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Resumen de la tesis que presenta Melanie Verénica Estrada Martinez requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Desarrollo y evaluacion in vitro de un implante hormonal de liberacién prolongada para la induccién
del desove en peces

Resumen aprobado por:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Director de tesis

La acuicultura de peces marinos es una actividad productiva que ha adquirido gran importancia durante
las ultimas décadas; sin embargo, su desarrollo enfrenta diversas problematicas. Dentro de las mas
importantes se encuentran las alteraciones en la reproduccién durante el cautiverio, sobre todo en las
hembras. Para resolver estos problemas, desde hace varias décadas se ha recurrido al uso de terapias
hormonales en diversas especies. En la actualidad se utilizan andlogos de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRHa) dado su resistencia a la degradacion enzimatica en comparacién con la GnRH
nativa. Sin embargo, aunque existen implantes para la liberacién de GnRHa en peces, estos no son utiles
para todas las especies de importancia comercial y los protocolos de preparacion no son claros para su
replicaciéon en campo, lo que hace necesario el desarrollo de nuevos protocolos claramente descritos. El
presente estudio tuvo como objetivo describir y comparar el perfil de liberacion de GnRHa de implantes
preparados con diferentes excipientes en pruebas in vitro: 1) colesterol-celulosa; 2) alginato- metil éter
metacrilato de polietilénglicol (PEGMA) y 3) etilvinilacetato (EVAc). Para la eleccidon de los implantes a
probar en la liberacién de GnRHa se elaboraron implantes con diferentes excipientes y se describio el perfil
de liberacién de albumina de suero bovino (BSA) como proteina modelo. Todos los implantes estudiados
mostraron una liberacién tipo estallido que se presenté en diferentes tiempos. Por esta razon se eligieron
los implantes que iniciaron la liberacidn después de 6 h y liberaron por un periodo mas prolongado. Para
los implantes de alginato adicionalmente se probaron diferentes recubrimientos: 1) 2-hidroxietilo de
metacrilato (HEMA)- PEGMA y 2) EVAc; ambos recubrimientos redujeron significativamente (p<0.01) el
grado de hinchamiento de los implantes al compararlos con implantes sin cobertura. Se evalud la
liberacién de GnRHa a partir de diferentes implantes: 1) 95% colesterol m/m, 5% celulosa m/m; 2) 1.5%
alginato de sodio m/v-PEGMA v/v cubierto con EVAc m/m-inulina m/m, y 3) EVAc m/m. La cuantificacién
de las proteinas liberadas se hizo con el método del acido bicinconinico (BCA). No se encontraron
diferencias significativas en la magnitud de liberacién tipo estallido entre los implantes de alginato y los
de colesterol-celulosa, sin embargo, esta liberacién se registré a las 6 y 48 h, respectivamente. El
porcentaje acumulado liberado fue significativamente mayor (62.1%, p=0.003) en los implantes de
alginato. Los implantes de colesterol liberaron por 192 h, mientras que los de alginato liberaron por 72 h.
La cuantificacion de GnRHa liberada de los implantes de EVAc no fue precisa debido a que el método no
era especifico para GnRHa, sin embargo, se detectaron las proteinas liberadas hasta las 336 h después del
inicio del ensayo. Finalmente, los implantes de 95% colesterol y EVAc resultaron con perfiles de liberacion
de GnRHa mas prolongados comparados con el perfil de liberacidon de implantes de alginato, sin embargo,
dado el potencial del alginato como excipiente, es conveniente continuar su evaluacién incorporando
otros componentes y coberturas para retrasar la liberacion de compuestos activos.
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Abstract of the thesis presented by Melanie Verdnica Estrada Martinez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aquaculture.

Development and in vitro evaluation of a prolonged release hormonal implant for the induction of
spawning in fish

Abstract approved by:

Dr. Benjamin Bardn Sevilla
Thesis Director

Marine fish aquaculture is a productive activity that has acquired great importance during the last decades;
however, its development faces several problems. Among the most important are reproductive alterations
during captivity, especially in females. To solve these problems, hormonal therapies have been applied for
several decades in various species. Currently, gonadotropin-releasing hormone analogues (GnRHa) are
used because of their resistance to enzymatic degradation compared to native GnRH. However, although
implants for GnRHa release in fish exist, they are not useful for all commercially important species and
preparation protocols are not clear for field replication, what makes it necessary the development of new
clearly described protocols. The present study aimed to describe and compare the GnRHa release profile
of implants prepared with different excipients in in vitro tests: 1) cholesterol-cellulose; 2) alginate-
polyethylene glycol methacrylate ether (PEGMA) and 3) ethylene vinyl acetate (EVAc). For the choice of
implants to be tested on GnRHa release, implants with different excipients were prepared and the release
profile of bovine serum albumin (BSA) as a model protein was described. All the implants studied showed
a burst-like release occurring at different times. For this reason, the implants that initiated release after 6
h and released for a longer period were chosen. For the alginate implants additionally, different coatings
were tested: 1) 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)- PEGMA and 2) EVAc; both coatings significantly
(p<0.01) reduced the degree of implant swelling when compared to uncoated implants. GnRHa release
from different implants was evaluated: 1) 95% cholesterol m/m, 5% cellulose m/m; 2) 1.5% sodium
alginate m/v-PEGMA v/v coated with EVAc m/m-inulin m/m, and 3) EVAc m/m. Quantification of the
released proteins was done with the bicinchoninic acid (BCA) method. No significant differences were
found in the magnitude of burst-type release between alginate and cholesterol-cellulose implants;
however, this release was recorded at 6 and 48 h, respectively. The cumulative percentage released was
significantly higher (62.1%, p=0.003) in the alginate implants. Cholesterol implants released for 192 h,
while alginate implants released for 72 h. Quantification of GnRHa released from EVAc implants was not
accurate because the method was not specific for GnRHa, however, released proteins were detected up
to 336 h after the start of the assay. Finally, 95% cholesterol and EVAc implants resulted in longer GnRHa
release profiles compared to the release profile of alginate implants; however, given the potential of
alginate as an excipient, it is desirable to continue its evaluation by incorporating other components and
coatings to delay the release of active compounds.

Keywords: reproduction, fish, GnRHa, cholesterol, alginate, EVAc
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Figura 17. Perfil de liberacion de albumina de suero bovino (BSA) de implantes con 1.5% de alginato de
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Figura 18. Implante de alginato- PEGMA elaborado por el método de gelificacidn interna cubierto con
EVAc. A, vista superior; B, vista lateral. La flecha indica la cobertura de EVAc. La barra de escala
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Figura 19. Perfil de liberacion de albumina de suero bovino (BSA) de implantes con 1.5% de alginato de
sodio-PEGMA cubiertos con EVAc en distintas modalidades y con 300 ug de BSA. Promedio +
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Figura 20. Cortes en microtomo de implantes de alginato-PEGMA. A, alginato-PEGMA (método de
gelificacion externa); B, alginato-PEGMA (gelificacidn interna); C, alginato-PEGMA (gelificacién
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Figura 21. Implante de alginato-PEGMA (gelificacidon externa). A, vista superior; B, implante dentro de
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Figura 22. Implante alginato-PEGMA (gelificacién interna). A, implante antes de sumergirse en solucién
Ringer; B, 24 h; y C, 48 h después de sumergirlos en solucion Ringer. La barra de escala indica 1
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Figura 23. Implante alginato-PEGMA (gelificacién interna) cubierto con HEMA-PEGMA, sumergidos en
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Figura 26. Implante alginato-PEGMA cubierto con EVAc. A, implante antes de sumergirse en solucion
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Figura 28. Perfil de liberacion de albumina de suero bovino (BSA) de implantes tratamiento de EVAc con
300 pg de BSA+ 571 pgy un control con 571 pg de BSA. Promedio + desviacion estandar........... 41

Figura 29. Perfil de liberacion de proteina de los implantes de colesterol/celulosa (95 y 5%) e implantes
con 1.5% de alginato de sodio-PEGMA cubiertos de EVAc/inulina. Cada implante contenia 200 pg
de GnRHa. Promedio £ desviacion eStaNdar. .........ccocueirieiiiiieiiieceeeeie et e s 42


https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927659
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927659
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927659
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927660
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927660
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927660
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927661
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927661
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927661
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927662
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927662
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927662
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927662
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927663
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927663
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927664
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927664
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927664
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927665
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927665
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927665
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927666
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927666
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927666
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927667
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927667
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927667
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927668
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927668
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927668
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927669
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927671
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927671
https://d.docs.live.net/3b13b7bd0df010f7/Documents/Melanie%20MCA/Hormonas/Tesis/Tesis%20Melanie%20Estrada%20VF-correciones%20comité%20.docx#_Toc93927671

Figura 30. Perfil de liberacién de proteina de implantes de EVAc. Promedio + desviacién estandar
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Capitulo 1. Introduccion

La pesca es una actividad que se remonta a la prehistoria (Vilches, 1980); sin embargo, el volumen de la
produccién pesquera mundial se ha estancado por la dramdtica disminucidn de poblaciones marinas
naturales, lo que ha sido ocasionado por la sobreexplotacién que ha generado el aumento de la demanda
de alimentos por el crecimiento acelerado de la poblacién humana (FAO, 2020). A raiz de este problema,
la acuicultura ha crecido en importancia durante las ultimas décadas, de tal manera que para el afo 2018
su contribucién a la oferta de alimentos de alta calidad nutricional representd el 46% de la produccién

pesquera mundial (FAO, 2020).

Durante muchos afios se creyé que los recursos del mar eran infinitos, por ello no existia un control sobre
la pesca, una de las principales actividades econémicas de México. La acuicultura es un sector muy
importante para el desarrollo econédmico del pais, por lo que es necesario que esta actividad se lleve a
cabo de la manera mas eficiente posible. Uno de los retos mas grandes a los que se enfrenta este sector
es el cultivo de especies marinas, dado que la disponibilidad de agua dulce y de dreas continentales es
limitada en contraste con la disponibilidad de dreas para el desarrollo de cultivos marinos. Para que el
cultivo de una especie marina con potencial sea exitoso, es necesaria su domesticacién. En este sentido,
una de las dificultades del proceso de domesticacidén de peces marinos es su reproduccion en cautiverio.
Por esta razén, el desarrollo de las técnicas de cultivo ha involucrado distintos métodos para lograr una

reproduccion exitosa (Mylonas y Zohar, 2001; Teletchea, 2015).

Uno de los problemas mas comunes en los peces criados en cautiverio es la ausencia de desove
espontaneo, ya que existe un bloqueo hormonal que impide el proceso reproductivo normal. Actualmente
se desconocen los procesos fisioldgicos que ocasionan esta disfuncidén reproductiva, misma que depende
de la especie en cuestién, asi como de otros factores que participan en conjunto para completar el proceso
de reproduccién. Por lo general, este problema se expresa en mayor proporcién en las hembras, ya que a
pesar de que inician un desarrollo gonadal normal, no logran alcanzar la maduracidn final de los ovocitos
(FOM por sus siglas en inglés) en el proceso de ovogénesis, por lo tanto, no desovan. En el caso de los
machos, a pesar de que pueden producir semen, el volumen es pequefio y por lo general de mala calidad.
Derivado de estos problemas, a lo largo del tiempo ha sido necesario inducir los desoves de los organismos
haciendo uso de algunas hormonas y sus analogos como la GnRH que participa de manera importante en

el proceso reproductivo ( Zohar, 2021).
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La totoaba (Totoaba macdonaldi), los meros (Epinephelus spp), los robalos (Centropomus undecimalis y
Centropomus viridis) y la lubina europea (Dicentrarchus labrax), entre otros, son especies con gran
potencial en la acuicultura, pero que al igual que muchas otras, presentan alteraciones en su ciclo
reproductivo cuando son criadas en cautiverio, por ello es necesario realizar mds estudios para conocer
las dosis minimas de GnRH que inducen el desove en estas especies, asi como el mejor vehiculo de entrega
de dicha hormona ( Marino et al., 2000; True, 2012; Navarro et al., 2019). En el presente trabajo se
fabricaron, caracterizaron y evaluaron implantes con diferentes excipientes para la liberacién in vitro de
BSA como proteina modelo y GnRHa. Los excipientes usados fueron colesterol y celulosa como aglutinante,
alginato de sodio y etilvinilacetato (EVAc). Adicionalmente como cobertura para los implantes de alginato

se us6 HEMA-PEGMA y EVAc con algunas modificaciones.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Endocrinologia de la reproduccién en peces

En los peces, como en otros vertebrados, la reproduccion es regulada por el cerebro, esto se logra a través
de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH por sus siglas en inglés). La GnRH es un
decapéptido relativamente bien conservado que se produce en el hipotalamo y es transportado a la
hipdfisis. Las diferentes isoformas que se han identificado de esta hormona se han nombrado de acuerdo
con la especie donde se han descrito primero, pero pueden encontrarse también en otras especies. Los
peces son el grupo filogenético donde se han identificado un mayor nimero de variantes de esta hormona,
donde a partir de la identificacion de GnRH de salmén (sGnRH), se han identificado siete isoformas mas
de GnRH. De las ocho isoformas identificadas en total, seis son exclusivas de teledsteos. Ademas, este
grupo de peces también expresan la forma GnRH de mamifero (mGnRH). Dependiendo de la especie, las
funciones hipofisiotrdpicas se llevaran a cabo por la mGnRH o la sGnRH (Matsuo et al., 1971; Sherwood et

al., 1983; Estévez, 2008).

La GnRH estimula la produccidon de las gonadotropinas: la hormona foliculo estimulante (FSH por sus siglas
en inglés) que regula el proceso de la vitelogénesis en las hembras y la espermatogénesis en los machos;
y la hormona luteinizante (LH por sus siglas en inglés) que regula la FOM y la espermiacién (Harvey y Hoar,

1980; Zohar, 1988; Montero y Dufour, 1996; Peter y Yu, 1997; Schulz et al., 2010).



1.1.1.1 Control reproductivo en hembras

En las hembras, durante la vitelogénesis, las gonadotropinas estimulan la produccidn de testosterona (T)
en las células teca y su posterior aromatizacién a 17 B -estradiol (E2) en las células granulosas del foliculo
ovarico. Este proceso ocasiona el aumento de E2 en plasma, lo que conlleva a la produccidn de vitelogenina
(Vtg) en el higado. La Vtg es secretada a la sangre y por esta via llega al ovocito, que mediante un receptor
en su membrana plasmatica la reconoce y forma una vesicula pinocitica. En general, este proceso es
regulado por la FSH. Al finalizar el proceso de la vitelogénesis, es notable el aumento de LH, lo que deriva
en un aumento en los niveles plasmaticos del esteroide inductor de la maduracién (17,20B-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona o 17,20B,21-trihidroxi-4-pregnen-3-ona), que es responsable de actuar a nivel de la
membrana del ovocito induciendo asi la FOM (Gordon et al., 1987; Peter y Yu, 1997; Mylonas y Zohar,
2001).

La FOM, es un proceso celular que inicia cuando el ovocito se libera del arresto en profase | por la
activacion del Factor Promotor de la Maduracion (MPF por sus siglas en inglés). Los eventos que se
desencadenan durante la FOM son la migracidon y ruptura de la vesicula germinal, reestructuracién
citoplasmdtica y cambios en la proteina del vitelo, osmorregulacién, formacién del blastodisco y la
maduracién cortical. Para que el MPF sea activado es necesario que se desencadene una cascada de
sefializacion que inicia con la hormona 17a, 20B, 21-trihidroxi-4-pregnen-3-ona (20B -S), cuyos niveles
aumentan como consecuencia de la transicidon que hay en el control endocrino de la reproduccién de FSH

a LH (Lubzens et al., 2010).

1.1.1.2 Control reproductivo en machos

En los machos, las gonadotropinas se encargan de regular el proceso de la espermatogénesis y
esteroidogénesis a través de la produccién de andrégenos, estrogenos y progestagenos. El principal
andrégeno es la 11- cetotestosterona (11-KT) en las células Leydig y T que funge como su precursor. Los
niveles de 11 KT en plasma varian entre especies y durante el proceso reproductivo, pero por lo general
se ha mostrado un aumento en los niveles durante la espermatogénesis, y una disminucion de esta durante
la espermiacidn, estos niveles en general se encuentran regulados por la LH (Nagahama, 1994; Miura et

al., 1995; Mylonas y Zohar, 2001; Schlz et al., 2010).



1.1.2 Alteraciones en el proceso reproductivo de peces criados en cautiverio

Es comun que los peces criados en cautiverio tengan diversas alteraciones en su proceso reproductivo que
evitan que liberen sus gametos al medio de manera espontdnea. Generalmente, estas alteraciones se
atribuyen a que las condiciones ambientales no son las adecuadas para los organismos, ademas, pueden
involucrar deficiencias en su alimentacion y problemas asociados al estrés que ocasionan las practicas de
cultivo. Las condiciones estresantes a las que se enfrentan los peces criados en cautiverio también pueden

ocasionar afectaciones en el sistema inmune, asi como en el crecimiento (Mylonas y Zhoar, 2001).

De acuerdo con Zohar y Mylonas (2001), las alteraciones reproductivas se pueden clasificar en distintas

categorias:

Ausencia de desarrollo gonadal: como en la anguila europea (Anguilla sp.) y en el jurel del Mediterraneo
(Seriola dumerili), especies de importancia comercial en acuicultura. En condiciones de cultivo las hembras
no presentan el proceso de vitelogénesis hasta después de algunos afios de estar en cautiverio, sin
embargo, los pocos ovocitos que se desarrollan son de un didmetro muy pequefo, por tanto, inician un

proceso de reabsorcion gonadal (Fontaine, 1975; Zohar y Mylonas, 2001).

- Ausencia de la maduracion final del ovocito: el proceso de vitelogénesis se lleva a cabo de manera normal,
pero no se completa la FOM, que es la ultima fase de la ovogénesis, necesaria para un desove espontaneo.
Esta alteracién se ha observado en el lenguado de verano (Paralichthys lethostigma) (Berlinsky et al.,

1997).

- Ausencia del desove: Esto ocurre cuando los organismos completan la maduracidn del ovocito, pero no
son capaces de expulsarlos al medio, por lo que es necesaria la extraccidn de los ovocitos en forma manual.
Esta condicién se ha observado en el rodaballo (Scophthalmus maximus) (Gordon et al., 1987; Estay et al.,

1994; Zohar y Mylonas, 2001).

Diversos estudios con lobina rayada y en dorada han demostrado que lo mas comun en estas especies es
gue no logran completar la FOM, debido a que no hay liberacion de la LH durante la temporada de desove,
a pesar de que esta hormona se acumula en la hipodfisis durante la ovogénesis (Zohar, 1988; Mylonas et

al., 1997; Mylonas et al., 1998).
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La categoria de clasificacion en la que se incluye a cada especie dependera de la etapa de la ovogénesis
que esté bloqueada. La mayor parte de las especies estudiadas se clasifican en la categoria de ausencia de
la maduracién final del ovocito, condicidn que tiene como consecuencia la ausencia de desoves (Mylonas

y Zohar, 2001).

Se ha demostrado que la manipulacidon de algunos pardmetros ambientales como la temperatura,
fotoperiodo, salinidad, volumen de los tanques y vegetacion del sustrato, pueden mejorar las condiciones
de cultivo, propiciando los desoves espontaneos de huevos de mejor calidad. Sin embargo, de manera
general, se puede hablar de que los tratamientos hormonales para la induccién al desove son necesarios

para la mayoria de las especies marinas cultivadas (Zohar, 1989; Munro et al., 1990).

1.1.3 Induccion al desove

Desde 1930 se ha llevado a cabo la induccién al desove de organismos acuaticos. El pionero en el desarrollo
y aplicacién de estas terapias fue el profesor B.A Hussay, quien gand el Premio Nobel de Fisiologia en 1947.
Sus estudios se centraron en las funciones de la hipéfisis de Cnesterodon decemmaculatus, donde observé
gue el tratamiento de hembras maduras con homogenizados de hipdfisis inducia la ovulacién. Esta
induccion se llevaba a cabo mediante la inyeccidn de extractos crudos de hipdfisis (hipofisacion), obtenidos
de organismos sexualmente maduros, generalmente de carpa. Uno de los problemas que genera el uso de
estos extractos se debe a que se inyectan completos, es decir, no existe una purificacién de las hormonas
de interés, en este caso de las gonadotropinas (LH y FSH). Por lo tanto, se adicionan otro tipo de moléculas
a los organismos que reciben la terapia, lo que puede ocasionar efectos negativos como la transmision de
enfermedades y una respuesta inmune no deseada. Un ejemplo de esto es que en la siguiente temporada
reproductiva sea necesaria una dosis mas alta para poder inducir el desove en organismos tratados

anteriormente (Houssay, 1930; Mylonasy Zohar, 2001; Zohar y Mylonas, 2001).

A causa de los problemas relacionados con el uso de extractos crudos de hipdfisis, se utilizd mas
comuUnmente la gonadotropina coriénica humana (hCG por sus siglas en inglés), extraida de la orina de
mujeres embarazadas, y también la LH obtenida por separaciéon cromatografica. La hCG se ha probado con
éxito en distintas especies, pero su uso tiene algunos inconvenientes, como su alto costo, y que los peces

pueden desarrollar una respuesta inmune, lo que implica que para la siguiente temporada reproductiva el
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tratamiento ya no sea efectivo o se requieran dosis mayores para que el tratamiento sea exitoso (Lam,

1982; Zohar, 1989b; Zohar y Mylonas, 2001).

Actualmente, los analogos de la GnRH (GnRHa) son las hormonas mds utilizadas para la induccidn al desove
y para incrementar el volumen y calidad del semen. La GnRH nativa es rapidamente degradada por accién
enzimatica, en contraste, los analogos de esta hormona han sido modificados en su estructura, por lo que
son mas resistente a la degradacidn enzimatica. Esta modificacién consiste en la eliminacién o el cambio
del D-aminoacido que se encuentra en la posicidon 6, asi como una sustitucion de etilamida (NEt) en la
posicion 10. Las GnRHa se sintetizan artificialmente, por lo que no conllevan el riesgo de transmitir
enfermedades a los reproductores, como podria ocurrir con el uso de extractos crudos de hipdfisis.
Ademas, otra de las ventajas del uso de estos andlogos es que aparentemente no desencadenan una
respuesta inmune, lo que les otorga una ventaja sobre la hCG. Asi mismo, la GnRHa actua en un nivel
superior en el eje Hipotalamo-hipofisis-gdnada (HHG), comparada con las gonadotropinas, lo que permite
que exista una estimulacion mas equilibrada de los eventos reproductivos (Zohar, 1988; Crim y Bettles,

1997).

Las GnRHa mads utilizadas en la industria de la acuicultura son la de mamifero (mGnRHa) y la de salmén
(sGnRHa). Ambas presentan el cambio en el aminodcido de la posicidon 6. En las mGnRH y sGnRH se
sustituyo la Gly por DAla y por DArg respectivamente, ademas la posicién 10 se sustituyd por etilamida

(NEt). Ambos analogos son potentes inductores del desove en peces (Alok et al., 2000; Mylonas y Zohar,

2001). Estos analogos se administran por diferentes vias, asi como en diferentes dosis, dependiendo de la
especie en cuestion. Ademds de la inyeccién con suero fisioldgico como vehiculo, también se utilizan
implantes de liberacion prolongada, los elaborados con colesterol son los mas utilizados, debido a que su
fabricacidn es relativamente mas sencilla, comparada con los implantes o microesferas de polimeros

biodegradables (Mylonas y Zohar, 2001).

A pesar de que la inyeccidn intraperitoneal es una de las vias de administracion mas utilizadas, no siempre
resulta efectiva en una sola aplicacion, debido a que algunas especies presentan un desarrollo ovarico
asincrénico, por lo que no culmina en un desove del 100% de las hembras. Por otra parte, la GnRHa se
diseid para tener una mayor resistencia a la degradacidn enzimatica, en comparacién con la GnRH nativa
(5 minutos). Sin embargo, la vida media in vivo de la GnRHa solo aumenta a 23 minutos, por lo tanto,
cuando se administra por inyeccion los efectos no siempre son los esperados (Zohar et al., 1995). Por
ejemplo, en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con una sola inyeccién con [D-Ala6, Pro9-NHEt] LHRH,

se determiné que la concentracién de la hormona solo se encontraba en circulaciéon sanguinea durante 8
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horas, por consiguiente, no provocé que los peces desovaran y fue necesario aplicar una segunda dosis

para estimular el desove (Crim et al., 1988).

La FOM es un proceso celular que puede requerir de varios dias y, por ende, la GnRH se debe mantener
en las concentraciones adecuadas en el plasma durante este periodo, ademds que la respuesta de los
foliculos ovaricos a la estimulacién no es inmediata. El periodo en el que la FOM ocurre puede variar entre

algunos dias o semanas, de acuerdo con Mylonas y Zohar (2001) y esto dependera de:

- Lasensibilidad de la especie al estrés ocasionado por el procedimiento para la induccidn.

- Latemperatura del agua.

- La etapa de desarrollo gonadal y de su cercania a la maduracion con respecto al momento del

tratamiento con la GnRHa.

Debido a lo anterior, en los protocolos de induccién se ha optado por la aplicacion de mas de una inyeccion
en el transcurso de horas o dias dependiendo de la especie, para que el proceso se lleve a cabo con éxito.
Sin embargo, el aplicar mds de una inyeccién en los organismos significa un aumento del estrés, por ello,
es necesario usar alternativas como los implantes para reducir significativamente el manejo de los
organismos (Mylonas y Zohar, 2001). Para obtener un buen medio de aplicacién de estas hormonas es
necesario tomar en cuenta diferentes parametros como el excipiente a usar, la forma farmacéutica, via de

administracién y cinética de liberacién (Sumano y Ocampo, 2006).

1.1.4 Excipientes con potencial para la liberacion prolongada de GnRHa

1.1.4.1 Colesterol

El colesterol, es un lipido de tipo esterol (Figura 1), componente integral de las membranas de las células
eucariotas y es una molécula clave para controlar los parametros fisicoquimicos de la membrana como la
fluidez y la organizacidn. Es el precursor de algunas hormonas esteroideas, y, desempefia también otras
funciones biolégicas como regulador en la resistencia a farmacos, y, en la respuesta inmune frente a los
virus al estabilizar la membrana cuando ha sufrido un dafio estructural (Chakraborty et al., 2020). Por otra

parte, la presencia de un grupo 3-hidroxi hidréfilo junto con un dominio hidrocarburo le confieren al



8

colesterol una naturaleza anfifilica, por lo anterior y por ser un material asequible, biocompatible y de facil
manejo lo hacen un material ampliamente utilizado en la administracién de diversos farmacos, incluida la
GnRHa para la reproduccién en peces (Sherwood et al., 1988; Mallick et al., 2018; Albuquerque et al.,

2019).

H

Figura 1. Estructura quimica del colesterol (modificada de Bloch, 1991).

1.1.4.2 Celulosa

La celulosa es la macromolécula biolégica mas abundante. Es un polisacdrido lineal compuesto de
moléculas B-glucosa (Figura 2). Debido a los enlaces B-1,4 — glucdsido entre las unidades, se forma una
estructura lineal y rigida, donde se establecen multiples puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo
de distintas cadenas yuxtapuestas de glucosa, haciendo esta estructura mas resistente e insoluble en agua.
El peso molecular de la celulosa es muy variable y depende de diversos factores (Vincent, 1999; Morgan

etal., 2013).

II-I OH |CHZOH
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Figura 2. Estructura quimica de la celulosa (tomada de Richards et al., 2012).



1.1.4.3 Etilvinilacetato (EVAc)

El etilvinilacetato (EVAc, por sus siglas en inglés) (Figura 3) varia en cuanto a sus propiedades quimicas
dependiendo del contenido de acetato de vinilo (VA, por sus siglas en inglés), el cual varia del 40 al 60%
en peso. De igual forma, el grado elastomérico y la polimerizacidn del EVAc depende del contenido de VA.
Por otra parte, la reticulacion de EVAc se puede lograr usando peréxidos y métodos de radiacion. Entre las
aplicaciones del EVAc se encuentra la fabricacién de revestimientos, cables, extrusiones médicas y sellos.
Asi mismo, también ha sido usado como excipiente para la liberaciéon de GnRHa en atun (Mylonas et al.,

2007; Schneider et al., 2017).

{ CH2 cHz CH_ CHZ

c=0

Figura 3. Estructura quimica del etilvinilacetato (EVAc, tomado de Merck).

1.1.4.4 Inulina

La inulina, es un polisacdrido que forma parte de la familia de los fructanos (Figura 4). Es un biopolimero
constituido por unidades D-fructosa unidos por enlaces B-(122) y un residuo terminal de D-glucosa que
se une a una D-fructosa por el enlace a-(1 = 2). Su peso molecular varia en funcidn del grado de
polimerizacion. La inulina es importante en la industria alimentaria y farmacéutica (Franck, 2002; Barclay

et al., 2010).



10
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Figura 4. Estructura quimica de la inulina (tomado de Merck).

1.1.4.5 Albumina de suero bovino (BSA)

La albumina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés) es una proteina transportadora que forma
complejos con diferentes moléculas poco solubles en medios acuosos, de esta manera, aumenta la
cantidad de moléculas bioactivas que se pueden transportar por la sangre dentro del organismo. Entre
estas moléculas se encuentran hormonas esteroideas, fadrmacos y acidos grasos. La BSA es una proteina
soluble en agua, compuesta de 583 aminoacidos. Tiene un peso molecular de 66,430 g/mol. Debido al
conocimiento que se tiene sobre su estructura, es usada ampliamente como proteina modelo en diversos

estudios en el campo biomédico (Figura 5) (Carter y Ho, 1994).

Figura 5. Representacion 3D de la molécula de albimina (tomada de Monje, 2014). Dominio Al-rojo, dominio All- verde,
dominio Alll- azul, dominio Bl- amarillo, dominio Bll- magenta, dominio Blll-cyan.
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1.1.4.6 Alginato de sodio

El alginato de sodio es un biopolimero no tdxico abundante en la naturaleza, se puede encontrar como
componente estructural de algas marinas pardas o como polisacdrido estructural de bacterias. El alginato
comercializado se extrae de algas pardas como Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria
digitata, Ascophyllum nodosum, Laminaria japodnica, Eclonia mdxima, Lessonia nigrescens, durvillea
antactica y Sargassum sp. (Lee y Monney, 2012). El alginato se encuentra en la matriz intracelular en forma
de sal de diferentes cationes como el sodio, calcio y magnesio (Gambotz y Wee, 1998). Este biopolimero
se encuentra formado por acido D- manurdnico (M) y 4cido L- gulurdénico unidos por enlaces 1- 4 (Figura

6) (Draget, 2009).

——
M-Block

Na0OG on  H NaOOC OH
\OG/_A&/’T&/O 0
H -0 0 OH 0 %
NaooC  OH 0 o ‘— OH
OH COONa

%(_/
G-Block

Figura 6. Estructura del alginato de sodio (imagen tomada de Salisu et al., 2016).

El peso molecular del alginato de sodio comercial puede oscilar entre 32000 y 400000 g/mol, por lo tanto,
cuanto mas elevado sea el peso molecular del alginato las soluciones serdn mas viscosas (Draget, 2009;
Lee y Monney, 2012). En este sentido, el alginato de sodio con mayor cantidad de acido gulurdnico es mas
soluble en agua comparado con el que es mas rico en acido manurdnico (Goh et al., 2012). Las propiedades
fisicas y quimicas de los alginatos los han hecho utiles para diversas aplicaciones alimentarias e
industriales. Entre estas propiedades se encuentra la capacidad de retener agua, propiedades gelificantes,
de viscosidad y estabilizante. Por lo anterior, el alginato es una excelente opcidon para la elaboracion de
nuevos biomateriales para el cultivo de células, control de la liberacidn de farmacos e ingenieria de tejidos

(Alban, 2002; Senni et al., 2011; Coleman et al., 2011; Bidarra et al., 2014, Venkatesan et al., 2015).



12

1.1.4.7 Reticulacién del alginato de sodio

La formacién de hidrogeles depende estrictamente de las caracteristicas del polimero, asi como del
reticulante. En el caso de los geles de alginato, su formacion depende de la naturaleza y propiedades de Ia
cadena polimérica, tipo de reticulante y tipo de auxiliar reticulante (Draget, 2009). La reticulacion o
entrecruzamiento del alginato se puede obtener por métodos quimicos o fisicos, los cuales, confieren la
posibilidad de controlar la cinética de gelificacién y propiedades del hidrogel (Yu y Ding, 2008; Bidarra et
al., 2014). Por otra parte, se sabe que los alginatos con un alto contenido en bloques G, tienden a formar
geles fuertes, rigidos y porosos, mientras que, los geles con un alto contenido en bloques M formaran

geles mas débiles y elasticos (Lee y Monney, 2012; Paques et al., 2014).

Los hidrogeles de alginato se preparan principalmente por el método de reticulacion iénica, que consiste
en mezclar una solucién de alginato con un reticulante idnico, como lo son los cationes divalentes (Ca®*,
Ba%* y Al**), siendo el ion calcio el més utilizado. Durante la reticulacion los blogues G de un polimero se
unen con los bloques G de otro, de esta manera forman una estructura conocida como “caja de huevo”,

lo que dara lugar a un gel (Figura 7) (Grant et al., 1973).
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Figura 7. Representacion esquematica del modelo “caja de huevo” con cationes de calcio (tomada de Bade et al.,
2017).

La formacion de geles de alginato por el método idnico se puede dar por dos métodos, denominados
gelificacion externa (ge) y gelificacidn interna (gi) (Figura 8). En el primer caso, el CaCl, se utiliza como
reticulante, ya que es soluble en agua, los iones de calcio se difunden desde la solucién de CaCl; al interior
del alginato, de esta manera el gel de alginato se forma de manera casi inmediata (Paques et al., 2014).
Por otra parte, en el método de gelificacion interna se utiliza como reticulante una sal insoluble en agua
(ej. CaCOs) que se mezcla con la solucién de alginato, en este caso, los iones de calcio se liberaran desde

el interior de la mezcla cuando hay una disminucidn de pH, o bien, si se aumenta la solubilidad del calcio,
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de esta manera se da la formacion del gel en un proceso mds lento que el que se da durante la gelificacion

externa (Draget, 2009; Paques et al., 2014).

A Ajuste de difusion B
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Figura 8. Reticulacidn del alginato. A, gelificacion externa, la solucidn de alginato se gotea a una solucién de CaCl.
para que los iones de Ca ?* difundan desde el exterior hacia el interior del alginato; B, gelificacién interna, la solucién
de alginato se mezcla con CaCOs, los iones de calcio se liberaran desde el interior de la solucidn cuando disminuye el
pH, (modificada de Draget, 2009).

1.1.4.8 2- hidroxietilo de metacrilato (HEMA)

El 2-Hidroxietilo metacrilato (HEMA por sus siglas en inglés), es un polimero no biodegradable estable en
el agua con una alta transparencia (Figura 9). Las propiedades fisicas como la hinchazén, rigidez y reologia
pueden ajustares con la densidad de reticulacion, es decir, incorporando diferentes quimicos a través de
copolimerizacién. En este sentido, una reduccién en la densidad de reticulacién de HEMA, daria como
resultado un gel mds suave y maleable, que podia resultar mas apto para la regeneracién de tejidos.
Actualmente, este polimero es ampliamente utilizado como biomaterial sintético para aplicaciones

biomédicas (Samavedi et al., 2014).

H,C
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Figura 9. Estructura quimica del 2-Hidroxietilo de metacrilato (HEMA) (tomada de Merck).
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1.1.4.9 Metil éter metacrilato de polietilénglicol (PEGMA)

El metil éter metacrilato de polietilénglicol (PEGMA, por sus siglas en inglés) es un poliéter ampliamente
utilizado en el campo medicinal (Figura 10). Es un material soluble en agua, etanol, benceno y
diclorometano, mientras que es insoluble en éter dietilico y hexano. Su peso molecular es alrededor de
500 g/mol. En cuanto a su estructura, las cadenas de PEGMA unidas a la superficie de un material dan una
forma similar a un cepillo en la interfaz agua/superficie, esta propiedad, limita el acercamiento de
bacterias por lo que lo hace un buen material en las aplicaciones médicas, como se menciond

anteriormente (Stoodley et al., 2013; Zarrintaj et al., 2020).

0
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Figura 10. Estructura quimica del metil éter metacrilato de polietilénglicol (PEGMA) (tomada de Merck).

1.1.5 Formas farmacéuticas usadas para administrar tratamientos hormonales en peces

Otro aspecto importante que se busca actualmente en la induccién del desove en los peces marinos es
reducir el estrés ocasionado por los procedimientos para el suministro de las terapias hormonales. En este
sentido, se han estudiado diferentes estrategias para el suministro prolongado de la GnRHa, sin que se
requiera mas de una intervencion. Esto se ha logrado utilizando diferentes formas farmacéuticas, como lo
son los implantes de colesterol con celulosa e implantes y microesferas de polimeros biodegradables, que
mantienen resguardada la hormona y liberan lentamente su contenido en el torrente sanguineo (Mylonas

y Zohar, 2001).

1.1.5.1 Implantes de colesterol

Los primeros estudios de la eficiencia de estos implantes para inducir la maduracion gonadal y la ovulacion

se realizaron en mamiferos, demostrandose que existia una liberacidn prolongada de GnRHa. Después se
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probaron estos métodos en peces criados en cautiverio para inducir la FOM vy el desove. Los primeros
estudios en peces se realizaron en el salmdn del Atlantico y se comprobd que esta via de administracion
fue mucho mas efectiva que el suministro convencional de mds de una inyeccién intraperitoneal (Kent et

al., 1980; Weil y Crim, 1983).

Los implantes de colesterol fueron los primeros en ser evaluados como un sistema de liberacién sostenida
de GnRHa para peces. Se preparan comprimiendo una mezcla de colesterol, celulosa y GnRHa en polvo en
una prensa. Pueden ser elaborados con dosis que van de 25 a 250 pg/kg y son aplicados intraperitoneal o

intramuscularmente con ayuda de un aplicador (Mylonas y Zohar, 2001).

Una vez que el pez fue implantado, la GnRHa contenida en el implante es liberada por difusién al medio.
La cinética de la liberacién depende de la relacién colesterol:celulosa, de esta manera, una matriz con un
contenido de colesterol <95% se considera de liberacidn rapida, mientras que si el contenido de colesterol
es >95%, se considera de liberacidn lenta. Los implantes hechos solo de colesterol (100%), han resultado
inefectivos en Pargus major, ya que solo han liberado el 6% de la GnRHa después de 70 dias. Una buena
relacion de colesterol:celulosa puede dar una liberacidon lenta de al menos ocho semanas (Crim et al., 1983;

Matsuyama et al., 1995).

Por otra parte, se ha descrito otro método para la elaboracién de estos implantes, donde se sustituye la
proporcién de celulosa que se agrega en el implante por manteca de cacao que funciona como aglutinante.
Estos implantes tuvieron una liberacidon lenta de mGnRHa cuando fueron probados en Trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) con una dosis de 100 pg/kg (Crim et al., 1988).

Una de las ventajas que tienen los implantes de colesterol es que su preparacién es relativamente sencilla
y los materiales son faciles de conseguir, y exceptuando la hormona, su costo no es muy elevado. La
desventaja es que se recomienda que sean preparados individualmente, por lo que su manufactura resulta
tardada, y los implantes presentan una variacién significativa en la liberacidn de la hormona (Carolsfeld et

al., 1988; Mylonas y Zohar, 2001).

1.1.5.2 Implantes de etilvinilacetato (EVAc)

Estos implantes se preparan afiadiendo un solvente al copolimero, ademds de una mezcla de inulina/

albimina de suero bovino (i/bsa) y la cantidad apropiada de GnRHa en polvo. Al evaporarse el solvente,
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se obtiene el polimero con el que se formaradn los implantes cilindricos, que seran colocados
intraperitonealmente en los organismos con ayuda de un aplicador tipo jeringa. La hormona en este
implante se va liberando lentamente por difusidn cuando esta en contacto con el organismo, la cinética
de liberacién depende de la velocidad de difusién de la hormona, por lo general su liberaciéon toma dos o
mas semanas. La duracién del periodo de liberacion de estos implantes se puede alargar dependiendo del
porcentaje de i/bsa que contenga el implante o de su geometria, también se puede agregar algln
recubrimiento que controle la permeabilidad del implante, de esta manera se podria lograr una liberacion
mas prolongada (Rhine et al., 1980; Brown et al., 1986; Zohar 1996). La fabricacidon de estos implantes es
mdas compleja que la de los implantes de colesterol, pues se requiere de experiencia y equipo especializado

(Zohar, 1996).

1.1.5.3 Microesferas biodegradables

Los poliésteres biodegradables de acido lactico y glicélico originalmente eran usados como material de
sutura en las cirugias; fue a partir de 1970 cuando los copolimeros de lactico-glicélico (p[LGA]) se evaluaron
como vehiculos de entrega para la liberacidn de GnRH en peces. Otro tipo de polimero biodegradable para
la administracién de GnRHa son los polianhidridos, que se sintetizan como polimeros utilizando el dimero
de acido erucico y 4cido sebdsico. Las microesferas biodegradables se preparan por el método solvente-
evaporacién utilizando una doble emulsién y por lo general se les coloca un 3% de GnRHa. La liberacion
de la GnRHa es el resultado de la difusion del péptido, asi como de la degradacién del polimero. La tasa de
liberacion de GnRH a partir de estas microesferas puede ser hasta de ocho semanas, y da como resultado
un incremento en la concentracion de LH en el plasma, este incremento puede variar dependiendo del
estado de desarrollo gonadal en el que se encuentre el organismo (Chasin et al., 1990; Mylonas et al.,

1995).

Del andlisis de los diferentes medios para el suministro de terapias hormonales y de los resultados
observados en diferentes especies, se puede concluir que no hay un tratamiento Unico para la induccion
de la FOM y de los desoves en especies de importancia para la acuicultura, ya que esto depende
principalmente de la especie, del grado de desarrollo gonadal, asi como de los recursos con los que se

cuente para dicho procedimiento.



17

A continuacidn, se presenta una tabla modificada de Mylonas y Zohar (2001), donde se resumen parte de

las investigaciones que se han realizado en varias especies, administrando diferentes dosis de GnRHa con

diversos vehiculos.

Tabla 1. Sintesis de estudios realizados para inducir ovulacién y desove en diferentes especies utilizando analogos

de GnRH (modificada de Mylonas y Zohar, 2001).

Especie Nombre Vehiculo de Dosis GnRH 2 Efecto Referencia
comun liberacion®  (pg/kg)
Centropomus  Robalo Chol 100 B,C,M,S Ovulacion Skapura et al.
undecimalis (2000)
Dicentrarchus Lubina EVAc 100 A Desove Forniés et al.
labrax europea (2000)
Morone Lubina p[Fad-sa] 40 A Desove Mylonas et al.
chrysops blanca (1997b)
Epinephelus Mero EVAc 15-180 A Ovulacién Marino et al.
marginatus (2000)
Pagrus major  Pargo Met 70 A Vitelogénesis, Matsuyama et
japonés desove al. (1993)
Sparus aurata Dorada EVAC 230 AR Desove Zohar et al.
(1990b)
Umbrina Verrugato p[Fad-sa] 40 A Desove Mylonas et al.
cirrosa (1999)
Salmo trutta  Trucha de EVAc 125 A Ovulacién Goren et al.
rio (1995)
Oncorhynchus Trucha Chol 25-125 T Ovulacién Crim et al.
mykiss arcoiris (1983)
Chanos Milkfich Chol 40 A Desove Lee et al
chanos (1986)
Thunnus Atun rojo EVAc 560-840 A Desove Mylonas et al.
thynnus (2007)
Solea Lenguado EVACc - A Desove Guzman et al.
senegalensis  senegales (2011)
Thunnus Atun rojo EVAc 40-100 A Ovulaciény Rosenfeld et
thynnus Desove al. (2012)
Centropomus Robalo - 100 y 200 A Desove Contreras-
undecimalis blanco pg/pez Gacia et al.
(2015)

1 EVAc= etilvinilacetato ; p[Fad-sa]=Poli (dimero de acido graso-acido sebacico); Chol= colesterol
2 A= D-AlabPro9NEt-mGnRH; M=Mamifero GnRH nativa; B= GnRH nativa de besugo ; C= GnRH Il nativa de pollo ; R= -

Arg6Pro9NEt-sGnRH; T= D-Trp6-mGnRH; S= GnRH nativa de salmon
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1.1.6 Cinética de liberacion de farmacos

La farmacocinética es una disciplina que estudia el curso temporal de las concentraciones de farmacos, asi
como sus metabolitos en el organismo y su relacidn con la respuesta farmacolégica. Los estudios de
farmacocinética se basan en determinar la concentracién del fdrmaco a través del andlisis de los procesos
de absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME). La absorcion depende de la liberacién de la
substancia activa y su solubilidad bajo condiciones fisioldgicas. La liberacion es el proceso mediante al
cual el principio activo presente en la forma de dosificacion llega a estar disponible para su absorcion

(Sumano y Ocampo, 2006).

Se han descrito dos tipos de liberacion: inmediata y modificada. En la inmediata, la liberacion de la
sustancia activa no esta modificada por algun disefio de formulacién o método de fabricacién en particular,
un ejemplo de esta liberacién son las inyecciones con suero fisiolégico. Por otra parte, la liberacién
modificada se trata de preparaciones donde se modifica la velocidad y el lugar de libracién de la sustancia

activa; existen dos subtipos de esta clase (Sumano y Ocampo, 2006):

e Liberacidn retardada: Son formas de liberacidn modificada para retrasar la liberacién de una
sustancia activa, esto se consigue con una formulacién y método de fabricacién particular, estas

incluyen preparaciones gastro-resistentes.

e Liberacion controlada: En este caso, el principio activo se libera escalonadamente en el tiempo,

alargandose el efecto terapéutico y puede ser de dos formas.

o Liberacion sostenida: El principio activo se libera a una velocidad constante, con el
objetivo de alcanzar una velocidad de absorcion también constante, y de esta

manera, disminuir las fluctuaciones en los niveles plasmaticos.

o Liberacién prolongada: Son formas farmacéuticas de liberacién modificada para
obtener una liberacién mas lenta de la sustancia activa, en comparacion con una
velocidad de liberacidon convencional administrada por la misma via. Esta liberacidn

se consigue por una formulacion y método de fabricacidn particular.

Definitivamente aun faltan muchos temas por cubrir respecto a las lineas de investigacidon enfocadas al

desarrollo de implantes hormonales en peces. Dentro de estas, la evaluacién de nuevos excipientes y su
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comparacién con los ya existentes es fundamental para contribuir a la optimizacidn de la reproduccién en
cautiverio de estos organismos. Ademas, es preciso que los nuevos protocolos de elaboracién de implantes
que se desarrollen y los ya existentes estén claramente descritos, con el fin de que puedan llegar a ser una

herramienta Util en el campo para los acuicultores.

1.2 Justificacion

La acuicultura es un sector que ha crecido en importancia durante varias décadas. En México el cultivo de
peces marinos esta en sus etapas iniciales de crecimiento y tiene un gran potencial de desarrollo, con
amplios beneficios econémicos y sociales. No obstante, uno de los retos que este desarrollo enfrenta, es
la disponibilidad de organismos juveniles (semilla) para los cultivos comerciales, lo que hace necesario un
control adecuado de los procesos reproductivos de las especies cultivadas. Por lo general, los problemas
reproductivos en los peces marinos criados en cautiverio son una constante en este sector. Parte de estos
problemas incluyen la ausencia de desove en estas especies, debido a un bloqueo hormonal que no
permite la continuidad del proceso reproductivo, lo que se traduce en la ausencia de desoves espontaneos.
Como parte de la solucién a este problema, se han utilizado desde hace varios afios las terapias
hormonales como la Unica alternativa para completar el proceso reproductivo. Hoy en dia son utilizados
compuestos sintéticos como la GnRHa que son mas potentes que las hormonas nativas, estos, son

aplicados utilizando diversos vehiculos.

A pesar de que se han realizado diversas investigaciones sobre la liberacion de GnRHa con distintos
vehiculos de entrega, e incluso existen implantes comerciales (Syndel, Canada) con el fin de inducir el
desove en diferentes especies, su uso es restringido debido a que las dosis en estos implantes
generalmente son bajas al ser disefiados principalmente para salmén (Salmo salar), por lo tanto, no son
efectivas en especies que requieren dosis mas altas. Ademads, para obtener un protocolo de elaboracion
de implantes no es suficiente realizar una revisién de la literatura, ya que no hay una descripcidon completa
de su manufactura, por lo que es necesario que se describan de manera clara los protocolos de
preparacion, y que estos, queden a disposicion de los productores acuicolas para poder ser evaluados en
las especies de interés. Es por lo anterior, que el objetivo de esta investigacidn es encontrar y describir
una formulacién para elaborar implantes de liberacidon prolongada a base de diferentes excipientes y

describir su perfil de liberacién en pruebas in vitro.
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1.3 Hipotesis

e Elperfil de liberacién de GnRHa de implantes de alginato/PEGMA sera mas sostenido y prolongado

en contraste con los implantes elaborados a base de colesterol/celulosa y EVAc.

e El tiempo de liberacién de los implantes de alginato/PEGMA con diferentes coberturas (HEMA-

PEGMA Y EVAc) serd mayor en comparacion con un implante de alginato sin recubrimiento.

1.3.1 Objetivo general

e Comparar el perfil de liberacién in vitro de GnRHa a partir de medios elaborados con diferentes
excipientes (colesterol/celulosa, EVAc y alginato/PEGMA) con una concentracion de 200 pg de

GnRHa/implante.

1.3.2 Objetivos especificos

Describir el perfil de liberacidn in vitro de implantes elaborados con los diferentes excipientes

usando albumina de suero bovino (BSA) como proteina modelo.

e Probar diferentes coberturas (HEMA/PEGMA y EVAc) en implantes de alginato/PEGMA.

e Caracterizar morfologicamente los implantes de alginato-PEGMA con sus diferentes coberturas.

e Describir el perfil de liberacién in vitro de GnRHa de implantes elaborados con colesterol/celulosa,

alginato/PEGMA y EVAc.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Implantes de colesterol/celulosa

La elaboracion de implantes de colesterol se realizé de acuerdo con el método descrito por Lee et al.
(1986) usando dos proporciones diferentes de colesterol (Spectrum, No. Cat. CH135): 100% (Col100) y 95%
colesterol mas 5% de celulosa (Sigma Aldrich, No. Cat.C6429) (Col95) como aglutinante. Para los ensayos
preliminares de liberaciéon se usé BSA (Sigma Aldrich, No. Cat. A730) como proteina modelo, con un
contenido de 100 pg de BSA en cada implante. Por otra parte, se elaboraron implantes control para cada
tratamiento, es decir, implantes sin BSA, esto debido a que en ensayos preliminares se observé que existia
una interferencia del colesterol y la celulosa con el método utilizado para la cuantificacién de proteinas.

De esta manera se pudo restar esta interferencia y obtener una cuantificacion mas precisa.

Se elaboraron 10 implantes de 30.1 mg para cada tratamiento, asi como los respectivos controles. Para
preparar los implantes de colesterol-celulosa, se prepararon 25 ml de solucion de BSA disuelta en etanol
al 50% con una concentracion de 2mg/ml. En una balanza analitica (AND, FR-200) se pesaron 285 mg de
colesterol y 15 mg de celulosa, se colocaron en una placa de plastico y se homogenizaron con una espatula,
se agregaron 350 pl de la solucién de BSA y se homogenizaron. En el caso de los controles solo se agregé
etanol al 50% sin BSA. Debido a que la fabricacion de los implantes no se realizd en una sola sesién la
mezcla de colesterol-celulosa-BSA se dejo toda la noche en un desecador para protegerla de cualquier
percance ambiental. En el caso de los implantes Col100, se pesaron 300 mg de colesterol y se siguid el
procedimiento antes descrito. La siguiente sesion de fabricacién de implantes consistid en colocar las
mezclas Col100 y Col95 en una estufa (Boekel, Boekel Scientific) a 30°C por una hora para eliminar
cualquier remanente de etanol, a continuacién, la mezcla correspondiente a cada formula se homogenizd
en un mortero y posteriormente se pesé en porciones de 30.1 mg. Cada porcion se colocé en un molde de
3 mm de diametro y posteriormente se prensé en una prensa para pelles (Parr Instruments Co., 2811),
para finalmente obtener los implantes. Una vez terminados los implantes, fueron almacenados en frascos

de 5 mly colocados en refrigeracidn hasta su posterior uso.

Para la preparacién de los implantes que contenian GnRHa solo se usé la proporcion 95% colesterol y 5%
celulosa, el procedimiento que se siguid fue el mismo que se describié anteriormente usando las
proporciones de colesterol celulosa adecuadas para que cada implante al final tuviera un peso total de
60.2 mg con un contenido total de 200 pug de GnRHa (Sal hidratada de LH-RH etilamida acetato ([des-Gly10,
D-Ala6]) (Sigma Aldrich, No. Cat. L4513).
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2.2 Elaboracion de implantes de alginato

Se prepararon implantes de alginato siguiendo la metodologia descrita por Rubio-Elizalde et al. (2019) con
algunas modificaciones. Se siguieron dos procedimientos de gelificacién: externa e interna. Para la
gelificacion externa se prepararon 5 ml de una solucion con 3 % m/v de alginato de sodio (Sigma Aldrich,
No. Cat. 180947) en agua desionizada, a la cual se le agregd 0.75% v/v de PEGMA (Sigma Aldrich, No.cat.
447943) y 20 mg de BSA. Por otra parte, se prepard una soluciéon de CaCl, (Fermont, No.Cat. 24291) al
1.5% m/v, luego se colocaron alicuotas de 75 pl de la solucidn de alginato-PEGMA-BSA en 20 pozos de una
microplaca de 96 pozos, posteriormente se afadieron a cada pozo 75 ul de la soluciéon de CaCl,. Los
hidrogeles resultantes se congelaron por 48 h a -20°C Yy se liofilizaron por 24 h. Es importante resaltar que
la mezcla de las soluciones de alginato/PEGMA/BSA y CaCl, diluye la concentracién de los componentes a
la mitad por lo que los implantes obtenidos fueron de 1.5% de alginato de sodio/0.375% de PEGMA/300
pg de BSA por implante. Siguiendo el mismo procedimiento se elaboraron implantes control sin la adicidon

de BSA.

Para la gelificacidn interna, se probaron diferentes soluciones de alginato de sodio (3,4 y 5 % m/v) en agua
desionizada. En todos los casos se evaluaron los controles respectivos. Se colocaron 5 ml de agua
desionizada en vasos de precipitado y se agregd CaCOs; (Fermont, No. Cat. 17252) en la cantidad
equivalente de Ca?* usada en el método descrito para gelificacién externa con respecto a los porcentajes
de alginato evaluados (ver calculos en Anexo A), es decir, 0.067, 0.089 y 0.111 g de CaCOs para las
soluciones de 3,4y 5 % m/v de alginato respectivamente, a continuacidn, las soluciones se sonicaron por
30 minutos para fraccionar las particulas de CaC0s. Posteriormente, a cada vaso se le agregaron 20 mg de
BSA y la cantidad de alginato correspondiente, luego con la ayuda de un agitador magnético se mezclaron
las soluciones. A continuacion, se agregaron 0.75, 1y 1.25 % v/v de PEGMA respectivamente para cada
tratamiento. Para propiciar la liberacion del calcio contenido en el CaCO; se prepard una solucién de
CH3COOH al 0.2 % v/v en agua destilada. Se tomaron alicuotas de 75 pl de la solucién
alginato/BSA/PEGMA/CaCOs y se colocaron en placas de 96 pozos, entonces se agregaron 75 pl de la
solucién de CH3COOH a cada pozo y el contenido se homogenizé. Una vez que concluyé la gelificacion del
alginato, los hidrogeles se congelaron a -20°C por 48 h y a continuacion se liofilizaron por 24h. En este
caso, la mezcla de las soluciones diluyd las concentraciones de alginato y demds componentes a la mitad
por lo que finalmente se obtuvieron implantes con 1.5, 2 y 2.5% de alginato de sodio. En los ensayos
preliminares se observd que el alginato causaba interferencia con el método de cuantificacién de proteina,
por esta razon se elaboraron implantes sin proteina como control, para poder eliminar esta interferencia

y obtener una cuantificacion mas precisa.
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Para la preparacion de implantes con GnRHa se siguié el mismo procedimiento de elaboracion antes
descrito, eliminando el uso de BSA y sustituyéndola con GnRHa, y en el caso de los implantes control no
se agregd la hormona. Sin embargo, para esta evaluacidn se prepararon los implantes usando Unicamente
el tratamiento con 1.5% de alginato de sodio-PEGMA cubiertos con EVAc; con una concentracién de 200

pg de GnRHa por implante.

2.2.1 Cubierta HEMA- PEGMA para implantes de alginato

Para recubrir con HEMA-PEGMA los implantes de 1.5% de alginato con y sin la adicién de PEGMA se siguid
el método descrito por Castro- Cesefia et al., 2016. Se afiadieron por goteo 0.5 ml de HEMA (Sigma Aldrich,
No. Cat. 477028) a una solucién de PEGMA (Sigma Aldrich, No.cat. 447943) (75% M con respecto a HEMA)
con 4.5 ml de agua destilada, y se mantuvieron en agitacion constante. Posteriormente, se afiadio EDGMA
(Sigma Aldrich, No.cat. 335681) (4% M con respecto a HEMA) a esta solucidn. La polimerizacion inicié con
la adicion de persulfato de amonio (Sigma Aldrich, No. Cat. A3678) (0.5 % M con respecto a HEMA) (ver
calculos en Anexo B). La reaccidn ocurrid a los 48°C y concluyd después de 110 minutos, se obtuvo una
solucidn transparente ligeramente viscosa que se colocd en un bafio de hielo hasta alcanzar la temperatura

ambiente.

El recubrimiento de los implantes de alginato se hizo sumergiéndolos en la cubierta HEMA-PEGMA por 1
minuto. Posteriormente, se retiraron de la solucidn y fueron colocados en placas de 96 pozos, luego se

congeld la placa con los implantes cubiertos, por 24 h a -20°C y se liofilizé por 24 horas.

2.2.2 Cubierta de EVAc para implantes de alginato

La cubierta de EVAc estandar (EVAc «) (Sigma Aldrich, No. Cat. 340502) se preparé de acuerdo con el
método descrito por Mylonas et al. (2007) con algunas variantes. Se diluyeron 0.016 g de BSA en 0.75 ml
de agua destilada, posteriormente, se agregaron 0.016 g de inulina (Sigma Aldrich, No. Cat. 13754) en 0.75
ml de agua destilada y se mezclaron con la solucién de BSA. La solucidn resultante, se congeld a -20°C por
24 horas y se liofilizé por 24 horas mas. Por otra parte, se afadieron 0.3 g de EVAc en 2ml de
diclorometano y se mezclaron con vortex por 30 minutos, una vez disuelto el EVAc, se le agrego el polvo

resultante de la liofilizacién de BSA/inulina y se mezcld en vortex nuevamente por 5 min. Finalmente, esta
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mezcla fue sonicada por 1 min para fraccionar las particulas. Para evaluar dos variantes de la cobertura
EVAcs, se hicieron dos coberturas adicionales variando el método, en la primera se realizd el
procedimiento antes descrito, pero sin la adicion de BSA en la cobertura. La segunda variante de esta
cobertura solo consistio en EVAc, sin la adicion de BSA e inulina. De esta manera se evaluaron tres

coberturas: EVAc/BSA/Inulina (EVAc estandar o EVAcs), EVAc/Inulina (EVAG) y EVAc.

El recubrimiento de los implantes de 1.5% de alginato/PEGMA con las diferentes coberturas de EVAc se
hizo sumergiendo los implantes en la solucidn correspondiente por 1 minuto, posteriormente, se retiraron
de la solucién y se colocaron en una malla de acero inoxidable para enjuagar con diclorometano el exceso

de EVAc. Luego los implantes se congelaron a -20°C para evaporar el solvente de la cobertura.

2.2.3 Caracterizacion morfoldgica de implantes de alginato

La caracterizacion morfoldgica de los implantes de alginato con sus diversas coberturas se realizé a partir
de cortes de los implantes obtenidos en un criostato (Leica CM 1510 S). Un molde de plastico fue llenado
con un medio de inclusién para tejidos congelados (Sakura Finetek USA, Inc), posteriormente se sumergio
el implante en este medio y se llevd al interior del criostato para su congelacién a -24 °C. Una vez que la
muestra estaba congelada se pasé a un sujetador de muestras donde se fijé la muestra colocando un poco
mas de medio de inclusién. Posteriormente la muestra se coloco en la posicién adecuada para obtener los
cortes de 60 um, una vez que se obtuvo un buen corte se colocé en un portaobjetos y al sacarlo del
criostato, con la diferencia de temperatura, el medio de inclusién se descongelé y se obtuvieron las
secciones de cada implante. Cada seccion fue observada y fotografiada en un estereoscopio con un

aumento de 450x para posteriormente hacer una descripcién morfolégica de los implantes.

2.2.4 Hinchamiento de implantes de alginato con sus diferentes coberturas

Tres implantes de alginato-PEGMA de cada tratamiento con sus diferentes coberturas fueron medidos
(diametro y alto) y pesados individualmente, posteriormente, se colocaron en una placa de 48 pozos y se
les agregaron 500 pl de solucidon Ringer. Se colocé la placa en un agitador orbital a 65 RPM vy

posteriormente cada 24 h se pesaron y midieron individualmente.
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Se obtuvo el promedio de peso de los implantes de cada tratamiento en los diferentes tiempos y se calculd

su indice de ganancia de peso de acuerdo con la férmula descrita por Zhang et al., (2006):

IGP = % (1)

Donde:

IGP= indice de hinchamiento con respecto a la ganancia de peso
Py = Masa en el tiempo x

P = Masa en el tiempo 0

Se obtuvo el promedio del didmetro y altura de los implantes en los diferentes tiempos para calcular su
volumen a través del tiempo. Posteriormente, se obtuvo el indice de ganancia de volumen con la siguiente

férmula:

Vex—=Vio

IGV = (2)

to

Donde:
IGV= indice de ganancia en volumen
Vi = Volumen en el tiempo x

Vo= Volumen en el tiempo 0

2.3 Elaboracion de implantes EVAc

Los implantes de EVAc (Sigma Aldrich, No. Cat. 340502) se prepararon siguiendo el método descrito por
Mylonas et al. (2007). Se prepararon ocho implantes con un contenido total de 300 pg de BSA a evaluar.

Se diluyeron 0.0247g de BSA en 0.75 ml de agua destilada, luego en 0.75 ml de la soluciéon de BSA se



26
diluyeron 0.016 g de inulina (Sigma Aldrich, No. Cat. 13754) y se mezclaron. La solucién resultante se
congeld por 24 horas a -20°c y se liofilizé por 24 h. Por otra parte, en 2 ml de diclorometano se agregaron
0.3 g de EVAcy se mezclaron con un vortex por 30 minutos. Una vez disuelto el EVAc, se le agregé el polvo
resultante del liofilizado de BSA/inulina, luego, se mezclé la solucidn en vortex por 5 minutos y se sonicé
por 1 minuto. La emulsién producida se vertié en un molde de aluminio (2*1*3 cm) previamente colocado
en congelacion, a continuacién, el molde con la emulsién se congelé a -20°C por 24 h para que el solvente
se evaporara. Una vez que se obtuvo una placa de EVAc solidificado, se cortaron los implantes usando un
punzén dérmico de 3mm de didmetro. Debido a que la fabricacion de estos implantes lleva incluida por
defecto la inclusidon de BSA adicional a la proteina evaluada, se fabricaron implantes control para restar la
proteina liberada por estos a los implantes tratamiento y de esta manera poder obtener una cuantificacion

mas precisa.

Para elaborar los implantes de EVAc con GnRHa se siguié el procedimiento descrito anteriormente. Sin
embargo, en este caso se diluyeron 5000 pg de GnRHa en la solucién de BSA para que finalmente los
implantes quedaran con un contenido de 171 pg de GnRHa cada uno. De la misma manera, se elaboraron

implantes control sin la adicién de GnRHa.

2.4 Perfil de liberacidn in vitro de implantes de colesterol/celulosa, alginato-

PEGMA 'y EVAc

La cuantificacion de la liberacion de proteinas in vitro de los implantes de colesterol, alginato y EVAc se
realizd de acuerdo con el método descrito por Matsuyama et al. (1995) con algunas modificaciones. Se
prepard una solucién Ringer (7.83g NaCl, 0.1865g KCl, 0.2205 g MgCl, 2H,0, 0.203 MgCl, 6H,0, 0.069 g
NaH,PO4H,0 y 1.26g NaHCOs/ | de agua destilada) a un pH de 7.4. Se colocaron 5 implantes de cada
tratamiento con sus respectivos controles en 5 pozos de una placa de 48 pozos y se les agregaron 500 pl
de solucion Ringer. La placa se colocé en un agitador orbital (Heidolph Unimax 1010) a 65 RPM,
posteriormente se tomaron muestras de 150 pl por duplicado a las 2, 4, 24, 48 y 72 h para medir la
liberacion de proteina por el método de 4cido bicinconinico (BCA por sus siglas en inglés), en cada medida
se sustituyd el volumen total de solucién Ringer en los implantes evaluados. La cuantificacion de proteina
se hizo siguiendo las recomendaciones del fabricante (Thermo scientific, No. Cat.23235), agregando 150
ul del reactivo del ensayo de proteina a 150 pl de las muestras de solucion Ringer en placas de 96 pozos.

Posteriormente la placa se agitd por 30 segundos para homogenizar las soluciones y se incubd por 2 horas
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a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo se retiraron las placas de la incubadora, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se leyeron en un espectrofotémetro (Beckman Coulter AD200) a 562 nm para

cuantificar la cantidad de proteina en las muestras, utilizando una curva de calibracién para BSA.

2.5 Analisis estadistico

A partir de los valores de concentracidn obtenidos en los analisis in vitro se obtuvieron los perfiles de
liberacion con un modelo polinomial para los diferentes implantes evaluados. Por otra parte, para
determinar si existian diferencias significativas entre la liberacién tipo estallido y la liberacién acumulada
se realizaron ANOVAs y pruebas de T-student. Se probaron los supuestos de normalidad vy
homocedasticidad de varianzas y se realizaron ANOVAs de una via, tomando como variable independiente
el tratamiento y como variable dependiente la cantidad inicial de proteina (BSA o GnRHa) liberada o el
valor acumulado de proteina liberada. Para identificar las diferencias entre los tratamientos se realizaron
pruebas de Tukey. Por otra parte, para los ensayos donde solo hubo dos tratamientos se cumplié con los

supuestos de normalidad y homocedasticidad, y se realizaron pruebas de T- student.

Para determinar la existencia de diferencias significativas en el indice de ganancia de peso entre
tratamientos a las 24 y 72 horas se realizé6 un ANOVA de una via, y una prueba a posteriori de Tukey. Sin
embargo, a las 48 horas los datos no mostraron homocedasticidad de varianzas por lo que se realizé una
prueba no paramétrica de Kruskall- Wallis. Finalmente, para los datos del indice de ganancia de volumen
se realizaron ANOVAS de una via entre tratamientos en los diferentes tiempos (24, 48 y 72h). Todos los

analisis se hicieron con el 95% de confianza (a 0.05), con el programa R studio version 3.1.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Liberacion de BSA

3.1.1 Implantes de colesterol

Los implantes de colesterol (Col100 y Col95) que se obtuvieron tenian un peso promedio de 30.1 £ 0. 2
mg, 3 mm de didmetro y 4.47+0.21 mm de alto cada uno; eran de color blanco y de forma cilindrica. En la

figura 11 se observa la forma de estos implantes antes de colocarlos en la solucidn Ringer.

Figura 11. Implante con 95% colesterol y 5% celulosa. A, vista superior; B, vista lateral. La barra de escala indica 1
mm.

Para seleccionar el implante con las mejores caracteristicas, se estudio el perfil de liberacién de proteinas
en los implantes de colesterol y colesterol-celulosa usando como proteina modelo la BSA. Se tomaron en
consideracién la consistencia (que no se fracturaran durante la evaluacion), el perfil de liberacion mas
prolongado y la cantidad acumulada de proteina liberada. En la figura 12 se observa que en ambos
tratamientos hay una liberacidn tipo estallido a las 6 horas, sin embargo, aunque aparentemente la
liberacion tipo estallido fue mas alta en los implantes Col95, no hubo una diferencia estadistica significativa
con respecto a los implantes Col100. La liberacién de BSA se midié a las 8 h y posteriormente cada 24 horas
a partir de la hora inicial (Figura 12). El implante Col100 liberd la BSA por 96 horas, mientras que los
implantes Col95 liberaron por 72 horas. Por otra parte, en cuanto al porcentaje acumulado de liberacion
en ambos tratamientos, no se encontraron diferencias significativas, con un porcentaje de liberacion
acumulado de 36.04 y 45.78 % respectivamente. Derivado de los resultados antes descritos se eligid el
tratamiento de Col95 para evaluar la liberacién de GnRHa, ya que a pesar de que liberé proteina por menos

tiempo, liberé un mayor porcentaje del contenido total de BSA en el implante. Ademads, la adicion de
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celulosa como aglutinante, les confiere a estos implantes una mayor estabilidad y reduce la posibilidad de

fracturarse.
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Figura 12. Perfil de liberacion de albimina de suero bovino (BSA) de implantes con diferentes proporciones de

colesterol-celulosa (100-0 y 95-5%) y 100 pg de BSA. Promedio + desviacion estandar.

3.1.2 Implantes de alginato

3.1.2.1 Implantes alginato- PEGMA (gelificacion externa)

En la figura 13 se muestra la estructura de los implantes de alginato-PEGMA elaborados con un método

de gelificacidn externa usando CaCl, como reticulante. En promedio miden 6.08 + 0.14 mm de didmetro,

3.65+0.41 mm de alturay pesan 3.3 £ 0.45 mg. En la vista superior (Figura 13) se observa que la estructura

de estos implantes es porosa; es probable que esta sea la causa de que la liberacién de BSA sea muy rapida,

ya que libera todo el contenido de proteina en un lapso de una hora.

Figura 13. Implante alginato-PEGMA elaborado con el método de gelificacién externa. A, Vista superior; B, vista

lateral. La barra de escala indica 1 mm.
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3.1.2.2 Implantes alginato- PEGMA (gelificacion interna)

La figura 14 muestra la forma final de los implantes de alginato-PEGMA elaborados mediante gelificacion
interna usando CaCO3 como agente reticulante. Tienen un peso promedio de 4.4 mg, 4.43 mm de didmetro
y 3.07 mm de altura; son de color blanco y tienen una forma similar a un cilindro. Estos implantes fueron

seleccionados para estudiar la liberacion de BSA.

Figura 14. Implante de alginato —PEGMA, elaborado con el método de gelificacion interna. A, vista superior; B, vista
lateral. La barra de escala indica 1 mm.

Se evalué el perfil de liberacién de BSA de implantes de alginato usando diferentes porcentajes de alginato
de sodio (1.5, 2y 2.5 %), con y sin la adiciéon de PEGMA en la matriz. La figura 15 muestra los promedios y
desviacion estandar de la liberacidon de BSA de los diferentes implantes, se observa que todos los implantes
tienen una liberacién tipo estallido a las 2 horas después de ser colocados en la solucion Ringer, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. En las siguientes horas, se
llevé a cabo la cuantificacion de BSA liberada por los implantes: a) 1.5% de alginato sin PEGMA, b) 1.5% de
alginato con PEGMA, c) 2% de alginato con PEGMA, y d) 2.5% de alginato con PEGMA, y se obtuvo un
porcentaje acumulado de 53.6, 61.9, 65.1 y 81.5 % respectivamente, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas. Cabe destacar que en todos los tratamientos el tiempo de liberacidn
cuantificable por el método de deteccion de proteina fue de 48 horas. Derivado de los resultados
anteriores fue necesario mejorar el desempefio de estos implantes, por lo que se eligio usar una cobertura
de HEMA-PEGMA, Unicamente en los siguientes implantes a) 1.5% de alginato sin PEGMA y b) 1.5% de
alginato con PEGMA. Se eligieron solo estos tratamientos ya que se determind que el uso de un porcentaje
mayor de alginato no conferia ninguna ventaja en la liberacién tipo estallido y acumulada con respecto a

los implantes con menor porcentaje de alginato.
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Figura 15. Perfil de liberacién de albimina de suero bovino (BSA) de implantes de alginato (1.5%) y alginato (1.5, 2y
2.5%)-PEGMA, cada uno con 300 ug de BSA. Promedio + desviacion estandar.

3.1.2.2 Implantes de alginato-PEGMA cubiertos con HEMA-PEGMA

Estos implantes tienen una forma similar a los implantes de alginato- PEGMA antes descritos ya que se
elaboraron de la misma manera, sin embargo, con la finalidad de mejorar su desempefio en el perfil de
liberacion, se les agregd una cobertura de HEMA-PEGMA. Al igual que en el caso anterior, estos implantes
son de color blanco y de forma cilindrica. Pesan 13.23 + 0.025 mg y miden 4.43 + 0.11 mm de didmetro y

3.07 £ 0.63 mm de alto; la cobertura es transparente por lo tanto no se aprecia en las imagenes que se

muestran en la figura 16.

Figura 16. Implante alginato — PEGMA elaborado por el método de gelificacion interna cubierto con HEMA-PEGMA.
A, vista superior; B, vista lateral. La barra de escala indica 1 mm.

El perfil de liberacion de los implantes de alginato de sodio (1.5%) con y sin PEGMA en la matriz y cubiertos

con HEMA-PEGMA muestran una liberacion tipo estallido a las 2 horas, evento similar al que ocurrié en
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los implantes sin cobertura. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Asi mismo,
al comparar el porcentaje de liberacién acumulado (64.33 y 79.60%) no hubo diferencias significativas. Sin
embargo, el tiempo de liberacién fue de 72 horas, mayor al compararlo con el de los implantes sin
cobertura. Aunque se logré prolongar el tiempo de liberacién, se buscé mejorar el desempefio de los
implantes extendiendo el tiempo de liberacién mayor al que presentaron los implantes Col95, por lo tanto,
se usaron nuevas coberturas (EVAc) en los implantes elaborados con 1.5% de alginato de sodio con PEGMA
en la matriz, se eligié este tratamiento derivado de la similitud estadistica entre los tratamientos probados

en esta evaluacion (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de liberacidn de albumina de suero bovino (BSA) de implantes con 1.5% de alginato de sodio con y
sin la adicién de PEGMA en la matriz y con una cobertura adicional de HEMA-PEGMA y 300 pug de BSA. Promedio *
desviacion estandar.

3.1.2.3 Implantes de alginato-PEGMA con diferentes coberturas de EVAc

En la figura 18 se muestra un implante de alginato (1.5%)-PEGMA, cubierto con EVAc. Estos implantes
pesan 7.53 £ 0.94 mg y mide 4.11 £ 0.30 mm de diametroy 2.32 £ 0.2 mm de alto. En la figura 18 también

se destaca la cobertura de EVAc en los implantes.
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Figura 18. Implante de alginato- PEGMA elaborado por el método de gelificacion interna cubierto con EVAc. A, vista
superior; B, vista lateral. La flecha indica la cobertura de EVAc. La barra de escala indica 1 mm.

El andlisis de liberacion de BSA para los implantes de alginato (1.5%)-PEGMA con diferentes coberturas de
EVAc (EVAc «, EVAci y EVAC), indicé que en todos los casos la liberacidn inicial es tipo estallido, pero ocurre
en diferentes tiempos. Con la cobertura EVAc.: se registrd a las 2 horas, en contraste, con el resto de las
coberturas la liberacidn tipo estallido se observd hasta las 24 horas. En este sentido, se encontraron
diferencias significativas en la liberacidn entre los tratamientos EVAcs: y EVAc; y resulté mayor en este
ultimo. De igual manera, el tratamiento con EVAc liberd una cantidad significativmente mayor de proteina

(p<0.001) en comparacidon con el tratamiento EVAcs: (Figura 19 ).

En relacion con la liberacién acumulada de BSA, se liberd una mayor cantidad con la cobertura de EVAc
(73.4%), en comparacién con la cubierta EVAcs: (55.8%) (p= 0.02). Entre los tratamientos EVAc; y EVAc, no
se encontraron diferencias significativas. En los tres tratamientos el tiempo de liberacién no mejoré con
respecto a la que se presentd con los implantes cubiertos con HEMA-PEGMA (72 horas). Sin embargo,
derivado de la similitud en las pruebas estadisticas entre los tratamientos de EVAc y EVAc ifinalmente se
eligid el ultimo para probar la liberacion de GnRHa, ya que a pesar de que el tratamiento EVAc s tuvo una
liberacion tipo estallido menor, la cantidad de proteina total liberada fue también menor comparada con
los otros trataminetos y esto implica que se queda un remanente mayor de proteina atrapada en el

implante, lo cual econdmicamente es menos viable.
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Figura 19. Perfil de liberacion de albimina de suero bovino (BSA) de implantes con 1.5% de alginato de sodio-PEGMA
cubiertos con EVAc en distintas modalidades y con 300 pg de BSA. Promedio + desviacion estandar.

3.1.3 Caracterizacion morfoldgica de los implantes de alginato

Para la caracterizacién morfoldgica de los implantes de alginato con y sin coberturas, se realizaron cortes
en un criostato (Figura 20). Los implantes de alginato-PEGMA elaborados mediante gelificacién externa
forman un material poroso, y en las secciones que se obtuvieron no fue posible apreciar esta caracteristica,
ya que una vez que se descongeld el gel de inclusidn la muestra se hidratd rdpidamente y se perdio su
estructura. De la misma forma, el implante de alginato-PEGMA elaborado mediante gelificacion interna
muestra una estructura interna porosa. El corte del implante con la cobertura de HEMA-PEGMA no se
pudo observar claramente, ya que no se obtuvo un buen corte de este implante, sin embargo, la estructura
interna debe ser igual al implante que se describié anteriormente ya que el método de fabricacion fue el
mismo Unicamente se adiciond la cobertura (no se observa en la figura). Por ultimo, es posible observar la
cobertura de EVAc alrededor del corte, esto evidencia claramente que las coberturas con este material se

mantuvieron en buenas condiciones mientras los implantes eran manipulados.
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Figura 20. Cortes en microtomo de implantes de alginato-PEGMA. A, alginato-PEGMA (método de gelificacién externa);
B, alginato-PEGMA (gelificacion interna); C, alginato-PEGMA (gelificacidn interna) cubierto con HEMA-PEGMA; D,
alginato-PEGMA (gelificacion interna) cubierto EVAcs, la flecha sefiala esta cobertura.

3.1.4 Hinchamiento de implantes de alginato

Los implantes de alginato fabricados por gelificacion externa fueron medidos y pesados antes de ser
evaluados en la solucidon Ringer, sin embargo, después de 24 horas, por su grado de desintegracion ya no

pudieron ser manipulados para obtener medidas adicionales (Figura 21).

Figura 21. Implante de alginato-PEGMA (gelificacion externa). A, vista superior; B, implante dentro de solucién Ringer
después de 24 horas. La barra de escala indica 1 mm.
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Por su parte los implantes elaborados mediante gelificacion interna sin cubrir (Figura 22), mostraron un
claro hinchamiento que fue registrado hasta las 48 horas, periodo durante el cual liberaron BSA. Los
implantes cubiertos con HEMA-PEGMA (Figura 23) fueron monitoreados de igual manera que los
anteriores y mostraron una tendencia clara a hidratarse conforme el tiempo transcurrié. Por ultimo, los
implantes de alginato con las diferentes coberturas de EVAc (Figuras 24, 25 y 26), se pesaron y midieron

por 72 horas.

Figura 22. Implante alginato-PEGMA (gelificacion interna). A, implante antes de sumergirse en solucién Ringer; B, 24
h; y C, 48 h después de sumergirlos en solucion Ringer. La barra de escala indica 1 mm.

Figura 23. Implante alginato-PEGMA (gelificacidn interna) cubierto con HEMA-PEGMA, sumergidos en solucién
Ringer. A, implante antes de sumergirse en solucién Ringer; B, 24 h; C, 48 h; D, 72 h después de sumergirlos en
solucién Ringer.
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Figura 24. Implante alginato-PEGMA cubierto con EVAcst. A, implante antes de sumergirse en solucién Ringer; B, 24
h; C, 48 h; y D, 72 h de después de sumergirlos en solucién Ringer. La barra de escala indica 1 mm.

Figura 25. Implante alginato-PEGMA cubierto con EVAc/Inulina. A, implante antes de sumergirse en solucion Ringer;
B, 24 h; C, 48 h; y D, 72 h después de sumergirlos en solucion Ringer. La barra de escala indica 1 mm.
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Figura 26. Implante alginato-PEGMA cubierto con EVAc. A, implante antes de sumergirse en solucion Ringer; B, 24
h; C, 48 h; y D, 72 h después de sumergirse en solucién Ringer. La barra de escala indica 1mm.

La evaluacidn del proceso de hinchamiento mediante la ganancia de peso de los diferentes implantes de
alginato se hizo en el periodo en el que los implantes liberaron BSA. A excepcidén de los implantes
elaborados por el método de gelificacion externa, que se desintegraron después 24 horas, al comparar el
proceso de hinchamiento del resto de los implantes se encontraron diferencias significativas (p= 0.00),
entre los que fueron elaborados mediante gelificacion interna sin cobertura y los demas tratamientos con
diferentes coberturas, ya que los primeros implantes aumentaron en peso mas de 20 veces a las 24 horas.

Entre los tratamientos restantes no se encontraron diferencias significativas (Tabla 2).

A las 48 horas los datos no mostraron homocedasticidad de varianzas, por lo tanto, se realizd una prueba
no paramétrica de Kruskall-Wallis, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, pero es notable que en todos los casos la ganancia de peso continué en aumento, no
obstante, el incremento no fue tan drastico como a las 24 horas. Finalmente, a las 72 horas solo se
evaluaron los implantes que tenian las diferentes coberturas de EVAc, en estos tratamientos no se
encontraron diferencias significativas en la ganancia de peso, es notable también que en este tiempo, los

implantes cubiertos con EVAc.: y EVAc; ya no ganaron peso (Tabla 2).
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Tabla 2. indice de ganancia de peso de diferentes implantes de alginato—PEGMA a través del tiempo. Las letras
indican las diferencias significativas entre los tratamientos a>b.

Alginato- Alginato- Alginato- Alginato- Alginato-
Tratamiento/ PEGMA PEGMA PEGMA PEGMA PEGMA
ra. amiento (gelificacion cubierto cubierto EVAc  cubierto cubierto EVAc
Tiempo (h) interna) HEMA - st EVAc/ inulina
PEGMA

24 23.84 £ 0.89° 6.54 +0.37° 6.60 + 1.66° 7.89 +0.96° 8.18 £ 0.34°
48 24.39+1.25 6.62 £ 0.38 7.51+2.11 8.97 £0.97 8.82 £ 0.07
72 - - 6.85+2.25 8.82+1.18 8.85+0.09

Se evalué la ganancia de volumen de los diferentes implantes de alginato durante el periodo de tiempo

qgue liberaron BSA. Se determind que no existen diferencias significativas entre los tratamientos,

independientemente del tiempo evaluado. No obstante, es importante destacar que a las 24 horas en

todos los implantes se incrementé el volumen (Tabla 3).

Tabla 3. indice de ganancia de volumen de diferentes implantes de alginato-PEGMA a través del tiempo.

Alginato- Alginato- Alginato- Alginato- Alginato-
. PEGMA PEGMA PEGMA PEGMA PEGMA
Tratamiento/ e, . . . .
Ti h (gelificacion cubierto cubierto EVAc  cubierto cubierto EVAc
iempo (h) interna) HEMA - st EVAc/ inulina
PEGMA
24 2.08 £0.52 0.77 £0.38 1.68 +0.79 1.62 +1.27 1.44 +0.49
48 2.09 £ 0.55 0.55£0.08 1.57+0.68 1.22+0.56 1.92+0.99
72 - - 0.66 + 0.65 1.14+1.19 1.68 +0.67

3.1.5 Implantes de EVAc

Los implantes de EVAc evaluados para la liberaciéon de BSA y GnRHa se muestran en la figura 27. Estos

implantes son de color blanco, con una forma casi cilindrica. Pesan en promedio 13.58 + 1.20 mg, miden

3 mm de didmetroy 1.71 + 0.10 mm de alto.
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Figura 27. Implante de EVAc. A, vista superior; B, vista lateral.

El perfil de liberacidn de BSA de los implantes de EVAc se muestra en la figura 28. Es importante destacar
que como se describié previamente en el apartado de materiales y métodos, la fabricacion de estos
implantes incluye la adicién de BSA extra a la que se agregd para evaluar la liberacién, por esta razoén, fue
necesario tener implantes control para restar la proteina liberada que es parte de la matriz disefiada por
Mylonas et al. (2007), de esta manera se pudo corregir la cantidad de proteina liberada por estos
implantes. La cantidad de proteina liberada por los implantes control es poca (1.19%) con respecto a los

implantes tratamiento (10.46%).

Es destacable que los implantes de los tratamientos, al igual que los implantes anteriores elaborados con
diferentes excipientes, también muestran una liberacién tipo estallido a las 24 horas. No obstante, solo
se registraron datos de liberacién de BSA hasta las 96 horas ya que a las 120 horas la proteina no fue
detectada por el método de cuantificacidn, sin embargo, es probable que, si la cuantificacién se hubiera
hecho después de varios dias de incubacion, se hubiera podido detectar por el kit de cuantificacién de

proteina.

Por otra parte, es importante destacar que la liberacién de estos implantes es lenta, de hecho, hasta la
ultima cuantificacion que se hizo (96 horas) solo se habia acumulado un 10.46% del total del contenido

original de BSA en el implante (Figura 28).
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Figura 28. Perfil de liberacion de albumina de suero bovino (BSA) de implantes tratamiento de EVAc con 300 ug de
BSA+ 571 pgy un control con 571 ug de BSA. Promedio * desviacién estandar.

3.2 Liberacion de GnRHa

3.2.1 implantes de colesterol y alginato- PEGMA cubiertos EVAc/Inulina

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de liberacién con BSA, para estudiar la liberaciéon
de GnRHa, se eligieron los implantes de colesterol y alginato que dieron como resultado las mejores curvas
de liberacion de BSA. Por lo tanto, en este caso se usaron los implantes con 95% colesterol, 5% celulosa
como primer tratamiento, e implantes con 1.5% de alginato-PEGMA cubiertos de EVAc/inulina como

segundo tratamiento.

El perfil de liberacién de proteina equivalente a GnRHa de estos implantes se muestra en la figura 29. No
se encontraron diferencias significativas en la liberacidn tipo estallido entre los tratamientos. Sin embargo,
es importante destacar que esta liberacidn tipo estallido de los implantes de alginato se dio a las 6 horas,
mientras que en los implantes de colesterol se dio hasta las 48 horas. Ademas, se probd que existian
diferencias significativas entre el porcentaje acumulado de GnRHa liberada de cada implante (p= 0.003).
Los implantes de colesterol liberaron el 49.93% de su contenido total, mientras que los implantes de
alginato-PEGMA liberaron el 62.1% de su contenido total. Sin embargo, es importante destacar la
diferencia en el tiempo de liberacidon en ambos tratamientos, ya que mientras los implantes de colesterol

liberaron por 192 horas, los implantes de alginato solo liberaron por 72 horas.
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Figura 29. Perfil de liberacién de proteina de los implantes de colesterol/celulosa (95 y 5%) e implantes con 1.5% de
alginato de sodio-PEGMA cubiertos de EVAc/inulina. Cada implante contenia 200 pug de GnRHa. Promedio +
desviacion estandar.

3.2.3 Implantes de EVAc

En la figura 30 se muestra el perfil de liberacidon de BSA y GnRHa de los implantes de EVAc. Como se explico
anteriormente, el método de preparacion de estos implantes incluye la adicion de BSA en la matriz. En los
ensayos preliminares se evalué la liberacién de BSA de estos implantes, considerando la proteina (BSA)
necesaria para la elaboracién de la matriz y el contenido de la proteina que se queria liberar (BSA). Sin
embargo, en este ensayo, en el que se sustituyd la BSA por GnRHa, no se logré discernir claramente la
liberacién de la hormona, ya que la liberacién de BSA de los implantes control, fue mayor (11.12%) en
comparacién con la cantidad liberada en los ensayos preliminares (1.19%). Ademas, al restar la cantidad
de proteina liberada (BSA) de los implantes control a los implantes con GnRHa, los resultados fueron
incongruentes en dos réplicas, donde aparentemente no habia liberacidn, por esta razdn, estas réplicas se
eliminaron de los calculos con los que se obtuvo este perfil. La duracién de la liberaciéon de proteina en
estos implantes se extendid hasta las 336 horas. No obstante, debido a las limitantes para cuantificar con

precision la fraccion de proteinas que corresponde a la GnRHa, estos resultados son poco confiables.
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Capitulo 4. Discusion

En este estudio se desarrollaron y describieron protocolos de preparacidon de implantes con diferentes
excipientes (colesterol-celulosa, alginato- PEGMA y EVAc) y algunas coberturas para los implantes de
alginato (HEMA-PEGMA y EVAc). También se evalud, describié y comparé el perfil de liberacion in vitro de
estos implantes usando como proteina modelo la BSA para finalmente elegir el mejor implante de cada
excipiente y probarlo en la liberacién in vitro de GnRHa. Para la eleccién de cada implante con potencial
para la liberacidon de GnRHa se tomd en cuenta el tiempo de liberacién, tiempo en el que se presenta la
liberacion tipo estallido, la liberacién acumulada y en el caso de los implantes de colesterol también se
tomoé en cuenta la consistencia de los implantes, es decir, los implantes que fueron menos susceptibles a

romperse.

4.1 Liberacion de BSA

4.1.1 Implantes de colesterol

No se encontraron estudios previos que describan la liberacién de BSA a partir de implantes elaborados a
base de colesterol-celulosa, sin embargo, Sherwood et al. (1988) estudiaron la liberacion de GnRHa usando
implantes con diferentes porcentajes de colesterol (0, 25, 50, 75, 95 y 100 %) complementando el resto
con celulosa (100, 75, 50, 25,5 y 0 %). Estos autores determinaron que los implantes con un mayor
contenido de celulosa (25-100%) liberaban alrededor del 90% de total de su contenido en las primeras 24
horas en comparacidon con los implantes con menor inclusidn de celulosa (0-5%) donde a las 24 horas solo
habian liberado del 5-6 % de su contenido total, asi mismo, estipulan que hay una liberacién tipo estallido
en las primeras horas (1 y 3 h) en todos los tratamientos, siendo esta significativamente mayor en los
tratamientos donde el contenido de colesterol era mas bajo. Las diferencias en el tiempo de liberacién, asi
como en la intensidad de la liberacion tipo estallido se atribuyen a la adicién de celulosa y a los canales
que forma cuando esta se hidrata debido a su naturaleza. En este sentido, los resultados de este ensayo
difieren de lo descrito por estos autores, ya que en los tratamientos Col95 y Col100 la liberacién tipo
estallido se presentd a las 8 y 24 h respectivamente, ademas, el porcentaje liberado a las 24 h en los
tratamientos fue de 18 y 13% respectivamente. Es probable que estos resultados se deban a variaciones
en el proceso de fabricacion de los implantes, ya que, a pesar de seguir los procedimientos descritos en

trabajos anteriores, no es posible replicar de manera exacta el procedimiento, es decir, hay condiciones



45
que no se pudieron controlar, por ejemplo, la presidn que se aplicé en la prensa para elaborarlos.
Probablemente la presién con la que se elaboraron estos implantes fue menor en comparacion con la de

otros trabajos y esto ocasiond que la estructura del implante fuera mas porosa.

Por otra parte, es importante destacar la duracidn del tiempo de liberacidn de la proteina observado en
este experimento, ya que con los tratamientos de 95 y 100%, después de las 72 y 96 horas
respectivamente, no se detectd proteina liberada. Estos resultados difieren de los descritos por Sherwood
et al. (1988) y Matsuyama et al. (1995), en el primer estudio reportan la liberaciéon de proteinas hasta los
28 dias con una liberacidn acumulada del 36 al 38% de su contenido total, mientras que, en el segundo
estudio, la liberacion se prolonga hasta el dia 70. La diferencia entre los resultados de este trabajo y los
estudios anteriores puede deberse primero a las diferencias entre las proteinas estudiadas,
especificamente al tamafio de estas moléculas. La BSA es una proteina formada por 583 aminodcidos,
mientras que la GnRHa solo esta formada por 10, por lo que la diferencia en los pesos moleculares es
grande. Por otra parte, la sensibilidad de las técnicas de cuantificacidn varia entre ensayos, en este ensayo
el rango minimo de deteccion de proteina fue de 2 pg/ml, esto sugiere que se pudo haber detectado
nuevamente la liberaciéon de proteinas si se hubiera permitido su acumulacién durante varios dias sin
cambiar la solucién Ringer. Otro aspecto que resultd importante en este experimento para la eleccion del
implante mds adecuado para la evaluacidn de la liberacién de GnRHa fue la facilidad de elaboracion y
manejo. Se eligié el implante formulado con el 95% colesterol y 5% de celulosa, ya que la celulosa actua
como aglutinante para el colesterol (Sherwood et al., 1988), lo que hace a los implantes menos

susceptibles a romperse.

4.1.2 Implantes de alginato

El alginato es un biopolimero no téxico abundante en la naturaleza, es ampliamente usado en diversas
industrias. Tiene diferentes propiedades que le permiten ser utilizado como excipiente en la industria
farmacéutica para la encapsulacidon y suministro de diversas proteinas. Entre estas propiedades se
incluyen: 1) un entorno acuoso relativamente inerte dentro de la matriz; 2) un proceso de encapsulacion
a temperatura ambiente y libre de solventes orgdnicos; 3) una alta porosidad del gel, que permite
velocidades altas de liberacion de macromoléculas y 4) la capacidad de controlar la porosidad con
recubrimientos simples (Gombotz y Wee, 1998; Tonnesen, 2002; Kristiansen et al., 2009; Lee y Monney,

2012).
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Por lo anterior, se eligié este material para encapsular las proteinas y evaluar su liberacién, hipotetizando
que la liberacién de proteina seria mas lenta y prolongada al ser comparada con otros excipientes. La
gelificacion del alginato generalmente se hace por reticulacion idnica, que puede ser externa, con el uso
de cloruro de calcio como reticulante, o interna, con el uso de una sal insoluble en agua, como el CaCO3
(Draget, 2009; Paques et al., 2014). Inicialmente, se evaluaron implantes elaborados por el método de
gelificacion externa, con 1.5 % de alginato de sodio y 0.375% de PEGMA, sin embargo, la liberacién total
de BSA se completd en un periodo de una hora después del inicio de la evaluacion, por lo tanto, para los
propdsitos de este estudio esta técnica no funciond. Es probable que estos resultados se debieran a la
alta porosidad en la estructura interna de los implantes, lo que provocd una hidratacién muy rapida de la
matriz de alginato. Sin embargo, en otros estudios, esta cualidad de los hidrogeles de alginato ha dado
buenos resultados en aplicaciones biotecnolédgicas como la cicatrizacidon de heridas (Rubio-Elizalde et al.,

2019).

Por los resultados anteriores fue necesario buscar una alternativa para la elaboracion de estos implantes,
con la finalidad de mejorar su desempeiio, alargando el tiempo de liberacién, asi como su consistencia. Se
sabe que el incremento en el porcentaje de alginato en las matrices propicia la formacién de geles mas
consistentes (Bonilla, 2016), aunado a esto, el cambio en el método de gelificacion podria resultar en
implantes con un periodo de liberacion mas largo. Todos los implantes: a) 1.5% de alginato sin PEGMA, b)
1.5% de alginato con PEGMA, c) 2% de alginato con PEGMA, y d) 2.5% de alginato con PEGMA tuvieron un
perfil de liberacidn similar que duré 48 horas, ademas, todos los tratamientos presentaron una liberacion
tipo estallido a las 6 h después de iniciar su evaluacion. Al comparar estos resultados con los obtenidos en
los implantes elaborados por gelificacidon externa es evidente una mejora importante en el tiempo de
liberacion, sin embargo, aumentar el porcentaje de alginato no mostrd ventajas evidentes sobre los
implantes con un contenido menor de alginato elaborados por gelificacién interna. Gombotz y Wee (1998),
han descrito que es posible reducir la velocidad de liberacion de fdrmacos a partir de matrices de alginato
cuando se les agrega una cobertura adicional (ej. Poli-I-Lisina), ya que de esta manera se reduce la
porosidad del hidrogel. En este estudio se evalud la adicién de una cobertura de HEMA-PEGMA en
implantes de alginato, ya que redujo en forma eficiente la fuga celular desde esferas preparadas a partir
de alginato de sodio (Castro-Cesefia et al., 2016). A tal efecto, los implantes que se recubrieron con esta
cobertura extendieron el tiempo de liberacidn hasta las 72 horas, sin embargo, la liberacion tipo estallido

se presentd nuevamente a las 6 h después de iniciar la evaluacion.

Aunque los resultados obtenidos con los implantes cubiertos con HEMA-PEGMA mostraron una clara

ventaja respecto a los implantes sin cubierta, para los propdsitos de este estudio fue necesario probar
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coberturas diferentes con el objetivo de alargar mas el tiempo de liberacién de proteinas. Por ser el EVAc
un polimero biocompatible e insoluble en agua (Schneider et al., 2017), se probaron tres coberturas
diferentes para los implantes (1.5% de alginato de sodio-PEGMA) a base de EVAc: 1) EVAc «; 2) EVAC iy 3)
EVAc. Enlos tres casos se presentd una liberacidn tipo estallido, sin embargo, esta se presentd en distintos
tiempos, EVAcsla presentd a las 2 h después del inicio de la evaluacion, mientras que los dos tratamientos
restantes la presentaron a las 24 h pero en mayor proporcién. Se ha reportado que la adicién de BSA e
inulina en la matriz de EVAc genera canales cuando el agua penetra el interior de la matriz y disuelve la
BSA e inulina, asi mismo que la proporcién BSA:inulina controlan la velocidad de liberacion (Mylonas y
Zohar, 2001); lo anterior podria explicar que la liberacidn tipo estallido del tratamiento EVAc « se haya
presentado antes, sin embargo, esto no justifica que estos implantes hayan liberado solamente el 55.8%
de su contenido total, ya que de acuerdo con lo antes descrito se habria esperado que este tratamiento
hubiera liberado una mayor proporcion de proteinas que los tratamientos EVAc ; y EVAc. En cuanto al
tiempo de liberacién, la proteina fue detectada hasta las 72 h después de que inicié la evaluacidn en los
tres tratamientos, en este sentido, los implantes no mejoraron su desempeno respecto a los cubiertos con
HEMA-PEGMA, sin embargo, al menos en dos tratamientos la liberacion tipo estallido se retrasé en

comparacién con estos.

Derivado de la similitud de los resultados obtenidos para los implantes cubiertos con EVAc;y EVAc, se eligié
el implante alginato-PEGMA cubierto con EVAc; para probar la liberacién de GnRHa in vitro, ya que la
liberacion tipo estallido inicial se registrd hasta las 24 h y liberé una cantidad mayor de proteina en 72 h
comparado con el implante cubierto con EVAcs, esto, en términos econdmicos se traduciria en una menor
pérdida, ya que en este caso el implante no retendria tanta proteina. Sin embargo, desde otro punto de
vista es importante recordar que la GnRHa tiene un periodo de vida media en el organismo de 23 min
(Zohar, 1988; Crim y Bettles, 1997), por lo que en ensayos in vivo aunque la proteina sea liberada en
grandes cantidades como se refleja en la liberacidn tipo estallido, su efecto inductor solo requeriria la
concentracién necesaria de la hormona para desencadenar los efectos en la maduraciéon y el excedente,
en el mejor de los casos no seria util. En este sentido, los implantes cubiertos con EVAcs: también tienen
un perfil de liberacién prometedor, ya que mostraron una liberacion tipo estallido menor que las otras
cubiertas, ademas, su perfil de liberacién fue mas sostenido, sin embargo, es importante evaluar si la

concentracién de la hormona liberada es suficiente para inducir el desove en diferentes especies de peces.

Para describir las caracteristicas fisicas de los implantes de alginato con diferentes coberturas, en este
estudio se utilizaron diferentes aproximaciones, sin embargo, la técnica usada en este estudio no nos

proporciond un panorama claro de la estructura de los implantes. Los cortes obtenidos de los implantes
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fabricados por gelificacién externa se hidrataron inmediatamente después de que se descongeld el medio
de inclusidn en el que se encontraba, por lo tanto, no fue posible distinguir su estructura interna. En
contraste, se obtuvo un corte mas representativo de la estructura interna de los implantes elaborados por
gelificacion interna sin cobertura, resulté notable su estructura porosa, previamente descrita por Gombotz
y Wee (1998). Sin embargo, de acuerdo con Papageorgiou et al. (1994), la estructura de las matrices de
alginato formadas por este método de gelificacion es mds homogénea, no obstante, es importante
destacar que la reaccién acido/base que se produce entre CH3COOH y el CaCOs da como resultado la
formacién de diéxido de carbono (CO,), agua (H20) y acetato de calcio (CaCHsCOO,), por lo que se atribuye
que las burbujas de CO; que quedan atrapadas en la matriz de alginato contribuyen en la formacidén de
poros. Por otra parte, no fue posible obtener un buen corte de los implantes con la cobertura de HEMA-
PEGMA, sin embargo, derivado de los resultados de liberacion de estos implantes se asume que la
cobertura estaba presente. Finalmente, se encontré evidencia de la cobertura de EVAc en el corte de este
implante. Debido a que los implantes cubiertos fueron fabricados por el método de gelificacién interna,
se espera que la estructura interna sea igual a la observada en implantes sin cobertura elaborados con el

mismo método, aunque esto no quedd documentado mediante fotografias.

La capacidad de retencion de agua les confiere a los geles de alginato su utilidad en distintas industrias,
incluida la farmacéutica (Draget et al., 2005). En este sentido, el indice de ganancia de peso y volumen de
los implantes de alginato con vy sin sus diferentes coberturas nos brinda un panorama amplio del efecto
que tienen las coberturas sobre los implantes. Fue destacable que los implantes sin cobertura aumentaron
casi 24 veces su peso comparado con los implantes que tenian algun tipo de cubierta, que aumentaron
solo entre 6.5y 8.1 veces en peso. Esto demuestra que el afiadir una cobertura a los implantes reduce el
grado de hinchamiento (Gambotz y Wee, 1998), lo que finalmente se traduce en una velocidad de difusién
menor que en los implantes sin cobertura. Por otra parte, no hubo diferencias en el aumento de volumen
entre los tratamientos, sin embargo, los implantes sin cobertura mostraron un aumento en volumen dos
veces mayor que el inicial, mientras que en los tratamientos con cobertura el incremento de volumen fue

menor.

4.1.5 Implantes de EVAc

El EVAc es un material biocompatible ampliamente usado en la administracion de diversos farmacos,

incluidas algunas proteinas (Langer et al., 1981). En este estudio, los implantes a base de EVAc,
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presentaron una liberacién reducida de BSA (10.4% de su contenido total) durante las 72 horas en las que
se pudo cuantificar la liberacidn de proteina por el método de BCA, sin embargo es probable que la
liberacion de proteina continuara, aunque en cantidades menores, que no eran detectadas por la
sensibilidad del método de cuantificacion, ya que se ha reportado que la liberacidn de proteinas con alto
peso molecular a partir de implantes de EVAc puede extenderse hasta por 100 dias (Langer y Folkman,
1976), por lo anterior, en estudios futuros es recomendable usar una técnica especifica para la
cuantificacion de las proteinas de interés. Por otra parte, a pesar de que la matriz del implante ya incluia
una cantidad de BSA, cuyo propdsito era generar canales en el polimero plastico, fue posible discernir
claramente entre la liberacién de las proteinas de los implantes control y la de los tratamientos, por lo

tanto, estos implantes fueron usados para su posterior evaluacién en la liberacién de GnRHa.

4.2 Liberacion de GnRHa

4.2.1 Implantes de colesterol/celulosa y alginato-PEGMA cubiertos con EVAc/inulina

El presente estudio fue disefiado para describir diferentes protocolos de preparacidon de implantes con
potencial para estimular la reproduccidon de peces, asi como hacer una descripcién de los perfiles de
liberacion de proteinas y en particular de GnRHa. Después de la evaluacion de la liberacidon de BSA se
eligieron los implantes que se consideraron aptos para probar la liberacion de GnRHa in vitro. No hay
estudios previos de liberacidn de GnRHa a partir de implantes de alginato-PEGMA cubiertos, en cambio,
la liberacion de GnRHa a partir de implantes de colesterol ya se ha descrito anteriormente por Sherwood
et al. (1988); Crim et al. (1988); Crosfeld et al. (1988) y Matsuyama et al. (1995). En todos los estudios
relacionados con implantes de colesterol-celulosa se reporta la liberacion de GnRHa por periodos que van
desde 4 hasta 12 semanas. En nuestro trabajo, el método usado para medir la liberacién de proteina no
es especifico para GnRHa, por lo tanto, no podemos hacer una comparacién directa, no obstante, lo que
cuantificamos es GnRHa ya que fue la Unica fuente proteica que se incluyé en los implantes. En este
ensayo, los implantes elaborados con 95% colesterol y 5% celulosa mostraron una liberacién tipo estallido
a las 48 h y liberaron GnRHa por un periodo total de 192 h, es probable que estos resultados difieran de
otros debido a la limitada sensibilidad en la cuantificacion de proteina y a las diferencias en la fabricacion
de los implantes, ya que no siempre los protocolos de preparacién de implantes se describen claramente.
Hasta ahora es claro que los implantes de colesterol-celulosa siguen siendo una buena opcion para la

liberacion de GnRHa, sin embargo, son necesarios mds ensayos in vitro e in vivo para determinar en qué
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medida la concentracidon de GnRHa liberada a la mitad vy al final del periodo de liberacion puede tener el

efecto reproductivo que finalmente se busca para cada especie.

Por otra parte, los implantes elaborados con 1.5% de alginato-PEGMA vy cubiertos con EVAci mostraron
una liberacion tipo estallido a las 6 horas después de que inicid su evaluacidn, estos resultados difieren en
principio de los obtenidos en los ensayos de liberacién de BSA, es posible que las diferencias se relacionen
con las caracteristicas de las proteinas liberadas, principalmente por la diferencia en el peso molecular de
ambas proteinas, la BSA es una proteina muy grande que tiene un peso molecular de 66,000 g/mol,
mientras que la GnRHa es una proteina pequefia y su peso molecular es de 1167.32 g/mol, por lo que es
claro que esto modifica la velocidad de liberacidn entre proteinas. En el mismo sentido, el tiempo de
liberacion es evidentemente diferente al compararlo con los implantes de colesterol-celulosa evaluados
con la misma proteina. Ademas, el periodo de liberacién con los implantes de alginato fue de 72 h, aunque
es destacable que liberaron una mayor proporcién de su contenido total de proteinas (62.1%). Es claro
que el alginato es un buen excipiente de liberacién para diferentes farmacos (Draget, 2009), sin embargo,
para el propésito de liberacion a largo plazo y por la forma en que se elaboraron, no resultaron adecuados,
por lo que sera conveniente probar cambios en la formulacidn de la matriz o en las coberturas, con el fin

de retrasar la liberacion tipo estallido y alargar el tiempo de liberacidn.

4.2.2 Implantes de EVAc

Los implantes de EVAc se han probado con éxito para la liberacion in vitro e in vivo de GnRHa, Mylonas et
al. (2007) reportan que la liberacion tipo estallido in vitro (525 + 166 ug/ dia) se presentd durante los
primeros dos dias y se extendié hasta el dia 28. Estos autores observaron resultados similares en la
evaluacidn in vivo, sin embargo, solo hasta el dia 7 los niveles plasmaticos fueron significativamente
diferentes a los controles, que consistieron en implantes elaborados siguiendo el mismo procedimiento,
pero sin hormona. En el presente ensayo se pretendia describir el perfil de liberacion de GnRHa, sin
embargo, es necesario recordar que la fabricacidon de estos implantes involucra la adicién de una proteina
(BSA) diferente de la GnRHa, por lo que no fue posible hacer una cuantificacion especifica de la liberacion
de esta hormona proteica. En principio, se esperaba que los controles elaborados con BSA pero sin la
adicion de GnRHa se comportaran de manera similar a los controles fabricados de la misma forma para la
prueba de liberaciéon de BSA, ya que su contenido de BSA era igual, sin embargo no fue asi, ya que los

implantes control liberaron una mayor cantidad de proteina que los implantes que contenian BSA y GnRHa.
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Esto probablemente se deba a que el contenido de GnRHa en cada implante era aproximadamente un
tercio del contenido de BSA, por lo tanto, no fue posible discernir entre ambas proteinas. No obstante, se
detectd la liberacion proteica hasta las 336 h. En este punto del proceso de liberacidn solo se habia
liberado el 25.7% del contenido de GnRHa, por lo tanto, es probable que, con el uso de un método de

deteccion de proteina mas sensible, podria detectarse la liberacién de GnRHa por un periodo mas largo.

Al analizar en conjunto todos los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que los implantes
de colesterol-celulosa y EVAc siguen siendo una alternativa viable para la liberacién de GnRHa. Asi mismo,
es claro que el alginato es un excipiente con gran potencial para la liberacidon de farmacos, sin embargo,
es necesario continuar explorado alternativas en la constitucién de la matriz, asi como en sus cubiertas
para mejorar su desempeiio en la liberacién de GnRHa. Ha sido importante describir en este estudio
claramente los protocolos de preparacién de estos implantes para su futura replicacion en campo.
Finalmente en aplicaciones futuras, es importante considerar que un implante con potencial para la
liberacién in vivo de GnRHa, deberia presentar un perfil de liberacién prolongado y sostenido, ya que la
FOM es un proceso que dependiendo de la especie puede durar varios dias o incluso semanas, esto hace

necesario que la GnRHa se mantenga en circulacién constante para estimular la produccién de LH.
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Capitulo 5. Conclusiones

No existen diferencias significativas en la liberacion tipo estallido y acumulada de BSA de implantes con
100y 95% colesterol. Mientras que los implantes de EVAc.: liberan una décima parte de su contenido total

de BSA en 96 h.

Lo implantes de alginato-PEGMA elaborados con el método de gelificacién externa presentaron un tiempo
de liberacién de BSA de 1 hora, mientras que los elaborados por el método de gelificacién interna

presentaron un tiempo de liberacién de hasta 48 horas.

No hay diferencias significativas en la liberacién tipo estallido, liberaciéon acumulada y tiempo de liberacién
entre implantes elaborados con 1.5% de alginato-PEGMA y 1.5% de alginato, cubiertos de HEMA-PEGMA;
sin embargo, la inclusion de esta cobertura alargé el tiempo de liberacién de BSA hasta por 72 h en ambos
tipos de implantes. Por otra parte, la Inclusidon de una cobertura de EVAcs, EVAci y EVAC en los implantes

de alginato-PEGMA alarga el tiempo de liberacidn de BSA hasta 72 h y retrasa la liberacidn tipo estallido.

Los implantes de alginato- PEGMA elaborados por el método de gelificacidn externa e interna mostraron
una estructura interna porosa, sin embargo, para obtener una mejor caracterizacién se recomienda
realizar la evaluacién morfoldgica mediante l.a técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM, por

sus siglas en inglés).

Las coberturas HEMA-PEGMA, EVAc &, EVAci y EVAc reducen significativamente el grado de hinchamiento

de implantes de alginato-PEGMA.

Los implantes de alginato-PEGMA cubiertos con EVAc; tienen una liberacidn tipo estallido de GnRHa a las

6 h y liberan una alta proporcion de su contenido en 72 h.

Los implantes 95% colesterol 5% celulosa son una buena opcién como implantes de liberacién prolongada
de proteinas, mientras que los implantes de alginato-PEGMA cubiertos con EVAc/ inulina no son viables
para los propdsitos de este experimento. Por otra parte, los implantes a base de EVAc mostraron la
liberacion de GnRHa mas prolongada, sin embargo, por los problemas presentados en la cuantificacion, es

necesario repetir la evaluacién de estos implantes para una interpretacién mas certera.



53

Capitulo 6. Recomendaciones

Estudiar diferentes modificaciones en la matriz de alginato, asi como diferentes coberturas para tratar de

extender el tiempo de liberacion vy, retrasar y/o disminuir la liberacion tipo estallido inicial.

Repetir la fabricacién de implantes con diferentes excipientes cargados con GnRHa y sus respectivos
controles y evaluar nuevamente la liberacién de GnRHa con un método de cuantificacion especifico para

esta proteina (ej. ELISA, inmunoelectroforesis).
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Anexos

Anexo A. Calculo de CaCO:s para diferentes porcentajes de alginato

Para elaborar implantes de alginato por el método de gelificacién interna fue necesario cambiar la fuente
de calcio, en este caso se usé CaCOs Para determinar la cantidad necesaria de CaCOs correspondiente para
cada porcentaje de alginato a probar (3,4 y 5% m/v) se usé como base el Ca*? neto agregado en la solucidn
de 1.5% m/v de CaCl, usada para la reticulacion de los implantes elaborados con la solucién de 3% de
alginato de sodio por gelificacion externa en este estudio. Los calculos se realizaron usando los datos

descritos en el Anexo C.

v Célculo la cantidad de CaCl, al 1.5% m/v para preparar 5 ml de solucién
0.75 g de CaCl,= 1.5%

v’ Calculo la cantidad de Ca ?* en la solucién de CaCl,
110.99 g de CaCl,= 100% (4)
40.078 g de Ca=36.10%
0.75 g de CaCl,= 100% (5)
0.270 g de Ca=36.10%

v Célculo del porcentaje de Ca en 1g de CaCOs (6)
100.09 g de CaCO3= 100%
40.078 de Ca =40.04%
v Célculo de la cantidad de CaCOs; para cubrir el requerimiento de Ca para una solucién de 3% de
alginato
1g de CaCO5= 100% (7)
0.0404 g de Ca=40.04%

1g de CaCO3=0.4004 g de Ca (8)
0.67 g de CaCO3=270 g de Ca



v" Célculo de CaCOs para una solucién de 4 y 5 % de alginato
0.067 g de CaCOs = 3% de alginato de sodio
0.089 g de CaCO3= 4% de alginato de sodio
0.111 g de CaCO3= 5% de alginato de sodio
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Anexo B. Calculo de los compuestos agregados para la solucion HEMA-PEGMA
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Para estos cdlculos se usaron los datos descritos en la tabla del Anexo C. Se definié preparar 5 ml

de solucion HEMA-PEGMA, por lo tanto:
v" HEMA 10% v/v-> 0.5 ml

5ml=100%
0.5 ml=10%

v PEGMA 75% M con respecto a HEMA—> 1.43 ml

1.073g=1ml
0.5365 g=0.5ml

1 mol HEMA=130.14 g
0.0041 mol HEMA = 0.5365 g

0.0041 mol = 100%
0.0030=75%

1 mol PEGMA =500 g
0.0030 mol PEGMA=1.54¢g

1 ml PEGMA=1.08 g
1.43 mIPEGMA =154 ¢

v' EDGMA 4% M con respecto a HEMA-> 0.0309 ml

0.0041 mol HEMA= 100%
0.000164 mol= 4%

1mol EDGMA = 198.22g
0.000164 mol= 0.0325g

1ml=1.051¢g
0.0309 ml=0.0325 g

v" APS 0.5% M con respecto a HEMA- 0.00467 g
0.0041 mol HEMA= 100%
0.0000205 mol=0.5%

1 mol APS=228.20¢g
0.0000205 mol=0.00467 g

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)



Anexo C.

Tabla 4. Peso molecular y densidad de reactivos.
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Reactivo Peso molecular (g/mol) Densidad (g/ml)

HEMA 130.14 1.073

PEGMA 500 1.08

EGDMA 198.22 1.051
APS 228.20 -
CaCl; 110.99 -
CaCoOs; 100.09 -
Ca 40.078 -




