COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO DE RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD

GANADERIA

CARACTERIZACION Y ESTERILIZACION DE
MICRO Y NANOCAPSULAS DE SEL-PLEX®
PARA LA PREVENCION DE MASTITIS

REYNA ARGELIA GALICIA GONZALEZ

TESIS
PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, ESTADO DE MEXICO

2020




La presente tesis titulada: Caracterizacion y esterilizacion de micro y
nanocapsulas de Sel-Plex ® para la prevencion de mastitis, realizada por
la alumna: Reyna Argelia Galicia Gonzalez, bajo direccion del Consejo
Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como

requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS
RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD
GANADERIA

CONSEJO PARTICULAR

e 2 R ac

DRA. MARIA ESTHER ORTEGA CERRILLA

CONSEJERO(A)

ASESOR (4)

MC. CUAUHTEMOC NAVA CUELLAR

ASESOR (A) /%

DRA. LEONOR MIRANDA JIMENEZ

ASESOR (A) W ]

DRA. MONICA RAMIREZ MELLA

Montecillo, Texcoco, Estado de México, octubre de 2020



CARACTERIZACION Y ESTERILIZACION DE MICRO Y NANOCAPSULAS
DE SEL-PLEX ® PARA LA PREVENCION DE MASTITIS
Reyna Argelia Galicia Gonzalez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2020
RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo elaborar micro y nanocapsulas de
selenio organico (Sel-Plex®) para su administracion intramamaria, asi como
determinar el método de esterilizacion adecuado y analizar los cambios
morfologicos del proceso. Las capsulas se elaboraron por el método de
nanoprecipitacion con carboximetilcelulosa de sodio al 2 %. Se evaluaron
dos métodos de esterilizacion, que fueron por irradiacion y en una camara
de cobalto-60 y por rayos UV a 257.7 nm, en una campana de flujo laminar.
Para determinar la eficiencia del método de esterilizacion se realiz6 un
conteo en placa con medio LB a 24, 72 y 144 horas de irradiacion.
Finalmente, los cambios morfologicos debido al proceso se analizaron por
microscopia electronica de barrido (MEB). Se obtuvieron las micro y
nanocapsulas de selenio organico (Sel-plex®) y se observo que a dosis de
0.10, 0.25 y 0.50 mg esterilizadas con irradiacion y, no se registro
crecimiento de colonias en las placas de cultivo en ningun tiempo de
irradiacion, en comparacion con el control sin esterilizar (p<0.05). Sin
embargo, se observo que la pared externa presento protuberancias, formas
amorfas y aglomeracion de microparticulas en comparacion con los
controles que no se esterilizaron, las cuales eran esféricas y lisas. Por otro
lado, para las micro y nanocapsulas a dosis 0.10, 0.25 y 0.50 mg
esterilizadas con rayos UV se registré crecimiento microbiano de 1.09, 1,07
y 1.01 UFC respectivamente, que fue directamente con el testigo (p<0.05).
se concluye que el método de irradiacion y modifica la morfologia de las
micro y nanocapsulas de Sel-Plex® pero garantiza la esterilidad del
producto, por lo que es factible su administracion intramamaria.
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CHARACTERIZATION AND STERILIZATION OF SEL-PLEX ® MICRO
AND NANOOCAPULES FOR THE PREVENTION OF MASTITIS
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Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

This study aimed to develop micro and nanocapsules of organic selenium
(Sel-Plex®) for intramamaria administration, as well as to determine the
appropriate sterilization method and analyze morphological changes in the
process. The capsules were made by the nanoprecipitation method with 2%
sodium carboxymethylcellulose. Two sterilization methods were evaluated,
which were by y irradiation in a cobalt-60 chamber and by UV rays at 257.7
nm, in a laminar flow hood. To determine the efficiency of the sterilization
method, a plate count with LB medium was performed at 24, 72 and 144
hours of irradiation. Finally, morphological changes due to the process were
analyzed by scanning electron microscopy (MEB). Micro and nanocapsules
of organic selenium (Sel-plex®) were obtained and it was observed that at
doses of 0.10, 0.25 and 0.50 mg sterilized with y irradiation, no colony
growth was recorded in the culture plates at any irradiation time, compared
to unil sterilized control (p<0.05). However, it was observed that the outer
wall had bumps, amorphous forms and agglomeration of microparticles
compared to controls that were not sterilized, which were spherical and
smooth. On the other hand, for micro and nanocapsules at doses 0.10, 0.25
and 0.50 mg sterilized with UV rays microbial growth of 1.09, 1.07 and 1.01
CFUs was recorded respectively, which went directly with the witness
(p<0.035). it is concluded that the vy irradiation method modifies the
morphology of Sel-Plex micro and nanocapsules® but ensures the sterility
of the product, so its intramamaria administration is feasible.

Keywords: carboxymethylcellulose, nanocapsules, selenomethionine.
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I. INTRODUCCION

En México se cuenta con un total de 2, 506,130 cabezas de ganado lechero
(SIAP, 2017), con produccion de 12, 008, 239 litros de leche hasta el ano 2019,
aunque algunos estados como Veracruz, México y Coahuila disminuyeron su
produccion hasta en 2.6 % (SIAP, 2019). La produccion de leche hoy en dia tiene
como metas satisfacer la cantidad y calidad de leche producida (Heejin et al.,
2019), sin embargo, se ven afectadas por diversos factores dentro de los cuales,
esta la mastitis que es una enfermedad que causa elevadas pérdidas economicas
debido a que disminuye su produccion (4 al 30%), incrementar los costos por

tratamientos médicos y desecho prematuro de animales (Moreira et al., 2018).

Las infecciones intramamarias pueden ser resultado de enfermedades que no
se trataron correctamente en el periodo de produccion lactea anterior y que se
desarrollaron durante el periodo seco (Green et al., 2002). En estudios de campo
se han evaluado estas infecciones en el periodo seco y durante la lactancia; sin
embargo, no se ha podido determinar su impacto en la mastitis clinica, por lo
cual es importante estudiar las infecciones intramamarias durante el periodo
seco, para prevenir la mastitis clinica en la siguiente lactancia (Bradley and
Green, 2001). Se ha visto que 50-70 % de la mastitis bovina se origina durante
el periodo seco, por lo tanto, las estrategias de prevencion de mastitis se deben
aplicar en este periodo. Actualmente, ha aumentado el interés para desarrollar
nuevas estrategias de manejo en vacas secas para la prevencion de mastitis,
entre estas se encuentran: la administracion de Se, infusiones intramamarias
(hidrogel de quitosano)(Lanctot et al.,, 2017), selladores de pezones externos e

internos, entre otros (Hoque et al., 2016).

En estudios realizados en rumiantes se ha encontrado que al administrar
diferentes fuentes de Se (organicas e inorganicas) a diferentes vias de
administracion (oral, intramuscular, subcutanea, etc.) puede mejorar su
absorcion, ademas de aumentar la proteccion del sistema inmune, la capacidad

antioxidante y mejorar el rendimiento productivo y reproductivo (Zheng et al.,



2019). En el ganado lechero se ha encontrado que al administrarlo durante el
periodo seco aumenta la respuesta inmune de los cuartos mamarios lo que
podria reducir significativamente las infecciones intramamarias, mientras que la
deficiencia de este mineral podria estar relacionada con mayor incidencia de

éstas (Hoque et al., 2016).

El Se es un oligoelemento esencial en todas las especies y la deficiencia de
este es comun. Sin embargo, su administraciéon es limitada debido a la alta
toxicidad del mineral (Wang et al., 2019). En un estudio realizado por Valdiviezo,
(2016), donde se administré6 Se organico (Sel-Plex®) aplicado a ratones, se
encontré que utilizando unidades de S000 mg kg -1 PV, no provocoé toxicidad,
demostrando que se puede utilizar esta fuente de Se sin presentar riesgo. Para
ganado lechero se encuentra que la dosis recomendada es de 0.1 a 0.3 mg kg de
MS. La aplicacion de este mineral, por lo general se ha realizado de manera oral
en el alimento, en bloques nutricionales o bolos, por via intramuscular y
subcutanea, pero este mineral esta expuesto a diversos factores que impiden el
maximo aprovechamiento en el organismo, por lo que se ha recurrido a la
utilizacion de técnicas biotecnologicas que proporcionan ciertas caracteristicas a
cualquier activo para que no sufran cambios (Sanguansri y Augustin, 2006),
aunado a lo anterior, la aplicacion de activos por via intramuscular, subcutanea
e intravenosa debe pasar por un proceso de esterilizacion para evitar que algin
agente patogeno pueda causar dano al organismo o al mismo material aplicado.
En este estudio se elaboraron micro y nanocapsulas de Se organico (Sel-Plex®) a
diferentes dosis (0. 10, 0.25 y 0.50 mg), empleando como agente encapsulante
(AE) carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC) a concentracion de 2%. Se
estudiaron dos métodos de esterilizacion (irradiacion y y UV), para asegurar que
el Se llegase estéril al 6rgano blanco, como manera de comprobacion se realizaron
medios de cultivos microbiologicos de los encapsulados esterilizados y se

caracterizaron para ver su estructura.



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Elaborar, esterilizar y caracterizar micro y nanocapsulas de Sel-Plex® para su

aplicacion via intramamaria

2.2 Objetivos especificos
Elaborar micro y nanocapsulas de Sel-Plex® con carboximetilcelulosa de sodio al

2 %, mediante el método de nanoprecipitacion.

Esterilizar por irradiacion y micro y nanocapsulas de Sel-Plex® a diferentes dosis

(0.10, 0.25 y 0.50 mg).

Esterilizar por irradiacion UV micro y nanocapsulas de Sel-Plex® a diferentes

dosis (0.10, 0.25 y 0.50 mg).

Sembrar en medios de cultivo LB micro y nanocapsulas de Sel-Plex® esterilizadas

por irradiacion gamma y UV.

Caracterizar micro y nanocapsulas de Sel-Plex® previamente esterilizadas.



III. JUSTIFICACION

La mastitis es causada por distintos agentes patogenos o por mal manejo de
la ordena. Como consecuencia, el sistema inmune desencadena la afluencia de
neutrofilos polimorfonucleares (NPM) y otras células blancas de la sangre para el
ataque y eliminacion al agente patogeno (AP) (Ndiweni y Finch, 1996). Se sabe
que, la actividad de los NPM se ve comprometida en animales con deficiencia de
Se, debido a la importancia que tiene el Se en la integridad y actividad de la
enzima glutation peroxidasa (Gpx). La concentracion de Se en el tejido esta
altamente correlacionada con mayor actividad de la enzima glutation peroxidasa
(Chafik et al.,, 2019). Dada la generalidad de administrar este mineral por vias
oral, intramuscular y subcutanea, se han realizado investigaciones para
encontrar una via de administracion que permita que este microelemento llegue
al organo blanco y evite la interaccion con compuestos organicos, que puedan
modificar su forma quimica, afectando la disponibilidad del Se al organismo. Por
ello, en este estudio se disefiaron, esterilizaron y caracterizaron microcapsulas y
nanocapsula de Sel-Plex® (selenometionina y selenocisteina), para ser
administradas via intramamaria durante la etapa de transicion con una
liberacion de forma controlada y prolongada que permita mayor biodisponibilidad
de forma directa de Se en las células mamarias de la vaca, asi como mayor
eficiencia para mantener a la vaca en optimas condiciones de salud, y mejorar

su potencial de produccion.



IV. HIPOTESIS

Las micro y nanocapsulas de Sel-Plex® a diferentes dosis (0.10, 0.25 y 0.50
mg) elaboradas seran estériles después de aplicarles los diferentes métodos de

esterilizacion (irradiacion gama y UV) y su caracterizacion no sera modificada.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1 Nanotecnologia

La palabra nanotecnologia proviene del latin “nanus” y el griego “nanos”, que
significa enano, siendo Richard Phillips Feynman el padre de esta disciplina
(Tekade et al., 2017). Esta ciencia se encarga de materiales a nivel de tamanos
inferiores a 1000 nm (un nandémetro es la milmillonésima parte de un metro).
Sin embargo, la nomenclatura se actualiza constantemente, encontrando que
para microparticulas y nanoparticulas se tiene un rango de tamano de 1 a 100
nm (Leon et al.,, 2020). El equilibrio entre las reducciones de tamano a nivel
funcional, debe entenderse claramente al determinar qué procesos pueden
usarse para una reduccion de tamano en particular, se debe tomar en cuenta
que se desea uniformidad y distribucion de tamano para mejor control de
funcionalidad y calidad del material, ya que algunos propoésitos son: absorcion
de agua mejorada, liberacion controlada, biodisponibilidad y tasas de catalisis

mas rapidas (Sanguansri y Augustin, 2006).

5.2 Micro y nanoencapsulacion

La micro y nanoencapsulacion de diferentes bioactivos (farmacos, proteinas,
pre y probidticos o algunas enzimas) se puede definir como un proceso de
recubrimiento y proteccion de dichos activos, ya sean; solidos o liquidos,
combinados con materiales llamados agentes encapsulantes, para dar lugar a
particulas de tamano micrométrico. Siendo el producto una microcapsula,
nanocapsula, microesfera o nanoesfera, dependiendo de su morfologia,
estructura interna y tamano (Lopretti et al., 2007). Las micro y nanocapsulas
tienen su principio activo incluido en una especie de reservorio recubierto por
una fina pelicula de material encapsulante. Para las micro y nanoesferas el
principio activo se encuentra altamente disperso bajo la forma de diminutas
particulas o de moléculas en una matriz de material que puede ser lo mismo del
recubrimiento (figura 1). La obtencion de micro o nanoesferas dependera de las
propiedades fisicoquimicas del principio activo y del material de recubrimiento,

asi como de la metodologia elegida para su elaboracion (Rani et al., 2017).



Microcapsula
Principio activo

Agente encapsulante

Microesfera

Principio activo

Agente encapsulante

Figura 1. Esquema sobre el disenno de microcapsulas y microesferas

5.2.1 Técnicas para micro y nanoencapsulacion

Se conocen diversas técnicas para la elaboracion de micro y
nanoencapsulados, siendo las emulsiones de Pickering uno de los métodos mas
usados (Urrejola et al.,, 2018). A continuacion, se mencionan algunas técnicas

utilizadas para micro y nanoencapsular algun activo.
Se dividen en procesos quimicos, fisicos y fisicoquimicos.

e Emulsion-Evaporacion: emulsion de dos fases, una fase acuosa con un
gel emulsionante y la otra organica inmiscible en agua, con un principio
activo y un agente encapsulante. Se ocupa un ultrasonido o un sistema de
agitacion con velocidad variable, esto para obtener una emulsion.
Posteriormente se realiza la evaporacion del solvente organico, el agente
encapsulante se precipita encapsulando al principio activo, creando
nanoparticulas para la sintesis de formacion de micelas (figura 2) (Lee et

al., 2016).
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Figura 2. Esquema sobre el proceso de emulsion/evaporacion

Emulsion doble o multiple: se permite encapsular moléculas hidrofilas
debido a la doble emulsion, donde una molécula hidroéfila se une a un
surfactante y se disuelven en agua, sin embargo, este procedimiento suele
ser toxico, por lo que puede afectar la estabilidad de algunos componentes
(Urrejola et al., 2018).

Difusion de emulsificacion: se utiliza un solvente parcialmente soluble
como acetona, en el que se disuelven polimeros o compuestos bioactivos,
posteriormente, se emulsionan en una fase acuosa que contiene un
estabilizador que evita la agregacion de las gotas en la emulsion. Por
ultimo, se agrega agua a la emulsion para que se disuelva el solvente y se
precipiten las nanoparticulas (Rani et al., 2017).

Nanoprecipitacion: las moléculas bioactivas se disuelven en acetona, y se
mezclan con polimeros disueltos en sustancias donde no se pueda disolver
el bioactivo, la acetona es evaporada y las nanoparticulas permanecen en

una suspension acuosa (figura 3).
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Figura 3. Técnica de nanoprecipitacion para microcapsulas

5.3 Agentes encapsulantes

Los agentes encapsulantes pueden afectar a la calidad de las micro y
nanocapsulas, ya que estos estan relacionados con la estabilidad,
biodisponibilidad y la liberacion controlada de los compuestos, los agentes
encapsulantes pueden ser polimeros naturales y sintéticos, pero cada agente
encapsulante da como resultado diferentes propiedades fisico quimicas y se
selecciona alguno dependiendo del bioactivo a encapsular y del producto final

deseado (Li et al., 2018).

5.3.1 Carboximetilcelulosa

En los ultimos anos, los polimeros de carbohidratos naturales se han utilizado
en las aplicaciones de la ciencia biomédica y farmacéutica atribuidas a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad. La celulosa se extrae del
algodon, paja de arroz y algunas maderas. Los derivados de celulosa son
polimeros hidrofilicos, tienen la capacidad de formar gel en medio acuoso y
mejorar las propiedades mecanicas, especialmente a nivel de nano (Li et al.,
2018). Comercialmente la NaCMC es clasificada en base a su grado de pureza
en: técnico (35 -80%), refinado (92 — 96%) y super refinado (99.5%). Es soluble

en agua, sin embargo, al igual que todos los polimeros tienden a aglomerarse. En
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productos farmacéuticos es utilizada como estabilizador, emulsificador y
dispersante de polvos, teniendo asi la capacidad de resistencia a acidos y bases

(Hao-Ying Li et al., 2010).

5.4 Morfologia y caracterizacion de micro y nanocapsulas

Para comprender las nanoparticulas y como sus propiedades influyen en sus
aplicaciones se han desarrollado diversas técnicas para su analisis, sin embargo,
no existe una técnica que pueda expresar con exactitud todo sobre las
nanoparticulas. Cada método utilizado proporciona una pieza del rompecabezas
para aplicarlas; debemos saber como y cuando se utilizan, y que cuidados se
deben considerar para la interpretacion de los datos, por lo tanto, en todos los
casos, se deben usar multiples técnicas para la comprension profunda de estas

nanoparticulas (Campbell et al., 2020).

5.5 Importancia de los diferentes métodos de esterilizacion

Antoine-Henri Becquerel (1852-1908) es conocido por su descubrimiento de
la radiactividad en 1895, pero poco después descubrieron que la radiacion
ionizante era letal para los organismos vivos (Nordion, 2010). Los
microorganismos como bacterias, hongos y virus contribuyen al deterior6 de los
alimentos, farmacos u otro activo procesado, causando desde pequenas
infecciones hasta la muerte, por lo que es muy importante la eliminaciéon o
control de estos. Sin embargo, los diferentes procesos utilizados para la
esterilizacion o desinfeccion pueden afectar las propiedades del material
(McKeen, 2018).

5.6 Métodos de esterilizacion

Entre los procesos para el control de agentes infecciosos en el area médica
para esterilizacion y desinfeccion se encuentran la irradiacion vy, rayos
ultravioleta de microondas e infrarroja y los procesos térmicos por calor

humedo (autoclave) y calor seco (McKeen, 2018).
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5.6.1 Irradiacion gamma

La radiacion gamma, se representa con letra griega (y), es uno de los tres tipos
de radiactividad natural. Son radiaciones electromagnéticas, tienen suficiente
energia para ionizar la materia y pueden danar o destruir células vivas, por lo
que son utiles para la esterilizacion. La fuente de rayos gamma proviene de un
irradiador gamma Cobalt-60. El Cobalto-60 radioactivamente beta se desintegra
en niquel-60 y emite dos rayos gamma con energias de 1.17 y 1.33 MeV.6
(Craven, 2020).

5.6.2 Irradiacion UV

La irradiacion UV es un buen método para la esterilizacion de materiales
biomeédicos polimeéricos (Sionkowska et al., 2006), sin embargo se considera de
desinfeccion y su efecto bactericida ocurre a 240-280 nm y depende del tiempo
de exposicion del activo. Las radiaciones UV se extienden en un amplio espectro

electromagnético subdividido en cuatro clases descritas en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tipos de irradiacion UV

Tipo de irradiacion UV Longitud de onda
UV-A 400 a 315 nm
UV-B 315 a 280 nm
UV-C 280 a 200 nm
vacio UV 200 a 100 nm

La mejor esterilizacion con UV se obtiene generalmente utilizando UV-B y UV-
C, con efecto maximo a 254 nm. Los rayos UV-C consisten en longitudes de onda
de alta energia, pero, como tales, no penetran profundamente en la muestra ya
que interactian rapidamente con la materia, lo que limita la esterilizacion a
superficies o materiales transparentes. El efecto bactericida de UV-A es bajo en
comparacion con UV-B y UV-C, pero un mayor tiempo de exposicion puede tener
una accion esterilizante. Finalmente, el vacio UV también tiene una accion de

esterilizacion, pero sigue siendo inadecuado porque estas longitudes de onda
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muy cortas se disipan demasiado rapido en agua y en distancias muy cortas (Chif
etal., 2019).

5.6.3 Esterilizacion por calor humedo

De los métodos disponibles para la esterilizacion, el método por calor himedo es
el mas utilizado, debido a su bajo costo y no es toxico (Adler, Scherrer, y
Daschner, 1998). El instrumento mas utilizado para este tipo de esterilizacion es
el autoclave, el cual elimina a los agentes contaminantes con vapor a alta presion,
a temperatura minima de 121 °C, con tiempo aproximado de 15 a 20 minutos,
dependiendo del tamano y contenido a esterilizar. Se logra la esterilizacion
cuando todas las superficies alcanzan temperaturas de 121 °C (Vetten, Yah,
Singh, y Gulumian, 2014). Para asegurar la confiabilidad del método, es
necesario controlar; temperatura, tiempo adecuado y la entrada de aire al equipo

(Lerouge, 2010).

Este método se puede aplicar a liquidos no acuosos o materiales en polvo seco.
No se recomienda para materiales sensibles a la temperatura (Fracalossi et al.,
2016). Su accion es destruir o inactivar todos los microorganismos expuestos a
vapor, asi como hidratar las esporas haciéndolas mas sensibles al proceso
(Stammen et al.,, 2012). Las condiciones estandar de esterilizacion se resumen

en el cuadro 2.

Cuadro 2. Temperatura y tiempo utilizados en el método por calor.

Temperatura(°C) Tiempo Referencia
(min)
Maximo 170 60 Fracalossi et al.,
160 120 (2016).
150 150
Minimo 120 20 Cornelia et al,
(2012)
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5.7 Selenio (Se)

El Se es un elemento quimico, no metalico, del grupo 16 y periodo 4 de la
tabla periodica, que presenta las propiedades quimicas descritas en el cuadro 3.
Siendo un microelemento esencial tanto en animales como humanos, siendo que
en forma de selenocisteina comprende varias enzimas especificas (Vignola et al.,
2009), una de ellas es la enzima glutation peroxidasa (GPx), enzima que cataliza
reacciones que son necesarias para la conversion de peroxidos de hidrogeno,
protegiendo asi las membranas celulares contra el dano oxidativo (Lee et al,
2016). En otros estudios se ha demostrado que el Se regula la inflamacion, la

respuestas inmunes, la actividad antitumoral y tiroides en animales (Lin, 2014).

Cuadro 3. Propiedades quimicas del selenio

Configuracion electronica: [Ar] 3d10 4s2 4p4

Numero atomico: 34

Peso atomico: 78,96 u

Densidad (g/ml): 4,79

Punto de ebullicion (°C): 685

Punto de fusion (°C): 217

Estados de oxidacion: -2, +2,0, +4, +6

Isotopos naturales estables: 74Se, 76Se, 77Se, 78Se, 80Se y 82Se

5.8 Fuentes de Selenio

Al Se lo podemos encontrar en formas organicas e inorganicas, la mayoria de
sus formas quimicas organicas contienen Se en estado (-2) y en las especies
inorganicas (selenatos y selenitos) encontramos estados de oxidacion mas altos
(Molina, 2019). El selenito de sodio es una fuente inorganica y comercial utilizada
como suplemento en alimentos para animales; sin embargo, esta fuente es toxica.
Otra fuente de Se es la organica derivada de las levaduras, que contiene alta
concentracion de Se-metionina, ahora se ha vuelto comercialmente accesible

después de su aprobacion como aditivo para alimentos en los EUA y en la EEC
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(2006). Esta fuente alternativa de Se ha impulsado nuevas investigaciones para
determinar qué forma de suplemento de Se seria eficaz para la nutricion de

animales (Vignola et al., 2009).

5.8.1 Sel-Plex ®

La fuente organica de Se (Sel-Plex ®) en forma de levadura enriquecida
elaborada por Alltech, disponible en concentraciones de 1,000 y 2,000 ppm de
Se. Ha sido empleado ampliamente en varias investigaciones que senalan su
importancia como reemplazo del selenito de sodio, ya que ha demostrado que, es
equivalente o incluso superior en términos de absorcion intestinal, rendimiento
e induccion de plumas en aves (Edens, 2015). Un estudio con ratones tratados
con Sel-Plex mostraron aumento modesto pero significativo en la actividad de
GSH-Px en comparacion con los ratones con una dieta normal (P < 0,5), por lo
que, estos datos sugieren que él Se organico puede minimizar la oxidacion del

ADN y el ARN (Lovell, Xiong, Lyubartseva y Markesbery, 2009).

5.9 Metabolismo de Se

El Se puede formar enlaces covalentes con el carbono y se encuentra en
variedad de compuestos como: selenoaminoacidos, selenocisteina (SeCys),
selenometionina (SeMet) y selenoproteinas (White, 2018). Este mineral ejerce sus
funciones biologicas a través de selenoproteinas estas como son: la defensa
contra el estrés oxidativo, mantenimiento del estado redox celular, senalizacion
redox y participacion en el metabolismo de la hormona tiroidea (E¢imovic et al.,
2018). En la figura 4 se muestra como el Se se absorbe en el tracto
gastrointestinal, y tras su absorcion, se distribuye a través del plasma unido
principalmente a la selenoproteina P (proteina sintetizada en el higado y liberada
a la circulacion), a la selenoproteina W (proteina muscular). Los tejidos en los
cuales el Se se distribuye son principalmente en el higado, rihones, pancreas y
musculos. La selenometionina es almacenada en el organismo incorporandose a
las proteinas de forma aleatoria, ocupando el lugar de la metionina; cuando es
catalizada, libera Se en forma de selenuros. En cambio, la selenocisteina no se

almacena sino que es catalizada directamente y el Se obtenido da lugar a otra
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reserva de Se. Los compuestos inorganicos (selenito y selenato) son almacenados
directamente en forma de selenuros, precursor de la selenocisteina, que formara
parte de las selenoproteinas. El Se se excreta en la orina, heces y por otras vias,
que incluyen la exhalacion en la respiracion y la pérdida a través del cabello y

las células de la piel (Casals et al., 2005).

DIETA Compuestos Selenocis- Selenome-
i inorganicos teina tionina

Incorporacion
ALMACEN g PP  de proteinas

FORMACION J SELENOCISTEINA
‘_ SELENOPROTEINA

Figura 4. Rutas metabolicas del Se

En animales, el Se puede acumularse en altas concentraciones en diferentes
organos. En aves, se ha demostrado que se acumula en pituitaria, pineal,
suprarrenales, riones, pancreas, cerebro, ovario y testiculos. En mamiferos
puede acumularse en los 6rganos reproductivos con niveles mas altos en los

testiculos en comparacion con otros tejidos (Edens, 2015).

5.10 Toxicidad del Se

Los oligoelementos, esenciales o no esenciales, también pueden volverse
toxicos para los organismos vivos en altas concentraciones (Papadomichelakis et
al, 2018). El Se es un mineral requerido en muchas funciones bioléogicas, no
obstante, su utilizacion tiene considerado margen de tolerancia, debido a que es

toxico en cantidades elevadas (Lee et al, 2016). Los sintomas por intoxicacion
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dependen si se trata de una toxicidad aguda o cronica. En la toxicidad aguda los
signos caracteristicos son: nauseas, vomitos, diarrea, aliento a ajo, pérdida de
pelo y fatiga. Para la toxicidad cronica (selenosis) los signos caracteristicos son:
fragilidad y pérdida de cabello, unas con manchas blancas, trastornos
gastrointestinales, pérdida de dientes y dano neurolégico. Si la intoxicacion es
debida a la inhalacion de Se, los sintomas son: mareos e irritacion de mucosas,
acumulacion de liquido en los pulmones, bronquitis, neumonia, fiebre, dolor de
garganta, conjuntivitis, vomitos, dolores abdominales, diarrea y expansion del

higado (Hernandez y Rios, 2009).

En los ultimos anos, varios informes destacaron la utilidad de la
suplementacion con dosis altas de Se en animales (0.3 mg kg'! de PV) como
maximo en la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en EUA y

China (Zhang et al., 2020).

5.11 Suplementacion mineral en ganado bovino

Los minerales traza se incluyen en niveles bajos en la dieta, pero son
esenciales para el rendimiento y la salud, incluida la integridad de los tejidos, la
fertilidad, la produccion de leche y la funcion inmune (Bach et al., 2015). Uno de
estos minerales es el Se, al suministrarse como suplemento se demostré que era
esencial en varias funciones del organismo, como: reducir el estrés oxidativo y
tener un gran efecto en el sistema inmune bovino, sin embargo, una deficiencia
puede dar como resultado bajos rendimientos tanto productivos como
reproductivos (Bicalho et al., 2014). La administracion de Se recomendada por el
NRC (2011) es de 0.3 mg kg1 de MS y en estudios realizados se ha administrado
de 0.5 hasta 0.7 mg!en la dieta.

5.12 Mastitis

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria, causada por varios
microorganismos patogenos y de acuerdo con a la fase en la que se presenta se
clasifica en: clinica, subclinica y cronica. La mastitis clinica se caracteriza por

un proceso inflamatorio que conlleva a incremento en el recuento de las células
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somaticas (RCS) presentes en leche, ademas de grumos en la misma, acuosa,
con sangre, o amarillenta, en casos extremos, se pude presentar septicemia o
endotoxemia (Bradley, 2002). La mastitis subclinica, no presenta signos clinicos
en la glandula mamaria, pero si reduccion en la produccion de leche, que afectan
negativamente su calidad. Su diagnostico es mediante pruebas especiales
(Whiteside, California, etc.) que cuantifican la respuesta celular inflamatoria
representado por el RCS (Shearer et al.,, 2003). En la mastitis cronica, puede
haber el reemplazo de tejido secretor sano por tejido fibrético, danando la
capacidad de sintetizar leche (Gongcalves et al., 2020). Los efectos de una mastitis
cronica, por tipo de patéogeno, sobre la leche y los componentes de la leche atin
no se han estudiado a fondo (Mushtaq et al., 2018). El riesgo de desarrollo de la
mastitis es mayor durante el periodo de periparto (Alva et al., 2014), en el cual la

vaca experimenta una serie de cambios tanto hormonales como metabdlicos.

Los mecanismos de defensa de la glandula mamaria se clasifican en: no
inmunologico e inmunologico. En el primero se tienen las defensas anatéomicas y
solubles (son elementos contenidos en la leche con accion sobre las bacterias),
se consideran la primera linea de defensa de la glandula mamaria, es decir, la
forma conica del pezon y el musculo elastico del que esta constituido ofrece poca
superficie de exposicion a los microorganismos y limita la entrada de las
bacterias respectivamente y en el segundo la respuesta humoral y celular; que
esta constituida principalmente por anticuerpos o inmunoglobulinas secretadas
por células plasmaticas y producidas por los linfocitos B. Existen cuatro clases
de Ig en bovinos: IgG, IgM, IgA y IgE, la primera se divide en tres subclases: IgG1,
IgG2a e IgG2b producidas por los tejidos locales de la glandula (Shearer et al.,
2003).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion

La elaboracion y formulaciéon de micro y nanocapsulas se realizé en el
laboratorio de Nutricion Animal y el laboratorio de Fitoquimica del Colegio de
Postgraduados (Figura 5), Campus Montecillo ubicado en el Km 36.5, carretera
Federal México-Texcoco, Montecillo, Estado de México; la cual, se localiza
geograficamente a 19°29 N y 98°53 O, altitud de 2250 msnm, con precipitacion

anual de 644.8 mm y temperatura media anual de 15.2 °C (Garcia, 1981).
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Figura 5. Localizacion geografica, colegio de postgraduados campus montecillos,

lugar donde se realizo la presente investigacion.
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La esterilizacion por irradiacion gamma a las micro y nanocapsulas de Sel-
Plex®, se realizo en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ)

(Figura 6) ubicado en el km. 36.5 de la Carretera Meéxico-Toluca s/n, La

Marquesa, municipio de Ocoyoacac, México.

Figura 6. Fotografia del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ)

6.2 Desarrollo del trabajo de investigacion

6.2.1 Materiales

Se utilizo levadura enriquecida con Se (Sel-Plex®) como fuente organica.
Como agente encapsulante (AE): carboximetilcelulosa (NaCMC) (Merck, EUA,
NaCMC) al 2%. Tubos de ensaye (polipropileno) de 16x100 mm con capacidad de
15 mL, papel parafilm, agua bidestilada, acetona, micro pipetas graduadas de 1
mL, cajas Petri, medio de cultivo LB, campana de flujo laminar con luz

ultravioleta, autoclave, incubadora y mecheros.

6.3 Microencapsulacion

Para la micro y nanoencapsulacion de Sel-Plex® a diferentes dosis (0.10 mg,
0.25 mg y 0.50 mg kgl) se empled el método de nanoprecipitacion (Urrejola et
al., 2018). En este proceso primero se realiz6 la formulaciéon para corregir el peso
por el grado de pureza del AE, por lo que se tiene que revisar el porcentaje de
pureza al que fue hecho el producto. Para este trabajo se usé6 NaCMC al 98%, por
lo tanto, se preparo una solucion con el AE NaCMC al 2%, para ello se ocup6 un
matraz Erlenmeyer de 1 L donde se mezclaron 979.6 mL de agua bidestilada y

20.4 gr de NaCMC y se cubri6 el matraz con papel parafilm, posteriormente se
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llevo a una plancha con agitador magnético durante 36 h con agitacion constante
hasta lograr homogenizar el producto. Como segundo paso se realizo la
solucion/emulsion del activo, se peso el activo en este caso Sel-Plex®, pero al
igual se corrigio el peso por el grado de pureza por lo que se considero la
concentracion partes por millon (ppm) del Se. El Sel-Plex® utilizado contenia

2000 ppm de Se, por lo tanto, se formul6 de la siguiente manera (Cuadro 4).

Cuadro 4. Formulacion de micro y nanocapsulas con diferentes proporciones de
Sel-Plex® (0.10, 0.25 y 0.50 mg)

Activo Dosis (mg) Peso corregido (g)

para cada dosis

0.10 0.05
Sel-Plex® 0.25 0.125
0.50 0.25

Una vez que se obtuvo el peso correcto de cada una de las dosis quedando las
formulaciones descritas en el Cuadro 5, se coloco el Sel-Plex® en vasos de
precipitado de 40 mL y se agregaron 10 mL de acetona grado HPLC, se cubrio
con suficiente papel parafilm y se llevaron a un bano ultrasénico durante 30 min.
Transcurrido el tiempo de sonicacion se sacaron los vasos de precipitado y se
agrego a cada uno 10 mL del polimero NaCMC al 2% previamente preparado,
posteriormente se coloco dentro de cada vaso un agitador magnético pequeno y
se llevaron a una placa de calentamiento a temperatura de 70°C y agitacion
constante, durante 30 minutos. Todo esto para la evaporacion del solvente

organico (acetona).

Terminado el proceso cada muestra se vacio en tubos de ensaye de

polipropileno de 15 mL tapando cada tubo con suficiente papel parafilm, después
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se introdujeron dentro de un matraz Erlenmeyer con tapoén y se guardaron en
una ultracongeladora a temperatura de -80 °C por 24 horas. Cabe mencionar

que en 3 horas se alcanza la temperatura deseada.

Por ultimo, si se desea almacenar por un largo periodo estas muestras, deben
ser liofilizadas, para ello el matraz se coloco en una liofilizadora con las siguientes
condiciones: Mbar 0.042 y a -49 °C. Se asegur6é que la muestra tuviera peso
constante, esto se obtuvo a los 3 dias de liofilizaciéon, para finalizar las muestras

fueron retiradas y almacenadas a temperatura ambiente.

Cuadro 5. Composicion de micro y nanocapsulas generadas después de la

formulacion
Formulacioén Activo Dosis (mg) AE al 2%
1 Sel-Plex® 0.10 NaCMC
2 Sel-Plex® 0.25 NaCMC
3 Sel-Plex® 0.50 NaCMC

6.4 Tratamientos
Las unidades experimentales (placas con medio de cultivo, LB) se
distribuyeron completamente al azar en 9 tratamientos con 10 repeticiones cada

una como lo muestra el cuadro 6.
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Cuadro 6. Composicion de micro y nanocapsulas generadas para ser

esterilizadas y evaluadas en diferentes tiempos

Tratam N Polimero Activo Dosis Esteriliza Tiempos de
iento 2 % (mg) cion muestreo (h)
1 10 CMC Sel-Plex®  0.10 \% 24 72 144
2 10 CMC Sel-Plex®  0.25 \% 24 72 144
3 10 CMC Sel-Plex®  0.50 Y 24 72 144
4 10 CMC Sel-Plex®  0.10 uv 24 72 144
5 10 CMC Sel-Plex®  0.25 uv 24 72 144
6 10 CMC Sel-Plex®  0.50 uv 24 72 144
7 10 CMC Sel-Plex®  0.10 Testigo 24 72 144
8 10 CMC Sel-Plex®  0.25 Testigo 24 72 144
9 10 CMC Sel-Plex® 0.50 Testigo 24 72 144

6.5 Esterilizacion de micro y nanocapsulas con irradiacion gamma

Las micro y nanocapsulas obtenidas se colocaron en una camara de

irradiacion gama de cobalto-60 con intervalo en la dosis minima 11.91 y maxima

13.54 kGy durante 60 min, posteriormente se colocaron en bolsas “ziploc” a

temperatura ambiente hasta su utilizacion.

6.6 Esterilizacion de micro y nanocapsulas con irradiacion UV

Para la esterilizacion de micro y nanocapsulas obtenidas se aplico irradiacion

con luz UV, donde, cada tratamiento se coloc6 en una campana de flujo laminar

y rayos UV con intervalo de onda de 257.7 nm durante 60 min, posteriormente

se colocaron en bolsas “ziploc” a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
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6.7 Preparacion de medio de cultivo y siembra de micro y nanocapsulas de
Sel-Plex®

Se utilizo medio general, Luria-Bertani (LB) ya que no se busca algun
microrganismo en especifico, también se ocup6 asas bacteriologicas, guantes
estériles, cubre bocas, mechero de Bunsen, cajas Petri, vaso de precipitado de

1 L, autoclave y campana de flujo laminar.

Se esterilizo todo el material en autoclave, se llevo todo a la campana de flujo
laminar, se coloco un mechero y se vertio el medio de cultivo en las cajas Petri,
posteriormente, se sellaron y permanecieron hasta la solidificacion del mismo, es
muy importante que después del solidificado se le dé vuelta para evitar que las

burbujas de vapor de agua condensadas no lo humedezcan.

Una vez obtenido el medio se prosigui6 a siembra de las micro y nanocapsulas
ya esterilizadas por ambos métodos. Se realiz6 con cada tratamiento con 10
repeticiones cada uno. Posteriormente, se llevaron a una incubadora a
temperatura de 34 °C. Para verificar el crecimiento de microorganismos se
dejaron en la incubadora por 24, 72 y 144 horas y se realizo el conteo de las

unidades formadoras de colonias (UFC).

6.8Caracterizacion de micro y nanocapsulas de Sel-Plex®

6.8.1 Microscopia electronica

El analisis de la morfologia de las microcapsulas y nanocapsulas después de
ser esterilizadas, se realiz6 mediante microscopia electronica de barrido (MEB).
Para este analisis se tomaron con un pincel las micro y nanocapsulas y se
colocaron en el porta muestras de laton, se us6 una cinta conductiva doble
adhesiva de carbon, posteriormente se recubrié con oro durante cuatro minutos
en una ionizadora de metales (Ion Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat). Las
muestras resultantes se observaron en un microscopio electronico de barrido

(JEOL- JSM 6390) a 10 Kv (Bozzola y Russell, 1992).
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6.9 ANALISIS ESTADISTICO
El experimento se desarrolld bajo el diseno completamente al azar con arreglo de

medidas repetidas en el tiempo.

El modelo estadistico fue el siguiente:

* Yik= 1 + 1t i3 + Pc+ (tP) ik + Ejjx

Donde:

* Y= variable respuesta en observaciones k, repeticiones j, tratamiento i.

* n= media general

* 17;= efecto del i-esimo tratamiento

* §j)= error aleatorio asociado con el j-esima placa dentro del i-esimo tratamiento
* Px= efecto del k-esimo tiempo

* (tP) ix= interaccion tratamiento x tiempo

* Eijjkl= error aleatorio asociado con k-esima medida repetida dentro de j-esima

placa.

Los datos se analizaron mediante el modelo lineal mixto (MIXED) y la
comparacion de medias se hizo mediante la prueba de Tukey utilizando el

paquete estadistico SAS ver. 9 (2002).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Esterilidad de micro y nanocapsulas de Sel-Plex®

El Cuadro 7 muestra diferencias (p<0.05) en los valores de UFC en las micro
y nanocapsulas de Sel-plex® a diferentes dosis (0.10, 0.25 y 0.50 mg), donde los
tratamientos T1, T2, y T3 no mostraron presencia de UFC, en comparacion con
los tratamientos T4, TS y T6, con medias 1.09, 1.07 y 1.01 y los tratamientos
testigo T7, T8 y T9 con medias de 1.80, 1.93 y 1.92, que mostraron presencia de
UFC, aumentando su crecimiento en relacion al tiempo. Es importante senalar
que para los tratamientos T4, TS y T6 presentaron UFC, siendo diferentes a los

tratamientos testigo T7, T8 y T9, en donde hubo mayor presencia de éstas.

Las micro y nanocapsulas tratadas con irradiacion gamma mostraron ser
estériles, sin que se observaran diferencias (P>0.05) entre tratamientos y
tiempos, ya que no se presentaron UFC. Estos resultados son similares a los
reportados por Puthli y Vavia (2008) donde se utilizo Levonorgestrel (LNG) y con
todas las dosis irradiacion gamma probadas se observo que no hubo crecimiento

microbiano.

Los tratamientos T4, TS y T6 esterilizados con rayos UV, presentaron UFC
bajas. Sin embargo, la cantidad aumento al transcurrir el tiempo desde las 24
horas hasta las 144 horas. En cuanto a los tratamientos testigo T7, T8 y T9, que
fueron los no esterilizados, presentaron alta contaminacion, mostrando gran
cantidad de UFC desde el tiempo 1 hasta el tiempo 3. En el trabajo realizado por
Tan et al. (2020), se reportd que la exposicion de micro y nanocapsulas de polen
a rayos UV con duracion de tratamiento de O, 1, 5, 15 y 30 min, no produjo
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cambios en la morfologia general, ni cambios claros en la morfologia de la
superficie a nano escala, sin embargo, no garantizaron la esterilidad de las

capsulas.

Preem et al. (2019) reportaron que los tratamientos de microcapsulas de
cloranfenicol que no recibieron algin método de esterilizacion presentaron
contaminacion, dando como resultado crecimiento microbiano. Los resultados
observados en microcapsulas del farmaco cloranfenicol con polimero
policaprolactona esterilizadas con el método de irradiacion gamma y rayos UV a
diferentes tiempos de exposicion, para los tratamientos con esterilizacion gamma
no se observo crecimiento bacteriano en ningun tiempo garantizando la
esterilidad de las microcapsulas. Sin embargo, las que fueron esterilizadas con
rayos UV a tiempos de 15, 30 y 60 min, solo mostraron esterilidad aquellas que
tuvieron mayor tiempo de exposicion a la luz UV; en tanto que las demas
presentaron crecimiento bacteriano, esto es similar a lo encontrado en este
trabajo. En cuanto a la morfologia se tomaron micrografias antes y después de
ser esterilizadas las microcapsulas de este farmaco y se observé que no hubo

ningun cambio en los métodos de esterilizacion aplicada.

Los diferentes métodos de esterilizacion pueden generar cambios
fisicoquimicos en el producto esterilizado. Los cambios en la quimica de la
superficie inducidos por rayos UV, son impulsados predominantemente por
aumentos en el contenido total de oxigeno, con mayores proporciones de union
de cetona (R 2 C = O) y union de carbono-oxigeno (COR) (Tan et al., 2020). Todo

esto puede afectar desde la composicion hasta la liberacion del activo (Yang et
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al., 2010). Por lo que es importante seguir estudiando los efectos de los medios

de esterilizacion.

Cuadro 7. Determinacion de UFC/mg para la esterilidad de micro y

nanocapsulas de Sel-Plex® a diferentes dosis.

Tratamiento Tiempos

24h 72h 144h X
T1 01 01 01 02
T2 01 01 01 Oa
T3 01 01 01 02
T4 0.852 1.248 1.184 1.09®
TS 0.812 1.1834 1.2134 1.07be
T6 0.852 1.18 1.18 1.01e
T7 1.244 2.043 2.1467 1.804
T8 1.548 2.1269 2.146910 1.93e
T9 1.458 2.1879 2.2710 1.92e
X 0.75% 1.08y 1.11=

X, y, z: Diferencias entre columnas.

a, b, c, d, e: Diferencias entre hileras.

1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10: Diferencias entre tratamientos.
T1, T2 y T3 son tratamientos esterilizados con irradiacion y
T4, TS y T6 son tratamientos esterilizados con rayos UV

T7, T8 y T9 son tratamientos sin esterilizacion

27



7.2 Caracterizacion de micro y nanocapsulas de Sel-Plex®.

7.2.1 Morfologia

Las fotomicrografias de las micro y nanocapsulas de Sel-Plex® a diferentes
dosis (0.10, 0.25 y 0.50 mg) esterilizadas con irradiacion vy, correspondientes a
los tratamientos T1, T2 y T3, se obtuvieron por (MEB) (Figuras 7, 8 y 9). Las
micro y nanocapsulas mostraron formas ovaladas e irregulares (amorfas). En la
figura 7 C y D, se aprecia que la capa exterior de las capsulas presento
erupciones. En menor cantidad se observan para todos los tratamientos, micro
y nanocapsulas con una parte de la pared exterior lisa y otra con erupciones
(Figura 8 C), contrario a lo reportado por Puthli y Vavia (2008), donde observaron
microcapsulas esféricas y lisas (sin grietas y poros) después de ser esterilizadas
por irradiacion y. Cabe mencionar, que estas fueron microcapsulas de
levogesterona con caseina como polimero. La morfologia resultante de las micro
y nanocapsulas se atribuye principalmente a las condiciones del proceso de
encapsulacion (parametros de secado). La formacion de superficies dentadas
durante el secado, se ha atribuido al encogimiento de las particulas durante este
proceso (Alamilla et al. 2005). Zhong et al. (2020) reportan que la tasa de
liberacion se vio significativamente afectada por la relacion capa/nucleo, en
microcapsulas de nitrapirina con resina debido a que se observo en la capa

exterior rugosidad y microporos.

En los tratamientos T1, T2 y T3, se pudo observar aglomeracion entre las
particulas como lo muestra la Figura 8 D; sin embargo, se observa que las
microcapsulas pueden extruirse entre si y tener deformacion sin romperse
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debido a la buena elasticidad de la cubierta de la capsula (Figura 9), equivalente
alo que observado por Weigang et al. (2009), donde las microcapsulas se extruian
entre siy la apariencia cambiaba de esfericidad a pentagono o hexagono debido

a la elasticidad de la pared de la microcapsula.

Tratamiento 1. (0.10 mg/Sel-Plex®/CMC 2%/ esterilizacion vy)

™

10kV X150 100pm CP-UME pX10,000

S

OKV - X5,000, Spm CP-UME 10kv  ¥2,000 10pm

Figura 7. Micrografia (electronica de barrido) de micro y nanocapsulas de Sel-
Plex®, esterilizadas con irradiacion y, formuladas mediante el método de
nanoprecipitacion y liofilizacion. Las fotografias de izquierda a derecha poseen

amplitud de: (A) 150 X, (B) 10, 000 X, (C) 5, 000 Xy (D) 2,000 X, respectivamente.
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Tratamiento 2. (0.25 mg/Sel-Plex®/CMC 2%/ esterilizacion vy)

10kV X2,000 10um CP-UME 10kV X4,000 Sum

10kV X800 20pm

Figura 8. Micrografia (electronica de barrido) de micro y nanocapsulas de Sel-
Plex®, esterilizadas con irradiacion y, formuladas mediante el método de
nanoprecipitacion y liofilizacion. Las fotografias de izquierda a derecha poseen

amplitud de: (A) 2, 000 X, (B) 4, 000 X, (C) 2, 000 Xy (D) 800 X, respectivamente.
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Tratamiento 3. (0.50 mg/Sel-Plex®/CMC 2%/ esterilizacion vy)

10kV X900 20pm == CP-UME 10kV  X1,600 10pm

Figura 9. Micrografia (electronica de barrido) de micro y nanocapsulas de Sel-
Plex®, esterilizadas con irradiacion y, formuladas mediante el método de
nanoprecipitacion Y liofilizacion. Las fotografias poseen amplitud de: (A) 900 X y
(B) 1, 600 X.

Los tratamientos T7, T8 y T9 no recibieron ningin método de esterilizacion.
Se pudo observar que las microcapsulas presentaron formas circulares y
esféricas, caracteristico en microparticulas producidas mediante el proceso de
nanoprecipitacion, con paredes rugosas y con grietas como se observa en las
Figuras 10, 11 y 12C; sin embargo, no son transparentes y lisas como lo
reportado por Dai et al (2017), donde se observaron microcapsulas de
fertilizantes elaboradas con NaCMC, donde las microcapsulas presentaron
transparencia y la pared exterior era totalmente lisa (sin grietas ni agujeros),

uniformes y flexibles.

Gaserod et al. (1998) encontraron que las capsulas de alginato de calcio tienen
una superficie rugosa. En otro estudio reciente realizado por Zaeim et al. (2020),
también se encontraron microcapsulas rugosas, elaboradas con alginato de
sodio, que es un polisacarido. Es posible atribuir que la rugosidad de las paredes

es caracteristico de agentes encapsulantes como los polisacaridos incluyendo el
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NaCMC, que muestra ese mismo comportamiento en las micro y nanocapsulas

en este trabajo.

Algunas nanocapsulas presentaron formas circulares, pero entre mas
pequenas, la forma cambiaba a ovalada o amorfas como lo muestra la Figura
12B, con aglomeraciones entre ellas como se observa en la figura 12A. Romero
et al (2010), reportaron una morfologia muy parecida de forma esférica y
ovaladas con una tendencia a la aglomeracion con superficies lisas. En algunos

casos las micro y el nanocapsulas muestran particulas colapsadas o encogidas.

Tratamiento 7. (0.10 mg/Sel-Plex®/NaCMC 2%/ sin esterilizacion)

10kV  X3,000 5um CP-UME 10kV.  X4,000 5um

Figura 10. Micrografia (electronico de barrido) de micro y nanocapsulas de Sel-
Plex® no esterilizadas, formuladas mediante el método de nanoprecipitacion y
liofilizacion. Las fotografias poseen amplitud de: (A) 3, 000 X y (B) 4, 000 X,

respectivamente.
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Tratamiento 8. (0.25 mg/Sel-Plex® /CMC 2%/sin esterilizacion)

X5,000 Sum 10kV  X7,000 2um

10kV X5,000

Figura 11. Micrografia (electronico de barrido) de micro y nanocapsulas de Sel-
Plex® no esterilizadas, formuladas mediante el método de nanoprecipitacion
después de previa liofilizacion. Las fotografias poseen amplitud de: (A) 5, 000 X,
(B) 7, 000 Xy (C)5, 000 X, respectivamente.
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Tratamiento 9. (0.50 mg/Sel-Plex®/CMC 2%/ sin esterilizacion)

10kV  X8,000  2um 10kV  X30,000 0.5pm

10kV X2,000 10pm

Figura 12. Micrografia (electronico de barrido) de micro y nanocapsulas de Sel-
Plex® no esterilizadas, formuladas mediante el método de nanoprecipitacion
después de previa liofilizacion. Las fotografias poseen amplitud para (A) 8, 000
X, (B) 30, 000 Xy (C) 2, 000 X.

Las micro y nanocapsulas no esterilizadas en este trabajo, son parecidas a las
encontradas por Valdiviezo et al. (2016), quienes obtuvieron micro y
nanocapsulas por el método de nanoprecipitacion, realizando posteriormente
analisis de liberacion, donde el resultado no se vio afectado a pesar de las
diversas formas y estructuras. Puthli y Vavia (2008) reportaron que la liberacion
del farmaco LNG no se vio afectado debido a la morfologia y esterilizacion,
alcanzando una liberacion de hasta 30 dias. Por lo que para las micro y
nanocapsulas esterilizadas con irradiacion Gamma, aunque no tienen una
estructura redonda y esférica, la cubierta es compacta y flexible, por lo que la

propiedad de liberacion pudiera no ser afectada.
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VIII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que la esterilidad de micro y nanocapsulas varia de acuerdo
al método de esterilizacion. Por lo que las micro y nanocapsulas con dosis
de 0.10, 0.25 y 0.50 mg de Sel-Plex® con NaCMC al 2 % esterilizadas por
irradiacion y (T1, T2 y T3) fueron estériles, aunque su caracterizacion se
vio alterada.

Se recomienda analizar la liberacion del activo de micro y nanocapsulas
esterilizadas con irradiacion y, para garantizar que su morfologia no afecte
la entrega del activo.

Para micro y nanocapsulas esterilizadas con el método de rayos UV se
deben probar mas tiempos de exposicion a la irradiacion, hasta garantizar

su esterilidad y posteriormente evaluar su morfologia y liberacion.
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