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RESUMEN

Se realiz6 un estudio con el objetivo de validar un método anali-
tico sensible y confiable para la deteccién de residuos de iver-
mectina (IVM) en muestras de higado, rifién, musculo y grasa,
junto con determinar las concentraciones del farmaco en tejidos
de ovinos tratados por via subcutanea. Muestras de tejidos li-
bres de farmaco fueron sobrecargadas con concentraciones de
IVM entre 1 y 50 ng/g (higado, rifién y musculo); 5 a 200 ng/g
(grasa), luego fueron sometidas a extraccion en fase solida y
analizadas por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Para el estudio de residuos se utilizaron 12 ovinos Suffolk Down
de 27,8 + 1,3 kg de peso, los que fueron tratados con 0,2 mg/kg
de IVM via subcutanea, luego se sacrificaron grupos de 3 ani-
males a los 1,5; 7; 14 y 21 dias post tratamiento. La ausencia
de interferencias y una adecuada simetria de los cromatogra-
mas indica una buena especificidad del método analitico em-
pleado para la deteccion de IVM en los tejidos analizados. Los
porcentajes de recuperacion fluctuaron entre 70 a 93,2%. El li-
mite de cuantificacion se establecié en higado: 0,48 ng/g; rifidn:
1,02 ng/g; musculo: 0,18 ng/g y grasa: 2,65 ng/g. La validacion
de la metodologia analitica demostr6 adecuados valores de
sensibilidad, precision y exactitud que permiten obtener resulta-
dos confiables para la deteccion y cuantificacion de residuos de
IVM en tejidos de ovinos. En los ovinos tratados con IVM, las
mayores concentraciones de residuos fueron observadas a los
1,5 dias post tratamiento en higado (281,7 + 116,95 ng/g) y gra-
sa (248,67 = 90,85 ng/g), los que persistieron hasta el dia 21
con concentraciones de 0,63 + 0,2 ng/g y 4,07 + 2,25 ng/g, res-
pectivamente. Las menores concentraciones de residuos de
IVM fueron observadas en las muestras de musculo.

Palabras clave: Ivermectina, HPLC, validacion, residuos, ovi-
nos.
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ABSTRACT

A study was undertaken in order to validate a precise and
reliable analytical method for the detection of ivermectin’s
(IVM) tissue residues in sheep, and to know the patterns of
the drug concentrations depletion in edible tissues such as
liver, kidney, muscle and fat, from treated animals by sub-
cutaneous route. Drug free tissue samples were fortified
with increasing concentrations of IVM (1 to 50 ng IVM/g for
liver, kidney and muscle; and 5 to 200 ng IVM/g for adipose
tissue) and then were subjected to solid phase extraction
and analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC). Twelve sheep weighing 27.8 + 1.3 kg, were treated
with 0.2 mg/kg of IVM by subcutaneous route, and then
were slaughtered in groups of three animals at 1.5, 7.0,
14.0, and 21.0 days post treatment. The specificity of the
method was demonstrated by the absence of interferences
and the adequate symmetry of chromatograms. The per-
centage of recovery ranged from 70 to 93.2% for all tissues
analyzed and different drug concentrations. The limit of
quantification of the method was established in 0.48 ng/g
for liver; 1.02 ng/g for kidney; 0.18 ng/g for muscle and 2.65
ng/g for adipose tissue. The validated analytical method-
ology showed satisfactory results of sensitivity, precision
and accuracy that allow it use for the detection and quantifi-
cation of tissue residues of IVM in sheep. From the tissues
samples of sheep treated with IVM, the higher concentra-
tions were found in liver (281.7 + 116.95 ng/g) and adipose
tissue (248.67 = 90.85 ng/g) at 1.5 days, and the drug con-
centrations in both tissues were maintained for a period of
21 days post treatment with 0.63 £ 0.2 ng/g and 4.07 + 2.25
ng/g respectively. The lowest concentrations of IVM in tis-
sues were observed in muscle samples.
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INTRODUCCION

La ivermectina es una lactona macrociclica, obtenida a
partir de la fermentacion del actinomiceto del suelo el Strep-
tomyces avermectilis [2,19], que se caracteriza por ser un an-
tihelmintico de amplio espectro, que es efectivo sobre gran
cantidad de parasitos nematodos y artrépodos que afectan a
los animales domésticos, denominandose por estas caracteris-
ticas endectocida [22]. Su mecanismo de accion se basa en la
afinidad que presenta sobre los canales idnicos selectivos a
cloro, regulados por glutamato presentes en nematodos y ar-
trépodos, llamandose asi receptores gluCl. Estos receptores
estan localizados principalmente en células musculares soma-
ticas como faringe, Utero y neuronas asociadas, por lo que el
farmaco al unirse al receptor aumenta la permeabilidad al cloro
produciendo una hiperpolarizacion de membrana [17], afectan-
do la motilidad y el bombeo faringeo en los parasitos produ-
ciendo la muerte de éstos por inanicién [11, 18].

La ivermectina es un farmaco muy liposoluble que se dis-
tribuye ampliamente por la circulacion debido a su lenta libera-
cion, desde el tejido graso que actia como sitio de deposito, al-
canzando altas concentraciones en la mucosa del tracto gas-
trointestinal, el pulmén y la piel que son tejidos donde se locali-
zan preferentemente los parasitos [13, 14, 26]. Se ha demostra-
do que la gran cantidad de tejido adiposo que presentan los ovi-
nos contribuye a una mayor persistencia de los farmacos del
grupo de las avermectinas en plasma y en tejidos [1].

Los métodos disponibles para cuantificar las concentra-
ciones de ivermectina en muestras bioldgicas son capaces de
determinar la presencia de residuos del farmaco en tejidos con
una resolucion de hasta partes por billon (ppb), por lo que el
farmaco es facil de detectar en alimentos de origen animal
como carne, leche o huevos [5]. Se ha demostrado que la cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion de
fluorescencia es el método mas utilizado para determinar resi-
duos de ivermectina en tejidos [25].

La validacion de la metodologia analitica para la deter-
minacién de residuos quimicos en tejidos comestibles incluye
todos los procedimientos necesarios para demostrar que el
método utilizado es confiable y reproducible por otros investi-
gadores para la determinacién de las concentraciones de un
analito en una matriz bioldégica y que puede ser aplicada en
forma segura y que representen las condiciones reales en las
cuales se encuentra el compuesto [7, 16, 20, 21, 24]. Por lo
tanto, la validacion es una herramienta fundamental para de-
mostrar que la metodologia analitica es segura y confiable
para el proposito establecido [24] y también juega un rol signi-
ficativo en la evaluacioén e interpretacion de los resultados ob-
tenidos.

El objetivo del presente trabajo fue validar un método
sensible y confiable para detectar y evaluar la presencia de re-
siduos de ivermectina en tejidos de ovinos tratados por via
subcutanea.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras de tejidos. Para validar la metodologia anali-
tica se obtuvieron muestras de higado, rifibn, musculo y grasa
procedentes de un ovino no tratado con farmacos.

Reactivos. El estandar de ivermectina (principalmente
dihidroavermectina B1a) se obtuvo de Sigma (Lote 56H0O254,
Sigma Chemical, St. Louis, EUA). Los solventes acetonitrilo,
metanol y agua grado HPLC se obtuvieron de Merck (Alema-
nia) y el acido acético de EM Science (EM Industries, INC,
Gibbstown, New Jersey, EUA). Los reactivos para derivatiza-
cion acido trifluoroacético y N-metilimidazol grado HPLC se
adquirieron de Sigma (EUA).

Equipos. Para el anadlisis se utilizd6 un cromatografo li-
quido de alta resolucion (Shimadzu®, Kioto, Japén), que con-
siste en: un sistema controlador (modelo SCL-10), un mddulo
liberador de solventes (modelo LC-10 Atvp) con unidad de gra-
diente de baja presion (modelo FCV-10 Alvp) y desgasificador
(modelo DGU-14 A). También contiene un horno para columna
(modelo CTO- 10 Asvp) y un detector espectrofluorométrico
(modelo RF-10 Axl).

Soluciones estandar. Las soluciones estandar de iver-
mectina se prepararon por diluciones sucesivas a partir de una
solucion madre (1mg/mL) para obtener las soluciones de 0,1;
0,5; 1; 2,5; 5 ng IVM/uL disueltas en acetonitrilo para la elabo-
racion de las curvas de calibracion en higado, rifion y musculo.
También se prepararon soluciones de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1, 2
ng IVM/uL disueltas en acetonitrilo para la elaboracién de las
curvas de calibracion en tejido adiposo.

Procedimientos de extraccion. Para la extraccion de
ivermectina desde tejidos se utilizd la técnica descrita por
Lifschitz y col [15]. Las muestras de tejido blanco libres de
farmaco (1 g para higado, riidn y musculo; y 0,1 g para gra-
sa) obtenidas posterior al faenamiento de un animal no trata-
do, se sobrecargaron con las soluciones estandar de iver-
mectina usando 10 uL de cada solucion para obtener concen-
traciones finales de 1; 5; 10; 25 y 50 ng IVM/g de tejido (higa-
do, riidn y musculo), y concentraciones finales de 5; 10; 25;
50; 100 y 200 ng IVM/g para tejido adiposo. Posteriormente,
a las muestras de higado, riidbn y musculo sobrecargadas
con las soluciones de ivermectina, se les adicion6 0,5 mL de
agua HPLC y 2 mL de acetonitrilo (4°C) y se agitaron en un
mezclador (Vortex, Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
EUA) por 20 min, luego se sonicaron en un bafio de ultrasoni-
do (Aquasonic, VWR Scientific, West Chester, PA, EUA) por
20 min para posteriormente centrifugar las muestras a 4000
rom a 4°C por 10 min. El sobrenadante de cada muestra se
transfirié a tubos de ensayo y se le adicionaron 4 mL de agua
HPLC y se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y luego se so-
meti6é a extraccion en fase soélida.

Las muestras de tejido adiposo libre de farmaco obteni-
das (0,1 g), se depositaron en viales de 2 mL y se sobrecarga-
ron con las soluciones estandar de ivermectina usando 10 uL
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de cada solucion, para obtener concentraciones finales de 5;
10; 25; 50; 100 y 200 ng IVM/g de grasa, posteriormente se les
adicioné 0,125 mL de agua HPLC y 0,5 mL de acetonitrilo
(4°C) y se colocaron en un agitador horizontal termorregulado
(KB Lee, Daiki Science, Corea) a 300 rpm por 20 min y a
35°C, luego se colocaron en un bafio de ultrasonido por 20
min y posteriormente centrifugar las muestras a 4000 rpm a
14°C por 10 min. El sobrenadante de cada muestra se transfi-
ri6 a tubos de ensayo y se le agregaron 2 ml de agua HPLC,
luego se centrifugd y posteriormente se sometié a extraccion
en fase sélida.

Los sobrenadantes obtenidos se sometieron a extrac-
cion en fase solida mediante columnas de separacion en fase
reversa de 100 mg/mL (Supelclean LC18, Supelco®, Bellefon-
te, PA, EUA) las que previamente se acondicionaron con 2 mL
de metanol y 2 mL de agua HPLC. Luego de pasar el sobrena-
dante, las columnas se lavaron con 1 mL de agua HPLC, 1 mL
metanol:agua (25:75 v/v) y secadas al vacio. El eluido fue co-
lectado con 4 mL de metanol para las muestras de higado, ri-
Aidén y musculo y con 2 mL de metanol para tejido adiposo, en
tubos de ensayo de 10 mL.

Derivatizacion. El eluido colectado se secd bajo flujo
continuo de nitrégeno en un bafio termorregulado a 60°C. El
residuo seco obtenido en cada tubo se disolvié en 100 uL de
una solucion de N- metilmidazol en acetonitrilo (1:1 v/v) y 150
ML de una solucion de anhidrido trifluoroacético en acetonitrilo
(1:2 v/v) [5]. Una vez terminada la reaccion, se inyectaron 100
pL de la solucién al sistema cromatografico.

Condiciones cromatograficas. La fase movil estuvo
compuesta por acido acético (0,2% en agua), metanol y aceto-
nitrilo (4:32:64 v/viv) y se bombed a una frecuencia de flujo de
1,5 mL/min a través de una columna Supelcosil C 18 (5um; 15 x
0,46 cm, Supelco®, EUA). Se empled un sistema de deteccion
por fluorescencia a una longitud de onda de excitaciéon 383 nm
y 447 de emision (detector RF-10AXL, Shimadzu, Japon).

Validacion de la metodologia analitica

La validacién de la metodologia analitica para la deter-
minacion de ivermectina en tejidos se realizé segun los proce-
dimientos descritos por la Agencia europea para la evaluaciéon
de productos medicinales (EMEA)[6], Food and Agriculture Or-
ganization (FAQO) [9] y Shah y col. [21], en muestras en triplica-
do en las que se determiné la especificidad, precision, exacti-
tud, recuperacion, linealidad intradia e interdia, limite de detec-
cién y limite de cuantificacion.

Para la determinacion de la especificidad se compara-
ron los cromatogramas de muestras de tejidos libres de farma-
co con los de muestras sobrecargadas con ivermectina (exter-
nos), asi se establecio la presencia o ausencia de impurezas
en el tiempo de retencion de la ivermectina.

La “precision” se expres6 como el coeficiente de va-
riacion de los resultados obtenidos en diferentes dias (preci-

sion interdia) y los andlisis realizados en un mismo dia (preci-
sion intradia). Se expres6 como coeficiente de variacion
(CV%) de los resultados del analisis de las muestras.

La “exactitud” se expresd como el error medio de la di-
ferencia entre el valor observado y el real, dividido por el valor
observado, expresado en porcentaje.

La “recuperacion” se determind estableciendo la rela-
cién entre las areas de los picos cromatograficos existentes en
las muestras de tejido sobrecargado con las concentraciones
conocidas de ivermectina y las obtenidas de la inyeccién direc-
ta del estandar puro disuelto en acetonitrilo. Los resultados se
expresaron en porcentaje.

La “linealidad” intradia e interdia se determiné median-
te la inyeccion de muestras de tejidos sobrecargadas con con-
centraciones crecientes de ivermectina en triplicado en los 4 te-
jidos del estudio. Los resultados obtenidos fueron sometidos a
analisis de regresion de minimos cuadrados, representando las
concentraciones de farmaco en el eje de las abcisas y el area
de los picos cromatograficos en la ordenada. La linealidad se
expres6 mediante la ecuacion de la recta y=ax + b,

donde:

y = es la respuesta del detector expresada en area o rela-
cion de area

a= es lapendiente de la curva de calibracién
X = es la concentracién de analito en la muestra
b= es el intercepto de la curva de calibracion

Los Limites de deteccion y de cuantificacion para
cada tejido se determinaron a partir de 10 inyecciones repetidas
de muestras blanco libres de farmaco, cuantificandose el pro-
medio del ruido en la linea base correspondiente al tiempo de
retencion de IVM. El limite de deteccion se definié como el pro-
medio del ruido de la linea base mas 3 desviaciones estandar
[6]. EI limite de cuantificacion se calcul6 a partir del promedio
del ruido de la linea base mas 10 desviaciones estandar [6].

Estudio de deplecion de residuos de ivermectina
en tejidos de ovinos tratados por via subcutanea

Con el proposito de evaluar la persistencia de las con-
centraciones titulares de ivermectina en ovinos tratados por
via subcutanea, se utilizaron 12 corderos de raza Suffolk down
de aproximadamente 3 meses de edad y con un peso prome-
dio de 18,2 £ 0,7 kg. Previo al ensayo los animales fueron tra-
tados con tres dosis de 5 mg/Kg de fenbendazol cada 21 dias
por un periodo de 70 dias para asegurar su condicion de ani-
males sanos libres de parasitos; transcurrido este periodo, los
animales alcanzaron un peso de promedio de 27,8 + 1,3 kg y
fueron tratados con 0,2 mg/kg de ivermectina via subcutanea y
luego fueron sacrificados grupos de 3 animales cada uno a los
1,5; 7; 14 y 21 dias post tratamiento. Se obtuvieron muestras
de higado, rifién, muasculo y grasa las que fueron almacenadas
a -18°C hasta su procesamiento. Las muestras obtenidas de
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los tejidos fueron sometidas a procesos de extracciéon en fase
sélida segun metodologia descrita por Lifschitz y col. [15], lue-
go fueron analizadas mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Analisis Farmacocinético. Los parametros farmacoci-
néticos de tiempo medio de eliminacion del farmaco (t 1) ¥
tiempo medio de residencia (TMR) fueron calculados mediante
analisis farmacocinética no compartimental utilizando el pro-
grama PK Solutions [8].

Anadlisis estadistico. Los parametros estadisticos: pro-
medio, desviacion estandar (D.E.), coeficiente de variacion
(C.V.) y error medio (E.M.) se calcularon mediante métodos
estadisticos convencionales [23].

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacion de la Metodologia analitica

La validacién de toda metodologia analitica implica una
serie de procedimientos capaces de medir, determinar y de-
mostrar que el protocolo definido para una determinada técni-
ca pueda aplicarse como base o referencia para el analisis de
muestras en el laboratorio [16]. La validacién es necesaria
cada vez que se utiliza un nuevo método y siempre involucra
un procedimiento analitico en particular que permita obtener
resultados confiables y reproducibles [21].

Existen diversos procedimientos analiticos para detectar
IVM desde una matriz biolégica mediante HPLC [5] pero estas
técnicas de deteccion incluyen una complicada preparaciéon de
las muestras que implica gran cantidad de tiempo en su elabo-
racion [10].

Los porcentajes de recuperacion para cada punto de la
escala considerados en la recta de calibracion para los tejidos
analizados se presentan en la TABLA I. Con los procedimien-
tos de extraccion en fase soélida de IVM en los diferentes teji-
dos analizados en el presente estudio, empleando la metodo-
logia descrita por Lifschitz y col. [15], fue posible obtener ex-
tractos limpios con porcentajes de recuperaciéon adecuados
que fluctuaron entre 79 y 84% en higado, 77 a 80,7% en rifidn,

78 a 79,5% en musculo y 70 a 93,2% en tejido graso, valores
que estan dentro de los rangos descritos por las agencias in-
ternacionales encargadas de establecer las exigencias de los
procedimientos analiticos para la deteccion de residuos de far-
macos en tejidos comestibles [6,9].

La especificidad, definida como la capacidad del método
para reconocer el analito en presencia de otros componentes
fue demostrada a través del empleo de los cromatogramas de
muestras blanco para cada tejido analizado libre del farmaco,
asegurandose de no obtener interferencias en el tiempo de re-
tencién de IVM, lo que sugiere una buena especificidad del mé-
todo [6,9]. La especificidad para los tejidos considerados en el
estudio se presentan en la FIG. 1. La FIG. 1A muestran croma-
togramas correspondientes a los tejidos (higado, rifion, musculo
y grasa) libres de farmaco. La FIG. 1B muestran los cromato-
gramas de solucion estandar de IVM (25 ng). Las muestras de
los tejidos blanco sobrecargadas con IVM se muestran en la
FIG 1C. La simetria de los picos cromatograficos para el estan-
dar de 25 ng/g de IVM en higado, rifidn y musculo, como tam-
bién para el estandar de 50 ng/g de IVM en grasa, demuestran
la adecuada especificidad del método analitico.

La TABLA Il muestra los resultados de linealidad intradia
y linealidad interdia obtenidos en los diferentes tejidos analiza-
dos. La ecuacion de la recta de regresion que describe la rela-
cién entre concentracion de farmaco y las areas cromatografi-
cas intradia esta representada por y= 104218x-8612, 6 para
higado, y= 107898,3x + 1003,1 para rifidén, y= 118457x - 623,3

“yn

para musculo e y=9993,2x —12372,53 para grasa; donde “x” es
la concentracion de IVM (ng/g), “a” la pendiente y “b” el inter-
cepto. La relacion entre concentracion de farmaco y las areas
cromatograficas interdia estd representada por y= 91471,1x
+15432,8 para higado, y= 114246,7x-7583,4 para rifidén, y=
124699x-1523,8 para musculo, y=10997,3x-20309,5 para gra-
sa. El coeficiente de correlaciéon fue siempre mayor o igual a
0,995 en ambos parametros, lo que indica que existe una rela-
cion proporcional entre la respuesta del detector y la concen-
tracion del analito permitiendo asi cuantificar en forma confia-
ble las concentraciones de IVM en las muestras problemas
[15]. El coeficiente de variacién intradia para higado, rifion,
musculo y grasa respectivamente, fue 3,1; 10,1; 7,99 y 1,99%,

TABLA |
PORCENTAJE DE RECUPERACION EN TEJIDOS DE OVINOS SOBRECARGADOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE IVERMECTINA / PERCENTAGES OF RECOVERY IN OVINE TISSUES FORTIFIED WITH DIFFERENT CONCENTRATIONS OF IVERMECTIN

Concentraciéon Higado Rifi6n Musculo Tejido Adiposo
(ng/q) Prom. % CV % Prom. % CV % Prom. % CV % Prom. % CV %
1 84,50 11,14 79,03 8,66 79,52 8,54
5 79,52 8,48 77,70 6,93 78,61 6,47 93,21 8,71
10 79,08 3,47 80,78 14,23 78,04 4,05 92,17 4,14
25 82,78 2,80 77,27 5,42 79,12 3,48 70,97 5,25
50 81,46 5,54 77,53 7,12 79,14 5,08 75,87 8,07
100 74,78 8,41
200 74,49 4,75
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FIGURA 1. CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS DE IVM EN HIGADO, RINON, MUSCULO Y TEJIDO GRASO DE OVINO.
A) MUESTRAS BLANCO DE TEJIDO LIBRE DE FARMACO. B) ESTANDAR DE IVM (25 ng). C) MUESTRAS DE TEJIDOS
SOBRECARGADAS CON 25 ng/g DE IVM. / TYPICAL CHROMATOGRAMS OF IVM IN SHEEP TISSUES (LIVER, KIDNEY, MUSCLE AND FAT).

A) DRUG FREE TISSUES SAMPLES. B) STANDARD OF IVM (25 ng). C) TISSUES SAMPLES FORTIFIED WITH 25 ng/g OF IVM.

en tanto el coeficiente de variacion interdia fue 9,2; 10,3; 3,9y
2,8%, siendo éstos inferiores a los establecidos por EMEA y
FAO [6,9] para la validacion de métodos analiticos oficiales.

La validacion de la metodologia analitica se realizé si-
guiendo las recomendaciones de la EMEA [6] y FAO [9], acep-
tandose valores de precision y exactitud definidas por el Coefi-

ciente de variacion (CV%) y el error medio iguales o menores
al 15% [21]. Los promedios de los valores calculados de preci-
sion y exactitud intra e interdia (n=6) se muestran en la TA-
BLA II. En el presente estudio los valores de precision fluctua-
ron entre 2,36 a 3,58% vy los de exactitud entre 0,69 a 4,22%
en todos los tejidos analizados, siendo todos inferiores a lo es-
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TABLA Il
PARAMETROS DE VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE IVERMECTINA
EN TEJIDOS DE OVINOS / ANALYTICAL METHODOLOGY VALIDATION PARAMETERS FOR THE DETERMINATION
OF IVERMECTIN IN SHEEP TISSUES.

‘ Higado Tejido adiposo Rifén Musculo
Parametros de validacion promedio promedio promedio promedio
(rango) (rango) (rango) (rango)
Linealidad intradia (r?) 0,998 0,999 0,998 0,998
(0,997-0,998) (0,9990-0,9997) (0,995-0,999) (0,997-0,999)
Linealidad interdia (r?) 0,998 0,998 0,999 0,999
(0,995-0,9999) (0,997-0,999) (0,998-0,999) (0,998-0,999)
Precision (CV%) 3,35 2,36 3,58 2,51
(0,7-5,5) (0,81-4,68) (0,6-7,3) (0,7-4,5)
Exactitud (EM%) 1,69 4,22 1,55 0,99
(0,48-4,25) (1,5-10,22) (0,31-3,43) (0,37-1,61)
Limite de Deteccién (ng/g) 0,18 1,23 0,42 0,08
Limite de Cuantificacién (ng/g) 0,48 2,65 1,02 0,18

tablecido por la EMEA [6] y Shah y col. [21], lo que sugiere
que el método aplicado para la extraccion de IVM tiene un alto
grado de precision. También los bajos valores de error medio
obtenidos en la validacion del método analitico en los tejidos
analizados indican una estrecha cercania entre los resultados
obtenidos posterior a la extracciéon del analito y los valores teo-
ricos, reflejando la adecuada exactitud del método. Los para-
metros de validacion obtenidos mediante el protocolo descrito,
demuestran que el método es preciso y confiable para la de-
teccion y cuantificacion de residuos de IVM en tejidos.

El limite de deteccion, definido como la minima concen-
tracion de analito que puede detectar el método con razonable
certeza estadistica fue de 0,18 ng/g para higado; 0,42 ng/g en
rindn; 0,08 ng/g para musculo y 1,23 ng/g en tejido adiposo. El
limite de cuantificacién, definido como la menor concentraciéon
del analito que puede determinarse cuantitativamente con un
nivel aceptable de repetibilidad y precision se establecié en
0,48 ng/g para higado; 1,02 ng/g para rifién; 0,18 ng/g para
musculo y 2,65 ng/g para tejido adiposo.

Estudio de residuos de IVM en tejidos

Los promedios de las concentraciones de IVM en higa-
do, rifidn, musculo y tejido adiposo de los ovinos utilizados
para el estudio de residuos en los tiempos posterior a la admi-
nistracion de 0,2 mg/kg peso vivo se presentan en la TA-
BLA Ill. Las mayores concentraciones de IVM se observaron
en las muestras de higado (281, 7 + 116,95 ng/g) y tejido adi-
poso (248,7 + 90,9 ng/g) a los 1,5 dias posterior a la adminis-
tracion via subcutanea. Los promedios de las concentraciones
de IVM en higado observadas a los 7 dias posterior a la admi-
nistracion subcutanea del farmaco son mayores a los descritos
por Chiu y col. [4], en ovinos tratados con una dosis de 0,3
mg/kg via intraruminal quienes obtuvieron concentraciones de
11 £ 3 ng/g, mientras que las concentraciones obtenidas en el
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presente estudio a los 7 dias fueron de 56,4 + 26,05 ng/g. Las
altas concentraciones de IVM observadas en higado se atribu-
yen a que el farmaco una vez absorbido, se distribuye en la
circulacion sanguinea y es metabolizado y biotransformado
principalmente en este tejido [4, 19].

Las concentraciones de IVM en el tejido adiposo tam-
bién son mayores a las encontradas por Chiu y col. [4], alos 7
dias post administracion de IVM en ovinos por via intraruminal
quienes describen promedios de 32,0 + 7,6 ng/g de IVM que
son menores a los 122,4 + 49, 6 ng/g obtenidos en los ovinos
del presente estudio, lo que indica que la administracion por
via subcutanea permite una mayor absorcién del farmaco que
la via intraruminal, debido a que cuando se administra por via
digestiva, el farmaco se adhiere fuertemente a las particulas
de alimento lo que disminuye su absorcion [19]. También la
mayor biodisponibilidad del farmaco luego de la administracion
subcutanea va a permitir que se excreten altas concentracio-
nes por la bilis para luego ser recaptado hacia la circulacién
sistémica para distribuirse nuevamente a los tejidos lo que pro-
longa su persistencia en el organismo [12].

En bovinos tratados con una dosis de 0,3 mg/kg IVM por
via subcutdnea se describen concentraciones de 622,0 *
223,0 ng/g en higado y 220,0 + 58,0 ng/g en grasa a los 7 dias
post administracion [4], concentraciones que son superiores a
las encontradas en el presente estudio. Estas diferencias se
atribuyen a la mayor dosis utilizada y a las diferencias en la
distribucién de la grasa corporal entre ambas especies.

De los tejidos analizados en el presente estudio, el tejido
adiposo es el que presenta una mayor persistencia de las con-
centraciones de IVM a través del tiempo, resultados que con-
cuerdan con los descritos por Lifschitz y col. [15], para moxi-
dectina administrada via subcutanea en ovinos, quienes des-
criben que en todos los tiempos posterior a la administracion
del farmaco las mayores concentraciones se obtienen en el te-



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XVII, N° 6, 557 - 565, 2007

TABLA Il
CONCENTRACIONES DE IVERMECTINA EN TEJIDOS DE OVINOS TRATADOS POR ViA SUBCUTANEA
EN LOS DIFERENTES TIEMPOS DE MUESTREO / IVERMECTIN CONCENTRATIONS IN EDIBLE TISSUES OF SHEEP TREATED
BY SUBCUTANEUS ROUTE AND SAMPLED AT DIFFERENT SAMPLING TIMES.

Higado Tejido adiposo Rifién Musculo
Tiempo (dias) IVM (ng/g) IVM (ng/g) IVM (ng/g) IVM (ng/g)
1.5 281,7+£117,0 249,0£ 91,0 96,1 + 44,1 66,1+7,0
7 56,4 + 26,1 122,4 £ 50,0 18,0+4,8 27,0+ 16
14 11+6,5 20,0+ 11,2 2014 1,3+£1,0
21 0,6+0,2 41+23 0,2+0,1 0,2+0,1

jido adiposo. Los parametros farmacocinéticos se muestran en
la TABLA 1V, el mayor TMR se observo en el tejido adiposo y
fue de 5,2 + 0,3 dias; seguidos de rifién (3,7 + 1 dias), higado
(3,7 £ 0,4) y musculo (1,2 + 0,7 dias). Los valores de tiempo
medio de eliminacién fueron de 2,0 + 0, 2 dias para higado; 3,
0 + 0,7 dias para riién; 1,5 + 0,3 dias para musculoy 5,4 + 2
dias para tejido adiposo indicando con ello que es el tejido
donde el farmaco permanece por mas tiempo.

Estos resultados demuestran que la alta lipofilicidad que
presentan las lactonas macrociclicas les permiten una gran afi-
nidad por el tejido adiposo que actia como depésito de farma-
co y va a facilitar su mayor persistencia en el organismo [25].
Esto se refleja en el prolongado tiempo medio de residencia
observado en el tejido adiposo que es de 5,2 + 0,27 dias y que
se relaciona al tiempo medio de eliminacién del farmaco en
este tejido que es de 5,4 + 2 dias, superior a lo encontrado en
los otros tejidos analizados en el presente estudio. Los prome-
dios de estos parametros son menores a los descritos por
Chiu y col. [3], quienes observaron un tiempo medio de elimi-
nacion del farmaco de 4,8 dias en higado y 7,6 dias en tejido
adiposo de bovino tratado por via subcutanea. En cambio en
ovinos tratados con IVM via intraruminal por los mismos auto-
res [3], los promedios son inferiores a los resultados observa-
dos en el presente estudio, lo que permite destacar la influen-
cia de la especie y de la via de administracion sobre la distri-
bucion y persistencia del farmaco en los tejidos.

TABLA IV
VIDA MEDIA DE ELIMINACION Y TIEMPO MEDIO DE
RESIDENCIA DE IVERMECTINA EN TEJIDOS DE OVINOS
TRATADOS POR ViA SUBCUTANEA (PROMEDIO % EE) /
HALF LIFE OF ELIMINATION AND MEAN RESIDENCE TIME OF IVM IN
TISSUES OF SHEEP TREATED BY SUBCUTANEOUS ROUTE.

t 112 (dias) TMR (dias)
Higado 20+0,2 3,7+0,4
Rifién 3,0+0,7 3,7+1,0
Musculo 1,5£0,29 1,2+0,7
Tejido adiposo 54+2,0 5,2+0,27

t1/2 g: tiempo medio de eliminacion; TMR: tiempo medio de residencia.

Las menores concentraciones tisulares de IVM obser-
vadas en el presente estudio se encontraron en las muestras
de musculo y rifién, resultados que son similares a los obteni-
dos por Chiu y col. [4], en tejidos de ovinos, donde las con-
centraciones de IVM son muy pequefias ya a los 14 dias post
tratamiento. Las bajas concentraciones de IVM encontradas
en rindn indica que la via urinaria no representa una ruta im-
portante para la eliminacién del farmaco, ya que como ha
sido descrito, s6lo un 2% de la dosis administrada se excreta
por via urinaria [3].

La determinacion de las concentraciones residuales de
un farmaco en los tejidos comestibles provenientes de anima-
les tratados, es de preocupacién frecuente para la seguridad
de los alimentos destinados a consumo humano, por lo que las
agencias internacionales establecen un limite maximo de resi-
duos (LMR) que sirve como base para calcular los periodos de
resguardo en carnes y tejidos comestibles [7].

Tomando como referencia el limite maximo de residuos
(LMR) establecido para IVM por la EMEA [7], de 100 ug/kg
para higado y tejido adiposo, los promedios de las concentra-
ciones de IVM encontradas en las muestra de higado de los
animales del presente estudio sobrepasan el LMR establecido
solo en el muestreo realizado a los 1,5 dias post tratamiento.
Al comparar las concentraciones promedio de IVM en el tejido
adiposo se observa que éstas son superiores al LMR hasta los
7 dias postadministracion, lo que demuestra que el farmaco se
concentra y permanece por mayor tiempo en este tejido [25],
por lo que se debe considerar como el tejido diana para el cal-
culo del periodo de resguardo.

CONCLUSIONES

El método analitico validado en el presente estudio pre-
senta resultados de sensibilidad, especificidad, recuperacion,
precision y exactitud adecuados que permiten obtener resulta-
dos seguros y confiables para la deteccion y cuantificacion de
residuos de ivermectina en tejidos de ovinos.

Las mayores concentraciones de residuos de IVM en te-
jidos se observaron en higado y tejido adiposo, en cambio el
musculo es el tejido que presenta las menores concentracio-
nes del farmaco.
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