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Resumen
La microencapsulacion es uno de los métodos mas utilizados para la proteccion y
conservacion de las propiedades fisicoquimicas de diversas sustancias, como por
ejemplo, L-arginina, el cual es un aminoacido que regula las vias metabdlicas que son
criticas para la salud, crecimiento y reproduccion de animales rumiantes. Obtener
sistemas de administracién oral que resistan las condiciones fisiolégicas del tracto
digestivo de estos animales y que garanticen su liberacion en el sitio de accidn, resulta
un reto en la medicina veterinaria. El objetivo del presente trabajo fue elaborar
microesferas del polimero Eudragit® conteniendo L-arginina-HCI mediante el método
de emulsién/evaporacion del solvente como técnica de proteccidén para su liberacion
en medios que simulan el intestino de rumiantes, evaluando su funcionalidad con la
prueba de disolucion.
Se prepararon 9 lotes de microesferas utilizando el sistema acetona/parafina liquida y
la combinacibn de polimero Eudragit S 100/RS 100, con relacion
aminodcido:polimeros 1:10 y 1:20. Las microesferas fueron caracterizadas de acuerdo
a su morfologia y tamafo. Se evalud el rendimiento del proceso y la eficiencia de
encapsulacion. La liberacion in vitro fue estudiada en tres diferentes medios (los cuales
simulan las condiciones de pH del tracto gastrointestinal de los rumiantes): pH 6 por
10 h, pH 3 por 50 min'y pH 7.5 por 105 min.
Se obtuvieron microparticulas esféricas, translicidas, con tamaro entre 415-1120 pm.
El rendimiento del proceso fue alto para todas las formulaciones (90-96%). La
eficiencia de encapsulaciéon varié desde 59 a 93%. La velocidad de liberacion fue
dependiente de la proporcion de polimeros en la formulacion. Lotes con mayor
contenido de Eudragit S100 liberaron rapidamente su contenido en el primer medio,
mientras que la liberacion de L-arginina-HCI fue lenta e incompleta para formulaciones
gue contenian 60% o mas de Eudragit RS en su composicion. El método fue eficiente
y econémico a esta escala. La combinaciéon de polimeros pH-dependiente y tiempo-
dependiente fue efectiva para  controlar la liberacibn de L-arginina-HCI.
Proporciones equivalentes de Eudragit S y Eudragit RS fueron las mas adecuadas
para controlar la liberacion en los medios de prueba y permitir la liberacién en el sitio
de accion.
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1. INTRODUCCION

Avances y nuevas metas impulsan a la industria farmacéutica a enfocarse al area de
la medicina veterinaria y en especial al de complementacion nutricional dirigida a un
grupo de gran importancia econdmica como son los rumiantes (Melgoza et al., 2007).
En la nutricién de rumiantes, suministrar todos los aminoacidos (AA) esenciales a nivel
sistémico es de gran importancia para asegurar las demandas requeridas para el
mantenimiento y la reproduccién. L-arginina, es uno de los AA mas versatiles que
sirve como precursor para la sintesis de urea, 6xido nitrico y poliaminas; también
regula vias metabdlicas que son criticas para la salud, crecimiento, homeostasis y
reproduccion de animales (Chache et al., 2013). Tanto el 6xido nitrico como las
poliaminas son importantes para la supervivencia embrionaria asi como para el
crecimiento y desarrollo de la placenta (Kim et al., 2011). A pesar del hecho de que los
rumiantes pueden sintetizarla, la L-arginina se considera un AA esencial porque la
sintesis de novo no es suficiente para satisfacer los requerimientos particularmente en

las etapas tempranas del crecimiento (Morris, 2009).

Un inconveniente que presenta este aminoacido cuando es ingerido por los animales
rumiantes, es su rapida degradacion en el rumen. De hecho, las caracteristicas propias
de la fisiologia digestiva de los rumiantes hacen que, practicamente la totalidad de los
alimentos ingeridos o de las sustancias administradas via oral, se vean sometidos a la
accién digestiva ruminal (hidrélisis, biohidrogenacion y fermentacion microbiana,
principalmente) antes de ser digeridos en el abomaso y absorbidos en el intestino
(Asplund, 1994). Por esta razdn, las nuevas lineas de investigacion en nutricién de

rumiantes buscan disefar productos de liberacion prolongada en el rumen.

El empleo de sistemas de liberacion modificada y el disefio de particulas protegidas
contra los diferentes pH’s y microorganismos de los compartimentos estomacales de
los animales rumiantes es un modelo ideal que esta tratando de alcanzarse por medio

de numerosas investigaciones.



Uno de los métodos mas utilizados para la proteccion y conservacion de las
propiedades fisicoquimicas de una variedad de sustancias quimicas es la
microencapsulacion. El término “microencapsulacién” se utiliza para designar una
categoria de tecnologias utilizadas para proteger solidos, liquidos o gases en el interior
de una matriz polimérica o coraza. En contraste con otras técnicas de recubrimiento,
la formacién de particulas se produce en un solo paso, lo que hace de la
microencapsulacion, un proceso sencillo, rapido y econdmico para la obtencién de
microparticulas (Benita, 2006), que se utilizan para obtener sistemas de liberacidn
prolongada y controlada, para mejorar la biodisponibilidad, estabilidad y ademas
permiten que el principio activo alcance sitios especificos de liberacion (Haznedar y
Dortung, 2004). Para seleccionar un método de microencapsulacion, se debe tener en
cuenta varios requisitos: La estabilidad y la actividad biolégica de la sustancia a
encapsular, ya que no debe verse afectada durante el proceso de microencapsulacion,
el rendimiento del proceso, la eficacia de encapsulacion, la calidad de las microesferas
y el perfil de liberacion del farmaco debe ser reproducible dentro de los limites
especificados (Benita, 2006).

Debido a que resulta un proceso complejo el hecho de que los nutrientes lleguen hasta
el intestino de los rumiantes para su absorcién, es importante disefar estrategias para
lograrlo; sin embargo, esto significa un gran reto para los formuladores de productos
veterinarios con aplicacion en rumiantes, ya que obtener un sistema de administracion
oral que resista las cambiantes condiciones fisiolégicas que existen en el rumen, y que
garanticen su liberacion en el sitio de accion, resulta una area de oportunidad para los

tecndlogos farmacéuticos.

El objetivo de este trabajo fue preparar y caracterizar microesferas de Eudragit®
(polimero formador de cubierta) conteniendo L-arginina en su sal clorhidrato (L-
arginina-HCL), mediante un método adecuado, que permita obtener microesferas que
resistan el paso a través de los diferentes compartimentos del sistema digestivo de
rumiantes, para alcanzar un perfil de liberacién controlada en su intestino, evaluandose

la funcionalidad del producto con una prueba de disolucién in vitro.



2. ANTECEDENTES

En los dUltimos afos, el desarrollo de productos comerciales basados en
microparticulas se ha extendido a diversos sectores industriales como el farmacéutico,
alimentario, cosmético y agricola por mencionar algunos. Sin embargo, la
microencapsulacion ha sido ampliamente utilizada en la industria desde hace varias
décadas. El principio de encapsulacion es muy antiguo, si la Bioquimica es un principio
de vida, nada hubiera sido posible sin la integracion de estructuras dentro de
membranas (por ejemplo, las mismas células y las mitocondrias). Partiendo de ello, el
objetivo primordial de los procesos de encapsulacion es aislar, proteger, liberar y
funcionalizar ingredientes activos (Poncelet, 2006).

En el ambito farmacéutico las primeras investigaciones sobre microencapsulacién
fueron reportados por Bungen Burg de Jong y Kan en 1931, quienes prepararon
esferas de gelatina mediante un proceso de coacervacion. El método de coacervacion
se ha considerado como el mas antiguo para la producciéon de microcapsulas (Gupta
y Dey, 2012). En 1933 Hickey et al, prepararon microcapsulas utilizando la técnica de
evaporacion del disolvente, pero ésta fue desarrollada plenamente hasta 1979. El
método se basa en la evaporacion de la fase interna de una emulsién mediante
agitacion (Hwisa et al., 2013). A partir de entonces, se han disefiado nuevos métodos
quimicos, fisicos y fisicoquimicos para producir microcapsulas, que han sido
preparadas con una gran variedad de polimeros y distintas proporciones de principio
activo, utilizando diversos métodos tales como el de la evaporacion del solvente,
secado por aspersion, gelacién ionotrépica, suspensién de aire y polimerizacion

interfacial.

La preparacion de microcapsulas a nivel industrial se remonta a 1950 cuando Barry
Green y Schleicher investigadores de la Comparia National Cash Register produjeron
microcédpsulas de colorantes por coacervacion compleja empleando gelatina y goma
arabiga para emplearse en la fabricacién del papel autocopiante sin carbén (Benita,
2006).



Hasta la década de 1950, toda la medicacion oral incluso la mas moderna, tenia una
gran desventaja: no era posible controlar el tiempo o el lugar de liberacion de los
principios activos. El desarrollo de los polimeros Eudragit® por R6hm & Haas GmbH
en Alemania fue la solucién a este problema. Hoy en dia, existen variantes de
Eudragit® que se encuentran disponibles en el mercado con diferentes aplicaciones
que han sido empleados en la preparacion microesferas (Evonik, 2011; Gonzalez et
al., 2005).

La combinacién de polimeros Eudragit® pH-dependiente y tiempo-dependiente como
materiales de recubrimiento y en procesos de microencapsulaciéon ha sido reportado
previamente en el ambito farmacéutico. En la mayoria de los casos se ha utilizado
Eudragit S en combinacion con Eudragit RL, sin embargo, sélo existen pocos reportes
en el disefio de microesferas utilizando Eudragit S y Eudragit RS para controlar la
liberacidén de farmacos en colon (Akbuga, 1991; Lamprecht et al., 2003). En productos
de uso veterinario Claro de Souza y Maldonado (2011) prepararon Microesferas de

Eudragit RS conteniendo Albendazol.

Los rumiantes son animales eficientes en la degradacion de alimentos fibrosos.
Durante su evolucién, en su tracto digestivo se desarroll6 el compartimento de
fermentacién conocido como reticulo-rumen. En estos 6rganos se forma un
microambiente que almacena alimentos y alberga microorganismos anaerobios, tales

como hongos, bacterias y protozoarios.

Muchos estudios han sido desarrollados usando microparticulas como sistemas de
liberacién de farmacos en el area de la tecnologia farmacéutica. El mercado de la
industria farmacéutica veterinaria ha explotado muchas estrategias para mejorar la
eficacia de farmacos y reducir la frecuencia de administracién a travées del desarrollo
de sistemas de liberacibn modificada. Una de estas estrategias es el uso de
Microparticulas, las cuales son sistemas versatiles que, de acuerdo a sus
caracteristicas pueden ser administradas a través de diversas vias, como la parenteral,
oral, ocular, nasal y pulmonar. El primer producto comercialmente disponible basado

en microparticulas para uso veterinario fue lanzado en Nueva Zelanda; se trata de un



producto que contiene vitamina B12 que es liberada continuamente por mas de 200
dias (Rathbone y Martinez, 2002).

En anos recientes sistemas de liberacion de farmacos de uso veterinario con polimeros
biodegradables tales como el acido poli (lactico-co-glicdlico) PLGA, han sido
ampliamente utilizados para la formacion de microesferas, en su mayoria de uso
parenteral, evaluados en el area del control del estro, promocién del crecimiento,
control de ectoparasitos y vacunas. SMARTShot™B12 es una suspensién oleosa que
contiene microesferas de PLGA de liberacion prologada, conteniendo 12 mg/mL de
selenio y 3 mg/mL de clorhidrato hidroxocobalamina que ha utilizado para la
administracion en ovejas y corderos (Medlicott, et al. 2004).

El acido poli L-lactico (PLA), también un polimero biodegradable se ha utilizado para
producir microesferas que contienen esteroides por un proceso de extraccién de
solvente y en la actualidad la formulacién comercial (Lutamete Plus) disponible para el
control preciso de la ovulacién en yeguas contiene 100 mg de estradiol y 1250 mg de
progesterona (Winzenburg et al., 2004).

Los animales rumiantes han evolucionado para consumir y subsistir con pastos y
arbustos compuestos predominantemente de celulosa. De ahi que el uso de
excipientes celuldsicos (por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa) que se utilizan
comunmente en el campo humano para retrasar la velocidad de liberacion de un
farmaco no se pueden utilizar en la elaboracion de formas de dosificacion para
rumiantes porque el excipiente seria digerido rapidamente por los microorganismos
del rumen (Rathbone, 2012).

En el laboratorio de Farmacotecnia de esta casa de estudios, previamente se han
disenado distintas formulaciones conteniendo urea, L-arginina y metionina para uso en
rumiantes utilizando la familia de polimeros Eudragit® y Surelease® (Melgoza, et al.,
2007; Sanchez, 2014), sin embargo, hasta el momento no se han utilizado
combinaciones de polimeros pH-dependientes y tiempo-dependientes de baja
permeabilidad para controlar la liberacion en el sitio de accion. En este trabajo se



propuso un método para la obtencién de microesferas de Eudragit® conteniendo L-

arginina-HCI que permitan la liberacién del aminoacido en el intestino de rumiantes.



3. MARCO TEORICO

3.1 Sistemas de liberacion modificada

Se denomina sistema de liberacion modificada (SLM) a cualquier preparacion
farmacéutica que se ha disefiado de tal manera que se modifica la velocidad o el lugar
de liberacién del principio activo respecto a las formas farmacéuticas de liberacion
inmediata del mismo principio activo y destinadas a la misma via. De esta forma de
liberacidn se distinguen tres tipos: Liberacion acelerada, prolongada o extendida y
diferida o retardada (Bernad et al., 2003). La terminologia empleada para estos
sistemas no es muy precisa y todavia no existe armonizacién. El término “liberacion
modificada” es el que emplean las Farmacopeas Europea y Americana como
alternativa a la expresion convencional formas retard. Estrictamente la denominacion
de formas retard so6lo deberia utilizarse para las formas de liberacién retardada
(Paredero, 2008).

Los sistemas de liberacion acelerada, son aquellas formas sélidas que se disuelven
instantaneamente en la cavidad oral sin necesidad de administracion de agua o
liquidos. Los sistemas de liberacion prolongada son disefiados para prolongar la
concentracion plasmatica del farmaco y el efecto terapéutico, o para mejorar las
caracteristicas farmacocinéticas del medicamento. El principio activo se libera
inicialmente en proporcion suficiente para producir su efecto, y después se libera de
forma lenta a una velocidad no necesariamente constante, manteniendo la
concentracion eficaz durante mas tiempo que con las formas de liberacién inmediata.
Para muchos autores el término liberacion prolongada, extendida, controlada o
sostenida es utilizado indistintamente (Qiu y Zhou, 2011). La liberacién retardada hace
referencia a aquella preparacion farmacéutica cuya velocidad de liberacién del activo
es retardada en el organismo gracias a un modo de fabricacion; esto es, la preparacion
libera el principio activo en un momento diferente a inmediatamente después de su
administracion. Se permite retardar la entrega del principio activo hasta que el sistema
alcanza un cierto punto en el tracto gastrointestinal (Bernad et al., 2003).



Todos los SLM comparten el objetivo comin de mejorar la farmacoterapia respecto a
la alcanzada con sus contrapartes convencionales. Para el diseio de un SLM
se deben considerar factores fisicoquimicos, biologicos y terapéuticos, ademas de
si es 0 no justificable la eleccidn del principio activo dentro del sistema. Entre otras
caracteristicas, se debera considerar el tamafno y estado fisico del sistema, la
anatomia del sitio de accién y el microambiente. La comprension de ésto es
criticamente importante en el diseiio de sistemas de liberacién controlada. La
utilizacion de materiales poliméricos como soportes de farmacos para regular y
dosificar su liberacién en aplicaciones especificas es una perspectiva que ha adquirido
gran interés (Weiser y Saltzman, 2014).

La posibilidad econdémica y tecnoldgica de desarrollar un nuevo sistema es otro factor

importante a tomar en cuenta, ya que muchos SLM actualmente desarrollados
no han podido ser comercializados debido a los altos costos de implementacién
tecnoldgica (Bernad et al., 2003).

3.2 Sistemas de liberacion de farmacos para uso veterinario

El valor cada vez mayor de los animales a la sociedad humana permite la aplicacién
de los avances farmacéuticos que se han desarrollado en la medicina humana al sector
veterinario. Los SLM de uso veterinario poseen ventajas sobre las formas de
administracion convencional: permiten que la cantidad de farmaco administrado sea
conocida, permiten la reduccion de efectos secundarios, a menudo se reduce el estrés
en los animales provocado por la manipulacion. Ademas, la disminucién en la
frecuencia de administracion minimiza la exposicion humana a compuestos

veterinarios que no son seguros de manipular (Winzenburg, 2004).

En medicina veterinaria, las formas de dosificacion de liberacion modificada son
productos que se han posicionado bastante bien en el mercado. Sistemas que
minimizan la necesidad de administraciones repetidas mientras alcanzan efectos

terapéuticos por periodos extendidos ofrecen beneficios que hacen que el desarrollo



comercial de estos productos sea favorable. Para ciertos usos ya sea profilacticos o
de tratamiento, la administracién Unica o poco frecuente se ha convertido en un
procedimiento estandar. Por ejemplo, existen productos que previenen parasitosis en
el corazdén y se encuentran disponibles en formas de administracion mensual. El
tiempo de liberacién puede variar desde pocas horas hasta varios meses dependiendo
del objetivo para el cual fue disefiado (Tabla 1). La mayoria de los productos
veterinarios de liberacion modificada estan indicados como promotores para la
produccién de leche, control de ectoparasitos, antibidticos, promotores del crecimiento,
sincronizadores del estro y como suplementos nutricionales (Medlicott et al., 2004).

Nombre Comercial
(presentacion)

Farmaco

Indicacion

Tiempo de liberacién

Heartgard® Plus . .
Filariosis canina
Ivermectina/pirantel (parasitosis en 1 mes
(Ta.b letas corazén de caninos)
masticables)
Compudose®200 Promotor del
estradiol crecimiento del 200 dias
(implante) ganado bovino
Posilac® Somatotropina bovina =~ Promotor de leche en 14 dias
iy . recombinante bovinos
(suspension estéril)
ProHeart®6
. . Control de endo y ecto
S e elsEile parasitos en perros. < EEES
(solucidn inyectable)
Nuflor® Antibiético sintético de
Florfenicol amplio espectro, para 48 horas
(solucién inyectable) bovinos y porcinos
Revalor® Promotor del
Trenbolona/Estradiol crecimiento del 70-90 dias

(implante solido)

ganado bovino



Los animales rumiantes son considerados en este estudio, desde una comprension de
su anatomia vy fisiologia, ya que proporcionan al formulador una visiéon no sélo en los

retos a los que se enfrentara, sino también las oportunidades que pueden explotarse.

3.3 Retos farmacéuticos en el desarrollo de productos veterinarios

Existen similitudes entre las industrias de la salud humana y animal; ambas se
encuentran en constante investigacion, tienen presencia global, son altamente
reguladas y tienen que obtener beneficios en un entorno empresarial competitivo. Sin
embargo, también hay diferencias notables como la diversidad de especies y razas,
variabilidad en el rango del tamafo y peso de los animales, las diferencias regionales,
la velocidad de biotransformacién y otros factores hacen que el desarrollo de los
sistemas de liberacion de uso veterinario sea mas complicado (Ahmed y Kasraian,
2002).

Pocas veces se reconoce que los problemas asociados al desarrollo de formulaciones
de productos de salud animal son equivalentes o incluso superiores a los de los
productos farmacéuticos de uso humano. En el sector ganadero, el reto es desarrollar
formas de dosificacidn que reduzcan al minimo el tiempo y el costo asociado al
tratamiento masivo de rebafos enfocadndose al bienestar de los animales, la facilidad
de administracion, la proteccidén durante toda la temporada y la seguridad humana.
Dentro del grupo de los animales de granja se encuentran los rumiantes. La singular
anatomia vy fisiologia del tracto digestivo de los rumiantes demanda considerar dos
factores importantes cuando se desarrollan dispositivos destinados a ellos: el reflejo
de regurgitacion y las condiciones ambientales del rumen (Vandamme y Ellis, 2004).

Los retos para el desarrollo de productos de accién prolongada son numerosos, éstos
giran en torno a las cuestiones de eficacia, retencion, administracién y eliminacion de
productos en pacientes que son de gran tamafo y dificiles de manipular, que pueden
causar dafo no intencionado al administrador. Afadir a esto, el hecho de que la carga
de farmaco debe ser alta, requieren un método de administracion especial, el producto
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necesita algun mecanismo de retencion integrado y sobre todo, la preocupacion por la
seguridad alimentaria humana (residuos en tejidos comestibles). Todo esto representa

un desafio en esta area de la ciencia farmacéutica (Rathbone, 2012).

3.4 Sistemas multiparticulados

El concepto de sistemas multiparticulados es caracterizado por el hecho de que la
dosis es administrada en un numero de subunidades, cada una conteniendo el
principio activo. La dosis es entonces, la suma de las subunidades individuales, y la
funcionalidad de la dosis completa es directamente relacionada con la funcionalidad
de las subunidades individuales (Dey, 2008).

Dentro de los sistemas de particulas multiples se encuentran los granulos, pellets,
microtrabletas y las microparticulas. Hoy en dia, ocupan una posicién muy destacada
en el amplio conjunto de las formas de administracion oral de medicamentos. El
objetivo del disefio de sistemas multiparticulados es desarrollar una formulacion
confiable que tenga todas las ventajas de una formulacién de unidad simple sin
comprometer la alteracién del perfil de liberaciébn y el comportamiento de la
formulacién debido a la variacion entre subunidades. Los perfiles plasmaticos que
proporcionan se caracterizan por presentar una reproducibilidad sensiblemente
superior a la que se observa cuando los farmacos se administran en formas
monoliticas (Borgquist et al., 2004). Esta importante ventaja tiene su origen en una
mas baja variabilidad del vaciamiento gastrico que se debe, a su vez, a que el tiempo
que se requiere para que las particulas pequefias (menores de 3 mm en el caso de
humanos y de 2 mm para rumiantes) pasen a través del piloro se vea poco afectado
por la ingesta de alimentos, cualquiera que sea la naturaleza de éstos (Pedrosa, 2008).
También tienen la ventaja de que, al extenderse las particulas con facilidad sobre la
mucosa gastrica, se minimizan los efectos adversos que pueden producir algunos
farmacos a nivel local. El principal mecanismo por el cual el farmaco es liberado de las
unidades depende del tipo de cubierta y del método por el cual fueron elaborados asi
como de las propiedades fisicas y cantidades del nicleo y excipientes presentes en la
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formulacién y del ambiente fisioloégico en el cual el farmaco es liberado (Roy y
Shahiwala, 2009).

3.5 Microparticulas

Las microparticulas son definidas como particulas coloidales cuyo tamario oscila entre
de 0.1 a 1000 um y son ampliamente usadas como transportadoras de farmacos para
liberacién sostenida. Estos sistemas tienen una significancia importante dentro de

aplicaciones biomédicas y farmaceéuticas.

Las microparticulas consisten de dos componentes: el material del nucleo que es el
ingrediente activo y el material de cubierta o pared, que protege al nucleo y puede ser
de una amplia variedad de materiales poliméricos y no poliméricos, incluyendo
polietilenglicol, polimetacrilatos, poliestirenos, celulosa, acido poli lactico, acido poli-
lactico-co-glicdlico, gelatina, entre otros. (Jyothi et al., 2010).

Del proceso de microencapsulacion pueden obtenerse “microcapsulas” o
“microesferas” dependiendo de su morfologia y estructura interna. En el primer caso,
el principio activo que puede ser de naturaleza liquida o sélida, se encuentra incluido
en una especie de reservorio recubierto por una fina pelicula de material. En la Figura
1a, se observa el caso de una particula con el interior lleno o parcialmente vacio,
creando una microcapsula hueca. En el caso de las microesferas, el principio activo se
encuentra altamente disperso en la matriz polimerica. Se puede tener una estructura
en forma de espuma en donde el material activo se localiza repartido en toda la
microcapsula (Figura 1b), o bien en una estructura abierta en forma de red (Figura 1c).
También existe el caso en el que el material activo esta disperso en la matriz que sirve
como cubierta, ya sea como esfera llena (Figura 1d) como en la periferia (Figura 1e).
La forma de la microparticula podra ser esférica o bien presentar una forma irregular
(Figura 1g). La obtencién de un tipo de estructura u otro, depende de las propiedades
fisicoquimicas del principio activo y del material de recubrimiento, asi como del proceso

tecnoldgico elegido, sin embargo, a menudo se utiliza el término microparticula para
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generalizar particulas en la escala micrométrica y frecuentemente los términos se usan
indistintamente (Lopretti et al., 2007; Rivas, 2010).

Microcapsula Microesfera Microparticula amorfa

a)

Figura 1. Morfologia de los diferentes tipos de microparticulas. (Tomado de Rivas, 2010).

Se han de tener presentes una serie de consideraciones farmacéuticas en el desarrollo
de estos sistemas de liberacion modificada: Tipo de material, método de preparacion,
tamano de las microparticulas, cantidad de farmaco incorporado, carga, farmaco
liberado, propiedades de la superficie, toxicidad del sistema de liberacidn y biocinética
del sistema de liberacion (Dubey et al., 2009). Los ensayos que aseguran la calidad y
homogeneidad de las microcapsulas son: caracteristicas morfolégicas (tamafio de
particula, estructura interna, densidad), rendimiento de produccion, eficacia de
encapsulacién, contenido y liberacién del principio activo, estado fisico e interacciones
polimero-material activo. (Pérez-Leonard et al., 2013).

3.6 Microencapsulacion

La microencapsulacioén se describe como un proceso de atrapamiento de particulas de
tamano micrométrico, que pueden ser soélidas, liquidas o gaseosas, en una pared
inerte, que a su vez aisla y protege del ambiente externo. Este proceso es

ampliamente usado en la farmacéutica y otras ciencias para proteger sustancias
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sensibles a la humedad y pH, enmascarar propiedades organolépticas como olor,
sabor o color, para manipular de manera segura materiales toxicos, impartir estabilidad
al principio activo, mejorar la biodisponibilidad y como formas de dosificacion
multiparticuladas para obtener liberacion controlada o dirigida y evitar efectos adversos
como irritacion gastrica (Paul et al., 2012; Jyothi et al., 2010).

3.6.1 Métodos de microencapsulacion

Se han reportado varios métodos de preparacion de microparticulas, a groso modo,
pueden agruparse en dos principales categorias: métodos quimicos y métodos fisicos.
La primera categoria incluye aquellos métodos en los cuales los materiales de partida
son mondmeros/prepolimeros. En estos métodos reacciones quimicas son

involucradas con la formacién de las microesferas.

La segunda categoria consiste de aquellos métodos en los cuales no hay reacciones
quimicas involucradas en el proceso y sélo se considera la forma de preparacion
(Dubey et al., 2009). Los métodos fisicos pueden subdividirse en métodos
fisicoquimicos y fisicomecanicos. La tabla 2 resume esta clasificacion, sin embargo,
otros autores los han clasificado de diferente manera considerando sus propios
criterios (Ghosh, 2006).

Métodos quimicos Métodos fisicoquimicos Fisicomecanicos
e Coacervacién e Secado por aspersion
e Polimerizacion e Encapsulacién sol-gel e Lecho fluido
interfacial e Microencapsulacion asistida e Encapsulacion
¢ Policondensacion por COz supercritico electrostatica
e Evaporacién/extraccion del e Encapsulacion al vacio.
solvente
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La seleccion del proceso de microencapsulacion para una aplicaciéon considera el
tamafno medio de la particula requerida, las propiedades fisicoquimicas del agente
encapsulante ademas de la sustancia a encapsular, las aplicaciones para el material
microencpasulado, el mecanismo de liberacién deseado y el costo.

3.6.2 Emulsién/evaporacion del solvente

La técnica de evaporacion del solvente ha sido ampliamente usada en los ultimos afios
para la preparacién de microesferas con varias aplicaciones y muestra un futuro
prometedor por sus ventajas sobre otras técnicas, por ejemplo, su simplicidad, rapido
procesamiento y con el minimo de variables a controlar durante el proceso que pueden
ser facilmente implementadas a escala industrial. Con este método, se han producido
micro y nano esferas para la liberacion controlada de farmacos, péptidos y vacunas
(Hwisa et al., 2013; Rawat, 2007).

Este método es frecuentemente usado para encapsular farmacos insolubles en agua,
ya que la eficiencia de encapsulado para farmacos hidrosolubles es baja debido a la
pérdida del principio activo antes de la etapa de solidificacion de la fase polimérica, y
esto puede considerarse una desventaja del método (Rawat, 2007). Sin embargo, se
han realizado una serie de modificaciones a la técnica para mejorar la eficiencia de
encapsulaciéon de farmacos hidrosolubles. Por ejemplo, la aplicacion de una emulsion
no acuosa (0/0) proporciona una barrera protectora entre el farmaco y el solvente del
polimero y para evitar una particion del farmaco hacia la fase externa. La fase continua
es frecuentemente un aceite mineral o vegetal y la fase dispersa un solvente organico
volatil (Hwisa et al, 2013).

Este método es basado en la evaporacion de la fase interna de una emulsién por
agitacion. De manera general, la cubierta que es de naturaleza polimérica es disuelta
en un solvente organico con bajo punto de ebullicion. El material del nacleo es disuelto
o dispersado en la solucion del polimero para formar una suspension o una solucién.

Esta fase organica es emulsificada bajo agitacion en una fase dispersante que consiste
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de un no solvente del polimero que es inmiscible con el disolvente organico, y que
contiene un agente emulsificante apropiado. Una vez que la emulsién es estabilizada,
la agitacion se mantiene hasta que el disolvente se evapora después de la difusion a
través de la fase continua resultando en microesferas sélidas. Las Microparticulas son
recuperadas por filtracidén, lavadas y secadas (Hwisa et al 2013).

A pesar de que el método de evaporacion del solvente es simple, los procesos
fisicoquimicos que gobiernan el proceso son muy complejos. Este sistema es
caracterizado por la existencia de varias interfaces a través de las cuales ocurre una
transferencia de masa durante la formacion de las particulas. La Figura 2 ayuda a

ejemplificar el proceso por el que ocurre la formacién de microesferas en este proceso.

L2/G
G ‘/

L2 L1fL2

/

Figura 2. Representacion esquematica de las diferentes interfaces en el
proceso de evaporacién del solvente.

La formacién de microesferas se lleva a cabo por el flujo de masa en dos etapas: 1) el
solvente difunde de las gotas de la fase dispersa (L1) hacia la fase continua (L2). La
particién a través de la interfase L1/L2 no sélo esta limitada al solvente, parte del
principio activo también puede emigrar; 2) el solvente se difunde en la fase continua
y ocurre la evaporacion en la interfase L2/G). Acompafnado de la evaporacion del
solvente, las gotas de la fase dispersa se vuelven ricas en polimero debido a la
eliminacion del disolvente y comienzan a solidificar (Hwisa et al., 2013; Li, 2008).
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3.6.3 Influencia de las variables de proceso

La esfericidad, tamafo y rendimiento de las microesferas son influenciados por
muchas variables de proceso como la naturaleza del solvente, concentracion del
polimero, tipo y concentracion de emulsificante, relacion de voliumenes entre las fases,

temperatura y relacion polimero:principio activo.

La seleccion de solventes y la fase continua determinan la formacién de las

microesferas y la eficiencia de atrapamiento. La seleccion del solvente deberia incluir:

e Buen solvente para el polimero para mejorar el atrapamiento del principio activo

e Pobre solvencia para el principio activo para minimizar su particion hacia la fase
externa

e Bajo punto de ebullicién para facilitar la evaporacion

¢ Inmiscible con la fase continua

¢ No debe provocar la degradacién del principio activo y

e Ser aceptable para uso humano y veterinario

Mientras que para la seleccidén de la fase externa deberia considerarse aquella que
tenga un elevado punto de ebullicién, no téxico, inmiscible con el solvente organico y

econdémico (Hwisa, 2013).

La microencapsulacion de principios activos hidrosolubles requiere el uso de una fase
dispersante polar, tal como el aceite mineral (parafina). El sistema acetona/parafina es
frecuentemente usado en el método de la emulsién-evaporacién del solvente porque
ambas fases cumplen con lo especificado anteriormente (Jelvehgari y Montazam,
2012).

3.7 Polimeros de cubierta

Independientemente del método elegido para preparar las microcapsulas, el primer

paso en la microencapsulacion sera la seleccion de una matriz de encapsulacion
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adecuada. El material de cubierta debe tener la capacidad de formar peliculas que
sean cohesivas con el material del nucleo, quimicamente compatibles con el material
a encapsular y proporcionar las propiedades de proteccion deseadas. Entre los
agentes encapsulantes destacan los alginatos, etilcelulosa, el acido poli (lactico-co-
glicélico) y los polimetacrilatos (Ghosh, 2006).

Los polimeros Eudragit son copolimeros derivados de ésteres de acido acrilico y
metacrilico. Las propiedades fisicoquimicas de los diferentes tipos de polimeros son
determinados por el tipo de grupos funcionales. Estos polimeros estan disponibles en
diferentes formas fisicas (dispersiones acuosas, soluciones organicas, granulos y

polvos) y son ampliamente usados para sistemas de liberacion dirigida y controlada

(Tabla 3).

Polimero Disponibilidad Propiedades de
Eudragit® disolucion
Copolimeros L 30 D-55 Dispersién acuosa al 30%
mfetacTiIico.s.,G.rupo [ 100-55 Polvo Disglucién a pH por
uncional: acido encima de 5,5
carboxilico L 100 Polvo
R=COOH ” . Disolucion a pH por
(Aniénico). L12,5 Solucién organica al 12,5%  oncima de 6.0
Gastrorresistentes S 100 Polvo Disolucion a pH por
y enterosolubles. S12,5 Solucién organica al 12,5%  encima de 7,0.
FS30D Dispersion acuosa al 30%
RL 100 Granulos Insoluble,
Copolimeros RL PO Polvo Alta permeabilidad,
ol AL RL30D Dispersién Acuosa al 30% Hinchamiento
metacrilato independiente del pH
Grupo funcional: RS 100 Grénulos Insoluble,
trimetilamonioetil RS PO Polvo nga permeabilidad,
B RS 30D Dispersion Acuosa al 30% Hlnchamlgnto
CH2N+(CH3)3ClI- independiente del pH.
(neutro)
NE 30 D Dispersion Acuosa al 30% Insoluble, baja
Copolimeros del permeabilidad,
metacrilato Hinchamiento
Grupo funcional: NE 40D Dispersion Acuosa al 40%  independiente del pH,
ésteres neutros No requiere
R= COOCH3 o NM 30 D Dispersion Acuosa al 30%  plastificante,

COOCA4HS9 (neutro)

Altamente flexible.
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Eudragit RS 100 es un copolimero de etil acrilato, metil metacrilato y bajo contenido
de ésteres del acido metacrilico con grupos amonio cuaternario. Es un polimero
insoluble en medio acuoso, pero es permeable y tiene la capacidad de producir perfiles
de liberacién independientes del pH. La permeabilidad de este polimero en medio
acuoso es consecuencia de la presencia de grupos amonio cuaternario. La
composicion molar de etilacrilato, metilmetacrilato y cloruro de metacrilato de
trimetilamonio-etilo es de 10:20:1 y tiene un peso molecular de 150 000. La Figura 3,

muestra la estructura molecular de las unidades de repeticion del Eudragit RS.

CH, R,

- ——CH,——C—CH,—C—— -

=0 C=0
(|) OR,
CH,

| + CH;
CH,——N

| >cn,
CH,
Cr

Figura 3. Estructura molecular de las unidades de repeticion del
Eudragit RS 100

Eudragit S100 es un copolimero aniénico compuesto de acido metacrilico y
metilmetacrilato (1:2) cuyo pH de disolucién es por encima de 7, por lo que se clasifica

como un polimero pH-dependiente (Figura 4).

Figura 4. Estructura molecular de las unidades de repeticion del
Eudragit S 100
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Las siguientes propiedades beneficiosas de Eudragit S han sido consideradas para el
desarrollo de microparticulas. Ellos son i) aceptados como excipientes farmacéuticos,
ii) generalmente considerados como no toxicos, iii) pH sensibles con disolucién por
encima de 7 cuya disolucidon ocurre como resultado de cambios estructurales del

polimero asociados con la ionizacion del grupo funcional carboxilico (Evonik, 2011).

3.8 Mezcla de polimeros para el control de liberacion de farmacos

Un tema de indudable interés es el relativo a la utilizacion de combinaciones,
habitualmente binarias, de diferentes variedades de Eudragit con el objetivo de ampliar
las posibilidades de modulacién de los perfiles de liberacidon del farmaco. Mezclas de
polimeros pueden tener propiedades significativamente mejores que el polimero
individual para alcanzar la liberacion controlada. El uso de mezclas de polimeros como
materiales de cubierta para sistemas de liberacién controlada puede ofrecer mayores
ventajas incluyendo i) facilidad de ajustar los patrones de liberacion deseados, de las
propiedades mecanicas y mecanismos de liberacion, y ii) la posibilidad de desarrollar
nuevas estrategias para conseguir el sitio especifico de liberacién del principio activo
dentro del tracto gastrointestinal. Sin embargo, estos sistemas son mas complejos que
cuando se trabaja con un unico polimero (Siepmann, et al., 2008; Akhgari et al., 2006).

3.9 Rumiantes

El grupo mas importante de los mamiferos herbivoros son los rumiantes. Pertenecen
al 6rden artiodactila que se distinguen de otros animales (monogastricos) por el
desarrollo de una serie de compartimentos anteriores a su verdadero estomago, el
abomaso. Conforman uno de los mas grandes grupos de animales de granja. Entre las
diferentes especies, los rumiantes son considerados los animales mas importantes
para la humanidad, ya que son fuente principal de alimentos y fibras de origen animal
(Van Soest, 1982).
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3.10 Sistema digestivo de rumiantes

Los animales domeésticos pueden clasificarse de acuerdo a sus capacidades
alimenticias en herbivoros y carnivoros. Una caracteristica distintiva de los herbivoros
es su dependencia nutricional sobre procesos de fermentacién bacteriana. Una
clasificacion diferente pero relacionada con los animales domésticos refiere a la

disposicion anatomica del tracto gastrointestinal.

Los rumiantes son animales con sistema digestivo caracterizado por un pre-estomago
que comprende el rumen, reticulo y omaso; y un estbmago, el abomaso (Figura 5). Los
compartimentos del pre-estbmago son principalmente sitios de digestién microbiana
de los alimentos. Esta disposicion unida a la enorme capacidad de su estémago, los
hace especialmente aptos para alimentarse de forrajes con alto contenido de celulosa,
mejora la utilizacion de nitrbgeno no proteico y la sintesis de acidos grasos volatiles.
(Vandamme y Ellis, 2004).

Esofago

Rumen
/pH 5.54;.&

07

I Reticulo
(unidad reticulo-rumen, pH 5.5-6.5)
Abomaso
Intestino delgado (pH 2.3) Omaso
(PH7-8)

Figura 5. Anatomia ruminal y pH de cada compartimento
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3.10.1 Rumen

Es el mas grande de los cuatro compartimentos. El rumen es esencialmente una
camara de fermentacion de gran tamafo, con capacidad de 100 a 225 L en vacas y de
10 a 25 L en ovejas y cabras (Vandamme y Ellis, 2004). Provee un ambiente
anaerébico, con una gran cantidad de bacterias y protozoarios, mantiene una
temperatura y pH constante (5.5-6.5) asi como un medio con una homogenizacién
adecuada. Este es un ambiente que producira fuerzas sobre una forma farmacéutica
que seran suficientes para causar erosion o abrasion. Este no es un buen sitio para la
absorcién ya que la mucosa del rumen comprende un epitelio escamoso estratificado,
actla como un compartimento que puede localizar y retener la accion de un farmaco
(Rathbone, 2012).

En el proceso de fermentacion la celulosa es hidrolizada a cadenas cortas de 4cidos
grasos como acido acético, propiénico o butirico que son utilizados por el animal en
otros proceso metabdlicos. Algunas especies bacterianas son capaces de utilizar
acidos grasos y nitrégeno no proteico como amoniaco para sintetizar sus aminoacidos
y proteinas. De este modo, la fermentacion puede ser beneficiosa por un lado, pero
por otro, puede ser perjudicial porque reduce el valor nutritivo de algunos
carbohidratos, proteinas de alto valor bioldgico y permite la hidrogenacion de lipidos

insaturados (Vandamme vy Ellis, 2004).

3.10.2 Reticulo

El rumen vy reticulo frecuentemente son considerados como como una sola unidad
funcional separada por el pliegue reticulo-rumen, la separacién es solo parcial para
todos los objetivos practicos, permitiendo el libre intercambio del contenido. El reticulo
toma su nombre de la disposicion en forma de red de los pliegues de su mucosa y esta
situado cranealmente y en contacto con el diafragma (Relling y Mattioli, 2003). En la
unidad reticulo-rumen el alimento ingerido se mezcla con agua y saliva y queda a
merced de la microbiota del rumen.
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3.10.3 Omaso

Es el tercer compartimento y es caracterizado por un numero de pliegues que le sirven
al animal para absorber agua y nutrientes, y su funcion mas importante es actuar como
un filtro. El omaso se ubica a la derecha del reticulo y posee forma esférica. Después
de la rumia y digestion microbiana, el contenido ruminal pasa através del omaso al
abomaso (Relling y Mattioli, 2003).

3.10.4 Abomaso

Es la Unica parte del tracto gastrointestinal que secreta jugos gastricos. El pH es mucho
mas bajo que en rumen y generalmente tiene un valor cercano a 3. La gran diferencia
en pH puede ser usada para modificaciones adicionales a los agentes suministrados
para facilitar su absorcidén en esta parte o en intestino. Esta region se conoce como
estdbmago verdadero, en muchos aspectos éste actua de manera similar a la del
estdmago de los animales monogastricos y es el sitio de secreciones considerables de
acido y pepsina que ayudan a la digestién (Vandamme y Ellis, 2004; Van Soest, 1982).
Una caracteristica fisica de este 6rgano que merecen menciéon en relacion con la
administracion de farmacos es el amplio plegado del revestimiento de la mucosa del
organo, que proporcionan un area de superficie ampliada para procesos excretores y
de absorcion, sino que también pueden utilizarse para retener el material particulado

por periodos de tiempo prolongado.

Las significantes diferencias entre el sistema digestivo de los herbivoros y los no-
herbivoros permiten explicar la mayoria de las variaciones observadas en la absorcion

de principios activos entre las especies animales (Vandame y Ellis, 2004).

3.10.5 Intestino

No presenta mayores diferencias con el de los herbivoros no rumiantes salvo el

intestino grueso que tiene menor desarrollo ya que la mayor parte de la fermentacion
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bacteriana se produjo en el rumen. En el intestino se terminan de digerir las proteinas,

se digieren las grasas y se absorben todos los productos finales de la digestion.

3.11 Importancia econdmica de la reproduccién en rumiantes

Los rumiantes domesticados han tenido una relacién simbidtica con el hombre desde
tiempos prehistoricos. A pesar de que no todas las sociedades poseen rumiantes
domesticados, existen aquellas que los han convertido en una manera de
supervivencia, de hecho conforman uno de los mas grandes grupos de animales de
granja; miembros comunes de esta clase son ovejas, vacas, cabras y ciervos, pero
hay muchas otras especies de herbivoros que han evolucionado a lo largo de lineas
similares. Se han utilizado con diversos fines, desde fuentes alimenticias para proveer
carne y leche hasta usos no alimentarios como los que se enlistan en la Tabla 4 (Soest,
1982; Sabnis y Rathbone, 2013).

Clasificacion Contribucion Fuente principal
Lana
. Ovejas, cabras, camélidos,
Fibra Cabello )
Piel Cueros Todos los rumiantes
pieles Ovejas, camélidos
Grasas no comestibles Vacas, ovejas y bufalos
Productos no ,
. Cuernos, huesos Vacas, bufalos
comestibles L )
Extractos endécrinos Vacas, ovejas
Fertilizante . .
. . Rumiantes domésticos
Combustible (estiércol) .
. Vacas, ovejas, camellos,
Residuos Gas metano ,
Vacas, bufalo
Pastoreo
Distribuciéon de semillas
Conservacion Ecologia (mantenimiento y Todos los rumiantes

restauracion)
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En una sociedad como la nuestra, la diversidad de productos tales como carne, leche,
cuero y lana, son factores de importancia econémica. En vacunos, ovinos y caprinos,
la reproduccién es un aspecto de vital importancia en su explotacion; una alta eficiencia
reproductiva es requisito indispensable para el éxito econémico del productor y debido
a ello se han tenido que desarrollar tecnologias para hacer mas eficiente su produccion
y mejorar su reproduccion (Wagner y Marmolejos, 1995).

En la ganaderia contemporanea es necesario entender la teoria de la regulacién
de las funciones sexuales sobre la base de los conocimientos cientificos, porque
sblo desde este punto de vista es posible dirigir y organizar concretamente la
crianza, asi como valorar y resolver con éxito las perturbaciones reproductoras. De
ahi que disefiar sistemas que garanticen la optimizacién y mejora en la reproduccion

es un reto al que se enfrenta la medicina veterinaria (Rathbone, 2012).

3.12 Suplementacion alimenticia y reproducciéon en rumiantes

En condiciones tropicales es muy dificil encontrar un forraje que sea capaz de
suministrar, en cantidad y calidad, todos los nutrientes que requiere el animal. Asi se
impone la necesidad de suministrar suplementos alimenticios. La actividad
reproductiva de los rumiantes es nutricionalmente exigente y requiere de un suministro
constante y adecuado de energia, proteina y minerales. En bovinos, ocurren una serie
de cambios fisioldégicos durante la gestacién tardia, en el momento del parto y durante
la lactacion que imponen sobre el animal fuertes demandas de nutrientes, y ademas
debe quedar una reserva metabdlica para reiniciar la actividad reproductiva. Asi el
proceso reproductivo, la produccion de carne y leche establecen la necesidad de
suministrar diariamente los nutrientes requeridos ya que condiciones de desnutricion
afectan considerablemente la respuesta animal (Garmendia, 2005).

Generalmente, para maximizar el rendimiento de los animales de granja se ofrecen
suplementos ricos en proteinas, los cuales pueden perjudicar la ureogénisis e

incrementar la concentracibn de amoniaco en plasma, resultando en infertilidad,
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disminucion de la produccién de leche, incremento en la excresion de nitrégeno en
orina y heces contribuyendo a la contaminacién ambiental. Por lo tanto, la
suplementacion de nutrientes especificos puede mejorar la fertilidad, la produccion de
leche, la utilizacién del Nitrégeno en la reproduccion mediante una disminucién de
amoniaco en plasma mediante una regulacion eficiente del ciclo de la urea (Chacher
et al., 2013).

3.13 L-arginina

Los aminoacidos constituyen un grupo de nutrientes muy especiales. Su principal
funcion es la incorporacion a proteinas, también forman parte de péptidos de gran
interés fisiol6égico y son precursores de todas las sustancias nitrogenadas del
organismo (con excepcién de las vitaminas). La arginina esta clasificada como un
aminoacido hidréfobo basico teniendo un carbono alfa asimétrico, lo que le confiere
actividad Oéptica; por esta propiedad, los aminoacidos se dividen en dos tipos de
compuestos, que son Levdgiro (L) y Dextrogiro (D). L-arginina es la unica forma que
se encuentra disponible en el medio natural y biolégicamente la mas metabolizable por
el organismo. La L-arginina es un amindacido alcalino en soluciones fisioldgicas y, por
lo tanto, para evitar un desequilibrio acido-base, su sal HCI (L-arginina-HCI), se utiliza
generalmente para administraciones intravenosas en animales y humanos (Ruiz de
Chavez, 2014).

L-arginina-HCI juega un rol importante en la regulacién del ciclo de la urea, sirve como
sustrato para la sintesis de una de las mas importantes fuentes de energia celular
como lo es la creatina. Tiene un papel significativo en la eliminacién del nitrégeno, el
lactato y amoniaco en plasma, favorece la sintesis de aminoacidos como Glutamato y
Prolina, puede estimular la liberaciébn de insulina y tiene efectos antioxidantes
(Bulbarela et al., 2009).
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3.14 L-arginina y su importancia en reproduccion

L-arginina, juega un rol importante en la fisiologia reproductiva de los mamiferos; ha
demostrado estimular la liberacion de hormonas anabdlicas, mejora el balance de
nitrégeno, es inmuno estimulatorio y timotréfico; ademas incrementa la tasa ovulatoria
en mamiferos. Se ha observado que es un potente estimulador en la produccién de la
Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnH) y la secrecion de Hormona
luteinizante. Por lo anterior, la suplementacion en la dieta con L-arginina durante la
gestacion ha demostrado evitar la muerte embrionaria y con ello favorecer la
prolificidad (Chacher, et al., 2013).

L-arginina es un precursor para la sintesis de 6xido nitrico (ON) y poliaminas. Tanto el
ON como las poliaminas tienen funciones fisiolégicas importantes sobre la
reproduccion en rumiantes. El ON es un importante factor angiogénico, que juega un
papel fundamental en el crecimiento y desarrollo vascular de la placenta, lo cual
favorece el flujo sanguineo utero-placentario permitiendo la entrega de nutrientes y
oxigeno de la madre al feto (Chacher et al, 2013). Participa en la funcién ovarica, el
desarrollo folicular y la ovulacién (Bulbarela et al, 2009), del mismo modo al ON se le
ha relacionado en la capacitacion espermatica, la implantacién del embriéon y en el

mantenimiento de la gestacion (Faletti, 1999).

Las poliaminas (putrecina, espermina y espermidina) también son esenciales para el
desarrollo de la placenta y embriogénis en mamiferos, sintesis de proteinas, atrapan
especies reactivas de oxigeno y estimulan la proliferacién y diferenciacion celular (Kim
et al.,, 2011; Wang et al 2014). A pesar del hecho de que los rumiantes pueden
sintetizarla, la L-arginina se considera un AA esencial porque la sintesis de novo no es
suficiente para satisfacer los requerimientos particularmente en las etapas tempranas

del crecimiento (Chacher et al., 2013).

Un inconveniente que presenta L-arginina, es su rapida degradacion en el rumen. La
ingesta de este aminoacido con impacto en la salud y reproduccion del ganado ha
tomado cierta preocupacion ya que administrada oralmente aun en grandes

cantidades, no entra en la circulacién sistémica debido a que el 40% de ésta, se
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degrada en el rumen (Kingston-Smith, 2013). Por ello, es necesario disenar
suplementos alimenticios conteniendo L-arginina-HCI que resistan la degradacion
ruminal y que permitan su absorcion para mejorar la reproduccion en este grupo de

animales.

3.15 Cuantificacion de aminoacidos por el método de Moore y Stein

Para la investigacién sobre la separacién cromatografica de aminoacidos, Moore y
Stein (1948) propusieron la técnica de reaccion con ninhidrina. Hoy en dia se considera
que es la técnica mas antigua para cuantificacion de aminoacidos, sin embargo ésta
presenta alta sensibilidad, ya que desde que se propuso fue disefiada para permitir la
determinacién de bajas concentraciones de aminoacidos en el efluente del sistema
cromatografico (Moore y Stein, 1948). El procedimiento se basa en la reaccion de
aminoacidos con ninhidrina reducida (tricetohidrindenhidrato) a pH 5; introduciendo un
agente reductor en el sistema para prevenir la oxidacion de la hldridantina formada
como resultado de la desaminaciéon oxidativa. Anos mas tarde Moore y Stein (1968)
presentaron modificaciones a su método para utilizar Dimetilsulféxido en lugar de
metilcelosolve (agente teratogénico y de dificil manipulaciéon) como solvente de la
ninhidrina y afadir directamente la hidridantina. El color parpura formado por la
reaccibn de aminodcidos en solucidbn con ninhidrina se atribuye al anién de

dicetohidrindylidenedicetohidridandamina (Moore, 1968).

3.16 Mecanismo y cinética de liberacion

El término mecanismo de liberacion ha sido utilizado como una descripcién del camino
por el cual las moléculas del farmaco son trasportadas o liberadas desde la forma
farmacéutica que lo contiene y como una descripcion del proceso o evento que
determina su velocidad de liberacién (Fredenberg et al., 2011). Los principales
mecanismos de liberacién de microparticulas incluyen difusién, disolucién, 6smosis y

erosion.
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1. Difusién es el mecanismo mas comunmente involucrado, el fluido de disolucion
penetra la pared, disuelve el ndcleo y éste se libera a través de canales
intersticiales. Por lo tanto, la liberacion total depende de la velocidad a la cual
el fluido de disolucién penetra la pared de la microparticula, la velocidad a la
que el farmaco se disuelve y la velocidad a la que el farmaco disuelto se libera
y dispersa hacia la superficie. La cinética de liberacion obedece a la ecuacion
de Higuchi.

2. Disolucién: la velocidad de disolucion de la cubierta de polimero determina la
velocidad de liberacion del farmaco desde la microparticula cuando la capa es
soluble en el medio de disolucion. El espesor de la capa y su solubilidad en el
medio, influyen en la velocidad de liberacion.

3. Osmosis: la capa de polimero actta como una membrana semipermeable y
permite la creacién de una diferencia de presion osmética entre el interior y el
exterior de la capsula a través de pequenos poros en la cubierta.

4. Erosidn: la erosion de la cubierta debido al pH y/o a la hidrélisis enzimatica

provoca la liberacion del farmaco.

Estudiar la liberacién del principio activo desde las microparticulas se ha vuelto
complicado debido a la gran diversidad en las formas fisicas de las microparticulas, el

tamarno, forma, arreglo del nucleo y la cubierta (Gupta y Dey, 2012).

Los modelos matematicos desarrollados hasta el momento desempefian un papel
muy importante en la liberacion controlada de farmacos, ya que permiten
determinar los principales parametros y los mecanismos que sigue la liberacion
de la molécula desde la matriz (Machin, 2013). Las propiedades fisicoquimicas del
material del nucleo tales como solubilidad, difusibilidad y coeficiente de particion, asi
como las propiedades del material de la cubierta como porosidad, grosor e inercia,
dificultan el modelaje de la liberacion del farmaco. Sin embargo, con base en varios
estudios relativos a las caracteristicas de liberacién, la liberacion puede ajustarse a los
siguientes modelos:
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3.16.1 Cinética de orden cero

Una cinética de orden cero es el modelo ideal que debe seguir la liberacion de un
farmaco si el objetivo es conseguir una actividad constante y prolongada, debido a que
se libera durante todo el proceso la misma cantidad de farmaco por unidad de tiempo.
Este modelo suele adecuarse cuando el mecanismo predominante es la
relajacidn/erosion del polimero, (Valor de ncercano a 1 en el modelo de Korsmeyer-
Peppas), y de manera simple viene expresado por la siguiente ecuacion:

Qr = Qo + kot

Donde Qxt es la cantidad de farmaco disuelto en el tiempo t, Qo es la cantidad inicial del
farmaco en la soluciéon (la mayoria de las veces Qo=0) y ko es la constante de liberacion
de orden cero (Costa y Sousa, 2001).

3.16.2 Cinética de primer orden

Este modelo muestra, por lo general, buena correlacion con los perfiles de liberacidn
que presentan un mecanismo mixto o transporte andmalo, en el que influyen, en
distinta proporcién, tanto la difusion segun Fick como la relajacién/erosién de la matriz
polimérica. Las formas farmacéuticas que siguen este perfil de liberacién, tales como
las que contienen farmacos hidrosolubles en matrices porosas, liberan el farmaco de
manera proporcional a la cantidad de farmaco remanente en su interior, de tal manera
que la cantidad de farmaco liberado por unidad de tiempo disminuye (Costa y Sousa,
2001).

ant: an0+k1t

30



3.16.3 Higuchi

Higuchi publico en 1963 probablemente la mas famosa y frecuente ecuacion
matematica utilizada para describir la velocidad de liberacion controlada de un farmaco
en un sistema matricial (Andreetta, 2003). EI modelo de Higuchi se emplea en los
estudios de liberacién de farmacos desde matrices no erosionables. Higuchi describié
la liberacion como un proceso de difusidbn simple que sigue la ley de Fick y que
depende de la raiz cuadrada del tiempo. El modelo de Higuchi simplificado puede

expresarse de la siguiente manera:

Qt=kH\/E

Donde t es el tiempo de liberacién, kn es la constante de disolucién de Higuchi.

3.16.4 Korsmeyer-Peppas

Se trata de un modelo simple, semiempirico, que relaciona exponencialmente la
liberacién del farmaco con el tiempo transcurrido. Se emplea para determinar si la
cinética de liberacién sigue un mecanismo de difusién que obedece a la ley de Fick o

si por el contrario sigue un mecanismo diferente:

Segun Peppas, el valor de n se relaciona con los diferentes mecanismos de liberacién,
de la siguiente manera (Tabla 5):

e Valores cercanos a 0,5 indican que la liberacion sigue un comportamiento
fickiano, siendo la difusion el principal mecanismo implicado.

e Valores de ncercanos a 1 indican que la liberacién esta controlada por procesos
de relajacion/erosiéon del polimero, lo que se denomina transporte “Caso II”.
Estos perfiles se ajustan al modelo de cinética de orden cero, por lo que
presentan una liberacién constante en el tiempo (Costa & Sousa Lobo, 2001).

o Valores comprendidos entre los dos anteriores (variables segun geometria) son

indicativos de un mecanismo mas complejo, en el que influyen ambos procesos,
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difusion y relajacién/erosion de la matriz polimérica. Es lo que se denomina un
transporte “anémalo”.
e Valores superiores a 1,0 muestran lo que algunos autores denominan transporte

tipo “Super Caso II”, donde se tiene un proceso de difusion no fickiano.

n Mecanismo de transporte Tipo de liberacion en
del farmaco funcion del tiempo

0.5 Difusién fickiana 05

0.5<n<1.0 Transporte anémalo tn-1

1.0 Transporte caso |l Liberacion de orden cero

>1.0 Transporte stper caso |l tn-1

32



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los rumiantes representan el mayor sector dentro de los animales de granja,
actualmente desempeinan un papel importante para la sociedad humana, ya que
ademas de proveer alimento como carne y leche, de ellos se obtienen otros productos
como cueros, lanas, etc. Por lo tanto, el mantenimiento de su salud es de suma
importancia debido al impacto econémico que representa para la industria del ganado.
La reproduccion de rumiantes domesticados es un punto clave en la explotacién de
este grupo de animales. L-arginina juega un rol importante en los procesos
reproductivos, ya que es el sustrato de la enzima O6xido nitrico sintetasa para la
produccién de 6xido nitrico (NO), el cual influye en la fisiologia reproductiva. El 6xido
nitrico participa a nivel de Sistema Nervioso, sugiriéndose que puede estimular las
terminaciones nerviosas de las neuronas secretoras de la Hormona Liberadora de

gonadotropinas (GnRH), aumentar su produccién y obtener mayor actividad ovulatoria.

Los rumiantes poseen un sistema digestivo Unico. Debido al proceso fermentativo que
ocurre en el rumen, la mayoria de los compuestos bioactivos no son estables en el
duro ambiente ruminal. Debido a que resulta un proceso complejo el hecho de que los
nutrientes lleguen hasta el intestino para su absorcion, es importante disenar
estrategias para lograrlo. Las microparticulas son particularmente interesantes para el
desarrollo de formas farmacéuticas de liberacion modificada. Con el fin de optimizar el
crecimiento y la reproduccién, desarrollar un sistema multiparticulado de liberacion
prolongada, conteniendo L-arginina-HCI que permita alcanzar el sitio de accion es un
reto que se pretende alcanzar para mejorar el ciclo reproductivo de los rumiantes y con

ello obtener mejor beneficio de su explotacion.
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5. HIPOTESIS

La elaboracion de microesferas de L-arginina-HCI formuladas con dos tipos de
Eudragit®, uno pH-dependiente y otro de baja permeabilidad preparadas por el método
de emulsién-evaporacién de solvente evitaran que el aminoacido sea degradado por
el pH del rumen y abomaso de los rumiantes, siendo la prueba de disolucion el

indicativo de seleccion de la mejor formulacién.

6. OBJETIVO GENERAL

Elaborar microcapsulas de L-arginina mediante el método de emulsion/evaporacion
del solvente como técnica de proteccion para su liberacion intestinal en rumiantes, y

evaluar su funcionalidad con la prueba de disolucion.

6.1 Objetivos especificos

i. Realizar un estudio de compatibilidad entre las materias primas
utilizadas.

ii. Establecer las condiciones experimentales del proceso de
microencapsulaciéon: tipo de emulsién, velocidad y tipo de
agitacion, sistema de solventes.

iii. Determinar las variables de la formulacién: proporcion de
polimeros, relacion polimero:aminodcido, estabilizante de la
emulsion.

iv. Evaluar el proceso de fabricacién y caracterizar el producto
microencapsulado.

v. Evaluar in vitro la cantidad liberada de L-arginina-HCI| mediante la
prueba de disolucion.

vi. Cuantificacion de L-arginina-HCI| mediante la técnica de Moore y
Stein.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Reactivos

e Eudragit® S100 (Evonik Pharma Polymer). Donado por Helm de México.

e FEudragit® RS100 (Evonik Pharma Polymer). Donado por Helm de México.

e Estearato de Magnesio. (Skant Healthcaren LTD.) Donado por Merck Sharp &
Dome.

e L-arginina-HCI. (Sehyex S.A. de C.V.)

e L-arginina grado reactivo (Merck).

e Parafina liquida (Drogueria Cosmopolita)

e FEtanol (J.T. Baker).

e Acetona (J.T. Baker).

e Ninhidrina (Reactivos Meyer)

e Hexano (Reactivos Meyer)

e El resto de los reactivos para pruebas de evaluacion y caracterizacion, son
grado reactivo de J.T. Baker.

7.2 Método

7.2.1 Determinacion del tamafo de particula de L-arginina-HCI

Se determin6 el tamano promedio de L-arginina-HCI como materia prima con un
analizador de tamarno de particula por difraccion laser (Beckman Coulter LS 13 320),
utilizando 3 g de muestra.

7.2.2 Seleccion previa de L-arginina-HCI

Una muestra de 25 g de L-arginina-HCI fue tamizada en un equipo de tamizado en
cascada (Retsch AS200) utilizando mallas estdndar ASTM con aperturas desde 425
um hasta 38 um. (Mallas: 40, 50, 60, 70, 100, 170, 400, Base). Se eliminaron los

35



cristales que tenian un tamafno mayor a 90 um y los cristales mas finos, menores a 38

um. Se utilizaron Unicamente los que se retuvieron en malla 400 (38-90 um).

7.2.3 Estudio de compatibilidad

Para evaluar posibles interacciones entre los polimeros y L-arginina-HCI, se realiz6 un
estudio de compatibilidad por Calorimetria Diferencial de Barrido en un equipo Mettler
Toledo DSC-1. Se analiz6 una muestra de L-arginina-HCI, Eudragit S100, Eudragit
RS100 y la mezcla 1:1 de cada uno de estos polimeros con L-arginina-HCI. Las
mezclas fueron estresadas con temperatura, manteniéndolas a 40 °C en un horno
(Felisa), por 30 dias sin presentar algun cambio fisico caracteristico en color o
consistencia. Aproximadamente 5 mg de cada muestra fueron calentados en crisoles
de aluminio sellados y perforados. La muestra fue equilibrada a 10°C por 2 min. La
velocidad de calentamiento fue a 10°C/min. Las mediciones se realizaron en atmosfera
de nitrogeno de 20 °C a 300 °C.

7.2.4 Preparacion de microesferas

7.2.4.1 Desarrollo del método por coacervacion-adicion de un no-solvente

Con base en la metodologia propuesta por Villamizar, et al., (2008) y Martin et al.,
(2008), se establecieron las condiciones para trabajar con este método. Se prepararon
soluciones de Eudragit S100 en acetona con dos diferentes concentraciones: 0.5% y
0.75%. Se emplearon relaciones de solvente:no-solvente: 1:1,1:2, 1:3y 1:4 (Tabla 3).

Acetona fue elegida como solvente del polimero y hexano como no-solvente.

La solucién del polimero en el solvente se vertié en un matraz de fondo redondo con
un agitador magnético de 1 cm de longitud. A esta solucion se adicioné una cantidad
de L-arginina-HCI igual a la cantidad de Eudragit S100 utilizada, formandose una
dispersiéon. El matraz balén se colocé sobre una parrilla de agitacion magnética
(Barnstead|Thermolyne SP131325) con una velocidad de agitacién de 400 rpm. El no-
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solvente (Hexano) fue adicionado por goteo a una velocidad de 1 y 2 mL/min utilizando

una bureta. Durante todo el tiempo de adicion del no-solvente se registraron

cualitativamente los cambios en el aspecto de la dispersion coloidal.

Una vez terminada la adicién del no-solvente el sistema se coloc6 sobre una cama de

hielo, para endurecer las microparticulas. El producto se recuper6 por filtracion al vacio

con lavados de hexano frio. Las microparticulas se secaron en un horno (Felisa®) a

60°C por 12 horas para remover trazas de disolventes.

La Tabla 6 muestra las condiciones de experimentacion del método de coacervacidn

por adicién de un no-solvente.

Codigo de
formulacion

CP1

CP2

CP3

CP4

CP5

Condiciones

Relacion polimero:L-arginina-HCI 1:1

Relacion solvente:No-solvente 1:1
Concentracién del polimero: 0.5% p/v
Velocidad de adicién del no-solvente: 1mL/min
Relacién polimero: L-arginina-HCI 1:1

Relacién solvente:No-solvente 1:2
Concentracion del polimero: 0.5% p/v
Velocidad de adicion del no-solvente: 2mL/min
Nota: se utiliz6 un matraz bola

Relacion polimero: L-arginina-HCI 1:1
Relacién solvente:No-solvente 1:3
Concentracién del polimero: 0.5% p/v
Velocidad de adicién del no-solvente: 1mL/min
Relacién polimero: L-arginina-HCI 1.5:1
Relacion solvente:No-solvente 1:1
Concentracion del polimero: 0.75% p/v
Velocidad de adicion del no-solvente: 2mL/min
Relacion polimero: L-arginina-HCI 1:1
Relacién solvente:No-solvente 1:4
Concentracion del polimero: 0.5% p/v
Velocidad de adicién del no-solvente: 2mL/min
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El producto intermedio y final del proceso fue monitoreado mediante observacion en
un estereomiscroscopio (Cole parmer 48929-20). Por las caracteristicas morfoldgicas
que presentd el producto del CP 3, las microparticulas fueron analizadas en un
Microscopio Electrénico de Barrido (Jeol JSM-59000LV) para evaluar el grado de
proteccién. Las microfotografias del CP 3 pueden observarse en la Figura 9.

7.2.4.2 Desarrollo del método emulsion-evaporacion del solvente

Se establecié el método de emulsidén simple o/o-evaporacion del solvente para la
preparacién de microesferas de L-arginina-HCI. El siguiente método fue desarrollado
después de una extensa investigacion y experimentacion sobre la eleccion de
solventes, tipo de emulsién, diferentes combinaciones de dos polimeros, naturaleza y
concentracion del agente emulsificante, proporcion polimero:aminoacido y métodos de

agitacion-evaporacion.

Solventes como acetona y etanol fueron seleccionados en este método. Se empled
una combinacién de copolimeros del acido metacrilico (Eudragit’s). Polisorbato 80
(span 80) y Estearato de Magnesio fueron evaluados como estabilizantes de la
emulsion, pero este ultimo fue seleccionado en el método. Se utilizaron dos diferentes
relaciones de L-arginina-HCl:polimero y se probaron velocidades de agitacion desde
400 rpm hasta 1000 rpm en dos diferentes tipos de agitacion: mecanica y magnética.

Microesferas principio activo:polimero (1:10)

En la preparacion de las microesferas se utilizd 1 g de los polimeros Eudragit® con
diferentes proporciones (Tabla 7) y fueron disueltos en 12 mL de una solucion de
acetona:etanol (3:1) usando agitacion magnética (Barnstead|Thermolyne SP131325).
100 mg de L-arginina-HCIl y 20 mg de Estearato de Mg (20% de la cantidad del principio
activo) fueron dispersados en la solucion anterior del polimero para preparar
Microesferas con una relacidén arginina:polimeros de 1:10. La dispersidn resultante fue
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emulsificada en 120 mL de parafina liquida, equivalente a 10 veces el volumen de la
solucién del polimero. Se utilizé6 un agitador magnético de 5 cm, agitando a 900 rpm
en una parrilla de agitacion magnética durante 4 h hasta eliminacion del solvente.
Después de la evaporacion de la mezcla acetona:etanol las microesferas formadas
fueron recolectadas por filtracién al vacio (filtro Whatman 541) y lavadas 3 veces con
50 mL de hexano para endurecerlas y eliminar residuos de parafina. Las microesferas
se dejaron secar por un minimo de 12 h a temperatura ambiente. A partir de ahora, las
combinaciones de los polimeros se mencionaran considerando el primer término como

Eudragit S100 y el segundo como Eudragit RS100.

Eudragit® S Eudragit® L-arginina Estearato de

Lote 100 (mg) RS 100 (mg) magnesio
(mg) (mg)
1 800 200 100 20
2 700 300 100 20
3 600 400 100 20
4 500 500 100 20
5 400 600 100 20
6 300 700 100 20
7 450 550 100 20
8 550 450 100 20
9 500 500 50 30
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Microesferas principio activo:polimero (1:20)

Se siguié la metodologia descrita anteriormente con algunas modificaciones: la
relacion principio activo:polimero se cambié a 1:20. La cantidad de estabilizante
utilizada es mayor, utilizandose un 60 % de la cantidad de L-arginina-HCI (Tabla 7). El

resto de las condiciones fueron las mismas que en el método anterior.

7.2.5 Rendimiento del proceso

El rendimiento del proceso de preparacion de todos los lotes fue calculado usando el
peso en gramos del producto final después de haber sido secado con respecto al peso
total inicial de L-arginina-HCI y polimeros usados para la preparacion de las

Microesferas. Con la siguiente ecuacion se determiné el porcentaje de rendimiento:

o Peso (g)de microesferas obtenidas
% rendimiento = —— - x 100
peso (g) de L — arginina - HCl + polimero + Estearato de Mg

7.2.6 Eficiencia de encapsulaciéon

Para cada lote, el contenido de L-arginina-HCI en las microesferas fue determinado de
la siguiente manera: se pes6 1 g de microesferas y con ayuda de un mortero fueron
trituradas y extraidas con 150 mL de Buffer pH 7. Esta dispersion se agité por 20 min,
se filtré (papel whatman 541) y se tomé una alicuota de 15 uL que fue analizada
espectrofotométricamente (UV-Vis Varian Cary 50) a 570 nm con la técnica de Moore
y Stein. Este procedimiento se realiz6 por triplicado. La eficiencia de encapsulacién en

términos porcentuales se determind con la siguiente ecuacion:

o y Contenido de L — arginina en las microesferas
% Eficiencia encapsulacion = - — — x100
Contenido teorico de L — arginina
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7.2.7 Analisis microscopico

Las caracteristicas de superficie y morfologia externa e interna de las Microesferas
fueron investigadas y fotografiadas usando un estereomicroscopio Olympus SZX7. El
microscopio cuenta con una camara digital conectada a una computadora, donde las

micrografias son analizadas con un programa especifico para analisis de imagen.

7.2.8 Determinacion del tamano de particula

Para determinar el tamano de las Microesferas se utilizé un analizador de tamarno de
particulas por difraccion laser Horiba LA-950V2. De los lotes elaborados, 8 fueron
analizados por este método. Las Microesferas fueron suspendidas en una solucion
acuosa de tween 80 al 1% y posteriormente fueron vertidas a la celda de difraccién de

flujo continuo.

A un lote se le determind el tamano promedio mediante microscopia. Se utilizé6 un
estereomicroscopio (Amscope) que cuenta con una camara digital que se integré a
una computadora, y las micrografias fueron analizadas con un programa especifico
para analisis de imagen (AmScopex64). Un total de 100 Microesferas fueron evaluadas

y se reportd el tamano promedio.

7.2.9 Estudio de liberacion in vitro

La prueba de disolucion se realizé en un disolutor Hanson Research utilizando el
aparato 1. Se coloc6 1 g de Microesferas dentro de las canastillas y la prueba se
realizdé con 500 mL de medio a 39 £ 0.5°C y 50 rpm. Como medios de disolucion se
utilizaron tres diferentes buffers, los cuales simularon los pH’s del tracto
gastrointestinal de rumiantes (rumen, abomaso e intestino). Se inicié con 500 mL de
buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 6.0 (rumen). Se tomaron alicuotas (con reposicion
del medio) de 0.3 mL cada hora hasta completar 10 horas. Posteriormente, se sustituy6
el medio con un buffer de acetatos pH 3.0 (abomaso), tomando 0.3 mL de muestra
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cada 10 minutos durante 50 minutos y finalmente, se cambié el medio a pH 7.5
(intestino) utilizando 500 mL de buffer de fosfatos; se tomaron muestras de 0.3 mL
cada 15 minutos durante 105 min. En cada muestreo, un volumen igual al retirado fue
reemplazado con el mismo medio para mantener constante el volumen. La prueba se

realizd por triplicado.

De cada muestra, se tomaron 15 pL para cuantificar la cantidad de L-arginina-HCI
liberada siguiendo el método de Moore y Stein que se describira en el siguiente
apartado.

7.2.10 Cuantificacidon de L-arginina por el método de Moore y Stein

Con este método se determind el contenido de L-arginina-HCI en las microesferas
(Eficiencia de encapsulacién) y la cantidad de aminoacido liberado en la prueba de
disolucion. Las muestras se prepararon como se especifica en cada apartado y se
procedi6 de la siguiente manera:

Solucidn reactivo

Por cada mL de solucién reactivo, se pesaron 20 mg de Ninhidrina que fueron disueltos
en 0.75 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO). Por separado, 3 mg de hidridantina se
disolvieron en 0.25 mL de buffer de acetatos pH 5.5. Ambas soluciones fueron

mezcladas antes de usarse ya que se oxidan facilmente.

La cantidad de muestra que fue vertida en un tubo de ensaye con tapa rosca fue de
15 uL y posteriormente se adicionaron 485 uL de agua purificada y 200 uL de reactivo
de ninhidrina. Los tubos se taparon, se agitaron manualmente para homogenizar la
solucién y se llevaron a ebullicibn en un bafio de temperatura constante (Scorpion
Scientific) durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, los tubos fueron retirados del
bafio y se agreg6 1 mL de una mezcla etanol:agua (1:1). Estas soluciones fueron leidas
en un espectrofotometro UV-VIS (Varian Cary 50) a una longitud de onda de 570 nm.
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Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una solucion estandar de L-arginina
(Merck) al 0.028% (14 mg de L-arginina/500mL de agua destilada). A cada punto de la
curva, se anadié agua destilada, solucidn reactivo (200 pL) y después de 30 min en
ebullicién, se agreg6 1 mL de etanol al 50% y se procedi6 a leer en espectrofotdmetro
como se describi6é anteriormente. Con la ecuacion obtenida a partir de esta curva, se

determiné el contenido de L-arginina-HCI presente en las muestras problema.

7.2.11 Aplicacion de modelos de cinética de liberacion

Para investigar el mecanismo de liberacion in vitro de las formulaciones, los datos de
liberacidn fueron analizados usando los modelos cinéticos de orden cero, primer orden,
Higuchi y Korsmeyer-Peppas. El mejor modelo de ajuste fue identificado calculando el
coeficiente de regresion (R?), donde el mayor valor representd el mejor ajuste.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Determinacion del tamafio de particula de L-arginina-HCI

El control del tamano de particula de la materia prima es esencial para lograr
uniformidad en el tamafno del producto final asi como para controlar la precision y
reproduccion de la dosis. En la figura 6, se muestra el resultado de la distribucién de
tamano de particula de L-arginina-HCI. Los cristales tienen un tamafo promedio de
240.1 um, pero es una distribucion sesgada hacia la derecha y existen particulas de
casi el doble de tamaro (468.9 um). Por lo tanto, fue necesario homogenizar el tamarno
de la materia prima antes de utilizarse en el proceso de microencapsulacién por el

método de evaporacion del disolvente.
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Figura 6. Distribucién del tamafio de particula de L-arginina-HCI

8.2 Seleccion previa de L-arginina- HCI

En el caso de los productos sélidos puede ser necesario seleccionar el tamaro de las
particulas o efectuar transformaciones en su forma. L-arginina-HCI fue previamente
seleccionada para utilizar cristales de tamarno entre 38 y 90 um en la preparacion de
microesferas. El tamafio medio del producto final dependera entre otras cosas, del
tamano de particula del material a encapsular. Si se hubiese utilizado la materia sin
una previa seleccion, aquellos cristales de mayor tamano conducirian a Microesferas
mas grandes, que rebasarian la escala micrométrica. Ademas, una variacion
significativa en el tamano del nucleo, permite que haya variabilidad en la cantidad de

principio activo en las microesferas, lo que se traduce en una variaciéon de la dosis.
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8.3 Estudio de compatibilidad

Se realizd un analisis por Calorimetria Diferencia de Barrido para evaluar posibles
interacciones en estado solido entre los componentes y en consecuencia evaluar la
compatibilidad entre L-arginina-HCI y los polimeros. Los termogramas de los
polimeros de trabajo, de L-arginina-HCI| en estado puro y mezclados entre si se

muestran en la Figura 7 y 8.
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Figura 7. Termograma del polimero Eudragit S100, L-arginina-HCI y la mezcla 1:1 de ambos.

L-arginina-HCI tiene un punto de fusion entre 226-230°C (CAS No: 1119-34-2;15595-
35-4, Chemical Name: L-Arginine hydrochloride). En la Figura 7, L-arginina-HCI
presenta un marcado evento endotérmico en 228°C que corresponde a su punto de
fusién, mismo que se conserva cuando se encuentra en combinaciéon con Eudragit
S100. Esto indica que los cristales de L-arginina-HCI permanecen intactos cuando se
mezclan con el polimero.
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Figura 8. Termograma del polimero Eudragit RS100, Eudragit S100 y la mezcla de ambos polimeros
con L-arginina-HCI.

En la Figura 8, se presentan los termogramas sobrepuestos de los dos polimeros y la
combinacién de éstos con L-arginina-HCI. El pico caracteristico de L-arginina-HCI no
se vié modificado por la mezcla de polimeros y tampoco se observé un cambio en la
temperatura de fusién, mostrando que no existe incompatibilidad entre el aminoacido
y Eudragit S100-Eudragit RS100.

Las curvas DSC de los polimeros corresponden con las reportadas en trabajos
similares. Eudragit RS 100, presenta un pico ancho pero de muy baja intensidad entre

180 y 190°C, correspondiente a la entalpia de relajacion del Eudragit RS (Trapani et
al., 2007).
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8.4 Preparacion de microesferas

8.4.1 Desarrollo del método por coacervacidon-adicion de un no-solvente

Para la preparacion de microparticulas por este método, se realizaron diferentes
pruebas variando las relaciones solvente:no-solvente, polimero:principio activo,
distintas concentraciones del polimero y diferentes velocidades de adicion del no
solvente. En la Figura 9, se muestran microfotografias de los cristales de L-
arginina-HCI y del polimero Eudragit S 100. En este método, no se utilizaron cristales
de tamafo homogéneo del aminoacido, y en la figura 9a se observa la variabilidad en

el tamano de particula.

Figura 9. Microfotografia de la materia prima: a) cristales de L-arginina-HCl y b) Eudragit
S 100.

Durante el periodo de preparacién de las microparticulas, se realizaron observaciones
del producto con un estereomicroscopio para observar el transcurso de la formacion
de los coacervados. Las imagenes microscopicas de la Figura 10 muestran los
productos finales de CP 1, CP 2, CP3 y CP 4 (Figura 10a-10d, respectivamente). Se
observé que los productos CP1y CP 2 no eran mas que un aglomerado de polimero
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y L-arginina-HCI. El CP 3 presento caracteristicas diferentes, las particulas fueron mas
homogéneas; a esta escala microscépica no se observaron fibras ni plastas de
polimero. Por lo tanto, una muestra de este producto fue analizada por microscopia
electronica de barrido para obtener méas detalle de lo que ocurrié durante el proceso
(Figura 11).

Figura 10. Micrografias de a) CP 1, b) CP 2, c) CP 3y d) CP 4. Tomas con
estereomicroscopio.

En la Figura 11, con mas detalle se observa que el polimero se depositdé formando
fibras o precipitados finos sobre los cristales de L-arginina-HCI, y esto no implica una
verdadera deposicion, incluso pueden observarse particulas “desnudas”. Esto se debe
a que los polimeros empleados no se depositaron como una cubierta continua sobre

los cristales de arginina.
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Figura 11 Micrografias por Microscopia Electrénica de Barrido de microparticulas
obtenidas por coacervacion (CP 3); a) y b) Cristales de L-arginina con fibras de polimero
en su superficie. Enc) y d) obsérvese algunos cristales de L-arginina sin polimero en
la superficie

Se aumentd la concentracidén del polimero para evaluar si lo observado era por falta
de polimero (CP 4), y también se increment6 la velocidad de agitacion para tener el
sistema con mayor homogeneidad, pero los experimentos no fueron adecuados
porque el polimero precipitd sobre el fondo del matraz, sin cubrir a los cristales del
nucleo (Figura 11d). Ademas, en este experimento no se utilizaron cristales de L-
arginina-HCI de tamafio uniforme, por ello los de mayor tamafo se encentraron casi
desprotegidos de polimero.
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Los resultados no fueron satisfactorios porque las microparticulas obtenidas no
estaban siendo protegidas en su totalidad. Después de analizar estos resultados, se
probd un segundo método de microencapsulaciéon mediante el método de evaporacion

del solvente.

8.4.2 Desarrollo del método emulsion-evaporacién del solvente

8.4.2.1 Determinacion de las condiciones experimentales del proceso.

Se trabaj6 con la sal Clorhidrato de L-arginina (L-arginina-HCI) para mejorar la
solubilidad de la molécula en los fluidos intestinales. Ademas, L-arginina es un
aminoacido alcalino en soluciones fisioldgicas por lo que se utiliza en forma de sal HCI
para evitar un desequilibrio acido-base en sistemas de administraciones intravenosas

en animales y humanos (Ruiz de Chavez, 2014).

Se eligié el método de la emulsién/evaporacién del solvente porque es un método
sencillo, econémico y que recientemente se ha utilizado para encapsular farmacos
hidrosolubles (Li et al, 2008). Se establecié el sistema parafina/acetona en una
emulsiéon simple o/o ya que L-arginina-HCI no es soluble en los solventes organicos
que se utilizan frecuentemente en este método, permitiéndose alcanzar altas
eficiencias de encapsulacion. Parafina liquida fue seleccionada como fase externa
porque los polimeros y L-arginina-HCI son insolubles en ella, mientras que la mezcla
de acetona:etanol (3:1) fue elegida como solventes de los polimeros y por lo tanto
como fase interna. Acetona tiene una constante dieléctrica de 20.7 y etanol de 24.5.
Se sabe que aquellos solventes con constante dieléctrica entre 10 y 40 muestran pobre
miscibilidad con la parafina liquida. Ademas de que acetona:etanol son considerados
como solventes de baja o nula toxicidad y presentan un bajo punto de ebullicién, lo
cual facilita la evaporacién a temperatura ambiente (Das et al., 2015).

De acuerdo con El-Bari, et al., la relacion de volumenes entre fase interna y fase
externa impacta en el tamano de particula del producto final. Cuando ésta decrementa,
disminuye el tamarno de las microesferas. Por ello, en este estudio se seleccioné un
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volumen de fase continua 10 veces mayor a la fase dispersa. En algunos trabajos se
han reportado incluso volimenes de fase externa hasta 20 veces mayor, pero la
morfologia del producto se ve afectada por la rapida evaporacion del solvente y la
formacion de poros. Durante el disefio del método se realiz6 un experimento con
agitacion mecanica utilizando una propela de hélice de 2 aspas. Este tipo de agitacion
no fue utilizado en la elaboracién de los lotes porque el rendimiento del proceso se vi6
disminuido, ya que una cantidad considerable de polimero y aminoacido se adheria a
la propela provocando pérdidas considerables. Por lo tanto, la evaporacion del
solvente se consiguié con agitacién magnética, sometiendo el sistema a velocidades
entre 400 y 1000 rpm. La velocidad de agitacién 6ptima fue la que permitié la formacion
de una emulsién fina y estable (900 rpm). El tiempo de agitacion fue entre 3y 4 horas,
dependiendo de la velocidad de agitacion, hasta que el solvente se hubiese evaporado
por completo.

Hexano fue utilizado para limpiar la superficie de las microesferas porque éste
remueve la parafina liquida sin alterar la integridad de las microesferas. Ademas, como
no-solvente de Eudragit, permite endurecer las microesferas formadas.

8.4.2.2 Determinacion de las variables de la formulacion

Se disefnd una serie de formulaciones utilizando la mezcla de dos tipos de Eudragit®.
En este sentido, se propuso la combinacién de una variedad anidénica pH-dependiente
con una catioénica de baja permeabilidad. Los polimeros seleccionados fueron Eudragit
S100 y Eudragit RS 100 respectivamente, para modular la velocidad de liberacion en

medios que simulan el contenido ruminal.

El primer lote contuvo mayor cantidad del polimero pH-dependiente, en una proporcién
4:1 con respecto al de baja permeabilidad. A partir de éste, los siguientes lotes se
formularon aumentando un 10% la cantidad de Eudragit RS hasta que se invirtieron
las proporciones.
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Emulsificantes como el span 80 y Estearato de Mg fueron evaluados, sin embargo,
este ultimo fue agregado a las formulaciones como estabilizador de las gotas para
sobreponer el problema de coalescencia durante la evaporacion del solvente
(Haznedar y Dortunc, 2004). El uso de estearato de Magnesio como agente de
dispersion disminuy6 la tension interfacial entre las fases de la emulsion, permitiendo
mantener la forma esférica de las gotas hasta que ocurrié la evaporacién total del

solvente y fueron endurecidas lo suficiente para ser recolectadas.

Partiendo de la informacién proporcionada en los trabajos reportados por Kendall et
al., 2009 y Lamprecht et al., 2003, se establecié trabajar con la relacion L-
arginina-HCl:polimero 1:10, ya que cantidades inferiores a éstas, no ofrecieron la
proteccidn deseada para fines similares a los que fueron planteados en este trabajo,
incluso en otras investigaciones se demostré que con relaciones farmaco:polimero 1:1
y 1:2 no se consiguid la formacién de microesferas o en algunos casos, éstas eran
amorfas con poco contenido de farmaco (Khamanga, et al., 2009; Raffin et al., 2008).

Por este motivo no se probaron éstas cantidades en la preparacion de Microesferas.

8.5 Rendimiento del proceso y eficiencia de la encapsulacién

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 8, el proceso fue eficiente y sencillo
a esta escala de fabricacion, obteniéndose rendimientos por encima del 90% sin
importar la proporcién de polimeros. Las pérdidas del proceso se atribuyeron a los
componentes de la formulacién que se quedaron pegados en la superficie del vaso en

la interfase L/G (ver Figura 2) cuando ocurrié la evaporacion del solvente.

La eficiencia de encapsulacion se encontré por arriba del 59%. La carga del principio
activo dentro de las microesferas depende de las caracteristicas fisicoquimicas del
material del nacleo como el coeficiente de particién, el grado de ionizaciéon y su
solubilidad en el solvente y en la fase continua (Phutane et al., 2010). L-arginina-HCL
es practicamente insoluble en parafina liquida y en el sistema de solvente etanol-
acetona, por esta razéon la carga de L-arginina-HCl en las microesferas puede
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considerarse satisfactoria para la mayoria de los lotes, sin embargo ésta fue variable.
La eficiencia de encapsulacién no fue afectada por la combinacién de polimeros
cuando la relacién 1:10 aminoacido:polimero fue constante. Resultados similares
fueron presentados por Akbuga (1991) cuando en la preparacidon de microesferas
utilizé proporciones 1:4, 1:8 y 1:12 de Eudragit S:RS, y la eficiencia de encapsulacién

no estuvo relacionada con la mezcla de polimeros.

Tabla 8. Rendimiento y eficiencia de encapsulacion de

los 9 lotes preparados.

Lote Rendimiento Eficacia de
del proceso encapsulacion
1 96% 93%
2 92% 68%
3 93% 73%
4 90% 84%
5 92% 67%
6 93% 74%
7 91% 69%
8 95% 80%
9 90% 59%

La menor eficiencia de encapsulacion se observo en el lote 9, donde la cantidad de
polimero es 20 veces mayor que la cantidad del aminoacido. En la literatura se ha
descrito que si la viscosidad de la solucién del polimero se ve aumentada por una
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mayor concentracion de éste, la eficiencia de encapsulaciéon también aumenta (Li et
al., 2008); sin embargo esto no se vio reflejado en los resultados de ese trabajo. Trivedi
et al., prepararon microesferas de aceclofenaco y en los resultados de su estudio
indicaron que la eficiencia de encapsulacion se increment6 conforme la relacion
farmaco:polimero disminuy6 y esto es consistente con lo obtenido en los resultados de

este trabajo.

8.6 Analisis microscoépico

Morfologia

Las micrografias revelaron que las microesferas de todos los lotes tuvieron una forma
esférica, sin distincion entre cubierta y nucleo, una superficie lisa y en algunos casos,
casi transparente donde pueden observarse los cristales de L-arginina-HCI incrustados
en la pared polimérica que forma la Microesfera (Figura 12). Cuando la remocién del
solvente se realiza mediante evaporacion por agitacion, la superficie de las
microparticulas es mas lisa que cuando se elimina por extraccion (Lamprecht A. et a.l,
2003).

Figura 12. Microfotografia de a) lote 4 (Eudragit S100:Eudragit RS100 50:50) y b) lote 5
(Eudragit S100:Eudragit RS 100 40:60)
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El aspecto en la superficie depende del polimero que se encuentra en mayor
proporcién en la formulacion; en la Figura 13a la esfera es opaca (lote 1, 80:20
predomina el aspecto del Eudragit S100) y a medida que aumenta la cantidad de
Eudragit RS100 la apariencia cambia hasta observarse microesferas transparentes

(Fig 13c), tal como se presenta el polimero a granel.

Figura 13. Microfotografias con aumento de 5 veces para a) lote 1 (80:20), b) lote 4 (50:50) c) lote 6
(30:70)

A partir del estudio microscépico se determiné la morfologia especifica de la
microparticula (Figura 14), ya que por su estructura monolitica donde los cristales de
L-arginina-HCI| se encuentran altamente dispersos bajo la forma de diminutas
particulas en una matriz del material de recubrimiento (Lopretti, M. et al 2007) se

denominen particularmente microesferas.
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Figura 14. Microfotografia del corte transversal de las microesferas a un aumento de
50 veces.

8.7 Determinacion del tamaino de particula

Como parte de la caracterizacion de las microesferas se realizaron las mediciones de
tamano de particula de todos los lotes. El tamafno promedio de las microesferas se
encontrd entre 400 y 800 um, con excepcion del lote 9 (relacién L-argina-HCl:polimero
1:20) el cual fue significativamente mayor con una media de 1119.58 um. El tamafo
de las microesferas del lote 2 también fue considerablemente mayor. Este aumento no
esta relacionado con la proporcion de polimeros, ya que en las formulaciones
siguientes no hay una variacion significativa en el tamano; pero si se asocia con la
velocidad de agitacion utilizada en el proceso. Los valores presentados en la figura 14
permitieron confirmar que no existe diferencia entre el tamafo de particula entre lotes

con relacion L-arginina-HClI:polimero 1:10.

El tamano de particula no fue afectado por la proporcion de polimeros empleados en
cada formulacién, pero si por la relacion L-arginina-HCl:polimero. Un incremento en la
concentracion del polimero produce una fase dispersa mas viscosa, la cual forma
gotas mas grandes y consecuentemente esferas de mayor tamafno (Haznedar y
Dortung, 2004).
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Figura 15. Tamano promedio de las microesferas de los 9 lotes preparados.

Para los objetivos de este trabajo el tamano de particula fue un factor importante ya
que la ruta de administracion determiné el tamafo requerido para las microesferas. De
acuerdo con la fisiologia digestiva de los rumiantes, el reticulo se conecta al omaso
mediante el orificio reticulo-omasal que tiene un didmetro cercano a los 2 mm (Syzov,
2008). Para la administracion de sistemas particulados en rumiantes, es de suma
importancia considerar que éstos no rebasen el diametro del orifico, para que se
permita el paso a través de él y el producto llegue a abomaso y posteriormente a
intestino. Con los valores mostrados en la Figura 15, el tamafo de particula de las
microesferas es adecuado para permitir el paso a través del orificio reticulo-omasal.

La velocidad de rotacién del agitador generalmente controla el tamafno de las
microesferas, sin embargo también puede cambiar significativamente la forma (Lee,
2000). En el presente estudio, la velocidad de agitacién tuvo impacto no sélo en el
tamarno, sino también en la forma de las microesferas preparadas. Particulas esféricas
fueron formadas cuando la velocidad de agitacién fue superior a 700 rpm. Velocidades
de agitacién en el rango de 700-900 rpm dieron como resultado microesferas de menor
tamafno con morfologia uniforme. La agitacion proporciona energia para dispersar la

fase organica del polimero en la parafina; si la agitacion aumenta, se produce una
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turbulencia generada por las altas fuerzas de cizallamiento que producen una emulsién
fina que resulta en la formacion de microesferas de menor tamario (Islam et al., 2009;
Freitas et al., 2005).

Velocidades de agitacion entre 500 y 600 rpm, producen estructuras filamentosas
(Figura 16a). En los primeros instantes de la Emulsificacion de las dos fases, el
polimero (que se encuentra en la fase dispersa) permanece en forma liquida. A medida
que transcurre el tiempo y comienza a evaporarse el disolvente, el polimero comienza
a solidificar (debido a una pérdida de solubilidad) teniendo una consistencia semisélida
y “pegajosa’. En esta etapa, las gotas de la fase dispersa se consideran microesferas
‘inmaduras”. Cuando no hay una adecuada agitacion o cantidades suficientes de
emulsificante, estas microesferas inmaduras comienzan a fusionarse formando

agregados que originan particulas amorfas de mayor tamafo (Figura 16b y 16c).

Figura 16. Morfologia de microesferas obtenidas cuando la velocidad de agitacién oscila entre 500-
600 rpm. a) estructuras filamentosas observadas macroscopicamente. b) y ¢) Microfotografias de una
microparticulas “inmaduras”.
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Cuando la velocidad de agitacion fue inferior a 500 rpm no se formaron microparticulas;
las dos fases no fueron emulsificadas correctamente y a medida que ocurria la
evaporacion del solvente se formaron particulas viscosas que se aglomeraron hasta

formar masas de gran tamarno.

Por otro lado, la velocidad de liberacion se vio influenciada por el tamafo de particula,
mientras menor es el tamafno de las microesferas obtenidas, mayor es el area
superficial especifica en contacto con el medio de disolucion, facilitandose la liberacidn

del farmaco.

8.8 Evaluacion in vitro de las Microesferas

8.8.1 Perfiles de liberacion de los lotes 1 a 6

Para modular el proceso de liberacion, se combinaron dos variedades de los polimeros
Eudragit; uno de baja permeabilidad cuyo hinchamiento es independiente del pH y otro
cuya disolucion ocurre de manera dependiente del pH. La Figura 17 muestra el
comportamiento de la liberacion de 6 lotes de microesferas de L-arginina-HCI

preparadas con diferentes proporciones de Eudragit S y Eudragit RS.

La evaluacion en tres diferentes medios se realiz6 con el objetivo de simular los
compartimentos del tracto gastrointestinal de los rumiantes. En estos animales el
alimento ingerido puede ser retenido, en promedio por 6 h (y hasta 18 h) en el rumen
y por aproximadamente 30 min en el abomaso antes de ser transportado hacia el
intestino. El pH del contenido ruminal oscila entre 5.5y 6.5 y el pH del fluido abomasal
varia de 2 a 3. El intestino, es el sitio de absorcion de nutrientes y farmacos, y el medio
alcanza un pH por encima de 7 (Syzov, 2008). Estas consideraciones se tomaron en
cuenta cuando se realiz6 la prueba de disolucién in vitro y los tres medio de prueba
tuvieron un pH cercano al rumen, abomaso e intestino (pH 6, 3 y 7.5, respectivamente)
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Figura 17. Perfil de liberacion de L-arginina microencapsulada de los lote 1-6. Microesferas con relacion
aminodcido:polimero 1:10.

Como puede observarse, con el proceso de microencapsulacion se logré un retardo
apreciable de la liberacién de L-arginina-HCI. La observacion mas importante del
grafico recae sobre la disminucion significante de la velocidad de liberacién cuando la

cantidad de Eudragit RS incrementa en las Microesferas.

Eudragit RS es un polimero insoluble en agua pero es permeable a ella en todo el
rango de pH, efecto debido a la presencia de grupos amonio cuaternario. Eudragit S
es un polimero pH-dependiente el cual se disuelve a un pH por encima de 7. Tomando
en cuenta la solubilidad de Eudragit S en los medios de prueba, se esperaba que en
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los dos primeros, donde Eudragit S es insoluble, la liberacion de L-arginina-HCI fuese
insignificante, mientras que en pH 7.5 se esperaba fuese relativamente rapida. Sin
embargo por el gran tiempo de residencia en el primer medio, se presume una parcial
ionizacioén y el consiguiente hinchamiento de las cadenas poliméricas que crean una
cantidad suficiente de espacios entre las cadenas, las cuales permiten la difusion de
L-arginina-HCI hacia el exterior (Trivedi et al., 2008).

Cuando la cantidad Eudragit S fue considerablemente mayor en las Microesferas, (lote
1y 2) el 100% del contenido de L-arginina-HCI se liberd en el primer medio (pH 6). En
el lote 1 (80:20) hay una liberacién de L-argina-HCI desde el tiempo cero. Durante el
proceso de fabricacidn, los cristales del aminoacido que se encuentran en la gota que
forma la fase dispersa de la emulsién después de un periodo prolongado tienden a
difundir hacia la interfase, y cuando ha ocurrido la solidificacion del polimero los
cristales quedan en la superficie externa (Lamprecht et al, 2003) que al contacto con

el medio son disueltos de inmediato.

El porcentaje de cristales superficiales es un factor importante, ya que influye
directamente en el perfil de liberacion del material encapsulado. La elevada presencia
de cristales superficiales en una formulacién puede derivar en un marcado “burst
effect” o liberacion instantanea de las particulas superficiales. (Gonzalez et al., 2005),
En muchas de las formulaciones de liberacién controlada, inmediatamente después
de la colocacion en el medio de disolucién un gran bolo inicial de farmaco se libera
antes de que la velocidad de liberacion alcance un perfil estable. Este fenédmeno es

tipicamente asociado con el “burst effect” (Huang y Brazel, 2001).

En la Figura 18 se muestra una esfera del lote 1 después de la prueba de disolucién;
se observa el espacio que ha dejado un cristal de L-arginina-HCI en la superficie

exterior.
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Figura 18. Microfotografia de una microesfera del lote 1 después de la prueba
de disolucion

Cuando se incrementd en un 10% la cantidad de Eudragit RS en la formulacion (lote
2), el efecto en la matriz polimérica se volvio evidente ya que se logré incluso una fase
lag de 1 h en el perfil de liberacion, esta disminucion en la velocidad de liberacion se
asocia también con el aumento en el tamafo de particula. Cuando el tamafo de las
Microesferas aumenta, disminuye el area superficial de contacto con el medio de
disolucion, permitiendo retardar la liberacion, pero no lo suficiente porque se ha

liberado todo el contenido de L-arginina-HCI en las primeras 10 h de prueba.

En el lote 3 y 4 la adicion de 20% y 30% mas de Eudragit RS con respecto al lote
inicial provocd una extensién de la fase lag de hasta dos horas y a partir de la tercera
comenzé la liberacién. En formulaciones conteniendo mayor cantidad de Eudragit RS,
se observdé una fase lag provocada por el tiempo que necesita el polimero para
hidratarse y asi penetre el medio de disolucion; tan pronto como el medio penetra la
cubierta, la solublidad del L-arginina-HCI en el medio provocara que ésta se disuelva
y simultdneamente difunda hacia el exterior con un gradiente de concentracion mayor.
Con la formulacion del lote 3 se logr6 proteger en el primer medio 48% de L-
arginina-HCI, sin embargo, esta cantidad fue liberada rapidamente en el segundo
medio (pH 3).
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En el lote 4, donde las proporciones de los polimeros son equivalentes, la liberacion
fue mas lenta y controlada en el primer medio. A pesar de que en el compartimento
con pH 6 se liberd el 55% del principio activo, en el segundo medio no hay una
liberacion significativa y practicamente el resto de L-arginina-HCI si alcanza el tercer
compartimento y se libera gradualmente durante los 105 min de prueba en este pH.
Estos resultados probablemente se deben a la interaccion entre los grupos amonio
(cationicos) del Eudragit RS con los grupos carboxilicos del Eudragit S, que protegen
a los grupos anibénicos de la rapida ionizacién y como resultado de ello, retardan la
disolucion del polimero pH-dependiente después de las 10 h de la prueba en pH 6.
Esta proporcion equivalente de los polimeros permitié que en el segundo medio, sélo

hubiera una ligera liberacion del aminoacido del 3%.

La liberacién de L-arginina-HCI en las microesferas de los lotes 5 y 6 (que contienen
Eudragit S:RS en proporcion 40:60 y 30:70 respectivamente), donde predomina la
proporcién de Eudragit RS fue muy lenta e incluso incompleta. Haznedar y Dortung
(2004) también reportaron en sus resultados que la liberacion del principio activo sélo
alcanzé el 20% y 30% en medios de disolucién con pH 1.2 y 7.4 cuando utilizaron sélo
Eudragit RS en formulaciones de microesferas conteniendo acetazolamida. Cuando
utilizaron una combinacién de Eudragit RS:RL, se logré la liberacion del 100% del
farmaco. Las microesferas de los lotes 5 y 6 después de ser liberadas, fueron trituradas
y extraidas con un volumen de agua para verificar el contenido de L-arginina-HCI
remanente en las microesferas. Aproximadamente un 32% del total del aminoacido
estaba presente en las microesferas después de las 12.6 horas de la prueba de
disolucion. Armand et al (1987) reportaron en su estudio que una gran parte de
salicilato de sodio permanecio en la matriz de las microesferas de Eudragit RS aun
después de 20 h de exposicion al medio de disolucién.

En otro estudio Vachon y Nairn (1995) también prepararon Microesferas de Eudragit
RS conteniendo acido acetilsalicilico. En sus resultados no consiguieron liberar el
100% del farmaco, unicamente se liberd el 60% del contenido en 24 h de prueba. Los
autores asumen que este fendmeno es debido a la capacidad de los polimeros
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Eudragit RS para adsorber 4cido salicilico del medio de disolucion. Tienen la teoria de
que cuando el &cido salicilico difunde al exterior de la matriz polimérica y pasa al medio
de disolucon, el farmaco puede ser ionizado. El acido salicilico ionizado tiene una
carga opuesta a la de los grupos amonio cuaternario del polimero Eudragit RS
permitiendo que ocurra una unién electrostatica y que el farmaco permance adherido
a la matriz que forma el polimero. Jenquin et al (1990), investigaron la adsorcién de
acido salicilico sobre Eudragit RS y RL, encontrando la isoterma de adsorcion con el
modelo de Freundlich, e indicaron que el grado de adsorcion es proporcional a la
concentracion del farmaco. Es interesante notar que los farmacos citados
anteriormente contienen un grupo funcional &cido carboxilico en su estructura capaz
de ionizarse en el medio de disolucion. Esta misma situacion pudo presentarse en este
trabajo ya que L-arginina al ser un aminoacido presenta en su estructura un grupo
acido carboxilico.

En los lotes 5 y 6 se observd una fase lag de una hora y al final de la prueba los dos
lotes so6lo liberaron el 62% del contenido de L-arginina-HCI. En la figura 12 se observa
que Eudragit RS es el polimero que controla la liberacién en el medio con pH 6 ya que
tiene un comportamiento pH-independiente. En el medio con pH 3, Eudragit S como
polimero pH-dependiente juega un papel protector ya que la liberacidbn en este
compartimento es nula para el lote 5 (que tiene mayor cantidad de este polimero) y de
un 10% para el lote 6. Sin embargo, en el medio con pH 7.5 prevalece el efecto del
Eudragit RS ya que no hay liberacién significativa en los 105 min de prueba con este
pH.

8.8.2 Perfiles de liberacion de los lotes 7y 8

Partiendo de los resultados obtenidos en los perfiles de los lotes 3 y 4, donde una
diferencia de 10% entre ellos en el contenido de Eudragit RS tuvo una influencia
significativa en la modulacién de la liberacién en el medio con pH 3, se disefiaron los
lotes 7 y 8, variando solo un 5% la cantidad de los polimeros con respecto al lote 4
para observar si un cambio pequefio en el sistema tiene un efecto brusco sobre el
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comportamiento de la liberacion; con el objetivo de encontrar la proporcibn mas
adecuada de los Eudragit’s para obtener el perfil de liberacion deseado. Los lotes 7 y
8 con las proporciones 55:45 y 45:55 (Eudragit S:Eudragit RS) respectivamente,
mostraron que, modificando 5% la proporcion de polimero se controld liberacion en el

medio con pH 3 (Figura 19).
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Figura 19. Perfil de liberacion de L-arginina-HCI microencapsulada de los lotes 7 y 8.

Como fue de esperarse, el lote 8 que contenia mayor cantidad de Eudragit S present6
una velocidad de liberacion ligeramente mas rapida. Se confirmo el papel modulador
de la liberacion que juega Eudragit RS, ya que un pequefio incremento en la
formulacion permitd que la velocidad de liberacién disminuyera en cualquier medio.
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8.8.3 Perfil de liberacion lote 9: Efecto de la proporcion farmaco:polimero (lote
9)

Se prepar6 un lote de microesferas utilizando una mezcla 1:1 de los dos polimeros

variando la proporcién L-arginina-HCI:Eudragit a 1:20 para evaluar el efecto protector

del polimero cuando aumenta su concentracion (Figura 20).
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Figura 20. Perfil de liberacion de L-arginina'HCI microencapsulada del lote 9, relacién
aminoacido:polimero 1:20, y Perfil de liberacién del lote 4 (1:10)

El perfil de disolucién del lote 9 muestra resultados contrarios a lo esperado, ya que
Unicamente se esta protegiendo el 30% del principio activo en el primer compartimento,
incluso al to se presenta una liberacién del 10%. En la Figura 20 también se muestra el

perfil de liberacidén de L-arginina-HCI del lote 4 (proporciones equivalentes de los dos
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polimeros con relacion aminoacido polimero 1:10) para comparar el efecto de las

proporciones aminoacido:polimero.

Las microesferas del lote 9 estaban huecas y contenian una gran cantidad de cristales
en la superficie, que al contacto con el medio fueron disueltos. Esa cavidad en el
interior condujo a la formacién de una cubierta tipo corteza que disminuy6 el grosor de
la matriz polimérica que contiene L-arginina-HCIl y el trayecto de difusién del
aminodacido fue mas corto, permitiendo que la liberacion fuese mas rapida. La Figura
21 muestra un corte transversal de una esfera 50:50 (1:20).

Altas concentraciones de polimero pueden permitir una rapida precipitacion del
polimero sobre la superficie de la gota provocando una rapida solidificacion de la
microparticula, dando como resultado la obstaculizacion de la difusiéon de L-arginina
quedando atrapada en la superficie de la particula. Kendall et al. (2009) utilizaron
diferentes relaciones de principio activo:polimero (1:5, 1;10 y 1;30) en la preparacién
de microesferas cargadas con prednisolona. En sus resultados estas proporciones no
tuvieron un cambio significativo en lo velocidad de liberacidn del principio activo, lo que
concuerda con los resultados de este lote, ya que un aumento en la cantidad del

polimero no ofrecié mayor proteccion.

Figura 21. Microfotografia de un corte transversal de microesferas del lote 9.
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8.8.4 Perfil de liberacion Numero 10: Mezcla de dos lotes

Con los resultados ya existentes, el perfil de liberaciéon No. 10 (Figura 22) fue elaborado
mezclando cantidades iguales de los lotes 4 y 5, con el objetivo de observar el efecto
combinado de un lote de liberacion completa y uno de liberacién incompleta. El “Burst
effect” se presentd nuevamente en este experimento; el porcentaje liberado en el
primer medio fue el mas bajo de todos los ensayos (40%). En el segundo medio, se

liberé un 7% de L-arginina-HCl y en el tercero, un 23%.
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Figura 22. Perfil de liberacion de L-arginina-HCI de la mezcla de los lotes 4 (50:50) y 5 (60:40).

El objetivo de este proyecto fue proteger L-arginina-HCI de la degradacién ruminal.
Con esta propuesta de mezcla, se consigue la mejor modulacion in vitro de la liberacién
en el primer medio, sin embargo, no basta con protegerla, es necesario asegurar que
el aminoacido llegue hasta intestino y sea liberado ahi para su posterior absorciéon y
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sea aprovechado por el animal rumiante. Buscando cumplir este objetivo, no es el
mejor de los casos liberar sélo el 23% en intestino, ya que nuevamente se tiene una

liberacion incompleta al final de la prueba.

8.9 Aplicacion de modelos de cinética de liberacion

Los coeficientes de correlacion de los modelos matematicos que se muestran en la
tabla 9 fueron obtenidos con la herramienta DDS solver con el objetivo de describir la
cinética de liberacion. Los datos fueron procesados por cada compartimento, en donde
hubo liberacién significativa.

Tabla 9. Coeficientes de correlacion de los diferentes modelos matemaéticos.

Lote Orden Cero Primer orden Higuchi Korsmeyer-Pepas
R2 R2 R2 R2 n
1 (pH 6) 0.9771 0.9775 0.9256 0.9790 0.86
2 (pH 6) 0.9132 0.9628 0.9832 0.9868 0.40
3 (pH 6) 0.9187 0.9171 0.9707 0.9795 0.40
3 (pH3) 0.7432 0.7965 0.9001 0.9017 0.46
4 (pH 6) 0.9761 0.9293 0.9910 0.9907 0.46
4(pH7.5) 0.9205 0.9507 0.8758 0.9299 0.80
5 (pH 6) 0.9639 0.9330 0.9429 0.9820 1.25
5(H7.5) 0.9564 0.9577 0.8400 0.9494 0.98
6 (pH 6) 0.8457 0.7940 0.8597 0.9509 2.70
6(pH7.5) 0.2221 0.2795 0.7671 0.8986 0.20
7 (pH 6) 0.9561 0.9889 0.9282 0.9847 0.77
7(PH7.5) 0.9536 0.9442 0.8190 0.9462 1.03
8 (pH 6) 0.9552 0.9685 0.9748 0.9779 0.66
8(pH7.5) 0.6986 0.8122 0.9319 0.9220 0.47
9 (pH 6) 0.8224 0.9585 0.9429 0.9362 0.48
9(pH 3) 0.6236 0.6931 0.8526 0.8217 0.43
10 (pH 6) 0.9086 0.9189 0.8605 0.9161 0.81
10 (pH 7.5) 0.8414 0.8854 0.8814 0.8902 0.67
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En los dos primeros lotes, la liberacion se completé en el primer medio, y los datos se
ajustaron mejor al modelo de Korsmeyer-Peppas. Para el lote 1, el valor de ndescribe
una difusion no fickiana, mientras que para el lote 2 (n=0.401), n indica que se
combinaron los mecanismos de difusién parcial a través de una matriz hinchada y a

través de los poros llenos de agua.

Cuando los datos de los lotes 3, 6, 8, 9 y 10, fueron ajustados a los modelos, no hubo
una linealidad adecuada ya que los valores de R? son inferiores a 0.98. Sin embargo,
con esta informacion se determind que el ajuste mas idéneo corresponde con el mismo
modelo de Kosmeyer-Peppas, lo que indica que el mecanismo de liberacion del
amino@cido fue una combinacion de difusion y erosion. Cabe mencionar que al finalizar

el tiempo de disolucidn, la matriz polimérica no se disolvio, mantuvo su forma esférica.

El lote 4 tuvo un mejor ajuste con el modelo de Higuchi, lo que sugiere que el

mecanismo de liberacion del farmaco fue la difusién.

8.10 Seleccion de la Mejor formulacion

Con base en los perfiles ya mostrados y discutidos, el lote 4 representd la mejor
propuesta de este trabajo para liberar L-arginina-HCI en intestino de rumiantes. Si bien
se ha observado que puede protegerse hasta un 60% el contenido de L-argina-HCL
cuando se incremente lo suficiente la cantidad de Eudragit RS en la formulacion, esto
provoca que la liberacién no sea completa en intestino. Cuando las cantidades de los
polimeros fueron equivalentes, se liberd el 50% en el medio que simuld el rumen, pero
el 50% si alcanzé a liberarse en el tercer compartimento. Por lo tanto, la liberacion en
los previos compartimentos es resultado de los mecanismos que permiten la difusion
en el sitio de accidn, y para que esto ocurra esa liberacion en rumen es inevitable. A
pesar de esto, esa cantidad de L-arginina-HCI liberada en rumen, no se consideria una
pérdida, ya que el aminoacido puede aprovecharse por la microbiota que se aloja en
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ese compartimento para la formacion de péptidos y proteinas y es utilizada con el fines

nutricionales y no de mejora en la reproduccion.

Esto es significante porque si el objetivo de la mayoria de los sistemas de liberacion
es alcanzar el sitio de accion a un bajo costo, reduccion en el tiempo de proceso, y con
metodologias sencillas que puedan desarrollase a nivel laboratorio y que puedan
escalarse a grandes cantidades, el método de la preparaciéon de microesferas de
Eudagrit® conteniendo L-arginina-HCI mediante un proceso de microencapsulacién
por evaporacion del solvente representa un método satisfactorio para la produccién de
microesferas con aplicaciones veterinarias en administracion de aminoacidos para

rumiantes.

9. CONCLUSIONES

Con el proceso de microencapsulacion se logré un retardo apreciable de la liberacion
de L-arginina-HCI en medios que simulan el contenido ruminal. Este trabajo representa
una forma viable, sencillay reproducible de proteccién de un aminoacido hidrosoluble,
pero el método puede utilizarse para la proteccion de una amplia variedad de
sustancias con caracteristicas fisicoquimicas similares. Con una metodologia simple y
de pocas etapas, se logré proteger una cantidad importante del aminoacido del pH
que simula el ambiente ruminal, y con la mejor formulacién se consiguié que una
cantidad considerable del aminoacido alcanzara el intestino, liberandose para su

posterior absorcion. Del presente estudio, se concluye:

e No existe incompatibilidad entre los polimeros empleados y L-arginina-HCI,
permitiendo su uso para la fabricacion de microesferas.

e EIl método de la emulsién/evaporacion del disolvente fue adecuado para la
preparacién de microesferas de Eudragit conteniendo L-arginina-HCI.

e La combinacién de polimeros pH-dependiente y tiempo-dependiente fue
efectiva para controlar la liberacién de L-arginina-HCI, y asi, alcanzar el sitio de
liberacién intestinal requerido para el principio activo. La adicioén de Eudragit RS

71



a las formulaciones pudo modificar la liberacion de L-arginina-HCI retardandola
al grado de proporcionar una fase lag en los perfiles de liberacion.

Los rendimientos de preparacién y encapsulacion fueron relativamente altos, e
indican que el método es eficiente y econdmico a esta escala de preparacion.
El lote 4 que contiene proporciones equivalentes de Eudragit S y Eudragit RS
resultd ser el mas adecuado para controlar la liberacion de L-arginina-HCI en
los medios de prueba y permitié la liberacion del aminoacido en el intestino.
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