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INTRODUCCION.

La estacionalidad de la reproduccion es un proceso fisioloégico utilizado por
los animales salvajes para enfrentar los cambios estacionales de temperatura y
disponibilidad de alimento, garantizando que las crias nazcan y crezcan bajo
condiciones favorables de temperatura y alimento (Knobil et al, 1994; Thiéry,
2002). La domesticacion ha eliminado casi por completo esta caracteristica en el
ganado bovino y porcino, pero ha permanecido en la mayoria de las razas ovinas,
caprinas y equinas originarias de latitudes templadas. (Malpaux et al, 1996)

A estas latitudes, el fotoperiodo (es decir, el cambio estacional en la
duracion del periodo de luz del dia) es el principal factor ambiental que determina
el inicio y la duraciéon de la estacion reproductiva. Lo largo de la estacion
reproductiva depende de la duracion del periodo de gestacion, de tal manera que
los partos ocurran durante la primavera. Asi, los borregos y las cabras (que tienen
periodos de gestacion de 5 meses) se reproducen cuando los dias son cortos; con
la concepcién en otofo e inviemo, mientras que los caballos (con un periodo de
gestacion de 11 meses) gestan durante los dias largos de primavera (Ortavant, et
al, 1985; Thiéry, 2002). El fotoperiodo es percibido por la retina y transmitido a
través de una compleja ruta neural de varias etapas, que involucra los ganglios
cervicales superiores hasta la glandula pineal, donde el mensaje modula el ritmo
de la secrecion de melatonina (Karsch et al, 1988). La melatonina es liberada
solamente durante la noche y, por lo tanto, la duracién de la secrecion varia entre
los dias cortos y largos. Esta duracion de secrecion de melatonina es entonces
procesada para regular la actividad hipofisis-hipotalamo y el eje gonadal (Karsch
et al, 1984). Por lo tanto, la melatonina puede ser utilizada para controlar ta
reproduccion de los ovinos y caprinos, y sus mecanismos de accion han sido

largamente estudiados en estos mamiferos.
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Los implantes subcutaneos son una de las formas mas utilizadas para la
administracion de melatonina para el control de la reproduccion en pequefos
rumiantes; sin embargo su costo es elevado y en México practicamente no se
comercializan. También se utilizan tabletas o inyecciones, sin embargo estas
formas farmacéuticas requieren de una administracion diaria, lo que hace que su
uso sea poco practico y por lo tanto poco popular para su uso en rebarios

comerciales (Chemineaux, 1993).

En el presente trabajo se elaboraron bolos de liberacion prolongada de
melatonina para estudiar su efecto sobre la fertilidad y la prolificidad en cabras
jovenes. Los bolos se elaboraron por compresion directa, se les evaluaron
caracteristicas fisicas y se administraron a un grupo de animales. Los bolos
permanecieron en el rumen de los animales por periodos de tiempo prolongados,
liberando la melatonina, lo que provocé un aumento en la fertilidad y la prolificidad

de las cabras tratadas con respecto a las no tratadas.

I



1. MARCO TEORICO.

1.1. MELATONINA.

Nombre oficial:  N-[2-(5-Metoxi-1H-indol-3-il)etilJacetamida.

N-acetil-5-metoxitriptamina.
Formula quimica: Cy3H1gN20;

Peso molecular: 23228
C 67.22%,H6.94%, N 12.06%, O 13.78%

p O
o PN

N CH,

Caracteristicas fisicas: Hojuelas amarillo palido obtenidas con benceno.
pf. 116-118°C
uv max: 223, 278 nm.

(Budavari,1996; Index Nominum, 2001)
(Index Nominum: International Drug Directory.
(2001))



1.1.1. GENERALIDADES.

La melatonina es una hormona del grupo de las indolaminas, y la hormona
principal de la glandula pineal. La melatonina es un mediador de la actividad
gonadotropica fotoinducida en mamiferos con fotoperiodo, ya que es el mensajero
quimico que permite percibir la duracion del periodo luminoso del dia. Ha
demostrado ademas tener efectos termorreguladores en los gorriones y efectos
aclaradores de las celulas cutaneas humanas y de otros animales (como los
anfibios). Esta hormona juega un papel importante en las funciones circadianas v,
por lo tanto, tiene un alto potencial clinico en el tratamiento de trastomos
temporales de esto ritmos biolégicos, tales como los viajes aéreos a gran
velocidad a través de varios meridianos terrestres (jet lag o diferencia de horarios)
y otros trastornos del suefio; por ejemplo aquellos que sufren los trabajadores que
cambian de turno frecuentemente, o las personas invidentes. (Goodman, 1996).
La melatonina también ejerce efectos sobre el Sistema Nervioso Central (SNC)
donde actua como sedante, hipnético, anticonvulsivante y ansiolitico (Hernandez,
H.E., 1996; Mendoza, F. V., 1993, Skinner et al, 1995, Malpaux et al, 1996;
Genaro, 2003).

1.1.2. SINTESIS Y SECRECION DE LA MELATONINA.

La sintesis de la melatonina es el resultado de una larga serie de etapas
enzimaticas que se llevan a cabo en los pinealocitos (células de la glandula pineal)
y que inician con la captura del triptéfano, que es hidroxilado por la enzima
hidroxilasa del triptéfano y que es la limitante de esta sintesis. Como resultado de
esta reacciéon se obtiene el 5-hidroxitriptéfano, el cual es descarboxilado por la
enzima descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos y que da origen a la 5-
hidroxitriptamina o serotonina (importante neurotransmisor en muchas regiones

del sistema nervioso). La siguiente etapa es una acetilacién realizada por la



enzima N-acetiltransferasa (NAT) y que da como resuitado la N-acetilserotonina;
compuesto que puede ser nuevamente hidroxilado por la enzima hidroxi-indol-o-
metil-transferasa (HIOMT) o bien metilado para originar 5-hidroxitriptofol o
melatonina respectivamente. (Hernandez, 1996; Mendoza, 1993; Goodman,
1996; Chemineaux, 1993; Felig, 1981; Genaro, 2003). Ver Figura 1.

La actividad sintética de los pinealocitos se encuentra bajo el control de
factores externos; entre ellos el mas importante es la luz ambiente. (Lee et al,
1995) y es controlada por una inervacion adrenérgica que constituye el elemento

final del tracto nervioso retino-hipotalamico (Chemineaux, 1993; Felig, 1981).

Este tracto nervioso comienza en a retina, donde se encuentran las células
receptoras de la informacién luminosa, y el tracto reine el nucleo
supraquiasmatico, después el ganglio cervical superior, el nucleo paraventricular, y
por aitimo, la glandula pineal. Esta ultima representa el punto final del trayecto
nervioso proveniente del ojo y constituye el punto de partida de la transformacion
de la informacién fotoperiodica (luminosa) en un mensaje hormonal (Chemineaux,
1993; Hernandez, H.E., 1996; Mendoza, F. V., 1993). (ver figura 2).
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Figura 1. Metabolismo indolico de la glandula pineal (Balemans, 1979).
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Fig. 2. Representacién esqueméatica de las vias y nucleos
neurales implicados en la transmision de la informacién

luminosa que finaliza en la glandula pineal. (Williams, 1993).

La melatonina sintetizada por la glandula pineal es liberada por difusion
simple a la circulacion general, donde se puede medir su concentraciéon. Su
degradacion metabdlica se lleva a cabo principalmente por el higado, en donde se
transforma en 6-hidroximelatonina, la cual es excretada posteriormente a través de

la orina y las heces. (Chemineaux, 1993; Goodman, 1996; Hemandez, H.E., 1996;
Mendoza, F. V., 1993).



La melatonina se sintetiza durante el periodo de obscuridad (escotofase),
por lo que su concentracion plasmatica es baja durante el dia (fotofase), comienza
a elevarse al oscurecer, hasta que regresa a una linea base por la mafiana (Lee et
al, 1995). Durante la noche los niveles de melatonina aumentan
considerablemente desde valores muy pequefios hasta valores que pueden
alcanzar 600 a 800 pg/ml de plasma. Esta secrecion nocturma de melatonina que
puede ser medida no es continua durante el periodo nocturno, sino pulsatil y la
duracion de su periodo de secrecion nocturma es siempre proporcional a la
duracion de la fase noctuma. Por lo tanto, la duracion de su secrecion varia entre
los dias cortos (otoflo e inviemo) y los dias largos (primavera y verano).
(Chemineaux, 1993; Hemandez, H.E., 1996). Ver figura 3.
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Figura 3. Representacion esquemadtica de los cambios
estaciénales de la luz diaria y de las consecuencias que
tiene sobre la duracion de la secrecion de la melatonina
en el plasma sanguineo en el curso de 24 horas, en el
solsticio de inviemno (noche larga) o en el solsticio de

verano (noche corta). (Chemineaux, 1993)



Son estos cambios de duracion del periodo de secrecion de melatonina los
que permiten que los animales perciban los cambios ambientales {(es decir, los
cambios de estacion), y por lo tanto, modifiquen su comportamiento sexual para
garantizar que el nacimiento de las crias ocurra en las condiciones mas
favorables. La melatonina es capaz de afectar la actividad sexual de los animales
“de dias largos” {(es decir, aquellos cuya méaxima actividad sexual se da durante
los dias largos o crecientes; por ejemplo, los equinos), tanto como la de los
animales “de dias cortos” {es decir, aquellos cuya maxima actividad sexual se da
durante los dias cortos o decrecientes; como los ovinos y los caprinos) y mientras
que en los equinos es antigonadotropa, en los ovinos y caprinos es gonadotropa,
en ambos casos modificando la secrecion de GnRH. (Chemineaux, 1986 ;
Chemineaux, 1993).

El mensaje nervioso de la melatonina es transformado en un mensaje
hormonal que se refleja en el eje reproductivo (hipotalamo-hipofisis-génadas) al
modificar la secrecion pulsatii de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH). En la década pasada se mostr6é que la accion de la melatonina en las
funciones reproductivas de los ovinos y caprinos se lleva a acabo a nivel del
hipotalamo mediante mecanismos complejos los cuales se encuentran en estudio
actualmente (Chemineaux, 1993; Eldon, J., 1993; Matthews, 1992; Steinlechner,
1992; Malpaux, 1998; Thiéry, 2002; Baszczyk, 2003; Tomasz, 2003).

Los estudios en animales pinealectomizados tratados con terapias de
sustitucion hormonat de melatonina han aportado evidencia de que en condiciones
naturales la melatonina transmite la totalidad de la informacion fotoperiodica en los
animales (Bittman, 1985; Steinlechner, 1992).



En los climas templados la estacion reproductiva natural se da durante el
otofio, sin embargo, al incrementarse la distancia con el ecuador y a mayores
altitudes, los cambios en las condiciones climaticas y los periodos de luz-
oscuridad se vueiven mas pronunciados; al avanzar hacia las latitudes polares, el
inicio de la estacion reproductiva se inicia mas tarde (hacia finales del afio) y el
periodo de apareamiento se hace mas corto. Aunque todas las razas ovinas y
caprinas muestran un aumento en la actividad reproductiva (caractenizado por una
mayor actividad ovulatona) durante el otono, hay diferencias significativas entre
ellas debido a la localizacion geografica del rebano. Es importante considerar
estas diferencias al momento de iniciar un tratamiento con melatonina exégena, ya
que si se inicia demasiado tarde o demasiado temprano en el ano, no se obtienen
resultados al tratamiento pues los animales ya han comenzado a reaccionar al
fotoperiodo natural. En el caso de México, los tratamientos deben iniciarse en
Febrero y Marzo o no seran efectivos (Williams, 1992; Trejo, 1987; Gutiérrez,
2001).

1.1.3. FORMAS FARMACEUTICAS: MODO DE ADMINISTRACION, DURACION
Y DOSIS DE MELATONINA.

La estacionalidad reproductiva de los ovinos y caprinos produce una sola
gestacion al ano, limita el numero de corderos y reduce el tiempo por afio en el
que se pueden ofrecer en venta corderos de buena calidad. Para que la estacion
reproductiva se de en el otorio, las hembras deben estar expuestas a una
secuencia de senales fotoperiodicas, que consiste en dias largos en primavera,
seguidos por una sefial de dias con fotofase decreciente en el otofio. La
administracion exégena de melatonina, permite elevar los niveles de ésta en la
sangre, produciendo una reaccioén endocrina similar a la que se da en los dias
cortos del otofo, permitiendo asi adelantar la estacion reproductiva al adelantar la
actividad ovulatoria; ademas se ha demostrado que permite adelantar la fecha de
fecundacion y genera un aumento en la fecundidad de las hembras. (Donovan,
1994; Chemineaux, 1993; Wuliji, 2003)



Es necesario realizar administraciones diarias de melatonina a los animales
para obtener resultados satisfactorios; sin embargo el administrar una dosis diana,
ya sea oral o intramuscular, especialmente en rebafios grandes se vuelve poco
practico. Es por eso que los implantes subcutaneos (que liberan la melatonina en
una cantidad constante durante vanos dias) han sido ampliamente utilizados; sin
embargo la distribucién diaria de melatonina (ya sea en el alimento, en formas
farmacéuticas solidas o en inyecciones) es un método empleado todavia, ademas

de ser igual de efectivo que los implantes subcutaneos. (Chemineaux, 1993)

En algunos paises (Francia, Australia, Nueva Zelanda, Espafia, Grecia y
Gran Bretafia), los implantes subcutaneos han sido la forma mas popular de
administracién de melatonina, ya que se requiere una menor cantidad de
melatonina para elaborar un implante que para una administracién diaria constante
(15-20 mg totales en el implante, en lugar de 2-3 mg diarios por via oral, durante
70 dias). (Chemineaux, 1993)

Los implantes pueden ser de fabricacion manual o industrial:

¢ Los implantes manuales se componen de un tubo o de una bolsita de
silastic (un plastico poroso), que contiene la melatonina pura.

+ Los implantes industriales se componen de una mezcla intima de silastic y
melatonina, o de un nicleo de melatonina pura compactada cubierta por
una membrana de polimero (para el caso de Francia en particular:

Regulin®, Hoechst UK, conocido también con el nombre de Melovinem)

Para inducir la actividad ovulatoria de un 70% de las ovejas o cabras, la
duracion 6ptima del tratamiento con melatonina es de 36-90 dias, ya que su efecto
es acumulativo y es necesario esperar hasta el final del tratamiento para que se
inicie la actividad sexual. La dosis administrada es un factor importante en el

resultado obtenido; por desgracia, existen pocos estudios a este respecto, pues



los investigadores se han limitado a administrar dosis que pemnitan alcanzar una
concentracion plasmatica equivalente a la concentracion nocturna. En esta
busqueda de la dosis minima eficaz, se ha visto que cuando la melatonina se
administra en forma de implantes, es necesano alcanzar durante la fase luminosa,
por lo menos el 50% del nivel medio nocturno de los animales testigos para
obtener un avance en la actividad ovulatoria. Por debajo de ese umbral, la
respuesta de los animales parece depender de su nivel endogeno de melatonina
(el cual es muy vanable entre animales, pero bastante consistente en un mismo
animal). (Chemineaux, 1993; Budavan, S., 1996)

1.1.4. EFICACIA CLINICA DE LA MELATONINA EN EL CONTROL DE LA
REPRODUCCION.

La eficacia de los tratamientos con melatonina depende de la raza de los
borregos o de las cabras utilizadas y de la estacion del afo en la que se realice el
tratamiento. Los implantes de melatonina pueden ser colocados en la primavera o
el verano para avanzar la estacion reproductiva de los animales poco estacidnales
(por ejemplo las razas nubia, criolla y pelibuey); por el contrario, las razas muy
estaciénales (como la Saanen o las ovejas de lIslandia) no responden al

tratamiento mas que cuando este inicia ya avanzada la primavera o en el verano.
(Eldon, 1993).

La popularidad de los tratamientos con melatonina ha conducido ai
desarrollo de formas comerciales de implantes de melatonina. Entre ellos el
Regulin®, que es actualmente comercializado en ciertos paises del mundo (por
ejemplo, Australia, Nueva Zelanda, Grecia y Gran Bretaiia) y aunque se planea su
introduccion a otros paises en el futuro, México no cuenta con una forma
comercial de implantes de melatonina, ni con ninguna otra forma farmacéutica de
liberacion controlada de melatonina disponible en el mercado. (Chemineaux et al,
1993)



1.2. BOLOS.

Los bolos son formas farmacéuticas solidas, de administracion oral para
uso vetennario, elaborados por compresion, también conocidas como tabletas con

forma cilindrica o de capsula (Blodinger, 1983).

Los bolos se administran a los animales utilizando un instrumento
denominado “pistola® de bolos, la cual sostiene y libera el bolo en la boca del
animal obligandolo a tragarlo. Los bolos también se conocen como “pildoras para
caballos”, sin embargo, estos rara vez se administran a estos animales, ya que
ademas de ser dificles de manejar, estos animales pueden atragantarse
facilmente y pueden escupir ios bolos con gran facilidad. Por el contrario, los bolos

son muy utilizados para el ganado bovino, ovino y caprino. (Amador, 1999)

Los bolos tienen numerosas ventajas sobre otras formas farmacéuticas,
pues son faciles de administrar, pueden ser adaptados a varios tamanos de dosis
del principio activo, ademas de ser compactas y faciles de transportar. Los bolos
presentan generalmente los menores problemas de estabilidad y son
relativamente economicos comparados con otras formas fammacéuticas.
(Blodinger, 1983)

El disefio de sistemas de liberacion controlada en rumiantes ofrece un
amplio espectro, ya que la fisiologia de estos animales no impone un tiempo limite
de retencion de la forma farmacéutica, pues es posible que objetos soélidos
permanezcan en el saco ruminoreticular indefinidamente, lo que pemite obtener
liberacién controlada de farmacos por periodos que van desde semanas hasta
anos. (Blodinger J, 1983; Gyurik, R. en Amador, 1999). (Ver anexo 1)



Para obtener un sistema de liberacion prolongada en rumiantes es
necesario evitar la regurgitacion de los bolos. La regurgitacion puede evitarse
mediante la seleccion de un disefio geométricamente adecuado, para ello existen
dispositivos disenados para desplegarse, desdoblarse, extenderse o desenrollarse
en el rumen. Estos dispositivos se administran “cerrados” mediante bandas de
celulosa o gelatina, las cuales se desintegran al entrar al rumen y permiten que el
dispositivo se expanda. Otra forma de evitar la regurgitacion es aumentar la
densidad del boio, ya que si el bolo es lo suficientemente denso, este
permanecera en el rumen. Se considera adecuada una densidad entre 1.5 y 8,
mientras mas denso el bolo, mejor sera la retencion en el rumen. Algunos de los
agentes mas utilizados para aumentar la densidad de un bolo son: hierro reducido,
sulfato de calcio dihidratado y sales insolubles de bario o bismuto, { Gyurik, R.J. en
Amador, 1999; Blodinger J, 1983)

Los bolos de liberacion controlada son una buena opcion para tratar
problemas como la deficiencia en ingesta de minerales y control de parasitos y un
gran numero de bolos de accion prolongada comercialmente exitosos han

demostrado la efectividad de estos productos.

1.3 MATRICES INERTES.

Uno de los procedimientos para elaborar bolos de liberacién prolongada es
la de elaborar bolos tipo matriz. En este tipo de bolos se incorpora el principio
activo en una matriz inerte; es decir, un acarreador inactivo dentro del cual se
encuentra disperso el agente activo. La liberacion del principio activo ocurre
conforme el agua penetra en la matriz y disuelve el principio activo; el activo
disuelto difunde entonces hacia la solucion en un proceso lento (retardado).
Después de liberar los ingredientes activos o los materiales solubles en agua del

sistema de matriz, este se vuelve poroso sin desintegrarse.



Las matnces se clasifican de acuerdo al tipo de material que utilizan para su

fabricacion:

*Matrices plasticas.
*Matrices de polimeros hidréfilos.

*Matrices lipidicas.

Para la elaboracion de matrices plasticas se utilizan materiales como el
metacrilato-metilmetacrilato; cloruro de polivinilo y polietileno. Las matrices
lipidicas se elaboran utilizando ceras, alcoholes grasos, acidos grasos, aceites
hidrogenados, o glicéridos sintéticos y pueden fabricarse mediante la granulacién,

A ya sea por via humeda o por fusion (termoplastica); la compresion de una mezcla
fisica de ingredientes (compresion directa), o de una granulacion; mediante
recubrimiento, microencapsulacion o secado por spray (congelamiento) (Ishino et
al; en Amador, E., 1999).

1.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dado que en México no se comercializan formas farmacéuticas de
liberacion prolongada de melatonina y ya que los tratamientos con esta hormona
han demostrado ser efectivos en el control de la reproducciéon del ganado ovino y
caprino se buscé elaborar bolos que liberaran melatonina de manera efectiva

En 1999, Amador obtuvo bolos de liberacion prolongada de sulfametazina
sodica, que demostraron liberar el principio activo hasta por 30 dias. Estos fueron
obteriidos por el método de granulacion fusion, el cual requiere el calentamiento
del principio activo a temperaturas de 85-90° C. Ya que la melatonina es una

hormona que puede desnaturalizarse por efecto del calor, se descarto el



procedimiento de granulacion fusion para la elaboracion de bolos en el presente
experimento. Amador también experimenté con la compresion directa para
obtener bolos de sulfametazina sédica, sin embargo, obtuvo bolos con una gran
cantidad de aire incluido, lo que reducia la densidad del bolo y ocasionaba un alta
fragilidad de los mismos lo que los hacia poco adecuados para el ambiente del

rumen.

En 2001, Gazzaniga realiz6 estudios sobre la preparacion de comprimidos
de melatonina para su uso en una terapia oncolégica alternativa (Método Di
Bella), para lo cual realizé6 caracterizaciones del estado fisico de la melatonina
(espectroscopia, rayos X, calorimetria diferencial de calor, HPLC) y pruebas de
compactacion utilizando compresion directa. Gazzaniga reporta buenas
propiedades de compresibilidad de la melatonina que permiten su utilizacion en

compresion directa.

Finalmente se optd por la compresién directa por ser un método economico
al ahorrar tiempo, equipo y consumo de energia, ademas de que la cantidad de
principio es muy pequena (2.25%) con respecto a la cantidad de matriz utilizada
en la formulacion (25%), lo que puede proporcionar mejores resultados que los
obtenidos por Amador en compresion directa, donde la cantidad de principio activo

(39.5%) es mucho mayor que la de matriz (20%).



2. OBJETIVOS.
2.1 Objetivo General.
Evaluar el efecto de bolos de liberacion prolongada de melatonina sobre la
prolificidad y sobre la reduccion del tiempo de apareamiento a fin de determinar su
impacto en la productividad del ganado caprino.

2.2 Objetivos Particulares.

Eilaborar bolos de liberacion prolongada de melatonina en matrices lipidicas,

para su liberacion intra-ruminal.

Evaluar el efecto de los bolos sobre la fertilidad y prolificidad,

administrandolos a cabras jovenes.

3. HIPOTESIS.

Si los bolos elaborados liberan la melatonina de manera continua y en las
cantidades adecuadas durante un periodo de aproximadamente treinta dias,
entonces la fertilidad y la prolificidad de las cabras tratadas sera mas elevada que

la de las cabras no tratadas, bajo las mismas condiciones.



4. MATERIAL Y METODOS.

MATERIAL BIOLOGICO.

Cabras criollas encastadas con % de la raza nubia, entre 8 y 9 meses de
edad.

MATERIA PRIMA.

Melatonina — Sigma. Lote 33H24601.

Hierro Reducido — Nutrer / Helm. Lote B14244.

Aceite de Castor Hidrogenado (Cutina HR) - Nutrer / Helm. Lote 732040.
Estearato de Magnesio — Nutrer / Helm. Lote K28487576.

EQUIPO Y MATERIAL DE LABORATORIO.

Balanza Analitica digital OHAUS, modelo GA110

Prensa manual de laboratorio (Carver Press)

Calibrador digital (Mitutoyo, modelo IDS-1012EB)
Durometro (Vanderkamp VK 200®; Benchsaver series T.M.)
Matriz y punzon ovalados

Mortero de porcelana

Tamiz malla No. 20

Probeta graduada 20ml



4.1 UBICACION.

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del Laboratorio de
reproduccion de la carrera de veterinaria y en el Laboratorio Experimental
Multidisciplinario (LEM) de Fammacia, de la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan campos IV y | respectivamente.
El area de influencia de la Facultad de Estudios Supenores Cuautitlan se

encuentra entre las coordenadas 19° 14’ de latitud norte y 99° 11’ longitud oeste; a

una altura aproximada de 2240 m sobre el nivel medio del mar (I.N.E.G.1., 1987).

4.2 ELABORACION DE LOS BOLOS.

Cutina HR . Mezclar
' |
| Moler manualmente | ‘ Estearato de ‘
} J
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a través de malla 20

] |

. Comprimir
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l | Bolos |
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Los bolos se elaboraron por compresion directa, con la siguiente
formulacion:

Ingrediente Contenido (% wiw)
Melatonina 2.25
Hierro reducido 70.80
Aceite de Castor 25.00
Hidrogenado
(Cutina HR)
Estearato de magnesio 2.00

La cutina se molid manualmente en un mortero de laboratorio y se tamizo a
través de una malla del nimero 20 (840um = 0.84 mm). Todos los demas

materiales se utilizaron tal como se obtuvieron del proveedor.

Se pesaron la cutina y la melatonina, y mezclaron manualmente durante un
minuto. Posteriormente se peso el hierro reducido, se agregé a la mezcla anterior
y se continué el mezclado manual durante 10 minutos. Por dltimo, se pesé y
agregd a la mezcla el estearato de magnesio y se mezclé durante otros cinco
minutos. La mezcla de los materiales se comprimié en una prensa manual de
laboratorio (Carver Press). La matriz se llené manualmente y se utilizaron una
matriz y un punzén ovalados ( 23 mm de largo y 8.7 de ancho) para comprimir los
bolos, aplicando una fuerza de 2 toneladas durante 10 segundos. Se preparé un
lote de 200 g de mezcla (48 bolos), de los cuales 4.5 fueron de principio activo
(melatonina), en un calculo de 90 mg de melatonina por bolo; es decir, 3 mg por

dia de melatonina en cada bolo.



4.3. EVALUACIONES.

Las evaluaciones realizadas a los bolos obtenidos fueron: masa, ancho,

largo y espesor, dureza y densidad.

La masa se determin6 en una balanza analitica digital, a todos los bolos del

lote obtenido.

La longitud, anchura y espesor de los bolos se midieron utilizando un

calibrador digital Mitutoyo. Esta prueba se realizé a una muestra de 20 bolos.

La dureza se evalué como resistencia a la fractura. Para esta prueba se
utilizé una muestra de 8 bolos y se llevé a cabo por medioc de un durémetro
Vanderkamp VK 200® (Benchsaver series T.M.), midiendo las unidades en

kilopounds (kp)

La densidad se midi6é en una muestra de 6 bolos. Esta se calculé en funcion
del volumen de agua desplazado por los bolos en una probeta graduada y la masa
de los mismos (determinada en una balanza analitica digital) utilizando la siguiente

formula:

Donde:

p = densidad
M = masa del bolo (g)

V = Volumen del bolo (cm®)



4.4. ANIMALES.

Se utilizaron 13 animales pertenecientes al rebano experimental de la

Catedra de Reproduccion y Genética en Ovinos y Caprinos de la FES-Cuautitlan.

Todos los animales fueron cabras criollas encastadas con % de la raza

nubia, todas hembras jovenes, entre 8 y 9 meses de edad.

4.5 ADMINISTRACION DE LOS BOLOS.

Se formaron dos grupos de animales; un grupo control con 6 animales y un

grupo experimental (tratado) con 7 animales. Los grupos fueron formados al azar y

los animales se distribuyeron de la siguiente manera:

Cabra Grupo Cabra Grupo

73 Control 74 Tratado
101 Control 102 Tratado
105 Control 104 Tratado
107 Control 106 Tratado
108 Control 109 Tratado
119 Control 110 Tratado

117 Tratado
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Se administré a cada animal del grupo tratado un bolo por via oral, con la
ayuda de un tira bolos de plastico directamente en la zona de la glotis. Se observo
a los animales durante algunos minutos después de la administracion para
verificar que tragaran completamente los bolos y que no los regurgitaran. Después
de 30 dias se administr6 otro bolo a los animales del grupo tratado, para acumular
un total de 60 dias de tratamiento y lograr asi el efecto acumulativo de la
melatonina. La primera administracion se realizo a mediados del mes de febrero y

la segunda, a mediados del mes de marzo.

Para comprobar que los bolos se quedaran en el rumen y para observar la
integridad de los bolos en el mismo, se tomaron placas de rayos X a diferentes
cabras del grupo tratado a diferentes tiempos desde antes de la administracion del
bolo, hasta el final del experimento. Las placas de rayos-X se tomaron en la

Clinica de Pequefias Especies de la FES-Cuautitlan.

Finalmente se registraron los dias transcurridos desde el apareamiento de
las cabras, hasta el parto, asi como el nimero de crias nacidas de cada parto.
Estos resultados fueron analizados estadisticamente utilizando el programa
Statgraphics (programa de analisis estadistico por computadora), para ver si

existia una diferencia significativa.

Statgraphics plus. Version 4. Statistical Graphics Corp. © 1994-2000
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Al mezclar manualmente los componentes de la formulaciéon se obtuvo un

polvo de color oscuro, con un mezclado bastante homogéneo (ver figura 3).

Figura 3. Material obtenido del mezclado
manual de los componentes de la

formulacion.

Amador reporté que la cutina tal como se obtiene del proveedor presenta
particulas de tamafo y forma irregulares, lo que presenta un problema a la hora
del mezclado y la compresion y produce bolos con una distribucién heterogénea
de los componentes. Por lo tanto, se decidio molerla y tamizarla; de esta manera
se obtuvo un polvo blanco, con un menor tamafio de particula y mas homogéneo.
Tanto el hierro reducido como el estearato de magnesio y la melatonina son
polvos finos con tamafos de particulas muy pequenos, por lo que fue posible

utilizarlos tal como se obtuvieron del proveedor.
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Al comprimir esta mezcla se obtuvieron bolos de apariencia homogénea,

con una buena uniformidad en su apariencia (ver figura 4}.

Figura 4. Bolos obtenidos

por compresion directa de

la mezcla fisica de los com-

ponentes de la formulacion.

Las dimensiones de los bolos del lote fueron bastante similares, con

coeficientes de variacion muy bajos, con una buena dureza y con la densidad

suficiente para favorecer su permanencia en el rumen de los animales. Los

resultados promedio se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados promedio de los bolos obtenidos.

Masa Largo Ancho Espesor Dureza Densidad
(9) (mm) (mm) (mm) (kp) (g/ml)
Media 40336 23.02 8.77 8.88 15.11 2.50
CV. 0.75% 0.21% 0.26% 1.67% 4.8% 0.59%

Los resultados individuales se presentan en los anexos 1y 2.
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En 1999, Amador descarté la compresion directa para elaborar sus bolos
debido a la baja densidad de los mismos y a su fragilidad; sin embargo, los bolos
obtenidos en el presente experimento tienen una densidad mayor a la obtenida por
Amador (2.50 g/ml contra 1.92 g/mi) y una dureza igual a la obtenida en su
formulacion menos efectiva ( 15.11kp contra 15.71 kp); sin embargo, debe
tomarse en consideracion que los bolos de sulfametazina eran de mayores
dimensiones que los obtenidos en este experimento; es decir, se obtuvieron bolos

mas densos y con mayor dureza que los obtenidos para sulfametazina.

Los animales tratados presentaron un periodo menor en dias desde el inicio
del tratamiento hasta su primer apareamiento, siendo este de 190 + 28.7 dias,
mientras que el grupo control que no recibié melatonina presenté su primer estro y
monta a los 230 + 20.3 dias; siendo esta diferencia significativa P<0.01 como se

muestra en la grafica 5.
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Fig. 5. Grafica comparativa de tratamiento contra dias hasta el primer

apareamiento.

Q control

=
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dias apareamiento

Las cajas de color muestran el area que abarca la distribucion de los datos de cada
grupo, donde (+) es la media, la linea vertical es la mediana, (|~ ) es el valor minimo y
( -|) es el valor maximo. En el tratamiento con melatonina no se observa valor
minimo, ya que varios sujetos presentaron el mismo valor.

Statgraphics plus. Versién 4. Statistical Graphics Corp. © 1994-2000

Con respecto al numero de crias se observo que los animales tratados
tuvieron 1.71 crias (cabritos) por hembra tratada, mientras que en el grupo control
solamente nacié una cria por cada hembra que pari6, siendo esta diferencia

altamente significativa entre grupos P < 0.04 como se observa en la figura 6.



Fig.6. Grafica comparativa de tratamiento contra numero de crias.

control

tratamiento

melatonina +

crias

Las caja de color muestra el drea que abarca la distribucion de los datos del grupo
tratado, donde (+) es la media. En el grupo no tratado se observa una linea vertical
ya que el resultado fue el mismo para todos los sujetos del grupo.

Statgraphics plus. Version 4. Statistical Graphics Corp. © 1994-2000

Estos datos son consistentes con lo reportado por diversos autores
(Chemineaux, 1991; Chemineaux, 1993; Donovan, 1994, McMillan, 1989;
Haresign, 1990; Folch, 1991; Loépez, 1991) que utilizaron diversas formas
farmacéuticas (principalmente implantes subcutdneos) de melatonina para
adelantar la estacién reproductiva y aumentar el tamafo de la camada en distintas
partes del mundo. Los autores citados reportan que la reduccién en el tiempo de
apareamiento y el aumento de la camada soélo se dan cuando los niveles de
melatonina en plasma se han mantenido elevados por periodos largos. Aunque en
este experimento no se cuenta con informacién sobre la liberacion in-vivo de la
melatonina, los datos de fertilidad y prolificidad son similares a los obtenidos en
eso0s casos, lo que nos permite pensar que la meiatonina de los bolos se liber6 de
forma prolongada en las cantidades suficientes para lograr un aumento en la

prolificidad y la fertilidad de los animales tratados.
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Por ultimo, se tomaron placas radiograficas a todas las cabras, antes de
iniciar el experimento (para observar el rumen sin bolo}, a los 15 dias de la
administracion y por Ultimo a los 30 dias después de la administracién. Se
administraron dos bolos a cada cabra durante el experimento, para un total de 14
bolos, de los cuales uno desaparecio de vista después de la primera radiografia
(es decir por lo menos 15 dias después de su administracion), y se cree que pudo
ser regurgitado por el animal. Otro bolo se fracturé y el pedazo faltante no aparece
en la radiografia; por lo que se cree que pudo ser masticado por el animal al
momento de su administracion. La fragmentacion de los bolos puede ser atribuida
a una disminucién de la consistencia del bolo producida por la porosidad que
ocasiona a la matriz la disolucién paulatina del bolo y que finalmente se fragmenta
al ser masticado en la rumia (Amador, 1999), aunque no se cree que sea este el
caso, pues en tales casos el bolo se rompe en varios pedazos pequeros, lo que

no ocurrié aqui. La mayoria de los bolos (92.9%) se mantuvieron completos y en el

rumen durante por o menos 30 dias. Ver figuras 7-10.

Fig.7. Radiografia del rumen antes de la administracion del bolo.

27



Fig.8. Radiografia que muestra el bolo en el interior del rumen después de 15

dias de su administracion.

Fig.9. Radiografia que muestra el bolo en el interior del rumen después de 30

dias de su administracion.
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Fig.10. Radiografia que muestra el bolo fracturado en el interior del rumen a

los 10 dias de su administracion.
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8. CONCLUSIONES.

= Al tener un contenido bajo de principio activo (90 mg de melatonina en un
bolo de 4 g aproximadamente), la compresion directa resulto un método
adecuado para producir bolos de melatonina con la densidad y la dureza

requerida para su uso en rumiantes.

= Al mostrar su efectividad clinica y su costo considerablemente mas bajo, los
bolos de liberacion prolongada de melatonina se convierten en una opcién

econémica (en costo y en trabajo) para control estacional de la

reproduccion.

= Es necesario moler y tamizar la cutina antes de elaborar los bolos, ya que

este es un factor critico para lograr un mejor mezclado y bolos mas
homogéneos.

= Los bolos se administraron efectivamente de manera manual, presentando

un bajo indice de regurgitacion o masticacion.

= El alto contenido de hierro reducido utilizado en la formulacion produjo
bolos de una alta densidad que permanecieron en el rumen durante por lo
menos 30 dias, lo que favorece su utilizacion como método de liberacion
prolongada.

= La utilizacién de los bolos de melatonina en cabras jovenes permitié reducir

significativamente (P< 0.01) el tiempo entre el primer estro y monta de los

animales del grupo tratado con respecto al grupo control.
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= La utilizacion de los bolos de melatonina en cabras jovenes pemmitio
aumentar significativamente (P < 0.04) el numero de crias por camada entre

los animales del grupo tratado con respecto al grupo control.
Sugerencias:

Aunque la compresion directa es un método bastante econdmico, se
sugiere la investigacion de otras técnicas de elaboracion de los bolos, para
evaluar su efectividad y su relacion costo-beneficio.

También se sugiere evaluar la liberacion in-vivo de la melatonina a través
de sus perfiles plasmaticos y realizar estudios de estabilidad de los bolos, ya

que no hay informacion disponible sobre la degradacion de la melatonina.

Repetir el experimento varias veces, con lotes mas grandes, para certificar

su eficacia con miras a una posterior comercializacion de los bolos elaborados.
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Anexo 1.

Aparato digestivo de la cabra.

El aparato digestivo tiene como funcién triturar, reducir a finas particulas y

digerir los alimentos. Comienza con la boca, los dientes y las glandulas salivares e

incluye el estémago, el intestino grueso y delgado y culmina en el recto que

desemboca al exterior por el ano. (Quittet, 1978). Ver figura 11.

INTESTINO
GRUESO
pH7-8

EXCRETA

RUMIA -
g BOCA INGESTA
pH 8.4
| E— a7
v
REI"S;’LO OMASO
pH 4-5
SECRECIONES BILIARES
YPANCREATICAS
INTESTINO ABOMASO
DELGADO pH 23

pH6.7-8.0

Figura 11. Diagrama del tracto gastrointestinal de los rumiantes ( Pope, 1985).
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ES'I}‘A TESIS NO SALE
DE LA BIBLI OTECA

tl estdbmago de la cabra es voluminoso (20-30 litros) y ocupa casi toda la parte
izquierda de la cavidad abdominal y como en otros rumiantes esta compuesto por

cuatro compartimentos. Ver figura 12.

» El rumen es el compartimento mayor (mas del 80% del volumen total) y
esta provisto de poderosos musculos que al contraerse, contribuyen a la
mezcla de los alimentos. El rumen esta recubierto por dentro de una
mucosa cubierta de papilas que absorben algunos de los elementos
sencillos resultantes de la digestiéon y se comunica con el reticulo.

» El reticulo es el mas pequeno (entre 0.5 y 2.1 litros). Esta situado delante
del rumen y se apoya sobre la pared abdominal. El interior esta tapizado
por una mucosa cuyos relieves forman un dibujo en forma de red y esta
llena de papilas; se comunica con el rumen por una amplia abertura.

e El omaso tiene dimensiones comparables a las del reticuio y recibe el
alimento que viene de este.

» El abomaso es de forma alargada (40-50 cm de largo) y tiene un volumen
de 2-3 litros. Esta situado a la derecha del rumen y reposa sobre el
abdomen detras del reticulo y a través del piloro evacua su contenido hacia
el intestino. Es la unica parte del estomago que segrega jugos gastricos
{Quittet, 1978).
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Intestino
delgado

Figura 12. Diagrama de los cuatro compartimentos del estémago de

Un rumiante donde se observa su posicién en la cavidad abdominal.
(Gyurik, R).
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La digestion.

Al ser ingeridos, los alimento son rapidamente triturados en la boca por los
molares y ahi son humedecidos por la saliva que se segrega en grandes
cantidades. Este reblandecimiento continua en el rumen al llegar el agua de
bebida; la trituracion en este compartimiento se da por el movimiento de sus
musculos. Después de este proceso el contenido del rumen vuelve a iniciar su
camino, pero en sentido contrario; este acto reflejo lamado rumia hace volver los
alimentos a la boca por fracciones sucesivas o bolos alimentarios, y alli son
sometidos a una nueva masticacion y a una ensalivacion mas prolongadas y

completas.

Una vez masticado y ensalivado, el alimento es tragado de nuevo y vuelve
al rumen donde los movimientos contintan. Las particulas de los alimentos pasan
al reticulo cuando son suficientemente pequenas y fluidas. También existe
regurgitacion desde el reticulo hacia el rumen, pero el paso desde éste hacia el
omaso solo se da cuando el alimento esta lo suficientemente desmenuzado y

liguido y por lo tanto ya no hay regurgitacion hacia el reticulo.
Finalmente el paso desde el omaso hacia el abomaso y de ahi al intestino y

por ultimo al recto, se da mediante contracciones y movimientos coordinados

llamados movimientos peristalticos (Quittet, 1978)
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Anexo 2.

Dimensiones de los bolos.

Bolo Masa (g) Largo (mm) |Espesor (mm)| Ancho (mm)
1 4.0178 22.97 8.97 8.75
2 4.0574 23.02 8.69 8.75
3 4.0790 23.01 8.82 8.76
4 41131 23.03 8.81 8.77
5 4.0948 23.02 9.06 8.89
6 4.1206 23.08 8.78 8.77
7 4.0324 23.09 8.85 8.77
8 4.0220 23.01 8.67 8.77
9 4.1059 23.00 8.87 8.76

10 4.0234 23.08 9.00 8.76
11 4.0051 23.01 8.77 8.76
12 4.0224 23.00 8.83 8.75
13 4.0045 23.01 8.75 8.77
14 4.0084 23.08 9.20 8.76
15 4.0706 23.10 8.76 8.76
16 4.0062 23.03 8.72 8.77
17 4.0121 23.00 8.85 8.77
18 4.0153 23.00 8.91 8.77
19 4.0084 22.99 8.95 8.78
20 4.0148 23.01 8.77 8.77
21 4.0010 23.01 8.85 8.77
22 4.0071 22.96 8.77 8.80
23 4.0126 23.00 8.95 8.74
24 4.0412 23.08 8.75 8.75
25 4.0413 22.90 8.91 8.78
26 4.0079 22.95 9.15 8.79
27 4.0139 23.06 8.67 8.77
28 4.0274 23.08 8.72 8.80
29 4.0524 23.03 9.06 8.78
30 4.0433 22.90 9.00 8.76
31 4.0299 22.90 8.77 8.75
32 4.0467 23.06 8.85 8.79
33 4.0117 23.00 8.79 8.78
34 4.0226 23.05 9.10 8.77
35 4.0464 23.02 8.80 8.75
36 4.0369 23.02 8.95 8.78
37 4.0683 23.08 9.08 8.76
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38 4.0308 23.01 9.15 8.75

39 40148 23.10 8.69 8.76

40 40381 23.03 8.79 8.75

41 40763 23.00 9.15 8.78

42 4.0030 22 .99 9.20 874

43 4.0024 23.09 8.90 8.79

44 4.0203 22.96 8.97 8.75

45 4.0259 23.01 8.83 8.78

46 40084 23.04 8.75 8.79

47 4.0051 22.96 8.91 8.75

48 40432 23.00 8.67 8.77
Masa de los bolos

X=4.0336 o =0.0304 CV.=0.75%
Largo de los bolos.

X=23.02 o = 0.0491 CV=0.21%

Espesor de los bolos.

X=8.88 0 =0.1485 CV=167%
Ancho de los bolos.

X=877 o =0.0229 CV.=0.26%
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Anexo 3.

Densidad de los bolos.

Bolo Masa (g) Volumen desplazado| Densidad (g/cm®)
(ml)
1 3.980 1.6 2.49
2 3.982 1.6 2.49
3 3.988 16 2.49
4 4.042 1.6 2.53
5 4018 1.6 2.51
6 4.020 1.6 2.51
X=2.50 g =0.0149 CV.=059%
Dureza de los bolos.
Bolo Dureza (Kp)
1 15.8
2 15.5
3 145
4 14.5
5 13.7
6 15.4
7 15.9
8 15.6
X=15.11 o =0.7339 CV=48%
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Anexo 4.

Fertilidad y Prolificidad de las cabras.

DIAS APAREAMIENTO- NUMERO DE
CABRA [TRATAMIENTO PARTO. CRIAS.
73 0 205 1
74 1 159 2
101 0 221 1
102 1 206 2
104 1 159 2
105 0 247 1
106 1 219 1
107 0 21 1
108 0 252 1
109 1 163 2
110 1 212 1
117 1 217 2
119 0 245 1

TRATAMIENTO 0

Dias apareamiento.
Media desv. Std  Error std Minima Maxima
230.1666  20.3215 8.2962 205.0000 252.0000

Niumero de crias.
Media desv. Std Error std Minima Maxima
1.0000 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000

TRATAMIENTO 1

Dias apareamiento.
Media desv. Std Error std Minima Maxima
190.7142  28.7443 10.8643 159.0000 219.0000

Numero de crias.
Media desv. Std Error std Minima Maxima
1.7142 0.4879 0.1844 1.0000 2.0000



9. GLOSARIO.

Antigonadotropa: que inhibe el funcionamiento de las génadas.

Fertilidad: la capacidad de una hembra de producir al menos una cria en cada parto.

Fotoperiodo: duracién del dia considerado desde el punto de vista de sus efectos

biolégicos.

Glotis: orificio de la lannge, rodeado por las dos cuerdas vocales inferiores. También

conocida como uvula.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas {siglas en inglés). Sintetizada en el
hipotalamo, controla la liberacién de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la
hormona luteinizante (LH), que intervienen en el proceso reproductivo.
Gonadétropa: que favorece el funcionamiento de las gonadas.

Pinealectomizado: sujeto al que quirirgicamente se le ha extraido la glandula pineal.

Prolificidad: la capacidad de una hembra de producir camadas mas grandes (mas de

una cria).

Regurgitacion: accién de regurgitar, es decir, retomar o refluir una sustancia en un
conducto o cavidad fisiolégica. En el caso especifico de los rumiantes, retomar el alimento

desde las dos primeras cavidades del estémago hacia ia boca.

Rumen: primer compartimiento det estémago de un rumiante. (Ver anexo1).

Rumia: digestion de los rumiantes, que almacenan en el estémago la hierba no
masticada, la regurgitan a continuacion a la boca para que sufra una tnturacion antes de

descender de nuevo al rumen y posteriormente pasar al abomaso donde se lleva a cabo

la digestion gastrica.
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