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RESUMEN

DESARROLLO Y EVALUACION CLINICA DE UNA FORMULACION

INTRANASAL DE BUTORFANOL PARA USO EN EQUINOS

PALABRAS CLAVE: butorfanol, via intranasal, equinos, formulaciones

farmacéuticas.

El butorfanol es un opioide sintético utilizado para el tratamiento de
dolor en equinos. Actualmente se aplica por via intravenosa (1V), sin
embargo, esta metodologia se asocia a desventajas que alientan la
busqueda de vias de administraciones alternativas. La via intranasal (IN)
podria resolver estos inconvenientes, puesto que es una via incruenta, no
invasiva e indolora, que ademas posee un acceso directo al sistema

nervioso central (SNC).

Este trabajo de tesis tiene como objetivo desarrollar y evaluar
clinicamente una formulacion de butorfanol para uso en equinos. Para
ello, se realizaron ensayos in vitro donde se hicieron estudios de
penetrabilidad de tres formulaciones distintas y un control. Los resultados
indicaron que el tween 80 fue el excipiente con mayor efectividad para
incrementar la penetrabilidad in vitro del butorfanol a través de la region

olfatoria de la mucosa nasal equina.



A continuacion, se llevd a cabo una seccion in vivo, en la cual se
realizé un estudio de disposicidén plasmatica de aquella formulacién que

mostré mejor perfil in vitro y luego se evaluo su efecto analgésico.

El ensayo de disposicion plasmatica de butorfanol mostré que tras
la administracion IN de la formulacion desarrollada, la absorcion del
farmaco fue rapida, la biodisponibilidad fue de 49,84 + 27, 49 %, el
volumen de distribucion fue de 0,524 + 0,41 I/kg, y el aclaramiento

corporal fue de 0,231 £ 0,22 I/kg/h.

El estudio de eficacia analgésica, reflejé a través del perfil temporal
del incremento del tiempo de latencia del reflejo corneal que la
administracién de butorfanol por via IN utilizando la formulacion
desarrollada posee un eficacia similar a la observada tras la
administracion V.

Se postula que pasaje in vivo de butorfanol utilizando la
formulacion con tween 80 desde la cavidad nasal al SNC ocurri6

preferentemente a través de la mucosa olfatoria.



SUMMARY

DEVELOPMENT AND CLINICAL EVALUATION OF AN INTRANASAL

FORMULATION OF BUTORFANOL FOR USE IN EQUINES

KEY WORDS: butorphanol, intranasal route, horses, pharmaceutical

formulations.

Butorphanol is a synthetic opioid used for the treatment of pain in
horses. Currently it is administered intravenously (IV), however, this
methodology is associated with disadvantages that encourage the search
for alternative administration routes. The intranasal route (IN) could solve
these drawbacks, since it is a bloodless, non-invasive and painless route,
which also has direct access to the central nervous system (CNS).

This thesis work aims to develop and clinically evaluate a
formulation of butorphanol for use in horses. For this, in vitro tests were
carried out where penetrability studies of three different formulations and a
control were carried out. The results indicated that tween 80 was the most
effective excipient to increase the in vitro penetrability of butorphanol
through the olfactory region of the equine nasal mucosa.

An in vivo section was carried out, in which a plasma disposition
study of that formulation that showed the best in vitro profile was carried

out and then its analgesic effect was evaluated.



Butorphanol plasma disposition assay showed that after IN
administration, drug absorption was rapid, bioavailability was 49.84 +
27.49%, volume of distribution was 0.524 + 0.41 I/kg. , and body clearance
was 0.231 + 0.22 I/kg/h.

The study of the analgesic efficacy of butorphanol, reflected through
the temporal profile of the increase in the latency time of the corneal reflex
that the administration of butorphanol via IN using the formulation
developed has an efficacy similar to that observed after IV administration.

It is postulated that in vivo passage of butorphanol using the tween
80 formulation from the nasal cavity to the CNS occurred preferentially

through the olfactory mucosa.



1. INTRODUCCION

1.1. RELACION ENTRE LA VIA DE ADMINISTRACION DE UN
FARMACO Y SU FORMULACION

Para que un farmaco sea eficaz debe alcanzar el sitio de accion en
concentracion suficiente y permanecer el tiempo adecuado para ejercer
su efecto farmacoldgico. Esto depende de la via de administracion, la
formulacion farmacéutica y la velocidad de administracion (Ashford,
2004).

Un farmaco puede ingresar al organismo mediante diferentes rutas
de administracion como la oral, intravenosa (lIV), subcutanea (SC),
intramuscular (IM), inhalatoria y topica, entre otras. Es importante que, al
momento de administrar un farmaco, se logre determinar la via mas eficaz
para alcanzar un perfil temporal de concentracion adecuado al tratamiento
que se requiera (Martin - Jiménez, 2002).

Por otro lado, una vez elegida la via de administracién, hay que
tener en cuenta que existen numerosas formas farmacéuticas en las que
puede incorporarse un farmaco para tratar una enfermedad de manera
eficiente y practica. Las formas farmacéuticas pueden disefiarse para ser
administradas por vias clasicas y no clasicas, con el objetivo de conseguir
una respuesta terapéutica maxima (Ashford, 2004).

Sin embargo, antes de que pueda hacerse una combinacion
correcta entre el farmaco y su presentacion farmacéutica, es necesario

relacionar la sustancia farmacolégicamente activa con la patologia que se



busca tratar, pues cada enfermedad suele precisar un tipo especifico de
tratamiento farmacolégico. Ademas, cuando se disefa una forma
farmacéutica, hay que considerar los factores que rigen la eleccién de la
via de administracion y los requisitos especificos de dicha via que influyen
en la absorcion del farmaco (Ashford, 2004).

En otras palabras, para que el tratamiento farmacoldégico sea
efectivo, la combinacién entre la via de administracion, el farmaco vy la
forma farmacéutica debe ser lo mas ingeniosa posible para que el
farmaco alcance el sitio de accién en la cantidad necesaria y se mantenga
en éste durante el tiempo adecuado.

En este punto, el disefio de las formulaciones adquiere un papel
fundamental. Un farmaco como parte de una formulacion, puede contar
con caracteristicas fisicoquimicas prometedoras para llegar al sitio de
accién, sin embargo, si la formulacion o la via de administracion no son
adecuadas puede que sus parametros farmacocinéticos no reflejen un
uso optimo del ingrediente farmacolégicamente activo. Por el contrario, si
un farmaco no tiene una naturaleza quimica promisoria para alcanzar un
sitio de accién sin desafios, una via de administracion adecuada o una
formulacién bien disefiada pueden contribuir a que el uso del farmaco sea
lo mas eficiente posible. Es decir, que la combinaciéon entre el disefio
adecuado de la formulacion para un farmaco particular y la via de
administracién especifica es importante para alcanzar el objetivo

terapéutico propuesto.



Tomando en cuenta estas consideraciones, se abre la posibilidad
de cuestionar las vias de administraciones actualmente utilizadas.

Particularmente, el butorfanol es un opioide utilizado como
analgésico para el tratamiento del dolor en equinos (Plumb, 2006).
Actualmente se administra mayoritariamente por via IV, y en menor
medida por via IM (Ferreira, 2020). A pesar que la via de administracion
IV es adecuada se propone optimizarla puesto que su uso esta asociado
al estrés del animal, por ser invasiva y dolorosa; esto es importante
especialmente, para farmacos de accién corta, como butorfanol, que
requieren dosificaciones frecuentes (Davis y col., 2011). Asimismo, su
caracter estresante trae consecuencias directas sobre la practica
veterinaria debido a que el comportamiento, tamafo, y la percepcion
dolorosa del animal vuelve compleja y peligrosa la maniobra de
administracion.

Nuestro grupo de trabajo cuenta con una linea de investigacion
sobre la aceptacion, tolerancia y aplicabilidad de la via IN en equinos.
Estos estudios, parte de otra tesis doctoral ya defendida, han demostrado
que la via IN es aceptada y tolerada por los equinos (Ferreira, 2020).

La via IN podria ser la respuesta a los problemas practicos que le
surgen al médico veterinario durante la administracion de butorfanol por la
via IV. Es una alternativa no invasiva, incruenta, indolora y rapida que
dirige el principio activo de manera directa al sitio de accion,

disminuyendo la exposicion sistémica al farmaco y con ello, los posibles



efectos secundarios que este puede llegar a ocasionar (Ferreira y col.,

2019).

1.2. ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA CAVIDAD NASAL EQUINA

1.2.1. FUNCION Y ESTRUCTURA DE LA CAVIDAD NASAL

La nariz es un o6rgano estructural y funcionalmente complejo que
alberga uno de los cinco sentidos, que ademas es el sitio donde se filtra,
humidifica y controla la temperatura del aire que ingresa hacia los
pulmones (Keller y col., 2022).

En equinos, la cavidad nasal se encuentra dividida simétricamente
por el septum nasal en la fosa derecha e izquierda. Se conecta a la
cavidad craneal mediante la lamina etmoidal, la cual tiene forma de criba
céncava donde se ubica el bulbo olfatorio, y se encuentra atravesada en
el plano medio por la cresta galli (Hare, 1982).

El interior de cada fosa nasal esta ocupado por tres cornetes,
conchas o turbinetes que se encargan del acondicionamiento del aire que
ingresa por los ollares y que subdividen cada lado de la cavidad nasal en
meatos, superior, medio e inferior (Hare, 1982; Tortora y Derrickson,
2006).

La cavidad nasal esta irrigada por las arterias esfenopalatina,
palatina mayor y ramas de la etmoidal. El flujo sanguineo arterial irriga
una densa red de capilares y vasos cerca del turbinete en la region

respiratoria. El retorno venoso esta constituido por las venas



esfenopalatina, facial y oftalmica que drenan a la vena yugular interna.
Esta inervada por el nervio olfatorio (par craneal |), cuyos filamentos se
extienden directamente desde el bulbo olfatorio hacia la mucosa nasal y
también por las ramas del nervio trigémino (par craneal V) que transmite
informacion quimiosensorial y termosensorial desde las mucosas oral,
ocular y nasal (Djupersland y col., 2014; Grassin-Delyle y col., 2012).

La cavidad nasal se divide en tres regiones: vestibular, respiratoria

y olfatoria.

1.2.2. REGION VESTIBULAR

La region vestibular de la cavidad nasal se continua con la piel. En
caballos, la parte rostral del vestibulo se halla revestido por piel con pelos
y glandulas sebaceas y sudoriparas, y en la parte caudal esta cubierto por
epitelio escamoso estratificado, pigmentado y no queratinizado. El epitelio
se encuentra firmemente sujeto a la submucosa propia por numerosas

papilas de tejido regular y denso (Dellmann, 1976).

1.2.3. REGION RESPIRATORIA

La regidn respiratoria se situa en la zona cercana al turbinete
dorsal y la mucosa se visualiza de tono rojizo por su gran vascularizacién.
En su superficie contiene epitelio pseudoestratificado, prismatico, ciliado,
formado por cuatro tipos de células: ciliares, basales, caliciformes y de

sostén (figura 1). En la region de transicion entre las regiones vestibular y
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respiratoria, el epitelio limitante es de tipo transicional (Dellmann, 1976;

Lochhead y Thorne, 2014; Ross y Pawlina, 2013).

. ACLARAMIENTD MUCOCILIAR
-.-"‘r. i8Iyl - | "\-.\_
uom{ R e e
ﬁ 2

UNIONES
ESTRECHAS

Epitelio
respiratorio
CELULA CILIAR —s
CELULA CALICIFORME

CELULA DE SOSTEN—
CELULA BASAL—e )

LAMINA BASAL =
FIBRAS DEL NERVIO TRIGEMING ———T—1

Lamina propia

Truncu encefﬁlma

Figura 1: Region respiratoria de la cavidad nasal. El epitelio descansa sobre una
lamina propia y se compone por las células ciliares, basales, caliciformes y de
sostén que se unen entre si mediante uniones estrechas. Modificado de
Lochhead y Thorne, 2014

1.2.4. REGION OLFATORIA

Esta region comprende las partes caudales de los huesos
etmoturbinados y las areas adyacentes del cornete nasal dorsal y del
septum nasal y el érgano vomeronasal. Esta recubierta por una mucosa
de color amarillento (mucosa olfatoria) debido al contenido de pigmentos
de las células sustentaculares (células de sostén), lo cual la distingue de
manera macroscopica de la respiratoria (Dellmann, 1976; Geneser y col.,
2015; Hare, 1982; Ross y Pawlina, 2013).

La lamina propia de la mucosa olfatoria es contigua al periostio del

hueso subyacente y contiene abundantes vasos sanguineos vy linfaticos,
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nervios amielinicos y mielinicos y glandulas olfatorias (figura 2) (Ross y
Pawlina, 2013).

El epitelio olfatorio, al igual que el epitelio de la region respiratoria,
es pseudoestratificado, aunque se compone de tres clases de células:
neuronales olfatorias, basales y de sostén; carece de células caliciformes
(figura 2) (Lochhead y Thorne, 2014; Ross y Pawlina, 2013).

Las células neuronales olfatorias son neuronas bipolares que se
prolongan a lo largo de toda la altura del epitelio. Constan de una porcién
apical delgada (dendrita) que se proyecta hasta la superficie del epitelio,
una parte central gruesa (pericarion) que contiene al nucleo y una porcién
basal delgada (axén). El proceso dendritico apical de las células
sensoriales se proyecta por encima de las células de sostén. Dichas
terminaciones sensoriales sostienen varios cilios tipicos que se proyectan
en todas direcciones y terminan en una prolongacién larga estrecha
atipica. Los axones amielinicos forman haces delgados entre las células
basales y llegan a estar rodeados por células de Schwann tras perforar la

membrana basal de la mucosa olfatoria (figura 2) (Dellmann, 1976).
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Figura 2: Region olfatoria de la cavidad nasal. El epitelio se compone por tres
clases de células: neuronales olfatorias, basales y de sostén. El epitelio olfatorio
descansa sobre la lamina propia y ella sobre la placa cribiforme. Figura
modificada de Veronesiy col., 2020

1.2.5. GLANDULAS OLFATORIAS Y EL ORGANO VOMERONASAL

Las glandulas olfatorias (glandulas de Bowmann) son
caracteristicas de la mucosa olfatoria. Estas son glandulas
tubuloalveolares serosas ramificadas que envian sus secreciones
proteicas hacia la superficie olfatoria a través de conductos (figura 2)
(Ross y Pawlina, 2013).

Entremezcladas con las glandulas olfatorias y algo por debajo de
ellas se hallan haces de fibras nerviosas olfatorias amielinicas. Algunas
fibras mielinicas originadas en el nervio trigémino pierden su mielina
conforme penetran en la lamina basal y se convierten en terminaciones
nerviosas desnudas entre las células epiteliales. Estas fibras nerviosas no

juegan papel alguno en la sensopercepcion olfatoria (Dellmann, 1976).



13

El érgano vomeronasal es un érgano accesorio que forma parte del
sistema olfatorio; se encuentra en las dos fosas nasales y esta conectado
al bulbo olfatorio a través de proyecciones axonales. Su superficie esta
cubierta por mucosa respiratoria en su cara lateral y de mucosa olfatoria
en su cara medial. Tiene una funcién importante en el comportamiento de
las especies porque es capaz de detectar feromonas (Dellman, 1976;

Ross y Pawlina, 2013).

1.3. LA VIA INTRANASAL

1.3.1. CARACTERISTICAS DE LA ViA INTRANASAL

La via IN se ha utilizado con objetivos terapéuticos desde la
antigiedad. Durante el siglo pasado, su uso como via de administracion
de farmacos estaba limitado al tratamiento de la sintomatologia de la
rinitis estacional y para enfermedades infecciosas del tracto respiratorio;
sin embargo para finales del siglo XX comenzdé a extender sus
implicancias, aplicandola, por ejemplo, para tratamientos de patologias
sistémicas como insuficiencia cardiaca (Keller y col, 2022; Landau y col.,
1994).

En el afio 1989, Wiliam Frey Il y colaboradores exploraron la
posibilidad de utilizar la via IN para administrar farmacos desde la cavidad
nasal al sistema nervioso central (SNC). Fue asi como este grupo de
investigacion demostré que la administracion IN de farmacos podia

utilizarse para el suministro de ingredientes farmacolégicamente activos
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hacia el cerebro para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como Parkinson y Alzheimer, patentandolo en 1991 (Frey, 1991). Desde
entonces, el interés en el estudio de la via IN para administracion de
farmacos de accion central ha crecido de manera significativa (Keller y
col, 2022).

La via IN puede utilizarse para inoculacion de vacunas o
administracién de farmacos de accion local, sistémica o para la llegada
directa al SNC. Para lograr estos objetivos, la aplicacion del farmaco debe
llevarse a cabo en distintas regiones de la mucosa nasal. La inoculacion
de vacunas, por ejemplo la vacuna de la gripe estacional o la vacuna de
adenitis equina, se realiza sobre el tejido linfoide y las células inmunitarias
presentes en el piso de la zona vestibular. La administracion local de
farmacos, por ejemplo anestésicos locales, antihistaminicos y corticoides,
se realiza en las regiones del vestibulo y del epitelio respiratorio. Para
realizar una administracion sistémica, la aplicacibn se realiza
predominantemente en el epitelio respiratorio; su aplicacion para el
tratamiento de la migrana, prevencion de infecciones, manejo del dolor,
terapia de reemplazo hormonal y terapia de emergencia (estatus
epiléptico) esta investigandose (Keller y col, 2022).

La transferencia de farmacos desde la cavidad nasal al SNC ha
sido estudiada extensivamente para insulina y oxitocina (Crowe y Hsu,
2022; Ganger y Schindowski, 2018).

A pesar de sus ventajas, entre ellas, la posibilidad de acceder de

manera directa al SNC, la rapida absorcion sistémica y la evasién del
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metabolismo intestinal, en medicina veterinaria no es una via utilizada
rutinariamente (Bonferoni y col., 2019).

Dado que es una via de administracion parenteral, es posible
utilizarla en pacientes con problemas gastricos y vomitos y es una
alternativa para la administracion de farmacos que sufren degradacion
enzimatica o causada por el acido del estbmago. También cuenta con la
ventaja de no requerir el uso de agujas, disminuyendo el estrés del
paciente asociado a su uso (Bailey y col., 2017; Dufes y col., 2003;
Tayebati y col., 2013).

En animales de laboratorio, se publicaron estudios que demuestran
que los farmacos administrados por la via IN alcanzan el cerebro y
generan un efecto terapéutico en un plazo corto. Estudios en ratones
utilizando moléculas pequefias y lipofilicas como cocaina (Chow y col.,
1999), morfina (Westin y col., 2005) y testosterona (Banks y col., 2009; de
Souza Silva y col., 2009) demuestran que tras su administracion IN
alcanzan niveles en cerebro en un lapso de minutos (Dhuria y col., 2010).

Particularmente para la especie equina, la gran superficie e
irrigacion de su cavidad nasal permite inferir la viabilidad de esta via para
la administracion de farmacos (Ferreira y col., 2019).

Hasta el momento en humanos se han patentado mas de 60
medicamentos de administracion IN, entre ellos Buserelina Suprefact
nasal®; Nafarelina Synarel®; Desmopresina Minirin®; Calcitonina
Miacalcin®; Dihidroergotamina Diergo-spray®; Sumatriptan Imigran®;

Butorfanol Stadol NS®; Fentanilo Instanyl® y ecFent®; Estradiol


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0361923018303678#bib0250
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Aerodiol®; Nicotina  Nicofrol NS®; Oxitocina  Syntocinon® 'y
Cianocobalamina Nascobal®. Estos son utilizados para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, desordenes psiquiatricos, migrana,
lesiones cerebrales traumaticas, dolor, obesidad, trastornos del suefio y
cancer. Esta amplitud de farmacos refuerza la idea que la via IN es una
via de administracion de gran potencial terapéutico (Crowe y Hsu, 2022).
No existe una formulacién unica y universal para la administracion
de farmacos en la cavidad nasal que asegure la llegada al SNC; sin
embargo, existe una amplia variedad de excipientes, solventes, co-
solventes y nanocarriers que han demostrado mejorar la llegada a este

sitio (Crowe y Hsu, 2022).

1.3.2. MECANISMOS Y VIAS DE TRANSPORTE DESDE LA CAVIDAD
NASAL AL SNC

Para avanzar en el desarrollo de formulaciones IN para farmacos
de accion central, es fundamental el conocimiento de las vias y
mecanismos de pasaje desde la cavidad nasal al SNC (Ferreira y col.,
2019).

Cuando el farmaco ingresa a la cavidad nasal, lo primero que
experimenta es un aclaramiento mucociliar en la region vestibular
(Williams y col., 2006). Luego las moléculas de farmaco se dirigen hacia la
region posterior de la cavidad donde se ponen en contacto con las
mucosas respiratoria y olfatoria (Lochhead y Thorne, 2014). Alli, el

transporte del farmaco desde el epitelio nasal al SNC tiene lugar por
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diferentes mecanismos en funcién de su naturaleza quimica, de los
parametros fisicoquimicos de la formulacion, de las condiciones
fisiolégicas de la mucosa y del dispositivo de administracion (figura 3)

(Ganger y Schindowski, 2018).

TRANSPORTE ACLARAMIENTO
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Figura 3: Sinopsis de las vias de transporte que puede seguir un farmaco luego
de su administracién intranasal. Modificado de Selvaraj y col., 2018

Los mecanismos de transporte desde la cavidad nasal hacia el
SNC estan englobados dentro de dos vias:
¢ Viaintracelular: involucra los mecanismos de transporte intracelular
a través de los nervios trigémino y olfatorio (figura 3).
e Via extracelular: involucra los mecanismos de transporte a través

de la circulacion sistémica o via linfatica — LCR (figura 3).
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1.3.2.1. Via intracelular

Los nervios olfatorio y trigémino conectan anatdomicamente la
cavidad nasal y el SNC. Los axones de las células neuronales olfatorias
forman haces que viajan a través de los foramenes en la placa cribosa y
hacen sinapsis en los glomérulos en el bulbo olfatorio (Lochhead y Dauvis,
2019). El nervio trigémino (par craneal V) es el nervio craneal mas largo;
tiene tres ramas (oftalmica, maxilar y mandibular) dos de las cuales
inervan la cavidad nasal. El trigémino inerva principalmente el epitelio
respiratorio y el vestibulo de la cavidad nasal, aunque curiosamente una
pequefia porcion del nervio también termina en el epitelio olfatorio
(Schaefer y col.,, 2002). Ademas establece conexién con el SNC,
especialmente con la region caudal del cerebro, el tallo cerebral y la
meédula espinal, y transmite la informacién sensorial desde la cavidad
nasal hasta estas regiones (Clerico y col., 2003; Gray, 1978).

La via del nervio trigémino es un tipo de pasaje poco reportado, sin
embargo, en el ultimo tiempo estd siendo reconocida su importancia
(Ferreira y col., 2019; Misra y col., 2008).

En este tipo de transporte, el farmaco es captado por las células
neuronales olfatorias o los nervios trigéminos mediante endocitosis,
difusidon pasiva o endocitosis mediada por receptor e introducido en un
endosoma que se transporta a través de la red de Golgi mediante
transporte axonal intracelular hacia el bulbo olfatorio o al tallo cerebral,

respectivamente (figura 4). Cuando el farmaco alcanza el SNC, es
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exocitado y comienza a distribuirse (Crowe y Hsu, 2022; Ganger y
Schindowski, 2018; Mittal y col., 2014; Xu y col., 2020).

Se ha demostrado que los nervios olfatorio y trigémino son capaces
de endocitar virus de varias cepas de influenza, herpesvirus y poliovirus
que posteriormente resultan en infecciones en el SNC (Crowe y col.,
2018; Lochhead y Thorne, 2012). Las neuronas olfatorias, en particular,
son capaces de endocitar sustancias de tamafios muy variados, que van
desde lactato de aluminio (294 Da) y particulas de oro (50 nm) hasta el
péptido de insulina (5,8 kDa) y la aglutinina de germen de trigo conjugada
con peroxidasa de rabano picante (WGA-HRP, 80 kDa). Sin embargo,
también se ha reportado que el proceso de translocacion neuronal es muy
lento. Debido a que la mayor parte de los estudios publicados hasta la
fecha reportan que el transporte desde la cavidad nasal al cerebro lleva
solo minutos, se estima que la via intracelular es una ruta de transporte
viable, pero no primaria (Ganger y Schindowski, 2018; Keller y col., 2022).

El nervio terminal (nervio craneal cero) y el érgano vomeronasal
(6rgano de Jacobson) también estan localizados en la cavidad nasal, pero
hasta el momento no se ha estudiado su rol como ruta hacia el SNC. Sin
embargo, se postula que los farmacos podrian absorberse a través de los
nervios vomeronasal y terminal y llegar al cerebro de manera directa
(Erd6 y col., 2018; Lochhead y Thorne, 2014; Monti-Bloch y col., 1998).

La via del nervio olfatorio, la via del nervio trigémino y la via
vomeronasal proveen un acceso directo a ciertas regiones del cerebro,

que de otra manera no serian alcanzables (Erd6 y col., 2018). El bulbo
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olfatorio es usado como transporte de farmacos para su distribucion en
diferentes partes del cerebro como la corteza piriforme, amigdala y el
hipotalamo (Khan y col., 2017). Sin embargo, todavia es necesaria la
optimizaciéon de estas vias para tener un entendimiento completo de la
dosis y de la seguridad de la administracion IN de farmacos (Xu y col.,

2020).

1.3.2.2. Via extracelular

Dentro de la cavidad nasal, los farmacos deben cruzar el epitelio
mediante transporte paracelular o transcitosis para acceder a la lamina
propia. Las micrografias electronicas de la mucosa nasal demuestran la
existencia de uniones estrechas en esta region. Las uniones estrechas
pueden modularse e incrementar o decrecer la permeabilidad a través de
la membrana primaria a través de vias de sefializacién de fosforilacién de
ocludinas (Crowe y Hsu, 2022; Lochhead y Thorne, 2014). Varios
componentes han sido utilizados para disminuir en forma transitoria la
tensién de las uniones estrechas e incrementar los pasajes de farmacos
administrados por via IN, incluyendo papaverina, poli-L-arginina y acetato
de tetradecanoilforbol (Koizumi y col., 2008; Krishan y col., 2014; Ohtake
y col., 2003). Sin embargo, es posible que la modulaciéon de las uniones
estrechas no sea un método efectivo para incrementar la penetracién de
moléculas debido al rapido recambio de células. De hecho, se postula que
el recambio rapido y continuo de células basales asi como, de uniones

estrechas le otorgan al epitelio nasal una permeabilidad relativamente alta
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comparado con otros sitios epiteliales (Crowe y Hsu, 2022; Lochhead y
Thorne, 2014).

Una vez que el farmaco alcanza la lamina propia, es posible que
utilice para distribuirse alguna de las vias extracelulares que se
mencionan a continuacién (Lochhead y Thorne, 2014) (figura 4).

Primero puede absorberse y entrar a la circulacion sistémica. La
absorcion es rapida porque la mucosa se encuentra muy vascularizada y
el flujo de sangre es alto en especial en la region respiratoria (Lochhead y
Thorne, 2014).

Asociado a la absorcion vascular, se ha reportado una via de
ingreso directo al SNC a través de los vasos de la mucosa nasal; un
proceso llamado “transferencia de contracorriente” que esta relacionado
con la transferencia de farmacos desde la circulacion venosa nasal a la
circulacion arterial (carotidea) y de ahi al cerebro y la médula espinal
(Einer-Jensen y Hunter, 2005; Ferreira, 2020). Por otro lado, se ha
reportado un segundo mecanismo de transporte directo al SNC que
involucra los canales asociados con los vasos sanguineos de la mucosa
nasal, también llamados canales perivasculares (Rennels y col., 1995).
Los canales perivasculares estan limitados por la capa mas externa de los
vasos sanguineos y la membrana basal del tejido circundante y actuan
como sistema linfatico para el cerebro; a través de ellos, sustancias
derivadas de las neuronas se eliminan desde el fluido intersticial cerebral
a los vasos sanguineos (Rennels y col., 1995). El transporte perivascular

es, a diferencia de la difusién, un mecanismo de flujo masivo que obtiene
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su energia cinética de las pulsaciones sistolicas (Groothuis y col., 2007).
La presencia de la denominada “bomba perivascular de transporte”
explica la distribucion rapida de los agentes terapéuticos a todo el cerebro
(Hadaczeck y col., 2006; Schley y col., 2006). De esta manera los
farmacos administrados por la via IN pueden ingresar a los espacios
perivasculares de la cavidad llegando posteriormente al cerebro con una
distribucién generalizada (Ferreira y col., 2019).

Por ultimo, las sustancias y moléculas pueden ser absorbidas
desde la submucosa a través el sistema linfatico (Lochhead y Davis,

2019).
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Figura 4: Mecanismos de pasaje de sustancias desde la cavidad nasal al SNC.
La sustancia se une a un receptor y es internalizada, por ejemplo, por
endocitosis mediada por receptor. Luego viaja a través de la célula neuronal
olfatoria hacia el bulbo olfatorio. Otra posibilidad es que el farmaco viaje
mediante via paracelular o mediante transporte transcelular hacia la lamina
propia. A partir de alli la sustancia puede, (1) ser absorbida por los vasos
sanguineos locales que llegan a la circulacion (Via sistémica) (2) ser absorbida por los
vasos linfaticos y ser drenada hacia los ganglios linfaticos cervicales profundos del cuello
(3) la sustancia puede utilizar los espacios perineurales entre las células de envoltura
olfatoria y los fibroblastos del nervio olfatorio para viajar asociada a los nervios olfatorios
al bulbo olfatorio. Después de atravesar la placa cribosa, la sustancia puede llegar
también al liquido cefalorraquideo y distribuirse por las diferentes regiones del
cerebro. Figura modificada de Keller y col., 2022

Datos experimentales basados en modelos murinos demostraron
que los farmacos administrados por via IN alcanzan el SNC dentro de los
primeros 5 minutos post-administracion y llegan a regiones distales del
cerebro en 30 minutos. Luego de realizada la administracion, el tiempo
que tardan en generarse los picos de concentracién de farmaco varian

segun la region del cerebro. El bulbo olfatorio alcanza su punto maximo a
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los 10 minutos post-administracion, mientras que regiones mas profundas
como el cuerpo estriado, e incluso localizaciones mas distales como el
mesencéfalo o el hipotdlamo requieren al menos media hora. El rango de
tiempos para alcanzar la concentracion maxima en todo el cerebro va
desde 30 minutos a 2 horas. Por ultimo, el aclaramiento completo del
farmaco del SNC es de aproximadamente 4 horas (Crowe y Hsu, 2022).

Por otro lado, se reporta que el transporte axonal (via intracelular)
requiere entre 0,74 y 2,67 horas para el nervio olfatorio y entre 3,69 y
13,33 horas para el nervio trigémino (Crowe y Hsu, 2022).

Toda esta evidencia en conjunto indicaria que la mayor parte del
transporte de farmacos desde la cavidad nasal hacia el SNC ocurre por
via extracelular. Solo la via extracelular en combinacién con los
movimientos pulsatiles de la arteriola proporciona tiempos de transporte
similares a los reportados (Crowe y Hsu, 2022; Ichimura y col., 1991).
Estudios in vitro reportan que a medida que las arteriolas se expanden en
la sistole, comprimen el liquido de la vaina circundante y crean una onda
que se mueve a una velocidad de 214 um/min (Crowe y Hsu, 2022). Esta
“‘bomba perivascular’ es un modo de transporte muy eficiente, que se
traduce en tiempos de latencia de 0,33 h y 1,7 h para los nervios olfatorio
y trigémino, respectivamente. Aun cuando estos tiempos no alcanzan la
evidencia in vivo plasmada en la literatura, es razonable pensar que la
ausencia de huesos del craneo alrededor de los canales en los estudios in
vitro permite una mayor disipacion de energia y, en consecuencia, una

desaceleracién en el transporte (Crowe y Hsu, 2022). Pese a eso, la via
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extracelular impulsada por pulsaciones sistdlicas es el mecanismo mas
aceptable y cuenta con evidencia in vivo e in vitro, por lo tanto, debe ser
una de las consideraciones principales para el disefio de formulaciones IN

(Crowe y Hsu, 2022).

1.4. DESARROLLO DE FORMULACIONES UTILIZADAS EN LA VIA

INTRANASAL

1.4.1. FACTORES QUE AFECTAN LA PERMEABILIDAD DE LOS
FARMACOS

Para el desarrollo de formulaciones para administracion IN es
importante tener presente algunos factores que afectan la permeabilidad
de los farmacos (Grassin-Delyle y col., 2012).

La nariz, al ser una puerta de entrada al organismo, posee reflejos
que evitan el paso y expulsan los agentes que el organismo reconozca
como potencialmente lesivos, induciendo el estornudo, aumentando el
aclaramiento mucociliar y la secrecion de moco (Guzman Moreno, 2018).

El flujo sanguineo en la cavidad nasal influye sobre la absorcion
nasal de farmacos y se ve afectado por la temperatura ambiental, la
humedad, la presencia de farmacos vasoactivos, traumas e inflamacion
(Gizurarson, 2012; lllum, 2002; Singh y col., 2012; Talegaonka y Mishra,
2004).

La citocromo P450 nasal, proteasas y peptidasas presentes en la

cavidad nasal pueden metabolizar farmacos. Se ha reportado que las
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isoenzimas del citocromo P450 metabolizan cocaina, nicotina, alcoholes,
progesterona y descongestivos (Soane y col.,, 1999). A pesar que el
metabolismo nasal suele ser mas débil que el hepatico e intestinal no
puede ignorarse por completo (Singh y col., 2012).

Por otro lado, hay tres caracteristicas propias de los farmacos que
influyen en su transporte a través de las mucosas: su peso molecular, su
naturaleza hidrofilica/hidrofdbica y el grado de ionizacion (Grassin-Delyle
y col., 2012).

La solubilidad del farmaco y su velocidad de disolucion son factores
importantes a tener en cuenta. Una disolucién rapida es crucial para que
las particulas de farmaco no se vean sujetas al aclaramiento mucociliar
que reducira su biodisponibilidad (Dey y col., 2011; Singh y col., 2012;
Stitzle y col., 2015).

Otro factor importante es la lipofilicidad del farmaco. Si la
lipofilicidad es demasiado alta, el farmaco no se disuelve facilmente en el
ambiente acuoso de la cavidad nasal, por lo tanto, con un aclaramiento
mucociliar acelerado, el tiempo de contacto con la membrana nasal
disminuye, generandose una penetracion reducida (Dey y col., 2011; Sam
y col., 1995).

La absorcion del farmaco se ve influenciada, ademas, por
caracteristicas de la formulacion (como viscosidad, tonicidad y pH) y del
actuador con el que se aplica (dosis aplicada, el volumen de
administracién, el angulo y el tamafio de gota) (Dey y col., 2011; Grassin-

Delyle y col., 2012; Pires y col., 2009).
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Se recomienda que la formulacién tenga un pH entre 4,0 y 6,5 para
no inducir la irritacion de la mucosa (Dey y col., 2011; Sam y col., 1995).

En el desarrollo de formulaciones, se pueden incorporar
excipientes que mejoren la penetracién y absorcién de farmacos como
ciclodextrinas, surfactantes, quitosanos y fosfolipidos (Velloso y Landoni,

2022).

1.4.2. EXCIPIENTES MEJORADORES DE LA PENETRACION

Tras su administracion IN los farmacos deben evadir tres tipos de
barreras: fisica (moco y epitelio), temporal (aclaramiento mucociliar) y
quimica (actividad enzimatica); por lo que en el disefio de formulaciones
se vuelve relevante el estudio de los factores que modifiquen estas
barreras (Cornaz Gudet y Buri, 1994).

Los mejoradores de la penetracion son excipientes funcionales que
se agregan en las formulaciones para mejorar la penetracién del principio
activo a través de las barreras biolégicas (Ghadiri y col., 2019).

Un mejorador de la penetracion ideal debe, a la concentracion
utilizada, ser farmacolégicamente inerte, tener accién inmediata, tener un
efecto predecible de duracién determinada, no generar irritacién, toxicidad
o alergia, y ser activo a bajas concentraciones. Ademas debe ser
compatible con el principio activo y otros adyuvantes presentes en la
formulacién, ser capaz de mantenerse en contacto con la mucosa nasal el
tiempo suficiente para lograr un efecto maximo, no tener un gusto u olor

desagradables, no danar la membrana sobre la cual se aplica y, en caso
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de que esto ocurra, el efecto debe ser completamente reversible (Behl y
col., 1998; Na y col., 2010).

No es posible realizar una clasificacion categorica de los
mejoradores de penetracion porque las propiedades quimicas de estos
excipientes se solapan y, el hecho de que aun no se conozcan en detalle
sus mecanismos de accion, complica la identificacion de las diferencias.
Como se menciond previamente, dentro de los mejoradores de
penetracion podemos encontrar ciclodextrinas, quitosano y derivados,
surfactantes, acidos biliares y sus sales y derivados, taurodihidrofusidato

de sodio y fosfolipidos.

1.4.2.1. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos de seis o mas
unidades de a-D-glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos 1-4
formadas por la accion de ciertas enzimas sobre el almidon (Brewster y
Loftsson, 2007; Connors, 1997).

Se utilizan en formulaciones IN para mejorar la absorcion de
farmacos lipofilicos incrementando su solubilidad acuosa y/o mejorando
su absorcion (Davis y lllum, 2003; Leyva y col., 2004; Merkus y col., 1999)

Las ciclodextrinas interactuan con compuestos de poca solubilidad
en agua incrementando su solubilidad aparente (Ghadiri y col., 2019).

El mecanismo de accion de estas sustancias como mejoradores de

la penetracién de farmacos a través de membranas bioldgicas ocurre solo
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bajo condiciones especificas y actualmente no se encuentra totalmente
dilucidado (Ghadiri y col., 2019).

Su toxicidad depende de la ruta de administracion. A pesar de que
son bien toleradas y no toxicas cuando se administran oralmente, no es
seguro administrarlas de manera IV debido a su capacidad de cristalizar
(Merkus y col., 1999)

Las ciclodextrinas han sido utilizadas como mejoradores de
penetracion IN para calcitonina, insulina, glucagon y factor estimulante de

colonias de granulocitos recombinante (Merkus y col., 1999).

1.4.2.2. Quitosano y derivados

Los quitosanos son polisacaridos cationicos lineales que se
obtienen a partir de la deacetilacion de quitina (Cheung y col., 2015;
Schipper y col., 1999).

El quitosano y sus derivados son materiales versatiles por tener
una actividad diversa, son biocompatibles, biodegradables, atodxicos,
tienen bajo costo y suelen ser poco alergénicos. Ademas tienen gran area
de superficie, porosidad, conductividad y pueden moldearse facilmente en
diferentes formas tales como peliculas, fibras, esponjas, geles, perlas,
nanoparticulas, microparticulas, polvo y soluciones (Bansal y col., 2011;
Cheung y col., 2015; Dodane y Vilivalam, 1998; Shariatinia, 2019).

Se utilizan en la industria farmacéutica como mejoradores de la
penetracion eficaces para farmacos hidroéfilos con poca absorcidon y como

carriers de farmacos, no solo mejorando su penetracién, sino también
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mejorando su liberacion y estabilizando sus componentes para su
direccionamiento (Dodane y Vilivalam, 1998; Shariatinia, 2019).

Varios estudios han reportado que el quitosano tiene propiedades
mucoadhesivas y que puede utilizarse de manera segura en
formulaciones para administracion IN de proteinas (Marttin y col., 1998).
Fue demostrado que el mecanismo de mejoramiento de transporte de
farmacos es una combinacién entre la bioadhesividad y la apertura
transitoria de las uniones estrechas de la mucosa nasal (Bansal y col.,
2011). Una formulacién IN con quitosano podria mejorar el tiempo de
residencia de farmacos en las células de la mucosa nasal conduciendo a
una liberaciéon sostenida y con ello aumentando la biodisponibilidad y

reduciendo la frecuencia de administracion (Kim, 2008; lllum, 2002).

1.4.2.3. Surfactantes

Los surfactantes son moléculas anfifilicas compuestas por una
cabeza de naturaleza hidrofilica y una cola hidrofébica formando una
estructura asimétrica y polar. Tienen la capacidad de disminuir la tension
superficial entre las fases aire-agua o agua-aceite, mejorando la
miscibilidad de las sustancias y permitiendo que difundan o se mezclen
voluntariamente como emulsiones en agua u otros liquidos (Kulkarni y
Shaw, 2015; Suhail y col., 2019).

Presentan gran actividad de superficie y, en agua, cuando se
encuentran por arriba de la concentracion micelar critica (CMC), pueden

asociarse sobre si mismos formando agregados polimoleculares como
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micelas y liposomas (Schreier y col., 2000; Sekhon, 2013, Velloso vy
Landoni, 2022).

Los surfactantes se clasifican en anidnicos, catidnicos, no iénicos y
zwitterionicos (Suhail y col., 2019).

Los surfactantes anionicos y catidnicos tienen, respectivamente,
una carga negativa y positiva en la regién hidrofilica de la molécula (figura
5 (A) (B)) (Kulkarni y Shaw, 2015; Sekhon, 2013; Suhail y col., 2019,
Velloso y Landoni, 2022).

Los surfactantes no idnicos no poseen carga en la cabeza de la
molécula; los mas utilizados son los ésteres de los acidos grasos de
sorbitan (denominados Spans) y sus derivados etoxilados (llamados
Tweens) (figura 5 (C)) (Sekhon, 2013; Suhail y col., 2019)

Los surfactantes zwitterionicos o anféteros tienen una carga
positiva y una negativa en su molécula. Dependiendo del pH del medio
circundante, pueden adquirir carga positiva, negativa o no tenerla; en
soluciones de pH acido, tienen carga positiva, mientras que, en
soluciones de pH alcalino, tienen carga negativa y en soluciones con un
pH definido (punto isoeléctrico) ambos grupos idnicos tienen igual
ionizacion (Kulkarni y Shaw, 2015; Suhail y col., 2019; Tadros, 2014;

Velloso y Landoni, 2022).
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Figura 5: (A) Esquema de la estructura quimica de la molécula de un surfactante
cationico (cetrimida) (B) Esquema de la estructura quimica de la molécula de un
surfactante aniénico (dodecil sulfato de amonio) (C) Esquema de la estructura
quimica de un surfactante no ionico (Tween 80) (D) Esquema de la estructura
quimica de un surfactante zwitterion (fosfolipido de huevo) (Velloso y Landoni,
2022)

Los surfactantes son uno de los excipientes mas efectivos para
lograr el mejoramiento de la permeabilidad de farmacos a través de las
mucosas (Bhise y col., 2014).

El agregado de surfactante en las formulaciones intranasales
podria modificar la permeabilidad facilitando la absorcion nasal de
farmacos (Chhajed y col.,, 2011). Ademas, han sido extensamente
utilizados en formulaciones aerosolizadas y, no solo reducen la tensién
superficial en agua, sino que también facilitan la atomizacion de la

formulacion (Kulkarni y Shaw, 2015).
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Algunos de ellos, sin embargo, pueden ocasionar irritaciéon nasal,
toxicidad epitelial y actividad ciliostatica (Bhise y col., 2014), como es el
caso del cloruro de benzalconio, que es toxico para los cilios (Quadir y
col.,, 1999) y el laureth-9, que induce alteraciones morfolégicas en el
epitelio (Ennis y col.,, 1990) e inhibe el transporte mucociliar en

condiciones in vitro (Gizurarson y col., 1990).

1.4.2.4. Acidos biliares, sus sales y derivados
Los acidos biliares son moléculas anfifilicas que en su estructura
quimica poseen un nucleo esteroide de cuatro anillos, de gran tamafno,

rigido y plano (figura 6) (Moghimipour y col., 2015; Pavlovi¢ y col., 2018).
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Figura 6: Estructura de los acidos biliares. El nucleo esteroide consiste en cuatro
anillos (A, B, C y D). El lado concavo es hidrofilico y el lado convexo, hidrofébico
(Moghimipour y col., 2015)

Cuando se combinan con lipidos polares, surfactantes
convencionales o farmacos anfifilicos forman micelas simples o mixtas y

de esta manera facilitan el pasaje transcelular y mejoran la penetracién de

farmacos (Stojanc€evi¢ y col., 2013, Velloso y Landoni, 2022). Ademas



34

pueden formar otros sistemas vesiculares que actuan como mejoradores
de la penetracion de farmacos como bilosomas (compuestos por sales
biliares y liposomas), micelas de tamafo nanométrico, estructuras
hiperramifacadas e hidrogeles (Faustino y col., 2016; Moghimipour y col.,
2015; Pavlovi¢ y col., 2018).

Los mecanismos de accion de las sales biliares como mejoradores
de penetracion incluyen el incremento de la fluidez de la membrana, la
formacion reversible de micelas en la membrana biolégica y la creacion
de canales acuosos. Ademas, pueden reducir la viscosidad y elasticidad
de la capa de moco adherida a las superficies mucosas e inhibir la accién
de las peptidasas. También, se ha reportado que estas sustancias pueden
inducir la apertura reversible de la barrera hematoencefalica (Lali¢-
Popovic y col., 2013; Moghimipour y col., 2015; Pavlovi¢ y col., 2018).

Se ha reportado que el uso de los acidos biliares hidréfobos como
excipientes farmacéuticos presenta graves efectos secundarios, como
dafo hepatico, asociado a su acumulacion en este 6rgano (Pavlovi¢ y
col., 2018), y, en el caso especifico del acido desoxicélico, promocién de
tumores (Berstein y col., 2011). En la administracion IN el uso de algunos
acidos biliares como el desoxicolato de sodio, puede causar inhibicién
leve del aclaramiento mucociliar (Quadir y col., 1999) e irritacion nasal

(Moses y col., 1983).

1.4.2.5. Taurodihidrofusidato de sodio
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El taurodihidrofusidato de sodio (STDHF por sus siglas en inglés)
es un derivado semisintético de la sal sddica del acido fusidico (Beaudoin
y col., 1975; Lee y col., 1992; Longenecker y col., 1987).

El STDHF fue utilizado extensamente como mejorador de la
penetracion IN para farmacos de naturaleza peptidica y proteica. Su uso
como mejorador de penetracion se asocid6 a un incremento en la
biodisponibilidad de proteinas y péptidos como insulina, calcitonina,
hormona de crecimiento y octreétido administradas IN (Bhise y col., 2014).

Se ha reportado que STDHF mejora la absorcion de farmacos
inhibiendo la actividad de las proteasas y se ha propuesto también que
forma poros transitorios en las membranas lipidicas (Dondeti, 1991).

Con respecto a su toxicidad tisular, se reporté un efecto leve sobre
la morfologia de la mucosa nasal con una ligera influencia sobre el
movimiento ciliar (Behl y col., 1998; Hermens y col., 1990).

El STDHF tiene dos limitaciones muy importantes. Una de ellas es
la tendencia de promover la agregacion de proteinas y péptidos a un pH
por debajo de sus puntos isoeléctricos que da como resultado una
disminucién de su solubilidad. Otra limitacion es que su capacidad como
mejorador de la penetracion varia ampliamente de acuerdo a la proteina,
convirtiéndolo en un mejorador de penetracion especifico (Lee y col.,

1992).

1.4.2.6. Fosfolipidos
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Estas sustancias son lipidos que en su estructura quimica
contienen fésforo, una cabeza hidrofilica y una cola hidrofobica. Se
clasifican dependiendo de su fuente de obtencién como sintéticos y
naturales (Drescher y van Hoogevest, 2020; Li y col., 2015).

Los fosfolipidos son sustancias anfifiicas capaces de
autoensamblarse en estructuras coloidales como liposomas, emulsiones o
microesferas lipidicas. Ademas, tienen caracteristicas emulsificantes y
humectantes que les otorga la capacidad de estabilizar emulsiones; tienen
baja toxicidad y pueden usarse en formulaciones para distintas vias de
administracién (Drescher y van Hoogevest, 2020; Ishii y Nii, 2005; Li y
col., 2015)

Con respecto a su uso en la via de administracion IN, un estudio en
humanos comparé la absorcion de wuna formulacion de insulina
conteniendo el fosfolipido didecanoil-L- a -fosfatidilcolina como mejorador
de la penetracion con las vias subcutanea e |V; reportando que con este
excipiente, la absorcién IN fue rapida, con una biodisponibilidad 8,3%
mayor que la de la via SC y con irritacion leve a nula (Drejer y col., 1992).
Ademas el uso de liposomas del fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina y
colesterol para la administracion de aciclovir por via IN en forma de
hidrogel en conejos mostré un significativo aumento de la permeabilidad

del farmaco (Alsarra y col., 2008).

1.5. BUTORFANOL
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El tartrato de butorfanol es un farmaco utilizado frecuentemente en
equinos para el tratamiento del dolor moderado a severo (Sellon y col.,
2001).

Este farmaco es un opioide sintético cuya formula molecular es
C2sH35NOg y su estructura quimica (sal tartrato) es I-N-ciclobutilimetil-6,
10aB-dihidroxi-1, 2, 9, 10 a hexahidro-(4H) 10,4a-imino-etanofenantreno
la cual se muestra en la figura 7 (Cardenas Tirado, 2010; Dias y col.,
2014; Yarbrough y col., 2014). Se presenta como un polvo cristalino de
sabor amargo escasamente soluble en agua (logP de 3,77) (Grassin-

Delyle y col., 2012; Plumb, 2008).

Figura 7: Estructura quimica del tartrato de butorfanol

El butorfanol, al igual que la buprenorfina, son compuestos de
estructura fenantrénica clasificados como agonistas parciales de los
receptores opioides. Estos compuestos exhiben, sobre estos receptores,
efectos agonistas y antagonistas. Al unirse al receptor p inducen una
respuesta intrinseca mas baja comparado con los agonistas y potentes
como la morfina, por esto se los denomina agonistas débiles.

Contrariamente, son potentes agonistas a nivel del receptor k. Esta
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caracteristica, les otorga un perfil analgésico caracterizado por una
potente analgesia espinal y periférica y mas pobre a nivel supraespinal
(Vogelsang y Hayes, 1991). Es importante remarcar que debido a su débil
agonismo [, pueden competir con agonistas y mas potentes y en estas
circunstancias, comportarse como antagonistas (Ferreira, 2020).

Se considera que el butorfanol tiene, en base molar, una potencia
analgésica entre 4 a 7 veces superior a la morfina, 15 a 30 veces superior
a la pentazocina y 30 a 50 veces superior que la meperidina (Fang y col.,
2016; Plumb, 2006).

Para el tratamiento del dolor en equinos, este farmaco se
administra generalmente por via IV, en forma de bolo o infusién, cada 3-4
horas a una dosis de 0,1-0,4 mg/kg (Papich, 2015). El butorfanol por via
oral no tiene buena absorcion debido al efecto de primer paso hepatico;
solo alrededor de la sexta parte de la dosis administrada alcanza la
circulacidon sistémica. Tras su administracion IM su biodisponibilidad no
supera el 40% (Sellon y col., 2009). En la actualidad, las presentaciones
comerciales autorizadas en el mercado argentino para uso en equinos
estan indicadas para administracion V.

Cuando se administra por via IV en caballos, la accion comienza
aproximadamente a los 3 min post-administracién y alcanza el efecto
analgésico maximo entre los 15 y 30 min. La duracién de accion puede
llegar a las 4 horas luego de una sola dosis (Plumb, 2006).

En un estudio realizado en equinos por Sellon y col., (2009) se

determin6 que la absorcion del butorfanol por via IM es muy rapida (la
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vida media de absorcién fue de 6 min), pero su biodisponibilidad baja
(37%). El volumen de distribucién fue 1,1 I/kg y el aclaramiento corporal
21 ml/kg/min.

El butorfanol tiene buena distribucion y alcanza los niveles mas
elevados en el higado, rifiones e intestino (Plumb, 2006). Las
concentraciones en pulmones, glandulas endodcrinas, bazo, corazon,
tejido adiposo y células sanguineas son mas elevadas que las
plasmaticas (Plumb, 2006). En seres humanos, alrededor del 80% se une
a proteinas plasmaticas (Plumb, 2006), en equinos este valor no ha sido
reportado.

Hasta el momento la identificacion exacta de los metabolitos en
equinos no ha sido reportada (Keen y col., 2021), pero se asume que €s
metabolizado de la misma manera que en humanos. En esta especie, el
butorfanol se metaboliza en el higado mediante hidroxilacién, N-
alquilacién y conjugacion. Los metabolitos que se generan carecen de
actividad analgésica y se eliminan por orina, bilis y heces en forma de
hidroxibutorfanol (aproximadamente 50% de la dosis), norbutorfanol libre
o conjugado (aproximadamente 11 % de la dosis), y butorfanol libre (7%
de la dosis).

El butorfanol estd contraindicado en pacientes con
hipersensibilidad conocida a la droga y debe utilizarse cuidadosamente en
pacientes con hipotiroidismo, insuficiencia renal grave, insuficiencia
adrenocortical y en animales muy debilitados o de avanzada edad (Plumb,

2006).
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Los efectos adversos en equinos pueden incluir ataxia y sedacion
transitoria, pero también excitacion (Plumb, 2006). Si bien parece causar
menos excitacion que los agonistas totales de los receptores u, como la
morfina, es usual que se administre simultdneamente con un
tranquilizante debido a la posibilidad de un aumento de la actividad
locomotora o excitacioén, la cual depende de la dosis aplicada (Fang y col.,
2016). A dosis altas (0,5 a 1 mg/kg) administradas en forma de bolo
intravenoso rapido se presenta excitacion transitoria (tirones, sacudidas
de cabeza, aumento de la ambulacién, respuesta de evasion aumentada
ante estimulos auditivos; dosis mayores (1 a 2 mg/kg) pueden causar
nistagmo, salivacion, convulsiones, hipertemia y reduccion de la motilidad
gastrointestinal. Igualmente, se considera que estos efectos son de
caracter transitorio (Fang y col., 2016; Plumb, 2006).

Respecto al butorfanol administrado por via IN, Ferreira (2020)
evaluo la aplicabilidad de esta via como alternativa a la administracion IV
en el tratamiento del dolor en equinos (Ferreira, 2020) y concluyd que es
una via practica, no estresante y bien tolerada. La absorcion fue rapida
(T2 abs: 0,426 £ 0,320 h) con una biodisponibilidad de 54,45 + 20,09%.

De aqui se desprende que la via IN es muy promisoria para la
administraciéon de farmacos de accion central, como los analgésicos
opiaceos, gracias a su gran potencial de absorcién sistémica y pasaje
directo al SNC. Estos resultados abren la puerta al estudio profundo del
desarrollo de formulaciones de butorfanol para administracion IN en

equinos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y evaluar clinicamente una formulacion de butorfanol para uso

en equinos.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de solubilizantes en la difusién de butorfanol a
través de la mucosa olfatoria equina.

Evaluar el efecto de solubilizantes en la difusién de butorfanol a
través de la mucosa respiratoria nasal equina.

Evaluar el efecto de surfactantes en la difusion de butorfanol a
través de la mucosa olfatoria equina.

Evaluar el efecto de surfactantes en la difusién de butorfanol a
través de la mucosa respiratoria nasal equina.

Describir la cinética plasmatica y biodisponibilidad de la formulacién
desarrollada que muestre in vitro el mejor perfil de difusion.
Describir y cuantificar la eficacia analgésica de la formulacién

desarrollada que muestre in vitro el mejor perfil de difusion.
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3. HIPOTESIS MAS RELEVANTES

La aplicacién de datos especie-especificos de las caracteristicas
anatémicas, histolégicas y fisiolégicas de la cavidad nasal del
equino permitira desarrollar una formulacion de butorfanol de
administracion intranasal con maxima biodisponibilidad.

La biodisponibilidad de las formulaciones para administracion
intranasal para equinos es significativamente mayor cuando se
adicionan solubilizantes y/o surfactantes.

Debido al pasaje directo desde la cavidad nasal al sistema nervioso
central (via nervios olfatorio y trigémino) la analgesia tiene menor
tiempo de latencia y una menor concentracion efectiva 50

(EC50%).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. SECCION IN VITRO: ESTUDIO DE LA PENETRABILIDAD DE

FORMULACIONES INTRANASALES DE BUTORFANOL EN EQUINOS

4.1.1. LUGAR DE TRABAJO

Las formulaciones fueron elaboradas en el laboratorio de la
Catedra de Farmacologia General y Clinica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

Para el estudio de las formulaciones control, Fl y Flll las mucosas
de la cavidad nasal procedentes de equinos sanos se obtuvieron del
servicio de necropsia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata y se transportaron en una conservadora
con refrigerantes hacia el laboratorio de la Catedra de Farmacologia
General y Clinica de dicha facultad donde se realiz6 el estudio in vitro.

La mucosa nasal equina utilizada para estudiar la formulacion Fll
fue gentilmente donada por el frigorifico equino LAMAR S.A., ubicado en
Mercedes, Provincia Buenos Aires y analizada en las instalaciones de la
Chacra Experimental Mercedes del Ministerio de Desarrollo Agrario de la

Provincia de Buenos Aires, en la Ciudad de Gowland.

4.1.2. COMPOSICION DE LAS FORMULACIONES
La composicion de las formulaciones desarrolladas en este trabajo

de tesis se muestra en tabla 1 y se expresa como g/100 ml de agua
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destilada. El acido citrico, citrato de sodio y cloruro de sodio fueron
obtenidos en Laboratorios Cicarelli SRL (Santa Fe, Argentina). El bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) fue comprado en Anedra Research AG SA
(Buenos Aires, Argentina). EI bromuro de dodeciltrimetilamonio (DTAB)
fue comprado en Merck Argentina (Buenos Aires, Argentina) y el
monooleato de polioxietilen sorbitano 80 (tween 80) fue gentilmente
donado por la Catedra de Farmacotecnia de la Facultad de Ciencias

Exactas, Universidad Nacional de La Plata.

Tabla 1: Composicion de las formulaciones desarrolladas (g/100 ml de agua
destilada)

Formulacién Formulacién | | Formulacion Il | Formulacion
control (FI) (FII) [ (F1II)

Acido citrico 0,33 0,33 0,33 0,33

Citrato de sodio 0,64 0,64 0,64 0,73

Cloruro de sodio 0,64 0,64 0,64 0,64
CTAB - 0,03 - -
DATB - - 0,03 -

Tween 80 - - - 0,03

Tartrato de

butorfanol 3 3 3 3

CTAB: Bromuro de cetiltrimetil amonio; DATB: Bromuro de dodeciltrimetilamonio; Tween
80: monooleato de polioxietilen sorbitano 80

4.1.3. METODO DE PREPARACION DE LAS FORMULACIONES

Para elaborar las formulaciones desarrolladas y estudiadas en este
trabajo, primero se prepararon los vehiculos. Para ello se pesaron cada
uno de los componentes en una balanza analitica (Ohaus, Adventurer), se
colocaron en un frasco de vidrio graduado con tapa, se anadié el volumen
necesario de agua destilada y se mezclé en shacker (DeCalab), con buzo

magnético, a temperatura ambiente hasta la completa disolucion de los
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componentes. Para el caso particular de Flll, existid una pequeia
variacion en su composicion debido a la presencia de tween 80, que se
presenta en estado liquido; se pesaron todos los componentes solidos, se
agrego la cantidad requerida de agua destilada y, mientras la solucién se
agitaba en shacker muy suavemente, se afadieron 33 pl de tween 80
(respetando la proporcion 0,030 g = 0,033 ml = 33 pl) evitando la
formacion de espuma.

Una vez superada esta etapa se continud con el siguiente paso que
consistid en tomar una alicuota de 8 ml del vehiculo, colocarla en un tubo
de ensayo de vidrio y agregarle tartrato de butorfanol sélido en una
concentracion de 3 % p/v.

Para obtener soluciones homogéneas, cada formulacién fue
sometida a agitacion/vortex durante 10 minutos (Thorbell, modelo VR-1)
seguido por sonicacién de 15 minutos (sonicador Testlab) y, finalmente,
agitacion con shacker durante 10 minutos.

Una vez elaboradas, las formulaciones se protegieron de la luz
natural envolviendo los tubos de ensayo con papel aluminio y se
guardaron en la heladera hasta su uso posterior (generalmente, no mas
de 24 horas).

Una hora antes de su utilizacion en el ensayo in vitro, las
formulaciones se retiraron de la heladera para que alcanzaran la

temperatura ambiente.

4.1.4. CELDAS DE DIFUSION DE FRANZ
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Para realizar el estudio in vitro de la penetrabilidad de las
formulaciones de butorfanol a través de mucosas nasales equinas se
utilizé un equipo de celdas de difusién de Franz de tipo encadenado con
soporte térmico magnético termostatizado (Figura 8 A).

Las celdas de Franz (Figura 8) son recipientes bicompartimentales
de vidrio que permiten realizar estudios de permeabilidad bajo
condiciones controladas. En la figura 8 B se muestra cada una de las
partes que constituyen una celda de Franz.

Las celdas se componen de dos camaras o celdas, la donora y la
aceptora, que se encuentran separadas por la membrana a través de la
cual se pretende evaluar la difusiéon del farmaco de una camara hacia

otra, en este caso mucosa nasal equina (Figura 8, C).
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Figura 8: (A) Equipo utilizado en los ensayos. Seis celdas de Franz (asentadas
sobre planchas termo-magnéticas) conectadas entre si y a un bafo térmico

(B) Celda de Franz desmontada. 1: Camara aceptora; 2: Camara donora; 3: Buzo
magnético; 4: Arandela plana de plastico; 5: Tuercas mariposas de hierro; 6: Tapones de
vidrio de los brazos de los compartimentos

(C) Celda Franz montada. 1: Camara donora; 2: Camara aceptora; 3: Mucosa nasal
equina; 4: Desprendimiento o tubuladura de la camara donora; 5: Desprendimiento o
tubuladura de la camara aceptora; 6: Plancha de agitacién magnética; 7: Camisa de
agua

En el compartimento superior (camara donora), se agrega la
formulaciéon que se desea testear. EI compartimento inferior (camara
aceptora) posee un desprendimiento o tubuladora lateral desde la cual se
extraen muestras a intervalos regulares de tiempo en las que se cuantifica

la molécula de interés mediante técnicas analiticas.

4.1.5. PUESTA A PUNTO DEL ENSAYO DE PENETRACION IN VITRO A

TRAVES DE MUCOSA NASAL EQUINA

4.1.5.1. Ensayo de viabilidad de mucosa nasal equina



48

Antes de realizar el ensayo in vitro para la determinacién de la
velocidad de penetracion de las formulaciones, se determinaron las
condiciones mas apropiadas con las que debia utilizarse la mucosa nasal
durante el ensayo.

Para ello se extrajo una muestra de mucosa nasal de un equino
sacrificado minutos antes (no mas de 60 minutos) y se dividid en seis
porciones. Dos de ellas (mucosa nasal equina fresca: MNEF), se
colocaron frescas en un recipiente con formol al 10%. Las siguientes
cuatro se congelaron en freezer durante 5 dias. Transcurrido ese tiempo,
dos porciones se pusieron en un recipiente con formol al 10% (mucosa
nasal equina congelada: MNEC) y las ultimas dos, se sumergieron en
medio de Hanks a 4°C durante 24 horas y una vez pasado el tiempo de
incubacion, se colocaron en un recipiente con formol al 10% (mucosa
nasal equina congelada + Hanks: MNECH). La composicién de la solucién
de Hanks (expresada en g/l) se muestra en la tabla 2. Para su
elaboraciéon, cada uno de los componentes se pesd en una balanza
analitica y se disolvid en agua destilada, asegurandose la correcta
disolucién aplicando agitacién con shacker. La solucion fue almacenada a

4 °C hasta su uso posterior.
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Tabla 2: Composicion de la solucion de Hanks (g/l) utilizada para el
descongelado de mucosa nasal
Solucion de Hanks

Cloruro de sodio 8
Cloruro de potasio 0,4
Cloruro de calcio 0,14
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,1
Cloruro de magnesio hexahidratado 0,1
Hidrogenofosfato de disodio 0,06
Dihidrégenofosfato de potasio 0,06
Glucosa 1
Bicarbonato de sodio 0,35

Los recipientes de formol con las muestras fueron enviados al
Servicio de Patologia Anatdomica de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata donde se llevo a cabo la evaluacion

histopatoldgica.

4.1.6. ENSAYO IN VITRO PARA LA DETERMINACION DE LA
VELOCIDAD DE PENETRACION UTILIZANDO CELDAS DE DIFUSION
DE FRANZ

Se utilizaron las mucosas nasales de cuatro equinos extraidas
dentro de su primera hora de muerte. Por cada animal utilizado, se
analizdé una unica formulacion. Las mucosas nasales equinas se lavaron
con solucién fisiolégica estéril y fria, se secaron cuidadosamente con
papel tissue, para luego cortarlas en cuadrados simétricos de 4 cm de
lado. Se distinguieron las regiones olfatoria y respiratoria y se montaron

sobre las celdas de difusion de Franz.
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Por cada estudio se utilizaron seis celdas de difusion de Franz
(figura 8 A). Las camaras aceptoras se cargaron con solucion fisiolégica
estéril, y sobre su boca esmerilada se colocé una porcion de mucosa
nasal tomando la precaucion de que el lado de la mucosa apuntara hacia
el compartimento superior. Las areas de difusion fueron de 1,23 cm?.

A tiempo cero, a traves el desprendimiento de la camara donora se
agrego 1 ml de la formulacién de butorfanol a analizar (correspondiente a
una dosis de 24,4 mg/cm?) utilizando una canula de 4 cm de longitud
adosada a una jeringa hipodérmica descartable; esto permitio evitar que
la formulacion tocara las paredes de la celda y favorecio el vertido directo
sobre la mucosa.

Desde el desprendimiento lateral de la camara aceptora se
extrajeron alicuotas de 800 yl cada una hora durante un total de 7 horas.
Para la toma de muestras se utiliz6 una sonda de alimentacion
nasogastrica de 2,3 mm de calibre (Bio-Fil, Laboratorio Filenza SRL,
Buenos Aires, Argentina) acoplada a una jeringa hipodérmica descartable.
Las muestras fueron guardadas en tubos de plastico, limpios y
previamente rotulados. A efectos de mantener las condiciones de
sumidero (“sink”) cada alicuota removida de la camara aceptora fue
reemplazada por el mismo volumen de solucién fisiolégica fresca.

Durante todo el estudio se mantuvieron constantes la temperatura y
la velocidad de agitacion. La temperatura se conservé estable gracias a
un flujo constante de agua proveniente de un bafo térmico de 37 °C a

través de las camisas térmicas que rodeaban las celdas. La velocidad del
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flujo de agua (100 I/h) desde el bafio térmico hacia las camisas de las
celdas de Franz se mantuvo constante mediante el uso de una bomba
sumergible (Kangde, modelo BL-109).

La velocidad de agitacion permanecié constante a través de las
placas de agitacion acopladas a las celdas, que regulaban las
revoluciones por minuto de los buzos magnéticos en el interior de las
camaras aceptoras.

Una vez finalizado el ensayo, las muestras fueron almacenadas en
freezer hasta el dosaje de butorfanol y las mucosas fueron enviadas al
Servicio de Patologia Anatdomica de la Facultad de Ciencias Veterinarias

para la evaluacion de la viabilidad.

4.1.7. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

4.1.7.1. Metodologia y preparacion del material

Debido a la inexistencia de un método eficaz y econdmico para
medir concentraciones de butorfanol en muestras de pequefio volumen
fue necesario desarrollar y validar uno innovador.

El método desarrollado durante la realizacién del trabajo de tesis
utilizé microplacas de plastico uniformemente planas y gruesas para
proporcionar superficies Opticamente transparentes y deteccidn
espectrofotometrica horizontal UV/Vis.

La validacion del método se realizé en dos dias consecutivos para

estimar la variabilidad intradia e interdia.
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Se partid de una solucion madre de butorfanol de concentracion
1000 pg/ml con la cual se realizaron los siguientes patrones 0,5 - 1,0 - 3,0
- 50 - 10,0 - 20,0 - 30,0 - 40,0 - 50,0 y 60,0 pg/ml, utilizando como
solvente un buffer acetato 0,1 M pH 4,4. La seleccién de este rango se
basé en las concentraciones de butorfanol teéricamente esperadas en las
muestras obtenidas en los estudios in vitro.

La solucion madre se realizd pesando el tartrato de butorfanol en
una balanza analitica, disolviéndose en metanol grado HPLC (J.T. Baker,
Avantor, Inc, Pensilvania, USA) aplicando agitacion/vortex hasta su
homogeneizacion.

Para la preparaciéon del buffer acetato 0,1 M pH 4,4 se realizaron
dos soluciones; una solucion de acido acético 0,2 M (solucién A) y otra de
acetato de sodio de la misma concentracién (solucién B). Para obtener la
solucion A se disolvieron 11,55 ml de acido acético glacial en 1 | de agua
destilada y para la solucién B se pesaron 27,2 g de acetato de sodio (3
H,0) y se disolvieron en 1 | de agua destilada.

Finalmente se obtuvo la solucion buffer acetato, mezclando 305,0
ml de la solucion A, 195,0 ml de la solucién B y agua destilada hasta
completarse el litro en un frasco de vidrio que se agitdé hasta obtener una
solucion homogénea. Se comprob6é su pH, midiéndolo a temperatura
ambiente mediante un pHmetro digital de mesada (Altronix, modelo
EZDO-PC).

Las soluciones patrén se realizaron el dia del ensayo a temperatura

ambiente. Una vez lista la bateria de patrones, cada concentracion se
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sembro en una placa de 96 pocillos por octuplicado a un volumen de 100
Ml por pocillo. La absorbancia se midié utilizando un espectrofotometro de
lectura horizontal (Thermoscientific Multiskan GO, Thermo Fisher
Scientific). Para seleccionar la longitud de onda apropiada, se realizé un
espectro de absorcion de concentracion en un amplio rango de longitudes
de onda sobre la placa a estudiar y se vio un pico maximo cerca de la
region 280 nm. Este dato fue reforzado por bibliografia.

Las muestras fueron leidas por triplicado a una longitud de onda de
280 nm.

Al dia siguiente, se repitié este protocolo, con la diferencia que se
utilizaron dos soluciones madres nuevas, cada una con Ssu
correspondiente bateria de patrones, sembradas en sus respectivas
placas, respetando todas las condiciones con las que se habia

desarrollado el protocolo del dia uno.

4.1.7.2. Célculos y estadistica

Para cada concentracion se determinaron la media, el desvio
estandar y el coeficiente de variacidén porcentual.

Se corrigieron las concentraciones, restando el promedio de los
blancos. Se graficé la absorbancia en funcion de la concentracién y sobre
este grafico se hizo una regresion lineal de la cual se obtuvieron la
pendiente, la ordenada al origen, el coeficiente de correlacién lineal y el

coeficiente de determinacion de la recta.
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Desde las curvas obtenidas, se extrapolaron las concentraciones
para obtener las concentraciones reales y se calculd el porcentaje de
recuperacion. Luego se calcularon las medias, los desvios estandar y los
coeficientes de variacion.

Se hizo la estimacién de reproducibilidad y la evaluacion de la
repetitividad. Asimismo, se estimo la linealidad, la exactitud, el limite de
deteccion (LD) y el limite cuantificacién (LC). El analisis estadistico de los
datos fue realizado mediante el test de t de Student donde el limite de

significacion fue establecido en 5%.

4.1.8. DOSAJE DE LAS CONCENTRACIONES DE BUTORFANOL DE
LAS MUESTRAS OBTENIDAS EN LOS ESTUDIOS DE PENETRACION
IN VITRO

Las concentraciones de butorfanol en las muestras obtenidas fueron
estimadas a través del método espectrofotométrico desarrollado y validado.
Se trabajé con placas paralelas, para muestras y para curvas de calibracion,
aun cuando la lectura se llevo a cabo en el mismo momento.

Las curvas de calibracibn se construyeron con las siguientes
concentraciones: 1,0 - 3,0 - 5,0 - 10,0 - 20,0 - 30,0 - 40,0 - 50,0 - 60,0 - 80,0
y 100,0 ug/ml utilizando como solvente solucion buffer acetato 0,1 M pH 4 4.
Las curvas de calibracion se sembraron en una microplaca UV de 96
pocillos (100 ul por pocillo) por octuplicado utilizando un dispensador de
liquidos (MiniLab201) con jeringas de 1,25 ml. Una de las calles se sembré

con buffer acetato para utilizarla como blanco.
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El dia del estudio, las muestras obtenidas en el ensayo in vitro fueron
descongeladas a temperatura ambiente y sometidas a agitacion/vortex
durante 1 minuto. Las muestras fueron cargadas manualmente en una placa
de 96 pocillos UV por duplicado (100 pl por pocillo) utilizando un
dispensador de liquidos con jeringas de 1,25 ml. Dos calles se sembraron
con solucién fisiolégica para utilizarlas como blanco.

Las concentraciones de butorfanol fueron dosadas por
espectrofotometria UV a una longitud de onda de 280 nm aplicando la
metodologia descripta en el punto anterior.

Para realizar la curva de calibracion, se obtuvieron los valores de
absorbancia a 280 nm de las soluciones patron, se promediaron y se
corrigieron respecto al promedio del blanco, para luego graficarlas en
funcién de la concentracion (ug/ml). Con estos datos graficados, se realizd
una regresion lineal de los datos de la cual se obtuvo la pendiente, la
ordenada al origen, el coeficiente de correlacién lineal y el coeficiente de
determinacién de la recta.

Con respecto a las muestras, se obtuvieron las absorbancias
promedio, las cuales se corrigieron respecto al blanco y, con las
absorbancias corregidas, se calcularon las concentraciones extrapoladas
utilizando los valores de la pendiente y de la ordenada al origen de la
recta obtenida en el grafico de la curva de calibracion. A continuacion, se
utilizaron los valores de las concentraciones extrapoladas, para obtener la
cantidad de butorfanol a partir de la ecuacion:

Q(pg) = (concentracion extrapolada) x (volumen de la celda aceptora)
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4.1.9. CALCULO DE LOS COEFICIENTES Y VELOCIDADES DE
PERMEABILIDAD

Por cada una de las porciones de mucosa testeada, se construyo
una curva cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusion (ug/
cm?) en funcion del tiempo (h). A partir de estas curvas se estimaron los
parametros tiempo lag (tag), flujo en estado estacionario (Jss) y el
coeficiente de permeabilidad (K,). El procedimiento que se realiz6 para
obtener estos parametros se presenta a continuacion.

Los valores de cantidad de farmaco obtenidos en la seccién 4.1.8,
fueron divididos por el area de difusion, a efectos de estimar la cantidad
de butorfanol sobre area de difusion (Q/A) a cada tiempo muestreal.
Luego, con los valores de Q/A se realizé la suma acumulativa para cada
tiempo. Con los valores de Q/A acumulativa, se construyeron los graficos
de cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusidén (ug/cm?) en
funcién del tiempo (h) para cada una de las celdas. Sobre estos graficos,
se hicieron regresiones lineales, las que se utilizaron para obtener los

parametros tiag, Jss Y Kp.

4.1.9.1. Célculo de parametros

El tiempo lag (tiag), se expreso en horas (h) y fue el cociente entre
el valor de la ordenada al origen de la curva cantidad acumulativa de
butorfanol sobre area de difusion (ug/cm?) en funcion del tiempo (h) y su

pendiente.
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El flujo en estado estacionario (Jss, (ug/cm? h)) fue el valor de la
pendiente de la porcién lineal de la curva cantidad acumulativa de
butorfanol sobre area de difusion (ug /cm?) en funcion del tiempo (h).

El coeficiente de permeabilidad (K, (cm/h)) fue calculado a partir de

la siguiente ecuacion: K, = ]Cﬁ donde Cy4 es la concentracion inicial de
d

farmaco en la celda donora, asumiendo que se cumple la condicion de
sumidero.

En la tabla 3 se muestran, a modo de ejemplo, los calculos
realizados para una celda de Franz de una sola formulacion. El
procedimiento fue el mismo para el resto de las celdas y formulaciones.

Aquellos parametros obtenidos desde una misma formulacion y
misma mucosa, se agruparon para obtener su promedio, el desvio

estandar y el coeficiente de variacién porcentual.
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Tabla 3: Calculos para la obtencién de la curva cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusion (ug/cm?) en funcién del
tiempo (h) para una porcion de mucosa equina, de una formulacion

Celda Tiempo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Concentracion Q QA ¥ QA
promedio corregida extrapolada
A 1 Abs 4 Abs 14 Abs ¢ 1t1= C exTrAaPOLADAT 1= Q711 =C exTraroLapa T 1 X (volumen Q 11/A = QA QA TIEMPO 1
Abs 14 - Abs (Abscri+b)a TIEMPO 1
Abs 2 blanco de la celda aceptora)
2 Abs 3 Abs 12 Abs ¢ r2= C exTRaPoLADATZ = Q v2= C extraroLapa T2z X (volumen Q r2/A = QA QIA TiEMPo 1+ QIA
Abs 12 - Abs (Abscr2+Db)a TIEMPG 2 TIEMPO 2
ADS 4 blanco de la celda aceptora)
3 Abs 5 Abs 13 Abs Tz = C exTrAPOLADA = Q+13=CextraroLapaTa X (volumen | Q1z/A= QA | QlATEmpo 1 + QA
Absts - Abs (Abscrs+b)a TIEMFPO 3 TiEMPo 2 + QA
Abs g blanco de la celda aceptora) TIEMPO 3
4 Abs 7 Abs 14 Abs crs = C ExTRAPOLADA T4 = Q 7 4= C extraroLapa T4 X (volumen Q 14/A = QA Q/A riEmPo 1 + QA
Abs 14 - Abs (Abscrse+b)a TIEMPO 4 TiEMPo 2 + QA
blanco de la celda aceptora) TiEMPO 2 + QA
ADS 5 TIEMPO 4
5 Abs g Abs 15 Abs cvs = C ExTRAPOLADA TS = Q v5= C extraroLapa 75 X (volumen Q rs/A = QA Q/A riEmPo 1 + QA
Abs ts- Abs (Abscrs+b)a TIEMPO 5§ TiEMPo 2 + QFA
blanco de la celda aceptora) TiEMPo 3+ QA
Abs 10 TEMPD & + QA
TIEMPO &
6 Abs 44 Abs 6 Abs cve = C EXTRAPOLADA T 6= Q+6= C extraroLapa 76 X (volumen Q rs/A = QA Q/A riEmPo 1 + QA
Abs t15- Abs (Abscre+b ) a TIEMPC 6 TEMPO 2 + QFA
blanco de la celda aceptora) TiEMPo 3+ QA
ADS 12 TiEMPo 4 + QUA

TiEMFD 5 + QA
TIEMPC &

des=a’

A: Area de difusion; a: pendiente de la recta de la curva de calibracién; b: ordenada al origen de la recta obtenida de la curva de calibracion. a”:
pendiente de la recta del grafico cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusién en funcion del tiempo b": ordenada al origen de la
recta obtenida del grafico de cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusion en funcion del tiempo
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4.1.10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS COEFICIENTES Y
VELOCIDADES DE PERMEABILIDAD

Los parametros Jss, K, y tiag Obtenidos fueron estadisticamente
analizados utilizando el software Statgraphics Centurion XVI.1I (Statpoint
Technologies Inc).

Previamente, se verificd que los datos cumplieran la condicién de
independencia, normalidad y homogeneidad de varianza utilizando las
pruebas de Shapiro-Wilk y Lavene. Luego, los valores de Jss, Kp y tiag de
las formulaciones control, FI, FIl y Flll de las regiones respiratoria y
olfatoria equina fueron comparados realizando un analisis de varianza
(ANOVA). También se compararon cada uno de los parametros entre las

regiones olfatoria y respiratoria utilizando la prueba t de Student.
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4.2. SECCION IN VIVO: Parte |: DESCRIPCION DE LA DISPOSICION
PLAMATICA DE BUTORFANOL TRAS LA ADMINISTRACION
INTRANASAL E INTRAVENOSA DE LA FORMULACION

DESARROLLADA

4.2.1. LUGAR DE TRABAJO

En el laboratorio de la catedra de Farmacologia General y Clinica
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata se elabor¢ la formulacion IN utilizada en este ensayo y se realizo la
cuantificacion de butorfanol en las muestras obtenidas.

La toma de muestras tras la administracion IN e IV de Flll, se
realizd en el establecimiento “Don Joaquin”, perteneciente a la
Universidad Nacional de La Plata que se encuentra ubicado en la ciudad

de Magdalena, provincia Buenos Aires.

4.2.2. FORMULACION

A partir de los resultados obtenidos en la seccién | de este trabajo,
se procedid a realizar la descripcion de la disposicion plasmatica de
butorfanol tras la administracion IN utilizando FlllI, cuyo mejorador de la
penetraciéon era tween 80.

Para llevar a cabo esta parte de la investigacion, se requirié que la
formulacién tuviera una concentracion de butorfanol mayor que la utilizada
en la seccion in vitro. Es por ello que la formulacion Flll debié adaptarse

hasta alcanzar su objetivo. Cada uno de los componentes de la
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formulacion se incrementé de manera proporcional en funcién de la
concentracion de butorfanol deseada. Se ensayaron formulaciones de
concentraciones entre 4 % p/vy 5 % plv, y finalmente se selecciono el
uso de una formulacién al 4,5 % p/v, porque resultd ser la solucion mas
estable.

La formulacién de butorfanol IN utilizada en el ensayo fue realizada
el dia del estudio siguiendo el procedimiento descripto en el apartado
4.1.2. Para su transporte al sitio del ensayo, el recipiente fue protegido de

la luz natural con papel aluminio.

4.2.3. ESTUDIO DE LA DISPOSICION PLASMATICA DE BUTORFANOL
TRAS SU ADMINISTRACION INTRANASAL E INTRAVENOSA EN
EQUINOS

Para realizar este estudio se utilizaron cuatro equinos hembra de
raza Silla Argentina, sanos con un peso de 540 + 8,16 kg y una edad
promedio de 4 afios. Durante todo el ensayo, los animales fueron tratados
humanitariamente y permanecieron en un predio abierto, techado con
acceso libre a la iluminacion natural.

El estudio se llevo a cabo siguiendo un disefio cross-over de dos
vias. Este disefio permitié que cada animal experimental recibiera butorfanol
por las vias IV (bolo) e IN.

Se dejé transcurrir un periodo de 2 semanas entre cada fase del
cross-over (wash-out) a efectos de asegurar la eliminacién de

concentraciones efectivas de farmaco.
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En la parte | del estudio, a tiempo 0, dos animales recibieron
butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg por la via IV en forma de bolo lento y 2
animales recibieron la misma dosis de butorfanol por via IN.

En el periodo I, los tratamientos fueron administrados de manera tal
que cada animal experimental recibio, en turno, cada uno de ellos, usando
un disefio de Cuadrado Latino.

Los animales experimentales fueron sometidos a ayuno durante las
8 horas previas y 4 posteriores a la administracion del farmaco.

Una hora antes de la administracion de butorfanol por las vias
ensayadas, los cuatro animales fueron cateterizados con un Abbocat 14G

colocado en la vena yugular izquierda para toma de muestras (figura 9).

Figura 9: Equino con la vena yugular izquierda cateterizada para la toma de

muestras sanguineas

Para la administracion IV se utilizé una solucion acuosa de butorfanol
al 1% (Butormin®, Laboratorio Holliday-Scott, Argentina).
La formulacion IN utilizada fue la Flll, con una concentracién final

de butorfanol de 4,5 % p/v.
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Previamente a la administracion IN se realizé la higiene completa
de ambos ollares con algodén y agua destilada. La aplicacion del farmaco
fue en el ollar derecho y el dispositivo de administracion utilizado fue el
mismo que se habia empleado en ensayos anteriores (Ferreira, 2020). El
dispositivo estaba compuesto por un actuador nasal, una bomba spray
monodosis calibrada en 200 pl/disparo (Coster Packaging, Argentina) y un
recipiente donante (figura 10 A y B). Cada animal recibi6 tres disparos,
cantidad que habia sido previamente calculada basandose en los pesos

de los animales de experimentacion.

Figura 10: A) 1: Actuador nasal; 2: Recipiente donante; 3 Bomba spray
monodosis calibrada en 200 pl/disparo, (Coster Packaging, Argentina) B)
Dispositivo utilizado para la administracion IN de butorfanol

Una vez finalizada la administracion del butorfanol se extrajeron
muestras sanguineas (5,0 ml) con jeringa descartable a través del catéter
a los siguientes tiempos: 0 - 5-15-10-15-30-45-90 - 180 y 300
minutos.

Las muestras obtenidas se colocaron en tubos cénicos plasticos

con EDTA (Wiener lab) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos

(DCS-16-RV, Presvac). El plasma fue separado con ayuda de una pipeta
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Pasteur y envasado en tubos de plastico, limpios y rotulados que se
almacenaron en freezer hasta el andlisis de las concentraciones de
butorfanol.

La manipulacion de los animales de experimentacion fue realizada
por meédicos veterinarios, siguiendo las recomendaciones brindadas por la
Comisién Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

(CICUAL).

4.2.4. DOSAJE DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS DEL ENSAYO DE
DISPOSICION PLASMATICA TRAS APLICACION INTRANASAL E

INTRAVENOSA DE BUTORFANOL

4.2.4.1. Curva de calibracion

Se partié de una solucién madre de butorfanol de concentracion
1000 ng/ml. Esta solucion se realizd6 pesando butorfanol y disolviéndolo
en 100,0 ml de metanol grado HPLC (J.T. Baker, Avantor, Inc,
Pensilvania, USA). A continuacion se realizé una dilucion 1:10 usando
como solvente buffer acetato 0,1 M pH 4,4 y con esta ultima se realizaron
patrones de concentraciones 0,30 — 0,65 — 1,25 — 2,5 — 5,0 y 10 ng/ml,
utilizando plasma equino como diluyente.

El plasma utilizado se obtuvo extrayendo sangre a un equino sano
mediante una jeringa descartable. La sangre se coloc6 en tubos cénicos

plasticos con EDTA y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos
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(DCS-16-RV, Presvac). El plasma se separé con ayuda de una pipeta
Pasteur y fue guardado en freezer hasta su uso.

Los patrones se sembraron en la placa de NeoGen (Butorphanol
equine ELISA kit, NeoGen, Argentina) a un volumen de 20 ul por pocillo

por duplicado.

4.2.4.2. Dosaje de las muestras

Para realizar el dosaje de butorfanol en las muestras plasmaticas
obtenidas en el ensayo in vivo se utilizdé un kit especifico para equinos
(Butorphanol equine ELISA kit, NeoGen, Argentina). Este test se basa en
la competencia entre el butorfanol presente en la muestra y el conjugado
farmaco-enzima por un numero limitado de sitios de unién a anticuerpos.

Las muestras de plasma obtenidas en el ensayo de disposicion
plasmatica fueron descongeladas a temperatura ambiente y se les aplico
agitacion/vortex durante 1 minuto.

Las muestras de los tiempos 5 a 45 minutos conseguidas luego de
la aplicacién IV de butorfanol fueron diluidas en una proporcion 1:1
utilizando plasma equino. Esto se realizd porque los resultados esperados
caian por fuera del rango de linealidad del método de cuantificacion.

A continuacidn, las muestras se sembraron en la placa mediante un
dispensador de liquidos con jeringa de 0,5 ml a un volumen de 20 ul por

pocillo. Los tiempos 5 y 10 minutos se sembraron por duplicado.
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Luego, en cada pocillo se agregaron 180 ul de solucion diluida
1:180 del conjugado farmaco-enzima. La placa se cubrié y la mezcla se
dejo incubar por 45 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se hicieron tres lavados con solucion buffer de
lavado y se colocaron 150 pl de solucidn k-blue® (solucion de 2-
pirrolidona) en cada pocillo. La placa se incubdé nuevamente a
temperatura ambiente, pero esta vez por 30 minutos. Se anadieron 50 ul
de solucion HCI 1 N y a continuacion se mididé la absorbancia en un
espectrofotometro de lectura horizontal (Thermoscientific Multiskan GO,
Thermo Fisher Scientific) a 450 nm, longitud de onda sugerida por el

fabricante.

4.2.5. ANALISIS FARMACOCINETICO

Las curvas de disposicion de butorfanol tras su administracion IV e
IN se analizaron por técnicas de analisis no compartimentales, que se
basan en un procedimiento de estimacién conocido como el método de
los momentos (Gibaldi y Perrier, 1982).

La estimacion de los parametros farmacocinéticos se llevé a cabo
utilizando el modelo de calculo basado en la estimacion del area bajo la
curva (AUC), descripto por el perfil concentracion — tiempo. En este caso,
la estimacion del AUC se realiz6 mediante la aplicacion de la regla
trapezoidal clasica.

La estimacion de los parametros y constantes farmacocinéticos se

realizé de acuerdo a las ecuaciones clasicas (Gibaldi y Perrier, 1982).
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Los valores de Cmax y Tmax se obtuvieron por observacion directa
de la curva concentracién plasmatica en funcion del tiempo

Los analisis estadisticos descriptivos consistieron en la estimacion
de las medidas de tendencia central (media) y de dispersion (desvio
estandar). Los analisis estadisticos inferativos se realizaron aplicando el

test de Mann Withney.
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4.3. SECCION IN VIVO. Parte Il: EVALUACION CLINICA DEL EFECTO
ANALGESICO TRAS LA ADMINISTRACION INTRANASAL DE LA

FORMULACION DESARROLLADA

4.3.1. LUGAR DE TRABAJO
La formulacion IN utilizada en este ensayo se elabord en el
laboratorio de la catedra de Farmacologia General y Clinica de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.
El ensayo se llevé a cabo en el Servicio de Medicina y Cirugia de
Grandes Animales en el Hospital Escuela de la Universidad Nacional de

La Plata.

4.3.2. FORMULACION

La evaluacion cuantitativa de la analgesia en equinos se realiz6
utilizando FlII, cuyo mejorador de la penetracién era tween 80, en una
concentracion de butorfanol de 4,5 % p/v.

La formulacion de butorfanol IN utilizada fue realizada el dia del
estudio siguiendo el procedimiento descripto en el apartado 4.1.2. La
formulaciéon 1l fue envasada en el dispositivo de aplicacion, y para su
transporte al sitio del ensayo el recipiente fue protegido de la luz natural

con papel aluminio.
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4.3.3. ESTUDIO DE LA EFICACIA ANALGESICA DE BUTORFANOL
TRAS SU ADMINISTRACION INTRANASAL E INTRAVENOSA EN
EQUINOS

Para esta etapa del estudio se utilizaron tres equinos machos
castrados con una edad 7,3 £ 2,8 afios y un peso de 360,3 + 41,9 kg.

El estudio se llevo a cabo siguiendo un disefio cruzado (cross-over)
de tres vias. Este disefio permiti6 que cada animal experimental recibiera el
vehiculo de la formulacion IN (control) y butorfanol por las vias IV (bolo) e
IN.

Se dejé transcurrir un periodo de limpieza (washout) de 2 semanas
entre cada fase del cross-over a efectos de asegurar la eliminacién de las
concentraciones efectivas de farmaco.

En la parte | del estudio, a tiempo 0, un animal recibio el vehiculo de
la formulacién IN por la via IN en volumen adecuado al peso (grupo A), uno
recibié butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg por la via IV en forma de bolo
(grupo B) y el tercer animal recibié la misma dosis de butorfanol por via IN,
utilizando FIII (grupo C).

- Grupo A (control). A tiempo cero los animales recibieron mediante el
dispositivo de administracion IN (descripto en la seccién 4.2.3) el vehiculo
de la formulacion. EI numero de disparos requerido para cada equino fue
calculado en base a los disparos que hubieran requerido en caso de
haber sido tratados con la soluciéon acuosa de butorfanol al 4,5 % para via

IN.
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- Grupo B. A tiempo cero los animales recibieron por la via IV una
solucién acuosa de butorfanol al 1% (Butormin®, Laboratorio Holliday-
Scott, Argentina) a la dosis de 0,05 mg/kg. Para la administracion IV se
utilizé un catéter previamente colocado en la yugular izquierda.
- Grupo C. A tiempo cero los animales recibieron Flll de butorfanol al 4,5
% por la via IN, a la dosis de 0,05 mg/kg. EI numero de disparos requerido
para cada uno de los equinos en cuestion fue calculado en base a la dosis
segun el peso de cada animal.

Una vez finalizada la administracién, la evaluacién de la calidad
analgésica del tratamiento se determind, en todos los animales del
estudio, mediante la medicion del tiempo de latencia del reflejo corneal

(TLRC)alos0-2-5-15-30-45-60y 120 minutos.

4.3.4. MEDICION DEL TIEMPO DE LATENCIA DEL REFLEJO CORNEAL

Durante las tomas de muestras, los animales fueron contenidos por
un operario mediante sujecion simple (bozal y cabestro).

A efectos de disminuir la variabilidad se utilizé exclusivamente el
ojo izquierdo de cada animal, estando siempre la estimulacion del reflejo a
cargo de un mismo operador.

El reflejo corneal se indujo a través de la aplicacién de un estimulo
mecanico, sobre la superficie de la cornea, segun la técnica descripta por
Gilger (2005), consistente en la aplicacion de leve presion de contacto con

un hisopo de algodon comercial descartable (figura 11).
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Figura 11: Induccion del reflejo corneal mediante estimulo mecanico (hisopo)
segun Gilger, 2005

La secuencia completa, desde la aplicacion del estimulo hasta el fin
del reflejo (contacto completo entre el parpado superior e inferior), fue
filmada con una videograbadora JBC Everio 62MS150SU.

El tiempo de latencia del reflejo corneal (TLRC) fue cuantificado
contando el numero de fotogramas que componian la secuencia completa
del reflejo a través del programa editor de videos VideoPad (NCH
software).

Durante todo el estudio los animales fueron tratados
humanitariamente y permanecieron dentro de las instalaciones de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, en un predio abierto y techado con
acceso libre a iluminacion natural. La manipulacion de los animales fue
realizada por médicos veterinarios, siguiendo las recomendaciones de
CICUAL.

Luego del ensayo, a cada animal se le aplicé una gota de
flouresceina sobre el ojo testeado, seguido por observacion directa para

garantizar que sus cérneas no habian sido dafiadas durante el ensayo.

4.3.5. ANALISIS ESTADISTICO
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Las areas bajo la curva para el TLRC (AUCgrc y AUCqyp) fueron

calculadas aplicando la siguiente ecuaciéon (Mattheuws y col., 1990).

n-1

AUC=0.5 |z::o (i +1 - t) (Vi + Yis1)

Donde t es el tiempo de obtencion de la muestra e “y’ es la
medicion observada.

Los analisis estadisticos descriptivos consistieron en la estimacion
de las medidas de tendencia central (media) y de dispersion (desvio
estandar) de los valores de TLRC observados y de los estandarizados de
acuerdo a los valores basales de cada animal de experimentacion.

Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas
comparando las areas bajo la curva de TLRC normalizado por basal vs

tiempo aplicando el test ANOVA. Los datos fueron transformados,

dato
)

previamente utilizando la férmula: arcseno (100

Los analisis estadisticos descriptivos e inferenciales, fueron
realizados aplicando el software Statgraphics Centurion XVL.II. El limite de

significaciéon estadistica fue fijado en 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. SECCION IN VITRO: ESTUDIO DE LA PENETRABILIDAD DE

FORMULACIONES INTRANASALES DE BUTORFANOL EN EQUINOS

5.1.1. PUESTA A PUNTO DEL ENSAYO DE PENETRACION IN VITRO A

TRAVES DE MUCOSA NASAL EQUINA

5.1.1.1. Ensayo de viabilidad de mucosa nasal equina

Con el objetivo de determinar las condiciones mas apropiadas que
debia poseer la mucosa nasal equina para utilizarla en el ensayo de
penetracién in vitro de las formulaciones de butorfanol, se compararon las
caracteristicas histoldégicas de dos porciones de mucosa nasal equina
frescas (MNEF) y cuatro porciones congeladas (MNEC). De estas ultimas
porciones, dos fueron posteriormente hidratadas en el medio Hanks
(MNECH). EI analisis histopatologico realizado por el Servicio de
Patologia Anatoémica en la Facultad de Ciencias Veterinarias determino
que las muestras MNEF presentaron una buena conservacion de la
mucosa y submucosa (figura 12 A). Sin embargo, para las muestras
MNEC (figura 12 B) se reportdé una avanzada autolisis con separacion de
las fibras colagenas y, de manera similar, para las muestras MNECH

(figura 12 C) se reporté moderada a avanzada autolisis.
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Figura 12: Estructura histolégica de mucosas equinas con distintos tratamientos
de conservacion. A: MNEF (H&E. Obj. 20x (fotos izquierda), 40x (foto derecha); B:
MNEC (H&E. Obj. 20x); C: MNECH (H&E. Obj. 20x (foto izquierda), 10x (foto
derecha)

Este resultado reflej6 que las mucosas frescas tuvieron un mejor
estado de conservacion.

A partir de estas conclusiones, los ensayos de penetrabilidad in
vitro de las formulaciones de butorfanol realizadas en este trabajo de tesis
se llevaron a cabo usando mucosas nasales equinas provenientes de
animales sanos dentro de la primera hora de sacrificado el animal.

Un estudio piloto sobre el efecto irritante de los vehiculos de las
formulaciones a ensayar de acuerdo al plan de doctorado presentado,

demostré que la formulacion referida como IV que contenia cloruro de
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bencetonio (0,030 g/100 ml) como aumentador de la penetrabilidad
inducia un potente efecto irritante (figura 13) que provocé graves lesiones
de la mucosa. El diagnostico histopatologico, reportd; “la mucosa no
presenta epitelio. En la lamina propia se identifica el tejido conectivo con
las fibras de colageno separadas, observandose entre ellas, espacios sin
colorear (edema). En la lamina propia superficial se reconocen vasos
linfaticos dilatados (infangiectasia)”. Basado en el reporte se decidid

retirar la formulacion del estudio.

Figura 13. Estructura histoldégica de mucosa fresca equina tras su contacto por 2
horas con el vehiculo de la formulacién IV (mencionada en el plan de Tesis) que
conteniendo cloruro de bencetonio a la concentracion de 0,03%. H&E. Obj. 20x
(foto izquierda) y 10x (foto derecha)

5.1.2. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

En la tabla 4 se muestran los valores de las ordenadas al origen,
de las pendientes, los coeficientes de determinacion y de regresion
obtenidos de las rectas generadas a partir de las regresiones lineales de
los graficos absorbancias corregidas (A= 280 nm) en funciéon de la

concentracion.
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Tabla 4: Ordenadas al origen, pendientes, r y r? de las rectas obtenidas en los
graficos absorbancias corregidas en funcion de la concentracion

Dia 1 2
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1
Lectura 1 2 3 1 2 3 1 2 3
%r‘:)erir;dna 0,0055 [ 0,0128 | 0,0128 | 0,0066 | 0,0068 | 0,0077 | 0,0056 | 0,0048 | 0,0032

Pendiente | 0,0010| 0,0010| 0,0010 | 0,0012 | 0,0012 | 0,0012 | 0,0007 | 0,0007 | 0,0007

r° 0,983 | 0,993 | 0,981 0,980 0,992 0,982 0,994 | 0,990 | 0,996

r 0,991 | 0,996 | 0,991 0,990 | 0,996 | 0,991 0,997 | 0,995 | 0,993

El coeficiente de regresion lineal promedio de las curvas generadas
de las placas intradia e interdia fue de 0,993 + 0,004 y los valores de las
ordenadas al origen de las rectas fueron cercanos a cero.

Dado que el valor del coeficiente de regresidon aceptado
internacionalmente es 0,98 se verifica la linealidad en el rango de
concentraciones de butorfanol entre 0,5 y 60 pg/ml.

Ademas, se determind que el porcentaje de recuperacion fue de
98,3 + 3,6 %, la repetitividad del 8,5 % y la reproducibilidad 11,0 %. Estos
resultados estuvieron dentro de los limites aceptables. Los limites de
deteccion (LD) y cuantificacién (LC) fueron 0,5 y 1 pg/ml respectivamente.

Como consecuencia de estos resultados, se pudo concluir que fue
posible validar el método espectrofotométrico para la cuantificacién de
butorfanol en el rango de concentraciones utilizado.

Esta metodologia no solo resultd ser mas econémica que otras
técnicas analiticas como HPLC/MS, sino que también conté con la ventaja

de medir diferentes concentraciones de farmaco en forma simultanea, con
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menor manipulacion del equipo y permitid la realizacion de numerosas

réplicas.

5.1.3. ENSAYO IN VITRO PARA LA DETERMINACION DE LA
VELOCIDAD DE PENETRACION UTILIZANDO CELDAS DE DIFUSION

DE FRANZ

5.1.3.1. Formulacién control

Se realizé el ensayo de penetracion in vitro a través de mucosa
nasal equina fresca utilizando celdas de difusion de Franz para la
formulacion control. La formulacion control estaba compuesta por acido
citrico, citrato de sodio, cloruro de sodio y butorfanol.

Los valores obtenidos de absorbancia corregida se graficaron en
una curva de cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusion
(ug/cm?) en funcidn del tiempo (h) y se aplicé una regresion lineal. En la
tabla 5, se muestran los valores de las pendientes, ordenadas al origen,
coeficientes de determinacion y de correlacibn para cada curva

construida.
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Tabla 5: Pendientes, ordenadas al origen, r? y r obtenidos de la regresion lineal
de la curva cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusién en funcion
del tiempo utilizando la formulacion control (n= 2 olfatorias; 2 respiratorias)

Curva Q(t)/A
Naturaleza
de la
mucosa Pendiente Ordenada al r? r
origen

Olfatoria 1496,4 752,54 0,9983 0,99915

Olfatoria 1691,4 -890,33 0,9987 0,99935
Respiratoria 362,26 -465,84 0,9606 0,9801
Respiratoria 297,51 -492,14 0,8941 0,94557

En la Tabla 6 se presentan los valores medios, desvio estandar y
coeficiente de variacion porcentual de los parametros de permeabilidad,

Jss, Kp Y tiag para cada una de las porciones de mucosa empleadas.
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Tabla 6: Promedios, desvios estandar (DS) y coeficientes de variacion porcentual (CV%) de Jss, K y tig de las regiones olfatoria y
respiratoria de la mucosa nasal equina utilizando la formulacion control

Jss (Hg fem? h) K (cm/h) t1ag ()
Naturaleza de la mucosa
Media DS CV% Media DS CV% Media DS CV%
Olfatoria 1593,9 137,89 8,6508 0,065351 0,0056534 8,6508 -0,011743 0,72782 -6197,8
Respiratoria 329,88 45,785 13,879 0,013525 0,0018772 13,879 -1,4701 0,26041 -17,714

Jss = flujo en estado estacionario; K, = coeficiente de permeabilidad; t,,g = tiempo lag
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5.1.3.2. Formulacion |

Se procedié a realizar el mismo procedimiento experimental,
calculos y analisis estadisticos utilizando Fl. FI estaba compuesta por
acido citrico, citrato de sodio, cloruro de sodio, CTAB y butorfanol.

Los valores de las pendientes, ordenadas al origen, coeficientes de
determinacion y de correlacion obtenidos de las curvas de cantidad
acumulativa de butorfanol sobre area de difusion (ug/cm?) en funcion del

tiempo (h) se muestran en la tabla 7:

Tabla 7: Pendientes, ordenadas al origen, r? y r obtenidos de la regresién lineal
de la curva cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusién en funcion
del tiempo utilizando FI (n= 4 olfatorias; 2 respiratorias)

Naturaleza Curva Q(t)/A
dela . Ordenada al 2
mucosa Pendiente origen r r
Olfatoria 1048,6 -175,37 0,9949 0,99745
Olfatoria 2126,8 -1592,8 0,9955 0,99775
Olfatoria 2065,8 -710,95 0,9988 0,9994
Olfatoria 2426,1 -2579,4 0,9826 0,99126
Respiratoria 137,63 121,8 0,9837 0,99182
Respiratoria 275,27 -275,32 0,9611 0,98036

En la Tabla 8 se presentan los valores medios, desvios estandar y
coeficientes de variacion porcentual de los parametros de permeabilidad,

Jss, Kp Y tiag para cada una de las porciones de mucosa empleadas.
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Tabla 8: Promedios, desvios estandar (DS) y coeficientes de variacion porcentual (CV%) de Jss, K y tig de las regiones olfatoria y
respiratoria de la mucosa nasal equina utilizando Fl

Naturaleza de la Jss (Hg/em?” h) Kp (cm/h) tiag ()
mucosa Media DS CV% Media DS CV% Media DS CV%
Olfatoria 1916,8 509,85 | 31,294 0,078591 0,024594 31,294 | -0,58087 | 0,40332 | -69,433
Respiratoria 206,45 97,326 | 47,143 0,0084645 0,0039904 47,143 | -0,057600 1,333 -2314,2

Jss = flujo en estado estacionario; K, = coeficiente de permeabilidad; t,,g = tiempo lag
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5.1.3.3. Formulacion 11

Se siguio el procedimiento detallado en la seccion 4.1.6 utilizando
FIl. Su composicion fue similar al control, solo que ademas contenia el
mejorador de penetracion DTAB.

En la tabla 9 se muestran las pendientes, ordenadas al origen,
coeficientes de determinacion y de correlacion obtenidos de las curvas de
cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusion (ug/cm?) en

funcién del tiempo (h).

Tabla 9: Pendientes, ordenadas al origen, r? y r obtenidos de la regresién lineal
de las curvas cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusién en
funcion del tiempo utilizando Fll (n= 3 respiratorias; 3 olfatorias)

Naturaleza Curva Q(t)/A
dela
mucosa Pendiente Ordoi%idna al r° r
Olfatoria 2356,9 -1452,1 0,99999 0,998
Olfatoria 1646,5 -1069,9 0,99745 0,9949
Olfatoria 2017,4 -2293,3 0,9985 0,997
Respiratoria 1538,2 -1532,2 0,99388 0,9878
Respiratoria 864,46 -305,1 0,9994 0,999
Respiratoria 1013,1 -822,33 0,99257 0,9852

En la Tabla 10 se presentan los valores medios, desvios estandar y
coeficientes de variacion porcentual de los parametros de permeabilidad,

Jss, Ky ¥ tiag para cada una de las porciones de mucosa empleadas.



Tabla 10: Promedios, desvios estandar (DS) y coeficientes de variacion porcentual (CV%) de Jss, K, ¥ tiag de las regiones olfatoria y

respiratoria de la mucosa nasal equina utilizando FlI
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2
Naturaleza de la Jss (Mg /cm™h) Kp (cm/h) tiag ()
mucosa Media DS CV% Media DS CV% Media DS CV%
Olfatoria 2006,9 355,32 | 17,704 | 0,082600 | 0,014622 | 17,704 1,3472 0,40709 | -30,2165
Respiratoria 1138,59 353,06 | 31,088 | 0,046855 | 0,014566 | 31,088 -1,6898 0,99693 | -59,001

Jss = flujo en estado estacionario; K, = coeficiente de permeabilidad; t,,g = tiempo lag
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5.1.3.4. Formulacion Il

Flll tenia la misma composicion quimica que la formulacién control,
pero ademas contaba con el agregado de tween 80.

Los valores de las pendientes, r, r? y ordenadas al origen de las
regresiones lineales de las curvas cantidad acumulativa de butorfanol
sobre area de difusion (ug/cm?) en funcion del tiempo (h) se muestran en

tabla 11.

Tabla 11: Pendientes, ordenadas al origen, r? y r obtenidos de las regresiones
lineales de las curvas cantidad acumulativa de butorfanol sobre area de difusién
en funcion del tiempo utilizando Flll (n= 3 respiratoria; 2 olfatoria)

Naturaleza Curva Q(t)/A
de la . Ordenada al

mucosa Pendiente origen r? r

Olfatoria 3567,5 -1976,1 0,99800 0,9990

Olfatoria 3870,4 -2905,5 0,99410 0,99705
Respiratoria 351,70 -284,19 0,99250 0,99624
Respiratoria 1683,8 -1707,6 0,96970 0,98473
Respiratoria 607,11 430,83 0,99120 0,99559

En la Tabla 12 se presentan los valores medios, desvios
estandar y coeficientes de variacion porcentual de los parametros de
permeabilidad, Jss, K, ¥ tiag para cada una de las porciones de mucosa

empleadas.
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Tabla 12: Promedios, desvios estandar (DS) y coeficientes de variacion porcentual (CV%) de Jss, K, ¥ tiag de las regiones olfatoria y
respiratoria de la mucosa nasal equina utilizando Fll|

Naturaleza de la Jss (pglcm? h) Ky (cm/h) tiag (h)
mucosa Media DS CV% Media DS CV% Media DS CV%
Olfatoria 37189 | 21418 | 57592 015248 0’010(?78 57502 | -0.65231 | 013914 | -21.331
Respiratoria 880,87 | 706,99 | 80,26 003612 |002899| 8026 | -037085 | 094139 | -253.85

Jss = flujo en estado estacionario; K, = coeficiente de permeabilidad; t,,g = tiempo lag
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En la tabla 13 se presentan los parametros de permeabilidad in
vitro de butorfanol a través de la mucosa nasal equina (promedio £ DS)
para las cuatro formulaciones testeadas.

En el grafico 1 se muestran las curvas cantidad acumulativa de
butorfanol permeado a través de las regiones olfatorias y respiratorias de
las mucosas equinas en funcion del tiempo para las cuatro formulaciones

testeadas.
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Tabla 13: Parametros de permeabilidad in vitro de butorfanol a través de la mucosa nasal equina (promedio + DS) utilizando celdas
de difusién de Franz para las cuatro formulaciones testeadas

Par Naturaleza de la Formulacion
arametro
mucosa Control FI FlI FlI
Jes Olfatoria 1593,9 + 137,89 1916,825 + 599,85 2006,9 + 355,32 3718,9 + 214,18
(Hg/cm? h) Respiratoria 329,88 + 45,785 206,45 + 97,326 1138,6 + 353,96 880,87 + 706,99
K, Olfatoria 0,06535 + 0,005653 | 0,07859 + 0,02459 | 0,08259 + 0,014622 |0,15248 + 0,0087816
(cm/h) Respiratoria 0,01352 + 0,001877 | 0,008465 + 0,003990 | 0,04685 + 0,014567 | 0,03611 + 0,02899

tIag (h)

Olfatoria

0,01174 + 0,7278

-0,5809 * 0,4033

-1,3472 + 0,4079

-0,65231 £ 0,13914

Respiratoria

-1,4701 + 0,26041

-0,05760 + 1,3330

-1,6897 + 0,9970

-0,3708 + 0,9414

Jss = flujo en estado estacionario; K, = coeficiente de permeabilidad; t,,g = tiempo lag
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Gréfico 1: Curvas cantidad acumulada de butorfanol administrado a la dosis de 24,4 mg/ cm? en funcién del tiempo permeada a
través de mucosa nasal respiratoria y olfatoria equina para las cuatro formulaciones testeadas
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Se analizaron estadisticamente los valores Jss K ¥ tiag Obtenidos en
este estudio. Se aceptaron las condiciones de normalidad de los
parametros Jss, Ky ¥ tiag de las regiones olfatoria y respiratoria para todas
las formulaciones utilizando el estadistico W de Shapiro-Wilk. Se
aceptaron las condiciones de homogeneidad de varianza en todos los
casos utilizando el test de Levene. Luego se compararon los valores de
Jss, Kp ¥ tiag de las regiones olfatorias y respiratorias de las formulaciones
control, Fl, Fll y FllIl realizando pruebas ANOVA.

Cuando se realizo el test ANOVA entre los valores de Jss de
butorfanol a través de la mucosa respiratoria equina usando las
formulaciones control, Fl, Fll y FIlII utilizando el limite de significacion
establecido de 5%, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, cuando se realizé el test ANOVA para los
valores de Jss de las regiones olfatorias, se detectaron diferencias
altamente significativas (p= 0,007) entre las formulaciones para este
parametro. La aplicaciéon de la prueba de rangos multiples permitio
determinar que el valor de Jss de Flll de la region olfatoria fue
significativamente diferente a los valores de las formulaciones control, Fl y
FIl (p= 0,03).

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p =
0,1786) entre los valores de K, de butorfanol a través de la mucosa
respiratoria equina utilizando las formulaciones testeadas. De manera
similar a lo reportado para Jss, el test ANOVA detecté diferencias

altamente significativas (p= 0,007) para la mucosa olfatoria. Aplicando una
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prueba de rangos multiples se determind que los valores de K, de las
regiones olfatorias de la formulacién Flll, fueron significativamente
diferentes a las formulaciones control, Fl y Fll (p= 0,03).

Para el tag Nno se observaron diferencias significativas entre las
mucosas respiratorias y olfatorias para ninguna de las formulaciones
testeadas.

La comparacion entre las areas respiratorias y olfatorias de cada
uno de los parametros para cada formulacion mediante t-student, reportd
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de Jss de las
regiones olfatorias y respiratorias para las formulaciones control, Fl, Fll y
Flll. También se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los valores K, de las regiones olfatorias y respiratorias de las
formulaciones control, FI, Fll, y Flll. Sin embargo, cuando se compararon
los valores ti,q de las regiones olfatoria y respiratoria no se observaron
diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las
formulaciones estudiadas.

La formulacion Flll, que cuenta con el agregado de tween 80,
mostré una penetracion in vitro por la mucosa olfatoria equina con valores
de parametros de Jss Yy K, estadisticamente diferentes a las formulaciones
control, Fly FII.

Los resultados de este estudio indican que el tween 80 es el
excipiente con mayor efectividad para incrementar la penetrabilidad in
vitro del butorfanol a través de la region olfatoria de la mucosa nasal

equina.
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En comparacién con el resto de las formulaciones ensayadas, Flll
resultdé ser la formulacién que produjo un mayor pasaje del farmaco a
través de la mucosa, razén por la cual se decidié continuar las etapas

posteriores de este trabajo utilizando esta formulacion.
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5.2. SECCION IN VIVO.PARTE |: ESTUDIO DE LA DISPOSICION
PLASMATICA DE BUTORFANOL TRAS LA ADMINISTRACION

INTRANASAL DE LA FORMULACION DESARROLLADA

52.1. ESTUDIO DE LA DISPOSICION PLASMATICA DEL
BUTORFANOL TRAS SU ADMINISTRACION INTRANASAL E
INTRAVENOSA EN EQUINOS

Las curvas de disposicion plasmatica de butorfanol tras su
aplicacion IV e IN se presentan en el grafico 2. Las concentraciones
individuales, promedios y desvios estandar de los animales
experimentales a los distintos tiempos del muestreo luego de la aplicacion
IV e IN, se presentan en las tablas 14 y 15 respectivamente. En las tablas
16 y 17, se muestran los parametros cinéticos obtenidos luego de la
aplicacién de butorfanol por las vias IV e IN.

Tras la administracion IV, la concentracion promedio observada al
primer tiempo muestreal fue de 18,39 £ 1,99 ng/ml. A los 10 minutos post-
administracion, la concentracion promedio (19,99 £ 0,59 ng/ml) fue
levemente mayor, aunque el alto valor de desvio estandar en la muestra
obtenida a los 5 minutos post-administracion puede reflejar que este
aumento haya sido una consecuencia de la variabilidad entre los animales
experimentales. Las concentraciones plasmaticas se mantuvieron en
todos los animales experimentales por encima del limite de cuantificacion

(0,27 ng/ml) hasta la hora 5 post-administracion.
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Tras la administracion IN, las concentraciones fueron menores a
las observadas tras la administracion V. ElI pico promedio de
concentracion fue de 9,24 £ 1,70 ng/ml y se present6é a los 15 minutos
luego de la administracion. La variabilidad inter-sujetos, especialmente en
los ultimos tiempos muestreales, fue importante.

De igual manera a lo observado tras la administracion IV, las
concentraciones plasmaticas de butorfanol se mantuvieron por encima del
limite de deteccion en todos los animales hasta la hora 5 post-
administracion.

Tras su administracion |V, el butorfanol se distribuyé ampliamente,
con un volumen de distribucion (Vss) de 4,08 £ 0,88 I/kg y fue eliminado
relativamente rapido, con un aclaramiento corporal (CIB) de 0,725 + 0,69 I/
h/kg y una vida media (t 1/2) de 4,46 + 3,78 h. La eliminacion presentd
una amplia variacién inter-sujeto, observandose dos sujetos en los cuales
la eliminacion fue mas rapida comparada con los dos restantes.

La dosis real de butorfanol administrada por via IN fue de 0,044 +
0,001 mg/ml.

La absorcién de butorfanol por via IN fue relativamente rapida, con
un tiempo maximo (Tmax) de 18,75 = 7,5 minutos y una biodisponibilidad
(F) alta, de 49,84 + 27, 49 %. Cabe aclarar que el equino 2, mostré una
biodisponibilidad significativamente mas baja que el resto de los animales
experimentales. De hecho, la exclusion de este sujeto eleva el valor de la
media para este parametro a 59,84 + 23.10. La concentracion maxima

observada (Cmax) fue de 10,29 + 0,65 pg/ml.
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El volumen de distribucion fue de 0,524 + 0,41 I/kg, la importante
variabilidad inter-sujeto fue reflejo del alto valor observado en el equino 2.
Una vez corregidos por la biodisponibilidad, los valores de este parametro
no fueron estadisticamente diferentes de los estimados tras la
administracion V.

Con referencia al aclaramiento corporal, su valor de 0,231 + 0,22
I’/kg/h reflejé la rapida eliminaciéon de la molécula con una vida media de

eliminacioén de 3,04 + 3,37 h.
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Grafico 2: Concentracion plasmatica (media + DS) en funcién del tiempo de butorfanol tras su administracion IV e IN a equinos a la
dosis de 0,05 mg/kg (n=4)
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Tabla 14: Concentraciones plasmaticas (ng/ml) de butorfanol, promedios y desvios estandar para cada tiempo de muestreo luego
de la administracion IV de butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg (n=4)

Tiempo (min) 1 2 3 4 Media DS
5 20,06 18,89 19,11 15,50 18,39 1,99

10 20,00 19,78 19,39 20,78 19,99 0,59

15 18,67 17,56 15,00 18,11 17,33 1,62

30 19,22 16,11 18,33 18,78 18,11 1,38

45 18,44 15,67 16,78 17,67 17,14 1,19

90 10,39 4,67 8,06 8,61 7,93 2,39

180 10,00 1,61 5,89 8,39 6,47 3,66

300 9,61 1,56 4,17 6,72 5,51 3,45
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Tabla 15: Concentraciones plasmaticas (ng/ml) de butorfanol, promedios y desvios estandar para cada tiempo de muestreo luego
de la administracién IN de butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg (n=4)

Tiempo (min) 1 2 3 4 Media DS
5 9,44 8,44 9,56 9,15 0,61

10 8,94 9,06 2,22 6,74 3,91

15 10,69 9,72 6,78 9,75 9,24 1,70

30 10,39 4,00 11,00 5,33 7,68 3,53

45 10,56 1,50 5,06 3,50 5,15 3,88

90 9,89 0,23 6,17 9,33 6,40 4,43

180 10,11 0,33 3,33 8,17 5,49 4,46

300 7,72 0,23 3,39 6,89 4,56 3,44
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Tabla 16: Parametros cinéticos de butorfanol tras su administracion IV en equinos a la dosis de 0,05 mg/kg aplicando un modelo no
compartimental (n=4)

Parametro Unidad 1 2 3 4 Media DS
Kel 1/h 0,22 0,593 0,188 0,073 0,219 0,26
tio horas 3,150 1,170 3,640 9,900 4,465 3,78

Tmax min 5,000 10,000 10,000 10,000 8,750 2,50
Cmax ng/ml 20,056 19,778 19,389 20,778 20,000 0,59
Co ng/ml 20,111 18,889 19,111 15,500 18,403 2,01
AUC o ng/ml*min 3589,190 1632,323 2544,410 3050,130 2704,013 832,13
AUC ¢... ng/mlI*min 29673,683 1789,878 3877,586 8581,895 10980,760 12781,59
Vss I’kg 4,573 2,829 4,126 4,794 4,080 0,88
CiB I/h/kg 0,101 1,676 0,774 0,350 0,725 0,69
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Tabla 17: Parametros cinéticos de butorfanol tras su administracion IN en equinos a la dosis 0,05 mg/kg aplicando un modelo no
compartimental (n=4)

Parametro Unidad 1 2 3 4 Media DS
Dosis real mg/kg 0,044 0,043 0,045 0,044 0,044 0,001
Kel 1/h 0,60 0,668 0,208 0,087 0,391 0,28
t1/2 elim horas 11,550 1,034 3,300 7,700 3,046 3,37
Tmax min 15,000 15,000 30,000 15,000 18,750 7,50
Cmax ng/ml 10,690 9,720 11,000 9,750 10,290 0,65
AUC 0-t ng min/mi 2863,889 334,464 1434,306 2242,222 1718,720 1092,78
AUC 0-inf ng min/mi 10584,904 355,111 2410,438 7010,994 5090,362 4600,12
Vss/F I’kg 0,990 0,072 0,310 0,724 0,524 0,41
CIB/F I/h/kg 0,033 0,530 0,250 0,110 0,231 0,22
F % 35,670 19,830 62,160 81,690 49,838 27,49
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5.3. SECCION IN VIVO. Parte II: EVALUACION CLINICA DEL EFECTO
ANALGESICO TRAS LA ADMINISTRACION INTRANASAL DE LA

FORMULACION DESARROLLADA

5.3.1. ESTUDIO DE LA EFICACIA ANALGESICA DE BUTORFANOL
TRAS SU ADMINISTRACION INTRANASAL E INTRAVENOSA EN
EQUINOS

Ninguno de los equinos utilizados en el ensayo mostré signos de
dafo ocular luego de la repeticion sucesiva del reflejo corneal mediante
hisopo.

Los resultados obtenidos de los tiempos de latencia del reflejo
corneal (TLRC), medias, desvios estandar y coeficientes de variacion
porcentual, asi como el AUC para todo el periodo de muestreo tras la
administracién del vehiculo de la formulacion IN (grupo control) se
muestran en la tabla 18. Estos mismos datos, pero de butorfanol aplicado
por via IV e IN (FIll) a una dosis real de 0,045 + 0,006 mg/kg se muestran
en las tablas 19 y 20 respectivamente.

Los porcentajes de incremento del TLRC desde basal para el grupo
control se muestran en tabla 21, para aquellos que se le aplicé butorfanol
por via IV e IN en las tablas 22 y 23, respectivamente.

En el grupo control los valores de TLRC estuvieron en el rango
entre 182,33 a 185,00. La variabilidad entre los animales experimentales
fue baja (menor al 15%) y el area bajo la curva TLRC vs tiempo fue de

21863,67 + 2695,54.
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Para los animales del grupo B, los valores de TLRC estuvieron en
el rango 198,67 a 300,33. La variabilidad entre los animales
experimentales fue menor al 20% y el area bajo la curva TLRC vs tiempo
fue de 30459,8 + 2812,73.

En el grupo C de animales, los valores de TLRC estuvieron en el
rango 130 a 279,00. La variabilidad entre los animales experimentales fue
alta en algunos puntos y se perdieron datos en tiempos especificos
debido a problemas metodologicos durante la medicién que hicieron los
resultados de la medicion no confiables. El area bajo la curva TLRC vs
tiempo fue de 19232,33 £ 8405,17.

La administracion de butorfanol modificd significativamente el
tiempo de latencia del reflejo corneal independientemente de la via de
administracién utilizada. Luego de la administracion IV, el TLRC se
incrementd desde el tiempo cero (198,67 + 37,17) hasta su maximo con
un valor 300,33 £ 21,50 a los 30 min. Por otro lado, la aplicacién de
butorfanol por via IN tuvo un TLRC inicial de 162,00 + 60,40 y su maximo
fue a los 45 minutos con un valor de 221,33 + 17,95. En este ultimo caso,
se ve un incremento del tiempo de latencia a los 5 minutos (279,00), sin
embargo, este valor solo representa a un sujeto experimental.

El perfil temporal del incremento del TLRC entre los grupos
tratados con butorfanol no fue similar. Tras la administracion del farmaco
por via IV se observa un inicio mas rapido del efecto. Tras la
administraciéon |V, el efecto comienza en los primeros minutos, mientras

que tras la IN hay una caida del tiempo de latencia hasta los 15 min,
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donde se incrementd hasta su maximo, a los 40 min. Es importante
remarcar la falla en la medicion de algunos de los sujetos durante estos
tiempos. La eliminacion de los tiempos de muestreo problematicos
modificaria el perfil, sin embargo, se optd por presentar los datos tal y
como fueron obtenidos.

Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas comparando
las areas bajo la curva de TLRC normalizado por basal vs tiempo

aplicando el test ANOVA. Los datos fueron transformados, previamente

. . dat
utilizando la férmula: arcseno (%)

Se aceptaron las condiciones de normalidad utilizando el
estadistico W de Shapiro-Wilk y las condiciones de homogeneidad de
varianza usando el test de Levene.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las
areas bajo la curva de los tres grupos (p-valor = 0,0029), con un 95 % de
confianza. A continuacién, se realizé una prueba de rangos multiples
donde se logré determinar que el grupo control fue significativamente

diferente de los grupos B y C (p= 0,04).
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Tabla 18: Medias, desvios estandar y coeficientes de variacion porcentual de los
tiempos de latencia del reflejo corneal en equinos tras la administracién IN del
vehiculo (n= 3)

Tiempo (min) EquinoA | EquinoB | Equino C Media DS CV %
0 157 201 190 182,67 22,90 12,54

2 155 199 201 185,00 26,00 14,05

5 156 200 198 184,67 24,85 13,45

15 157 198 196 183,67 23,12 12,59

30 156 201 197 184,67 24,91 13,49

45 155 202 190 182,33 24,42 13,39

60 159 198 191 182,67 20,79 11,38

120 160 203 192 185,00 22,34 12,07
AUC (0-120) 18791,5 23832,5 22967 21863,67 | 269554 | 12,33

Tabla 19: Medias, desvios estandar y coeficientes de variacion porcentual de los
tiempos de latencia del reflejo corneal en equinos tras la administracion IV de
butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg (n= 3)

Tiempo (min) | Equino A | EquinoB | Equino C Media DS CV %

0 156 216 224 198,67 37,17 18,71

2 180 240 236 218,67 33,55 15,34

5 200 270 248 239,33 35,80 14,96

15 288,7 286 262 278,90 14,70 5,27

30 322 279 300 300,33 21,50 7,16

45 255,75 281 330 288,75 37,81 13,09

60 231 264 298 264,33 33,50 12,67

120 161 217 234 204,00 38,20 18,72
AUC (0-120) 27517,5 30740 33122 30459,8 | 2812,73 | 30459,8




104

Tabla 20: Medias, desvios estandar y coeficientes de variacion porcentual de los
tiempos de latencia del reflejo corneal en equinos tras la administracion IN de

butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg (n= 3)

T(IrenTnF;o Equino A Equino B Equino C Media DS CV %
0 154 226 106 162,00 60,40 37,28
2 175,00 272,00 159,00 202,00 61,15 30,27
5 _Dato 279,00 Dato 279,00 NC NC
invalido invalido
15 _Dato Dato invalido | 130,00 130,00 NC NC
invalido
Dato
30 164,00 229,00 L 205,67 36,17 17,59
invalido
45 228,00 235,00 201,00 221,33 17,95 8,11
60 282,00 Dato invalido 135,00 208,50 103,94 | 49,85
120 , Dgt_o 228,00 109,00 168,50 84,15 49,94
invalido
AUC (0-120) 11686 28291 17720 19232,33 | 8405,17 | 43,70

Tabla 21: Medias, desvios estandar y coeficientes de variacion porcentual de los
porcentajes de aumento desde basal del tiempo de latencia del reflejo corneal en

equinos tras la administracion IN de vehiculo (n= 3)

TE%Tnp)O Equino A | Equino B | Equino C Media DS CV %

2 0,00 0,00 5,79 1,93 3,34 173,21

5 0,00 0,00 4,21 1,40 2,43 173,21

15 0,00 0,00 3,16 1,05 1,82 173,21

30 0,00 0,00 3,68 1,23 2,13 173,21

45 0,00 0,50 0,00 0,17 0,29 173,21

60 1,27 0,00 0,53 0,60 0,64 106,68

120 1,91 1,00 1,05 1,32 0,51 38,87
AUC (0-120) | 104,925 37,5 187,915 110,11 75,34 68,42
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Tabla 22 Medias, desvios estandar y coeficientes de variacion porcentual de los
porcentajes de aumento desde basal del tiempo de latencia del reflejo corneal en
equinos tras la administracion 1V de butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg (n= 3)

Tiempo (min) | Equino A | Equino B | Equino C Media DS CV%
2 15,38 11,11 5,36 10,62 5,03 47,39

5 28,21 25,00 10,71 21,31 9,31 43,71

15 85,06 32,41 16,96 44,81 35,70 79,68

30 106,41 29,17 33,93 56,50 43,29 76,61

45 63,94 29,86 47,32 47,04 17,04 36,23

60 48,08 22,22 33,04 34,44 12,98 37,70

120 3,21 0,46 4,46 2,71 2,05 75,47
AUC (0-120) | 5739,615 | 2327,9 |2886,565 3651,36 1829,93 50,12

Tabla 23: Medias, desvios estandar y coeficientes de variacion porcentual de los
porcentajes de aumento desde basal del tiempo de latencia del reflejo corneal en

equinos tras la administracion IN de butorfanol a la dosis de 0,05 mg/kg (n= 3)
T('eanF))O Equino A Equino B Equino C Media DS CV %
2 13,64 20,35 50,00 28,00 19,35 69,11
5 Dato 23,45 Dato invalido | 23,45 NC NC
invalido
15 Dato | by invalido | 22,64 22,64 NC NC
invalido
30 6,49 1,33 111,32 39,71 62,07 156,29
45 48,05 3,98 89,62 47,22 42,83 90,70
60 83,12 Dato invalido 27,36 55,24 39,43 71,38
120 Dato 0,88 2,83 1,86 1,38 74,05
invalido
AUC (0-120) | 1688,285 617,875 4816,960 2374,37 | 2182,00 91,90
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Grafico 3: Tiempo de latencia del reflejo corneal tras la administracion de vehiculo, butorfanol IV y butorfanol IN a la dosis de 0,05
mg/kg (n=3)
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Grafico 4: Tiempos de latencia del reflejo corneal normalizado por basal tras la administracion de vehiculo, butorfanol IV y
butorfanol IN a la dosis de 0,05 mg/kg (n=3). Inbox: areas bajo la curva % de cambio desde basal vs tiempo
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6. DISCUSION

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define
al dolor como una sensacion y/o experiencia emocional desagradable
asociada a una lesion tisular real o potencial (Raja y col., 2020). A pesar
que los animales, a diferencia de los seres humanos, no poseen una
capacidad linguistica que les permita poder expresar la ubicacién y el
nivel del dolor, hoy en dia se acepta que los mecanismos fisiolégicos de la
transmision del dolor entre humanos y animales son similares (Nejamkin,
2014).

En equinos, el dolor puede reconocerse a través de
comportamientos evidentes en el animal como rodar, patear, mirar hacia
los costados, la presencia de renquera o de blefaroespasmo, como asi
también, la aparicion de signos mas sutiles que incluyen cambios en la
expresion facial, en la posicién de la cabeza o en su ubicacion en el box y
su respuesta a la palpacién o la interaccion humana (Sanchez vy
Robertson, 2014).

En la actualidad existe un gran arsenal de recursos farmacolégicos
que brindan una adecuada proteccién contra la sensacién de dolor
(Nejamkin, 2014). Particularmente en equinos, probablemente el opioide
que se utiliza con mayor frecuencia para su tratamiento es el butorfanol
(Sanchez y Robertson, 2014).

El butorfanol es un opioide sintético, agonista parcial de los
receptores u y Kk del sistema analgésico endégeno, que se encuentra en

forma de sal de tartrato. Es un farmaco usado para analgesia
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postoperatoria, dolor crénico y como agente antitusivo, que tiene vida
media y analgesia cortas (entre 1-2 horas). El butorfanol administrado por
via IM para el tratamiento del dolor postoperatorio es 7 veces mas potente
que la morfina, 40 veces mas potente que la meperidina y 20 veces mas
potente que la pentazocina. Entre los efectos secundarios que produce se
incluyen salivacion y/o vomitos, sedacién/hiperexcitacion y ataxia (Fang y
col., 2016; Pallasch y Gill, 1985; Papich, 2015).

Comunmente en equinos se administra por via IV e IM y en el
mercado argentino se encuentra unicamente en presentaciones para
administracion V.

En medicina veterinaria, la aplicacion IV de butorfanol en equinos
se asocia a una practica compleja. Para su realizacion, el operador no
solo debe capturar al animal, encerrarlo en un potro y sujetarlo del bozal
con aplicacion de mordaza, sino que ademas debe enfrentar a un equino
doliente con un estrés adicional generado por un elemento punzante
como una aguja. El gran tamafo y el comportamiento agresivo que
algunos equinos pueden desarrollar cuando sufren dolor, vuelven esta
situacion compleja y peligrosa para el operador y el paciente.

En este trabajo de tesis, se propuso desarrollar una formulacién de
butorfanol de aplicacion IN de maxima biodisponibilidad. La importancia
de alcanzar este objetivo radica en que la llegada al mercado de este
producto lograria beneficios desde tres posiciones distintas. Desde el
punto de vista del operario, la via IN es una via no invasiva, practica y de

baja complejidad. Desde el punto de vista terapéutico, la via conduce a
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una absorcion rapida, se evade el metabolismo hepatico e intestinal y
puede utilizarse tanto para una administracion sistémica como asi
también como una via directa al SNC. Desde el punto de vista del
bienestar animal, es una via incruenta, indolora, sin agujas, lo que
disminuye el estrés asociado a la via de administracion V.

Por otro lado, es posible utilizarla en pacientes con problemas
gastricos y vomitos, ademas, las preparaciones intranasales no requieren
condiciones de esterilidad estrictas, por lo que las formulaciones serian
mas economicas.

El hecho que la via IN permita un transporte directo de farmaco
desde la cavidad nasal al SNC, se vincula a otras ventajas como la
reduccion de la exposicion sistémica del farmaco y la aplicacion de
farmaco a dosis menores que las requeridas por otras vias como la oral.

Los mecanismos y vias de transporte de farmacos desde la
cavidad nasal al SNC implican la via intracelular, (a través de la via del
nervio trigémino y del nervio olfatorio) y la via extracelular (via circulacion
sistémica o via linfatica — LCR).

La via IN es una via de administracion novedosa y de gran
potencial. Hasta el momento en humanos, se ha patentado su aplicaciéon
en mas de 60 medicamentos. En medicina veterinaria su uso es
infrecuente (Ferreira y col., 2019).

Para llevar a cabo este trabajo, el proyecto se dividié en dos partes:
una seccion in vitro y otra in vivo. En la seccion in vitro se hicieron

estudios de penetrabilidad de tres formulaciones distintas y un control,
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mientras que en la seccion in vivo primero se realizd un estudio de
disposicion plasmatica de aquella formulacién que mostro mejor perfil in
vitro y a continuacién se evalué su efecto analgésico luego de la
administracion IN.

El esquema de trabajo propuesto permitié una optimizacion de los
recursos economicos y animales disponibles. En la primera seccion, se
realizaron ensayos donde se controlaron estrictamente el entorno fisico y
quimico, lo que generd que el costo global se redujera y el numero de
animales utilizados fuera el minimo. Sin embargo, fue necesario apoyar
estos resultados con estudios in vivo puesto que una de las debilidades
evidentes de los ensayos in vitro es que no logran replicar el
comportamiento in vivo en su totalidad (Graudejus y col., 2019).

Para los estudios de penetrabilidad se utilizaron celdas de difusion
de Franz. Esta es una metodologia ampliamente utilizada para evaluar la
penetracion in vitro de farmacos que cuenta con ventajas como una
reducida manipulacién de tejidos, recoleccién continua de muestras y el
uso de baja cantidad de farmaco (Salamanca y col., 2018). El uso de
celdas de difusién in vitro ha evolucionado hasta convertirse en una
importante metodologia de investigacién, proporcionando informacion
clave para métodos in vitro y ex vivo fiables, reproducibles vy
estandarizados (Pulsoni y col., 2022).

En los ensayos in vitro realizados se decidio utilizar mucosa de
origen animal. Por un lado, su uso evadio los aspectos éticos de utilizar

un gran numero de animales de experimentacion, ya que fue posible
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obtener suficiente cantidad de mucosa para completar el estudio
utilizando un solo animal, lo que ademas, redujo la variabilidad de los
resultados experimentales. Por otro lado, su obtencién fue asequible dado
que el laboratorio tiene acceso a cadaveres equinos donados para
experimentacion y a mataderos/frigorificos. Esto implic6 que ningun
animal fuera sacrificado exclusivamente para realizar el experimento;
ademas, la calidad de estas mucosas estuvo asegurada ya que la facultad
de Ciencias Veterinarias (UNLP) tiene su propio servicio de necropsia y
en las plantas faenadoras no se sacrifican animales enfermos’ (Agu y
Ugwoke, 2008).

Potencialmente, podria plantearse el uso de mucosas nasales
provenientes de una especie diferente a la estudiada para luego realizar
una extrapolacién al equino. Sin embargo, el desarrollo de este trabajo
utilizando mucosas nasales derivadas de otra especie animal no seria la
estrategia mas conveniente. Por un lado, la absorcion de xenobidticos
depende de las condiciones fisioldgicas del sitio de aplicacion, lo cual, a
su vez, depende de la especie tratada. Por otro lado, hay factores
anatomicos como la curvatura de las fosas nasales, la longitud y volumen
de la cavidad nasal, y la estructura de los cornetes que pueden causar
diferencias en la captacion y absorcion IN entre especies (Keller y col.,
2022).

Por otra parte, para su desarrollo, podria haberse optado por

utilizar membranas artificiales ya que son faciles de obtener, menos

' Resolucion N° 5636/2002 del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria B.O. 4/7/2002
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costosas y estructuralmente mas simples. Sin embargo, hasta donde
sabemos, al momento no existen en el mercado membranas artificiales
que sean idénticas a las mucosas nasales equinas. Asimismo, se ha
reportado que las membranas artificiales no se asemejan completamente
a la ruta pasiva de permeacion de moléculas (Pulsoni y col., 2022).

Otra opcion podria haber sido utilizar cultivos celulares. No
obstante, reproducir la mucosa nasal exige el desarrollo de sistemas de
co-cultivos complejos y es un gran desafio lograr la correcta conformacion
tridimensional que le confiera las caracteristicas funcionales unicas a este
epitelio. Durante afios se ha propuesto el uso de células primarias y lineas
celulares como RPMI 2650 derivadas de cancer de tabique humano, BT
derivadas de cornete bovino y NAS 2BL de carcinoma escamoso epitelial
nasal de rata, sin embargo, estos sistemas son demasiado simplificados
(Sosnik, 2016).

En las ultimas dos décadas, los comités de ética nacionales e
internacionales han estipulado que los experimentos con animales deben
evitarse siempre que sea cientificamente factible, de acuerdo con el
enfoque de las 3 R (reducir, reemplazar, refinar) (Rusel y Burch, 1959). Si
bien en los ultimos afos se han buscado opciones alternativas a los
tejidos animales, estos siguen siendo una herramienta insustituible. Como
se indicé anteriormente, la reproduccion de toda la mucosa nasal es un
desafio que hasta el momento no pudo lograrse mediante modelos in vitro

(Pulsoni y col., 2022, Sosnik, 2016).
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Las mucosas nasales utilizadas durante los experimentos se
extrajeron dentro de la primera hora de muerte del animal. En esta etapa
del trabajo fue fundamental garantizar la conservacion de la integridad de
las mismas, por ello fue necesario realizar previamente un ensayo de
viabilidad de la mucosa bajo condiciones de congelamiento con y sin
hidratacion con solucion de preservacion. El analisis histologico determind
que era mas conveniente el uso de mucosa nasal equina fresca. Este
resultado se sustentd con bibliografia; Clementino y col., (2021), Tas y
col.,, (2009) y Fernandez-Campos y col., (2019) utilizaron mucosas
nasales frescas de conejo, bovino y cerdo, respectivamente, para sus
ensayos in vitro usando celdas de difusion de Franz debido a las
diferencias en la capacidad de penetrabilidad de xenobidticos entre
mucosas frescas y congeladas (Clementino y col.,, 2021; Fernandez-
Campos y col., 2019; Tas y col., 2009)

Esto no fue observado en ensayos que utilizaron la misma
metodologia, pero otros tejidos, como el reportado por Turner y col.,
(2019) donde se utilizdé mucosa de faringe humana congelada y
posteriormente descongelada (Turner y col., 2019), no observandose
diferencias. De igual manera, Caon y Simdes (2011) compararon los
parametros de permeabilidad de dos farmacos a través de mucosas
bucales y esofagicas porcinas frescas y congeladas utilizando celdas de
difusion de Franz. Estos investigadores concluyeron que las propiedades
de barrera de estas mucosas no se vieron afectadas por el proceso de

congelacion, dado que los parametros obtenidos para ambos farmacos
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fueron similares en las mucosas frescas y congeladas. Sin embargo, se
mostré un aumento de la retencion de uno de los farmacos
(carbamazepina) en las mucosas congeladas. Es decir, que las mucosas
bucales y esofagicas porcinas congeladas podrian utilizarse como
sustituto de las frescas, aunque este empleo deberia hacerse con cuidado
y con pruebas piloto ya que, los resultados pueden diferir segun el
farmaco utilizado (Caon y Simdes, 2011).

En esta tesis se desarroll6 y validé un método espectrofotométrico.
Este punto fue necesario para garantizar un método que produjera
resultados exactos, precisos, confiables y reproducibles con muestras
pequenas.

Para ello se hizo un analisis de la variabilidad interdia e intradia de
una curva de calibracion utilizando soluciones de concentraciones
conocidas de butorfanol y se midié por triplicado su absorbancia a una
longitud de onda de 280 nm.

Para seleccionar la longitud de onda de trabajo, sobre una placa
cargada con la curva patron, se realizd un espectro de absorcidén en un
amplio rango de longitudes de onda y se vio un pico maximo cerca de la
region 280 nm. Se corrobord por bibliografia que esta longitud de onda es
la mas apropiada para la deteccion del farmaco (Fang y col., 2018; Pei y
col., 2016).

La curva de calibracion permitié hallar una funcién matematica que
relacionara a una variable dependiente (la absorbancia a 280 nm) y una

variable independiente (concentracion conocida de butorfanol). Esto
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posibilitd conocer el valor de una de las variables, midiendo la otra. En
este caso, la funcién matematica utilizada fue lineal. La medida de r® de
las curvas generadas de las placas intradia e interdia fue de 0,993 *
0,004, lo cual, junto con los valores de las ordenadas al origen cercanos a
cero, nos confirmd que el ajuste lineal de la curva de calibracién fue, de
acuerdo a los estandares internacionales, aceptable (Chandran y Singh,
2007; Velloso y col., 2018).

Ademas, pudieron determinarse los coeficientes de correlacion (r).
El valor de r se encuentra siempre en el intervalo [-1,1]. Cuando el valor
es mas cercano a 1 se indica una fuerte relacién positiva entre las
variables estudiadas, es decir, cuando una variable aumenta, la otra
también lo hace. Mientras que un valor cercano a -1 también muestra una
gran correlacion entre las variables, pero de manera inversa, cuando una
crece, la otra decrece. Contrariamente, un valor cercano a 0 indica falta
de correlacién entre las variables (Boddy y Smith, 2009). En este caso, r
fue cercano a 1, por lo cual la relacion entre las absorbancias a 280 nm vy
las concentraciones de las soluciones de butorfanol fue directamente
proporcional.

La metodologia resulté ser repetible y reproducible. La repetitividad
(variacion intraensayo) fue del 8,5 % y la reproducibilidad (variacion
interensayo) del 11,0 %.

El limite de deteccidon (LD) determina la concentracion mas
pequefia que da una respuesta medible y en este caso fue de 0,5 ug/ml.

El limite de cuantificacion (LC) es la concentracion mas pequefia del
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analito que da una respuesta cuantificable con exactitud y precision y en
este ensayo tuvo un valor de 1 pg/ml.

A continuacion, se realizé el estudio de penetracion in vitro para
determinar la penetracion del farmaco utilizando celdas de Franz, en la
cual se testearon tres formulaciones distintas y una formulacién control.

El analisis histopatdlogico de la porcion de mucosa nasal equina
que estuvo en contacto con la formulacién que contenia cloruro de
bencetonio (citada en el plan de tesis) provocé lesiones graves sobre la
mucosa. El cloruro de bencetonio pertenece al grupo de compuestos de
amonio cuaternario que se usan comunmente como desinfectantes,
antimicrobianos o surfactantes catidnicos tanto en productos industriales
como domésticos (Gheorghe y col., 2020). En la actualidad, los datos de
toxicidad y seguridad del cloruro de bencetonio estan extremadamente
limitados y parecen encontrarse desactualizados (Gheorghe y col., 2020).
Sin embargo, se ha registrado que el cloruro de benzalconio, un
compuesto de la misma familia muy utilizado como aditivo antimicrobiano
(Marple y col., 2004), posee propiedades corrosivas e irritantes (Sreevidya
y col., 2018) y se ha descripto su toxicidad en humanos y animales como
cobayos (Joki y col., 1996) y ratas (Berg y col., 1997; Choi y col., 2020) en
sitios especificos como la cérnea y el epitelio nasal (Sreevidya y col.,
2018). Gheorghe y col., (2020) demostraron que el cloruro de bencetonio
genera toxicidad aguda en Cyprinus carpio (carpa comun) después de 96
h de exposicidon, como respuesta a estrés oxidativo a nivel hepatico

(Gheorghe y col., 2020).
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A pesar de que en cada ensayo se esperaba utilizar tres porciones
de mucosas respiratorias y tres olfatorias, durante el transcurso de los
experimentos, existieron inconvenientes practicos que derivaron a que no
se respetara la proporcion de muestras 3:3 en todos los casos.

Para la formulacion control, el animal recibido fue pequefio lo que
llevé a que unicamente fuera posible extraer cantidad de mucosa integra
suficiente para dos porciones respiratorias y dos olfatorias.

Respecto a la Fl, fueron utilizadas dos porciones de mucosa
respiratorias y cuatro olfatorias. Esto ocurrié por un error sistematico del
operador quien confundié una de las mucosas respiratorias con olfatoria.

Por ultimo, para la formulacion Flll, uno de los datos obtenidos de
la mucosa olfatoria mostré6 un valor atipico (outlier), por lo cual fue
desestimado en los calculos y en el analisis estadistico posterior.

A partir de las curvas cantidad acumulativa de butorfanol sobre
area de difusion en funcion del tiempo se calcularon los parametros Jss, K,
y tiag para cada porcion de mucosa y luego se llevé a cabo un analisis
estadistico utilizando el software Statgraphics Centurion XVL.II.

Se compararon los valores de cada parametro de una misma
formulacién de las regiones olfatoria y respiratoria equinas utilizando la
prueba t de Student. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de Jss de las regiones olfatorias y
respiratorias para las formulaciones control, Fl, FIl y Flll. Lo mismo ocurrié

con el parametro K.
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La mayoria de las sustancias atraviesan las membranas bioldgicas
a través del proceso de difusion, un fenomeno descrito por la ley de Fick
(Haq y col., 2020) en la cual se asume que la velocidad de transferencia
por unidad de area (flujo) de una membrana es directamente proporcional
a su espesor (Talevi y Bellera, 2016). A raiz de esto, fue esperable que el
butorfanol atravesara la mucosa nasal olfatoria reflejando valores de
parametros de penetracion significativamente diferentes a los de la
mucosa nasal respiratoria, puesto que la primera es mas fina que la
segunda.

También se realizé una prueba ANOVA para comparar los valores
de Jss, Kp Y tiag de las formulaciones control, Fl, Fll y FlIl de las regiones
respiratoria y olfatoria equina.

Para la regidn respiratoria se determinG que no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de las
formulaciones control, Fl, FIl y Flll para ninguno de los parametros
calculados (Jss, K, ¥y tiag). Mientras que, para la region olfatoria, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas de los valores de
Jss Y Kp de Flll respecto a las formulaciones control, Fl y FIL.

Como las formulaciones control, FI, FIl y FIlll tuvieron una
composicién quimica similar, excepto que Fl contaba con el agregado de
CTAB, FIll contenia DTAB y FIlIlI tenia tween 80, se asumié que las
diferencias significativas observadas en los parametros fue una
consecuencia de la presencia de tween 80 en Flll. Este resultado esta

respaldado por el estudio publicado por Gao y col., (2019) quienes
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realizaron un ensayo in vivo en el cual administraron 2,3,5,6-
tetrametilpirazina (logP 2) por via IN en ratas. En este trabajo, usaron
varias formulaciones con diferentes surfactantes a concentraciones
distintas y demostraron que la concentracion en el cerebro del farmaco
estudiado aumentd significativamente utilizando tween 80 como
excipiente (Gao y col., 2019).

Especificamente para el butorfanol, el valor de Jss mostré una
diferencia estadisticamente significativa cuando se incluyé el surfactante
en la formulacion. El butorfanol es un farmaco lipofilico cuyo logP
(octanol-agua) es de 3,68 (Grassin-Delyle y col., 2012; Papich, 2015).

Generalmente, las formulaciones para administracion IN necesitan
la presencia de uno o mas excipientes con actividad solubilizante para
aumentar la velocidad de disolucion y con ello, la posibilidad de absorcion,
lo que en conjunto se convierte en una mejora de su biodisponibilidad
(Vetter y col.,, 2012; Velloso y Landoni, 2022). El desarrollo de
formulaciones en presencia de surfactantes que tengan el objetivo de
disolver, emulsionar, actuar como dispersantes de suspensiones o
agentes humectantes pueden generar cambios en la permeabilidad de la
membrana bioldégica que atraviesan o incluso afectar su integridad
(Tadros, 2014) lo cual explicaria los valores de Jss obtenidos en este
ensayo.

Tween 80 (CssH124026) es un tensioactivo no ionico hidrofilico
ampliamente utilizado en productos medicinales y alimentarios (Prabhakar

y col., 2013). Hasta ahora, se desconoce su mecanismo exacto de accién,
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sin embargo, se acepta que esta relacionado con su estructura quimica.
Tween 80 esta compuesto por una cadena de polietieno con
caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas, lo que le otorga la capacidad de
desorganizar y disolver los lipidos intracelulares. En consecuencia, su
presencia podria aumentar la fluidez de las membranas celulares de la
mucosa nasal (Gao y col., 2019).

Ademas, se ha reportado que tween 80 puede intercalarse entre
los lipidos y las proteinas en las membranas celulares, alterando y
aumentando la permeabilidad de los farmacos (Gao y col., 2019); también
se lo ha vinculado con la pérdida de uniones estrechas en los tejidos
(Kaur y Mehta, 2017).

Los resultados obtenidos en nuestros ensayos sugieren que tween
80 es un excipiente prometedor para el desarrollo de formulaciones de
butorfanol de administracion IN en equinos porque aumentaria su
biodisponibilidad. Por otro lado, debe considerarse que la eleccion del
surfactante utilizado como excipiente, no solo debe mejorar la penetracion
del farmaco, sino que ademas debe poseer una baja toxicidad a largo
plazo (Gao y col., 2019; Som y col., 2012, Velloso y Landoni, 2022).
Respecto a esto, Som y colaboradores (2012) reportan que la
concentracion micelar critica (CMC) de los tensioactivos no iénicos suele
ser menor que la CMC del tensioactivo con carga. Esto tendria como
consecuencia el hecho de que los tensioactivos no idnicos, son menos
irritantes y mejor tolerados que los tensioactivos anidnicos y cationicos

(Som y col., 2012).
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La falta de diferencias estadisticamente significativas entre los
parametros Jss, K, y €l tiag entre las formulaciones control, Fl y FIl podria
estar reflejando que la presencia de CTAB y de DTAB en las
formulaciones no mejoran la penetracion del butorfanol a través de la
mucosa equina.

CTAB (C19H42BrN) es un surfactante catiénico cuyo mecanismo de
accion esta ligado a su capacidad de formar micelas con los lipidos de la
membrana celular, rompiendo la célula (Cardenas, 2016). Como la
eficacia de la mayoria de los mejoradores de penetracién depende de su
concentracion (Haq y col., 2020), inicialmente se propone que la
concentracion utilizada de CTAB en este estudio estaba por debajo de la
concentracion efectiva para mejorar la penetracion del butorfanol a través
de la mucosa nasal equina.

Chakraborty y colaboradores (2009) estudiaron el efecto del
carvediol, un farmaco hidrofilico utilizado en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca, en presencia de diferentes surfactantes en un
rango amplio de valores de concentraciones y pHs. Demostraron que la
solubilidad del farmaco se incremento con el aumento de la concentracion
de CTAB en todos los rangos de pH utilizados, siendo maximo a pH 3
(Chakraborty y col., 2009).

Desafortunadamente en nuestro estudio, el pH de las
formulaciones se fij6 en 4,5, a efectos de evitar la irritacion de la mucosa
(Ferreira y col., 2019), lo que podria haber afectado la efectividad del

CTAB en la formulacién.
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Por otro lado, DTAB, cuya férmula quimica es C4sH34BrN, tiene una
estructura quimica muy similar a CTAB. Estos tensioactivos tienen un
mismo grupo hidrofilico, pero un numero diferente de atomos de carbono
en la cadena alquilica (Velloso y Landoni, 2023). Como las interacciones
entre la region no polar de la molécula de surfactante y el agua son
responsables del efecto hidrofébico que estimula la asociacién de las
moléculas para formar micelas, se podria esperar que CTAB sea un
mejorador de penetracion mas efectivo que DTAB, ya que tiene una
cadena de carbono mas larga (y como consecuencia un efecto hidrofébico
mayor). Sin embargo, esto no pudo demostrarse para la mucosa equina
ya que los resultados de DTAB no muestran diferencias estadisticamente
significativas con CTAB.

Por ultimo, cuando se realiz6 el ANOVA, se determind que no
existian diferencias estadisticamente significativas entre los t,y de las
formulaciones testeadas. Cuando se realiz6 la prueba t de student,
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
estos parametros de las regiones olfatorias y respiratorias de ninguna de
las formulaciones. Puesto que la fase de latencia es el periodo durante el
cual no se produce una absorcion aparente de farmaco y el tiq
corresponde a esta fase, este resultado sugiere que la presencia de los
surfactantes no modifica (incrementando o disminuyendo) los tiempos de
retraso de penetracion de farmaco para las formulaciones testeadas, tanto

en la region respiratoria como olfatoria (Franz, 1983; Nerella y col., 1993).
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Asimismo, este resultado podria reflejar que no hubo réplicas
suficientes para evidenciar un cambio en el t,y de las formulaciones.
Igualmente, por tratarse de una metodologia in vitro, hay que considerar
que existe una ausencia de neuronas, conexiones neuronales, enzimas,
mMoOCOo Yy vasos sanguineos que in vivo influyen en el transporte de farmaco
desde la cavidad nasal al SNC, especialmente al recurrir a las vias
intracelulares, por lo cual este resultado puede no ser tan fiel.

Puesto que FIllIl mostré un perfil de penetracion in vitro mejor que
las formulaciones control, FlI y Fll se decidioé utilizarla para realizar los
estudios in vivo.

En la parte in vivo de este trabajo, primero se realizd la descripcion
de la cinética plasmatica de butorfanol tras su administracion IV e IN,
cuantificando el farmaco con el kit ELISA de Neogen. Este kit ha sido
validado en equinos (Hunter y col., 2015; Natalini, 2006) y su uso ha sido
reportado por numerosos autores, tanto en equinos como en otras
especies (Carroll y col., 2001; Gerken y Sams, 1993; Vaughan, 2006).

Para realizar este ensayo se siguidé el protocolo experimental
realizado por Ferreira (2020). Se administré butorfanol a una dosis de
0,05 mg/kg por las vias IV e IN, siguiendo un disefio de Cuadrado Latino.
En el trabajo de Ferreira (2020), la formulaciéon aplicada por via IN tenia
una composicidén quimica igual que la formulacion control de este trabajo
y el dispositivo de aplicacién fue el mismo (Ferreira, 2020).

Ferreira (2020), realizé un estudio de la evaluacion y tolerancia IN

en el cual se determind que la aplicacion de la solucion fue bien tolerada
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en volumenes pequenos y hasta 3 disparos; en el presente estudio debido
al gran tamafo de los equinos utilizados, la composicion de FlllI fue
ligeramente modificada con el objetivo de incrementar la concentracién de
farmaco, y administrar la dosis total en un maximo de tres disparos.

Para la administraciéon se respetaron los recaudos considerados
durante el trabajo de Ferreira (2020), entre los que se destacan una
temperatura de la formulacién entre los 18 y 33 °C para no inducir
lesiones térmicas, un pH de la solucién de 4,5 para no provocar ninguna
lesion quimica y la aplicacion de la formulacion en el ollar del lado
contrario de la toma de muestras sanguineas, de modo de asegurarnos
que la biodisponibilidad observada no estuvo afectada por el sitio de toma
de muestras (Ferreira, 2020).

Nuestros ensayos mostraron que, tras su administracion IV, el
butorfanol se distribuyd ampliamente, con un volumen de distribucién de
4,08 £ 0,88 I/kg, valor esperable dada la alta liposolubilidad del farmaco
(Grassin-Delyle y col., 2012). Se observd que uno de los animales mostro
un valor atipico y su exclusion incrementaria el promedio y reduciria el
desvio estandar, quedando como 4,50 t+ 0,34 I/kg. Estos valores fueron
muy cercanos al volumen de distribucion reportado por Ferreira, (2020) de
3,20 £ 1,77 I/kg a pesar de que la cuantificacién del farmaco se llevo a
través de otra metodologia, HPLC/MS (Ferreira, 2020).

Estos resultados fueron ligeramente superiores a los reportados
por otros autores como Knych y col., (2013), Sellon y col., (2009) y

Chiavaccini y col., (2015) que obtuvieron, respectivamente, valores de 1,4
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+ 0,3 I’kg (a una dosis de butorfanol de 0,1 mg/kg, y el cual se calculd
considerando el butorfanol libre y conjugado), 1,113 + 0,925 I/kg (donde
se aplicé una dosis de butorfanol de 0,08 mg/kg considerando Unicamente
el butorfanol libre) y 0,41 £ 0,165 I/kg (a una dosis de 0,1 mg/kg). Esta
diferencia posiblemente pudo deberse al hecho de que el volumen real en
el cual se distribuyen los farmacos se ve influenciado por factores tales
como la proporcién de agua por kilogramo de peso (que varia con la raza
y edad), el gasto cardiaco y las condiciones fisiolégicas de los animales
(Aleixandre y Puerro, 2009), caracteristicas que no conocemos con
precision en los trabajos de estos autores.

La eliminacion fue relativamente rapida, con un aclaramiento
corporal de 0,725 = 0,69 I/h/kg y una vida media de 4,46 + 3,78 h. La
eliminacién presentdé una amplia variacion inter-sujeto, observandose dos
sujetos en los cuales la eliminacién fue mas rapida comparada con los
dos restantes. Los presentes resultados son diferentes a los obtenidos por
Ferreira (2020), donde el valor del aclaramiento corporal fue de 3,19 *
1,48 I/h/kg y la vida media 0,68 + 0,17 h. Sin embargo, fueron similares a
los reportados por otros autores como Sellon y col., (2009) Knych y col.,
(2013) y Chiavaccini y col., (2015) cuyos valores de aclaramiento corporal
y vida media fueron 0,274 + 0,10 I/kg/h 'y 7,7 + 5,05 h; 0,8 + 0,58 I/kg/h y
59+15h;0,65+£0,201/kg/hy 2,3 +£1,74 h, respectivamente.

La absorcion de butorfanol tras su administraciéon IN fue
relativamente rapida, con un tiempo maximo (Tmax) de 18,75 + 7,5

minutos, una concentracion maxima observada (Cmax) de 10,29 + 0,65
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ng/ml y una biodisponibilidad alta, de 49,84 + 27,49 %. El equino 2,
mostré una biodisponibilidad significativamente mas baja que el resto de
los animales experimentales y su exclusidn incrementa el valor de la
media de este parametro a 59,84 £ 23,10 %. Una variabilidad similar entre
equinos, con la aparicion de sujetos de perfil outlier, fue reportada por
Ferreira (2020).

Estos resultados fueron diferentes a los obtenidos por Ferreira
(2020) quien reporta un Tmax de 1,487 £ 0,765 h (89,99 minutos) y una
Cmax de 2,490 + 1,778 ng/ml. La diferencia en Tmax, probablemente,
refleje la accion del tween 80 en la velocidad de absorcion de butorfanol.
La biodisponibilidad fue similar a la reportada por Ferreira (2020) (54,45 *
20,09%), y mayor a la reportada luego de la administracién por via IM
(37,3 £ 6,1%) (Sellon y col., 2009), aunque menor que por via subcutanea
(87 £ 29%) (Chiavaccini y col., 2015).

Durante los estudios de biodisponibilidad/bioequivalencia, el perfil
de disposicion plasmatica y el area bajo la curva de concentracion
plasmatica vs tiempo son utilizados para evaluar la velocidad (Cmax y
Tmax) y extension (AUC) de la absorcion (Talevi y Bellera, 2016). En
particular, en este trabajo de tesis se reporta una velocidad de absorcion
de farmaco mas rapida que la reportada por Ferreira (2020), asi como,
una mayor extension, puesto que el AUC .. en este trabajo es de 84,84 +
76,67 ngeh/ml mientras que en el trabajo de Ferreira es de 14,44 + 17,06

ng<h/ml (Ferreira, 2020).
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La segunda parte de la seccion in vivo del trabajo consistid en la
evaluacion clinica del efecto analgésico de Flll. Para ello a los equinos se
les administré el vehiculo de FllI por via IN, butorfanol por via IV y Flll por
via IN siguiendo un diseno de Cuadrado Latino. A continuacion se realizé
la medida del tiempo de latencia del reflejo corneal (TLRC) siguiendo el
procedimiento realizado por Ferreira (2020), quien estandarizé y valido el
meétodo en la especie equina.

El reflejo corneal (RC) es un reflejo nociceptivo de los circuitos
trigémino-faciales y representa el mecanismo de proteccién de la cornea
ante una injuria (Ferreira, 2020).

El reflejo corneal es causado por un bucle entre las ramas
sensoriales del trigémino y la inervacion del nervio motor facial (VII) de los
musculos orbicularis oculi (Cruccu y col., 1991). El reflejo se activa
cuando un estimulo sensorial entra en contacto con terminaciones
nerviosas libres o mecanorreceptores dentro del epitelio de la cérnea. La
informacion sensorial se transmite y genera sinapsis en el tronco
encefalico. El nervio contactado luego se proyecta al nucleo facial y este
hace sinapsis con el nervio facial. El nervio facial sale del nucleo facial, se
envuelve alrededor del nucleo motor ocular externo emerge del craneo
por el agujero estilomastoideo y viaja medialmente sobre la superficie de
la cara para activar el musculo orbicularis oculi, que al contraerse provoca
un movimiento de parpadeo (Peterson y Hamel, 2022).

El tiempo de latencia del reflejo corneal (TLRC) es una metodologia

reproducible y estimulo-dependiente que permite evaluar de manera
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objetiva, no invasiva e incruenta el procesamiento nociceptivo a nivel
central (Ferreira, 2020). Es una metodologia que ha sido utilizada para la
evaluacion de farmacos analgésicos, como fentanilo, y tranquilizantes,
como diazepam, en humanos (Cruccu y col., 1991) y para drogas
antiinflamatorias como piroxicam (Ferracutti y col., 1994). También se ha
reportado su aplicacion en otras especies, como perros, para la
evaluacion del efecto de citicolina sobre la anestesia inducida por
tiopental sédico (Ahmadi y col., 2014).

En la seccion Il de la parte in vivo desarrollada en este trabajo de
tesis, se observo que la aplicacion de butorfanol por vias IN e IV modificd
significativamente el TLRC. Este resultado refleja que el butorfanol
alcanza el sitio de accidn e interactua con los receptores opioides.

La aplicacion del farmaco por via IV mostré un inicio mas rapido del
efecto analgésico que por via IN. En la via IV, el efecto comenzé en los
primeros minutos, mientras que en la IN hubo un aumento leve (= 30%)
del TLRC hasta los 15-30 min, a partir de cuando se incrementé hasta su
maximo, a los 40 min.

Resultados similares han sido reportados para STADOL NS®, el
unico spray nasal de butorfanol a nivel mundial de uso en humanos.
Estudios comparativos entre la administracion de la formulacion IN con las
formulaciones IV del mismo laboratorio no reportan diferencias

significativas en el tiempo de inicio de accién (FDA, 2022).
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Este resultado, se contrapone con el obtenido por Ferreira (2020),
quien observé un inicio mas rapido del efecto del farmaco luego de su
aplicacién por via IN comparada con la IV (Ferreira 2020).

La causa del inicio mas lento del efecto analgésico tras la
administracién IN de FlIlI podria ser identificada o al menos hipotetizada
analizando conjuntamente todas conclusiones obtenidas en este trabajo
de tesis.

Por un lado, se determind que el pasaje in vitro del butorfanol en
FllIl fue mayor en la region olfatoria, que en la respiratoria. Recordemos
que la via olfatoria es la via directa al SNC mediante el transporte
extracelular o intracelular a través del nervio olfatorio (Garcia-Corvillo,
2016). Considerando que tras la administracion IV la llegada del
butorfanol al SNC (sitio de accion) es exclusivamente través de la
circulacion sistémica, las dos vias de administracion se diferencian
claramente cuando se considera la via principal de acceso al sitio de
accién del farmaco administrado. Teniendo en cuenta esto, el hecho de
que la administracion IN haya comenzado su efecto analgésico mas tarde
pudo deberse a que el pasaje in vivo ocurrié preferentemente a través de
la mucosa olfatoria por transporte intracelular. Recordemos que este tipo
de transporte involucra la entrada de moléculas a las neuronas por
difusion pasiva, endocitosis mediada por receptor y/o endocitosis
adsorbente, seguida por transporte axonal lento (Banks y col., 2009;
Hashizume y col., 2008; Nonaka y col., 2008; Ross y col., 2004; Thorne y

col., 2004).
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Para aceptar o rechazar esta hipdtesis, es necesario recolectar
mas cantidad de datos realizando nuevos ensayos experimentales.

Aun cuando la performance de la formulacion desarrollada fue
satisfactoria, es importante remarcar que para que llegue al mercado sera
necesario realizar estudios toxicolégicos (agudos, subagudos, cronicos) y
evaluaciones clinicas en animales normales y poblaciones enfermas.

Un ultimo dato a considerar es que, hasta el momento no hay
estudios realizados en equinos que garanticen que las razas de estos
animales puedan ser un factor que influya sobre la penetracion del
farmaco por via IN. Keeler y col.,, (2016) realizaron un estudio de
simulacién computacional en el cual se estudio la deposicidon de particulas
de spray dentro de la cavidad nasal de humanos de cuatro grupos étnicos
diferentes. Los resultados mostraron que los caucasicos Yy
latinoamericanos tenian una cavidad nasal menos permeable, y que
también los caucasicos y afroamericanos tenian mayor variabilidad entre
sujetos, seguramente debido a una mayor diferencia en la morfologia de
los vestibulos nasales. El hecho que en esta tesis no se haya considerado
esta posibilidad implica que estos resultados podrian diferir levemente en
caso que se apuntara a una raza equina particular (Keeler y col., 2016).

Se espera que los resultados y conclusiones que se desprenden de
esta tesis brinden la contribucién necesaria para avanzar en el desarrollo
de un producto homodlogo al STADOL NS®, de origen nacional y para uso

en equinos, aportando positivamente al bienestar animal.
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CONCLUSIONES

A pesar de que en medicina humana la via IN es reconocida como
una excelente via de administracion sistémica y cerebral de farmacos, en
medicina veterinaria, su uso es infrecuente. Este es un hecho
desafortunado dado que por sus ventajas (indolora, incruenta, no
invasiva, y proveer un acceso directo al SNC) esta via seria de amplia
utilidad para la administracion de farmacos en animales domésticos en
especial para farmacos con sitio de accién en el SNC.

Este trabajo, se dividid en dos secciones. En la seccion in vitro,
primero fue necesario determinar las condiciones mas apropiadas que
debia poseer la mucosa nasal equina para utilizarla en los ensayos de
penetracion. A continuacion, debido a la inexistencia de un método eficaz
y econdmico para medir concentraciones de butorfanol en muestras de
volumen pequefio fue necesario desarrollar y validar uno innovador. Por
ultimo, se realizé un ensayo in vitro para la determinacion de la velocidad
de penetracion utilizando celdas de difusion de Franz. De esta primera

parte, se extrajeron las siguientes conclusiones:

. A partir del analisis histopatolégico realizado por el Servicio de
Patologia Anatémica en la Facultad de Ciencias Veterinarias sobre las
muestras de mucosas nasales frescas y congeladas, hidratadas o no en
medio preservante, se concluyd que las mucosas frescas tuvieron un

mejor estado de conservacion.
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. Fue posible validar el método espectrofotométrico para la
cuantificacion de butorfanol en el rango de concentracién entre 0,5 y 60

pg/ml.

. Existi6 una diferencia estadisticamente significativa de la
penetracion in vitro de las formulaciones control, FI, FIl y FlIl entre las

mucosas provenientes de las regiones olfatorias y respiratorias.

. El tween 80 fue el excipiente con mayor efectividad para
incrementar la penetrabilidad in vitro del butorfanol a través de la regién

olfatoria de la mucosa nasal equina.

En la seccion in vivo, se realizd un estudio de disposicion
plasmatica de butorfanol tras su administracién IN e IV en equinos, y
posteriormente se realizd un estudio de la eficacia analgésica de
butorfanol. De estos resultados, se desprendieron las siguientes

conclusiones:

. La administracion IN de butorfanol reflej6 concentraciones
plasmaticas del farmaco menores a las observadas luego de su

administracion por via V.
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. El butorfanol se distribuyé ampliamente y fue eliminado

relativamente rapido, tanto en la via IN como por via IV.

. La administracién de butorfanol por via IN reflej6 una absorcion
rapida y tuvo una biodisponibilidad alta (49,84 + 27, 49 %; excluyendo al

sujeto outlier este valor aumenta a 59,84 + 23.10 %).

. La administracion de butorfanol modificd significativamente el
tiempo de latencia del reflejo corneal independientemente de la via de
administracién utilizada. Es decir, el butorfanol ejercié efecto analgésico

administrado tanto por la via IV, como por la IN.

. El efecto analgésico de los animales tratados con butorfanol por via
IV e IN no fueron similares. La administracion del farmaco por via IV

indujo un inicio mas rapido que la IN.

. No se identificaron diferencias significativas en el grado de

analgesia tras la administracion de butorfanol por via IV e IN.
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