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RESUMEN

Durante las ultimas décadas se han desarrollado técnicas para mejorar la
reproduccion en rumiantes; la inseminacion artificial, superovulacion, sincronizacién
del estro, transferencia embrional y fertilizacion in-vitro son ejemplos de estas
técnicas. Recientemente se ha encontrado que algunos nutrientes especificos
juegan un rol importante en el crecimiento, inmunidad, desarrollo y reproduccion
que pueden ser utilizados para esta mejora; por ejemplo, se sabe que la L-arginina
estimula el sistema inmune, favorece el crecimiento hormonal y liberacion tanto de
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), como de la hormona luteinizante
(LH), siendo estas ultimas las que tienen un efecto benéfico en la reproduccion
(Amera et al., 2003). La L-arginina es precursor de la sintesis no so6lo de proteinas
sino también de Oxido nitrico, urea, poliaminas, prolina, glutamato, creatinina y
agmatina (Wu et al, 1998), donde el o&xido nitrico estimula la enzima
intracitoplasmatica guanilato ciclasa soluble, responsable de la sintesis de guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) que participa en la regulacion de la presiéon sanguinea,
la respuesta inmune, la funcidon ovérica, el desarrollo folicular y la ovulacion
(Bulbarela et al., 2009).

La gran variedad de especies y sus correspondientes diferencias anatémicas y
fisiolégicas son un nuevo reto para el desarrollo de formulaciones farmacéuticas,
entre las que destacan los sistemas de liberacion modificada (SLM) para uso en
rumiantes (Melgoza et al., 2007). El objetivo de este trabajo consistié en elaborar
diferentes lotes de pellets con caracteristicas que le permitan resistir el paso a través
del sistema digestivo ruminal y liberar la L-arginina en el intestino delgado. Se
realizaron diferentes lotes de pellets utilizando como nucleos Suglets® (sacarosa) y
Cellets® (celulosa microcristalina) en los cuales se incorporé L-arginina-HCI como
sustancia activa y sulfato de bario para dar densidad a los ndcleos. Los pellets
fueron recubiertos con un polimero pH dependiente Eudragit® S12.5 (10 - 20 % de
aumento en peso) y una capa adicional de sellado con diferentes polimeros (3 % de
aumento en peso); tanto la incorporacion del aminoacido como los recubrimientos

de proteccion fueron realizados en bombo convencional en lecho fluido. Los perfiles
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de disoluciéon mostraron que la cantidad de L-arginina-HCl liberada es independiente
de la naturaleza del nucleo; la incorporacién de L-arginina-HCl y sulfato de bario en
la misma capa es un factor importante en la liberacién y que la resistencia de la
capa de proteccion frente al medio de disolucién depende de la cantidad de polimero
incorporado, asi como las condiciones del proceso de recubrimiento. Con los
diferentes disenos fue imposible evitar que la L-arginina-HCI fuera liberada durante
las primeras 10 horas de la disolucion, lo que corresponderia al rumen, sin embargo
el mejor perfil de liberacidbn fue el obtenido del lote elaborado en bombo
convencional, con 2 kg de carga, a un 10 % de aumento en peso de Eudragit® S12.5,
el cual permite liberar 45 % del total de la L-arginina-HCI incorporada en los pellets

dentro del intestino delgado de los rumiantes.
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1. INTRODUCCION

Debido a la gran cantidad de animales productores de alimentos y los problemas
especificos asociados con la administracion de medicamentos para estos animales,
es cada vez mas importante el desarrollo de nuevas vias de administracion o nuevos
sistemas de liberacidén capaces de controlar la liberacién de los farmacos en el area
veterinaria (Rothen-Weinhold, A. y Gurny, R., 2000).

La investigacion sobre la administracion de farmacos de uso veterinario es por una
parte un desafio, y a su vez proporciona oportunidades para el avance en el cuidado
de la salud animal (McDowell, A. y Rathbone, M., 2014); por lo que el desarrollo de
sistemas de liberacion modificada de farmacos para uso veterinario se ha visto
impulsado por la necesidad de satisfacer las necesidades de los animales de granja.
La mayoria de los compuestos de uso veterinario de liberacion modificada incluyen
antibioticos, antiparasitarios, hormonas para la sincronizacion del estro, esteroides
para controlar la fertilidad y promotores del crecimiento; de este modo, el aumento
en investigacion cientifica sobre sistemas de administracion de farmacos de
liberacién modificada, ha hecho una contribucién significativa en el campo de la
salud animal (Rathbone, M. y Martinez, M., 2002). La necesidad de reducir la
frecuencia de administracion de farmacos, enmascarar el sabor y facilitar la
administracion de la dosis son los principales objetivos en el disefio de sistemas de
liberacibn modificada para uso veterinario. Existe una amplia gama de formas
farmacéuticas de uso veterinario, pero se sabe que entre estas, las mas utilizadas
para animales de compania, son las microparticulas orales o pellets (Ahmed, I. y
Kasraian, K, 2002).

Los pellets comprenden una multiplicidad de pequenas particulas esféricas de
menos de 2 mm de diametro; son sistemas monoliticos que consisten en una matriz
en la que el farmaco se dispersa o se disuelve, dependiendo de su solubilidad; por
sus caracteristicas fisicas, se dispersan libremente en el tracto gastrointestinal,
maximizan invariablemente la absorcién del principio activo, reducen las
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fluctuaciones plasmaticas maximas y reducen al minimo los posibles efectos
secundarios sin disminuir la biodisponibilidad del principio activo (Ghebre-Sellasie,
2007).

El conocimiento del sistema digestivo de los rumiantes es una herramienta
necesaria para el diseno de los pellets; sin embargo, debido a su complejidad, no
se logra una absorcion completa del principio activo ya que se degrada durante el
paso a través del mismo, por lo cual se recomienda protegerlo con un polimero
funcional (Ranjan, 2003). Los pellets de liberacién modificada son elaborados ya
sea para liberar el principio activo en el sitio especifico dentro del tracto
gastrointestinal o para mantener la accidén del farmaco a través de un periodo de
tiempo mas extenso. Estos resultados se logran a través de la aplicacién de
recubrimientos peliculares (Ghebre-Sellasie, 1989). Sondhof et al., reportaron el uso
de estos sistemas para la administracion de antibioticos en equinos. Johnson et al.,
y Cushman et al., demostraron la eficacia de las formulaciones de pellets
biodegradables de esteroides para controlar el estro y la ovulacién en yeguas y
ovejas (Rothen-Weinhold, A. y Gurny, R., 2000).

La eficiencia reproductiva es el factor mas importante del cual depende la viabilidad
productiva de una empresa ganadera, ya que para la optimizacion de la
productividad y consecuentemente de su rentabilidad, es fundamental que el hato
se reproduzca (FAO, 2011). La eficiencia reproductiva de un hato se determina
mediante varios parametros, entre ellos resalta el numero de crias nacidas por
hembra por parto o prolificidad (Pardos et al., 2007). La prolificidad esta determinada
por la tasa ovulatoria y la sobrevivencia embrionaria y fetal (Bulbarela et al., 2009;
Hernandez, 2009). La tasa ovulatoria es el resultado del numero de foliculos que
crecen y maduran; la calidad de ésta depende de diferentes factores como los
ambientales, la especie, aspectos genéticos y estado nutricional de los rumiantes
(Downing et al., 1995). Se sabe que la nutricion es el principal factor que influye en
la funcion reproductiva de los mamiferos. Algunos factores nutricionales modulan
ciertos procesos reproductivos como el inicio de los ciclos estrales, desarrollo
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folicular, calidad del ovocito y desarrollo embrionario (Hernandez, 2009). Se ha
comprobado que estos aspectos se pueden estimular mediante el incremento de
nutrientes especificos en la dieta antes o durante la época de reproduccidn. Estos
nutrientes participan principalmente en la produccion de hormonas e intervienen en
el funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas, estimulando asi la tasa de
ovulacion y con ello la prolificidad (Scaramuzzi, 1988; Robinson et al., 2006). Se ha
observado que uno de los nutrientes que afecta positivamente el comportamiento
reproductivo en animales domésticos es L-arginina (Blanche et al., 2000).

La arginina es un aminoacido semiesencial, que ademas juega un papel importante
en la estimulacién de diversas actividades bioldgicas en el organismo (Amera,
2003). Este aminoacido fue aislado en 1886 de las semillas de Lupinus sp; la
alimentacion con granos de lupino tiene un efecto positivo en el comportamiento
reproductivo de las ovejas (Bulbarela, 2009). La L-arginina estimula la secrecion de
hormona de crecimiento (Recabarren et al., 1995), el sistema inmune, y es precursor
de Oxido nitrico (ON) por accién de la éxido nitrico sintasa (ONS) (Cunningham-
Rundles, 1993).

ElI ON es un importante mensajero intercelular e intracelular que controla numerosos
procesos fisiolégicos (Faletti et al., 1999; Pinto et al., 2003). EI ON es un importante
vasodilatador (Ignarro et al. 1993), es responsable de la sintesis de guanosin
monofosfato ciclico (GMPc), participa en la regulacién de la presion sanguinea
(Alderton et al., 2001), el desarrollo folicular (Dhandapani y Brann, 2000), la
ovulacién y el desarrollo placentario y fetal (Wu et al., 2004). Ademas el ON participa
en la angiogénesis (Acevedo et al., 1999) y regula la expresion del Factor de
Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF) (Dulak et al., 2000). EI VEGF es una
proteina senalizadora descubierta en la década de los afos 80, que participa en la
vasculogénesis y en la angiogénesis (Bosque, 2001). EI VEGF también ha sido
sugerido como un factor importante durante la funcion reproductiva por estimular la
angiogénesis del foliculo y de la placenta (Wulff et al., 2003) y por ser citoprotector
de las células foliculares (Rosales-Torres et al., 2010).



Considerando que el empleo de L-arginina como complemento en la dieta base de
las ovejas durante etapas determinadas tendria un efecto positivo sobre la
prolificidad de las mismas, es necesario el desarrollo de una forma farmaceéutica
que permita la administracion de este tipo de nutrientes para asegurar la llegada del
principio activo hasta el intestino delgado del rumiante.



2. ANTECEDENTES

La importancia de proteinas y otros nutrientes de origen animal convierten la
produccién animal en renglén indispensable para el bienestar y desarrollo de la
humanidad. Desde el punto de vista sostenible y competitivo, la crianza de
rumiantes (vacunos, caprinos y ovinos) para la produccion de comida es y seguira
siendo una alternativa para la seguridad alimentaria. Debido a sus caracteristicas
anatdémico-fisiolégicas, los rumiantes presentan ventajas nutricionales sobre otros
tipos de animales domésticos como los no rumiantes (porcinos), aves (gallinas) o
herbivoros (equinos y conejos), al producir fuentes de energia de consumo humano
mediante el consumo de material vegetativo imposible de consumir por los
humanos. Los rumiantes utilizan fuentes de nitrégeno no proteico para cubrir parte
de sus requerimientos para la sintesis de proteina microbiana; ademas, en su tracto
gastrointestinal generan aminos acidos esenciales, proteinas y vitaminas que son
requeridos en la dieta de otras especies. Estas particularidades les permiten a los
rumiantes producir carne, leche y fibras sin competir con el ser humano por fuentes

alimenticias, como granos de cereales por ejemplo (Rodriguez, 2013).

El efecto del estado nutricional sobre la fisiologia reproductiva esta mediado por una
serie de sefnales metabdlicos que actian simultdneamente a varios niveles del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada (Granja et al., 2012). Se ha observado que el sistema
reproductor responde a las sefiales nutricionales mediante el ajuste en la produccion
de gametos para que coincida con las condiciones nutricionales. La manipulacién
de la reproduccién mediante la nutricion es una herramienta de gestion de bajo
costo para controlar la tasa de ovulacion y el tamafo de la camada (Scaramuzzi et
al., 2006).

La alimentacién se orienta a la optimizacién de los recursos forrajeros, consumo de
desechos de cosechas y en la suplementacion con alimentos concentrados que
complementan las deficiencias nutricionales que eventualmente pueden afectar la
produccién y la reproducciéon animal (Boland et al., 2001). Los aminoacidos son de
alta importancia ya que favorecen el desarrollo del organismo y necesitan ser
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ingeridos. Algunos de estos aminoacidos son intermediarios importantes en
diversos procesos metabdlicos y se ha observado que pueden mejorar la eficiencia
reproductiva en mamiferos. Entre ellos se encuentra la L-arginina (Jablonka-Shariff
y Olson, 2000; Hernandez, 2009).

La L-arginina fue aislada en 1886 de semillas de Lupinus sp. por Ernst Schulze. Es
un aminoacido semi-esencial, es decir, es esencial para el crecimiento normal y el
desarrollo de mamiferos jovenes, pero cuando el animal llega a la etapa adulta ya
no es esencial (Jahoor et al., 2007). La L-arginina, en el metabolismo de animales
es sintetizada principalmente a través del ultimo paso de la via del ciclo de urea
(Mateo et al., 2007; Bérard y Bee, 2010).

La suplementacion con L-arginina se caracteriza por los efectos en la biogénesis de
nutrientes altamente energéticos y el incremento en la tasa ovulatoria en los
mamiferos. En ovejas el uso de lupino (rico en L-arginina), incrementa los niveles
de L-arginina en sangre y la tasa de ovulacion (Downing et al., 1995). En otro estudio
en donde se suplement6 con L-arginina protegida de la degradacion ruminal en
ovejas Awassi durante 15 dias, hubo un aumento en la tasa ovulatoria (Al-Dabbas
et al., 2008).

L-arginina es un regulador bioldégicamente activo de varios sistemas fisioldgicos,
incluyendo el sistema reproductivo, cardiovascular, pulmonar, renal, e inmune (Wu
et al., 2009). Es un aminoacido que puede alterar la funcién de la hipdfisis y
aumentar el flujo de sangre hacia el tracto reproductivo, sin embargo no se han
descrito los efectos directos sobre la dinamica folicular. L-arginina es uno de los diez
aminoacidos esenciales (National Research Council, 2007). Puede comportarse
como un ligando de receptor, y como un sustrato para la biosintesis de 6xido nitrico
(NO), poliaminas, prolina, glutamato, la creatina, y agmatina L-arginina activa 6xido
nitrico sintasa, que cataliza la conversion de L-arginina en NO y L-citrulina. El éxido
nitrico es un vasodilatador que inhibe senales vasoconstrictoras y actda en la
senalizacion de VEGF para promover la angiogénesis. En hembras primerizas, la
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suplementacion por via oral de L-arginina a partir del dia 30 de la gestacién aumenta
el tamarno y peso de la camada. La suplementacion de L-arginina (1% de la dieta)
en yeguas pre y posparto aumenta el flujo sanguineo uterino; de este modo la
fertilidad en yeguas se puede mejorar por la alimentacion con L-arginina debido a
que el flujo de sangre que rodea el foliculo dominante se asocia con un aumento en

la tasa de embarazo (Kelley, D. et al, 2013).

Se ha observado que L-arginina es un potente estimulador en la produccién de
GnRH y en la secrecién de LH (Pau y Milner, 1982). En ovejas Suffolk, la
administracion de una infusién de 200 mL de L-arginina (350 mM/kg, pH 7.4) durante
una hora aumenté (p < 0.05) las concentraciones de LH y la amplitud de sus pulsos
(Recabarren et al., 1996).

Aunque el uso de L-arginina previo al estro ha demostrado que puede incrementar
la tasa ovulatoria, es muy comun que la prolificidad no se vea aumentada debido a
la muerte embrionaria temprana (Pére y Etienne, 2000). 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. En cerdas, la
suplementacion dietética de 1 % de L-arginina entre los dias 30 y 114 de gestacion
aumentd el numero de lechones nacidos vivos y el peso de la camadas en un 22 y
24 %, respectivamente (Li et al., 2014). Del mismo modo, la suplementacion con 25
g de L-arginina en la dieta por dia en cerdas primiparas o multiparas a partir del dia
30 de gestacion aumentd el numero de lechones nacidos vivos pero no tuvo efecto
sobre el peso promedio al nacer (Mateo et al., 2007).

La nutricién de la madre, especialmente el suministro de una cantidad adecuada de
proteinas y de aminoacidos especificos tales como Prolina, L-Glutamina, L-arginina,
entre otros (Bérard y Bee., 2010), juega un papel crucial en el crecimiento de la
placenta y su desarrollo, lo cual regula el crecimiento, el desarrollo y la
supervivencia de los fetos (Wu et al., 2004).



La L-arginina, es el precursor para la sintesis de ON por efecto de la éxido nitrico
sintasa (ONS) y juega un papel fundamental en el crecimiento de la
placenta promoviendo el desarrollo vascular de la placenta lo cual favorece el flujo
sanguineo utero-placentario, y por lo tanto la transferencia de nutrientes de la madre
al feto (Martinez et al.,, 2005; Stuehr, 2004). Hay datos que indican que la
desnutricion materna y la hipercolesterolemia en los cerdos, estdn asociados
con menores concentraciones de arginina y Ornitina en el embrién, provocando la
reduccion en la expresidon de la Oxido nitrico sintasa en la placenta y el
endometrio, asi como alteraciones en el crecimiento de la placenta y del
feto (Wu etal., 1998 y 2007). Se ha demostrado que la administracién de L-arginina
evita los efectos del retraso de crecimiento intrauterino (RCIU) en las mujeres,
mientras que el suplemento de L-arginina en la dieta mejora la supervivencia y el

crecimiento fetal en ratas y en las cerdas jovenes (Lassala et al., 2010).



3. MARCO TEORICO

3.1Sistemas de Liberacion Modificada

El concepto de liberacion modificada tiene varias definiciones afines, tales como
sistemas inteligentes, dirigidos, novedosos, programados, etcétera. Todos
coinciden en que el sistema es capaz de proveer control en la concentracion del
activo, la ubicacion en el organismo o ambos. En otras palabras el sistema intenta
controlar la liberacidén del activo en forma planeada y predecible (Bernad et al.,
2003).

3.1.1 Sistemas de Liberaciéon Modificada para uso Veterinario

En medicina veterinaria, el motivo principal para desarrollar farmacos en un sistema
de liberacion modificada, es reducir el estrés en los animales provocado por la
manipulacion y la dosificacién, y para reducir el costo en términos de dinero
(inversion) y de tiempo (Rothen-Weinhold, A. y Gurny, R., 2000). La tecnologia de
liberacidén de farmacos ha tenido un papel importante en el desarrollo de la industria
farmacéutica de salud animal; en consecuencia, ésta ha sido pionera en la
aplicacion de sistemas de liberacion modificada de medicamentos, ingenieria y
biotecnologia para el desarrollo de nuevos productos (Ahmed, |., y Kasraian, K.,
2002).

El objetivo principal para la aplicacién de la tecnologia de liberacién modificada en
el sector veterinario estd encaminado a la prevencién y control de enfermedades
mediante la administracion de agentes antimicrobianos y antiparasitarios para
animales de compafia y animales productores de alimento. Otros mercados
incluyen el control de la fertilidad, la promocién de crecimiento, la sincronizacion del
estro (mediante liberacion de hormonas) y la administracién de suplementos
nutricionales (mediante la liberacién de porciones de nutrientes) para animales
productores de alimento. Cada producto de aplicacidén veterinaria tendra que ser
disenado especialmente, debido a las variaciones fisioldgicas entre especies de
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animales (las diferencias entre la anatomia de los rumiantes frente a animales
monogastricos, las diferencias en la velocidad de biotransformacion de farmacos,
etc). La eficacia y potencia del farmaco en el animal, dependera del disefio del

mismo.

3.2Formulaciones Orales de Liberacion Modificada

El objetivo de todo sistema de suministro de farmacos es hacer llegar una cantidad
terapéutica al sitio correspondiente del organismo para alcanzar con rapidez la
concentracion buscada del agente y después mantenerla. La via oral es, sin duda
la mas utilizada para la administracién de medicamentos debido no solamente a que
se trata de la via mas fisioldgica, sino a que presenta indudables ventajas por su
sencillez, seguridad y comodidad. Entre las ventajas que presentan las formas
farmacéuticas soélidas, pueden destacarse su gran estabilidad fisica, quimica y
bioldgica, la exactitud en la dosificacion, un sencillo y practico modo de aplicacién,
posibilidad de controlar la liberacion del farmaco y el bajo costo. Ademas la gran
versatilidad en la formulacion de las formas sélidas permite formular de un modo

Optimo, practicamente cualquier principio activo (Vila-Jato, 2001).

Las formas sélidas presentan una mayor estabilidad quimica debido a la ausencia
de agua, lo que les confiere tiempos de estabilidad mas largos. Ademas, estas
formas farmacéuticas permiten resolver posibles problemas de incompatibilidades

y es posible regular la liberacién de los principios activos.

3.2.1 Pellets de Liberacion Modificada
Dependiendo de las propiedades fisico-quimicas de los ingredientes y otras
variables de la formulacién, pueden producirse pellets con comportamiento de

liberacién inmediata o modificada. Los pellets de liberaciébn modificada son
elaborados ya sea para liberar el principio activo en el sitio especifico dentro del
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tracto gastrointestinal o para mantener la accién del farmaco a través de un periodo
de tiempo mas extenso (Ghebre-Sellasie, 1989).

3.2.2 Recubrimiento Pelicular

La aplicacién de un recubrimiento estd basado en algunos de los siguientes
objetivos: proveer proteccidn fisica y quimica del farmaco, controlar la liberacién del
farmaco, proteger el farmaco del ambiente gastrico del estbmago con una cubierta
acido-resistente, incorporar otro farmaco o férmula adyuvante para evitar
incompatibilidades quimicas, proveer una liberacion secuencial, entre otros
(Lachman, 1987).

El recubrimiento pelicular es un proceso ampliamente usado en la industria
farmacéutica, el cual consiste en la aplicacion de una cubierta delgada de un
polimero sobre la superficie de un sustrato solido, que puede ser un comprimido, un
granulo, un cristal o un polvo. La formulacion de un sistema de recubrimiento
consiste de a) polimero o filmégeno que es la base del recubrimiento, b) plastificante
el cual tiene efecto sobre el polimero para darle plasticidad o reducir la temperatura
minima de formacidn de la pelicula, c) opacificante, d) colorante, e) tensoactivo, f)
antiadherente y g) disolvente. Las peliculas de recubrimiento se clasifican en: a)
funcionales, que ayudan a modificar las caracteristicas de liberacién de principio
activo para colocarlo en una determinada porcién del tracto gastrointestinal, y b) no
funcionales, que dan como resultado cubiertas estéticas o para identificacion del
producto (Calderilla, 2005).

Existen tres tipos de equipos de recubrimiento utilizados para aplicar materiales
poliméricos: bombo convencional, bombo perforado y lecho fluido. El sistema de
bombo convencional es un bombo redondo de recubrimiento que gira sobre un eje
inclinado. Los pellets dentro del bombo caen debido a la rotacion; el calor se
suministra través de la superficie de los pellets que caen. La zona de aplicacién es
el area dentro del bombo en el cual la dispersién que contiene el polimero es
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atomizada hacia la superficie de los nucleos, los cuales deben pasar varias veces a
través de la zona de aplicacion para formar la pelicula (Felton, 2007).

3.2.3 Polimeros utilizados en Sistemas de Uso Veterinario

Una barrera importante en la administracion de farmacos en especies veterinarias
es el uso de diferentes polimeros como sistemas para la administracion de
farmacos. La versatilidad quimica de los polimeros y la amplia gama de estrategias
en la liberacion controlada aumenta las posibilidades en la formulacion de las

moléculas activas.

En particular, el area veterinaria ofrece oportunidades para el desarrollo de nuevos
sistemas de liberacién controlada de farmacos, adaptados a las necesidades de la
salud del ganado o de animales de compania. Los sistemas de administracion a
base de polimeros, deben ser faciles de administrar, adaptados a las practicas de
gestién agricola, segura y rentable. Entre la diversa gama de polimeros de uso

veterinario, se encuentran los polimretacrilatos.

Los polimetacrilatos (Fig. 1) son polimeros sintéticos catidnicos y/o anidnicos de
dimetilaminoetil metacrilatos y ésteres de acido metacrilico en proporciones

variables.

Existen varios tipos disponibles comercialmente y se pueden encontrar en forma de
polvo seco, dispersion acuosa o solucidn organica. Los polimeros son considerados
productos de baja toxicidad y no irritantes; se utilizan principalmente como peliculas
de recubrimientos para las formas farmacéuticas sélidas, aunque también se utilizan
como aglutinantes en procesos de granulacion humeda acuosa y organica, y como
modificadores de la viscosidad en algunas formulaciones tépicas. También son muy

utilizados en formulacién de sistemas de administracidn transdérmica.
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Figura 1. Estructura de los Polimetacrilatos

Los metacrilatos estan aprobados en el mercado y se comercializan principalmente
por Evonik (Alemania) bajo el nombre Eudragit®. Los polimeros de metacrilato mas
cominmente empleadas son Eudragit® L y Eudragit® S, que son copolimeros de
acido metacrilico y metacrilato de metilo, y estan disponibles como sélidos finos. Su
solubilidad acuosa depende de la relacion entre grupos carboxilo y éster, que es
aproximadamente 1:1 en Eudragit®? L 100 y 1:2 en Eudragit® S 100. Esta relacion
tiene un efecto directo sobre la solubilidad con respecto a la sensibilidad al pH, ya
que estos copolimeros solubilizan a pH 6 y pH 7, respectivamente. Ciertos
polimetacrilatos son solubles en pH alcalino haciéndolos adecuados para
recubrimientos entéricos, ya que no se disuelven en el estdmago pero si se
disuelven en las regiones mas alcalinas del tracto gastrointestinal (Bermudez, et al.,
2013).

3.2.3.1 Eudragit® S12.5

Dentro de los polimeros funcionales pH dependientes de liberacion entérica, se
encuentra el Eudragit® S12.5, el cual es un copolimero del acido metacrilico y metil

metacrilato (1:2), que se solubiliza a pH arriba de 7 (Evonik Industries AG, 2011).

El Eudragit® S12.5 es una solucion organica de Eudragit® S 100 (Fig. 2) con 12.5 %
(p/p) de sustancia seca en isopropanol (Ph. Eur./USP). La soluciéon organica
contiene 3 % (p/p) de agua destilada (desionizada). El producto contiene 0.3 % de
Lauril sulfato de Sodio (Ph. Eur./NF).
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Figura 2. Estructura de los monémeros de Eudragit® S100

3.3Rumiantes

Las vacas, ovejas y cabras se encuentran entre los rumiantes mas importantes y
prolificos de consumo humano. Al igual que con todas las especies de mamiferos,
existe un numero considerable de problemas de salud especificos, que son de
relevancia en la manipulacién del metabolismo y la aparicibn de deficiencias
nutricionales, que pueden influir en su bienestar y productividad. Los rumiantes
tienen un sistema digestivo especializado que contiene bacterias anaerobias y
protozoarios capaces de digerir la celulosa presente en los materiales vegetales.
Ademas, su sistema digestivo tan diferente, puede cambiar el metabolismo y el
mecanismo de accién de algunos nutrientes, farmacos u otros materiales bioactivos
cuando son liberados por via oral, esto da oportunidad para buscar estrategias de

dosificacion alternativas (Vandamme y Ellis, 2004).

3.3.1 Formulacién de formas farmacéuticas para rumiantes

La gran variedad de especies y sus correspondientes diferencias anatémicas y
fisiolégicas, son un nuevo reto para el desarrollo de formulaciones farmaceéuticas,
entre las que destacan los sistemas de liberacion modificada (SLM) para uso en
animales. Los rumiantes, incluyendo ovejas y vacas, son una clase de animales de
gran importancia econémica que pasan gran parte de su vida pastando en campo
abierto. Como tal, representan un reto importante para los cientificos especializados

en liberacion de farmacos, quienes deberan desarrollar métodos de administracién
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que aseguren la proteccién contra enfermedades por periodos mas extensos y
minimicen la manipulaciéon durante la temporada de pastoreo. Las diferentes
caracteristicas de estos animales son una oportunidad importante para el disefio de
formas de farmaceéuticas (Rothen-Weinhold et al., 2000).

El conocimiento del sistema digestivo de los rumiantes asi como de los diferentes
pHs de los compartimentos, es una herramienta necesaria para la toma de
decisiones inteligentes en la alimentacion y suplementacion de éstos con sistemas
de liberacion modificada (Church, 1993).

Debido a las complicaciones del sistema digestivo ruminal, se han desarrollado

diferentes sistemas de administracién de farmacos.

Dispositivos de alta densidad.

El dispositivo mas simple consiste en un dispositivo de alta densidad de erosion
lenta, donde los sistemas (bolos) estan hechos con el farmaco, cera de carnauba,
sulfato de bario (proporcionar densidad), polietilenglicol y polvo de hierro.
Spanbolet® Il es un ejemplo de un producto de este tipo, y esta disponible para la

liberacién controlada de sulfamidas.

Sistemas protegidos de la degradacién ruminal.

Estos sistemas de administracién oral (por lo general multiparticulados) estan
destinados a pasar a través del rumen sin liberar el farmaco, para ser liberado hasta
el tracto gastrointestinal inferior. Una aplicacion de esta tecnologia es la liberacion
de metionina, la cual es degradada en el rumen por la microbiota. Para evitar la
degradacion y liberacién en el rumen, se emplean polimeros insolubles en el liquido
ruminal, éstos son similares a las formas farmacéuticas con recubrimiento entérico
para aplicaciones humanas.
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Microesferas, pellets e implantes.

Las microesferas comprenden una multiplicidad de particulas esféricas pequenas;
son sistemas monoliticos que consisten en una matriz en la que el farmaco se
dispersa o bien, se disuelve dependiendo de su solubilidad. Los pellets son sistemas
gue consisten en un nucleo que contiene el farmaco, y que esta recubierto por una
membrana que controla la velocidad de liberacién (Rothen-Weinhold, A. y Gurny,
R., 2000).

3.3.2 Caracteristicas Anatémicas y Fisiologicas de los Rumiantes

El estbmago de los rumiantes estd compuesto por cuatro compartimentos, llamados
rumen, reticulo, omaso y abomaso (Fig. 3). Los compartimentos del estbmago son
los sitios primarios en donde se lleva a cabo la digestién de los alimentos por los
microorganismos del rumen. Ellos mejoran la utilizacion de la celulosa, nitrégeno no
proteico y la sintesis de acidos grasos volatiles y facilitan tanto el regreso del
material fibroso a la boca para seguir la masticacién (remasticacion) y el paso
adicional del material digerido en el abomaso (Vandamme and Ellis, 2004).

El compartimento mas grande es el rumen, el cual puede considerarse como un
gran tanque de fermentacion y la funcion del abomaso es similar a la del estbmago

de otros mamiferos.

El rumen tiene pequenas aberturas en el eso6fago y el omaso y por lo tanto presenta
un espacio en el que puede ser colocado un dispositivo de liberacién modificada
acondicionado con un método adecuado para evitar que el dispositivo sea
regurgitado con la comida (rumia) o se mueva a través del resto del tracto
gastrointestinal. Esto puede lograrse normalmente disefiando dispositivos con
densidad suficiente. A menudo se incorporan sales de metales pesados en las
tabletas convencionales para asegurar su retencién en los animales (Rothen-
Weinhold et al, 2000). La mayoria de los objetos con una densidad alta

permaneceran en el reticulo o parte frontal del reticulo-rumen por periodos mas
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extensos. La densidad minima necesaria de un objeto para evitar la regurgitacion
varia dependiendo la naturaleza de la dieta, y por lo tanto, la motilidad, la densidad
relativa y turgencia de la digesta, y también con el tamafo absoluto del objeto. Como
regla general, se ha sugerido que los animales de pastoreo necesitan objetos con
una densidad de entre 2.25 y 3.5 g/cm?, mientras que los animales encerrados que
reciben un alimento altamente refinado pueden ser capaces de retener los objetos

con una densidad tan baja como 1.8 g/cm?® (Vandamme y Ellis, 2004).

El conocimiento del sistema digestivo de los rumiantes es una herramienta
necesaria para el disefio de los pellets, debido a que el pH del tracto gastrointestinal
varia a lo largo del mismo dependiendo de cada compartimento. Los pellets deberan
pasar a través de la boca (pH 7 - 8), llegar al reticulo-rumen (pH 5.5 - 6), atravesar
el abomaso o estémago verdadero (pH 2 - 3) y finalmente llegar al intestino delgado
(pH 7 - 8) y liberar la L-arginina (Wheeler, 1980).

Esofago

/HUrnen\

Reticulo

Abomaso

Intestino delgado Omaso
Figura 3. Anatomia Ruminal
3.3.3 Nutricién y Reproduccién
Las caracteristicas complejas del tracto grastrointestinal de los rumiantes aumentan

el riesgo de que los alimentos consumidos por éstos no provean la cantidad de
nutrientes necesarios para el desarrollo éptimo del ganado.
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La nutricion es uno de los principales factores ambientales que influye en la
eficiencia reproductiva en los rumiantes. La eficiencia reproductiva depende de la
respuesta ovarica a la secrecién de LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona
foliculo estimulante) en la hipdfisis, como respuesta a la secrecion de GnRH
(hormona liberadora de gonadotropina) en el hipotalamo. Esta comunicacion
enddcrina hipotalamo-hipoéfisis puede ser favorecida por la accion de compuestos
gue actuan como neurotransmisores, cuya actividad puede incrementarse mediante

la suplementacion de aminoacidos (Hernandez, 2009).

3.3.4 Efectos de la nutricién sobre la reproduccion

El efecto del estado nutricional sobre la fisiologia reproductiva esta mediado por una
serie de sefales metabdlicas que actian simultdneamente a varios niveles del eje
hipotalamo-hipéfisis-gonada. Se ha observado que el sistema reproductor responde
a las senales nutricionales mediante el ajuste en la produccién de gametos para que
coincida con las condiciones nutricionales. En las ovejas, la foliculogénesis y la tasa
de ovulacion puede incrementarse facilmente por la manipulacion nutricional
(Granja et al., 2012). La manipulacion de la reproduccién mediante la nutricion es
una herramienta de gestién de bajo costo para controlar la tasa de ovulacién y el
tamano de la camada (Scaramuzzi et al., 2006).

Se ha observado que una inadecuada nutricion se caracteriza por un perfil
endocrinolégico deficiente, tanto gonadotréfico como metabdlico, principalmente
afectando la secrecion del factor liberador de gonadotrofinas o GnRH (Popwell et
al., 1996). Mientras que a nivel ovarico, afecta la calidad de los ovocitos, la
produccién de esteroides, las concentraciones del factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF-I) y el desarrollo y calidad del embridén lo cual compromete la eficiencia
reproductiva de la hembra (Galvis et al., 2003).
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3.3.5 Suplementacién de nutrientes

Si bien la gran mayoria de los nutrientes necesarios para el animal deben venir de
su comida, hay muchas opciones para mejorar la salud y la productividad mediante
la complementacién continua de micronutrientes. Una ventaja importante de la
liberacién de nutrientes sobre la suplementacién de productos farmacéuticos, es
que la ventana de seguridad terapéutica de los niveles de dosificacion puede ser
mucho mas amplia y por lo tanto no necesita de un control riguroso del perfil de
liberacion (Vandamme y Ellis, 2004).

La suplementacion alimenticia, es una herramienta efectiva que se utiliza en
temporadas de poco alimento, para mitigar los efectos de la subnutricion sobre la
funcion reproductiva. Bajo estas condiciones, la suplementacion con proteina o
energia en la época de empadre, suele mejorar el rendimiento reproductivo,
aumentando la presentacion de estro, la tasa de concepcién, la fecundidad y la
prolificidad en ovejas (De Santiago-Miramontes et al., 2011).

El mecanismo fisiologico por el cual la nutricion afecta la ovulaciéon, no es bien
conocido (Scaramuzzi et al., 1993) y puede depender del tipo de nutriente del que
se esté hablando. A partir de 1985, se iniciaron estudios donde se conocid la
participacion de aminoacidos en la produccién de hormonas que intervienen en el
funcionamiento del eje hipotalamo-hipdéfisis-gbnadas. Por lo cual estos aminoacidos
se han utilizado para aumentar tasa ovulatoria y prolificidad (Scaramuzzi, 1988;
Robinson et al., 2006). Dentro de los aminoacidos que afectan positivamente la tasa
ovulatoria y la prolificidad se encuentra la L-arginina. En ovejas la alimentacion con
grano de lupino (rico en L-arginina), tiene efectos positivos en su comportamiento
reproductivo (Blanche et al., 2000). Se ha observado en esta especie que el uso de
lupino, incrementa los niveles de L-arginina en sangre y la tasa de ovulacion
(Downing et al., 1995).
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3.4L-arginina-HCI

Los aminoacidos son de alta importancia ya que favorecen el desarrollo del
organismo y necesitan ser ingeridos. Algunos de estos aminoacidos son
intermediarios importantes en diversos procesos metabdlicos. Entre ellos se

encuentra la L-arginina (Jablonka-Shariff y Olson, 2000).

Esta clasificada como un aminoacido hidréfobo bésico teniendo un carbono alfa
asimétrico, lo que le confiere actividad éptica; esto es, sus disoluciones desvian el
plano de polarizacién cuando un rayo de luz polarizada las atraviesa. La arginina,
por su propiedad oOptica se divide en dos tipos de compuestos que son Levagiro (L)
y Dextrégiro (D). Si el desvid del plano de polarizaciéon es hacia la derecha, el
compuesto se denomina D-arginina, mientras que si se desvia a la izquierda se
denomina L-arginina, siendo esta ultima la Unica que se encuentra disponible en el
medio natural y biolégicamente la mas metabolizable por el organismo (Brihuega,
2011). Es un aminoacido semi-esencial, es decir, es esencial para el crecimiento
normal y el desarrollo de los mamiferos jévenes, pero cuando el animal llega a la

etapa adulta ya no es esencial (Jahoor et al., 2007).

La L-arginina es un aminod&cido alcalino en soluciones fisioldgicas y por tanto, para
evitar un desequilibrio &cido-base, su sal HCI (L-arginina-HCI), se utiliza
generalmente para administraciones intravenosas en animales y humanos. La vida
media biolégica de la L-arginina en los mamiferos es relativamente corta (45
minutos en las ovejas gestantes), debido a una alta actividad de la arginasa que
degrada rapidamente L-arginina en las células y tejidos (Lassala et al., 2010).

La L-arginina es precursor de la sintesis no sélo de proteinas sino también de éxido
nitrico, urea, poliaminas, prolina, glutamato, creatitina y agmatina (Wu, 1998), donde
el éxido nitrico estimula la enzima intracitoplasmatica guanilato ciclasa soluble,
responsable de la sintesis de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) que participa en
la regulacién de la presion sanguinea, la respuesta inmune, la deteccion de olores,
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la agregacion de plaquetas, la neurotransmision, la funcidén ovarica, el desarrollo

folicular y la ovulacion (Bulbarela, 2009).

La L-arginina es un precursor para la sintesis de varias moléculas metabdlicas
importantes, como el ON y poliaminas (Mateo et al, 2007). 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
liberacién de insulina y tiene efectos antioxidantes (Bulbarela et al., 2009; Zeng et
al., 2008). En suplementos parenterales o enterales, la L-arginina ha demostrado
estimular la secrecion de la hormona de crecimiento (Recabarren et al., 1995).

3.4.1 Uso de L-arginina en la reproduccion de mamiferos

Las dietas que se caracterizan por tener deficiencias en su valor nutritivo,
expresadas en bajos niveles de proteina, energia, vitaminas, minerales y baja
digestibilidad, hacen que la alimentacion basica de los rumiantes sea de mediana a
baja calidad nutricional y su consumo sea limitado por efecto de la distensién
ruminal. En consecuencia; se produce un desbalance nutricional que afecta la
respuesta animal, en mayor o menor intensidad, dependiendo de su estado
fisioldgico. Esta situacién se refleja en una baja productividad y escasos o nulos

beneficios econémicos.

Para mejorar la respuesta productiva y reproductiva de los rebafios bovinos en
condiciones tropicales se requiere suplir los nutrientes deficientes en la dieta basica.
La suplementacién estratégica es una alternativa valida a implementar, y esta
enfocada a mejorar la actividad ruminal y a promover el metabolismo en los tejidos.
El establecimiento de un programa de suplementacién tiene como objetivos
fundamentales: 1. Suplir nutrientes deficientes, 2. Promover el consumo y digestion
de los recursos fibrosos, 3. Aumentar la eficiencia de uso de los nutrientes del
alimento y 4. Mejorar el comportamiento productivo y reproductivo de los animales
(Messa, 1999).
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Se ha observado que ciertos nutrientes trascendentales como los aminoacidos
pueden mejorar la eficiencia reproductiva en mamiferos. El aminoacido L-arginina,
es de particular interés en este sentido, porque ha demostrado estimular la
liberacidén de las hormonas anabdlicas, mejora el balance del nitrogeno y ademas,
es inmunoestimulatorio y timotrépico (Hernandez, 2009). L -arginina es un regulador
bioldgicamente activo de varios sistemas fisiol6gicos, incluyendo el sistema
reproductivo, cardiovascular, pulmonar, renal, e inmune (Wu et al., 2009). Se ha
observado que L-arginina es un potente estimulador en la produccion de GnRH y la
secrecion de LH (Pau y Milner, 1982).

La L-arginina, es el precursor para la sintesis de ON por efecto de la éxido nitrico
sintasa (ONS) y juega un papel fundamental en el crecimiento de la
placenta promoviendo el desarrollo vascular de la placenta lo cual favorece el flujo
sanguineo utero-placentario, y por lo tanto la transferencia de nutrientes de la madre
al feto (Martinez et al, 2005; Stuehr, 2004). Ademas, se sabe que la
desnutricion materna reduce las concentraciones de arginina en el plasma de las
ovejas lo que a su vez disminuye la disponibilidad de arginina y de ON en el embrién
y las membranas placentarias (Lassala et al., 2010).

3.5Técnica de Moore y Stein para cuantificacion de aminoacidos

En 1948, Stein y Moore publicaron el primer procedimiento practico para la
separacién cromatografica de los aminodcidos en las columnas de almidén;
desarrollaron una reaccion como un metodo fotométrico conveniente para la
determinacién de aminoacidos. Su procedimiento se basa en la reaccién de
aminoacidos con ninhidrina reducida (tricetohidrindenhidrato) a pH 5; introduciendo
un agente reductor en el sistema para prevenir la oxidacion de la hidrindantina
formada como resultado de la desaminacién oxidativa. Obtuvieron resultados
consistentes mostrando que el método es fiable y reproducible. Este procedimiento
se utilizaba casi exclusivamente en la cromatografia de columna, ya que el método
es cuantitativo para los aminoacidos individuales, pero se han hecho una serie de
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modificaciones desde la introduccién del método (Yemm et al.,, 1955; Rosen, H.,
1957).

El color purpura formado por la reaccion de aminoacidos en solucidén con ninhidrina
(hidrato de tricetohidrindeno) se atribuye al anion de
dicetohidrindylidenedicetohidrindamina (DYDA).

Parece que el primer paso en la reaccidn es la desaminacion oxidacion del
aminodcido con la formacion de amoniaco y la reducciéon de la ninhidrina a
hidridantina. El amoniaco se condensa con la hidridantina para formar DYDA. Como
sefalan Troll y Cannan, este esquema es consistente con el hecho de que el
amoniaco forma DYDA con la ninhidrina s6lo en presencia de un agente reductor

capaz de producir hidridantina (Yemm et al., 1955).

Figura 4. Reaccion de la ninhidrina con los aminoécidos.

3.6 Validacion de Métodos Analiticos

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual queda establecido
por estudios experimentales que la capacidad del método satisface los requisitos
para la aplicacion analitica deseada (Aguilar, et al., 1992). En el desarrollo de un

nuevo producto es necesario la utilizacion de métodos analiticos que permitan
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cuantificar el producto en forma de materia prima o como principio activo de la
formulacién con un alto grado de confiabilidad (Rampazoo, 1990). Mediante la
validacion de un método analitico se busca obtener evidencia de que el método de
deteccion de un compuesto cumple con el propésito para el cual fue disefiado.

Segun la Guia de Validacién de Métodos Analiticos (CNQFB), se denomina método
analitico, a la descripcion de la secuencia de actividades, materiales y parametros
que se deben cumplir para llevar a cabo el analisis de un componente especifico de

la muestra.

3.6.1 Linealidad

Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por una

transformacién matematica, son proporcionales a la concentracion del analito.
3.6.2 Precisidon
Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea.
3.6.3 Precisién intermedia
Se refiere a la precision de un método analitico, expresada como la concordancia
relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en un mismo
laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

3.6.4 Exactitud

Es la concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de
referencia.
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3.6.5 Repetibilidad

Es la precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los
mismos instrumentos y métodos (CNQFBM, 2002).

3.7Cinéticas y Mecanismos de Liberacién de Farmacos

La prueba de disolucién in vitro es un elemento importante en el desarrollo de un
farmaco. Existen teorias o modelos cinéticos que describen la disolucion de un
farmaco a partir de una forma farmacéutica de liberacion inmediata o modificada.
La interpretacion cuantitativa de los valores obtenidos en la prueba de disolucién es
facil utilizando una ecuacién que matematicamente traduce la curva de disolucién
en funcidn de algunos parametros relacionados con la forma farmacéutica (Costa y
Sousa, 2001).

3.7.1 Cinética de Orden Cero (transporte caso Il)

Explica la disolucién del farmaco a partir de formas farmacéuticas que no se
disgregan y liberan el farmaco lentamente (suponiendo que el area no cambia y no
existen condiciones de equilibrio). La velocidad de liberacion no cambia con el
transcurso del tiempo, es lineal (Costa y Sousa, 2001; Bernad et al., 2003).

t= Qotkot

3.7.2 Cinética de Primer Orden (no fickiana o0 anémala)

La aplicacion de este modelo para estudios de disolucién del farmaco fue propuesto
por primera vez por Gibaldi y Feldman (1967) y mas tarde por Wagner (1969). La
liberacién inicial es rapida, aunque mas lenta que la liberacion fickiana y va
disminuyendo conforme trascurre el tiempo (Costa y Sousa, 2001; Bernad et al.,
2003).
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3.7.3 Higuchi

Higuchi (1961, 1963) desarroll6 varios modelos tedricos para estudiar la liberacion
de farmacos solubles en agua incorporados en matrices semi-sélidos y/o sélidos.
Las expresiones matematicas se obtuvieron para particulas de farmaco dispersadas
en una matriz uniforme comportandose como medio de difusién (Costa y Sousa,
2001). Indica que existe una relacién lineal entre la cantidad de principio activo

disuelto y la raiz cuadrada del tiempo.

Qt=kH\/E

3.7.4 Hixon-Crowell

El modelo de Hixson y Crowell (1931) indica que el area superficial de las particulas
es proporcional al cuadrado de la raiz cubica de su volumen. Cuando se utiliza este
modelo se asume que la velocidad de liberacidn esta limitada por la velocidad de
disolucion de las particulas, y no por la difusion que puede ocurrir a través de las
matrices poliméricas.
(1)/3 - t1/3 = Kt

Qo es la cantidad de farmaco inicial en la forma farmacéutica, Qt es la cantidad de
farmaco remanente en la forma farmacéutica a tiempo t y Ks es la constante que

describe la relacion superficie-volumen.

3.7.5 Korsmeyer-Peppas

Peppas usa el valor de n para caracterizar los diferentes mecanismos de liberacion.
Si n = 0.5 indica que el mecanismo principal de la liberacidn es la difusion de tipo
fickiana. En tanto que si n = 1, la ecuacion corresponde a una cinética de liberacion
de orden cero (difusién no fickiana denominada transporte caso Il). La velocidad de
liberacién del farmaco, en el mecanismo denominado transporte caso Il, es
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controlada por la relajacién de las cadenas poliméricas. En este caso, el agua que
penetra en el sistema actia como plastificante, ya que disminuye la temperatura de
transicién vitrea (Tg) del polimero. Cuando la Tg es igual a la temperatura del
sistema de liberacion, las cadenas del polimero sufren la transformacién de un
estado cristalino a uno mas flexible, con un incremento del volumen de expansién y
un aumento de la movilidad del sistema. Cuando los valores de n se encuentran
entre 0.5y 1 la difusion es una combinacién de tipo fickiana y transporte caso I, que
se denomina difusién anémala. Para valores mayores a 1 tendremos un proceso de
difusién no fickiano denominado transporte super caso Il. Este fenbmeno de
liberacién (super caso ll) seria consecuencia de un incremento en el proceso de
plastificacion en la capa gel del sistema como resultado de una disminucion en las
fuerzas atractivas entre las cadenas poliméricas que incrementa la movilidad de las

moléculas.
Qt/Qoo = kK tn

Q es el porcentaje de farmaco disuelto a tiempo t. ko, k1 y kn son las constantes de
velocidad de los modelos de orden cero, uno e Higuchi, respectivamente. ke es una
constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas del sistema, y
n es el exponente de liberacion, el cual, de acuerdo al valor numérico que tome
indica cual es el mecanismo de liberacion. Para aplicar el modelo de Korsmeyer-
Peppas se considera hasta el 60% de principio activo liberado (Chiappetta et al.,
2006).

Tabla 1. Interpretacién de los mecanismos de liberacion difusional (Costa y Sousa, 2001).

Mecanismo de transporte del Tipo de liberacion en
farmaco funcion del tiempo
0.5 Difusion fickiana t 05
0.5<n<1.0 Transporte anébmalo t
1.0 Transporte caso |l Liberacién de orden cero
>1.0 Transporte super caso |l t
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la alimentacion los rumiantes no logran obtener la cantidad suficiente de
nutrientes, entre ellos la L-arginina la cual tiene un papel importante en la sintesis
del éxido nitrico entre otros, y repercute en la eficiencia reproductiva de estos
animales. Para esto se han disefiado formas farmacéuticas como complementos
alimenticios que provean de estos nutrientes, sin embargo, debido a la complejidad
del tracto digestivo de los rumiantes, no se logra una absorcién completa del
principio activo ya que se degrada durante el paso a través del tracto

gastrointestinal, por lo cual se recomienda protegerlo con un polimero funcional.
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5. HIPOTESIS

El diseno de pellets de L-arginina-HCI conteniendo sulfato de bario como excipiente
para dar densidad y Eudragit® S12.5 como polimero protector, evitaran que los
pellets sean regurgitados y favoreceran la liberacion de la L-arginina-HCI en el

intestino delgado de los rumiantes.

6. OBJETIVOS

Objetivo General

Elaborar pellets con caracteristicas que les permitan resistir el paso a través del
rumen y liberar la L-arginina-HCI en el intestino delgado del rumiante.

Objetivos particulares

e Elaborar diferentes disefios de pellets a partir de nucleos inertes,
incorporando L-argininaHCI, BaSOs4 y Eudragit® S12.5 en diferentes
procesos de recubrimiento.

e Caracterizar los pellets finales calculando su densidad y determinando a
través de microscopia electrénica de barrido, su talla y espesor de las
diferentes capas incorporadas.

e Realizar la evaluacion “in vitro’ mediante la prueba de disoluciéon bajo
condiciones de pH caracteristicas del tracto gastrointestinal ruminal.

e Cuantificar la L-arginina-HCI liberada por el método de Moore y Stein (1954).
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 MATERIALES

Ndcleos inertes de aztcar, Suglets® (Malla 16/18). Colorcon de México.
Nucleos inertes de celulosa microcristalina, Cellets® 1000 (Malla 16/18).
Pharmatrans Sanaq AG.

L-arginina-HCI USP (09051009) Sigma-Aldrich®

BaSOs4, Laboratorio de Farmacotecnia, UAM-X.

Talco micronizado, USP (K41659770) Helm de México.

Opadry® YS-1-7006 clear (WP673959). Colorcon de México.

Eudragit® S12.5 (B100405197). Evonik-Helm de México

Surelease® E-7-19040 clear (IN518533). Colorcon de México.

Estandar de L-arginina. Merck

Ninhidrina. Merck

Hidridantina. Laboratorio de Farmacotecnia, UAM-X.

Etanol. J.T. Baker

Alcohol isopropilico. J.T. Baker

Dimetilsulfoxido (DMSO). J.T. Baker

Buffer de fosfatos (pH 3, 5.5, 6 y 7.5).

Agua destilada

7.2METODOS

7.2.1 Elaboracion de los lotes de pellets con L-arginina-HCI

En la elaboracién de los lotes se utilizaron nucleos con tamano de particula de 1-
1.14 mm y una densidad inicial promedio de 1.2 g/cm?. Los procesos se llevaron a
cabo en bombo convencional y lecho fluido MiniGlatt. En la figura 5 se muestra un
esquema del proceso general de elaboracién de los lotes de pellets, desde el
pesado de los nucleos iniciales hasta el proceso de recubrimiento pelicular.
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Preparacion de la
dispersion para
recubrimiento

Pesado de los
nucleos
(Suglets®/Cellets®)

Recubrimiento de
proteccion:
Dispersar el

polimero en el
disolvente
correspondiente
y una vez
disperso agregar
talco en el caso
de Eudragit®

Incorporacién de
L-arginina-HCl:
Dispersar el
polimero en
aguay una vez
disperso agregar
el BaSO,

Proceso de
recubrimiento (Bombo
Convencional
(BC)/Lecho Fluido (LF))

Variables que se
controlan durante
el proceso:
Temperatura
Presion de
atomizaciony de la
camara (LF)
Giro del bombo
(BC)

Flujo de la

$12.5

dispersion

Figura 5. Esquema general del proceso de elaboracién de los de pellets de L-arginina-HCI

7.21.1 Elaboracién de pellets en Bombo Convencional

Lote 1 y Lote 1.1 (S_E 10%_BC). Se hicieron dos lotes con las mismas
caracteristicas; para la elaboracion de cada lote se utilizd 1 kg de Suglets®. En
procesos independientes se incorpordé la L-arginina-HCIl, seguido de la
incorporacion del BaSOay por ultimo se realizé el recubrimiento de proteccion con

Eudragit® S12.5 a un 10 % de aumento en peso.

Lote 2 (S_E 10%_BC_Op 3%). Del lote 1 se tomaron 500 g y se realizé un
recubrimiento de sellado con un aumento en peso del 3 % de Opadry® YS-1-7006.

Lote 3 (S_E 10%_BC_Sur 3%). Del lote 1 se tomaron 500 g y se realizd un
recubrimiento de sellado con un aumento en peso del 3 % de Surelease®.

Lote 4 (S_E 10%_BC). Para la elaboracion del lote se utilizé 1 kg de Suglets®. En
un primer proceso se incorpord la L-arginina-HCI junto con el BaSOa4y por ultimo
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se realizé el recubrimiento de proteccién con Eudragit® S12.5 a un 10 % de aumento
en peso.

Lote 5 (S_E 10%_BC_E 3%). Del lote 1.1 se tomaron 500 g y se realizé un
recubrimiento de sellado con un aumento en peso del 3 % de Eudragit® S12.5.

Lote 6 (S_E 10%_BC_Sur/Op 3%). Del lote 1.1 se tomaron 500 g y se realiz6 un
recubrimiento de sellado con un aumento en peso del 3 % de una mezcla de
Surelease®Opadry® 85:15 respectivamente.

Lote 7 (S_E 10%_BC). Para la elaboracion del lote se utilizaron 2 kg de Suglets®.
En un primer proceso se incorporé la L-arginina-HCI junto con el BaSOa4Yy por ultimo
se realizé el recubrimiento de proteccién con Eudragit® S12.5 a un 10 % de aumento
en peso.

Lote 8 (C_E 10%_BC). Para la elaboracion del lote se utilizé 1 kg de Cellets®. En un
primer proceso se incorpor6 la L-arginina-HCI junto con el BaSO4y por ultimo se
realiz6 el recubrimiento de proteccion con Eudragit® S12.5 a un 10 % de aumento

en peso.

Lote 9 (C_E 15%_ BC). Del lote anterior (8) se tomé 1 kg de pellets para incorporar
un 5 % adicional de Eudragit® S12.5, para tener un aumento en peso de 15 %.

Lote 10 (C_E 20%_BC). Del lote anterior (9) se tomd 1 kg de pellets para incorporar
un 5 % adicional de Eudragit® S12.5, para tener un aumento en peso de 20 %.

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de elaboracién para cada lote de pellets

disenados y en la figura 6 se muestran los esquemas correspondientes, donde se
observan las diferentes capas, desde el nacleo hasta la capa mas externa.
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Tabla 2. Lotes de pellets elaborados

No.  Nucleos Polimero Incorporacion | Tamano | Aumento
de de L-arginina | del Lote | en peso
lote y BaSO, (%)
1 Eudragit® S12.5 Separados 1 kg 10
1.1 Eudragit® S12.5 Separados 1kg 10
2 Eudragit®S12.5 | Separados 500 g 10
Opadry® 3
3 @m Eudragit® S12.5 Separados 500 g 10
o Surelease® 3
4 Eo Eudragit® $12.5 Juntos 1kg 10
5 N Eudragit® S12.5 Separados 500 g 13
6 Eudragit® S12.5 Separados 500 g 10
Sur/Op® 3
(85:15)
7 Eudragit® $12.5 Juntos 2 kg 10
8 e Eudragit® $12.5 Juntos 1kg 10
e
9 @ Eudragit® S12.5 Juntos 1 kg 15
10 8 Eudragit® S12.5 Juntos 1kg 20
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Suglets® Suglets®

BaSO,/Opadry® BasO,/Opadry®
clear clear

clear

Eudragit® S12.5
(10%),
Talco/Isopropanol

L-arginina
\ L-arginina HCl/Opadry® clear
HCl/Opadry® clear Eudragit® S12.5
. (10%), Talco
Eudragit® S12.5
(10%), Talco Sello (3%)
Suglets® Cellets®
L-arginina HCI, L-arginina HCl,
BasO,/Opadry BasO,/Opadry

clear

Eudragit® S12.5
(10, 15 y 20 %),

Talco/lsopropanol

¢ d

Figura 6. a) Lote 1y Lote 1.1_Suglets®, Eudragit® S12.5 10 % aumento en peso. b) Lote 2,
Lote 3, Lote 5y Lote 6_ Suglets®, Eudragit® S12.5 10% con sellos de Opadry®, Surelease®,
Eudragit® y Surelease®Opadry® al 3 % aumento en peso. c) Lote 4 y Lote 7_ Suglets®,
Eudragit® S12.5 10 % aumento en peso. d) Lote 8, Lote 9 y Lote 10_Cellets®, Eudragit®
S12.5a10, 15y 20 % aumento en peso.

7.21.2 Elaboracién de pellets en Lecho Fluido

Lote 11 (S_E 20%_LF). Para la elaboracién del lote se utilizaron 200 mg de
Suglets®. En procesos independientes se incorporé la L-arginina-HCl y el
recubrimiento de proteccion con Eudragit® S12.5 a un 20% de aumento en peso.

Lote 12 (C_E 20%_LF). Para la elaboracion del lote se utilizaron 200 mg de Cellets®.
En procesos independientes se incorporo la L-arginina-HCI y por ultimo se realiz6
el recubrimiento de proteccion con Eudragit® S12.5 a un 20 % de aumento en peso.
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En la tabla 3 se resumen las caracteristicas de elaboracién para cada lote de pellets
disenados y en la figura 7 se muestran los esquemas correspondientes, donde se

observan las diferentes capas, desde el nucleo hasta la capa més externa.

Tabla 3. Lotes de pellets elaborados

No.de | Nucleos Polimero Tamanodel | Aumentoen
lote Lote peso (%)
11 Suglets Eudragit® S12.5 200 g 20
12 Cellets
Suglets® Cellets®
L-arginina
HCl/Opadry L-arginina

clear HCl/Opadry clear
Eudragit S12.5
(20%),
Talco/Isopropanol

Eudragit S12.5
(20%),
Talco/Isopropanol

a b
Figura 7. a) Lote 11_Suglets®, Eudragit® S12.5 20% aumento en peso. b) Lote
12_Cellets®, Eudragit® S12.5 20% aumento en peso.

7.2.2 Determinacion de la densidad de los pellets elaborados en

Bombo Convencional y Lecho Fluido

Por triplicado, se determiné la densidad de los nucleos iniciales tanto de sacarosa
como de celulosa microscristalina. En una probeta de 10 mL se agregaron 5 mL de
agua destilada y luego se agregaron 1 g de pellets. La densidad se determin6 con

el dato de desplazamiento de volumen, utilizando la formula: 0 = %
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El mismo proceso se realizé para determinar la densidad a los pellets obtenidos de
los lotes finales.

7.2.3 Estudios de Microscopia

En la realizacion de las microfotografias se utilizd6 un microscopio electrénico de
barrido Jeol JSM-59000 LV. Previamente se prepararon las muestras, embebiendo
los pellets en una resina con la finalidad de fijarlos para después realizar un corte
trasversal y asi, poder observar su estructura interna y determinar el diametro y

espesor de la pelicula de recubrimiento.

Para obtener las fotografias de la superficie se utiliz6 una camara Motic-1000
adaptada a un estereomicroscopio Cole Parmer.

7.2.4 Evaluacién ‘in vitro” de los pellets finales

7.2.4.1 Prueba de disolucién

En la prueba de disolucion se utilizd un disolutor Hanson. Las condiciones del
analisis fueron las siguientes: Aparato 1 (canastillas), temperatura de 39 + 1° C, 50
rpm y medio de disolucién de 500 mL de buffer de fosfatos pH 6.0. Se tomaron 0.3
mL de muestra cada hora durante un total de 10 horas. Después, se sustituyé el
medio con un buffer de acetatos (pH 3.0), tomando 0.3 mL de muestra cada 10
minutos durante 40 minutos y finalmente, se cambié el pH a 7.5 utilizando 500 mL
de buffer de fosfatos, muestreando 0.3 mL cada 15 minutos durante 1.5 horas. Los
medios de disolucion fueron seleccionados en base al pH de los compartimentos en
donde se requiere proteger o dosificar la L-arginina.

7.2.4.2 Cuantificacién de L-arginina-HCI
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e Solucién estandar de L-arginina al 0.028 %: Se preparé disolviendo 14 mg
de L-arginina en 500 mL de agua destilada.

e Solucién reactivo: para preparar 1 mL, se pesaron 20 mg de Ninhidrina y se
disolvieron en 0.75 mL de dimetilsulféxido (DMSO); por separado se pesaron
3mg de Hidridantina y se disolvieron en 0.25 mL de buffer de acetatos (pH
5.5). Se mezclaron ambas soluciones antes de usarse ya que se oxidan
facilmente.

e Solucion de Etanol al 50 %.

La curva de calibracion se prepar6 de la siguiente manera:

Tabla 4. Curva de calibracion para la cuantificacion de L-arginina-HCI

ML de Agua Concentracion Reactivo Tiempo Etanol al
solucién (T])] de L- Ninhidrina — de 50%
Stock arginina/500 Hidridrantina Ebullicion (mL)
L (ML) (min)
15 485 0.42 200 30 1
30 470 0.84 200 30 1
40 460 1.12 200 30 1
80 420 2.24 200 30 1
120 380 3.36 200 30 1
160 340 4.48 200 30 1

Para la cuantificacion se prepararon las muestras problema tomando 15 L, se
adicionaron 485 pL de agua y 200 pL de reactivo de Ninhidrina-Hidridantina. Se
taparon los tubos y se dejan en ebullicion durante 30 minutos y posteriormente se
agregd 1 mL de etanol al 50 %. Tanto la curva de calibracién como las muestras se
leyeron en un espectrofotémetro UV-VIS a una longitud de onda de 570 nm (Moore
y Stein, 1954).
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7.24.3 Analisis Estadistico de los perfiles de disolucion

Ya que los datos no se distribuyen normalmente, se realiz6 una prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis para la comparacién de medianas entre dos grupos
(equivalente al ANOVA), seguido de una prueba de Wilcoxon (equivalente a lat de
Student) para hacer comparacion multiple entre todos los grupos. Para el analisis
se utilizé el programa estadistico SPSS Statistics 17.0.

7244 Determinacién de las cinéticas de liberacion

Los datos de los perfiles de liberacién obtenidos en la prueba de disolucion se
ajustaron con diferentes modelos matematicos para determinar el mecanismo de

liberacién de la L-arginina-HCI a partir de los pellets elaborados.

7.2.4 Validaciéon de la técnica analitica

Para validar el método analitico se evaluaron los siguientes pardmetros: precision
del sistema, linealidad del sistema, exactitud y repetibilidad del método, siguiendo
la Guia de Validacion de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biologicos México A.C. (CNQFBM, 2002).

7244 Linealidad del Sistema

Se prepard una solucién stock pesando 14 mg de estandar de L-arginina, se
disolvieron y se afor6 a 500 mL, cada mililitro de solucion es equivalente a 0.028 mg
de estandar de L-arginina. Se prepard por triplicado la curva de calibracion que
incluye desde 0.42 hasta 4.48 ug/500uL (ver tabla 3). A todos los tubos (muestras)
se les adicionaron 200 pL de reactivo de Ninhidrina/Hidridantina, se taparon los
tubos y se dejaron en ebullicién por 30 min, al finalizar se agregé 1 mL de etanol al
50 % y se leyeron las muestras en espectrofotémetro UV-VIS a 570 nm.
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7.2.45 Precision del Sistema

Se prepard una solucién stock pesando 14 mg de estandar de L-arginina, se
disolvieron y se aforé a 500 mL, cada mililitro de solucion es equivalente a 0.028 mg
de estandar de L-arginina. Se prepard por sextuplicado el punto medio de la curva
de calibracion correspondiente a 1.12ug/500uL; para obtener esta concentraciéon se
tomaron 40 pL de solucidn estandar y se agregaron 460 pL de agua, se adicionaron
200 pL de reactivo de Ninhidrina/Hidridantina, se taparon los tubos y se dejaron en
ebullicién por 30 min, al finalizar se agregé 1 mL de etanol al 50 % y se leyeron las
muestras en espectrofotémetro UV-VIS a 570 nm.

7.2.4.6 Precision del Método (Precisién intermedia)

Se realiz6 por dos analistas diferentes, en dos dias diferentes. Se hicieron 3
pesadas independientes de aproximadamente 115 mg de L-arginina-HCI
(concentracion que corresponde al 100% del contenido mas bajo en los pellets
finales) y se disolvieron en 50 mL de agua destilada, después las soluciones se
filtraron. De cada muestra se tomaron 15 pL y se agregaron 485 uL de agua
destilada, se adicionaron 200 puL de reactivo de Ninhidrina/Hidridantina, se taparon
los tubos y se dejaron en ebullicidon por 30 min, al finalizar se agregd 1 mL de etanol
al 50 % y se leyeron las muestras en espectrofotometro UV-VIS a 570 nm.

7.24.7 Exactitud y Repetibilidad del Método

Se hicieron 6 pesadas independientes de aproximadamente 115 mg de L-
arginina-HCI (concentracién que corresponde al 100% del contenido mas alto en los
pellets finales) y se disolvieron en 50 mL de agua destilada, después las soluciones
se filtraron. De cada muestra se tomaron 15 pL y se agregaron 485 uL de agua
destilada, se adicionaron 200 pL de reactivo de Ninhidrina/Hidridantina, se dejaron
en ebullicion por 30 min, al finalizar se agregé 1 mL de etanol al 50 % y se leyeron
las muestras en espectrofotémetro UV-VIS a 570 nm.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

8.1Elaboracion de los lotes de pellets con L-arginina-HCI

A continuacion se presentan los resultados y las condiciones de los procesos
realizados en bombo convencional y lecho fluido, asi como las formulaciones y los

disenos finales de los pellets obtenidos.

8.1.1 Elaboracion de pellets en Bombo Convencional

En la tabla 5 se resumen las condiciones del proceso dependiendo del tipo de
polimero utilizado.

Tabla 5. Condiciones de proceso para los diferentes recubrimientos peliculares en bombo
convencional (tomando en cuenta la ficha técnica del proveedor de cada polimero)

Opadry® | Eudragit $12.5° | Surelease® | Surelease®/ Opadry®

(acuoso) (organico) (acuoso) 85:15 (acuoso)
Temperatura de precalentamiento 45 35 45 45
del bombo (°C)
Temperatura de proceso (°C) 58 — 60 35-40 40-43 42 - 45
Presion del aire de la pistola (psi) 20 20 20 20
Giro del bombo (rpm) 17 22 22 22
Velocidad de dosificacién (g/min) 6 15 6 10

La tabla numero 6 muestra los resultados obtenidos en los procesos de
recubrimiento, tanto de incorporacién de L-arginina-HCI y Sulfato de Bario a los

nucleos inertes, como de proteccién y sellado de los mismos.
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Tabla 6. Resultados de los procesos de recubrimiento

11

10

Recubrimiento

Incorporacion de BaSO,

Incorporacidn de L-arginina HCl
Proteccion con Eudragit® $12.5
Incorporacién de BaSO,

Incorporacién de L-arginina HCl
Proteccion con Eudragit®S12.5
Incorporacién de BaSO,

Incorporacidn de L-arginina HCI
Proteccion con Eudragit® $12.5

Sellado con Opadry® 3%

Incorporacién de BaSO,

Incorporacién de L-arginina HCI
Proteccion con Eudragit® S12.5

Sellado con Surelease® 3%
Incorporacién de L-arginina-HCly BaSO,
Proteccion con Eudragit® $12.5
Incorporacién BaSO,

Incorporacién de L-arginina-HCl
Proteccion con Eudragit® $S12.5
Proteccion con Eudragit® S12.5
Incorporacién BaSO,

Incorporacion de L-arginina-HCl
Proteccion con Eudragit® S12.5

Sellado con Surelease®/Opadry® (85:15)
Incorporacién de L-arginina-HCly BaSO,
Proteccidén con Eudragit® S12.5
Incorporacidn de L-arginina-HCly BaSO,
Proteccién con Eudragit® $12.5
Incorporacidn de L-arginina-HCly BaSO,
Proteccion con Eudragit® $12.5
Proteccion con Eudragit® S12.5
Incorporacion de L-arginina-HCly BaSO,
Proteccion con Eudragit® $12.5
Proteccion con Eudragit® $12.5

Proteccion con Eudragit® S12.5

L-arginina HCI

(mg/g
pellets)

180

140

180

180

180

140

140

400

195

195

195

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

%
Polimero

S.7

SN
3.9

97

3.6

9.9

9.6
2.96

9.6

2:9

10.3

9.98

9.98
4.9

9.9
4.9
5.2

Rendimiento

98.8
96
99.6
98.7
90.2
94.7
98.8
96
99.6
99.4
98.8
96
99.6
99.4
96.8
97.4
98.7
90.2
94.7
98.5
98.7
90.2
94.7
98
98.2
997
98.4
94.7
98.4
94.7
953
98.4
94.7
95.3
95.6
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8.1.2 Elaboracién de pellets en Lecho Fluido

En la tabla 7 se resumen las condiciones del proceso dependiendo del tipo de

polimero utilizado.

Tabla 7. Condiciones de proceso para los diferentes recubrimientos peliculares en Lecho
Fluido (tomando en cuenta la ficha técnica del proveedor de cada polimero)

Opadry® (acuoso) Eudragit S12.5° (organico)
Temperatura de proceso (°C) 40 27
Presion del aire de la pistola (psi) 1.4 1.4
Presion de la cdmara de trabajo 0.4-0.5 0.5
Filtros 3 3
Velocidad de dosificacién (g/min) 2 2

La tabla 8 muestra los resultados obtenidos tanto en los procesos de recubrimiento

de incorporacién de L-arginina-HCI, como de proteccion de los mismos.

Tabla 8. Resultados de los procesos de recubrimiento

Recubrimiento L-arginina HCl | % Polimero | Rendimiento
(mg/g pellets)

Incorporacion de L-arginina-HCI

Proteccion con Eudragit® $12.5 20 NC
12  Incorporacion de L-arginina-HCl 126.6
Proteccién con Eudragit® S12.5 20 NC

8.2Determinacién de la densidad a los pellets elaborados en Bombo
Convencional y Lecho Fluido

La densidad inicial promedio tanto de Suglets® como de Cellets®, fue de 1.43 g/cm?.
La densidad final promedio de los pellets obtenidos en los lotes elaborados se
encuentra entre 1.67 y 1.84 g/cm?, cumpliendo con el valor éptimo (1.8 g/ cm?)
reportado por Vadamme y Ellis (2004) para animales de pastoreo.
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8.3 Estudios de Microscopia

En la tabla 9 se muestra el promedio del didmetro de los ndcleos iniciales (Suglets®
y Cellets®), y en la tabla 10 se presentan los espesores de la pelicula de

recubrimiento de los pellets obtenidos en cada uno de los lotes elaborados.

La figura 8 muestra microfotografias (microscopio electrénico de barrido) del corte
trasversal de los pellets de los diferentes lotes obtenidos, en las que se puede
observar claramente el nucleo, seguido de las capas de recubrimiento; es
importante mencionar que hay una diferencia clara entre los pellets en los cuales se
incorporé junto el BaSO4 y la L-arginina-HCI, y en los que se incorporaron por
separado. En el primer caso, después del nucleo se ve una capa blanca que
corresponde al BaSOyg, seguida de la capa de L-arginina-HCl y por ultimo la capa de
proteccion con Eudragit® S12.5. En el caso contrario, seguido del niicleo se observa
una capa en la cual estdn mezclados el BaSO4 y la L-arginina-HCI; esto es facil de
distinguir ya que el sulfato de bario, al ser un material de contraste se observa de
color blanco en las microfotografias. En los lotes en los que se aumenté la cantidad
de polimero del 10 al 13, 15 0 20 %, se observa como la capa de recubrimiento de

proteccién aumenta respectivamente.

La figura 9 muestra la comparacién entre pellets elaborados en bombo convencional
y lecho fluido; en las microfotografias se puede observar que la formacion de la
pelicula es mucho mas homogénea durante el proceso en lecho fluido, en
comparaciéon con la pelicula formada en el proceso realizado en el bombo

convencional.

La figura 10 muestra microfotografias (estereomicroscopio) del aspecto de la
superficie, asi como la forma esférica de los pellets obtenidos.
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Tabla 9. Diametros de los nucleos iniciales

Nucleos

Suglets®

Cellets®

Diametro (um)
1060.48
1153.22

Tabla 10. Espesor de las peliculas de recubrimiento

Lote

2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

Descripcion

S E 10% BC_Op 3%
S E 10% BC_Sur 3%
S E 10% BC

S E 13% BC

S E 10%_BC_Sur/Op 3%
S E 10% BC

C_E 10% BC

C_E 15% BC

C_E 20% BC

S E20% LF

C_E 20%_LF

Espesor de la
pelicula
proteccion
(um)
47.3
68
45.5
48.4
50
65
35.7
52.7
68.9
61
51.1

Polimero de

proteccion
(%)

3.9
3.6
L)
13.6
2.9
10.3
L)
4.9
52
NC
NC
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Fotografias macroscopicas y microscopicas de los pellets elaborados

Fa-UJsAal

H45 SEEMm FO-USAI A5 SHE LM FEo-UsSH1

288 4 Fo-UsAl Z5kU 45 SH8mm Fa-UsSAl

e f

Figura 8. Fotografias microscopicas de un corte trasversal de los pellets elaborados
(Microscopio electrénico de barrido, Jeol JSM-59000 LV). a) Lote 2, b) Lote 3, c) Lote 4, d)
Lote 6, e) Lote 7, f) Lote 8.
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SErm FO-USAI

FQ-UsAI

Figura. 9 Comparacion entre la formacién de la pelicula (Microscopio electrdnico de barrido,
Jeol JSM-59000 LV). Bombo Convencional a) Lote 4, b) Lote 2) y Lecho Fluido ¢) Lote 11
y d) Lote 12.
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Figura 10. Fotografias macroscépicas de los pellets elaborados (Estereomicroscopio Cole
— Parmer. Aumento de 56x). a) Suglets®, b) Cellets®, c) Lote 1 (S_E 10_SB_A BC), d) Lote
2 (S_E 10/0Op 3_BC), e) Lote 3 (S_E 10/Sur 3_BC), f) Lote 4 (S_E 10_SB+A_BC_1kg), g)
Lote 5 (S_E 13_BC), h) Lote 6 (S_E 10/Sur:Op 3_BC), i) Lote 7 (S_E 10_SB+A_BC_2kg),
j) Lote 8 (C_E 10_BC), k) Lote 10 (C_E 20_BC), I) Lote 12 (C_E 20_LF).
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8.4 Evaluacion “in vitro” de los pellets finales

En el presente trabajo se plantearon diferentes disefios de pellets tomando en
cuenta las caracteristicas anatémicas y fisiologicas de los rumiantes, con el fin de
obtener pellets con caracteristicas de densidad y tamafo adecuadas, pero diferente
comportamiento frente al medio de disolucién, ya que lo ideal seria que la cantidad
de L-arginina-HCl liberada en el medio de disolucion con pH 6 (rumen) fuera minima,
y asi liberar el resto del aminoacido en el medio de disolucion con pH 7.5 (intestino
delgado). Para determinar las cinéticas de liberacion se analizaron los ajustes

lineales (mayor r?) de los diferentes modelos estudiados (ver pagina 49).

El analisis se hizo para los tiempos de muestreo correspondientes al medio que
simula el compartimento ruminal (pH 6) y el que simula el intestino delgado (pH 7.5)
y sblo se determind para los perfiles que presentan un cambio en la liberacién de la
L-arginina-HCI (ver anexo 3).

8.4.1 Efecto de la naturaleza del nucleo en pellets elaborados en Lecho
Fluido

Se realizaron dos lotes de pellets con el mismo diseno, teniendo como Unica variable
un ndcleo diferente. En el lote 11 se utilizaron nlcleos de sacarosa (Suglets®), y en
el lote 12 los nucleos fueron de celulosa microcristalina (Cellets®). La densidad final
para ambos lotes fue de 1.84 g/cm?® en promedio. En los dos lotes el aumento en
peso de polimero con Eudragit® S12.5 fue de 20 %.

En la figura 11 se muestra la comparacion entre los perfiles de disolucién
correspondientes a estos los lotes; esta comparacion se hizo con el fin de descartar
una liberacion mas rapida del aminoacido, debido a la solubilizacion de la sacarosa
del nucleo, al entrar en contacto con el liquido del medio de disolucién, pudiendo
generarse un microambiente osmético que favoreciera su salida por empuje o bien,

por arrastre.
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El analisis estadistico muestra que no hay una diferencia significativa en los perfiles
obtenidos con ambos lotes (p > 0.05), lo que permite afirmar que el uso de los
nucleos de sacarosa y celulosa microscristalina no influye en la liberacion de la L-

arginina-HCI.

El mecanismo de liberacién que predomind tanto en el lote elaborado con Suglets®,
como para el lote elaborado con Cellets®, fue de primer orden durante las primeras
10 horas de liberacidon (rumen); esto quiere decir que la liberacion de L-arginina-HCI
en ambos casos fue rapida durante las primeras horas y va disminuyendo conforme
pasaba el tiempo. Mientras que en la ultima etapa de la disolucién correspondiente
al pH 7.5 (intestino delgado), la cinética de liberacion de ambos lotes, se ajusto a
orden cero; lo que indica una liberacion constante del activo durante el resto del
experimento y en el compartimento de interés. Estos resultados son consistentes
ya que ambos lotes estan elaborados bajo las mismas condiciones, variando sélo la
naturaleza del nucleo, ademas el analisis estadistico confirmé que no hay diferencia
significativa entre ambos perfiles de disolucion; motivo por el cual, el mecanismo de

liberacién es el mismo.
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Figura 11. Perfil de disolucién de los lotes 11 (Suglets®) y 12 (Cellets®). n = 3.

8.4.2 Efecto del método de incorporacién de Sulfato de Bario y L-
arginina-HCI

La inclusion de una sustancia que provea de densidad a los pellets es importante
para evitar que sean regurgitados, motivo por el cual se incorpor6 BaSO4 en la
dispersion de recubrimiento. En el lote 1 se incorporé en un primer proceso el
BaSOs4, seguido de la incorporacion de L-arginina-HCI; en el lote 4 en el mismo
proceso se incorporaron tanto el BaSO4 como la L-arginina-HCI. Los perfiles
obtenidos para cada lote (figura 12) muestran que la diferencia en el proceso de
elaboracién condiciona la liberacion de L-arginina-HCI, ya que ésta se controla
mejor cuando ambas sustancias se incorporan juntas. Esto se puede explicar debido
a la interaccion que existe entre la L-arginina-HCI y el BaSO4 cuando ambos se
encuentran en la dispersién de recubrimiento; esto provoca que durante el proceso
de recubrimiento, el BaSO4forme un matriz gracias a que éste es amorfo, por lo que

parte de la L-arginina-HCI queda atrapada en esta matriz y de este modo no queda
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expuesta al medio de disolucion. En el caso contrario, cuando la incorporacion de
BaSOs4se realizé sobre el nucleo inerte y posteriormente se realiz6 el recubrimiento
incorporando la L-arginina-HCI, no existié ninguna interaccion entre ellos, siendo

facilmente solubilizada y asi, pudo difundir facilmente hacia el exterior del pellet.

En la figura 13 se muestran microfotografias de pellets provenientes de los dos lotes
mencionados y la formacion de las diferentes capas se puede distinguir facilmente,
gracias al contraste entre el sulfato de bario y los otros excipientes.

El mecanismo de liberacion que predominé en ambos perfiles en la primera etapa
(medio de disolucion pH 6: rumen) fue de primer orden y Higuchi en la ultima etapa
(medio disolucién pH 7.5: intestino delgado), siendo la Unica diferencia entre ellos
la cantidad de L-arginina-HCI liberada a los mismos tiempos de muestreo.

100
90
80
70
60
50
40

Arginina liberada (%)

30
20 BaSO04, L-arginina BaSO4 + L-arginina

10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pH G pH3 pH 7.5
tiempo (h)

Figura 12. Perfil de disolucion del lote 1 (BaSQs, L-arginina-HCI) y del lote 4 (BaSO4 + L-
arginina-HCI). n = 3.
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Figura 13. a) Lote 1 (1: BaSQOu4, 2: L-arginina-HCI, 3: Eudragit® S12.5). b) Lote 4 (1:
BaSOa.y L-arginina-HCI en un mismo proceso, 2: Eudragit® S$12.5).

-52-



8.4.3 Efecto de la cantidad de Eudragit® S12.5 incorporada

La finalidad de estos disefios consistié en probar diferentes porcentajes de aumento
en peso (10, 15y 20 %) de Eudragit® S12.5 y asi, evaluar la cantidad de polimero
incorporado mas eficaz para controlar la liberacién de la L-arginina-HCI a pH de 6
(figura 14).

La figura 15 muestra los diferentes espesores de la pelicula de proteccion para cada
lote. En los perfiles de disolucion obtenidos para cada lote elaborado se puede
observar que no hay una diferencia entre el perfil obtenido con el 10 y 15 % de
aumento en peso (p > 0.05), pero hay una diferencia significativa con respecto al
perfil obtenido con el 20 % de aumento en peso de polimero. Esto se debe a que
con el 20 % de aumento en peso, la cantidad de polimero incorporado forma una
pelicula de mayor espesor con respecto al 10 y 15 %; al ser mas gruesa la capa de
proteccién, impide la liberacion de la arginina debido a que el recorrido para que

difunda el aminoacido solubilizado es mayor.

El estudio de las cinéticas de liberacion de los tres diferentes lotes nos confirma que
el mecanismo predominante es difusional (Higuchi), en el medio de disolucién a pH
6 (rumen). En el medio a pH 7.5 (intestino delgado), para el lote 8 la cinética de
liberacion que mejor ajustd fue de orden cero, mostrando una liberacion del activo
de forma independiente del tiempo; en el caso del lote 9, el mecanismo de liberacién
fue difusional, y para el lote 10 no se determiné la cinética de liberacién de las
ultimas horas del experimento debido a que no se liberd L-arginina-HCI.
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Figura 14. Perfil de disolucion de los lotes 8 (10 % Eudragit® S12.5), 9 (15 % Eudragit®
S12.5) y 10 (20 % Eudragit®S12.5). n = 3.
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Figura 15. Espesores de los lotes elaborados con diferentes porcentajes de aumento en
peso de Eudragit® S12.5 (1: BaSO4 + L-arginina-HCl y 2: Eudragit® S12.5). a) 10% b) 15 %
y 20 %.
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8.4.4 Efecto de los polimeros de sellado

Los sellos propuestos al 3 % de aumento en peso tuvieron como objetivo, proteger
al Eudragit® S12.5 (lote 1, 10 % aumento en peso) del medio de disolucién durante
las primeras 10 horas (rumen). Se hicieron cuatro diferentes sellos: incorporando
Opadry® YS-1-7006 clear (lote 2), Surelease® (lote 3), Eudragit® S12.5 (lote 5) y una

mezcla de Surelease/Opadry (lote 6) en proporcién 85:15.

El andlisis estadistico muestra que no existe diferencia significativa (p > 0.05) entre
los perfiles de los diferentes lotes elaborados con sello y el lote inicial (sin sello). No
se obtuvieron los resultados esperados, ya que en pH 6 no se logrd controlar la
liberacidén; sin embargo, cabe destacar que hay una diferencia (£ 15 %) en la
cantidad de arginina liberada en las primeras 10 horas cuando se compara el perfil

de los sellos contra el perfil inicial (Lote 1).

El mecanismo de liberacion predominante en todos los perfiles de disolucion (lote
2, 3, 5y 6) fue de primer orden, es decir, hay una liberacién rapida de la L-
arginina-HCI| durante las primeras 6 horas (pH 6, rumen), seguida por una
disminucién en la liberacién conforme pasa el tiempo. No se pudo determinar la
cinética de liberacién en las ultimas horas de la prueba de disolucion (pH 7.5,
intestino delgado), debido a que la cantidad de amino&cido cuantificado no fue

relevante.
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Figura 16. Perfil de liberacion del lote 1 (E 10 %), lote 2 (E 10%, Op 3%), lote 3 (E 10%,
Sur 3 %), lote 5 (E 13 %) y lote 6 (E 10%, Sur/Op 3 %). n = 3.

8.4.5 Efecto de la carga del bombo convencional

La cantidad elaborada de pellets del lote 4 fue de 1 kg y para el lote 7 fue de 2 kg;
en ambos lotes se consideraron las mismas condiciones (incorporacion de BaSOa4

y L-arginina-HCIl en un mismo proceso y 10 % aumento en peso de Eudragit® S12.5).

El andlisis estadistico muestra que hay una diferencia significativa entre ambos
perfiles (p < 0.05), resultando que el mejor perfil es el obtenido para el lote 7. Esto
se debe a que en el proceso de recubrimiento, la eficiencia mejora cuando el equipo
se utiliza al maximo de su capacidad. Es decir, la cama de pellets se acomoda mejor
dentro del bombo, cubriendo los costados y evitando que durante el proceso, la
dispersion de recubrimiento se quede pegada en las paredes de éste, asi, se puede
asegurar que toda la dispersién se utilizara para el recubrimiento de los pellets y se

distribuira de manera més uniforme en cada uno de los pellets.
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El mecanismo de liberacién para el lote 4 es de primer orden durante las primeras
10 horas (pH 6), a diferencia del lote 7 en el que el mecanismo de liberacién que
ajusta, es de orden cero (liberacidén constante). Durante el tiempo de disolucion en
pH 7.5 (intestino delgado), para ambos casos el mecanismo de liberacion que ajusto

mejor fue difusional.
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Figura 17. Perfil de liberacion del lote 4 (1 kg) y del lote 7 (2 kg). n = 3.

8.4.6 Mejor Perfil de liberacién

El lote 7 fue el mejor disefio, ya que se logrdé controlar mejor la liberacién del
aminoacido las primeras 10 horas en comparacién con los otros disenos, liberando
en el medio de disolucidén correspondiente al intestino delgado, aproximadamente
60 % del total de la arginina incorporada (figura 18).

Es importante mencionar que la solubilidad en agua de los polimeros derivados de
metacrilatos, depende de la relacion entre los grupos carboxilicos y éster presentes
en el polimero, que en el caso del Eudragit® S12.5 es de 1:2 respectivamente. Esta
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relacion tiene un efecto directo en la solubilidad con respecto al pH, ya que este
polimero solubiliza a pH mayores de 7 (Bermudez, J. et al., 2013).

Una caracteristica importante de este polimero es que a pH &cido no es capaz de
solubilizar, o que asegura que no habra liberacion del activo en estobmago (pH 3).
Al hacer el cambio a pH 7.5, el incremento en la concentracion de L-arginina-HCl es
notable debido a que los pellets se encuentran en el medio con el pH en el que el
Eudragit® S12.5 es soluble. Pese a que el polimero no es soluble a pH 6, hay una
cantidad considerable de L-arginina-HCI liberada en este medio debido a que el
tiempo que los pellets permanecen en este pH es de 10 horas. Durante este tiempo,
los grupos carboxilicos se desprotonan parcialmente, permitiendo que las cadenas
del polimero se relajen dejando poros a través de los cuales la L-arginina difunde.
La ficha técnica del polimero establece que la solubilidad de éste es pH
dependiente, siendo soluble a valores de pH alcalino, debido a la neutralizacion de
los grupos carboxilo (figura 2) y por tanto, la respectiva formacién de la sal, la cual
interactua con el agua mediante interacciones del tipo ion-dipolo (Evonik, 2011).

Se determind la cinética de liberacién de las primeras 10 horas del experimento en
pH 6 (rumen), encontrando que el mejor ajuste fue para una cinética de orden cero
(r? de 0.9811) El mecanismo que predomina durante las Gltimas horas de la prueba
de disoluciéon (pH 7.5), fue difusional (Higuchi, r? = 0.9906).
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Figura 18. Perfil de liberacion del lote 7 (Suglets®, 10 % Eudragit® S12.5, bombo
convencional, 2 kg). n = 3.

8.5Validacién de la Técnica Analitica

Para la validacion de la técnica analitica se evalud, linealidad del sistema, precision
del sistema, precision del método (precisién intermedia), asi como la exactitud y
repetibilidad del método. En la tabla 11 se muestran los resultados de la validacion
y los parametros de aceptacion establecidos por la Guia de Validacién de Métodos
Analiticos (CNQFB, 2002). De este modo, se puede decir que el método es preciso,
lineal, exacto y repetible; confirmando lo reportado por Yemm et al., 1955 y Rosen,
H., 1957, quienes obtuvieron resultados consistentes concluyendo que el método
es fiable y reproducible.
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Tabla 11. Resultados de la Validacion de la Técnica Analitica

Parametro Criterios de Experimental
aceptaciéon (CNQFBM,
2002)

Linealidad del Sistema r20.98 r2 0.9997
Precisidon del Sistema CV=s15% CV 1.1528 %
Precisién del Método CV=3% CV 1.1564 %
Exactitud y Repetibilidad del Recobro CV Recobro CV
Método 97 - 103 % < 3% 97.9 % 0.2 %
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9. CONCLUSIONES

La inclusion del sulfato de Bario en el disefio de los pellets permitié aumentar su
densidad, obteniéndose valores entre 1.67 y 1.84 g/cm?3.

Mediante las fotografias podemos deducir que la formacion de la capa de
recubrimiento es mas uniforme cuando se lleva a cabo el proceso en lecho fluido

El Eudragit® S12.5 demostré ser un polimero Util para controlar la liberacion de la L-
arginina-HCl en los pH’s de 6 y 3, mismos que corresponden al rumen y abomaso

de los rumiantes.

A los doce lotes de pellets obtenidos, ademas de la densidad, se les determiné
tamano y espesor de la pelicula de recubrimiento, y se obtuvieron los perfiles de
liberacidén correspondientes a cada lote.

De acuerdo a los perfiles obtenidos, podemos concluir que:

*La cantidad de arginina liberada es independiente de la naturaleza del nucleo.

*La incorporaciéon de L-arginina/sulfato de Bario es importante ya que el sulfato de
bario contribuye al control de la liberacion de la L-arginina-HCI.

*La resistencia de la capa de proteccion frente al medio de disolucién depende de
la cantidad de polimero incorporado.

*La carga del equipo influye en el perfil y mecanismo de liberacién de los pellets.

Tomando en cuenta que en el mejor lote obtenido se pierde un 40 % de L-
arginina-HCI en el pH 6 (rumen); para la administracion de estos pellets a ovejas o
vacas, se le recomendaria al Médico Veterinario dar una cantidad adicional de

pellets que compense el aminoacido liberado en rumen.
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10.PERSPECTIVAS

Incorporar de manera individual la L-arginina-HCI en el primer proceso de
recubrimiento para que esta quede adherida al nucleo inerte, seguida de la
incorporacion de BaSOa4 para formar una barrera insoluble de proteccion.

Proponer un recubrimiento de proteccién con una mezcla de polimeros, por

ejemplo un polimero pH dependiente y un polimero pH independiente pero

de baja permeabilidad.
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ANEXOS

1. Curva de calibracion para la cuantificacion de las muestras y validacion de

la técnica analitica

Tabla 1. Curva de calibracion para la cuantificacién de L-arginina-HCI a partir de las

muestras obtenidas en el ensayo de disolucion

Figura 1. Curva de Calibracién

Cuantificacién de L-arginina-HCI
Sol.
Estandar | Concentracion| H20O | Ninhidrina/Hidridantina Et-OH 50%

(uL) ng/500 pL (uL) (uL) Ebullicion (mL) Absorbancia
Bco. 0 500 200 30 min 1 0
15 0.42 485 200 30 min 1 0.0262
30 0.84 470 200 30 min 1 0.0499
40 1.12 460 200 30 min 1 0.0612
80 2.24 420 200 30 min 1 0.1201
120 3.36 380 200 30 min 1 0.1894
160 4.48 340 200 30 min 1 0.2456
320 8.96 80 200 30 min 1 0.4602
480 13.44 20 200 30 min 1 0.7075
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2. Validacién de la Técnica Analitica

Tabla 2. Precision del Sistema.

Muestra | Abs
Estandar 14 mg 0.0642
Volumen de aforo solucién 500 | mi 2 0.0645
madre
Concentracion de solucion 0.028 | mg/ml | 3 0.0627
estandar
Alicuota 40 ul 0.0646
Volumen de aforo muestra 500 |ul 0.0641
Concentracion teorica de la 1.12 | pg/ml 0.0647
muestra

Promedio | 0.06413333
La prueba cumple con un CV = 1.15286242 % | Desv. Est. | 0.00073937

% C.V. 1.15286242

Tabla 3. Precisién del Método.

Muestra | Peso Abs Concentracion | Concentracion
muestra (mg) (ng/mL) mg/g de pellets
Analista1 |1 115 0.9040 | 17.30088666 | 103.80532
2 115 0.9075 | 17.36835004 | 104.2101002
3 115 0.9018 | 17.25848111 103.5508867
Analista2 |4 115 0.9089 | 17.39533539 | 104.3720123
5 115 0.9174 | 17.55917502 | 105.3550501
6 115 0.9201 | 17.6112182 105.6673092
Analista1 | 1 115 0.9021 | 17.26426369 | 103.5855821
2 115 0.9083 | 17.38377024 | 104.3026214
3 115 0.9109 | 17.43388589 | 104.6033153
Analista2 |4 115 0.9134 | 17.48207402 | 104.8924441
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115 0.8863 | 16.95971473 | 101.7582884
115 0.9302 | 17.80589823 | 106.8353894
Promedio 0.9092 | 17.4019211 104.4115266
La prueba cumple con un CV D.S. 0.201237152 1.207422913
1.156407681 % C.V. | 1.156407681 1.156407681
Tabla 4. Linealidad del Sistema.
1 2 3
La [1ug/ml | Abs [1ug/ml | Abs [1ug/ml | Abs Promedio
prueba | 0.42 0.0243 | 0.42 0.0245 |0.42 0.0241 | 0.0241
cumple |0.84 0.0489 | 0.84 0.0487 |0.84 0.0485 | 0.0485
r2 = 1.12 0.0654 |1.12 0.0652 |1.12 0.0658 | 0.0658
0.9993 |2.24 0.1295 |2.24 0.1298 |2.24 0.1263 | 0.1263
3.36 0.1943 | 3.36 0.1987 | 3.36 0.1996 | 0.1996
4.48 0.2627 |4.48 0.2623 |4.48 0.2637 | 0.2637
r2 0.9999 0.9999 0.9993

0.3

0.25

0.2

0.1

0.05

1

Figura 2. Gréfico de Linealidad del Sistema (r? = 0.9993)

2

3

y =0.0592x - 0.0015
R?=0.9993

4
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Tabla 5. Exactitud y Repetibilidad.

Muestra Peso Abs Concentracion CONC. % Recobro
muestra (Mg/mL) mg/g de
(mg) pellets
1 115 0.6832 13.04491133 | 112.51236 | 97.836835
2 115 0.6831 13.04298381 | 112.495735 | 97.8223786
3 115 0.6838 13.05647648 | 112.61211 | 97.9235736
4 115 0.6833 13.04683886 | 112.528985 | 97.8512914
5 115 0.682 13.02178103 | 112.312861 | 97.6633577
6 115 0.6858 13.09502699 | 112.944608 | 98.2127024
Promedio 0.68353333 | La prueba cumple con un | 97.8850231
Desv. Est. 0.00125804 | CV = 0.18 % y un Recobro
% C.V. 0.18404966 | de 97.88 %
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3. Mecanismos de Liberaciéon de los perfiles de disolucion de los diferentes

disenos de pellets

Tabla 6. Resultados de los mecanismos de liberacién aplicados a los perfiles de disolucion.
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