vacio en Linea
2.6.4Sistema de bombeo de la fase movil

Se usan bombas para impulsar a la fase movil y deben cumplir los siguientes
requisitos:

« Deben vencer altas presiones.
» Proporcionar caudales estables entre 0,1 y 10mL/min.
« Deben estar libres de pulsaciones y tener volumenes muertos pequefos.

e Deben estar construidas de materiales resistentes a la presion y a las agresiones
guimicas.

« Facil manejo y mantenimiento.
Se utilizan tres tipos de bombas:
> Bombas reciprocas. (Anexo N° 1, Figura 2).
e Las mas utilizadas.
« Movimiento ciclico de uno o mas pistones con valvulas de entrada y salida.
o Elementos compresibles en el circuito atentan variaciones.

« 2 Pistones es la opcién mas adecuada.
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. Vevntajas: pequefo volumen interno (35 a 400 mL), altas presiones (>10000 psi),
facil adaptacion a sistemas por gradiente y caudales constantes e independientes
de la contrapresion de la columna y viscosidad del disolvente.

> Bombas de jeringas o desplazamiento. (Anexo N°1, Figura 3).
e Camara con un émbolo impulsado por un motor.
e Ventajas: flujo libre de pulsos, independiente de viscosidad y contrapresion.

e Desventajas: capacidad de bombeo limitada (0.25 L), poco practica para
reposicién y cambio de disolvente.

> Bombas neumaticas o de presion constante. (Anexo N° 1, Figura 4).
Ventajas: baratas
e Exentas de impulsos.
Desventajas:
o Capacidad limitada y de presién de salida.
o Caudal dependiente de la viscosidad del disolvente y de la contrapresion.
« No sirven para elucién con gradiente.

e Presiones menores a 2000 psi.

2.6.5Inyectores

Son los encargados de introducir la muestra en la cabeza de la columna de forma
reproducible y adecuada.

Hay dos tipos de inyectores

e Septum: Inyecta la muestra mediante una jeringa. Se usa poco y no permite
mucha presion. (Anexo N° 1, Figura 5).

e Bucle de muestreo: Este dispositivo normalmente se encuentra integrado en el
equipo cromatografico y existen bucles intercambiables que permiten la eleccion
de tamafos de muestra. (Anexo N° 1, Figura 6).

13
Cromatografia Kiguida de Altr Resolucion HPLC en Shermectina .



2.6.6 Pre columnas

Se colocan delante de la columna para eliminar la materia en suspension y los
contaminantes de los disolventes. La composicién del relleno debe ser semejante al de
la columna. Aunque el tamafio de particula es mayor para minimizar la caida de
presién. En muchas ocasiones se usan para aumentar la vida de la columna.

2.6.7Columna

Normalmente son de acero inoxidable de didmetro interno uniforme aunque en
ocasiones se encuentran tubos de vidrio de paredes resistentes.

La mayoria de las columnas de cromatografia de liquidos tienen una longitud entre
10 y 30 cm. Generalmente son rectas y se pueden alargar, si es necesario, acoplando
dos o0 méas columnas. El didmetro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10 mm y
los tamafios de las particulas de los rellenos méas comunes son 3.5y 9 um.

Los empaquetados mas comunes son de particulas de silice pero también se usa
la alimina (Al,O3.x H,0), polimeros porosos y resinas de intercambio iénico.

La columna més utilizada es la de 25 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno,
empaquetada con particulas de 4 yum. Estas columnas tienen de 40,000 a 60,000
platos/metro.

Desde hace poco, se han empezado a fabricar columnas de alta resolucion més
rapidas, las cuales tienen menores dimensiones que las anteriormente descritas. Estas
columnas pueden tener didmetros internos que oscilan entre 1 y 4.6 mm y se rellenan
con particulas de 3 o 4um. A menudo su longitud es de 3 a 7.5 cm. Pueden tener hasta
100,000 platos/metro y presentan la ventaja de la rapidez y del minimo consumo de
disolvente caracteristica muy importante ya que los disolventes de alta pureza que se
requieren en cromatografia de liqguidos son muy caros

2.6.8 Detectores

A diferencia de la cromatografia de gases, en HPLC no existen detectores tan
universalmente aplicables, ni tan fiables tampoco. En lo que si coinciden cromatografia
de gases y HPLC, es en las cualidades enumeradas en los detectores de cromatografia
de gases.
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En HPLC existen dos tipos basicos de detectores:

e Los basados en una propiedad de la disolucién: Que corresponden a una
propiedad de la fase movil, como el indice de refraccion, la constante dieléctrica, la

densidad.

e Los basados en una propiedad del soluto: Es decir, responden a alguna de las
propiedades del soluto, como la absorbancia UV, fluorescencia, intensidad de
difusion, que no son propias de la fase movil.

Tabla2.3 Detectores méas comunes empleados en HPLC

Detector LC Limite de Permite
deteccién gradiente
absorbancia 100 pg-1 ng Si
Fluorescencia 1-10 pg Si
Electroquimico 10 pg-1 ng Si
indice de refraccion 100 ng-1 pg No
Conductividad 500 pg-1 ng No
Espectrometria de masa 100 pg-1 ng Si
Dispersion de la luz 10 pg Si
FT-IR 1 ug Si
UVIVIS 0.1-1 pg Si

2.7 Detectores basados en una propiedad del soluto

2.7.1Detectores de Absorbancia

Miden la absorbancia de los efluentes de una columna cromatogréafica. Muchos
detectores de absorbancia son dispositivos de doble haz, uno de los haces pasa por la
cubeta de flujo y el otro a través de un filtro que reduce su intensidad.

Para comparar las intensidades de los dos haces se usan detectores fotoeléctricos
contrastados. En cualquier caso, el cromatograma consiste en una representacion en
funcion del tiempo del logaritmo del cociente de las dos sefiales translicidas. También
se utilizan instrumentos de un solo haz, en cuyo caso, las medidas de intensidad del
disolvente se almacenan en la memoria de un ordenador y al final se recuperan para el

calculo de la absorbancia.
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2.7.2 Detectores de Fluorescencia

La fluorescencia es detectada por medio de un detector fotoeléctrico colocado
perpendicularmente respecto al haz de excitacién. Los detectores mas sencillos utilizan
una fuente de excitacibn de mercurio, y uno o mas filtros para aislar la radiacion
fluorescente.

2.8 Detectores basados en una propiedad de la disolucion

2.8.1 Detectores de indice de refraccién

Los detectores de indice de refraccion tienen la ventaja de que responden a casi
todos los solutos. Es decir, son detectores universales anélogos a los detectores de
[lama en cromatografia de gases. Se afiade que son fiables, no dependen del caudal,
son muy sensibles a los cambios de temperatura, se han de mantener a una
temperatura constante, por otra parte, no son tan sensibles como la mayoria de los
otros detectores, por lo general no se pueden utilizar en la elucion con gradiente.

2.8.2Detector de dispersion de luz

El efluente de la columna pasa a un nebulizador donde se convierte en una fina
niebla gracias a un flujo de nitrégeno o aire. Estas finas gotitas pasan por un tubo de
conduccion a una determinada temperatura de forma que se evapora la fase movil y se
originan particulas de analito. Estas particulas pasan a través de un laser y por un
fotodiodo de silicio se detecta la radiacién dispersada perpendicularmente al flujo. Su
principal ventaja es que resulta ser mas sensible que el detector de indice de refraccion.

2.8.3Detectores Electroquimicos

Actualmente hay varios tipos de detectores electroquimicos, que se basan en
cuatro métodos: Amperometria, Voltamperometria, Coulombimetria, Conductimetria
(unidad de medicion el Ohm).

2.8.4Detectores por espectrometria de masas

Consiste en el acoplamiento de la cromatografia de liquidos con la espectrometria
de masas. De forma general se pueden obtener tanto cromatogramas a tiempo real
como reconstruidos por ordenador hasta los espectros de los picos eluidos.
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2.9 Problemas méas comunes encontrados en HPLC

Esta es una lista de los problemas normalmente encontrados en HPLC, sus
posibles causas, y como solucionarlos.

2.9.1Presién alta

e Posible causa: Obstruccion de la Columna de HPLC o Guarda Columna por
particulas.

e Solucion: Invertir la Columna y Enjuagar con solvente, teniendo la columna
desconectada del detector. Si esto no funciona se reemplaza el filtro a la entrada
de la columna. Si la presion sigue alta se reemplaza la columna.

e Solucion a largo plazo: Asegurarse que todas las fases moviles se filtren
apropiadamente antes que entren a la bomba de HPLC. También filtrar todas las
muestras antes de inyectarlas.

2.9.2Pérdida de laresolucién

e Posible causa: Obstrucciéon de la Columna de HPLC 6 del Guarda Columna por
particulas.

« Solucién a largo plazo: Filtrar todo antes que se introduzcan las fases méviles en
el sistema de HPLC.

2.9.3Picos Hendidos

e Posible causa: Obstruccién de la Columna de HPLC o del Guarda Columna por
particulas.

e Solucion a largo plazo: Filtrar todo antes que se introduzcan las fases moviles en
el sistema de HPLC.

2.9.4Variacién en los tiempos de retencion
e Posible causa: Aire atrapado en la bomba debido a gases disueltos en fase movil.

e Solucion: Bombear primero el aire atrapado y desgasificar las fases moviles
apropiadamente.

e Solucion a largo plazo: Asegurese que la fase movil esta apropiadamente y
adecuadamente desgasificada. Se usa desgasificacion electronica en linea, se
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asegura la cadencia del flujo y si no es apropiada, se evita la desgasificacién
completa de la fase movil.

2.9.5Variaciones de la linea base

» Posible causa: Burbujas del aire atrapados en la celda del detector debido a una
mala desgasificacion de los solventes de la fase mdvil.

e Solucion: Asegurarse que todas las fases moviles estén debidamente
desgasificadas y considerar el uso de un restrictor de la presion a toma de
corriente del detector.

2.9.6Linea base con mucho ruido
« Posible causa: Aire atrapado en celda del detector o en la bomba.

e Solucion: Enjuagar el sistema y purgar la bomba de HPLC. Uso de Solventes
desgasificados adecuadamente para mantener constante la velocidad de flujo de
la fase movil del sistema.

2.9.7Picos Falsos (Detectores Electroquimicos y de Fluorescencia)
« Posible causa: Oxigeno Disuelto

e Solucion: Desgasificar adecuadamente las fases moviles para reducir la
concentracion de oxigeno disuelto.

e Solucién a largo plazo: Agregar un sistema de filtracion al vacio en linea.
Periddicamente chequear el nivel de oxigeno disuelto.

2.9.8 Baja o Ninguna Presién

e Posible causa: Trabajar con bombas, sellos o pistones expuestos por mucho
tiempo a particulas en suspension en la fase movil.

e Solucion: Reemplazar los sellos o pistones, si es necesario.
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I1l. DISENO METODOLOGICO
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3.1 Ubvlcacién del area de estudio

La cuantificacion de la masa de ivermectina en el medicamento Max Iver se realizd
en el Crucero municipio de Managua, con los trabajadores de Control de Calidad de la
empresa PANZYMA LABORATORIES, la cual consta de las siguientes areas: 2 Areas
de Vestidores, 4 Areas de Empaques, Area de Llenado, Area de Control de Calidad,
Area de Formulacion y Preparacion, 3 Areas de Bodegas y Area de Mantenimiento.
Consta de aproximadamente 200 trabajadores. El trabajo se realizo durante el mes de
septiembre de 2011.

3.2 Tipo de estudio
Experimental- descriptivo.
3.3 Universo y Muestra

El universo esta constituido por 30, 000 unidades del medicamento Max-lver con
numero de lote 01061113, 07081113 y 26111113 con 10,000 unidades cada lote
correspondientes.

Por motivo de lo escaso y costoso de los reactivos, en la investigacion se
estudiaran unas muestras al azar, correspondiente a dieciocho viales conteniendo 10
mL del producto terminado Max-Iver.

El estudio tiene tres fases principales

1- Valoracion de las muestras en el laboratorio.
2- Andlisis de datos.
3- Conclusién y recomendaciones.

3.4 Metodologia analitica para la identificacién y cuantificacion de ivermectina
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

3.4.1Alcance

El método propuesto se utiliza para la determinacion cualitativa (identificacion), y
cuantitativa (valoracién) de ivermectina por HPLC.

3.4.2Precauciones de seguridad

Existen precauciones para el uso de los materiales. Estas precauciones son
necesarias durante el desarrollo del estudio. La seguridad del personal incluye el uso
adecuado de equipos de proteccion, vestimenta, asi mismo deben manipular y
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almacenar adecuadamente los reactivos empleados. Los desechos generados durante
los analisis deben de colocarse en el lugar correspondiente para evitar accidentes
laborales.

3.4.3 Condiciones ambientales

Se debe trabajar a temperaturas menores de 30°C, preferiblemente entre 20°C -
25°C. La humedad relativa entre 35%-45%.

3.4.4 Principio

La ivermectina es una sustancia con grupos cromoforos que se pueden analizar
cualitativamente y cuantitativamente por cromatografia liquida de alta resolucién y
resolverse con técnicas isocraticas en la fase reversa con un material de empaque
octadecilo (C18) y leido en la regién ultravioleta del espectro electromagnético, usando
un detector de longitud de onda variable o red de diodos.

3.4.5 Calibracioén

e Se calibra cada vez que se realiza ensayo de cuantificacion de la ivermectina al
menos a estandares de trabajo.

e Se prepara una serie de diluciones de los estandares de trabajo segun se indica
en la preparacion de la solucion del estandar de referencia.

e Se prepara con ayuda del software Chemstation la curva de calibracion de la
concentracion de ivermectina en pug/ml contra las areas de los picos.

3.4.6 Control de calidad
Los parametros Cromatograficos son los siguientes:

e Se coloca la solucion estandar al 100% y se registra el cromatograma. La
desviacion estandar relativa (DER) de inyecciones repetidas no debe ser mas de
3.0% para n= 5 inyecciones. Factor de simetria o de cola T: entre 0.65 a 1.5.

e Se prepara dos muestras de control de calidad, conforme a la preparacion de las
muestras patron se inyecta para asegurar que la curva de calibracion y los
resultados de la muestra se encuentran bajo control.
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3.4.7 Reactivos y materiales

e Metanol, grado HPLC

e Agua desmineralizada

¢ Filtros de membranas de Nylon, tamafio de poro 0.20 um y diametro de 25 mm
e Filtros de membranas de Nylon, tamafio de poro 0.45 um

3.4.8 Aparatos y equipos

e Cromatografo Liquido Autosampler agilent technologies, modelo 1200, detector
arreglo de diodos, bomba cuaternaria.

e Columnas Pursuit XRS-C18, 150 mm x 4.6 mm, 5um (VARIAN)
e Balanza analitica Max: 210 g, d= 0.01 mg

e Matraz volumétrico clase A 25 mL

e Pipetas volumétricas clase A 1.0y 3.0 mL

e Probetas de 25 mL

e Aparatos de Ultrasonido (Bafio Ultrasénico BRASONIC)

e Espatula analitica

e Jeringa de vidrio para muestras 3y 5 mL

e Equipo de filtracion de solventes
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IV. METODOLOGIA ANALITICA
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4.1 Procedimiento

Para este estudio recolectamos dieciocho viales inyectables de 10 mL c/u del producto
terminado Max-lver al azar tomadas de distintos lotes (lote 01061113, lote 07081113 y
lote 26111113), que contienen 10,000 unidades cada uno. Realizamos los ensayos en
las muestras previamente homogenizadas con dos analistas en 02 dias diferentes para
cuantificar la ivermectina expresada en mg/g, con cada analista realizamos tres
inyecciones de la muestra por dia, bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.
La evaluacion correspondio a todo el procedimiento, desde la preparacion de la muestra
hasta la medicion del analito por parte del instrumento.

Utilizamos un Cromatégrafo liquido de alta resolucién consistente en un sistema
controlador, un modulo liberador de solventes, con unidad de gradiente de baja presion
y desgasificador. El sistema ademas, incluye un horno para columna y un detector
espectrofluorométrico arreglo de diodos. La evaluacion de la especificidad del sistema
se realizé mediante el software del equipo (Chemstation), trabajandose con la solucion
estandar y las muestras evaluadas.

4.1.1 Preparacioén de la solucion del estandar de referencia

e Se pesa con exactitud 10 mg de Ivermectina (Anexo 1, Figura 8) y se transfiere a
un matraz volumétrico de 25 mL.

e Se adiciona 10 mL de fase movil, se agita y se somete a ultrasonido por 5 minutos.

e Se lleva a volumen con fase movil, se agita, se mezcla y se afora.

e Se transfiere 3 mL de la solucion anterior a un matraz volumétrico de 25 mL
(Anexo 1 Figura 9), se lleva a volumen con la fase mévil, se agita, se mezcla y se
afora.

¢ Se filtra con filtros de membrana de Nylon, tamafio de poro 0.02 um y diametro de
25 mm (Anexo 1, Figura 10) descartando los primeros 2 mL y se inyecta la
solucion filtrada.

4.1.2 Preparacion de la solucion de la Muestra.
e Se transfiere 1 mL de la muestra de ivermectina a un matraz volumétrico de 25

mL.
e Se lleva a volumen con la fase movil, se agita, se mezcla y se afora.
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\1\,
Se transfiere 3 mL de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 25 mL, se
lleva a volumen con la fase movil, se agita, se mezcla y se afora.

Se filtra con filtros de membrana de Nylon, tamafio de poro 0.20 um y didmetro de

25 mm descartando los primeros 2 mL y se inyecta la solucion filtrada.

4.1.3 Sistema Cromatogréfico

Temperatura de la Columna Ambiente
Longitud de onda analitica 260 nm
Flujo 1.5 mL/min
Volumen de Inyeccion 20 pL

Se acondiciona la columna con la fase moévil durante 15 minutos o hasta obtener

una linea base estable.

Se coloca en el cromatdgrafo la solucion estandar y se registra el cromatograma.
La desviacion estandar relativa para inyecciones repetidas no debe ser mayor de

3.0% para n= 5 inyecciones.

Se inyecta por separado volimenes iguales (20uL) de la solucion estandar y de la
solucion de valoracion en el Cromatografo, registrar los cromatogramas y se mide

la respuesta de pico principal.

Inyectar conforme a la siguiente secuencia:

Solucién de prueba

N° de inyecciones

Blanco (fase moévil)

2

Estandar 80%

2

Muestra

2 por muestra analizada

Muestra de Control de Calidad | 2

Estandar

1
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4.2 Calculos
4.2.1 Célculos parala Valoracion o Cuantificacion.

Se calcula la masa (mg/g 6 ppm) de Ivermectina en la muestra tomada por medio
de la siguiente formula:

xVm

Concentracién de lvermectina (mg/g 6 ppm)= Am X Cs

As = Wn

Donde:

An: Area del pico de Ivermectina en la muestra.

As: Area del pico de Ivermectina en el estandar.

Cs: Concentracion de Ivermectina en el estandar, mg/mL.
Vm: Volumen de la alicuota.

Wn: Peso de la muestra, en gramos.

4.3 Reporte de resultados

4.3.1 Identificacion

Se reporta el tiempo de retencién de la muestra en comparacion con el tiempo de
retencion del estandar de referencia. La diferencia no debe ser mayor al 5.0%.

4.3.2 Cuantificacion

Se reporta los resultados como la masa en mg/g o ppm de contenido de la siguiente

Cs
e X Vm

manera: (mg/g 6 ppm) = i—m X
S

4.4 Criterios de aceptacion
4.4.1 Identificacion
El tiempo de retencién del pico principal en el cromatograma de la preparacion de

valoracion que corresponde con el pico principal en el cromatograma de la solucion del
estandar, segun se obtiene en la valoracion.
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4.4.2 Andlisis Cuantitativo

El porcentaje (%) de aceptacion debe ser de: 90.0% al 110.0% de la cantidad
declarada.

4.5 Registros

e Este procedimiento estd almacenado en archivo electréonico bajo la custodia del
Gerente de Control de Calidad. Una copia en fisico esta en manos del responsable
de fisicoquimica.

e Los registros que se generan por la aplicacion del documento debera de reflejarse
en la bitacora de los equipos utilizados y de Ivermectina.
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V. ANALISIS DE LOS RESULTADOS
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5.1 Cuantificacién de la masa en miligramos (mg) de ivermectina en producto
terminado del farmaco Max-lver.

La capacidad del método de discriminar entre las muestras y el estandar de
referencia con Ivermectina se muestran en los cromatogramas. Se aprecia una
adecuada simetria de los picos cromatograficos para una concentracion estandar de
48.000 pg/ml de ivermectina y de 48.000 pg/ml para las muestras. El tiempo de
retencion de Ivermectina fue de 4.048 min., para el estandar de referencia, mientras
gue los de las muestras estan entre 4.112 min-4.131min. La ausencia de interferencias
en los tiempos de retencion de los analitos sugiere una alta especificidad del método.

maxiver cuntificacion FM.METANOL:AGUA:(§5:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 125-
128 BAR. CURVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.
6X150mm Spm. SN:A6000150X046 INVERTIDA
MWD1 A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-IVERWT100000.D)

| P
| %0 5
w 25 i
‘ 3 )
205 2
15; fie)
10 3
i | %)
5—,' I
o --—— - - - ———
0 o 1] ‘ 2 3 i : 5 min
External Standard Report
Sorted By g Signal
Calib. Data Modified : 8/20/2011 12:08:08 PM
Multiplier ) 2.0800
Dilution : 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [pg/ul]
------- (S E e S o ol | S SR w5 =i s i | e i 5 o e e e s el
4.048 VB 393.34918 1.21651e-1  99.53053  IVERMECTINA
Totals : 99.53053

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Figura 5.1. Cromatograma del Estandar de Referencia de Ivermectina

En este cromatograma se muestra claramente la pureza del estandar de
referencia, dada la perfecta simetria del pico de ivermectina, el cual esta identificado
dentro del rango de aceptacion establecido para este farmaco.
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maxiver £untificacion FM.METANOL:AGUA: (95:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 125-
128 BAR._€URVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.
6X150mm Spm. SN:A6000150X046 INVERTIDA

MWD1 A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-IVER\07081100.D) -
mAU - g
35 é ,8
%0 s \
25- & ‘
20 2| |
15 (8 |
103 'S |
o
0= —— e i il —— - e —i- —_——
-5 lr* = e e R i  foa e et i [ et e | T ) T T T T T T T T T T
0 1 - 3 4 5 min
External Standard Report
Sorted By $ Signal
Calib. Data Modified : 8/27/2011 3:06:32 PM
Multiplier : 2.0800 '
Dilution : 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [pg/ul]

------- e e e e e U o
4.118 VB 434.01019 1.21598e-1 109.77120 IVERMECTINA

Totals : 109.771206

Results obtained with enhanced integrator!

*+** End of Report ***
Figura 5.2. Cromatograma de la Muestra 1 Con Ivermectina
En este cromatograma de la muestra 1 con ivermectina, se puede apreciar que el

analito en cuestién es detectado en el rango comprendido para este analisis y que
presenta una simetria del pico similar al del estandar.
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naxiver cuntificacion FM.METANOL:AGUA: (95:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 125-
128 BAR. CURVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.
6X150mm 5pm. SN:A6000150X046 INVERTIDA

MWDT A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-IVER\07081101.D)
mAU 3 :
3% 5
] w
30 3|
| 253 Il
] >
20- [
15 2]
10- | |
E |
0-- — —-- —_— = —
. U | Soae T =T === T e e
0o 1 o 3 : 4 5 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 8/27/2011 3:06:32 PM
Multiplier : 2.0800
Dilution : 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Type Area Ant /Area Bmount Grp Name

(min] [mAU*s] [pg/ul]

------- et | it | cisrmsaii i | md | el R
4.112 VB 439.48608 1.21591e-1 111.15033 IVERMECTINA

Totals : 111.15033

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
Figura 5.3. Cromatograma de la Muestra 2 con Ivermectina

El cromatograma refleja que el analito en estudio sobrepasa el rango de deteccion
establecido para la ivermectina, lo que nos indica que existe una alteracion en el
farmaco Max-Iver.
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maxiver cuntificacion FM.METANOL:AGUA: (95:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 1Z5-
128 BAR. CURVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.
6X150mn Spm. SN:A6000150X046 INVERTIDA

MWD A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-IVER\07081102.D) ]
mAU é
35
] f
30 ,!%\
2% J § ‘.
20 =
15 I8
10 ; ¢
N\ / \
¥ /\ FooA
0_ —._____\“{ e —‘ \‘»_—__—___-__ —————— T ;\ g ——— e
T T 1 | ] ; i
0 1 2 3 4 5 min
External Standard Report
Sorted By g Signal
Calib. Data Modified : 8/27/2011 3:06:32 PM
Multiplier : 2.0800
Dilution ! 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Type Area Amt/Area  Amount Grp Name

[min] [mAU*s] (pg/ul]

------- R B e o B e
4.130 VP 434.64200 1.21597e-1 109.93033 IVERMECTINA

Totals : 109.93033

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Figura 5.4. Cromatograma de la muestra 3 Con lvermectina

El cromatograma muestra la adecuada extraccién del analito en estudio, la

perfecta simetria del pico de ivermectina y su identificacion estd comprendida en el
rango establecido.
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maxiver cuntificacion FM.METANOL:AGUA: (95:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 125-

128 BAR. CURVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.
6X150mm 5um. SN:A6000150X046 INVERTIDA

MWD1 A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-IVER\07081103.D)
mAU
35 |
30 fg\.
J |
25- ‘! g \
20 6!
15 / 5|
10 | N
5 ‘:‘: \'\.\
[y S PR e _\"-"\ I (T T O O 70 Mt g e
I T T S e ) ) e e ) s ]
0 1 2 N 3 4 __ 5 min
External Standard Report
Sorted By g Signal
Calib. Data Modified : 8/27/2011 3:06:32 PM
Multiplier : 2.0800
Dilution : 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name

[min] [mAU*s] [pg/ull]

------- i kel et ot bttt ol Gttt et i
4,131 BB 444,10483 1.21586e-1 112.31359 IVERMECTINA

Totals : 112.31359

Results obtained with enhanced integrator!

*ux End of Report *x%
Figura 5.5. Cromatograma de la muestra 4 con Ivermectina

En este caso el porcentaje de aceptacion para la ivermectina sobrepasa los 110%,

lo cual nos indica una clara alteracién en la concentracion del analito del producto en
estudio.
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maxiver cuntificacion FM.METANOL:AGUA: (95:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 125-
128 BAR. CURVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.

6X150mm Spm. SN:A6000150X046 INVERTIDA
o MWDT A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-IVER\07081104.D)

mAU% $

35 5

i |
30 E
25 | u

| & 2!

' 10 <
5

B e - s =

‘ o o i e ol T = i e % T -

IR (S sl e - 3 4.
External Standard Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : 8/27/2011 3:06:32 PM

Multiplier : 2.0800

Dilution : 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500, 20

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [pg/ul)

------- [ | oo | =St | Sd el s [ = | e mme S
4.126 VB 442.38251 1.21588e-1 111.87981 IVERMECTINA

Totals : 111.87981

Results obtained with enhanced integrator!

*#+ End of Report ***

Figura 5.6. Cromatograma de la muestra 5 con Ivermectina

Aqui se observa el mismo comportamiento que presento el cromatograma de la
muestra 4, donde se detect6é una variacién significativa en el rango de deteccion para la

ivermectina.
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maxiver cuntificacion FM.METANOL:AGUA: (95:5) 260nm 20pl 25°C 1.5ml/min. PRESION APROX. 125-
128 BAR. CURVA DE CALIBRACION: 20081100-20081101-2200811902 COLUMNA: VARIN XDB-C18 4.
6X150mm Spm. SN:A6000150X046 INVERTIDA ¥ oSl T i =

( MWD1 A, Sig=260,20 Ref=500,20 (MAX-VER070811050)
mAU | $
| ,‘ E
35 O
w
30- 2
4
2 S
’ 20- il ‘
15 (8 |
} 10- ®3 i
" it o ey s A (o M T P e g SN e B SR | o=y T 1 e R [ t B '1""—7-"-‘1—‘—'"‘;
TS . Ol e S e Mo o B |
External Standard Report
Sorted By : Signal ,
Calib. Data Modified : 8/27/2011 3:06:32 PM
Multiplier : 2.0800
Dilution - 1.0000

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Type Area Amt/Area  Amount Grp Name

[min] [mAU*s) [pg/ul)

------- P s sturcattad ot ke b
4.129 VB 448.44727 1.21581e-1 113.40725 IVERMECTINA

Totals : 113.40725

Results obtained with enhanced integrator!

#++ End of Report ***

Figura 5.7. Cromatograma de la muestra 6 con lvermectina

La extraccion del analito es adecuada, pero su identificacion se muestra fuera del

rango de aceptacion, en comparacion con el cromatograma obtenido del estandar de
referencia.
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Calibration Report Options :
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20

RetTime Lvl Amount Area BAmt/Area Ref Grp Name
[min] Sig (ng/ul]

i . i I - | —— | o - s e i e S 3 l i e i I e o e i o | e I e | - o i o S o

4.077 1 1 24.00000 195.46512 1.22784e-1 IVERMECTINA
2 48.00000 390.86276 1.22805e-1
3 72.00000 595.56525 1.20894e-1

Peak Sum Table

***No Entries in table***

Calibration Curves

Area , | IVERMECTINA at exp. RT: 4.077
: 3 | MWDl A, Sig=260,20 Ref=500,20
500 - Correlation: 0.99993
] > Residual Std. Dev.: 3.58638
400 ¥ Formula: y =mx + b
] P m: 8.25872
300 - b: -1.84072
] 1.4 x: Amount [pg/ul]
200~ A , y: Area
1004
0 ~ i T :
0 25 50 75 |
Amountug/ul] |

Figura 5.8. Curva de calibracién del Estandar de referencia
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B
5.2 Concentracién de ivermectina en muestras de Max-lver

En el Tabla 2, se muestran los resultados de los andlisis de las muestras de Max-Iver
gue fueron obtenidos al azar del tomadas de distintos lotes (lote 01061113, lote
07081113y lote 26111113), que contienen 10, 000 unidades cada uno.

5.2.1 Determinacion de la concentracion de ivermectina en las muestras.

Lote: 01061113

) A C
[m](mg/g 6 ppm) = X WS xVm
S m

Para la Muestra No.1:

_349.16223  0.046896 mg/mL 3mL = 49.12293mg 14.860
™ =33056204 * 0.01g FoME T T330562g mals
Para la Muestra No.2:

34839856  0.046896 mg/mlL 3ml = 49.0154mg _ 14.827
™ = 33056204 © 0.01g FOME T 3305629 marg
Para la Muestra No.3:

_ 34984738 0.046896mg/mL = _ 49.2193mg oo
™ = 33056204 © 0.01g FOMET 3305629 marg
Para la Muestra No.4:

_ 34874173 0046896mg/mL . . _ 49.0637mg o .
™ = 33056200 © 0.01g oMY= 3305629 ™mg/8
Para la Muestra No.5:

_ 35136798 0046896mg/mL . . _ 494332mg _ o,
M = 33056204 © 0.01g XOME = 3305629 "g/8
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Para la Muestra No.6:

_ 34993713 0.046896 mg/mlL 49.23195 mg

3mL = —— > _ 14893
~ 33056204 0.01g xom 3.30562 g mg/g

Lote: 07081113
Para la Muestra No.1:

434.01019 0046896 mg/ml. 61.0600 mg

L= 2" 4552
[ml = 39332018 ~ 0.01g x3m 393349 L>023my/g

Para la Muestra No.2:

439. 48608 0.046896 mg/mlL 61.8304 mg

3mL = ——— 9 = 15718
Iml = 39332018 * 0.01g xom 3.9334 g mg/g

Para la Muestra No.3:

_ 434 64200 0.046896 mg/mlL 61.1489 mg

3mL = ——— 2 = 15546
~ 39334918 * 0.01g xom 3.9334 g mg/g

Para la Muestra No.4:

444.10483 0046896 mg/ml 62.4802mg

L= 22229 _ 15884
[ml = 39332018 * 0.01g x3m 3903349 1>884ma/g

Para la Muestra No.5:

(] = 44238251 0046896 mg/mL _ = _ 622379mg _ ...,
Ml = 39334918 * 0.01 g ¥3ImL= 3oazag - 1o822malg

Para la Muestra No.6:

448, 44727 0.046896 mg/mlL 63.0911 mg

3mL = ————9 = 16,039
Iml = 39332918 ¥ 0.01g xom 3.9334 g mg/g

Lote: 26111113
Para la Muestra No.1:

_ 3711499 _ 0.046896 mg/ml 52.2163 mg

3mL = 222" "5 _ 16,046
= 32541650 0.01g xam 3.2541 g mg/g
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Para Iaylz\/ilﬁ'uestra No.2:

_ 37091501  0.046896 mg/mL

= 32541650 0.01g
Para la Muestra No.3:

37091501 _ 0.046896 mg/mL

™= 32541650 © 0.01g
Para la Muestra No.4:

37174498 0.046896 mg/mL

™= 32541650 © 0.01g
Para la Muestra No.5:

_ 37193984 0.046896 mg/mL

™ = 32541650 0.01g

Para la Muestra No.6:

37074170 _ 0.046896 mg/mL

™= 32541650 © 0.01g

_52.1832mg

3.2541 g

_52.1832mg

3.2541¢g

_52.3000mg

3.2541¢g

_ 52.3274mg

3.2541 g

_ 52.1589myg

3.2541¢g

= 16.036 mg/g

= 16.036 mg/g

=16.072mg/g

= 16.080 mg/g

= 16.028mg/g
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Los valores calculados de la Media, Desviaciéon Estandar y Desviacion Estandar
Relativa presentes en los viales del medicamento.

Se procede a determinar la media (%P) del % de recobro de las muestras de los tres
lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

%P1+ %Py + %P3+ %P4y + %P5 + %Py
n

%P =

Donde:%P = es la media; n = es el nimero de muestras; % P; = es él % de recobro
de la muestra 1;% P, = es él % de recobro de la muestra 2; % P3; = es él % de recobro de la
muestra 3; % P, = es él % de recobro de la muestra 4; % Ps = es él % de recobro de la
muestra 5; % Pg = es él % de recobro de la muestra 6.

Una vez calculada la media se procede a determinar la varianza (S?) del % de recobro
de las muestras de los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

(%P, — %P)* + (%P, — %P)? + (%P3 — %P)* + (%P, — %P)? + (%P5 — %P)* + (%Ps — %P)?
S§? =
n—1

Donde: S%= es la varianza; n = es el nimero de muestras;%P = es la media del % de
recobro del lote;% P; = es él % de recobro de la muestra 1;% P, = es él % de recobro de la
muestra 2; % Pz = es él % de recobro de la muestra 3; % P4, = es él % de recobro de la
muestra 4;% Ps = es él % de recobro de la muestra 5; % P¢ = es él % de recobro de la
muestra 6.

Determinada la varianza se procede a calcular la desviacion estandar (D) del % de
recobro de los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

D =52
Donde: D = es la desviacion estandar; S? = es la varianza del % de recobro del lote.

Y por ultimo se determina la desviacion estandar relativa (DER) del % de recobro de
los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

D
DER = —x100
%P

Donde: DER = es la desviacion estandar relativa; D = es la desviacion estandar; %P=
es la media del % de recobro del lote.
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Para el lote 01061113 los calculos correspondientes serian:

%P 105.62683 + 105.39581 + 105.83410 + 105.49963 + 106.29411 + 105.86125
(0] =
6

=105.75195

_ (105.62683-105.75195)*+ (105.39581—-105.75195)?+ (105.83410—-105.75195)?
- 6—1

52

_ (105.49963 — 105.75195)? + (106.29411 — 105.75195)? + 105.86125 — 105.75195)?

_0.015656 +0.12683 + 0.00674 + 0.06366 + 0.29393 + 0.01194
B 5

SZ

= 0.10375

D =+0.10375=10.3

Para el lote 07081113 los calculos correspondientes serian:

~110.33712 + 111.72924 + 110.49775 + 112.90345 + 112.46559 + 114.00742
6

%P =

= 111.99009

_(110.33712-111.990095)%+ (111.72924-111.990095)%+ (110.49775—-111.990095)>
a 6—1

52

(11290345 — 111.990095)* + (112.46559 — 111.990095) + (114.00742 — 111.990095)°

273232+ 0.06804 + 2.22709 + 0.83421 + 0.22609 + 4.06960

SZ
5

= 2.03147

D =+2.03147 = 1.42

Cromatografia Eiguida de Altr Resolucion HPLC en Shermectina



DER = x100 = 1.26

111.990095
Para el lote 26111113 los calculos correspondientes serian:

y 114.05382 + 113.98162 + 113.75231 + 114.23667 + 114.29655 + 113.92836
0 fr
6

= 114.04155

_(114.05382-114.04155)2 + (113.98162—-114.04155)% + (113.75231—114.04155)?

SZ
6—1

_ (114.23667 — 114.04155)% + (114.29655 — 114.04155)% + (113.92836 — 114.04155)°

~0.00015 + 0.00359 + 0.08366 + 0.03806 + 0.06502 + 0.01281

SZ
5

= 0.04066

D =+/0.04066 = 0.20

DER = x100 = 0.17

114.04155

Se procede a determinar la media (P) de los pesos de ivermectina de las muestras de
los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

Py +P,+P;+P,+Ps+P,g
n

P =

Donde:P = es la media; n = es el nUmero de muestras; P; = es el peso de ivermectina
de la muestra 1; P, = es el peso de ivermectina de la muestra 2; P; = es el peso de
ivermectina de la muestra 3; P, = es el peso de ivermectina de la muestra 4; Ps = es el
peso de ivermectina de la muestra 5; Pg = es el peso de ivermectina de la muestra 6.

Una vez calculada la media se procede a determinar la varianza (S?) del peso de
ivermectina de las muestras de los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

(P1 = P)* + (P, = P)* + (P3 = P)* + (P4 — P)* + (P5 — P)* + (P¢ — P)*

§% =
n—-1
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Donde: S?= es la varianza; n = es el nimero de muestras;P = es la media del peso de
ivermectina en las muestras dellote;P; = es el peso de ivermectina de la muestra 1; P, = es
el peso de ivermectina de la muestra 2; P; = es el peso de ivermectina de la muestra 3; P, =
es el peso de ivermectina de la muestra 4;Ps = es el peso de ivermectina de la muestra 5;
Pes = es el peso de ivermectina de la muestra 6.

Determinada la varianza se procede a calcular la desviacion estandar (D) del peso de
ivermectina de los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

D=.s?

Donde: D = es la desviacion estandar; S = es la varianza del peso de ivermectina de
las muestras del lote.

Y por ultimo se determina la desviacidn estandar relativa (DER) del peso de
ivermectina de las muestras de los tres lotes analizados a través de la siguiente ecuacion:

D
DER = —x100
%P

Donde: DER = es la desviacion estandar relativa; D = es la desviacion estandar; P=
es la media del peso de ivermectina del lote.

Para el lote 01061113 los célculos correspondientes serian:

_ 14.860 + 14.827 + 14.889 + 14.842 + 14.954 + 14.893
B = - = 14.877

2 _ (14.860—14.877)%+ (14.827—-14.877)%+ (14.889—-14.877)%+ (14.842—-14.877)?
- 6—1

S

_ (14.954-14.877)%+ (14.893—-14.877)*

~0.00030 + 0.00255 + 0.00013 + 0.00126 + 0.00585 + 0.00024
B 5

52 = 0.00206

D =+/0.00206 = 0.063

x100 = 0.42
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Para el lote 07081113 los calculos correspondientes serian:

_ 15523+ 15.718 + 15.457 + 15.884 + 15.822 + 16.039

_(15.523-15.740)?+ (15.718-15.740)%+ (15.457-15.740)%+ 15.884—15.740)?
- 6—1

SZ

_ (15.822-15.740)"+ (16.039—15.740)°

_0.04730 + 0.00050 + 0.08037 + 0.02059 + 0.00664 + 0.08910

g2 : = 0.04890
D =+/0.04890 = 0.022
R=— 2 100 =1.39
T 15740 0
Para el lote 26111113 los calculos correspondientes serian:
_  16.046 + 16.035 + 16.003 + 16.071 + 16.080 + 16.028
P = = 16.043

6

_ (16.046-16.043)%+ (16.035—16.043)2+ (16.003—16.043)2+ (16.071—16.043)2
o 6—1

52

_ (16.080—16.043)"+ (16.028—16.043)"

_ 4.6944x107% + 7.8028x107° + 0.00116 + 0.00073 + 0.00130 + 0.00025
B 5

52 = 0.00080

D =+0.00080 = 0.057
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Tabla 2. Valores de las éreas de los picos del estandar y de las muestras, % de recobro de
la muestras y concentracion de lvermectina en las muestras obtenidas en el analisis.

Preparacion del estandar

(peso (mg)*Pureza/100/25*3/25*1000)

Peso (mg)

Pureza

Concentracion final (ug/mL)

10.0

97.7

46.896

Preparacion de la muestra

(Volumen (mL)/10*3/25*1000)

Volumen (mL)

Pureza

Concentracion final (ug/mL)

1

10 mg/mL

12

] Formula: (Area Muestra/Area Std*100)| Formula: (Am/Astd * Csta/Pm*Vim
Area del i Peso (mg/g o ppm) de ivermecting
estandar Area de la muestra % Recobro de la muestra en las muestras
Lote 01061113 | 07081113 | 26111113 | Lote 01061113 | 07081113 26111113 | 01061113| 07081113 26111113
330.56204 | 349.16223 | 434.01019 | 371.14996 105.62683 | 110.33712 | 114.05382| 14.860 15.523 16.046
393.34918 | 348.39856 | 439.48608 | 370.91501 105.39581 | 111.72924 | 113.98162| 14.827 15.718 16.036
325.41650 | 349.84738 | 434.64200 | 370.91501 105.83410 | 110.49775 | 113.75231| 14.889 15.546 16.036
348.74173 | 444.10483 | 371.74498 105.49963 | 112.90345 | 114.23667| 14.842 15.884 16.072
351.36798 | 442.38251 | 371.93984 106.29411 | 112.46559 | 114.29655| 14.954 15.822 16.080
349.93713 | 448.44727 | 370.74170 105.86125 | 114.00742 | 113.92836| 14.893 16.039 16.028
Media 105.75195 | 111.99009 | 114.04155| 14.8775 | 15.7405 16.04383
Desviacion| 0.3 1.42 0.20 0.063 0.22 0.057
Standard
DER 0.2 1.26 0.17 0.42 1.39 0.35
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b
SENTACIONES GRAFICAS ENTRE EL PESO DE IVERMECTINA
Y EL AREA DE LA MUESTRA

N

REPRE

Lote 01061113
Area de la Peso de la
Muestra Muestra

349.16223 14,860

348.39856 14,827

349.84738 14,889

348.74173 14,842

351.36798 14,954

349.93713 14,893

Peso de la Muestra
14,980
14,960
14,940 /
14,920
Area de la
Muestra 14,900 /“/ ¢ Pesodela
14.880 Muestra
——Lineal (Peso de la
14,860 Muestra)
14,840
14,820 T T T )
348 349 350 351 352
Peso de la Muestra

Curva de la concentracidén de ivermectina versus el peso de la muestra del lote
01061113 con los datos obtenidos de las areas de las alicuotas analizadas, y el peso
de la muestra
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BT

REPREéENTACIONES GRAFICAS ENTRE EL PESO DE IVERMECTINA
Y EL AREA DE LA MUESTRA

) Lote 07081113
Area de la
Muestra Peso de la Muestra
434.01019 15,523
439.48608 15,718
434.642 15,546
444.,10483 15,884
442.38251 15,822
448.44727 16,039

Area de
la
Muestra

16,100

Peso de la Muestra

16,000

ad

15,900

15,800

e

15,700

e

15,600

15,500

&

15,400
430

435

440

Peso de la Muestra

445

450

y =35.73x + 14.86
Rz=1

® Pesodela
Muestra

—Lineal (Peso de la
Muestra)

Curva de la concentracién de ivermectina versus el peso de la muestra del lote
07081113 con los datos obtenidos de las areas de las alicuotas analizadas, y el peso

de la muestra
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REPREéENTACIONES GRAFICAS ENTRE EL PESO DE IVERMECTINA
Y EL AREA DE LA MUESTRA

) Lote 26111113
Area de la
Muestra Peso de la Muestra

371.14996 16,046
370.91501 16,036
370.91501 16,036
371.74498 16,072
371.93984 16,080
370.7417 16,028

16,090

Peso de la Muestra

16,080

16,070

-

Area de

la 16,060
Muestra

16,050
16,040

d

16,030

A

16,020

¥

370.5

371 371.5 372

Peso de la Muestra

y =43.32x - 32.75
R2=0.999

@& Peso de la Muestra

——Lineal (Peso de la
Muestra)

Curva de la concentracion de ivermectina versus el peso de la muestra del lote

26111113 con los datos obtenidos de las areas de las alicuotas analizadas, y el peso

de la muestra
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VI. CONCLUSIONES
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K
En base a los célculos realizados podemos concluir que el contenido de
ivermectina en las 18 viales analizadas por cromatografia liquida de alta
resolucidon(HPLC) de los tres lotes del medicamento Max-lver, se encontraba por arriba
de los 10 mg/g de principio activo establecido para su elaboracion.

Sustentandonos en el analisis estadistico de los valores obtenidos en la
cuantificacion de la masa de ivermectina en la muestras analizadas podemos concluir
gue el peso promedio de las viales del lote 01061113 es de 14.8775 mg, con una
tendencia a variar por debajo o por encima de dicho peso en 0.063 mg.

Con respecto al lote 07081113 el peso promedio de ivermectina en las viales es
de 15.7405 mg, con una variacién de + 0.22 mg. Y en relacion al lote 26111113 el peso
promedio es de 16.0438 mg, variando su peso en + 0.057 mg.

Lo que constituye un problema en salud publica si la carne o subproductos
comerciales de animales tratados con este medicamento llegan a ser consumido por el
ser humano. En cuestiones ambientales, los altos niveles de excrecion de ivermectina
en las heces generan efectos potencialmente téxicos ya que afecta directamente a las
poblaciones de insectos que se encargan de degradar la materia fecal y del reciclaje de
nutrientes.

Comprobandose que la técnica HPLC entrega una importante ayuda a la
determinacién de concentraciones de compuestos quimicos que se encuentran en las
muestras sometidas a esta técnica analitica.
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VII.RECOMENDACIONES
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En base a las observaciones realizadas durante la elaboracion del medicamento
Max-lver, damos las siguientes acciones para optimizar su elaboracion:

Utilizacion de cristaleria graduada y calibrada Tipo A, los cuales no son utilizados
en la elaboracion de este farmaco.

Implementacion de bitdcoras de control para el pesaje de la materia prima y del
proceso de llenado del producto para una mejor calibracion de los equipos
utilizados en el proceso.

Crear formatos para el procedimiento de llenado del producto para una mejor
gestion de la calidad del mismo.

Estipular un rango de temperatura del producto antes del proceso de llenado que
no sobrepase los 50°C.
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IX. ANEXOS
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Anexo N°1.

Figura 1. Esquema de un aparato de HPLC.
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() <— wvalvula de salida
==

Walvula de entrada

Piston

f

Eluvente

Gromatografia Kiguida de Alix Resolucion HPLC o Shermecting



& Anexo N°1.
Figura 3. Bomba de jeringas o desplazamiento.
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Figura 4. Bomba neumatica o presion constante.
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Anexo N°1.

P 24

Figura 5. Estructura de un inyector Septum.
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Figura 6. Estructura de un inyector Bucle de muestreo.
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Anexo N°1.

Figura 7. Columna cromatograficas usada en HPLC.
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Figura 8. Pesada del Estandar de Referencia
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B 2

Figura 9. Transferencia de Solucion Estandar.
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ANEXO N° 2.

GLOSARIO:

ACIDO GAMMA AMINOBUTIRICO (GABA): Aminoacido que actia como
neurotransmisor inhibitorio, presente en la zona pre sinaptica de las neuronas de
practicamente todo el cerebro. La union del GABA a su receptor produce una
hiperpolarizacion de la membrana impidiendo la transmision del impulso nervioso.

ABSORCION: Es un término que define el movimiento de una droga hacia el torrente
sanguineo. La absorcion es el enfoque primario del desarrollo de medicinas y en la
guimica médica, puesto que las diversas drogas deben tener la habilidad de ser
absorbidas antes de que los efectos clinicos tengan resultados.

ADMINISTRACION PARENTAL: Administracion de un medicamento por una via que
evita el paso por el tubo digestivo como los farmacos administrados por inyeccion.

ANTICUERPOS: (Inmunoglobulinas), son sustancias producidas por los linfocitos, que
reaccionan de forma especifica contra determinados antigenos.

ANTIGENO: Molécula o estructura molecular, que provoca una respuesta inmunitaria
con la activacion de los linfocitos T y formacion de anticuerpos. Cualquier substancia
capaz de provocar una respuesta inmunitaria.

ANTIHELMINTICO: Sustancia que destruye los gusanos intestinales.

AVERMECTINAS: Provienen de moléculas que se obtienen de la fermentacion del
actinomiceto del suelo (bacteria gram positiva) llamado Streptomyces avermitilis.
Fueron descubiertas desde 1979, pero se comercializaron en 1981 (en medicina
veterinaria).

BARRERA HEMATOENCEFALICA: Es una barrera entre los vasos sanguineos y el
sistema nervioso central. La barrera impide que muchas sustancias toxicas la
atraviesen, al tiempo que permite el pasé de nutrientes y oxigeno.

BUCLE: Es un tipo de estructura de control que permite repetir una 0 mas sustancias
multiples veces.

CENTRO SILANO: Son compuestos binarios de hidrégeno y silicio que se enlazan
generalmente siguiendo la formula SiyHzn+2.
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ANEXO N° 2.

COENZIMA: Una pequefia molécula organica que se une a una enzima y es esencial
para su actividad, pero no sufre una alteracion permanente en la reaccién. La mayor
parte de las coenzimas derivan metabdlicamente de las vitaminas.

COLEOTEROS: Son una orden de insectos con una 375, 000 especies, se caracterizan
por tener un aparato bucal masticador y el par de alas anteriores duras, la mayoria se
les conoce comunmente como escarabajos.

CROMATOGRAFIA: Es un método fisico de separacion en el que los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales esta en reposo (fase
estacionaria) mientras que la otra (fase mévil) se mueve en una direccion definida.

CROMATOGRAFO: El instrumento empleado para realizar una separacion
cromatogréfica.

CONTRAION: Termino usado en HPLC, cromatografia i6nica. Un contraién es un ion
gue se combina con el i6n analito para formar una pareja de iones, que es una especie
neutra que es retenida por el relleno de la fase inversa.

CROMATOGRAMA: Es una grafica de alguna funcién de concentracion de soluto contra
el tiempo o el volumen de elucion.

DIPTEROS: Orden a la que pertenecen un numeroso grupo de insectos de
metamorfosis completa. Son muy abundantes como la mosca comlUn o casera.
Basicamente se dividen en tres tipos: mosquitos, moscas y tobanos.

EFECTIVIDAD O SELECTIVIDAD DE UNA COLUMNA CROMATOGRAFICA: Se dice
gue una columna es efectiva cuando las especies a separar se eluyen a velocidades
relativas suficientemente diferentes (los picos estan suficientemente separados).

EFICACIA DE UNA COLUMNA CROMATOGRAFICA: Se dice que una columna es
tanto mas eficaz cuanto menos sea el ensanchamiento de los picos. La eficacia sera
mayor cuanta mas pequefa sea la altura de plato y mayor sea el nimero de platos.

ELUCION: Es un proceso en el cual los solutos son lavados a través de una fase
estacionaria por el movimiento de una fase movil.

ELUYENTE: Se trata de un disolvente que se usa para llevar los componentes de una
mezcla a través de una fase estacionaria.
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ANEXO N° 2.

ENZIMAS: Proteina fabricada por un organismo vivo, que permite acelerar reacciones
qguimicas o hace posibles aquellas que no se producirdn. Dicho de otro modo,
catalizador biolégico de las reacciones bioquimicas del metabolismo de un ser vivo.

GRADIENTE DE CAUDAL: Es la variacibn del caudal durante el proceso
cromatografico.

HORMONAS: Sustancias segregadas por células especializadas, localizadas en las
glandulas internas o glandulas endocrinas.

INYECTOR: Es so6lo una pequefia camara colocada inmediatamente antes de la
columna de separacion, donde se accede mediante una jeringa adecuada o con una
valvula de inyeccion. El Inyector es el lugar por donde se introduce una pequefia
cantidad de muestra (del orden de 1 cm de gas o 1 micro-litro de liquido) en medio de la
corriente de gas. También se encarga de vaporizar las muestras cuando éstas no son
gaseosas. Asi, la temperatura del inyector ha de ser superior a la del punto de ebullicion
del componente de la mezcla menos volatil.

ISOCRATICA: término utilizado en cromatografia para designar un disolvente o mezcla
de disolventes que se utiliza a lo largo de la misma, a diferencia de la cromatografia con
gradiente de disolventes.

IVERMECTINA: es un andlogo semisintético de la Avermectina Bla (Abacmectina).
Esta compuesta de una mezcla que contiene como minimo 80-90 % de 22,23-
dihidroavermectina Bla y 10-20 % de 22,23-dihidroavermectina Blb. Los dos
homologos (Bla y B1lb) difieren anicamente por un grupo metilo (CHs-). La ivermectina
es 22,23-dihidroavermectina B1 (6, 37, 38). La ivermectina presenta la siguiente
estructura quimica:

gl
L X
MIDRIASIS: Dilatacion o aumento del diametro de la pupila, espontaneo (debido a
enfermedades) o farmacologica.

NEMATODOS: son gusanos nematelmintos del filo de vermes pseudocelomados.
Cuentan con un aparato digestivo con forma de tubo recto, que se extiende a lo largo
de todo el cuerpo, existen nematodos de vida libre y otros parasitos de plantas y
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animales (incluyendo al hombre). En los seres humanos, los nematodos causan
enfermedades como la triquinosis, la toxocariasis y la ascariasis, entre otras.

NEUROTRANSMISORES: Sustancias quimicas que liberan los nervios cuando se
excitan. Una vez liberados pueden tener efectos sobre otros nervios (activandolos o
inhibiéndolos), sobre los vasos sanguineos (dilatandolos o contrayéndolos), sobre los
musculos (contrayéndolos) o sobre los tejidos que rodean a los nervios (pudiéndolos
inflamar).

PLASMA SANGUINEOQ: Es la fraccion liquida y acelular de la sangre. Esta compuesta
por 90% de agua, 7% de proteinas y el 3% restante por grasa, glucosa, vitaminas,
hormonas, oxigeno, gas carbdnico y nitrdgeno ademas de productos de desechos del
metabolismo como el acido urico. Es el componente mayoritario de la sangre
representando aproximadamente el 55% del volumen sanguineo total.

RECEPTORES: Son proteinas presentes en la membrana plasmatica, encargados de
percibir los estimulos.

RESOLUCION DE UNA COLUMNA: Parametro que proporciona una medida
cuantitativa de su capacidad para separar dos solutos. Debe ser mayor a 1,5 pm para
gue se considere buena.

SUSTRATO: Es una molécula sobre la que actia una enzima.

TIEMPO DE RETENCION: (TR) Es el tiempo entre la inyeccién de una muestra y la
aparicion de un pico de soluto en el detector de una columna cromatografica.

TIEMPO MUERTO: (TM) Es el tiempo que tarda en salir de la columna una sustancia
no retenida.

TREMATODOS: Gusanos platelmintos, planos, no segmentados de forma folidcea con
una ventosa con la que se adhieren al huésped. Producen afecciones al higado,
afectando tanto animales como al hombre.
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