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INTRODUCCION

El campo de la salud animal proporciona una gran oportunidad para la
introduccion de nuevos dispositivos para la liberacion controlada de farmacos.
Estos dispositivos emplean elementos nuevos e interesantes de otros campos para
estos sistemas. (23

El éxito que pueda tener cualquier programa de tratamiento para animales, igual
que para el humano, depende de la administracién del medicamento adecuado en
la dosis correcta al animal o grupo de animales, en el momento apropiado y con la
frecuencia necesaria. (39)

Debido a las variaciones en la morfologia y condiciones de manejo de los animales
sujetos a tratamiento y a la capacidad econémica del ganadero, ¢l fabricante de
productos veterinarios desarrolla diversas formas de dosificacién y sistemas de
liberacién para el farmaco. gy

En el caso de los rumiantes y gracias a las caracteristicas fisiolégicas tinicas de
estos animales productores de alimento, se pueden desarrollar sistemas de
liberacién de farmacos.

Los rumiantes poseen un érgano digestive anterior lamado reticulorumen, el cual
funciona como sitio inicial para el “rompimiento” microbiano de celulosa y los
demés nutrientes complejos. Un dispositivo que se mantenga alli empleando los
medios apropiados, puede servir como una plataforma para la liberacion
prolongada de medicamentos profildcticos o terapéuticos.

Desde los albores de la humanidad hasta nuestros dias, la cabra ha constituido una
de las especies domésticas mas importantes para el hombre, como fuente de
alimento (carne y leche), para su vestimenta (pelos y pieles), asi como para el
control de las malas hierbas y como productora de abono organico de alta calidad
y aiin como animal de ornato.

La coccidiosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa que se caracteriza
clinicamente por diarrea con sangre y anemia. Generalmente se presenta en
animales j6venes en forma aguda, mientras que en los adultos es crénica. La
transmision se realiza por la ingestion de alimentos y agua contaminada con
ooquistes, 3z
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En este trabajo se desarrollé un bolo de retencién en rumen para controlar la
coccidiosis en cabras. Esta forma de dosificacion liber6 sulfametazina durante un
periodo prolongado de tiempo y mostr6 efectos muy positivos para el tratamiento
de la enfermedad.

Se evalu6 la funcionalidad de un sistema tipo matriz lipidica conteniendo a la
sulfametazina sédica y a un agente densificador (hierro reducido). A este sistema
se le dio la forma de un bolo para animales. Para elaborarlo se emplearon dos
métodos: la compresién directa y la gramualacion por fusién. A los bolos se les
evaluaron las caracteristicas farmacotéonicas v la liberacién de sulfametazina in
vitro. Los bolos se administraron a un conjunto de cabras y se determinaron las
concentraciones plasméticas del farmaco por mas de veinte dias. Ademds, se
evaluaron importantes parametros como las cuentas de ooquistes, el consumo de
alimento y la ganancia de peso de los animales. Se emplearon estudios de rayos-x
para evidenciar la presencia del bolo al interior de los animales, y en diversas
etapas del trabajo se realizaron estudios en el microscopio electrénico de barrido
para evaluar la condicién de los bolos. La realizacion del trabajo requirié la unién
de esfuerzos de profesores y estudiantes de diversas 4reas para que la
multidisciplina se hiciera realidad.
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1. FORMAS DE DOSIFICACION PARA ANIMALES

La administracién de medicamentos a los animales puede realizarse mediante la
dosificacién individual de un animal o basandose en una masa a través del
alimento o el agua de beber del animal.

1.1. Fundamentos

La forma de dosificacion consiste de un vehiculo que contiene al activo, hecho al
gusto del cliente, para un compuesto con caracteristicas fisicas y quimicas
especificas. Los animales son medicados con una variedad de formas de
dosificacion (Tabla 1), y por varias rutas o vias de administracién (Tabla 2). ()

Tabla 1. Formas de Dosificacion para la Salud Animatl (g

Aerosoles Ungiientos
Bolos y Tabletas Pastas y Geles
Cépsulas Polvos
Cremas Soluciones
Granulos Supositorios
Implantes Suspernsiones

Tabla 2. Rutas de Administracién ¢

Oral Oftalmica
O Por Boca
O Por Tubo Estomacal
Q Intra-Ruminalmente Rectal
Parenteral
O Intravenosa Vaginal
0O Subcutanea
Q Intramuscular
O Intra-Articular
Q Intraperitoneal
Intramamaria

Topica
¥ Efecto Dérmico local
» Efecto Sistémico inhalacién
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En ocasiones, la administracién de medicamentos a animales requiere de una
forma especial que se ajuste a dispositivos mecéanicos de dosificacion. La liberacién
del activo en un sitio especifico puede obligar el uso de recubrimiento y/o
vehiculos especiales, para promover la pronta accibn o para prevenir la
destruccién metabolica.

1.2. Tabletas y Bolos

En la medicina humana, las formas de dosificacién sélidas como las tabletas son el
medio més cominmente utilizado para la administracién de un medicamento. La
tableta ofrece muchas ventajas sobre otras formas de dosificacion como el bajo
costo de fabricacion por unidad, estabilidad, uniformidad en la dosis, y facilidad
en el empaque. (9

En el caso de los animales, se utitiza comiinmente una tableta con forma de cipsula
0 cillpdrica cominmente denominada “bolo”, Bl instrumento usado para sostener
el bolo y liberarlo en la boca del animal se denomina “pistola” de bolos. Los bolos,
comGnmente amados “pildoras para caballos”, rara vez se administran a caballos
debido a la dificultad en el manejo de estos animales, la facilidad con que el caballo
puede escupirlos, y la posibilidad de ahogar (atragantar) al caballo. Los bofos son
sin embargo una forma de dosificacion dtil para ganado vacuno, ovefas y cabras.

La relacion entre el fdrmaco y el material inerte en un bolo serd usvalmente mucho
mayor gue en las tabletas. Esto deja menos espacio para la adicién de un diluente o
un material auxiliar para superar objetables caracteristicas de un activo que puede
interferir con la compresién, desintegracion, o disolucion. Durante la compresion
de un bolo, suficiente aire puede ser adsorbido sobre la superficie de la
granulacion para provocar una severa formacién de capas en el bolo. Esto puede
observarse en forma de pequefias explosiones segundos después de que el bolo es
expulsado de la matriz, conforme el aire escapa separando la parte superior del
bolo. Esto es particularmente cierto con méquinas monopunzénicas. Cuando el
volumen de produccion lo permite, el use de equipo mas reciente para compresion
con multiestaciones con rodilles de precompresion ayudari a superar este
problema. )

Se puede intentar eliminar este aire ocluido cambiando el tamaiio del granulo,
disminuyendo su volumen (aumentando la densidad), ajustando el contenido de
humedad, o adicionando un excipiente higroscopicc como el sorbitol o
polietilenglicol s6lido. Las orillas del bolo usualmente muy redondeadas también
incrementan la tendencia hacia la formacion de capas. (3

Cuando se fabrican bolos grandes, la extrema profundidad y espesor (anchura) de
{a cavidad de la matriz pueden fomentar el “puenteo” y un lfenado no uniforme.
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Esto se puede minimizar modificando el tamafio de particula y la densidad del
granulo para mejorar el flujo. La adiciéon de un deslizante para mejorar atin més el
flujo, también debe ser investigado. Augsburger y Shangraw (1966) reportaron el
uso de varias silicas y silicatos con este propésito. ¢4

Un tiempo de desintegracion de 30 minutos usualmente es considerado un
maximo para tabletas sin recubrir. £n ef caso de los bolos, debido al incremento en
famano, la penetracion de fluido puede requerir mds fiempo, y un periodo tan
largo como 50 minutos no debe considerarse irrazonable o excesivo, Es dificil creer
que una diferencia en el comienzo de la accién de 30 a 60 minutos puede tener
significado practico. g

Cuando este es el caso, la medicacion parenteral debe ser indicada. Este tipo de
razonamientos, sin embargo, se utilizan con frecuencia para probar una ventaja
competitiva. Cuando los tiempos de desintegracién se retardan mds de 60 minutos,
la adicibn de un surfactante para ayudar a la humectacién del bolo v a la
penetracion de liquido puede disminuir el Hempo de desintegracién. La adicion de
un material como la celulosa microcristalina proporciona un medio para disminuir
el tiempo de desintegracion. (g

El pegado de la granulacién a 1os punzones y matrices durante la compresién es un
problemna comiin durante la manufactura de tabletas. Este problema se complica en
fa manufactura de bolos debido a la gran drea de contacto. Para lograr la maxima
efectividad, un lubricante debe estar recubriendo ligeramente la superficie del
polvo o granulos. El sobremezclado disminuira Ia eficiencia del lubricante, y por
causar resistencia a la humectacién, puede incrementar el tiempo de
desintegracion.

1.3. Bolos de Accién Prolongada

Uno de los factores limitantes de la duracién de la accion de un activo
administrado oralmente en humanos es el tiempo de transito por el tracto
gastrointestinal. Varias técnicas han sido empleadas para desarrollar formas de
dosificacion oral de accion prolongada, pero una forma de dosificacién efectiva por
mas de 12 horas es extremadamente rara. ()

Sin embargo, en un rumiante como una vaca u ovea, es posible para objetos
sélidos ef permanecer en ef saco ruminoreticular indefinidamente. La densidad del
objeto es el factor critico determinante de la retencion del séfido en el saco. )

Existen varias patentes para la medicacién de accién prolongada de rumiantes que
proporcionan un reservorio del activo en el saco ruminoreticular. £/ activo en /a
forma de bolo, se mantiene en el saco debido a su naturaleza densa. @
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Marston (1960 y 1962), en su invencién se refiere a “pellets” en la forma de
cilindros de aluminio o acero llenados con una mezcla de activo y diluente o
“pellets” formados moldeando y horneando una mezcla de arcilla, activo, y otros
ingredientes. El establece: “la densidad puede ser tan alta como sea practicable,
pero como esté indicado, se prefiere que se encuentre entre 4.0 y 4.5. El limite
superior para la densidad no es critico, y puede establecerse que mientras mayor
sea la densidad serd mejor la retencién.”

Estos “pellets” son capaces de permanecer en el saco ruminoreticular por un
periodo indefinido de tiempo y pueden ser utilizados para proveer cantidades
traza de elementos necesarios como cobalto o cobre. Encambio serdn un medio
menos préctico de proveer una gran cantidad de activo para un periodo finito de 5
a 10 dias.

Patentes subsecuentes tratan con formulaciones de bolos hechas lo suficientemente
densas para sumirse en el contenido ruminal y permanecer de esta forma
disponible para liberacion retardada. Se cansidera que es deseable un rango de
densidades de 1.5 a 8.0. 5

Rednick y Tucker (1970), prepararon bolos de sulfametazina sulfatiazol,
furazolidona, o cloramfenicol densificados con Alerro reducido y/o sulfato de
calcio dihidratado. La velocidad de liberacion estd gobernada por la cantidad de
estearato de magnesio usado. La desintegracion puede ser controlada por més de
10 dias. Siegrist y colaboradores describen bolos densificados por la adicién de
bismuto insoluble o sales de bario. La liberacién del activo varié de acuerdo a la
mezcla de cera y glicerilmoncestearato y/o polietilenglicol usado en los bolos. 4

Carlson (1977), descubrié un medio para fabricar un bolo de liberacién controlada
consistente en una matriz soluble en agua pero lentamente digerible (digestible)
hecha de s6lidos de leche sin desnaturalizar con enlaces cruzados debidos a un
tratamiento con formaldehido. Bolos conteniendo sulfonamidas, tetraciclinas,
aspirina u organofosforados fueron hechos de esta manera. Una caracteristica
finica de la patente es una velocidad de liberacién prolongada cuando se utiliza en
animales con fiebre. 3

Chou (1978), ha patentado otro bolo que también es retenido en el saco
ruminoreticular en virtud de su densidad. Chou usa polvo de hierro para
densificar los bolos, como se report6 recientemente por Rednik y colaboradores
Zeina es el principal ingrediente usado para aglutinar (pegar o unir) al activo y
disminuir la velocidad de disolucion en el contenido ruminal. y)
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Miller y Beadles (1979), reportaron la preparacion de un bolo densificado con
sulfato de bario conteniendo una combinacion de cera y grasa, y un regulador del
crecimiento de insectos. La caracteristica inusual de este bolo no es su composicion,
sino la manera en la cual se logra su proposito. El regulador es lentamente liberado
en el rumen y finalmente aparece en el estiércol donde controla la actividad
larvicida de artr6podos. )

La tesis doctoral de Teel (1979), evalia el uso de un bolo administrado oralmente al
ganado para controlar la garrapata, un parasito externo, por més de 60 dias, Los
bolos contenfan cera de carnauba y polietilenglicol para regular la liberacién de
“Famphur”, y sulfato de bario para mantener el bolo en el rumen. Un nimero de
bolos de accion prolongada comercialimente exitosos ha demostrado las ventajas
précticas de estos como un producto. ¢

2. DISPOSITIVOS DE RETENCION EN RUMEN (RRD's)
2.1. Principios Fisiologicos

Los rumiantes poseen un 6rgano digestivo anterior lamado reticulorumen, el cual
funciona como el sitio inicial para el “rompimiento” microbiano de nutrientes
complejos incluida la celulosa. La fermentacion activa de bacterias simbidticas y
protozoarios realiza el proceso. Los metabolitos de la fermentacién asi como los
propios microorganismos son utilizados por el animal para satisfacer sus propios
requerimientos metabolicos para crecimiento, mantenimiento y produccion. ¢

El reticulorumen puede ser visualizado como una “cuba” de fermentacion de 100 a
200 litros en las vacas y de 10 a 15 litros en las ovejas y cabras. Tiene un orificio de
entrada en el extremo proximal del esdfago a través del cual entran la comida y la
saliva “amortiguadora”, y una salida esfinter a través de la cual el contenido del
rumen entra al abomaso, o “estémago verdadero”, después de pasar a través de un
“filtro”, el omaso. El tracto digestivo restante es similar al de la mayoria de los
mamiferos monogastricos. )

Un dispositive de retencién en rumen (RRD del inglés: “Rumen Retention
Devices”) con una densidad mayor a 2.5g,/ml asegura la disposicion del RRD en el
retfculo. Los RRD’s que dependen de su geometria para su retencion, flotan
libremente por toda la extension del rumen. Los RRD’s son administrados
oralmente por medio de un dispositivo especial llamado “pistola de bolos”. (5
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Intestino
delgado

Figura 1. El sistema digestivo de un rumiante mostrando
la posicion relativa de los 6rganos digestivos. (3

£l reficulorumen proporciona una oportunidad dnica para la aplicacion de
sistemas de liberacion, un dispositivo mantenido allf por medios adecuados puede
servir como una plataforma para la liberacion prolongada de medicamentos

profilicticos o terapéuticos. )

El tracto alimenticio de los rumiantes se extiende antes de su verdadero estomago
(abomaso) en una serie de camaras (rumen, reticulo, omaso) Figura 2. Una
retencién prolongada dentro del reticulorumen puede lograrse mediante el controt
de la densidad de la formulacién o el tamafio del dispositivo. El dispositivo o la
formulacién pueden mantenerse en el reticulorumen por dfas, semanas, meses o
afios, dependiendo del Hempo de liberacion requeride para el farmaco. oy
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EXCRETA [INTESTINO

SECRECIONES
BILIARES Y PANCREATICAS

Figura 2. Diagrama del tracto gastrointestinal de los rumiantes ¢

2.2. Oportunidades para la Liberacion de Activos

Una variedad de agentes han sido usados en RRD’s con propésitos profilacticos o
terapéuticos (Tabla 3).

Los dispositivos de retencién en rumen pueden asegurar la liberacién controlada
de un farmaco antihelmintico durante la temporada de pastoreo. El uso de estos
dispositivos estd particularmente bien ajustado para el tratamiento de
enfermedades parasitarias en rumiantes s
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Tabla 3. Grupos de Farmacos Incluidos en RRDs

> {  Antihelminticos }

» [ Nutrientes ]
Oportunidades
parala ) Promotores del
Liberacién de Crecimiento
Activos
> 0 Antibi6ticos |

2.3. Razones para el Exito Actual de los RRD"s

Las siguientes son razones importantes en la generacién e interés en los RRD's.

Reduccién del estrés debido a la_manipulacién (manejo) de los Animales. Fxisten
pérdidas economicas debidas a la manipulacion repetida de los animales por
tratamiento. Estas pérdidas son dificiles de cuantificar pero pueden ser
considerables. Reduciendo el niumero de episodios de manipulacién e/ ganadero
obtendrd un beneficio econdmico que se observard como un incremento én el peso
del animal, mayor produccion y una menor tasa de mortalidad total. iz

Optimizacién _de programas estratégicos. Los RRD’s incorporan practicas de
manejo que serfan dificiles de desarrollar peri6édicamente en el campo. Esto es
especialmente cierto con programas de tratamiento antihelmintico, que han sido
desarrollados a un nivel muy sofisticado en muchas partes del mundo. La
epidemiologia de la infeccién parasitaria involucra interacciones complejas entre el
animal hospedero, el ambiente, y el parasito. Existe un beneficio epidemioldgico en
la reduccibn de la contaminacién de la pastura resultante de una terapia
antihelmintica proporcionada mediante programas de tratamiento apropiados o
mediante el empleo de sistemas de liberacion de activos. EI beneficio de la
reduccion en la reinfeccion puede durar més que la vida individual del dispositivo
0 del tratamiento. Algunos agentes antihelminticos también son "ovicidas” en el
parisito, por lo tanto confieren un bono adicional de reduccién en la tasa de
reinfeccion. (23
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24. Principios que Gobiernan el Disefio y la Funcién de los
Dispositivos de Retencion en Rumen (RRD’s)

Los RRD’s se agrupan en dos categorfas basicas, aquellos que liberan activo de
manera constante a lo largo de todo su tiempo de vida en el ramen, dispositivos de
liberacidén sostenida, y aquellos que liberan dosis discretas de una manera pulsatil
{por medic de pulsos), dispositivos de liberacién intermitente. Las caracteristicas
fisiolbgicas y anatomicas tnicas de los rumiantes necesitan caracteristicas de
disefio especiales para Jos RRD's. Los dos problemas mayores que se deben vencer
o superar son la regurgitacién y las condiciones extremas (pH, actividad
enzimética mjcrobiana) en el ambijente del rumen.

2.4.1. Regurgitacion

Una funcién de los rumiantes que es de suma importancia cuando se disefian
RRD’s es la “rumia”. La rumia es un proceso donde el contenide del rumen que ha
sido colectado, masticado, tragado y fermentado durante el pastoreo, es
regurgitado y remasticado paulatinamente por el animal. En el ganado vacune un
litro o més puede ser regresado a través del esdfago en cada ocasion. Existen dos
formas bésicas de evitar la regurgitacion de un dispositive infra-ruminaf:
haciéndolo lo suficientemente denso para que permanezca en el reticulorumen, o
utilizando una geometria que evite su paso de regreso a través del esofago. oy

Densidad. Si un dispositivo es lo suficientemente denso, permanecera en la parte
anterior del reticulorumen en el “reticulo”. Este érgano en los bovinos colecta
objetos pesados que pudieran ser tragados inadvertidamente, como clavos,
piedras, y objetos semejantes. Las paredes musculosas de este érgano son lo
suficientemente duras, vigorosas y resistentes para ofrecer resistencia a pinchazos
y perforaciones por objetos filosos. Tales objetos pueden causar reticulitis o
enfermedad de la “ferrcteria”. Casos severos pueden resultar en muerte por Ia
penefracién de la pared y el pericardio adyacente. Por lo tanto es razonable evitar
partes agudas en un RRD. 23

La densidad minima para prevenir la regurgitacion varia dependiendo de la dieta
si el animal pastorea libremente. Se necesita de una mayor densidad debido a que
la motilidad del rumen es mayor en animales que pastan que en aquellos
estabulados que reciben dietas més refinadas.

Se ha establecido que una densidad de 2.25 a 3.5 g/ml deberd mantenerse para
evitar la regurgitacion en animales de pastoreo. Una densidad de 1.8 g/mi
probablemente es suficiente para animales estabulados.
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Geometria. Varias geometrias han sido utilizadas para prevendr la regurgitacion o
el paso de dispositivos una vez que estan en el reticulorumen. Los dispositivos han
sido disefiados para desplegarse, desdoblarse, extenderse o desenrollarse en el
rumen (geometria variable), dando lugar a una gama abundante de formas,
incluyendo “aspas” (bastidor) y hojas plegables. Para facilitar la dosificacién, la
geometria eventual se contiene mediante un “seguro” digerible o soluble, como las
bandas (cotreas, cintas, abrazaderas) de celulosa o gelatina, las cuales se
desintegran después de entrar en el reticulorumen. En cuanto a la retencion se
debe considerar lo siguiente: a) Tode lo que un rumiante puede tragar,
potencialmente lo puede expeler, y b) Se sabe que las ovejas regurgitan
dispositivos mas focilmente que el ganado vacuno, (23

La regurgitacién puede mantenerse en un minimo mediante la atencién cuidadosa
al disefio correcto. La Figura 3 muestra diversos ejemplos de dispositivos de
liberacion prolongada. La configuraci6n “cerrada” puede visualizarse en el lado
izquierdo, y la configuracion abierta en el lado derecho.po)

Figura 3. Dispositivos para retencion en rumen basandose en geometria g,
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2.4.2 Ambiente de]l Rumen

Una buena comprension del ambiente extremo dentro del rumen es necesaria antes
de que se pueda disefiar RRDs durables que funcionen con resultados
reproducibles. A continuacién se resumen algunos de los factores a ser
considerados:

pH del Rumen, El pH del rumen puede variar entre 5 y 6.3 unidades en e} animal
sano. Esto depende principalmente del tipo de dieta, de la especie y de cualidades
hereditarias del animal. Esta es una consideracion muy importante, ya que
cualquier dispositivo que sea sensible a cambios en el pH no serd consistente en su
funcionamiento. o3

Atmoésfera del Rumen. La atmésfera dentro del rumen es anaerébica, con
condiciones fuertemente reductoras. Hidrégeno, Metano, y Biéxido de Carbono
son los principales gases. Los dispositivos deben estar disefiados para soportar
estas condiciones; ademas, estudios in vitro pueden no ser indicadores relevantes
de a resultados in vivo, si un dispositivo es sensible a estas condiciones. (23

Microflora del Rumen. La microflora simbi6tica del rumen ha co-evolucionado
para efectnar la predigestion de polisaciridos de dificl de gradacidn,
principalmente celulosas, que conforman la mayor parte de la dieta del rumiante.
Los microorganismos a cambio reciben un nicho ambiental confortable. Las
enzimas liberadas por dichos microorganismos son capaces de “romper” casi todo
dentro del rumen, de manera que materiales inertes capaces de soportar estas
sustancias deben utilizarse en los dispositivos. Aun cuando diversos plasticos no
durarian mucho en el rumen; polietileno, polipropileno y acero inoxidable son
buenas elecciones para las superficies de los dispositivos desarrollados para
permanecer dentro del rumen. Nuevamente, los modelos in vitro deben usarse con
precaucién; es posible mantener rumenes artificiales mediante técnicas de
fermentacion continua en el laboratorio, pero sélo con una gran experiencia y una
alta inversion. Es mas facil estudiar el funcionamiento de los dispositivos en los
animales “blanca” directamente, especialmente a través del uso de animales de
estudio fistulados, que tienen una cédnula removible a través de la cual los
dispositivos pueden colocarse y removerse del interior del rumen. 23

.24.3. Resistencia a los Principios Activos

Mucho se ha escrito acerca de las consecuencias de la terapia antihelmintica a largo
plazo, y de cdmo impacta el fendémeno del aumento de la resistencia de los
parésitos al principio activo. 3
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El abuso en el uso de los agentes quimioterapéuticos ha llevado al desarrollo de
resistencia en poblaciones de “helmintos”, especialmente en las areas de crianza en
pastoreo del hemisferio sur. El uso frecuente o prolongado de antihelminticos esta
claramente asociado con el problema; la resistencia cruzada entre grupos de
compuestos también ha sido demostrada.

La liberacién de niveles subterapéuticos del activo por periodos prolongados
puede incrementar sustancialmente el riesgo de “presion de seleccién”;
especiailmente en la etapa final, o de declive en los niveles de liberacién del activo,
como es comin con la mayoria de los dispositivos de liberacion retardada. Este
riesgo puede argumentarse también en la dosificacion mediante sistemnas de
liberacién intermitente, especialmente cuando se emplea el mismo activo en cada
liberaci6n. La eleccidn de intervalos apropiados y la minimizacion del niimero de
liberaciones debe por lo tanto considerarse juiciosamente. (23)

2.4.4. Consideraciones Regulatorias

Residuos de Activo. Los rumiantes, debido a que son criados principalmente como
una fuente de alimento, presentan una consideracién adicional para el disefio de
los RRD’s, el de activo residual en tejidos. Cuando se administran actives a
animales productores de carne, un periodo de espera denominade tempo de
“retiro” es prescrito por las agencias regulatorias, antes del cual, el animal no debe
ser sacrificado y la carne no debe disponerse para consumo humano. Este periodo
de espera varia dependiendo del active y de la dosis usada. Un RRD debe ser
disefiado de forma tal que los residuos de active no excedan los niveles permisibles
al tiempo en que el animal serd dispuesto para alimento. De otra forma, periodas
de espera indeseablemente prolongados pueden asignarse al dispositivo,
impactando adversamente en su uso en el mercado. Dos factores pueden contribuir
a tener tiempos de espera prolongados impuestos para RRD's: interrupcién
incierta en el swministro de activo y la bicacumulacién.

Interrupcion Incierta: Cualquier sistema para el cual existe una incertidumbre
concerniente al tiempo en el cual el activo cesa de ser liberado al animat puede
presentar un riesgo, dependiendo de la magnitud de la incertidumbre - mientras
mayor sea la incertidumbre, mayor el castigo para el sistema de liberacitn,
expresado como un incremento en el tiempo de espera necesario para asegurar que
ya no se detectara en los alimentos derivados del animal tratado. (23

Bioacumulacion: los activos administrados en forma de liberacion sostenida o

intermitente, si los intervalos son muy pequefios, pueden acumularse en tejidos
por arriba de las cantidades regisiradas para regimenes de dosis sencifla (dnica).

12
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Esto depende del metabolismo del activo, y los estudios sobre residuos deben
realizarse para determinar si esto estd pasando. Nuevamente, el castigo por
incremento en la acumulacion resultara en un aumento en el tiempo de espera. (3

Impacto Ambiental. Los RRD"s deben disefiarse considerando los efectos adversos
potenciales. Los dispositivos de liberacién sostenida desafian crénicamente al
ecosistema con niveles bajos de quimicos biologicamente activos, que pueden
afectar adversamente a otros organismos; esto puede ser grave, especialmente si el
activo posee un amplio espectro de actividad y es lentamente degradado. Los
dispositivos de liberacién intermitente pueden mitigar este riesgo, logrando que el
ndamero de liberaciones se mantenga en el minimo necesario para lograr el efecto
deseado. (3

Los productos intraruminales al ser eliminados en las heces pueden tener efectos
indeseables para el entorno, particularmente cuando actian sobre los
microorganismos de vida libre, de importancia en la degradacién de las propias
heces y en la calidad organica de los suelos.

2.5. DISPOSITIVOS DE LIBERACION SOSTENIDA

La liberacifn sostenida, liberacion prolongada, liberacion retardada, y liberacién
de estado constante (uniforme), son algunos de los términos propuestos para
productos que liberan relativamente lento, o cantidades subterapéuticas de activo
durante un periodo prolongado de tiempo. Ef objetivo de todos estos productos es
{iberar los agentes activos tan cerca de una cinética de orden cero como sea posible,
sin embargo, existen varios grados de éxito. (23

Liberacion Sostenida o Frolongada, se elige como término general para los
dispositivos discutidos en esta seccion, significando la liberacion de niveles bajos
del medicamento durante un periodo prolongado de tiempo.

Liberacidn Continua se refiere a dispositivos con control interno,
predominantemente, de tipo mecanico u osmético, que se acercan méas al objetivo
de orden cero.

2.5.1. Dispositivos de Liberacion Retardada

Dispositivos Tipo Matriz. Estos dispositivos consisten de un acarveador inactive
comprimido, o matriz, dentro de la cual se encuentra disperso el agente activo. TLa
disolucion de la matriz permite la liberacion lenta {retardada) del medicamento.
Estos dispositivos estan sujetos a cambios en el ambiente del rumen como el pH, la
abrasion, o el tipo de alimento presente. oy

13
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La reduccion de los niveles de activo liberado conforme pasa el tiempo es una de
las caracteristicas de estos sistemas.

Ejemplos de este tipos son el “Span Bolet” (Smuthkiing) el cual libera
sulfarnetazina durante 5 dias para el control de bacteriosis en el ganado vacuno y
en cabras, Figura 4a, El bolo cromomintico (Virbac), el cual emplea una matriz
polimérica para liberar el antihelmintico Levamisol durante la temporada de
pastoreo para controlar la infeccién por helmintos, y el bolo “rumensin” (Lilly), €l
cual emplea una matriz de polimero comprimido(a) confinada dentro de un tubo
de acero, abierto en ambos extremos y protegido mediante un “escudo” plastico,
para liberar un agente regulados de la microfiora ruminal (coccidiostato), el
“monensin” s6dico al ganado vacuno por mas de 150 dias, Figura 4c. El disefio del
tubo puede superar el problema del Hempo, presentando un &rea superficial
constante de la matriz a ser erosionada por el fluido ruminal, logrando una ercsion
uniforme. (33

Dispositivos_de Difusion. Los dispositivos de difusion controlan la liberacién del
active por medio de su difusién desde una matriz estacionaria, frecuentemente a
través de una membrana semipermeable. Estos dispositivos funcionan de acuerdo
a la ley de Fick para difusién, y la reduccién en la concentracion de activo en la
matriz es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo.

Un ejemplo de un RRD con este mecanismo es el bolo de liberacion sostenida de
morantel (MSRB) o “Paratect” (Pfizer), el cual libera el antihelmintico morantel
para el control de parasitos durante la temporada de pastura, Figura 4b. Los RRD's
listados arriba dependen de su densidad para ser retenidos rumen. (3

Vandamme y colaboradores (1996), fabricaron RRD's tipo matriz para liberar un
antihelmintico por un periodo de 4-5 meses, utilizando la sal de levamisol. Con e}
objeto de preparar un RRD de liberacién controlada con 60% de levamisol y 40%
de una matriz polimérica, estudiaron la influencia de la adicién de polietilenglicol
6000 y/ o hierro en polvo en una matriz de pol{e-caprolactona) sobre la liberacion
del farmaco antihelmintico. Para fabricar los dispositivos, emplearon tubos de
cobre y tapas de teflén y polietileno que fueron pegadas con cianoacrilato. La
Figura 5 muestra los dispositivos fabricados por estos investigadores. (3

14
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Figura 4. Ejemplos de RDD's. (a) Dos bolos “Spanbolet” de sulfametazina, el mas grande para ganade vacuno, y el ofro para ovejas. La capa
oscura contiene hierro, el cual incrementa la densidad del boio. (b) Bole “Paratect”. En el extremo muestra una de las membranas
semipermeables, la que permite al farmaco permear hacia el fluido ruminal. () Bolo “Rumensin”. Una cubierta en cada extremo protege a la
matriz de la abrasion directa por los contenidos ruminales. {d) Dos dispositivos “Captec”, con alas en la posicitn extendida. B} dispositivo
mdés grande es para ganado vacuno, el otro para ovejas. Note el orificio a través del cual escapa el fAirmaco {flecha). (e} Dispositivo “Castex”
multidesis 130, Note las cinco secciones blancas, las cuales contienen 21 agente antihelmintico. El eje de magnesio es visible en la parte
inferior de la foto (flecha). En el otro extremo se encuentra la capa de acero gue aumenta la densidad. (e) Bolo “electrdnico”, Note los tres
tubos adyacentes, los cuales contienen el agente antihelmintico. Bl otro extremo contiene el “peso”.y
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Figura 5. Dispositivos de retencién en rumen con un elemento denso colocado en
un extremo {A), y uno conteniendo hierro en polvo en la matriz (B).q)

2.5.2. Dispositivos de Liberacién Continua

Los dispositivos de liberacién continua pueden ser controlados por medios
mecdnicos u osmoticos. Estos se basan principalmente en un control interno,
minimizando de esta forma los problemas impuestos por la variabilidad del
ambiente del rumen. Actualmente existen dos tipos de dispositivos: el dispositivo
“Laby” y la bomba osmotica.23)

Dispositivo “Laby”. El dispositive “Laby”, también llamado dispositivo “Captec”
(Captec), consta de una matriz de polimero conteniendo at activo dentro de una
cipsula de polietileno impermeable. La formulacién, en forma de tabletas
discretas, es expuesta en uno de los extremos a un pequefio orificio que se pone en
contacto con el ambiente del rumen. El hinchamiento de la tableta expuesta al
orificio y el subsecuente rompimiento por parte del fluide ruminal libera el
principio activo. La presién de las tabletas de atras, proporcionada por un resorte,
asegura el contacto de la tableta con el orificio en el extremo, previniendo que el
contenido ruminal interactue con las tabletas excepto con la superficie expuesta, 3
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Este disefio proporciona un buen control de la liberacion, una cinética de orden
cero aproximadamente, con la cantidad de activo liberada determinada por la
composicién de la matriz v el didmetro del orificio. Este dispositivo se retiene
debido al desdoblamiento de dos “alas”, que se despliegan después de la
administracién, Figura 4d.

Bomba Osmética. El dispositivo de retencibn en rumen (RRD), manejado
osmoéticamente, es similar al de uso humano sélo que mas grande. El dispositivo
para ganado vacuno llamado minibomba osmoética Alzet 2ML4  (Alza),
conteniendo al agente antiparasitario Ivomel (Merck) ha side desarrollado
recientemente, y adquiere el estado constante en 7 a 14 dfas y posteriormente
continda bajo una cinética de orden cero por aproximadamente 35 dias. La
regurgitacion se previene llevandolo a una densidad de 2.7 g/ml. (3

Las bombas osmoticas de ALZET tienen forma de capsula y se fabrican en varios
tamanos (Figura 6). 16

En una seccitn transversal, estdn compuestas de tres capas concéntricas (Figura 7):
el reservorio para el principio activo, la “manga” (sleeve) osmética, y la membrana
semipermeable controladora de la velocidad de liberacién. Un componente
adicional, denominado moderador de flujo, se inserta en el cuerpo de la bomba
osmdtica después del llenado. Al ceniro de la bomba se encuentra el reservorio
para el fdrmaco, una cavidad cilindrica formada de un elastdmero sintético, el cual
esté abierto al exterior via una “puerta” tnica. El compuesto a ser administrado se
coloca en solucién o suspensién en este compartimento. La pared del reservorio
para el activo es quimicamente inerte para la mayoria de las combinaciones activo-
vehiculo, incluyendo formulaciones acuosas, 4cidos y bases diluidos, y alcoholes
(Tabla 4). Ademais es impermeable, bloqueando cualquier paso de material entre el
reservorio de activo y la capa osmética que se encuentra alrededor. )

Fuera de la pared del reservorio se encuentra la “manga” osmoética, una delgada
{fina) envoltura {cubierta) cilindrica conteniendo una elevada concentracion de
cloruro de sodio. La diferencia en presién osmdtica entre este compartimento y el
ambiente acuos0 en el cual se coloca la bomba impulsa la liberacién de la solucion
de prueba. Después de la implantacion de la bomba, el agua circundante entra a la
bomba a través de un gradiente osmético y es tomada por la “manga” osmotica,
provocando su expansion. Debido a la rigidez de la membrana exterior, el agua
que estd entrando genera presién hidrostitica, resultando en la compresion de la
pared flexible del reservorio del activo, y un flujo constante de la formulacion
conteniendo al activo sube por el tubo moderador de flujo y sale a través del
arificio en la tapa de pléstico en el extremo (punta) del dispositivo.
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Figura 6. Los tres tamafios de las bombas osmoéticas ALZET. (14

La velocidad con que el agua entra a la “manga” osmotica determina la velocidad
de liberacion de la bomba osmética y estd regulada por la porosidad de la
membrana semipermeable, sus dimensiones, y la diferencia de presion osmética a
través de la membrana. (1)

Como resultado, el perfil de liberacién de la bomba es independiente de la
formulacion a ser dispensada. Agentes de varios tipos, incluyendo activos
ionizados, macromoléculas, esteroides, y péptidos, pueden ser liberados bajo
cinéticas de orden cero. (14

En la manufactura se fija la velocidad con la cual el agua entra a la manga osmética
y se descarga el contenido del reservorio. Las bombas estan disponibles con una
variedad de velocidades de liberacion entre 0.5 y 10 ul por hora y duraciones de la
liberacién entre 3 dias y 4 semanas (Figura 8) e
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Solucion de Farmaco
Saliendo a través del
orificio
Modulador de Flujo

agf—
Pared del Reservorio
Flexible e impermeable

o Solucion Saturada del
: Agente Osmotico

e

Membrana Controladora de
w12 Velocidad de Entrada de

Figura 7. Seccién transversal de una bomba osmética mostrando el
reservorio cilindrico para la solucién de prueba, la capa de agente osmético,
¥y la cubierta exterior semipermeable de la bomba. (16

Pope y colaboradores (1985), desarrollaron un dispositivo de retencién en rumen
para liberar de manera controlada Ivermectina, un potente agente antiparasitario.
El dispositivo liberd al activo bajo una cinética de orden cero por 35 dias después
de la administracién oral en ganado vacuno. La Ivermectina fue administrada en
forma de una solucién micelar contenida en una minibomba osmética ALZET
2ML4, la cual se coloct entre dos piezas de acero inoxidable en forma de “canasta”,
{18x105mm)}, equipadas con un radiotransmisor (Figura 9). El sistema en conjunto
posee una densidad de 2.7 g/mi. Los autores mencionan que: una densidad de 1.5-
1.9 g/mi resulta en fa residencia ruminal; una densidad de 2.2 g/m/ resulta en una
traslocacion entre ef rumen y el reticulo; una densidad mayor a 2.4 g/mi con una
masa mayor a 10 gramos Ia mayorfa de las veces resulta en [a retencion reticular.
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Tabla 4. Solventes Comunes Compatibles con el Material del Reservorio

003D

™ (GGP
200 1.0 p/hr

2002

ot

(= ——

de las Bombas Osméticas ALZET (1)

» Agua destilada o cualquier solucién acuosa

»NaCl isot6nico u otra solucion salina
#5% de Dextrosa en agua o NaCl
#Etanol, hasta 10% en agua
»Polietilen glicol 300, puro o en agua
»2% de Tween en agua

»DMSO al 50% en agua

»DMSO al 50% + 10% de etanol
»Propilenglicol, puro ¢ en agua
»Glicero]

» Acidos diluidos con pH mayor a 1.8
»Bases diluidas con pH menor a 14
»Suero de rata

»Medio de cultivo bacteriostitico

{1% alcohol bencilico como bacteriostatico)
»Fluido cerebroespinal artificial

1 semana 3 semanas

3 dias 2 semanas
.0 /v

P

200 il e 0.5 pistr

$0 wrnr

}I 25 ul/he I l ‘ |

4 semanas

Figura 8. Comparacion de las velocidades de liberacion y capacidades

del reservorio de las bombas osmdéticas ALZET (16
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Figura 9. Fotografia del sistema de liberacién usado para la
administracion de invermectina al reticulorumen de ganado vacuno
via cinética de orden ceyo durante un periodo de 4 semanas. gy

2.6. DISPOSITIVOS DE LIBERACION INTERMITENTE

La liberacién intermitente (también llamada pulsatil o por pulsos), es la liberacién
del activo a partir de un dispositivo de dosis discretas separadas por intervalos en
los cuales no se proporciona activo al animal. ¢

“Intermitente” es el término preferido, debido a que “pulso” denota o expresa
intervalos de igual espaciamiento, mientras que “intermitente” no implica una
restriccién temporal de este tipo. Existen aplicaciones en las cuales puede ser
deseable la liberacion de dosis con espaciamientos de tiempo desiguales. a3

Preferentemente dosis terapéuticas completas son administradas a tiempos
apropiados, de forma tal que el dispositivo reproduce regimenes de dosificacién
“manual” que histéricamente han dado buenos resultados después de lograr la
experiencia practica en el campo, o han sido justificados por estudios controlados
de produccién animal. (23

La terapia con agentes antihelminticos ha sido la més empleada en el inicio de los
RRD's de liberaci6n intermitente. Dos dispositivos de este tipo se encuentran
actualmente en el mercado, uno opera por erosién y el otro se controla por medios
electronicos. Ambos son retenidos en el rumen por su “peso” con una densidad de
al menos 2.5 g/ml.
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Dispositivo Castex. El dispositivo Castex, llamado asi por la compafiia que
comenzé su desarrollo hace algun tiempo, fue colocado en el mercado por una
asociacion que involucraba a la Fundacién Welcome, Cooper, y Syntex. Se vende
bajo los nombres comerciales de multidosis 130 (Syntex} y repidosis (Cooper),
Figura 4e; estos dos productos son idénticos en su manufactura. Una vez que el
dispositivo se encuentra en el rumen, la erosién del eje central de magnesio libera
cada uno de cinco sucesivos segmentos plasticos que contienen al agente
antihelmintico oxfendazol, resultando en una dosis de 750 mg por cada pulso. La
erosidn es incrementada mediante una accion galvdnica producida por reaccién
entre dos metales disimilares, hierro y magnesio, la cual procede una vez que el
fluido ruminal ha comenzado a atravesar el conducto para la transferencia de
electrones. 23

Elintervalo entre las dosis promedia 23 dias, pero la erosi6n es pH dependiente, lo
cual contribuye a cierta variabilidad de animal a animal. Un periodo de espera de 6
meses se Tecomienda en la literatura del producto, posiblemente como resultado de
esta incertidumbre. 23

El Bolo Electrénico. El Bolo-E (Smithkline-Animal Health Products), es un RRD de
liberaci6én intermitente que libera las dosis terapéuticas del antihelmintico
albendazol separadas por intervalos de 31 dias, Figura 4f. ()

El funcionamiento esti controlado por un circuito integrado, y la energfa es
proporcionada por baterias alcalinas tipo reloj. El activo, contenido en cada uno de
tres tubos adyacentes, es expelido inmediatamente por la accién de un generador
de gas situado en la base de cada tubo. Después de la inmersién en el fluido
ruminal conductivo por un periode de 10 minutos, tal como se detecta mediante
un par de electrodos conductivos, el dispositivo se pone en funcionamiento
automdticamente, elimina el funcionamiento de los censores externos y permanece
asf por 31 dias.

Después de este periodo, el sistema “logico” en la tarjeta de memoria, envia
energia de las baterias al primer generador de gas, el cual libera gas,
predominantemente bioxido de carbono, suficiente para expulsar el medicamento
y una tapa protectora de hule, el dispositivo se detiene luego, cuenta 31 dias
adicionales y entonces envia energia al segundo generador de gas con lo cual la
segunda dosis es liberada el dia 62, y esto se repite para la ultima liberacion en el
dia 93. La exactitud es proporcionada por un cristal de cuarzo, de forma tal que la
precision de la liberacion final es de alrededor de 15 minutos. @)

Una cubierta impermeable de polipropileno protege al activo y los componentes

electrénicos del fluido ruminal, y el dispositivo opera independientemente de
cualquier carga dentro del ambiente ruminal. (23,

22



Amador Gonzdlez Enrique Bolos

Los dispositivos de retencién en rumen son una valiosa contribucién a los campos
de la medicina veterinaria y produccion animal. El rumiante es particularmente
adecuado para la aplicacion de nuevos sistemas y la aplicacién de nuevas
tecnologias a los RRD’s con el éxito que se manifiesta actualmente es evidente.

La liberacion de activos para la salud animal por medio de RRD’s continuara
demostrando ser una érea excitante para la innovacién adicional en el futuro,
llevando a nuevos avances en la produccién ganadera que revolucionaran los
conceptos tradicionales en los afios por venir. 23
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3. MATRICES INERTES INSOLUBLES

La incorporacion de un principio activo en una matriz inerte es un medio para la
preparacion de medicamentos de liberacién sostenida. Esta técnica ha sido
utilizada en la manufactura de tabletas de liberacién sostenida debido a que ofrece
muchas ventajas adicionales, como la de un costo comparativamente bajo,
resistencia- a la humedad, buena estabilidad fisicoquimica, y reduccion de sabor
desagradable. .

Podemos considerar cuatro grandes grupos para clasificar el tipo de matriz en
funcién del material que se utiliza para su fabricacion:

* Matrices Hidréfobas o Lipidicas

* Matrices Plasticas

* Matrices a base de Agentes de Recubrimiento
* Matrices Minerales

La liberacion del principio activo ocurre conforme el agua penetra en ia matriz y
disuelve al principio activo, el activo disuelto difunde entonces hacia la solucion.
{19

Dependiendo del tipo de matriz, los mecanismos involucrados en la liberacién del

principio activo son: -

a) Erosion de la superficie del comprimido y la disoluci6én concomitante del
principio activo, y

b} Difusion lenta del principio activo

Los comprimidos no se desintegran, y la liberacion se lleva de acuerdo a la
ecuacion de Higuchi.

La ecuacion propuesta por Higuchi es:

Qa‘/De'(zA-acs)Cst

T

4



Amador Gonzdlez Enrique Marices Liptdicas

Donde:

Q =Cantidad de activo liberado por unidad de superficie a tiempo t

D = Coeficiente de difusién

Cs = Solubilidad del principio activo en el medio de disolucién

A = Concentracion del principio activo al interior de la matriz en g/ml.

£ = Porosidad de la matriz
T = Tortuosidad de la matriz

La ecuacién puede reducirse a la forma:

Q=Kty2

Donde K = Constante de Higuchi

3.1. MATRICES LIPIDICAS

Los agentes utilizados en la preparacion de matrices lipidicas son:

* Ceras

* Alcoholes Grasos

* Acidos Grasos

* Aceites Hidrogenados
* Glicéridas Sintéticos

Los factores limitantes son:

* Naturaleza y Proporcion del Excipiente Lipidico

* Tamafio de Particula del Principio Activo

* Solubilidad del Principio Activo

* Método de Obtencion

* Tamafio del granulo

* Fuerza de Compresion

* Condiciones Fisiolégicas (el pH y enzimas del tracto gastrointestinal)
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La fabricacion de las matrices lipidicas se puede llevar a cabo mediante:

» Granulacién
* Via Humeda
* Por Fusién (Termoplastica)

» Compresion
* De una Mezcla Fisica (Compresion Directa}
* De una Granutacion

» Recubrimiento
» Microencapsulacion
» Secado por Spray (Congelamiento)

En lo concerniente la liberacion del activo a partir de estos sistemas, Higuchi fue el
primero en trabajar de forma tetrica el modelo de matriz y demostrar que la
cantidad de activo liberado por unidad de superficie es proporcional a la raiz
cuadrada del tiempo. Su ecuacién implica que la solubilidad del farmaco y la
estructura de la matriz en términos de porosidad y tortuosidad pueden influenciar
la velocidad de liberacion. ),

3.1.1. GRANULACION POR FUSION

La granulacién por fusion (granulacién termoplastica) es un proceso en el cual la
granuiacion es vbtenida a wavés de la adicién de un aglutinante que funde o se
reblandece a relativamente baja temperatura (55-85°C). Después de la fusion, el
aglutinante actta como un liquido aglutinante gy

El proceso utiliza materiales que son efectivos como fluidos granulantes cuando se
encuentran fundidos. El enfriamiento de los polvos aglomerados y la resultante
salidificacion de los materiales fundidos completan el proceso de granulacién por
fusién. El proceso aglomera de manera eficiente materiales farmacéuticos que
pueden utilizarse en la fabricacién de formas farmacéuticas s6lidas de liberacion
inmediata o sostenida.

Algunos de los materiales normalmente utilizados para la granulacién por fusion
son los polietilenglicoles, diferentes ceras o dcido estedrico. gy
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La granulacion por fusion es ventajosa cuando se compara al proceso tradicional
de granulaciéon por via himeda, debido a que la fase de adicién de liquido asi
como la fase de secado del proceso son eliminadas. Consecuentemente, ia
granulacién por fusién requiere menos energia.

La granulacién por fusitn es una alternativa al uso de solventes cuando se
granulan materiales que son sensibles al agua (hidrolabiles). Seleccionando a un
aglutinante que sea insoluble en agua, la granulacién por fusién puede ser un
medio para producir granulaciones de liberacién sostenida. g

Se pueden preparar dispersiones solidas disolviendo al principio activo en el
aglutinante fundido. py

Cuando se granula por fusién en un mezclador de alto corte (velocidad o impacto),
el aglutinante se puede adicionar como polvo a los materiales iniciales a
temperatura ambiente seguido de calentamiento a la temperatura de fusién, o en
forma fundida {como liquido) a los materiales calentados. La temperatura de la
mezcla se incrementa empleando una chaqueta o empleando el calor generado por
la friccién solamente. jg

3.1.2. EXCIPIENTES LIPIDICOS
La Tabla 5 muestra algunos de los excipientes lipidicos utilizados con mas
frecuencia en el método de granulacion por fusién, ademas se incluyen el nombre

comercial y el fabricante y/o proveedor del producto.

Tabla 5. Excipientes Lipfdicos

S5t o 'Material- <77 .| Nombre Comercia) | Fabricante y/o Proveedor
Cera carnauba Cera carnauba Mosselman, Bélgica
Estearato de sucrosa Crodesta® F160 Croda Chemicals, UK
Alcohol estearilico Lorol® C18 Henkel, Alemania
Gliceril-palmitoestearato Precirol® ATQO 5 Gattefosse, Francia
Gliceril-behenato Compritol® 838 Gattefosse, Francia
Gliceril-estearato Precirol® WL2155 Gattefosse, Francia
Aceite vegetal hidrogenado Lubritab® Edward Mendell, USA
Gliceril-monoestearato Myvaplex® 600P Eastman Chem. USA
Gliceril-monoestearato Cutina® GMS Henkel, Alemania
Aceite de castor hidrogenado Cutina® HR Henkel, Alemania
Aceite de soya hidrogenado Sterotex® C Karlshamms, Sweden
Sterotex® HM
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3.13. INFLUENCIA DEL PROCESC DE GRANULACION

B. Evrard y L. Delattre (1996), compararon el método de granulacién por fusion
usando un mezclador de alta velocidad de laboratorio (Pellmix®, Niro) con una
técnica de granulacion por fusién manual y con urn método de granulacién
hameda. Los autores investigaron el impacto del proceso de granulacién sobre la
integridad de la tableta y sobre la velocidad de liberacién de sulfametazina sédica.

ns

» Granulacién Hameda (15

Mezcla de Activo, Excipiente Lipidico, Densificador
y Aglutinante en Seco (PVP)
K]

Humectacion
{Agua purificada)
i 7

Tamizado
{Granulador oscilante)

Secado
_{Lecho fluido)
1

Lubricacion
__(0.5% estearato de magnesio)
¥

[ Compresion
__ {Prensa excéntrica)

El calor producido por la friccién incrementa la temperatura de la mezcla hasta que
el excipiente lipidico comienza a fundir y promueve la formacién de los granulos,

Entre los agentes lipofilicos, Evrard y Delattre, encontraron al aceite de castor
hidrogenado especialmente efectivo por varias razones: su elevado punto_de
fusion evita la ocurrencia de pegado a los punzones durante la operacién de
tableteado; permite que la integridad de la tableta se mantenga atin después de la
disolucion completa del activo; y la velocidad de liberacién de la Sulfametazina
sédica puede modularse con facilidad variando la concentracién del aceite de
castor hidrogenado en la matriz
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» Granulacién por Fusion Manual s

[ Mezcla del Principio Activo y Excipientes |
Calentamiento {(Fusion)
90°C
Tamizado
{Granulador oscilante)
L2
Enfriamiento
{Temperatura del cuarto)
v

Lubricacion
(0.5% estearato de magnesio)

Compresién
(Prensa excéntrica)

» Granulacién por Fusién en un Mezclador de Alta Velocidad (15

Principio Activo, Densificador y Excipiente
Lipidico
¥
[ Mezclado (400rpm) 1min |
¥

| Mezclado (1400rpm)* |
v
Enfriamiento
{Temperatura del cuarto
v

Lubricacion
{0.5% estearato de magnesio)
¥

Compresitn
{Prensa excéntrica)
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Los perfiles de liberacién de NaSMZ in vitro mostraron la importancia del proceso
de granulacion sobre la velocidad de liberacién del principio activo a partir de
matrices lipidicas. La técnica de granulacion himeda produjo tabletas que
desintegraron répidamente y mostraron una liberacién rapida de SMZ. Debido a
que el excipiente lipidico (Cutina HR) no se fundié durante el proceso de
granulacién, sus propiedades de aglutinacién y de liberacién sostenida fueron
menos efectivas. Ademas, el agente aglutinante soluble en agua (PVP} le dio a las
tabletas un cardcter més hidrofflico. Ambos métodos de granulacién dieron perfiles
de liberacion similares. Sin embargo, el método manual resulté en una liberacion
més rapida de la SMZ que la técnica de granulacién en el mezclador de alta
velocidad.

3.1.4. INFLUENCIA DEL EXCIPIENTE LIPIDICO
Evrard y Delattre adoptaron una formulacién estindar para comparar la influencia

de la naturaleza del excipiente lipofilico. Evaluaron doce excipientes que se
encuentran listados en la Tabla 6 junto con sus propiedades fisicoquimicas.

Tabla 6. Caracteristicas Fisicoquimicas de los Excipientes Lipidicos

Nomtbré Comercial | {OH)* |- ‘Puntode | Viscosidad a
Cera Carmauba 455 833 35.8
Lubritab 53.7 59.8 103
Sterotex HM 627 66.5 12.7
Sterotex C 628 74.3 16.5
Compritol 888 102.6 72.4 15.7
Precirol ATO 5 106.4 56.0 11.1
Precirol WL 2155 1235 69.7 13.3
Cutina HR 1583 845 425
Lorol C18 208.9 60.3 4.7
Cutina GMS 236.0 60.0 17.7
Myvaplex 600P 3110 70.7 234
Crodesta F 160 5319 72.0 -

* Indice de Hidroxilo

Los resultados de la liberacién de SMZ it vitro se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Influencia de la naturaleza del excipiente lipidico sobre la velocidad
liberacién de SMZ a partir de tabletas

% Liberado | % Liberado| % Liberado [ % liberado [ % Liberado
Excipiente Lipidico | después de | después de | después de | después de | despuésde
1hr 4 he 8 hr 12 br 24 hr
Cera Carnauba 121 344 50.0 604 774
Lubritab 124 342 51.2 640 993 |
Sterotex HM 11.2 362 | 553 69.3 1000 |
Sterotex C 149 240 63.0 76.3 99.2
Comprito] 388 128 | 373 ] 55.2 676 85.7 _1
Precirol ATOS 114 ] 279 | 41.2 513 715
Precirol WL 2155 115 329 198 62.1 819 |
Cutina HR 129 354 53.3 65.3 819 |
Lorol C18 17.0 430 628 70.0 92.1
’_(;_uh'.na GMS 104 3.6 _ 50.8 64.5 845
Myvaplex 600P 126 | 445 | 680 825 95 |
Crodesta T 160 15.1 50.5 71.7 826 955

Los autores notaron que algunos excipientes con bajo punto de fusién como
Precirol® ATO 5y Lubritab® dieron problemas de pegado a los punzones durante
la operacién de tableteado. Este fenomeno pudo deberse a que el calor de
compresién causa la fusion del material en la superficie de la tableta en contacto
con los punzones.

Los investigadores examinaron la integridad de la tableta durante la prueba de
disolucién. La mayoria de ellas permanecieron intactas, aun después de completar
1a disolucion del principio activo, con excepcién de las tabletas elaboradas con
Crodesta® F160 y Myvaplex® 600F, las cuales se desintegraron durante la prueba.

Este comportamiento se relacioné con el cardcter mas hidrofilico de los excipientes
reflejado por sus altos nmeros de hidroxilo.

3.1.5. INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE EXCIPIENTE LIPIDICO
Evrard y Delattre emplearon una formulacién basica para estudiar la influencia de
la cantidad de excipientes lipidicos. Las concentraciones de excipiente lipidico

fueron de 10%, 12%, 15% y 20% y compararon cuatro de los excipientes con
diferentes propiedades.
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Los resultados mostraron que a mayor cantidad de excipiente liptdico, mayor es el
tamafio del granulo. Se requiri¢ una concentracién minima del 12% para obtener
un proceso de granulacion confiable

Las velocidades de liberacion mostraron que la influencia de la cantidad de
excipiente depende de la naturaleza del agente lipidico. El efecto resulté minimo
para Lorol® C 18, mientras que se observé una influencia significativa para
Compritol® 888 en concentracién mayor al 15%. Para Precirol® Ato 5 y Cutina®
HR, la variacion de la cantidad de agente lipidico permiti6 una facil modulacién de
la velocidad de disclucion.

3.1.6. INFLUENCIA DE LA FUERZA DE COMPRESION

Evrard y Delatire evaluaron la influencia de la fuerza de compresion sobre las
caracteristicas de las tabletas obtenidas a 1080, 2160, 2700, o 3240 kg/cm?. Los
petfiles de liberacién no mostraron influencia de la fuerza de compresitn sobre la
velocidad de liberaci6n del activo entre 2160 y 3240 kg/cm2. Por abajo de 2160
kg/cm? la liberacion del activo fue un poco mas rédpida.

3.1.7. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PRINCIPIO ACTIVO

Un método para obtener productos de liberacién sostenida es el de embeber o
dispersar al compuesto medicinal s6lido (firmaco) en una matriz insoluble. Las
matrices insolubles se pueden preparar mediante la compresiém de:

a) Una mezcla congelada del firmaco y del material graso o polimérico que ha
sido fundida, enfriada y molida, o
b) Una mezcla fisica del compuesto medicinal y el material graso ¢ polimérico,

Todd P. Foster y Eugene L. Parrott, (1990), estudiaron el efecto de la concentracién
de clorhidrato de efedrina en matrices de aceite de castor hidrogenado. Los perfiles
de liberacion a 25°C en términos de cantidad liberada por unidad de drea contra la
raiz cuadrada del tiempo para 5, 10, 20, 30, 40 y 50% de clorhidrato de efedrina
mostraron una liberacion lineal después que se alcanza el estado de equilibrio, Una
relacién similar se observé para los perfiles de liberacion de clorhidrato de
procaina a partir de matrices de aceite de castor hidrogenado comprimidas a 35
Mpﬂ. 19}

Frecuentemente, tabletas que contienen diferentes cantidades o concentraciones de

un principio activo se ponen en el mercado con el objeto de proporcionar una
variedad en los regimenes de dosificacion.
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Esta puede expresarse en términos de gramos del principio activo por mililitro de
la matriz, valor de A en la ecuacion de Higuchi, que es proporcional a la
concentracion.

3.1.8. EFECTO DE LA POROSIDAD

Las porosidades se calculan conociendo el volumen de la matriz, la densidad del
farmaco, y el porcentaje en peso de cada componente. gg

La porosidad del fArmaco es la fraccion de volumen disperso en la matriz. La
porosidad total se incrementa conforme la cantidad del firmaco en la matriz
aumenta, 5ila cantidad del fArmaco se duplica, el volumen ocupado por el farmaco
se incrementa al doble (con el clorhidrato de efedrina, un incremento en la
concentracién del 5 al 10% increment¢ la porosidad de 3.7 a 7.5%).

La porosidad debida al aire se refiere al aire atrapado al interior de la matriz
durante la compresién y es independiente de la cantidad del formaco dispersado
en ia matriz. La porosidad total es la suma de las porosidades del farmaco y del
aire. La Difusién ocurre en este espacio. Consecuentemente, los modelos que
describen la liberacion a partir de matrices heterogéneas inertes deben incluir este
parametro. (9,

3.1.9. LATORTUOSIDAD

La tortuosidad en la ecuacién de Higuchi es un término que expresa la desviacién
de una trayectoria difusional recta dentro de una matriz paralacualt=1.5i la
trayectoria fuera triplicada (debido a giros, vueltas o rodeos), entonces t = 3. Parece
no existir un método experimental satisfactorio para medir directamente la
tortuosidad. Convencionalmente, todos los términos en la ecuaciéon de Higuchi son
determinados, y entonces la tortuosidad se calcula usando la ecuacion.

La tortuosidad disminuye conforme el valor de A se incrementa. Con valores
elevados de A y bajas tortuosidades, 1a liberacion probablemente no se lleve a cabo
solamente por difusién controlada. Debido a que tortunosidades menores de Ia
unidad son fisicamente imposibles, parece que el mecanismo de Higuchi no
describe apropiadamente la liberacion. Tortuosidades menores que la unidad
sugieren que el mecanismo de liberacién primario es la disolucién y no la difusion.
A concentraciones elevadas (valores grandes de A), una mayor cantidad del
- compuesto medicinal esta expuesto y se disuelve en el medio de disolucion debido
a que la porosidad total se incrementa conforme la concentracion aumenta.
Conforme la concentracién del principio activo disminuye y la tortuosidad
aumenta, predomina la difusion. s
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3.1.10. EFECTO DE LA ESTRUCTURA INTERNA

Se sabe que las tabletas poseen usualmente una estructura interna y una
distribucién de densidades asimétrica, debido a la deformacion plastica y/o la
fractura de los componentes. Usualmente, las particulas de principio activo,
cuando son comprimidas verticalmente, pueden sufrir una elongacion en el plano
horizontal mediante deformacion plastica, y en otro caso, los cristales del principio
activo fracturados, pueden reacomodarse a lo largo en direccién horizontal. @5

En estos casos, la velocidad de liberacion del principio activo serd diferente entre
las superficies comprimidas (superior e inferior), y la superficie lateral, porque la
estructura interna asimétrica proporcionara una tortuosidad diferente en ambas
direcciones de la matriz, aunque la fraccion de volumen ocupada por el farmaco
sea la misma. Figura 10. g,

00000 <

Figura 10. Estructura interna de una matriz lipidica mostrando
Una trayectoria recta de penetracion del medio (izquierda), y
La desviacién de la linea recta (tortuosidad}.

Ryuzo Ishino y Colaboradores (1990), examinaron la influencia de Ia estructura
interna de una matriz lipidica sobre la liberacion de activo in witro, los autores
compararon la velocidad de liberacion de diversas tabletas consistentes de varias
proporciones de activo y aceite de castor hidrogenado. Ademas evaluaren la
velocidad de penetracion de agua desde las superficies comprimidas y las
superficies laterales de las tabletas. Encontraron que la velocidad de penetracion
desde las superficies laterales resulté ser mucho mayor que la velocidad desde las
superficies comprimidas en todos los casos. Los resultados sugieren que la
tortuosidad de los canales de agua creados en la disolucion de una tableta es
generalmente menor {més pequetia) en la direccién horizontal que en la direccion
vertical. De acuerdo a los autores esto puede ser causado por las particulas de
activo que estan siendo elongadas (alargadas) en la direccién horizontal por la
compresion. s
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3.1.11. INFLUENCIA DE LA SOLUBILIDAD DEL PRINCIPIO ACTIVO

En cuanto al mecanismo de liberacion del activo a partir de un sistema tipo matriz,
Higuchi fue el primero en trabajar sobre un modelo y mostrar que la cantidad de
farmaco liberado por unidad de 4rea, es proporcional a la raiz cuadrada del
tiempo.

Su ecuacion implica que la solubilidad del farmaco y la estructura de la matriz en
términos de porosidad y tortuosidad pueden influenciar la velocidad de
disolucion.

Se ha reportado que la velocidad de liberacién de un farmaco a partir de una
matriz depende de varios factores, como la cantidad y el tipo del material
formador de la matriz y los aditivos, tamafio de cristal y método de preparacién. Se
considera que estos factores afectan la estructura de la matriz en términos de
porosidad o tortuosidad o la humectabilidad, contra ¢l medio de disolucién que
penetra en la matriz. o

Ryuzo Ishino y Hisakazu Sunada (1993), evaluaron individualmente el efecto de la
solubilidad del farmaco y de la estructura de la matriz sobre la velocidad de
liberacién. La Tabla 8 muestra las propiedades de las materias primas que
utilizaron en el estudio. g

Tabla 8. Solubilidad en agua de 10s activos usados en el estudio

 Acdivo” | Nicotinamida | . Cafeina Aspirina

R e MIA) | (CAF) _(ASP)

Solubilidad en

Agua (g/cm3) a 0.973 0.037 0.008
37°C

Para examinar la influencia de la estructura de la matriz sobre la velocidad de
liberacién del activo, los autores prepararon tabletas consistentes de un activo y
aceite de castor hidrogenado en varias proporciones y llevaron a cabo el estudio de
disolucion. La velocidad de liberacion del activo disminuy6 con el incremento en el
contenido de aceite de castor hidrogenado (HCO).

Los resultados de la investigaciém de Ryuzo y Hisakazu mostraron que la

velocidad de liberacién a partir de las matrices, es proporcional a la solubilidad del
farmaco e inversamente proporcional a ia tortuosidad. o
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3.2 FORMACION DE MATRICES LIPIDICAS DE LIBERACION
SOSTENIDA DENTRO DE CAPSULAS DE GELATINA BLANDA EN
UN LECHO FLUIDO

Bodmeier y colaboradores (1990), prepararon matrices lipidicas de liberacion
sostenida dentro de cépsulas de gelatina dura durante un proceso de fluidizacién
en una corriente de aire caliente. ¢

Los investigadores llenaron las cdpsulas con mezclas en polvo de un activo
(ctorhidrato de metoprolol o teofilina), y una cera (Precirol ATO-5 o Gelucire
50/13), y las suspendieron en un lecho fluidizado para inducir la fusién de la cera.
Con el enfriamiento, las matrices lipidicas con el activo embebido se formaron en
los extremos de las capsulas.

El uso de mezclas de ceras con diferentes valores de HLB (Balance Hidrofilo-
Lip6filo), permiti6 a los autores un buen control de la liberacién. La liberacion de
activo a partir de las matrices result¢ independiente del pH del medio de
disolucion.

Ademas, Bodmeier y sus colaboradores emplearon la calorimetria diferencial de
barrido para estudiar el estado fisico de los activos en las matrices. El clorhidrato
de propanolol fue insoluble y resulté completamente dispersado en la matriz
mientras que la teofilina se disolvié parcialmente en la cera.

El método de preparacion consistié en mezclar al activo y 1a cera y llenar cépsulas
de gelatina dura {# 0), con 400mg de la mezcla. Enseguida las capsulas fueron
selladas con una solucion de gelatina (10% w/w). Las cdpsulas fueron entonces
cargadas en un lecho fluidizado (una unidad Wurster con un plato para la
distribucién uniforme de aire Glatt). Las condiciones de fluidizacién fueron las
siguientes : temperatura de entrada = 80-85°C, temperatura de salida = 60-65°C, y
tiempo = 15 minutos.

Durante la fluidizacion, las capsulas giraron, y las fuerzas centrifugas causaron que
la mezcla fundida fluyera hacia los extremos de las capsulas. La mezcla solidifico
después de terminar el calentamiento de la corriente de aire y se obtuvieron dos
matrices lipidicas sélidas con el activo disperso en los extremos de las cépsulas

(Figura 11).
Una pelicula delgada se formoé entre los dos “tapones” de cera en el interior de la

cdpsula. De acuerdo con los autores este proces result6 altamente reproducible y
posible de escalar. 5
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Figura 11. Esquema de Ia distribucién de la matriz lipidica-farmaco dentro de
capsulas de gelatina dura después de la fluidizacién.

Bodmeier y sus colaboradores concluyeron que la fluidizacion de capsulas de
gelatina dura, conteniendo mezclas de polvos activo-cera, en una corriente de aire
caliente, resulto ser un método exitoso para la preparacién de matrices lipidicas de
liberacién sostenida. El uso de mezclas de ceras con diferentes propiedades
amfifilicas permiti6 el control sobre el patron de liberacion del farmaco.

3.3. PREPARACION DE MICROESFERAS

Giannola, De Caro y Rizzo (1995), lograron el atrapamiento fisico en microesferas
de cera de abeja de un agente antiepiléptico, el 4cido valpréico, con el objeto de
minimizar efectos toxicos indeseables a través del control de su liberacion. @,

En la preparacién de las microesferas los autores fundieron primero a la cera
blanca de abeja empleando un bafio de agua, adicionando después el 4cido
valpréico y agitando hasia lograr una mezcla homogénea; esta mezcla se vierte en
agua acidificada con HCl a pH=45 y calentada previamente a una temperatura
mayor al punto de fusion de la cera (80°C). A la mezcla se adiciona entonces un
surfactante. A la mezcla total se le agita mecénicamente a una velocidad
predeterminada. La masa fundida forma entonces las particulas esféricas debido a
su dispersion en el medio acuoso. Después de 3 minutos de agitacion y mantener
la temperatura a 80°C, se adiciona hielo, hasta que se alcanza la temperatura
ambiente, Las particulas esféricas resultantes se recuperan por flotacion, se
colectan por filtracion y se lavan extensivamente con agua para remover los
residuos de activo y surfactante. Un secado en corriente de aire a temperatura
ambiente por 48 horas permite la obtenci6n de microesferas solidas de flujo libre.
La recuperacion es de aproximadamente el 92% del material inicial

Los autores sefialan que debido a sus propiedades fisicas y su comportamiento en
el tracto gastrointestinal, la cera de abeja es adecuada para preparar microesferas
gastrorresistentes. El método utilizado por los investigadores involucré la
solidificacion inducida por congelamiento de la fase oleosa de un sistema de dos
fases.
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Este método parece ser ventajoso para el atrapamiento de farmacos insolubles en
agua. De acuerdo con Giannola, De Caro y Rizzo, la liberacion del activo resulté
suficiente para su uso oral. Resultados como este demuestran el potencial de las
ceras para la produccién de sistemas de liberacién para muchos farmacos
lipofilicos o insolubles en agua.

En un segundo trabajo, Giannola, De Caro y Severino (1995), prepararon
microesferas con cera carnauba cargadas con dcido valpréico. a

En este caso, el activo fue incorporado en la forma de liquido en el material
fundido. Primeramente, la cera carnauba se fundié en un bafio precalentado a
110°C. Una vez fundida, se adicioné el dcido valpréico y se agitd para obtener una
mezcla homogénea. A la mezcla se adicioné entonces una solucién con pH=4.5
(para minimizar la solubilidad del activo), previamente combinada con glicerina
{para incrementar el punto de ebullicién) y calentada a una temperatura mayor a la
del punto de fusién de la cera carnauba (104°C).

A la mezcla se adicion6é entonces surfactante. La mezcla total se agito
mecdnicamente a una velocidad predeterminada. [.a masa fundida en dispersion
formo particulas esféricas. La temperatura se mantuvo a 104°C por 3 minutos y
después se adiciond agua helada hasta que se alcanz6 la temperatura del cuarto. La
cera carnauba solidific6 cubriendo al activo. Las particulas esféricas solidas
resultantes se recuperaron por flotacion, se colectaron por filtracién y se lavaron
extensivamente con agua para remover cualquier residuo de activo y surfactante.
El secado con aire a la temperatura del cuarto por 48 horas, produjo microesferas
solidas de flujo libre.

La liberaci6n del 4cido valproico a partir de las microesferas in vitro se llevé a cabo
en condiciones similares a las del tracto gastrointestinal. Los investigadores
siguieron la disolucién mediante la determinacion periédica de la cantidad
liberada en el fluido simulado. En el jugo géstrico, el principio activo liberado no
fue detectable, indicando de esta manera que la cera carnauba es un material
adecuado para producir sistemas gastrorresitentes.

Los resultados demostraron que el activo fue liberado de una forma bifasica, con
una fase inicial de liberacién rapida, seguida de una etapa de liberacion lenta. La
ecuacion de primer orden describit de forma apropiada la liberacion en la primera
etapa, mientras que el modelo de difusion controlada (raiz cuadrada del tiempo),
lo hizo para la segunda.
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Los autores concluyen que las ceras representan una clase de materiales
biocompatibles que son capaces de formar sistemas de liberacion
multiparticulados y liberar activos lipofilicos en el tracto gastrointestinal

3.4.SISTEMAS DE NUCLEO EN COPA (CORE-IN-CUP)

La Mayoria de las tabletas tipo matriz liberan el principio activo de acuerdo al
modelo de la raiz cuadrada del tiempo (Higuchi). Una forma de modificar la
liberaci6n a partir de sistemas matriciales es la de alterar la geometria de la matriz.

an

Danckwerts (1994), ha reportado un método que describe la produccién de un
nficleo tipe matriz, con forma de disco, para la liberaciéon controlada de actives, el
cual se recubre por compresién en uno de sus lados asi como en toda su
circunferencia para formar unacopa alrededor del nicleo. Estas tabletas de nicleo
en copa liberan el active a través de una superficie erosionable o a través de una
area difusional constante. Estas tabletas tienen la capacidad de liberar activos
solubles e insolubles bajo una cinética de orden cero a partir de un nicleo active.
(o)

Se ha encontrado que es posible producir una tableta del tipo nacleo en copa que
pueda liberar una cantidad constante de activo durante un periodo de tiempo
predeterminado a través de la manipulacién de:

1. El grado de HPMC utilizado o de cualquier otro polimero hidrofilico o
una mezcla de polimeros que se erosiona constantemente con el tiempo

2. Lacantidad de HPMC o del polimero usado

3. El 4rea superficial expuesta por el nticleo (matriz polimérica)

Desgraciadamente, conforme el espesor del niicleo se incrementa a 6 mm o mis,
algunas de las copas comienzan a partirse (agrietarse o romperse), en el medio
acuoso de disolucion. Esto se debe a que la eficiencia del aglutinante en la porcion
de copa de la tableta no es suficiente para contener (sujetar o vencer) el
hinchamiento del polimerc (HPMC) cuando entra en contacto con el agua.
Conforme la viscosidad y la concentracion de polimero usado se incrementa, el
hinchamiento del polimero aumenta, especialmente en la direccién vertical. s.3,

Danckwerts, van der Watt, y Moodley (1996) evaluaron la efectividad de polimeros
no hinchables en la producciéon de tabletas de niicleo en copa. La ventaja de tales
polimeros es que ro romperan la copa, y liberarén al principio activo a través de
una superficie erosionable o una 4rea difusional constante,
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Los autores decidieron evaluar la velocidad de liberacién de un activo soluble
(cafeina) y uno insoluble (ibuprofen) a partir de tabletas de nucleo en copa
elaboradas con polietilenglicol 600 (PEG 6000), goma acacia, tragacanto, e
hidroxtetilcelulosa (HEC).

Los ntcleos con forma de disco planos de 7 mm de didmetro y 5 mm de espesor se
obtuvieron por compresién en una maquina monopunzénica Manesty F3. Con una
dureza aproximada de 50 N/m2. Los ntcleos fueron entonces comprimidos junto
con la copa de cera carnauba {10% w/w) en etilcelulosa con un espesor de 4 mm.
La Figura 12 describe graficamente una tableta de niiclec en copa.

Niicleo Matriz de Activo/Polimero

Copa Impermeable de Cera Carnauba/ Etilcelulosa
Figura 12. Diagrama esquematico de una tableta de niicleo en copa

Los autores establecieron que la acacia fue el excipiente mas adecuado para la
liberacion de cafeina, y que el PEG 6000 result6 el m4s adecuado para la liberacion
de Ibuprofen. La liberacibn de cafefna puede controlarse ajustando la
concentracidn de acacia y la fuerza de compresién para producir el tmax requerido
(8-12 horas). Debido a que la fuerza de compresién no produce un cambio
significativo en el tmax para Ibuprofen, la concentracion de PEG 6000 puede
ajustarse para producir el tmax requerido. g

Danckwerts, van: der Watt, y Moodley (1996), demostraron que es posible producir
tabletas de nicleo en copa que pueden liberar activos solubles en agua (cafeina) e
insolubles (Ibuprofen) con una cinética de orden cero, dependiendo del tipo de
polimero erosionable utilizado. Para farmacos insolubles, es mejor utilizar un
polimero soluble en agua como el PEG 6000; y para un formaco soluble, es mejor
utilizar un polimero erosionable como la acacia. Ni el PEG 6000 ni la acacia
hinchan en grado notable en el medio de disolucién acuoso y, por lo tanto, no
existe el rompimiento de la porcién de copa de las tabletas (lo cual pudiera llevar al
“dumping” o descarga de la dosis), como es el caso de los polimeros que hinchan
en fluidos acuosos. gy
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4. COCCIDIOSIS

Conocida también como esteritis o diarrea sanguinolenta, es una enfermedad
infecciosa parasitaria debida a la presencia y accion de protozoarios del género
Limeria. Se caracteriza por la existencia de diarrea, eventualmente con sangre, en
cabritos y disminucién en la eficiencia productiva del hato. 4,32

Los pardsitos del género Ejmeria son intracelulares, localizados en las células
epiteliales del intestino del hospedador. En la cabra, las coccidias llevan a cabo una
reproduccioén asexital (esquizogonia) y una asexual (gametogonia). Fuera del
animal, osea en el suelo, las eimerias se reproducen asexualmente (esporogonia).
La ingestion de un ocoquiste esporulado puede dar lugar a la eliminacién de
alrededor de un millén de coquistes (Figura 13).

Ademis de la ingestién de ooquistes maduros o esporulados, para la presentacion
de una coccidiosis en una explotacién caprina son necesarios algunos otros
factores:

Los_determinantes, como son la humedad, mala higiene, acumulacién de
excremento y contaminacion fecal de alimentos, agua y la edad de los animales. La
humedad es uno de los factores mds importantes para el desarrollo de coquistes
esporulados 0 maduros y para su supervivencia. Se ha visto que en humedad
relativa menor al 25% es casi imposible la presentacién de ooquistes infectantes.

La contaminacioén fecal de agua y alimento favorece la presencia de coccidiosis en
el hato. Un solo animal puede eliminar hasta varios miles de coquistes, sin que
manifieste signos de enfermedad; sin embargo, contamina el medio donde se
encuentran los cabritos. g,y

La enfermedad en forma clinica se presenta solo en los animales j6venes,
aparentemente esta gran susceptibilidad tiene una base inmunolégica, y a medida
que el cabrito crece y se vuelve adulto s més resistente. 3,33

Los asociados, que junto a los anteriores proporcionan las condiciones favorables
para la coccidiosis, entre éstos estan: el hacinamiento, falta de ventilacién, pisos
poco permeables que permitan la acumulacion de liquidos y aquellas situaciones
que produzcan tensién en los animales. Muchos de estos factores se observan en
los modelos de produccion caprina intensiva y de pastoreo con encierro nocturno
en México.
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Figura 13. Ciclo Biologico de Eimeria sp. (5

A.Cabra. Hospedador definitivo. a. Eliminacién de coquistes inmaduros en heces. b. Formacién de
esporoblastos. ¢. Ooquiste madure o esporulado, infectante. d. Ingestién de ooquiste madure. e,
Liberacion de esporocistos. f. Salida de esporozoitos. g. Trofozoito en célula epitelial del intestino,
h. Después de una fision miltiple, formacion de esquizonte de printera generacion, i. Liberacion de
merozoitos de primera generacién. j. Formacidn de esquizonte de segunda generacién. k.
Merozoitos de segunda generacién. I Formacién de microgametocitos. m. Liberacién de
microgametos. n. Formacién de macrogametos. ft. El microgameto fecunda el macrogameto. o,
Cigoto. p. Salida del ooquiste de la célula epitelial del intestino

42



Amador Gonzdlez Enrique Coccidiosis en Cabras

4.1. CUADRO CLINICO

La enfermedad, sélo se presenta en forma clinica en Jos cabritos, cuando ingieren
gran cantidad de ooquistes esporulados en poco tiempo. 5i el namero de ooquistes
es bajo o de especies poco virulentas, no se presentan signos clinicos. Después de
los seis meses de edad y en los animales adultos, la coccidiosis es extremadamente
rara. El primer signo, generalmente entre las cuatro o cinco semanas de edad, es la
eliminacion de heces pastosas, que posteriormente se vuelven fluidas, de tonalidad
verde o caf¢ y pueden ir acompafiadas de sangre. Los animales afectados se
deprimen, muestran dolor abdominal y mucosas palidas; su apetito disminuye y
pierden peso y si no son tratados puede sobrevenir la muerte de los cinco a los seis
dias, que en ocasiones puede ser mayor al 15%. El animal puede quedar
subdesarrollado por el dafio al intestino, quedando incapacitado para absorber
eficientemente los nutrientes. g i,

4.2. DIAGNOSTICO

Debe realizarse basandose en Ia historia clfnica, el examen coproparasitoscopico ¥
las lesiones intestinales a la necropsia. El numero de ocoquistes de Eimeria
detectados no indica necesariamente la severidad de la coccidiosis, ya que en casos
sobreagudos los ooquistes son eliminados después de la aparicion de los signos
clinicos. o 1

4.3. TRATAMIENTO
Se recomienda el uso de sulfas: sulfaguanidina (2 gramos al dia durante seis dias),
sulfamerazina, sulfametazina y sulfaguanidina (140 mg/kg. de peso vivo durante

siete dias). Nitrofuranos: nitrofurazona (7-10 mg/kg. de peso vivo durante siete
dias, 0 0.0165% en €] alimento). Amprolium (50-62.5 mg/kg. de peso vivo). s, 5
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5. OBJETIVOS

Fabricar un bolo de retencién en rumen para administrarse a cabras, que libere
sulfametazina s6dica durante un periodo prolongado de tiempo adecuado para el
tratamiento de coccidiosis, que impida infecciones masivas pero permita una
parasitosis ligera capaz de inducir una adecuada respuesta inmune.

Evaluar la funcionalidad de una matriz lipidica que contenga a la sulfametazina
sédica y a un excipiente de densidad elevada, con el objeto de obtener niveles
terapéuticos en tracto digestivo y plasma durante el tiempo adecuado para el
tratamiento de la enfermedad

Estudiar la factibilidad del uso de dos métodos alternativos, compresion directa y
granulacion por fusion, para la formacién de la matriz. Evaluar la influencia de la
concentracién de excipiente lipidico sobre la liberacion in vitro de sulfametazina
sédica, y el efecto de la cantidad de hierro reducido sobre la densidad del bolo.
Examinar la integridad de la matriz lipidica (bolo), antes, durante, y después de la
prueba de disolucitn.

Evaluar el funcionamiento de los bolos “in vivo”, administrandolos a cabras.
Determinar el tiempo de retencién en rumen, su integridad vy su efecto sobre el
conteo de ooquistes de coccidia y sobre la ganancia de peso de los animales.

6. PLAN EXPERIMENTAL

El trabajo experimental se dividi6 en cinco etapas. La primera etapa incluy6 una
serie de experimentos preliminares que nos permitieron determinar si era posible
el uso de la compresién directa como método de preparacién del bolo utilizando
las materias primas tal y como se reciben del proveedor. La segunda etapa
involucré la preparacion de la mezcla, en el caso de la compresion directa, o de
una granulacién, en el caso del método de granulacion por fusion, adecuadas para
la compresién y su evaluacion en cuanto a densidades y propiedades reologicas.
La tercera etapa correspondié a la fabricacion de los boles y la evaluacién de las
caracteristicas farmacotécnicas de los mismos. La cuarta etapa correspondi6 a la
prueba de disolucion (liberacién) in vitro de los bolos v la evaluacién su integridad
durante la prueba.

La quinta etapa fue una prueba de los bolos “in vivo” empleando dos
formulaciones, F1 y F2, que incluy6 su administracion a cabras, su seguimiento a
través de niveles plasmaticos de sulfametazina, conteo de ooquistes, placas
radiogréficas, y el aumento de peso de los animales.
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EVALUACKSN DE MATERIALES
Y
EXPERIMENTOS PRELIMINARES EN COMPRESION
DIRECTA
¥
PREPARACION Y EVALUACION DE:
A) MEZCLA PARA COMPRESION
B) GRANULACION POR FUSION
¥
FABRICACION DE BOLOS Y EVALUACION
DE LAS CARACTERISTICAS FARMACOTECNICAS
¥
PRUEBA DE DISOLUCION (LIBERACION)
IN VITRO
INTEGRIDAD FISICA DE LOS BOLOS
I

{ ESTUDIO IN VIVO ]

Figura 14. Las cinco etapas del plan experimental

7. METODOS

7.1. PRIMERA ETAPA

7.1.1. Evaluaci6n del Excipientes

Morfologia y Textura de las particulas. La morfologia de las particulas es un
pardmetro importante para las caracteristicas de flujo y aglutinamiento de los
excipientes, especialmente cuando se trata de compresién directa. Los estudios de
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) se llevaron a cabo en un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-255 II (Laboratorio de Microscopia Electronica,
FES-Cuautitlin UNAM), con la colaboracion del técnico Rodolfo Robles Gémez.
En el caso de la Sulfametazina sodica los estudios se realizaron en un microscopio
optico.

Compresién Directa. Se realizé una mezcla fisica de los materiales (100g), de
acuerdo a la formulacién tipo en la Tabla 9. Ademas esta mezcla se lleve a
comprimir usando punzones redondos, planos de 16 mm de diametro y usando
una prensa de laboratorio (Carver press), se aplicé una fuerza de 2 toneladas
durante 10 segundos.
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7.2. SEGUNDA ETAPA

Tabla 9. Formulacién Tipo

Ingrediente | Contenido (% w/w)
Sulfametazina Sédica 39.5

Hierro Reducido 40.0

Aceite de Castor Hidrogenado 20.0 o
{Cutina HR)

Estearato de Magnesio 0.50

7.2.1. METODO 1. COMPRESION DIRECTA

Cutina HR Cutina HR
{tal como se recibe del ———{ {tal como se recibe del
proveedor) proveedor)
L
Sulfametazina Sodica Tamizar Cutina A través
Hierro Reducido de Malla 20
Estearato de Mg (840 um = 0.84 mm)
¥
Sulfametazina Sédica
Mezclar Hierro Reducido
Estearate de Mg
k] IE ]
( Mezcla Homogénea |NO | Mezclar ]
W st IE ]
Propiedades de Flujo [NO<=> Mezcla
Adecnadas
¥ sI L’
¥ v
[ Comprimir J [ Comprimir _J
¥ IE]
| Bolos ] { Bolos i
L] ¥
[ Evaluacion } 1 Evaluacién ]

Figura 15, Diagrama de Flujo para Compresion Directa
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7.2.2. METODO II. GRANULACION POR FUSION

Tabla 10. Formulaciones para Granulacién

Ingrediente F1 F2
Sulfametazina Sédica 39.5% 28.5%
Aceite de Castor Hidrogenado 20.0% 25.0%
{Cutina HR}

Hierro Reducido 40.0% 46.0%
Estearato de Magnesio 0.5% 0.5%
Total 100% 100%
[ Cutina ]
I
Fundir (85-950°C)

Mezclador Planetario con Chaqueta (Erweka)
T

Dispersar:
Sulfametazina Sédica
Estearato de Magnesio

[ Enfriar a 60-65°C 7
W
Tamizar a través de Malla 20
(840 um = 0.84 mm)
Granulador Oscilante {Erweka)
W

Lubricar
Adicionar Estearato de Magnesio {0.5%})
Mezclador de Cubo (Erweka)
v

Comprimir
Prensa Carver Press

v
r Evaluar Bolos |

Figura 16. Diagrama de Flujo para Granulacién por Fusion
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PROCEDIMIENTO

1. Dependiendo de la formulacién, se pesaron cuidadosamente los materiales

2. Se coloct la cutina en el recipiente del mezclador planetario

3. Se Inici6 el calentamiento v agitacién ligera (10 r.p.m.), para promover la fusién
de la cutina, verificando que la temperatura alcanzara los 85°C y se mantuviera
en el rango de 85-90°C.

4. Se detuvo el mezclador y se adicion el hierro reducido. enseguida continu6 el
mezclado por 5 minutos.

5. Nuevamente se detuvo el mezclador y se adicioné el 50% de la sulfametazina
sédica. Se inici6 nuevamente el mezclado, y después de 5 minutos, se adicioné
el 50% restante de principio activo.

6. Se aument6 la velocidad del mezclador a 20 r.p.m. y se continud con el
mezclado por 20 minutos més.

7. Una vez lograda la homogeneizacion se disminuy¢ la temperatura a 60-65°C.

8. Se procedié a tamizar la masa en un granulador oscilante equipade con una
malla 20, y se recibi6 el producto en una charola de acero.

9. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente

10. Una vez frio, el granulado se tamizé nuevamente para calibrar el tamafio de los
granulos.

11. Antes de la compresién, se lubrico el granulado mezclandolo con estearato de
magnesio en un mezclador de cubo a 25 r.p.m. durante 10 minutos.

EVALUACIONES A LA GRANULACION

Velocidad de flujo_intrinseca. Las propiedades de flujo de las granulaciones se
determinaron midiendo el tiempo (en segundos), necesario para que 100g de
granulacion pasaran a través de un embudo con didmetro de 1 ¢cm en la salida.
Para cada granulacién la prueba se realizé por triplicado.

Angulo de reposo dinamico. En esta prueba se recibi6 el material del experimento
anterior, sobre una superficie lisa (charola de acero), colocada a 10 cm de la salida
del embudo. Una pila del material se form¢ sebre la charola de acero y con la
ayuda de un transportador se midi6 el dngulo en tres puntos diferentes y la prueba
se realiz6 por triplicado.

Angulo de reposo estatico. El 4ngulo de reposo se define como el 4ngulo entre la
horizontal ¥ 1a pendiente de una pila del material. En esta prueba se colocaron

100g del material dentro de un cilindro de acero hueco, cerrado en su parte inferior
con un tapdn de hule. El cilindro se retiré cuidadosamente en posicién vertical y la
pila del material se form6 sobre ¢l tap6n de hule. El dngulo de reposo se midi6 en
tres puntos diferentes de la pila y la prueba se realizé por triplicado.
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Cinética de Consolidacién

Un volumenémetro {tasémetro Vankel) equipado con una probeta graduada se
utilizé para seguir la evolucién de la densidad aparente de las granulaciones con
respecto a un cierto mimero de asentamientos (tasamientos) controlados. Se
emplearon 60 gramos (M), de la granulacion correspondiente; para cada niimero
de asentamientos se llevaron a cabo tres determinaciones, se estudi6 la cinética
promedio y se anotaren los siguientes volumenes particulares: Volumen inicial
(Vo) y después de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, y 1000 asentamientos.
Estos valores permiten e} calculo de:

Densidad aparente (pa) = M/V,
Densidad compactada (pc) = M/ Vi
Indice de compresibilidad de Carr = {(pc - pa)/pc] (100)

Indice de Hausner =pmax/pmin = pc/pa

7.3. TERCERA ETAPA
7.3.1. PRIMERA COMPRESION

La obtencién de los bolos se llevé a cabo mediante la compresion de 3g de
granulado Formulacién 1y 6.93g de granulado Formulacion 2, respectivamente.
En cualquier caso, la cantidad de principio activo por bolo seria la misma. Se
utilizb una prensa de laboratorio “Carver Press” (Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica, FES-Cuautitlin UNAM). El llenado de la matriz se realizé de forma
manual. Se utilizaron punzén y matriz oblongos (39 mm de largo y 16.4 mm de
ancho), para dar la forma deseada al bolo, un tiempo de compresién de 10
segundos y una fuerza de compresién de 3 toneladas.

7.3.2. SEGUNDA COMPRESION

La obtencién de los bolos se llev a cabo mediante la compresion de 10g de
granulado F1 y 13.94g de granulado F2, respectivamente. En cualquier caso, la
cantidad de principio activo por bolo serfa la misma. Se utilizé una prensa de
laboratorio “Carver Press” (Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, FES-
Cuautitlan UNAM). El llenado de la matriz se realiz6 de forma manual. Se
utilizaron punzon y matriz oblongos {39 mm de largo y 16.4 mm de anchojpara
dar la forma deseada al bolo, un tiempo de compresion de 1¢ segundos y una
fuerza de compresiéon de 3 toneladas.
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Las evaluaciones realizadas a los bolos asi obtenidos fueron: masa, longitud, ancho
y espesor, dureza y densidad.

Dureza. [a dureza de los bolos se evalu6 como resistencia a la ruptura. La
determinacién se realizé empleando un durémetro VanKel VK200 (Laboratorio de
las Especializaciones en Farmacia Industrial, FES-Zaragoza UNAM). Las unidades
en kilopounds (kp). La prueba se realizé a 10 bolos de cada formulacién.

Longitud, anchura y espesor. Se midieron los tres parametros a 10 bolos de cada
formulacion utilizando para ello un micrémetro digital Mitutoyo Modelo IDS-
1012EB (Laboratorio de las Especializaciones en Farmacia Industrial, FES-Zaragoza

UNAM).

Densidad. La densidad de los bolos se calcult determinando la masa del bolo en
una balanza analitica digital OHAUS Modelo GA110 (Laboratorio de las
Especializaciones en Farmacia Industrial, FES-Zaragoza UNAM), y posteriormente
determinando su volumen por desplazamiento de agua dentro de una probeta
graduada.

p=M/V

Donde:
p = Densidad del bolo {g/cm?),
M = Masa del bolo (g), y
V = Volumen del bolo {(cm?)

7.4. PRUEBA DE LIBERACION “IN VITRO"

El método que acontinuacion se describe fue desarrollado en la FES-Cuautitlin por
la QF.B. Margot Gomez Mirén, el Q.F.B. Jos¢ Antonio Gardufio Rosas, y la Dra.
Raquel Lopez Arellano.n

De acuerdo a las caracteristicas de la sulfametazina s6dica, se realizé una curva de
calibracién (por duplicado), usando el método colorimétrico de Bratton-Marshall,
de forma tal que se obtuvo una curva de calibracién apropiada.

La Figura 17 describe el procedimiento para la obtencién del compuesto colorido y
en la Figura 18 se muestra el procedimierito para realizar la curva de calibracion.
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En un tubo de ensaye perfectamente limpio colocar
1 ml de fa muestra
¥

E “Adicional 1 m! De HCI 2N y esperar 1 minuto j
[2

*Agregar 1 ml de una sotucién al 0.2% de Nitrito de Sodio y
esperar 2 minutos

¥

“Colocar en el mismo tubo 1 ml de solucién al 1% de Sulfamato
de Amonio y esperar 3 minutos.

¥

*Agregar 1 m| de solucién de
N-naftiletilendiamina al 0.2%
-

Se produce una coloracién resa caracteristica de Ja presencia de
sulfonamidas, la cual es proporcional a la concentracion
*Para la preparacién de los reactivos debe emplearse agua purificada

Con el fin de evitar contaminaciones durante la reaccion.

Figura 17. Procedimiento para ia Formacién del Compuesto Colorido
Caracteristico de Sulfonamidas y Cuantificable por Espectrofotometria Visible.

Pesar 0.500 g. De Sulfametazina Sédica y disolverlos en 200 ml de
agua desionizada.

Tomar 0.5, 1, 2, 3, 4, y 5 ml de la solucién anterior y levar por
separado a matraces volumétricos de 25 ml. {realizar solucién por
triplicado).

¥

Llevar a 1a marca de afero con agua desionizada para obtener
soluciones de 5, 10, 20, 30, 40, y 50 ug/ml respectivamente.
¥

l A cada solucidn realizar la reaccion colorida de Bratton-Marshall J
W
Leer en el espectrofotémetro a 543.5 am {no dejar que pase mds de 10

minutos entre la adicién del iiltimo reactivo y la lectura de dicha
muestra)

Figura 18. Preparacion de la Curva de Calibracion
Empleando el Método Colorimétrico.
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Se realiz6 el proceso de disolucion (por duplicado), empleando los bolos F1 y F2 y
se determinaron las concentraciones de sulfametazina sédica liberada a diferentes
tiempos, empleando el método colorimétrico de Bratton-Marshall y la curva de
calibracién antes descrita.

La Figura 19 sefiala el procedimiento general de obtencion de las muestras para la
determinacion de la concentracién de Sulfametazina sédica liberada durante la
disolucion.

Se utiliz6 el Método de Paletas descrito en la USPXXII
A 60 r.p.m, y a37°C. Empleando 1 ljtro de agua como
Medio de Disolucion.

"

Se coloco el bolo correspondiente en el vaso con agua
desionizada
v
Se tomaron y filtraron muestras de 10 ml a diferentes
tiempos durante 4 dias, reponiendo el volumen de la
muestra con agua desionizada.
W
Se tomé 1 ml de la muestra y se llevo al volumen de
aforo correspondiente con agua purificada, de forma tal
que las concentraciones finales se encontraran dentro de
la curva de calibracion.

[
[ Se realizé la reaccién colorimétrica i
T

Se leyeron las muestras a 543.5 nm antes de transcurrir
10 minutos de la adicién del dltimo reactivo.
W

Se estimaron las concentraciones con la curva de
calibracion.

Figura 19. Procedimiento para determinacién de concentraciones de
Sulfametazina Sédica en la Prueba de Disolucion.
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7.41. INTEGRIDAD DE LOS BOLOS

Las caracteristicas fisiolégicas del tracto digestivo de los rumiantes proporcionan
una gran oportunidad para la tecnologia aplicada a liberacién prolongada,
especialmente con la capacidad de retencion del reticulo. Una forma farmacéutica
retenida en este 6rgano debe ser capaz de liberar su ingrediente activo por un
periodo prolongado de tempo. Sin embargo, la regurgitacion de este tipo de
dispositivos en los rumiantes es un problema bien conocido. Para evitar este
problema, la forma farmacéutica debe cumplir con requerimientos especiales en
términos de densidad, forma, tamafrio e integridad.

El problema de la integridad debe solucionarse produciendo un dispositivo de alta
densidad con una lenta erosion a partir del cual el principio activo difunda
progresivamente. Es sabido que un dispositivo que incorpora al ingrediente activo
en una matriz de material inerte, actia como un sistema de liberacion sostenida
efectivo.

Después de la liberacion del activo y/o de los ingredientes solubles en agua, la
matriz se torna porosa sin desintegrarse.

Microscopia Electzonica de Barrido (SEM). El estudio incluyé una serie de
fotomicrografias de la matriz lipidica (bolo), de ambas formulaciones (F1 y F2),
antes, durante y después de la prueba de liberacién in vitro. Esto permitié obtener
informaci6n valiosa sobre los procesos de erosién de la matriz y la formacién de
poros, a través de los cuales se facilita la liberacion del principio activo desde la
matriz al medio de disolucién.

Se plante6 el estudio de un bolo intacto (antes de la prueba), y el de bolos con 24,
48, ¥ 72 horas en el medio de disclucién bajo las condiciones de prueba. (ver
prueba de liberaci6n in vitro). Una vez transcurrido el tiempo correspondiente, se
procedio a desechar el medio de disolucién y se transfirié el bolo a una charola de
aluminio, la cual se llev6 al interior de un horne de lecho estatico en donde se llevé
a cabo el secado a 35°C durante 4 horas. Posteriormente se procedié al montado,
tratamiento y observacién de las muestras al microscopio.

Los estudios de microscopia electronica de barrido (SEM) se levaron a cabo en un
microscopio electronico de barrido JEOL JSM-255 I (Laboratorio de Microscopia
Electronica, FES-Cuautitlin UNAM). Con la asesoria del técnico Rodolfo Robles
Gomez.

Ademss, se tomaron fotografias a bolos partidos por la mitad para observar la
zona de penetracidn del medio al intetior de la matriz.
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7.5. PRUEBA DE LIBERACION IN VIVO

7.5.1. ADMINISTRACION DE LOS BOLOS

Se emplearon 10 cabras raza alpina con un promedio de peso inicial de 14.600 kg,
mantenidas en jaulas metabolicas controlando de esta manera su alimentacion,
reduciendo la posibilidad de reinfeccién (ver Figura 20). Ademas se monitore6 el
peso de cada animal durante el experimento. El trabajo se realizé en las
instalaciones de Medicina Veterinaria en el Campo Cuatro de la FES-Cuautitlan,
con la colaboracién del Dr. Jorge Tortora Pérez, el M.V.Z. Oscar Chavez y la
M.V.Z. Angélica Garza.

Figura 20, Jaula
Metabdlica (A),
administracion del
bolo (B), y
alimentacion (C)
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Las cabras se distribuyeron de la siguiente manera, respecto al bolo que habrian de
recibis:

Tabla 11. Distribucion de Cabras para Estudio

—————

Cabra Formula
201 Fi
214 F1
228 F1
48 Fl
219 F1
21 i F2
36 F2
203 F2
208 F2
220 F2

Se administré un bolo a cada uno de los diez animales por via oral, colocandolo
manualmente en la zona retrolingual.

7.5.2. PERFILES PLASMATICOS

Se realizo una toma de muestra sanguinea juste antes de la administracion y a las
1,2, 4,8 12,24, 36, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240, 264, 288, 324, 360, 408, 456,
603, 627 y 651 horas después de la administracion. De esta muestra se obtuvo
plasma y éste se analizé para determinar concentracién de sulfametazina sodica
empleando el método desarrollado por la Q.F.B. Ana Belem Trujeque Garcia, la
Dra. Raquel Lépez Arellano, y el QF.B. José Antonio Garduiic Rosas en FES-
Cuautitlan. gg

7.5.3. CUENTAS DE OOQUISTES

Se realiz6 un conteo de ooquistes en las heces fecales de las cabras antes de la
administracién, y pasadas 264, 480, y 696 horas de la administracién del bolo,
utilizando la técnica de MacMaster.

7.5.4. ESTUDIOS DE RAYOS-X

La localizacion de los bolos al interior de las cabras y su evolucion en el tiempo se
estudiaron a través de placas radiograficas de los animales. El estudio se llevé a

cabo en la clinica de pequefias especies de la FES-Cuautitlan. Debido a la
naturaleza densa del bolo fue posible su observacion en tales placas,
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Para disminuir al maximo los efectos de la radiacién en los animales, los estudios
se llevaron a cabo en dos animales cada dia (uno de cada grupo), y pasados diez
dias de la administracion, sélo los animales tratados con F2 se llevaron a estudio
hasta completar 3 semanas.

7.5.5. BOLOS DE RUMEN

Aproximadamente a los 20 dias de la administracion, dos de las cabras expulsaron
(regurgitaron) el bolo o lo que quedaba de ¢l Se decidié entonces realizar un
estudio de microscopia éptica y electrénica de barrido. Primeramente se secaron
los bolos en un horno a 35°C, ya que no puede entrar una muestra hameda al
microscopio electrénico de barrido. Se tomaron algunas fotografias normales a
color antes de fragmentar los bolos y dar tratamiento a algunos pedazos pequefios
para su estudio en el microscopio electrénico. Se tomaron algunas micrografias
para estudiar la integridad de estos bolos después de haber soportado el ambiente
del rumen.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. PRIMERA ETAPA
8.1.1. EXCIPIENTES

La figura 21 muestra a una particula de cutina vista al microscopio electrémico de
barrido. Estas parficulas tienen forma de “hojuela” o pequefias placas de aspecto
ceroso y color blanco. El tamafio es irregular y podemos encontrar placas de unoy
hasta 10 mm de longitud y unas décimas de milimetro de espesor. El material en
conjunto se muestra poco denso, lo cual representarfa un problema para el
mezclado y el flujo.

Figura 21. Micrografia de una particula de cutina
La barra Corresponde a 1000 pm (1 mm)

Figura 22. Fotograffa de cristales de sulfametazina sodica en microscopio dptico
La barra corresponde aproximadamente a 10 pm.
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La figura 22 muestra cristales del principio activo, sulfametazina sédica, vistos al
microscopio 6ptico. Se puede apreciar un habito acicular, es decir, con forma de
agujas. Los cristales son finos y su tamafio es de 30 a 50 micréometros. Cabe
mencionar que los cristales con forma de aguja son unos de los que presentan
mayores problemas para fluir apropiadamente.

Figura 23(a). Micrografias particulas de hierro reducido.
La barra corresponde a 100 pm

Figura 23(b). Micrografia particula de hierro reducido (aumento)
La barra corresponde a 10 um

La figura 23(a) y 23(b), muestran particulas de hierro reducido tal y como se
observan al microscopio electrénico de barrido.
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La forma de las particulas es irregular y tienen un tamario en el rango de Malla
325. Los polvos muestran un color gris oscuro de apariencia metalica y muy finos
al tacto. Este es el material con tamao de particula mas pequefio y con la mayor
densidad, de aquf su funcién como densificador en la formulacién.

Asi pues, se manejaron materiales muy diferentes en tamafio, forma y densidad.
Esto de entrada ya plantea un problema para lograr una mezcla homogénea y con
buenas caracteristicas de flujo. Ademas, aunque fuera posible conseguir tal mezcla,
los problemas de segregacion debidos a las diferencias en densidad estarian
presentes cuando esta mezcla fisica fluyera de la tolva hacia el distribuidor y de allf
al interior de las matrices.

8.2. SEGUNDA ETAPA

8.2.1. COMPRESION DIRECTA

Se pensd primeramente en la compresion directa como un medio para la
fabricacion de los bolos que resultaria barato por el ahorro en tiempo, equipo y
consumo de energia. De esta forma se comenz6 por realizar una mezcla fisica de
los excipientes, incluyendo a la cutina tal y como se obtuvo del proveedor. Esta
mezcla resulto totalmente heterogénea como se habia previsto por las
caracteristicas de los materiales (ver figura 24). A pesar de ello, se llevd a cabo la
compresion.

Figura 24, Mezcla fisica para compresion directa
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Los “bolos” cilindricos resultantes mostraron una gran diferencia en su espesor a
pesar de contar con la misma masa Ofra caracteristica fue la de distribucién
heterogénea de los componentes, ya que algunos se observaron de color mas
blanco, debido al contenido de cutina, y algunos otros mas grises debido a la
presencia del hierro reducido {ver figura 25 A y B).

Figura 25{(B). Bolos obtenidos por compresién directa de la mezcla

Para mejorar Ia homogeneidad de la mezcla y por lo tanto de los bolos, se procedio
a moler la cutina. Con la cutina molida se elaboré una segunda mezcla fisica
{figura 26), y con ella un segundo grupo de bolos cilindricos {Figura 27).

Figura 26. Mezcla fisica con cutina molida
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Lo que se observo fue una mezcla méas homogénea pere también con una cantidad
mayor de aire incluido, es decir, se observaba menos densa. Los cilindros
obtenidos mostraban tales caracteristicas, una mayor uniformidad pero menor
consistencia.

Figura 27. Bolos obtenidos por compresion directa
de mezcla fisica con cutina molida

Los bolos cilindricos asi obtenidos parecfan tener una mejor distribucién de los
componentes. Entonces se decidi6 realizar una prueba de disolucién (liberacién)
sencilla, con el objeto de comprebar el comportamiento de estos sistemas y
verificar su consistencia e integridad.

Figura 28. Bolos cilindricos a las 4 horas de disolucién
enagua a 37°Cy 60 r.p.m.

La figura 28 muestra los bolos en el interior del vaso al momento de la disclucion.
Se puede observar a la cutina fuera del bolo formando una estructura en forma de
remoline debida a la agitacién, o simplemente, pegada at fondo del vaso.
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Cabe mencionar que la disolucion se complet¢ en las primeras 4 horas, y una vez
terminada la prueba se recuperaron cuidadosamente los bolos y se secaron. La
figura 29 los muestra con claridad.

Figura 29. Bolos cilindricos secos después de 4 horas
de disolucién en agua a 37°C y 60 r.p.m.

Los resultados anteriores indicaron que la compresién directa no era el método
adecuado para fabricar un sistema tipo matriz, ya que si bien la cutina se distribuia
de manera uniforme, no formaba un sistema que embebiera al principio activo y
los demas componentes. De esta forma los productos resultantes resultaron
fragiles y no aptos para el ambiente del rumen y para controlar la liberacion en la
medida reguerida. La compresion directa quedé asi atrds y se opt6é por la
granulacion por fusion.
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8.2.2. GRANULACION POR FUSION

Caracteristicas de las Granulaciones

La Tabla 12 resume las propiedades de flujo y las densidades de las dos
granulaciones.

Propiedad F1 F2

| Angulo de Reposo Estatico () | 42.8 422
Angulo de Reposo Dinamico (%) 38.9 ] 39.0
Velocidad de Flujo 130 | 132

| Intrinseca (g/s)
Densidad Aparente (g/cm3) 0.8740 0.8695
Densidad Compactada (g/cm3) 0.9279 0.9326
Indice de Compresibilidad (%) 5.7681 6.7660 I
Indice de Hausner 11061 1072

Considerando que angulos de reposo entre 28 y 42° canstituyen un buen rango de
trabajo para materiales farmacéuticos, se puede decir que ambas granulaciones
poseen propiedades de flujo apropiadas. Respecto a la velocidad de flujo
intrinseca, generalmente se desea que un material fluya a razén de 10 g/s, asi que
ambas granulaciones mostraron una velocidad de flujo excelente, debida
probablemente a su tamafio y a su densidad. Las densidades aparente y
consolidada de F1 y F2 son altas y con valores muy semejantes. Esto indica que
pueden formar un arreglo compacto y facilitar la compresion.

De acuerdo a la interpretacion del indice de Carr para el flujo y la velocidad de
“empaquetamiento” o rearreglo de las particulas, ambas granulaciones estin en el
rango de 5-15 y su calificacion es de excelente. Hay que recordar que conforme
estos materiales fluyan hacia el interior de las matrices, se arreglaran en una
estructura que corresponde a la densidad aparente. Los primero que ocurrird es
que la granulaci6n se rearregiara (se reacomoda y se ordena), y lo que tendremos
sera un arreglo que corresponde ya a la densidad compactada. A esta etapa la
denominamos etapa de “rearreglo” o “reempaque”. La velocidad con que esto
ocurre es muy importante para la formacion del bolo. Si la velocidad con que un
material se rearregla es muy lenta, entonces la compresion puede dar lugar a
fracturas y deformacién plastica en algunas zonas, antes de que el rearreglo
comience en otras. En consecuencia, la compresién producird bolos con menor
densidad local en un area en particular de los mismos. Ademas, si el rearreglo no
es lo suficientemente rapido, se forman “huecos” que eventualmente llevaran a la
formacion inadecuada de bolos con una gran cantidad de aire atrapado.
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La forma en que se rearreglan las granulaciones se puede observar en las Figuras
30y 31
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Figura 30. Cinética de consolidacién para las granulaciones
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Figura 31. Evolucién de la densidad aparente de las granulaciones
en funcion del nimero de asentamientos
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De acuerdo con los graficos anteriores, el reacomodo de las granulaciones ocurre
de forma gradual. Sin embargo, la diferencia entre el volumen inicial y el volumen
final de cualquiera de ellas resulté menor o igual a 5 ml, mientras que para
materiales farmacéuticos es deseable que sea menor a 20 ml. Esto quiere decir que
la porosidad interparticular en las granulaciones es baja, los datos indican que es
menor al 7%.

El otro indice de consolidacion, el de Hausner indica que conforme los valores se
acercan al valor de uno, la fluidez del material pasa de regular (1.25), a buena
{1.18-1.19), muy buena {1.14), y excelente (1.1-1.09). Los resultados una vez més nos
demuestran las excelentes propiedades de flujo de las granulaciones.

8.3. TERCERA ETAPA
8.3.1. PRIMERA COMPRESION

Los resuitados de la primera compresién se muestran a continuacion:

-

Figura 32. Dimensiones de los bolos

Tabla 13. Resultados para bolos F1 y F2 en la primera compresién

Bolo Masa Largo Ancho Espesor | *Dureza | Densidad
® ) | (mm) | (mm) | () | (g/ml
F1 5.016 39.05 16.45 6.67 15.71 1.8176
F2 | 69324 | 39.00 16.41 8.39 2091 1.9288

* Nota: la dureza se determiné midiendo la resistencia a la ruptura de los bolos por su Ancho (4),
ya que las determinaciones a lo largo (L) en todos los casos resultaron mayores a 35 kp {Capacidad
del Equipo).
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Los bolos resultaron casi de 4 cm de longitud, con una densidad cercana a los 2
gramos por centimetro ciibico, y en ambos casos mayor a 1.8. La resistencia a la
ruptura se midié a lo largo y ancho de los bolos, sin embargo, las lecturas en la
direccién del ancho del bolo resultaron mayores a los 35 kp, que es la mayor
dureza que puede registrar el equipo. Las durezas observadas para ambas
formulaciones indican que poseen buena compactabilidad y que los bolos tienen
gran consistencia.

8.3.2. SEGUNDA COMPRESION

Una vez comprobado que a partir de las granulaciones se podian fabricar bolos
consistentes de manera uniforme, procedimos a fabricar los bolos que serfan
utilizados para las pruebas in vivo y por supuesto para las pruebas de liberacién in
vitro.

Al igual que con los bolos de la primera compresion, los de la segunda también
serian diferentes en masa total pero no en el contenido de sulfametazina sodica. De
esta forma, se realizaron Jos calculos para que cada bolo proporcionara una dosis
de 265 mg/kg de peso, considerando a un animal de 15 kg. Asi los bolos de la
formulacién uno tendrian una masa de 10 gramos aproximadamente, y los bolos
de la formulaciéon dos una masa de 13.96 gramos aproximadamente. Es decir,
tendrian el doble de la masa de los bolos de la primera compresion, Los resultados
se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados para bolos F1 y F2 en la segunda compresi6n

—

Bolo Masa Largo 1 Ancho | Espesor | Dureza | Densidad
® (mm) (mm) (mm) (kp) (&/ml)
Fi 10.0930 39.03 16.42 11.64 >35 1.8416
F2 13.9465 39.02 16.41 15.09 >35 19312

Estos bolos ademaés de contar con el doble de masa que los anteriores, resultaron
con casi el doble de espesor, F1 sobrepasé los 11 milimetros de espesor, mientras
que F2 leg6 a medir 15 milimetros. Las durezas no se pudieron determinar, pues
en ambos casos sobrepasaron la capacidad de 35 kp del equipo.
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8.4. LIBERACION IN VITRO

La prueba de liberacién se llev6 a cabo empleando dos bolos de cada formulacion.
Esta prueba sirvié para estimar la capacidad de la matriz lipidica como sistema
para prolongar la liberacién. La liberacién de sulfametazina sodica desde los bolos
se prolong6 por 3 dias, y considerando gue los bolos se encontraban sumergidos en
un medio liquido y con agitacion, esto era un indicio de que su desempefio in vivo
podria ser realmente mas prolongado. La figura 33 muestra la concentracién de
sulfametazina en el medio de disolucién en funcion del tiempo, y la Figura 34 el
porcentaje liberado en funcién del tiempo.
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Figura 33. Concentracion de sulfametazina s6dica contra tiempo

Ambas figuras son dos formas diferentes de ver la evolucién de la liberacion de
sulfametazina, una en concentracion y la otra en porcentaje. En cualquier caso, los
petfiles para los bolos F1 estan por encima de los perfiles para los bolos F2. Esto
quiere decir que F1 libera més répidoe al principio activo y que F2 prolonga mas la
liberacién. La liberacion del 50% de sulfa se logra en el caso de Fl entre las Sy las 6
horas, mientras que para F2 se alcanza hasta las 24 horas. El 80% F1 lo logra entre
tas 12 y las 24 horas, F2 alcanza el mismo porcentaje de liberacion de las 54 alas 58
horas.
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Figura 34. % Liberado de sulfametazina sddica contra tiempo

La Tabla 15 muestra los resultados para el analisis de regresion lineal

aplicado a los datos de cada uno de los cuatro bolos.

Bolo (Formulacién) Ordenada al Pendiente Coeficiente de
Crigen (ug/ml) {ug/ml/h Regresion r
~_Bolo1 (F1) 808.945 26.6318 0.80917
~ Bolo2 (F1j 638.1970 29.4478 0.8263
Bolo 1 (F2) 305.8671 20.9618 0.9615
Bolo?2 (F2) | 275.9036 2207832 0.97079

La pendiente es un indicativo de la velocidad de liberacién. Se puede observar que
los bolos elaberados con 1a formulacion 1 liberan entre 4 y 9 microgramos mas de
sulfametazina por mililitro por cada hora que los bolos F2. Esto pudiera parecer
poco, pero si se considera que el medio de disohucion lo constituyen 1000 ml, y que
la liberacion alcanzé aproximadamente 72 horas, entonces las diferencias ya son

considerables.
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8.4.1. INTEGRIDAD DE LOS BOLOS

Se tomaron una serie de fotografias en el microscopio electronico de barrido de la
superficie de los bolos en el transcurso de la prueba de liberacion in vitro a las 24,
48, y 72 horas. Ademas, los bolos se partieron por la mitad y fue posible observar
dos zonas bien definidas al interior, en este caso tomamgs fotografias normales y
unas fotos en microscopio Optico para evidenciar este fendmeno.

Figura 35 C. Cristales v /0 impresiones de cristales de sulfametazina en la cutina
F1 después de 48 horas. La barra corresponde a 10um
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Figura 36 C. Superficie F2 72 horas. La barra corresponde a 100um

70



Amador Gonzdlez Enrigque Resultados y Discusion

Las fotografias demuestran que los bolos F1 se tornan porosos con més rapidez
que los bolos F2, pero ademds, que estos poros son mas grandes. En la Figura 35 es
posible observar cristales de sulfametazina remanentes {recordar que el habito de
los cristales de este activo tienen forma de aguja), y/o sus impresiones en la cutina.
Esto es, “huellas” impresas por los cristales en la cutina al momento de formarse la
matriz, pero que han quedado huecas al disolverse el activo.

Figura 37 (B). Interior de Bolo F1 a las 24 horas

Podemos observar claramente la erosién en la superficie (37 A), y dos zonas
perfectamente definidas al interior del bolo. Podemos pensar que el nicleo de
color m4s intenso es la zona del bolo que permanece intacta, probablemente
porque el medio no ha penetrado y no ha disuelto al activo, y en consecuencia se
muestra como una zona de mayor densidad.
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Figura 38 (C). Bolo F2 72 horas, superficie e interior
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En las figuras 37 y 38 se puede comparar la integridad de los bolos F1 con los F2.
La zona de color intenso al centro del bola F1 (37 B), a las 24 horas es mds pequefia
que la misma zona en el Bolo F2 a la misma hora (38 A}, y aun cuando el bolo F2ya
tiene 72 horas (38 C).

La apariencia externa del bolo F1 a las 24 horas en la Figura 37 (A), no aparece en
los bolos de la formulacion 2 sino hasta las 72 horas. Ademas, se puede observar
que el mayor cambio en la apariencia externa de los bolos F2 es e} cambio en la
intensidad del gris inetalico a un gris claro sin brillo.

Figura 39. Interior de un bolo mostrando las dos zonas bien definidas

En la figura 39 se puede observar con mayor detalle una zona mds blanca (externa),
que aparece mas porosa y que pudiera ser una matriz “fantasma”, una vez que el
farmaco disuelto por el medio ha difundido hacia el exterior dejandola vacia. En la
figura inferior se puede notar la curvatura de la zona interna del bolo, que aparece
como una zona en donde el farmaco permanece aiin disperso en la cutina.
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8.5. LIBERACION IN VIVO

8.5.1. PERFILES PLASMATICOS DE SULFAMETAZIN A

La Figura 40 muestra los perfiles plasméticos promedio para ambas formulaciones.

PERFILES PLASMATICOS PROMEDIOS DE
SULFAMETAZINA
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Figura 40. Perfiles plasmaticos promedio de sulfametazina

El grafico muestra que las concentraciones plasmaéticas de la formulacién uno
resultaron mas altas (entre 10 y 25 microgramos por mililitro), pero que la
sulfametazina desaparecio del plasma aproximadamente a las 200 horas, es decir, a
los 8 dias. Por otra parte, las concentraciones plasméticas para la formulacién dos,
menores de 5 microgramos por mililitro, se mantuvieron por un periodo de 600
horas, esto es la sulfametazina se mantuvo por 25 dias en circulacién.

Los datos en plasma sugieren que el formaco también estaba presente en el tracto

digestivo desde donde se absorbit. Ademas es importante considerar que se utilizé
una sulfa de baja absorcién.
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Adicionalmente, se puede pensar que en estos periodos de Hempo en que el activo
esta en circulacién ejerciendo su accion farmacolégica, los animales estan de
alguna manera siendo protegidos contra la enfermedad. Consecuentemente, los
efectos sobre conteo de coquistes, consumo de alimento y ganancia de peso de los
animales deben ser evidentes. Ademas hay que recordar que los efectos pueden
durar mas que la presencia del firmaco en circulacién.

8.5.2. CONTEOS DE OOQUISTES

La Figura 41 muestra los conteos de ooquistes promedio para ambas formulaciones
en funcion del tiempo.
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Figura 41. Conteos romedio de ooquistes

Tal como se observa, el efecto de los bolos sobre el contee de coquistes es
contundente. En el caso de la formulacién uno, las cuentas pasaron de 73,160
iniciales a 29,990 el punto mas bajo de esa curva a las 264 horas, es decir a los 11
dias. A partir de ese momento las cuentas de ooquistes comienzan a elevarse y se
disparan por arriba de su valor inicial después de las 480 horas (20 dias). Estos
resultados concuerdan con los niveles plasméticos de sulfametazina para tal
formulacién , figura 40, en donde la sulfa desapareci6 de circulacion a los 8 dias y
por lo tanto se puede considerar que su efecto de proteccién dur6 once dias y que
después comenzé a ceder.
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En el caso de la formulacién dos, las cuentas pasaron de 109,400 iniciales 2 1,100 a
las 264 horas (11 dias), y se mantuvieron bajas hasta las 696 horas (29 dias). Estos
hallazgos también concuerdan con los niveles plasmadticos de activo para esta
formulaci6n (ver figura 40), ya que la sulfametazina se mantuvo en circulacion por
25 dias. En este caso, el periodo de proteccion para los animales seria de
aproximadamente un mes, tiempo mas que suficiente para que el animal expuesto
a la infeccion establezca una buena respuesta inmune.

8.5.3. CONSUMO DE ALIMENTO Y GANANCIA DE PESO DE LOS5 ANIMALES

La Figura 42 muestra el consumo promedio de alimento por las cabras en funcién
del tiempo y del bolo recibido (F1 o F2).
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Figura 42. Consumo promedio de alimento

Las cabras tratadas con la formulacién uno mostraron un aumento inmediato en el
consumo de alimento y un maximo a las 264 horas (11 dias). Hay que recordar que
las coccidias son parasitos intestinales y que conforme el animal se va
recuperando, aumenta no solo el consumo de alimento sino su capacidad para
aprovecharlo. A partir del dia 11 (figura 41), las coccidias se incrementan y el
consumo de alimento en este grupo disminuye notablemente.
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En el caso de los animales tratados con la formulacién dos, existe una disminucion
inicial en el consumo de alimento. Este efecto puede atribuirse a varias causas, una
de ellas que a pesar que el efecto sobre la cuenta de coccidias fue inmediato, el
efecto sobre el consumo de alimento se retardé. Los resultados que se observan en
el grifico son los promedios del consumo de cinco animales y si alguna de las
cabras bajé de manera significativa su consumo, el grupo en conjunto se vid
afectado. Otra es que la manipulacién del animal, por ejemplo para tomar las
muestras de sangre) en repetidas ocasiones y el estrés que pueda proporcionar el
ambiente (frio o calor excesivos, luvia, ruido) pudieran haber afectado el
comportamiento de algunas de las cabras. A pesar de ello un aumento significativo
en el consumo de alimento se pudo observar después del dia 11 y hasta el dia 29 en
donde el consumo de alimento resulté mayor al inicial y casi de 390 g mas que el
consumo de alimento del grupo uno. El consumo def grupo dos entre el dia 11 y el
29 subid en 231 g.

GANANCIA PROMEDIO DE PESO DE LAS
CABRAS
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Figura 43. Ganancia Promedio de Peso de las Cabras
La Figura 43 demuestra que el efecto de la administracion de los bolos, vasea F1 o
F2, tiene un efecto positivo scbre la ganancia en peso de los animales. Si bien existe

un periodo en el cual baja el promedio del grupo dos, a partir de la segunda
semana, el grupo se recupera y termina por arriba del grupo 1.
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85.4, ESTUDIOS DE RAYOS-X

Figura 44 (A). Radiografia de cabra sin bolo

Figura 44 C. Radiografia de cabra mostrando bolo fragmentado
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La figura 44 A muestra en primera instancia la radiografia de una cabra a la que
todavia no se administraba el bolo. Se pueden observar los huesos y algunos
compartimentos internos. Tal y como se muestra la imagen, la cabeza del animal
estaria al lado izquierdo. En la Figura 44 B aparece la radiografia de una cabra
mostrando en su interior un bolo localizado en rumen y retenido alli gracias a su
densidad. En la Figura 44 C es posible observar a un bolo fragmentado en reticulo.
Esta situacion posiblemente se deba a la pérdida de consistencia producida por la
liberacion del farmaco que va dejando una matriz cada vez mas porosa, que puede
finalmente fragmentarse por la masticacién de la rumia.

Los bolos fabricados con la formulacién F1, ya no pudieron ser visibles en las
radiografias después de transcurridos 10 dias de la administracién, aunque se
considera que alguno de ellos pudo permanecer al interior de la cabra por 14 dias.
Por otra parte, los bolos fabricados con la formulacién F2, se observaron en las
radiografias por 3 semanas {21 dfas). Esta diferencia en el tiempo de retencién en
reticulorumen indica que la densidad del bolo es un factor determinante para su
permanencia en este compartimento.

8.5.5. BOLOS DEL RUMEN

Dos de los animales tratados con bolos de la formulacién F2, regurgitaron los bolos
respectivos después de 20 dias de haber permanecido en su interior. Los bolos
recuperados se secaron y fotografiaron. Finalmente se fracturaron y se observaron
algunos fragmentos al microscopio electrénico de barrido. Los resultados se
muestran en la figura 45.

Figura 45. Bolo1 F2 regurgitado. comparaci6én con un bolo intacto
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Figura 46. Bolo2 regurgitado. comparacién con un bolo intacto

Las figuras 45 y 46 muestran la apariencia de los dos bolos que permanecieron 20
dias en el rumen de las cabras. La diferencia es muy notoria, presentan una
coloracion rojiza, se pueden observar restos de alimento (semillas o restos de
forraje), sobre la superficie. Los bolos también se observan con fracturas, y en el
segundo caso hasta le hace falta una porcion. En este ultimo caso da la impresién
de que el bolo fue mordido por el animal. Ya no es posible observar el color gris
metilico inicial y los bolos se observan con pequefias “motas” rojas sobre el
material blanco {cutina).

Figura 47. Superficie de bolos regurgitados

En la figura 47 se observan iméigenes de la superficie de los bolos. Se puede ver
una de las grietas (izquierda), y distinguir resto de alimento pegado a la superficie.
Las particulas de color rojo que se observan corresponden sin duda al hierro que
ha sido oxidado.
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Enseguida se presentan una serie de imdgenes, correspondientes a las
observaciones realizadas en el microscopio electrénico de barrido.

Figura 49. Micrografia de la superficie de un bolo sobre una particula de hierro
La barra corresponde a 100 pm
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Figura 50. Nﬁcrogra?i.; de estructura con cristales de sulfa,
la barra corresponde a 10 pm

I
Figura 51. Micrografia de estructura con impresiones de sulfa,
la barra corresponde a 10 pm )

Figurz 52. Micrografia de estructuras esféricas, la barra cone alfdum
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Primeramente, la figura 48 muestra claramente un pore de 200 a 300 micrometros
de didmetro, y una estructura que parece ser de alimento (fibra vegetal), localizada
a la derecha del mismo.

Enseguida, la figura 49 muestra la superficie de un bolo regurgitado, precisamente
sobre una particula de hierro oxidado. El ambiente que se observa semeja a un
arrecife de coral con multiples manifestaciones de vida, Se pueden distinguir
estructuras tipo “esponja” (cilindros) y algunas esféricas. Encerradas en el circulo
blanco dos estructuras que recuerdan a formas microbianas y en especial a los
“vibrios”.

En la figura 50 aparecen cristales de sulfametazina que atn no han sido liberados y
una parte de ellos permanece anclada en la matriz. Por el contrario, la figura 51
muestra lo que parecen ser “huellas” o impresiones dejadas en la cutina por
cristales de sulfametazina que se disolvieron y abandonaron el sistema. En ambas
fotografias es posible observar con claridad estructuras esféricas muy pequefias. Si
se observa con cuidado la figura 51, se nota que la esfera en la parte inferior
derecha mide aproximadamente 25 micr4metros.

En la ultima figura, la 52, es posible ver el interior de lo que parece ser una de esas
esferas. Si observamos la barra, se nota que la esfera tiene un didmetro de
aproximadamente 10-15 micrémetros, A pesar de ello, muestra en su interior una
estructura tipo red todavia més pequefia. Probablemente la presencia de estas
“esferas” pueda ser el recubrimiento de una estructura de hierro oxidado, con
materia organica generada por los microorganismos del medio ruminal. Por demés
evidente es la presencia de una bacteria tipo “vibric” en la parte inferior de esta
misma fotograffa

El efecto de los bolos no solo se ha demostrado como adecuado sobre la
parasitosis, sino que ademas es posible que la sulfa esté actuando positivamente
sobre la microflora ruminal mejorando adicionalmente la eficiencia productiva de
los animales.
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9. CONCLUSIONES

# La granulacion por fusién es el métedo adecuado para la fabricacion de
los bolos intraruminales.

» Una mayor cantidad de cutina en la formulacion facilita la elaboracion de
la granulacién y prolonga la liberacion.

» Las granulaciones resultantes muestran excelentes propiedades de flujo y
densidad.

% La compresién de las granulaciones resulta en boles compactos y con una
elevada resistencia a la ruptura.

> La liberacién de sulfametazina sodica a partir de las matrices lipidicas,
puede modularse cambiando la concentracién de cutina.

» La erosion de la superficie, la disolucién v la difusion del principio activo
son los mecanismos principales involucrados en la liberacion.

» La administracién de los bolos no presentd dificultades y se realizd
facilmente en forma manual.

» Las concentraciones plasméticas de los bolos F1 se mantuvieron entre 2.4
y 25.6 microgramos por mililitro durante poco més de 8 dfas. Su presencia
en rumen fue de 10 dias. El efecto producido sobre el conteo de ocoquistes se
observé durante 11 dfas, al igual que para el mejor consumo de alimento. El
efecto sobre la ganancia de peso de las cabras se prolongé mds alla de este
periodo.

» Las concentraciones plasmaticas de los bolos F2 permanecieron entre 0.23
¥ 3.6 microgramos por mililitro durante 25 dias, Su presencia en rumen fue
detectada por 21 dias. Su efecto sobre el contec de coquistes fue mis
evidente durante los primeros 11 dias, pero se mantuvo por casi 30 dias. El
efecto sobre consumo de alimento present6 altibajos y al final la ganancia
promedio resulté mayor a la del grupo uno.

»Una cantidad mayor de hierro reducido en la formulacién, produce bolos
que se mantienen en rumen por periodos mas prolongados.
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» El periodo de proteccion con una sola administracién contra coccidias es
de 10 y hasta 14 dfas para el bolo F1, y de 20 hasta 30 dias para el bolo F2.
Por lo que se recomienda el uso del Bolo F2 para el tratamiento de la
coccidiosis en cabras.

Se sugiere:

# Aumentar la densidad del bolo hasta 2.5 gramos por centimetro cubico
empleando concentraciones mas altas del hierro reducido. Esto podria traer
como consecuencia la administracién de dos bolos en lugar de uno, pero se
aseguraria la retencién de los bolos en rumen por periodos mas
prolongados.

@ Evaluar el funcionamiento de otros agentes densificadores, con el objeto
de reducir el costo de la formulacion.

@ Utilizar varias concentraciones de cutina y evaluar de manera mas
eficiente el efecto sobre la liberacion de sulfametazina in vitro,

@ Llevar a cabo pruébas de disolucién que permitan lograr una correlacién
in vitro-in vivo.

@ Evaluar el funcionamiento de los bolos para liberar otro tipo de activos
como: antihelminticos, nutrientes, y otros antibi6ticos.

@ Generar una linea de investigacién sobre oxidacién microbiana en rumen.
Evaluar el efecto de los bolos sobre la microflora ruminal.

@ Tratar de fabricar los bolos con una forma més parecida a las capsulas o a

las capletas para facilitar su administracién, aunque esto podria traer
algunos problemas tecnolégicos.
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ANEXO 1.
ANGULO DE REPOS0 DINAMICO F1
1 2 3 4 5 6 7 8 9
43° W 39 36° 44° 35° 35° 36° 4%

X=390 o =3464 CV.=888%

ANGULO DE REPOSO DINAMICO F2

1 2 3 G 3 7 8 9 ]

4
37 3™ Ead 3 [ 4 46° a3 Ea) 43°

X=3838 c=34292 CV.=883%

ANEXO2
ANGULO DE REPOSO ESTATICO F1
1 2 | 3 4 | 5 T s 7 8 1 9 ]
40° 45 | ar 450 1 4 | 4 44° 13 | 4ar
X=42.88 a=2233 C.V.=5207%
ANGULO DE REPOSO ESTATICO F2
1 2 3 4 5 6 7 8 9
43° 45 4 4 40° 41° 4 41° 44°
X=4222 c=14740  CV.=3.49%
ANEXO3
VELOCIDAD DE FLUJO INTRINSECA F1
1 2 3
L 129032 g/ 131061 g/s 13.0039 g/s
X=13004 o=00828 CV.=06369%
VELOCIDAD DE FLUJC INTRINSECA E2
i 2 O
12.9701 g/s 134952¢g/s 13.0548 g/s B

X=13.1733 o =0.23018 CV.=17473x104 %
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ANEXO 4
CINETICA DE CONSOLIDACION F
Asentamientos Volumen {mf}
[ 67 70 9 ]
10 65 68 68
50 65 67 67
100 64.5 &7 67 ]
500 64 66 66
1000 63.5 65.5 6
1500 63.5 65 5.5
DENSIDAD APARENTE Fi
[ 1 2 [ 3
0.8955 z/ml 0.8571 g /m! 086%g/ml |
X=08740 o =0.01598 CV.=1813%
DENSIDAD COMPACTADA Fi
1 ] 2 3
0.9448 ¢/ ml | 0.9230 g/ml 0.9160 g/ m!
X=09279 o=01228 CV. =1324%
INDICE DE COMPRESIBILIDAD F1
1 2 3
5.2180 % 7.1397 % 5.0764 %
X=58114 o =0.9410 C.V.=16.19%
INDICE DE HAUSNER Fi
1 2 3
1.0810 1.0768 1.0534
X =1.0704 6=001212 CV.=11325%
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ANEXO 5
CINETICA DE CONSOLIDACION F2
Asentamientos | Votumen {ml)
0 69 69 69
10 67 67 &7
50 6 ] 66 6
100 66 65.5 65.5
500 65 64.5 { 54.5
1000 65 64 1 64
DENSIDAD APARENTE F2
1 2 3
0.8695 ¢/ml 0.8695 g/ml 0.8695 ¢/ml
X = 08695
DENSIDAD COMPACTADA F2
— z s
0.9230 g/m} 0.9375 g/ ml 0.9375 2/ mi
X=09326 o=6.799%103 C.V. = 0.7289%
INDICE DE.COMPRESIBILIDAD F2
1 2 3
5.7963% 7.2533% 7.2533%
X=6.7676 o=0.6868 CV. =101489%
INDICE DE HAUSNER F2
1 2 3 ]
1.0615 1.0782 1.0782 )
X=1.0726 o =7.861X10-3 CV. =0.7328%
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ANEXO &
PRIMERA COMPRESION F1
Bolo Masa (g) Largo (mm) Ancho (mm) | Espesor (mm)
| 1 5.0000 39.10 16.50 .72
2 5.0121 39.05 16.50 .59
3 5.0100 39.05 1649 6.71
4 5.0077 35.04 1643 6.65
5 49993 39.06 16.47 6.60
6 5.0082 39.05 16.44 6.67
7 5.0123 39.07 | 16.51 6.69
8 50135 39.04 16.46 6.69
9 5.0154 39.05 1647 6.65
10 50123 39.06 16.44 6.68
1 5.0156 39.06 16.43 6.68
12 5.0075 39.06 1643 6.68
13 50099 39.03 16.48 6.69
14 50103 39.07 16.48 6.69
15 5.0018 39.05 16.45 6.72
16 5.0095 39.05 16.44 6.61
17 50065 39,08 16.46 6.64
18 5.0156 39.04 16.50 .63
19 5.0115 39.03 16.45 6.68
20 5.0048 39,04 16.43 6.68
21 5.0053 39.04 16.47 6.65
2 5.0136 39.06 16.46 669 |
23 5.0087 39.04 16.47 665 |
24 5.0099 39.06 16.48 6.72
25 5.0098 39.10 16.48 6.71
26 5.0144 39.05 1647 .65
27 5.0110 39.05 16.50 6.62
5.0715 39.07 16.49 674 |
2 5.0053 39.07 16.51 6.70
5.0129 39.06 16.49 6.69
3 50112 39.07 16.43 6.65 |
32 5.0108 39,06 16.44 670 |
33 50149 39.04 1645 6.71 :l
M 5,0106 39.11 16.44 6.66
£ 5.0010 39.07 16.47 6.69
3 5.0053 39.10 16.46 6.74
37 5.0523 39.06 16.49 6.74
8 5.0092 39.06 16.45 660 |
39 5.0083 39.05 16.43 5.60
40 5.0134 39.07 16.43 6.69
41 5.0078 39.05 16.44 6.68
42 5.0089 39.06 16.44 6.69
43 5.0032 39.06 1647 6.62
[ a 50116 39.05 1646 681 |

93




Amador Gonzdlez Enrique Anexos
MASA DE LOS BOLOS F1
X =501169 a=0.01186 CV. =0.2366%
LARGO DE LOS BOLOS F1
X = 39.0588 o =0.01786 CV.=0.0457%
ANCHO DE LOS BOLOS F1
X =16,4518 o = 0.0729 CV, = 0.4431%
ESPESOR DE LOS BOLOS F1
X =6.6715 o = 0.0402 CV. =0.6029%
DUREZA DE 1LOS BOLOS F1
Bolo Dureza {kp)
1 16.5
2 17.2
3 15.8
4 16.8
5 13.6
6 143
7 16.1
3 16.2
9 144
10 16.2
X=1571 o =113265 C.V, =72097%
DENSIDAD DE LOS BOLOS F1
B 1 2 3 4
1.8352 ¢/ml 1.8219 ¢/ml 1.7759 ¢ /ml 1.83755 ¢/ml
X=18176 o =0.0248 CV. =13649%
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ANEXO?7
PRIMERA COMPRESION BOLOS F2
Bolo Masa (g) Largo (mm) Ancho (mm) Es‘»pesoi(n‘un)g_1
1 6.9324 33.99 16.41 8.33
2 6.9294 39.00 16.42 8.40
3 6.9327 33.98 16.40 8.41
1 6.9323 39.00 16.40 8.39
5 6.9279 39.00 16.42 8.40
6 69325 39.00 16.41 8.35
7 6.9302 39.02 16.40 8.37
8 6.9331 35.00 16.41 843
9 6.9299 39.02 16.39 8.37
10 6.9306 38.99 16.40 8.38
11 6.9337 39.00 16.39 8.40
12 6.9310 39.00 16.40 8.39
13 6.9274 38.9% 16.40 8.3
14 6.9315 3%.01 16.41 842
15 6.9282 39.00 16.42 8.40
16 £.9315 319.00 16.42 839
17 6.9265 39.01 16.42 8.42
18 6.9328 3%.01 16.43 8.41
19 6.9350 39.00 16.42 8.42
20 6.9304 39.00 16.42 841
21 6.9330 39.01 16.39 8.38
22 6.9296 39.01 16.41 B.42
3 6.9274 39.02 16.42 8.40
24 6.9318 39.00 16.42 8.38
25 6.9258 39.00 16.42 841
26 6.9314 39.02 16.42 8.40
27 6.9298 39.00 16.42 8.36
28 6.9342 39.02 16.41 8.43
29 6.9352 39.01 16.42 843
30 6.9330 39.00 16.42 8.37
31 6.9368 39.00 16.41 840
32 6.9290 39.03 16.42 840
33 6.9346 39.02 16.42 8.43
M4 6.9337 39.00 16.42 8.40
35 6.9207 39.01 16.42 8.40
36 6933% 39.00 1641 8.38
37 6.9311 39.60 16.42 8.40
38 6.9311 39.01 16.42 8.4t
39 6.9335 39.00 16.42 843
40 6.9270 39.02 16.41 8.40
11 6.9302 39.03 16.42 8.40
2 69329 39.01 16.41 8.44
3 6.9347 19.01 16.41 840
44 6.9306 39.01 16.42 8.40
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MASA DE LOS BOLOS F2

X =6.9311 o =2962% C.V. =0.0427%

LARGO DE LOS BOLOS F2

X =39.0059 o =0.0105 C.V,. =0.02695%

ANCHO DE LOS BOLOS F2

X=16.4129 o =9.6718x103 C.V. = 0.05892%

ESPESOR DE LOS BOLOS F2

X= 823977 c =0.0239 C.V.=0.2848%

Anexos

DUREZA DE LOS BOLOS F2

Bolo Dureza (kp)
1 20.7
2 21.2
3 20.2
4 208
5 18.1
6 2.1
7 223
8 20.5
9 20.6
10 20.6

X =2091 o =144 CV.=69318%
DENSIDAD DE LOS BOLOS F2
1 2 3
191136 g /ml 19124 g/ml 1.9627 g /ml

X =1.9288 o = 0.0239 CV.=12431%
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ANEXOS
SEGUNDA COMPRESION BOLOS F1
Bolo Masa (g) Largo (mm) Ancho {(mm) Espesor (mm) |

1 10.1036 39.05 16.42 11.67
2 10.0889 39.02 16.43 11.63
3 10.0876 39.04 16.42 11.56
4 10,0044 39.04 16.43 1170
5 10,0956 39.04 16.41 1.72
6 10.1037 39.03 16.42 11.73
7 10.0890 39.04 1642 1171
8 10.0911 29.06 1642 11.74
9 10.0850 39.04 1643 11.49
10 10.5993 39.04 1642 11.59
11 10.0044 39.04 16.43 11.65
12 10.0937 30.03 16.41 11.61
13 10,0920 39.04 16.41 1160
14 10.0872 39.05 1641 11.63
15 10.0903 39.03 16.42 11.65

MASA DE LOS BOLOS F1 (2* COMPRESION)

X=100930 o=5472107 CV.=00542%

LARGO DE LOS BOLOS F1 (22 COMPRESION)

X = 39.039 o =9285x103 CV.=0.0237%

ANCHO DE LOS BOLOS (22 COMPRESION)
X=16.42 o = 7.3029x10 C.V. = 0.0444%
ESPESOR DE LOS BOLOS (2* COMPRESION)
X=116453 o =0.0672 CV.=0.5772%
DENSIDAD DE LOS BOLOS F1 (2* COMPRESION)
1 2 3
1.85073 ¢/ ml 1.85543 g/ ml 1.3188 g/ml

X=1.8416 c = 0.0162 CV.=0.8329%
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ANEXO9
SEGUNDA COMPRESION BOLOS F2
Bolo I Masa(g) | Largo(mm) Ancho {(mm) Espesor (mm) |
1 13.9382 39.03 1641 | 15.18
2 13.9392 39,00 16.41 15.06
3 13.9484 39,02 16.41 15.12
4 13.9427 39.02 16.41 14.98
5 13.9457 39.00 16.40 15.05
& 13.9432 39.00 16.40 15.14
7 13.9449 39.00 16.41 15.05
8 13.9420 39.01 16.40 15.20
9 13.9591 39.00 16.40 15.04
10 13.9539 39.00 16.39 15.08
11 13.9478 39.01 16.41 15.15
12 13.9434 39,01 16.41 15.07
13 13.9490 39.01 16.41 15.02
14 13.9436 39.00 16.40 15.08
15 13.9374 3900 1641 1 15.13
MASA DE LOS BOLOS F2 (2 COMPRESION)
X=13.9465 «=7.1405x103 C.V.=0.0511%
LARGC DE LOS BOLOS F2 (2* COMFRESION)
X =390073 o=9.285¢107 C.V. = 0,02380%
ANCHO DE LGS BOLOS F2 (2 COMPRESION)
X=16.4053 o =6.1825x163 C.V. = 0,03768%
ESPESOR DE LOS BOLOS F2 {2* COMPRESION)
X=150822 o=0.06132 CV. =04066%
DENSIDAD DE LOS BOLOS F2 (2* COMPRESION)
1 2 3
1.92028 g/ ml 1.87029 ¢/ ml 1.97508 ¢/ ml
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ANEXO 10
DISOLUCION DE BOLOS F1
Bolo 1 Bolo 2
Tiempo (hr) Concentracién % Disuelto Concentracion % Disyelto
(meg/ml) {mcg/ml)
0.25 197.773 9.961 7.8961 0.3976
0.5 278.4407 14.0245 197.0865 9.9259
1 881.2174 443853 378.6746 19.0714
2 813.7654 40.9878 386.2778 19.4543
3 §18.7428 41.2385 644.4145 32,4550
4 965.3177 48.6213 735.3803 37.0363
5 990 7708 49.9033 872.0005 43.970
6 1018.232 51.2865 B874.7466 44.0553
7 1045.35 52.6523 1023.037 51.5238
3 1573.294 79.2439 1335.41 67.2560
9 1712.317 86.2463 1335.067 67.2387
12 1748.704 88.0790 1529.699 77.0411
P 1958.783 93.6603 1539.654 77.5424
48 2003.064 100.8967 1866.787 24.0180
54 1995.856 100.5276 2022.287 101.8496
' 58 1998.259 100.6486 2003.408 100.8987
DISOLUCION DE BOLOS F2
Bolo 1 Bolo 2
Tiempo (hr) Concentracién % Disuelto Concentracion % Disuelto
{mcg/ml) {mcg/ml)
0 0.5124 0.0258 0.1832 0.0097
0.25 71.2792 3.5902 71.6224 3.6186
B 05 122.0826 5.1491 135.6417 6.8531
1 190.5644 9.5985 217.6825 10.9982
2 317.9164 16.0130 206.406 10.4284
3 4008154 20.1886 414.2028 20,9272
4 499.6762 25,1681 463.8048 234336
5 504.6536 254188 465.1779 23.5007
6 461.11 23.2255 492.6906 24.8927
7 602.8792 30.3663 498.5261 25.1876
8 621,4157 31.2999 537.3153 27.1474
9 812.6153 40.9304 750.484 37.9175
12 928,2962 46.7571 995.5766 50.3006
24 1453494 73.2107 1453.837 73.4539
48 1547.206 77.93094 1535.535 77.5816
54 1623.754 $1.7865 1672.498 84.5016
58 1618.M49 81.5445 1648.813 83.3049
74 1835.893 924717 1945.052 98.2721
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ANEXO 11

ANEXO 12

PERFILES PLASMATICOS
Tiempo (hr) F1 | F2
Concentracién (meg/ml)

0 0 0

1 3.63 0.23

2 965 2.14
4 7.79 0.47

8 12.34 0.29
11 25.80 3.58
24 20,51 3.05
44 25.59

48 17.39 1.56
72 945 1.62
96 13.42 2.05
120 10.41 225
144 13.23 2.90
168 10.27 2.35
192 239 247
216 2.26
240 298
264 202
288 2.05
342 1.63
360 142
384 2.84
456 0.96
504 1.04
603 1.14
627 0.00

CONTEQ DE QOQUISTES
Horas F1 F2

0 73160 109400
264 29990 1100
450 €470 12450

| 6% 246480 15190

Anexos
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ANEXO13
CONSUMO PROMEDIO DE ALIMENTO
Horas F1 | F2
Consumo de alimento (g)
0 707.8 747.6
264 893.8 598.4
| 480 665.8 P 796.6
696 439.6 8294
ANEXO 14
GANANCIA EN PESO DE LAS CABRAS
Horas F1 ] F2
Ganancia en peso {kg)
0 0 0
168 1.1 11
336 18 0.3
504 2.2 14
096 2.4 26

Anexos
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