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Resumen

El avance en la produccién de nanoparticulas se ha convertido en un area de gran relevancia
en el dmbito biomédico debido a su potencial para mejorar la administracion de farmacos,
optimizando su biodisponibilidad, solubilidad y eficacia terapéutica. En particular, el uso de
nanoparticulas como sistemas de liberacién controlada permite una dosificacidon mas precisa,
reduccion de efectos adversos y mayor estabilidad de los compuestos activos. Estas ventajas son
especialmente importantes en el contexto de enfermedades infecciosas y patologias crdnicas,
donde el control de la concentracién del principio activo en el organismo es crucial para maximizar
su efectividad y minimizar la toxicidad sistémica. En este trabajo, se desarrollaron nanoparticulas
de quitosano mediante la técnica de electrospray para la encapsulacién de embelina, un agente
bioactivo con propiedades antimicrobianas y terapéuticas.

El quitosano, un biopolimero derivado de la quitina, es ampliamente utilizado en biomedicina
por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y efecto antimicrobiano. Su capacidad de adhesién a
superficies bioldgicas y su versatilidad para formar sistemas de liberacion controlada lo convierten
en un material ideal para aplicaciones farmacéuticas avanzadas. En este estudio, el quitosano se
empleé como matriz polimérica para la obtencién de nanoparticulas capaces de vehiculizar y
proteger compuestos bioactivos. Por otra parte, la embelina, una benzoquinona con actividad
antimicrobiana, anticonvulsivante y antidiabética, se extrae en Argentina del arbusto Oxalis
erythrorhiza Gill, el cual crece en altitudes elevadas en la provincia de San Juan. Sin embargo, su
baja solubilidad en agua limita su aplicacién directa, lo que motiva su encapsulacién en sistemas
nanoestructurados para mejorar su estabilidad y liberacién controlada.

Para la produccion de las nanoparticulas se empledé la técnica de electrospray, o
electrospraying, también conocida como atomizacién electrohidrodinamica (EHDA), que permite
obtener particulas con tamafos controlados y morfologias uniformes sin requerir agentes
surfactantes o disolventes organicos en exceso. Se optimizaron las condiciones del proceso para
garantizar una alta eficiencia de encapsulacidn, estabilidad estructural y reproducibilidad de los
sistemas obtenidos. La caracterizacion morfoldgica se realizd a partir de microscopia electrénica
de barrido (SEM) para evaluar el didametro medio y la distribucidn del tamafio de las particulas. La
caracterizacién fisicoquimica incluyé el estudio mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), difraccidon de rayos x (DRX), calorimetria diferencial de barrido
(DSC), estudio de la conductividad de las soluciones poliméricas, y la determinacién de la eficiencia
de encapsulacién mediante espectrofotometria ultravioleta-visible.

Asimismo, se evalud la cinética de liberacidn de embelina desde las particulas, en condiciones
fisiolégicas simuladas en medio buffer, resultando un perfil caracterizado por una fase inicial de
liberacion rapida seguida de una liberacion sostenida en el tiempo. Este comportamiento es
deseable para tratamientos donde se requiere una accién inmediata del farmaco (dosis de ataque)
seguida de una liberacion prolongada que mantenga la concentracion terapéutica en el sitio de
accion.

Finalmente, se realizd un estudio de mercado respecto del equipamiento y sistemas de
liberacion similares disponibles. Ademas, se exploraron aspectos clave para la escalabilidad del
sistema, evaluando la viabilidad de su produccidon a nivel preindustrial y el cumplimiento de
normativas regulatorias para su posible aplicacién clinica.



El desarrollo de estos sistemas de liberacion controlada representa una estrategia
prometedora para mejorar la administracién de compuestos bioactivos poco solubles en agua, y
plantea nuevas oportunidades en el tratamiento de infecciones y otras patologias. Este estudio
contribuye al conocimiento sobre la aplicacién de nanoparticulas poliméricas en biomedicina y
sienta las bases para futuras investigaciones orientadas a su implementacion en terapias
avanzadas, favoreciendo el disefio de estrategias terapéuticas mas efectivas y seguras.



1. Introduccidn

La investigacién y desarrollo de nanoparticulas despiertan un creciente interés en el campo
de la salud, ya que ofrecen sistemas altamente funcionales con aplicaciones significativas en
diagndstico, prevencion y tratamiento de diversas enfermedades (1). Las particulas elaboradas a
partir de polimeros biodegradables son motivo de investigaciones intensivas en los campos de la
bioingenieria e ingenieria de materiales, encontrando aplicaciones cruciales como biomateriales
para la liberacion controlada de agentes terapéuticos, ademas de permitir la reduccién de los
costos de las terapias y riesgos de toxicidad para el paciente (2). En la industria farmacéutica, las
particulas poliméricas se presentan como una opcidon muy atractiva, ya que permiten mejorar la
biodisponibilidad, solubilidad y tiempo de retencién de agentes terapéuticos solubles o poco
solubles en agua (3).

Las enfermedades infecciosas representan una de las principales causas de mortalidad (14,9
millones de muertes) a nivel mundial, y afectan principalmente a pacientes inmunocomprometidos
y hospitalizados. Estas infecciones producidas por microorganismos pueden llegar a ser crénicas y
responden pobremente a los tratamientos con antibidticos (4,5). En los ultimos afos, el uso
indebido y generalizado de antibidticos tradicionales ha provocado un aumento de la resistencia
de los microorganismos (bacterias y hongos). Algunas estrategias abordadas actualmente para
combatirla incluyen, politicas efectivas para monitorear su propagacion, el uso adecuado de
antibidticos, terapias combinadas, y obtencidén de nuevas moléculas bioactivas provenientes de
fuentes naturales para permitir la aplicacidon de nuevas terapias antiinfecciosas (6).

Los avances en ingenieria y ciencia de materiales han contribuido a mejorar radicalmente
algunos de los inconvenientes farmacéuticos asociados al uso de agentes terapéuticos tales como,
baja solubilidad en agua, inestabilidad fisicoquimica, corta vida media, biodistribucién inadecuada
y toxicidad (7,8,9). La liberacion localizada de agentes terapéuticos directamente en el sitio de
accion, evitando la exposicion sistémica, ha mejorado notablemente los coeficientes de seguridad
de muchos medicamentos. Al mismo tiempo, la técnica de atomizacién electrohidrodindmica
(EHDA, por sus siglas en inglés) denominada también como electrospraying estd avanzando
rapidamente como una tecnologia prometedora para la produccién de particulas poliméricas
bioactivas (9). En comparacidon con las técnicas de fabricacién de emulsién tradicionales, la EHDA
tiene el potencial de reducir la desnaturalizacion de farmacos y biomacromoléculas,
proporcionando un control mas estricto sobre la distribuciéon de tamafo de las particulas y su
morfologia (9).Las particulas pueden prepararse a partir de polimeros naturales, sintéticos o
sistemas hibridos naturales/sintéticos, y administrarse a través de la mayoria de las rutas de
administracién de drogas: oral, parenteral, inhalatoria y oftalmica, con capacidad de facilitar tanto
la vectorizacidn activa como pasiva. Sin embargo, cada material requiere de la optimizacién del
procesamiento para la obtencidn de particulas uniformes y reproducibles. Con la seleccion del
agente terapéutico y la funcionalizacidon apropiada del sistema portador, es posible desarrollar
sistemas biofuncionales sofisticados que optimicen las terapias farmacoldgicas para tratamientos
antimicrobianos (10, 11), de cancer (12), y hormonales (13), entre otros.

Dentro de este contexto, el principal objetivo de este trabajo consiste en optimizar las
condiciones de procesamiento de nanoparticulas coaxiales obtenidas por electrospray para su
empleo como sistema de liberacidn controlada de farmacos. El sistema bicapa poseerd un interior
o nucleo hidrofdbico que contendra el agente terapéutico embelina, y una capa exterior hidrofilica
que favorecerd la biodisponibilidad, regulara la liberacidn y facilitard el direccionamiento hacia la
membrana celular de bacterias (bacteria-targeting) (14, 15).



El interior o nlcleo de las particulas se preparara a partir de una solucion del agente
terapéutico embelina mezclado con solventes orgdnicos, de manera tal que permita obtener
particulas con buena disponibilidad del agente terapéutico en su interior. Mientras que la cubierta
o capa superficial sera de quitosano (como un elemento estructural), un polisacarido natural que
se obtiene a partir de la quitina, uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza (17, 18).
El quitosano forma parte de la estructura de numerosos organismos vivos, y resulta ademas como
subproducto importante de varias industrias como la pesquera, generando un valor agregado en
la utilizacién de residuos. La gran importancia del quitosano en el campo biomédico esta dada por
sus excelentes propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, mucoadhesidn, hemostasia,
promocién de absorcion, actividad antimicrobiana y antioxidante (12, 13).

La embelina, una benzoquinona de interés bioldgico, se encuentra como el principal
metabolito secundario en especies de las familias Myrsinaceae y Oxalidaceae (16, 17, 18), y
presenta diversas actividades bioldgicas relevantes, incluyendo actividad anticonvulsivante,
antidiabética y antimicrobiana (17, 19). A partir de las especies mencionadas se extrae, como el
principal metabolito secundario, la benzoquinona embelina (2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-
benzoquinona). Durante un largo periodo de tiempo, esta sustancia de origen indigena ha sido
utilizada para tratar diversas enfermedades, como se registra en textos histdricos como el Charaka
Sambhita en 1949, Sushruta Samhita en 1942 y Ashtanga Hridaya en 1950. La embelina se halla en
concentraciones de 2 a 3 % en los frutos de los arbustos Embelia ribes, E. robustas (20), Ardisia spp
(21) y en Rapanea spp (Mirsinaceas), Embelia ribes (E. gladulifera), Embelia tsjeriam-Cottam (E.
robusta, Roxb), es un arbusto distribuido a lo largo de la costa de Malabar de Sri Lanka, y se
extiende a través de Sylhet, Singapur y China, asi como también en Assam de Cochin y las zonas
montafiosas de Maharashtra y Konkan en la India (22). En Argentina, el arbusto Oxalis erythrorhiza
Gill. (Oxalidaceae) llamada cominmente “boldo de la cordillera”, se encuentra a una altitud entre
los 4000-4500 m en la localidad de Bauchaceta, departamento de Iglesia de la provincia de San
Juan (23).

Desde su descubrimiento, la embelina ha sido reconocida como un compuesto valioso en la
farmacopea. Fue incluida en el British Pharmaceutical Codex en 1934, seguido por el Indian
Pharmaceutical Codex en 1953, y finalmente se establecid6 como una medicina oficial en la
Farmacopea de la India en 1966 (24). Actualmente se comercializa a nivel mundial a través de
empresas tales como Merck, ThermoFisher Sientific, o R&D Systems (Biotechne), con costos
promedios de 10 USD por cada miligramo de embelina.

Fisicamente, la embelina se presenta como cristales de color amarillo anaranjado que
cristalizan en agujas de oro amarillo. Tiene un punto de fusidn de 142-143 °C y es pobremente
soluble en agua (0,13 mg/ml), pero es soluble en solventes como diclorometano, metanol, éter de
petréleo y cloroformo, entre otros. Estas caracteristicas hacen de la embelina un candidato
prometedor para la encapsulacion en nanoparticulas poliméricas, con el potencial de mejorar
significativamente la eficacia y seguridad de los tratamientos médicos (21).

En las secciones siguientes, se explorara en detalle los objetivos especificos de este trabajo y
su contribucién al avance del campo de las nanoparticulas para aplicaciones biomédicas.



1.1 Materiales para aplicaciones biomédicas

1.1.1 Biomateriales

Los biomateriales se sitdan en la interseccion crucial entre la biologia, la quimica, la medicina
y la ingenieria, ofreciendo soluciones avanzadas a desafios complejos en el cuidado de la salud.
Estos materiales, disefados para interactuar de forma segura y efectiva con sistemas biolégicos,
estan destinados a tratar, mejorar o reemplazar funciones corporales o para facilitar diagnésticos
precisos (25).

En 1987 se acordd denominar biomaterial a “un material no vivo usado en un dispositivo
médico, destinado a interaccionar con el sistema bioldgico” (26). Sin embargo, la evolucién en la
ciencia de materiales y las tecnologias relacionadas con la salud tornaron pronto obsoleta esta
definicidn. La funcidn de un biomaterial es mas compleja, debe dirigir el curso de un tratamiento
médico, ya sea diagndstico o de terapia, y debe hacerlo controlando especificamente las
interacciones con los componentes bioldgicos del paciente a ser tratado (27).

En 2018 se alcanzé un nuevo consenso entre los lideres mds reconocidos a nivel global en la
comunidad de los biomateriales reuniendo mas del 90% de los votos. Asi se reformulé la udltima
definicidn y se planted que se refiere a “un material disefiado para tomar una forma que pueda
dirigir, a través de interacciones con los sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento
terapéutico o de diagnosticos” (27, 28).

Inicialmente concentrados en aplicaciones estructurales como implantes y protesis, el
espectro de uso de los biomateriales se ha ampliado notablemente hacia areas como la liberacién
controlada de farmacos, la ingenieria de tejidos y los dispositivos de diagndstico. Este desarrollo
refleja avances significativos tanto en la comprensidn de la interaccion entre materiales y biologia
como en las técnicas de fabricacidn y disefio de nuevos materiales (29).

La clasificacion de los biomateriales en metales, cerdmicos, polimeros (naturales y sintéticos)
y composites subraya la diversidad de propiedades mecanicas, quimicas y biolégicas que estos
materiales pueden ofrecer. Esta diversidad permite la creacién de soluciones médicas
personalizadas, adaptadas a las necesidades individuales de los pacientes y los requisitos
especificos de diversas aplicaciones médicas. La seleccion cuidadosa de biomateriales es crucial
para el éxito de implantes duraderos, andamios que promueven la regeneraciéon de tejidos, y
sistemas de entrega de farmacos con la capacidad de unirse a sitios especificos dentro del cuerpo
(30).

El enfoque actual en la investigacion de biomateriales no sdlo incluye el desarrollo de
materiales con nuevas propiedades fisicas y quimicas, sino también la comprensién profunda de
como estos materiales interactian con el cuerpo a nivel celular y molecular. Esta aproximacion
multidisciplinaria es esencial para el disefio de la préxima generacion de biomateriales, que no sélo
son biocompatibles sino también capaces de inducir respuestas biolégicas deseables para la
regeneracioén de tejidos o la liberacion controlada de medicamentos (31).

1.1.1.1 Biopolimeros

A partir de finales del siglo XIX y a lo largo del siglo XX, el desarrollo y la diversificacién de los
polimeros experimentd un crecimiento considerable. Esto permitid la creacién de materiales con



propiedades Unicas, lo que revoluciond multiples campos de la ingenieria. Hoy en dia, tanto
polimeros de origen natural como sintético tienen aplicaciones muy variadas en el sector
biomédico. Algunos, como el polimetilmetacrilato o el polietileno, son altamente estables y se
emplean en dispositivos permanentes. Otros, en cambio, son biodegradables y se utilizan para
aplicaciones temporales, lo que resulta ventajoso en muchos contextos clinicos.

En los ultimos diez afios, el uso de polimeros para la liberacion de farmacos y agentes
terapéuticos ha crecido de manera notable, tanto en la industria farmacéutica como en el ambito
agricola. Las proyecciones futuras indican que los polimeros biodegradables, empleados en
tecnologias de liberacion controlada, tendran un impacto significativo en la medicina moderna.
Estos materiales permiten administrar medicamentos de manera mas eficiente, ya sea a nivel
sistémico o directamente en sitios especificos del cuerpo, sin la necesidad de extraer el sistema de
liberacion una vez finalizado el tratamiento (32).

El uso de estos polimeros en biomedicina requiere que cumplan con ciertas propiedades
claves para que puedan funcionar como sistemas de liberacién controlada de medicamentos. Estas
caracteristicas esenciales se resumen en la Figura 1, destacando su importancia para garantizar
una administracion eficaz y segura de los agentes terapéuticos.

Sistemas para

liberacién
controlada de
agentes
terapéuticos
Bioactivos y Facilidad para
biocompatibles administrar y
eliminar
Apropiada Facilidad para
resistencia fabricacion y
mecanica esterilizacion
Alta capacidad
de carga y
eficiencia de
encapsulacion

Figura 1. Caracteristicas ideales de los sistemas poliméricos para su empleo en liberacion
controlada de agentes terapéuticos.

Los polimeros naturales, compuestos organicos macromoleculares encontrados en la
naturaleza, desempefian un papel crucial en el campo de los biomateriales debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y funcionalidad especifica. Estos polimeros abarcan una
amplia gama de sustancias (Figura 2) como proteinas (por ejemplo, colageno, elastina),
polisacéridos (por ejemplo, celulosa, quitosano, alginato) y dcidos nucleicos (ADN y ARN), que han
sido utilizados en numerosas aplicaciones médicas y biotecnoldgicas (33). La diversidad de fuentes



naturales y la variedad de propiedades que estos polimeros pueden ofrecer hacen que sean
materiales altamente versatiles y adaptables para diferentes necesidades en la medicina y la
biotecnologia.

La biocompatibilidad de los polimeros naturales es particularmente importante para
aplicaciones en ingenieria de tejidos y liberacidn controlada de farmacos. En estos campos, la
interaccion entre el material y el tejido puede influir significativamente en la efectividad y
seguridad del tratamiento. Por ejemplo, el coldgeno, una proteina abundante en el cuerpo
humano, es ampliamente utilizado debido a su capacidad para promover la adhesién celular y la
regeneracion tisular (34). Los polisacaridos como el quitosano y el alginato también son valorados
por sus propiedades biocompatibles y su capacidad para formar estructuras tridimensionales que
imitan la matriz extracelular del tejido (35).

Ademads de ser biocompatibles, los polimeros naturales son biodegradables, lo que significa
gue pueden ser metabolizados o eliminados por el cuerpo después de cumplir su funcién,
reduciendo asi el riesgo de complicaciones a largo plazo. Esta propiedad es crucial para
aplicaciones en las que los materiales implantados necesitan ser absorbidos por el cuerpo sin
causar reacciones adversas. La biodegradabilidad de los polimeros naturales asegura que no se
acumulen residuos toxicos en el cuerpo, lo que es especialmente importante en aplicaciones a
largo plazo como los andamios para la regeneracion tisular y los sistemas de liberacidon de farmacos
(36).

Una de las propiedades mas valiosas de los polimeros naturales es su capacidad para ser
funcionalizados o modificados quimicamente. Esta capacidad permite el disefio de sistemas de
liberacion de farmacos con administracidon controlada o andamios para la ingenieria de tejidos con
propiedades mecdnicas y bioldgicas especificas. Por ejemplo, el quitosano puede ser modificado
para mejorar su solubilidad en agua y su capacidad para interactuar con diversas biomoléculas, lo
gue amplia su aplicacién en diferentes campos de la biomedicina. Estas modificaciones pueden
mejorar la interaccién de los polimeros con células y tejidos, promoviendo la regeneracién de
tejidos o la respuesta inmune deseada (35).

Entre los polimeros naturales, el quitosano ha recibido considerable atencién debido a sus
propiedades Unicas, como la no toxicidad, biodegradabilidad y actividad antimicrobiana. Estas
caracteristicas lo hacen ideal para aplicaciones que van desde vendajes antimicrobianos hasta
sistemas de liberacion de farmacos y andamios para la ingenieria de tejidos. La capacidad del
quitosano para formar peliculas y geles lo hace especialmente Util en la fabricacién de dispositivos
médicos y sistemas de liberacion controlada de farmacos. Ademas, su actividad antimicrobiana
inherente es una ventaja adicional para aplicaciones en las que la prevencidn de infecciones es
critica (35, 37).

La versatilidad y las propiedades intrinsecas de los polimeros naturales los posicionan como
una solucién innovadora y efectiva para avanzar en la medicina regenerativa y la farmacologia,
demostrando su potencial para transformar significativamente estos campos y mejorar la salud
humana.
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1.1.1.2 Quitosano

El quitosano se ha establecido como un polimero natural de considerable interés en el vasto
campo de los biomateriales. Originario de la quitina, este biopolimero es predominantemente
extraido de los exoesqueletos de crustdceos, como cangrejos y camarones, asi como de las paredes
celulares de ciertos hongos. La quitina, a través de un proceso quimico de desacetilacion, se
transforma en quitosano, lo que implica la eliminacién de grupos acetilo para revelar grupos amino
libres, fundamentales para las caracteristicas Unicas del quitosano (35).
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Figura 3. Estructura quimica de la a) Quitina y el b) Quitosano.

La estructura molecular del quitosano, enriquecida con grupos amino, confiere al polimero
propiedades notables como la solubilidad en soluciones acidas, una capacidad singular entre los
polisacaridos. Esta propiedad es esencial para su procesamiento y aplicacion en diversas formas,
incluyendo peliculas, fibras, y geles. Estas formas permiten la utilizacién del quitosano en un rango
amplio de aplicaciones, desde la medicina hasta la ingenieria ambiental (33).

En el ambito biomédico, el quitosano es ampliamente reconocido por su excepcional
biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo que permite su uso en aplicaciones criticas como la
ingenieria de tejidos, vendajes avanzados, y sistemas de liberacién controlada de medicamentos.
La biodegradabilidad asegura que el quitosano se descompone en componentes no téxicos que



pueden ser facilmente eliminados o absorbidos por el cuerpo, minimizando cualquier riesgo de
reaccién adversa a largo plazo.

En el campo de la ingenieria de tejidos, el quitosano ha sido explorado por su capacidad para
apoyar la formacion y el crecimiento de tejidos. La fabricacién de andamios de quitosano que
imitan la matriz extracelular natural ofrece un entorno éptimo para la adhesion, proliferacién y
diferenciacidn celular, promoviendo la regeneracion de tejidos dafiados. Este uso del quitosano no
sdlo se limita a la reparacién de tejidos blandos, sino que también se extiende a la regeneracién
Oseay la reparacién del cartilago, dreas en las que la funcionalizacidn del quitosano con bioactivos
especificos puede dirigir efectivamente la formacion de tejidos especificos (38).

Por otra parte, el quitosano ha demostrado ser un material excepcionalmente versatil en la
administracién de farmacos, gracias a su capacidad para formar complejos estables con principios
activos y liberar el contenido de manera controlada en el sitio de accién. Estas propiedades han
permitido su aplicacion en multiples plataformas terapéuticas, desde hidrogeles hasta
nanoparticulas, mejorando la eficacia de los tratamientos y minimizando efectos adversos.

Su seleccién en este estudio responde a una combinacion de caracteristicas que lo convierten
en un candidato ideal para el desarrollo de sistemas biomédicos avanzados. Derivado de la quitina,
presente en los exoesqueletos de crustaceos y en las paredes celulares de ciertos hongos, el
guitosano es un material natural y sostenible, lo que lo hace particularmente atractivo en la
busqueda de biomateriales ecoldgicamente responsables.

Ademds de su flexibilidad estructural, el quitosano destaca por su excelente
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Su capacidad para degradarse en compuestos no tdxicos
dentro del organismo lo hace idéneo para aplicaciones médicas en las que la seguridad es un
requisito fundamental. Su uso en la administracién de fdrmacos permite no solo una liberacion
prolongada y eficiente, sino también una reducciéon del impacto ambiental y biolégico de los
residuos farmacéuticos.

La combinacién de estas propiedades convierte al quitosano en un recurso valioso para la
investigacion biomédica y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Su potencial para
mejorar la administraciéon de farmacos y su versatilidad en diversas aplicaciones lo consolidan
como un material con un impacto significativo en la medicina moderna y en la evolucién de
tecnologias médicas mas eficientes y sostenibles.

1.1.1.3 Embelina

El género embelia comprende un conjunto de arbustos que pertenecen a la familia de plantas
Myrsinaceae (39) y Oxalidaceae (23). En la medicina ayurvédica, se les conoce cominmente como
vidanga. Uno de los principales metabolitos secundarios extraidos de estos arbustos es una
benzoquinona llamada embelina (2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona).
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Figura 5. Especie Oxalis erythrorhiza, nombre comiin ;’boldo de la Cordillera”.

Durante varios anos, esta medicina tradicional ha sido recomendada para tratar diversas
enfermedades, con menciones registradas en textos histéricos como el Charaka Samhita en 1949,
Sushruta Samhita en 1942 y Ashtanga Hridaya en 1950. La embelina se encuentra en
concentraciones del 2 al 3% en los frutos de distintos arbustos que se distribuyen a lo largo de la
costa de Malabar de Sri Lanka, y se extienden a través de Sylhet, Singapur, China, asi como en
Assam de Cochin y las zonas montafiosas de Maharashtra y Konkan en la India. En Argentina, el
arbusto Oxalis erythrorhiza Gill. (Oxalidaceae) (Figura 5), cominmente conocido como "boldo de
la cordillera", se encuentra a una altitud entre los 4000 y 4500 m en la localidad de Bauchaceta,
departamento de Iglesia de la provincia de San Juan (43).

Los frutos brillantes de color naranja ricos en hidroxibenzoquinona embelina se han
establecido en la etnomedicina y se atribuye su accion farmacolégica a este componente. Se ha



descrito a estos frutos como una serie de atributos, incluyendo acre, astringente, amargo, picante,
expectorante, depurativo, digestivo y carminativo con propiedades antibacterianas, estomacales,
diuréticas, vermifugas, anticonceptivas, rejuvenecedoras, alternativas, estimulantes, febrifugas,
cOlicas y toénicas. Se considera que estos frutos son beneficiosos en enfermedades cutdneas
crénicas, asi como en trastornos respiratorios, helmintiasis y trastornos gastrointestinales.
También se cree que promueven funciones inmunoldgicas, mejoran la circulacién sanguinea y
poseen efectos antienvejecimiento (22).

La Figura 6 muestra la estructura quimica de la embelina (CAS N° 550-24-3), de férmula
empirica C17H2604 y peso molecular 294,39 g.mol ™.
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Figura 6. Estructura quimica de embelina (2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona)

Desde su descubrimiento, la embelina ha sido reconocida como un compuesto valioso en la
farmacopea. Fue incluida en el British Pharmaceutical Codex en 1934, seguido por el Indian
Pharmaceutical Codex en 1953, y finalmente se establecid6 como una medicina oficial en la
Farmacopea de la India en 1966 (24).

Presenta diversas actividades bioldgicas relevantes reportadas tales como, efecto
quimiopreventivo en Nnitrosodietilamina/fenobarbital en casos de hepatocarcinogénesis inducida
en ratas Wistar (39), efecto de antifertilidad (40), actividad citotdxica in vitro en lineas celulares
B16 y XC (42), actividad anticonvulsivante (19), antidiabética (43), y antimicrobiana (27).

1.2 Nanoparticulas en el campo de la liberacién de drogas

Las nanoparticulas son particulas coloidales sélidas de menos de 1 um que comiUnmente
fluctdan entre 100 y 500 nm de tamafio, que han revolucionado el ambito de la administracion de
medicamentos. Se caracterizan por tener una relacion de superficie-volumen particularmente
elevada, dotandolas de capacidades singulares para la interaccion con sistemas bioldgicos. Esta
propiedad clave optimiza significativamente la administracién de farmacos, facilitando su
liberacion de manera mas precisa, mejorando la solubilidad y biodisponibilidad del agente
terapéutico, minimizando los efectos adversos tipicos de las terapias tradicionales, como se
muestra en la Figura 7 (44).

La relevancia de las nanoparticulas en la medicina moderna es incuestionable, destacandose
por su capacidad para cruzar barreras bioldgicas y facilitar la liberacion dirigida de farmacos en
sitios especificos dentro del cuerpo. Esta capacidad representa un avance significativo sobre los
sistemas tradicionales de entrega de medicamentos, ofreciendo nuevas posibilidades para el
tratamiento de enfermedades complejas y crénicas. En dichos sistemas los farmacos se
administraban generalmente por via oral o intranasal, mediante estrategias de dosificacion por
inhalacion o a través de mucosas, como alternativas menos invasivas a la administracion tradicional
mediante inyecciones intramusculares o intravenosas. Ademas, la naturaleza versatil de las



nanoparticulas permite su modificaciéon y adaptacién para cargas diversas, desde moléculas
pequenas hasta macromoléculas como proteinas y acidos nucleicos, abriendo el camino para
innovaciones en terapias y vacunas (45).

Por otro lado, los farmacos administrados convencionalmente presentan menor absorcién,
distribucidn sistémica aleatoria, mayor toxicidad y menor biodisponibilidad en el sitio de accién
deseado. Presentando menor eficiencia por excrecidon temprana, y mayores obstaculos tales como
degradacion enzimdtica, diferencias de pH, pérdidas por barreras mucosales, o liberacién
inmediata acelerada (45).

Mejorar [a
biodizsponibilidad
del farmaco

L

Mejora la

Aumentar la vida il estabilidad

Facilidad de Féﬂ;l o
Hotyti - encapsulacion
S e Beneficios de -
la
Sisterna de nanocmedicina Terapia
administracion de dirigida

farmacos dirigido

Reducir el
Aumentar la reconocimiento
solubilidad Redicir I3 inmunoldgico

degradacion del
medicamento

Figura 7. Beneficios de usar la plataforma de nanomedicina para administrar farmacos.

Resulta de suma importancia la caracterizacién completa y precisa de las nanoparticulas para
evaluar su potencial toxicidad en sistemas bioldgicos. La caracterizacidn adecuada de las
nanoparticulas es esencial para garantizar que los resultados sean reproducibles y proporcionar
una base sélida para comprender las propiedades de las nanoparticulas que determinan sus
efectos biolégicos. Dicha caracterizacidn incluye mediciones de tamanio, distribucién del tamaiio,
forma (caracteristicas morfoldgicas), composicidon quimica, solubilidad, area superficial, estado de
dispersidn, quimica superficial, entre otras propiedades fisicoquimicas esenciales para una
evaluacion toxicolégica completa.
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Figura 8. Clasificacion de particulas poliméricas y su relacion con el agente terapéutico.

Los sistemas de particulas destinados a la liberacién controlada de agentes terapéuticos se
pueden categorizar segun su tamafio, distribucién y la relacidn entre la particula y el agente
terapéutico. Estas caracteristicas son fundamentales, ya que determinan cémo interactdan las
particulas con las membranas celulares y su capacidad para atravesar las barreras fisioldgicas
naturales. En la Figura 8 se muestran distintos tipos de sistemas de particulas y las posibles
interacciones con los agentes terapéuticos. Segln su composicién y organizacién estructural, las
micro y nanoparticulas pueden dividirse en micro y nanoesferas, asi como en micro y nanocapsulas.
Las micro y nanoesferas consisten en una matriz polimérica que retiene la sustancia activa en su
interior o la adsorbe en su superficie, sin presentar un nucleo definido. Por otro lado, las micro y
nanocdpsulas cuentan con un nucleo que contiene la sustancia activa, rodeado por una cubierta o
capa polimérica.

La implementacién de nanoparticulas en aplicaciones médicas y bioldgicas presenta desafios
significativos, incluida la necesidad de métodos de sintesis que permitan un control preciso sobre
sus propiedades y la comprension de su interaccion con los sistemas bioldgicos para garantizar la
seguridad y eficacia del tratamiento. A pesar de estos desafios, el desarrollo continuo y los avances
en el campo prometen superar estas barreras, consolidando el papel de las nanoparticulas en el
futuro de la medicina regenerativa y la entrega de farmacos (46).

En este sentido, las nanoparticulas de quitosano emergen como una vanguardia en la
interseccién de la nanotecnologia y las aplicaciones biomédicas, gracias a las inherentes
propiedades de este polimero. Este polisacarido natural, derivado de la quitina, se distingue por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo cual es esencial para su integracién en sistemas
bioldgicos sin provocar efectos adversos significativos. Ademas, la capacidad del quitosano para su
funcionalizacidon permite su adaptacidn para una multitud de aplicaciones especificas, desde la
liberacion controlada de farmacos hasta la ingenieria de tejidos y aplicaciones antimicrobianas.



En el dmbito de la liberacidn de farmacos, las nanoparticulas de quitosano ofrecen una
plataforma excepcional para la entrega precisa y controlada de medicamentos. Su estructura
permite encapsular una variedad de farmacos, mejorando su solubilidad, estabilidad vy
biodisponibilidad, lo cual es crucial para optimizar la eficacia terapéutica y minimizar los efectos
secundarios. La biocompatibilidad y biodegradabilidad del quitosano aseguran que estas
nanoparticulas sean seguras para aplicaciones a largo plazo, descomponiéndose en componentes
no toxicos que el cuerpo puede eliminar o absorber facilmente.

En la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa, las nanoparticulas de quitosano han
demostrado ser valiosas como andamios para facilitar el crecimiento celular y la regeneracion de
tejidos dafados. Su compatibilidad con las células promueve la adhesién y proliferacién celular,
esencial para la reparacién y reconstruccion de tejidos. Ademas, las propiedades antimicrobianas
del quitosano lo hacen util en la creacion de vendajes y recubrimientos que previenen infecciones,
destacando su versatilidad en aplicaciones médicas.

La innovacion que representan las nanoparticulas de quitosano se debe a su combinaciéon
Unica de seguridad, eficacia y versatilidad, lo que las posiciona como lideres en la nanomedicina.
Su capacidad para cruzar barreras bioldgicas y entregar medicamentos de manera eficiente
subraya el potencial de estas nanoparticulas para revolucionar la forma en que se administran los
tratamientos. Ademas, su desarrollo sostenible, derivado de fuentes renovables, refleja la
demanda creciente de soluciones tecnolégicas que son responsables tanto con el medio ambiente
como con los imperativos éticos de la medicina moderna (47).

1.3 Electrospray monoaxial y coaxial.

La ingenieria de particulas implica la exploracién de diversas metodologias para preparar
particulas con dimensiones, formas, estabilidad y propiedades deseadas, adaptadas a usos
particulares en sectores como la industria farmacéutica, alimentaria, cosmética y agroindustrial.

El electrospray, como método para dispersar una muestra liquida en forma homogénea, es
una técnica antigua. Su efecto fisico subyacente fue descrito por primera vez por Sir Geoffrey
Taylor. Desde muy temprano, se especuld por Malcolm Dole et al. que el electrospray podria ser
utilizado para generar haces moleculares de grandes moléculas, pero no pudieron respaldar esta
especulacién con experimentos convincentes; su configuracién experimental era demasiado
limitada. Fue en 1988, el grupo de John Fenn pudo demostrar que era posible transferir grandes
moléculas, como proteinas, como iones a la fase gaseosa sin descomponerlas. Otros grupos de
investigacion y empresas que ya trabajaban con electrospray o técnicas de pulverizacion similares
interfazadas con espectrometros de masas adoptaron rapidamente los descubrimientos, lo que
marco el inicio del uso de esta técnica en ciencias biomoleculares.

Hoy en dia, el electrospray es una técnica ampliamente utilizada para el analisis de muestras
en forma liquida, y la obtencidon de nanoparticulas poliméricas y compuestas (47). El proceso de
EHDA consiste en la aplicacidon de una diferencia de potencial del orden de los kilovoltios, a una
solucidn polimérica diluida contenida en una boquilla. La gota de solucidén que se encuentra en la
punta de la boquilla experimenta un equilibrio entre dos fuerzas dominantes para cada punto de
su superficie. Una fuerza derivada de la tensidn superficial intenta devolver el liquido a la boquilla
para minimizar el area superficial desfavorable desde el punto de vista energético, y por otro lado
la atraccién electrostatica de Coulomb atrae el liquido hacia el electrodo contrario. Cuando la
diferencia de potencial aplicada supera la tensidn superficial de la gota, la forma eliptica de la



superficie de la gota cambia repentinamente de forma, para convertirse en un cono puntiagudo.
En la punta del cono se produce una ruptura y atomizacién de la solucién, formandose pequeias
gotas. Sir Geoffrey Taylor mostrd que un equilibrio de fuerzas derivadas de la tension superficial y
fuerzas electrostaticas puede alcanzarse para todos los puntos de su superficie sélo para un cono
liguido con un angulo de apertura de 49.3°. Antes de que se alcance la tensién umbral, la igualdad
entre las dos fuerzas se cumple para un radio de curvatura especifico en el vértice del liquido. Sin
embargo, la ecuacién para el punto del vértice muestra que, a una tensién especifica llamada
Tension de Cono de Taylor, el equilibrio de fuerzas se vuelve independiente del radio de curvatura;
formdandose un cono caracteristico denominado Cono de Taylor. En la punta de este cono comienza
la atomizacidén o electrospray.

Una vez que se forman las gotas, el solvente de la superficie comienza a evaporarse en el
camino hacia el colector. Las moléculas de solvente abandonan la gota como particulas neutras, lo
gue conduce a un aumento de la densidad de campo en la superficie de las gotas. En menos de
unos pocos microsegundos, las gotas se comienzan a secar, dando lugar a la formacién de
particulas submicrométricas. Cuanto mas pequefias sean las gotas y mayor sea la tension
superficial, mas esférica serdn las particulas resultantes (48).
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Figura 9. Esquema proceso de electrospray coaxial para la preparacion de particulas core-
shell biofuncionales quitosano-embelina.

La Figura 9 presenta un esquema tipico del proceso experimental de Atomizacion
Electrohidrodinamica (EHDA). En este proceso, una solucién de polimero natural o sintético, se
introduce de manera controlada y a un flujo conocido (Q) a través de un tubo capilar o aguja. La
aguja se mantiene a un alto potencial (V) en comparacién con un electrodo cercano, conocido
como colector, mediante una fuente de alta tension aplicada. En la figura, el electrodo colector se
muestra como una placa plana conectada a tierra. Cuando se aplica una diferencia de potencial
elevada, del orden de los kilovolts, y un flujo (Q) adecuado, la solucion polimérica en la punta de
la aguja forma el Cono de Taylor, en cuyo vértice se forman las microgotas que daran origen a las
nanoparticulas luego de la evaporacién del solvente. La estabilidad de la forma cénica del menisco
solo puede lograrse con valores bien definidos de potencial y flujo, los cuales dependen de las
propiedades fluidomecanicas y electrostaticas de la solucién.



Figura 10. Imagen del cono de Taylor obtenida en la prdctica experimental.

En particular la técnica de electrospray coaxial es un proceso electrohidrodinamico que
produce microparticulas y nanoparticulas multicapa mediante por accién de agujas concéntricas.
A través de cada aguja fluye una solucion diferente, aunque sobre ellas de aplica la misma
diferencia de potencial. Esto permite, la formacién de micro o nanocapsulas de dos o mas capas.
En comparacién con otros procesos de micro-nanoencapsulacién, el electrospray coaxial presenta
ventajas significativas, tales como una alta eficiencia de encapsulacion, proteccion efectiva de la
bioactividad y una distribucién uniforme del tamafo. Sin embargo, el control del proceso se ve
desafiado por la naturaleza multifasica del proceso y la compleja interaccion de multiples
pardmetros de disefo, proceso y material (49).

La transicidn técnica del electrospray de un solo eje a electrospray coaxial fue estimulada por
los avances recientes en nanotecnologia y ciencias de la vida. Se han realizado muchos esfuerzos
en los ultimos afios para modificar el proceso tradicional de electrospray con el fin de preparar
microparticulas y nanoparticulas multifuncionales con una calidad y productividad mejoradas. La
técnica de electrospray coaxial modifica el proceso de electrospray monoaxial, empleando un
sistema de agujas concéntricas como puede observarse en la Figura 9, lo que permite la formacion
de particulas con dos o mas capas.

1.4 Liberacién controlada a partir de particulas

El disefio y aplicacion de sistemas de liberacion controlada de agentes terapéuticos es uno
de los campos mas relevantes en el desarrollo de nuevas formas de medicacidn. Estos sistemas
buscan mejorar la eficacia terapéutica, reducir los efectos secundarios y aumentar la comodidad
del paciente al disminuir la frecuencia de administracidn.
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Figura 11. Disciplinas cientificas interrelacionadas con la liberacion de agentes terapéuticos.

La utilizacion de polimeros como vehiculos de liberacién ha cobrado gran interés debido a su
capacidad para regular y dosificar de manera precisa la liberacion de agentes bioactivos en
aplicaciones especificas. Estos polimeros pueden ser de origen natural, sintético o combinaciones
de ambos, y permiten liberar el agente terapéutico de manera predisefiada, controlando tanto el
modo de distribucién como su farmacocinética. Dependiendo del sistema, la liberacion puede ser
constante durante largos periodos, ciclica, o bien activada por factores externos como cambios en
el pH, temperatura, o la presencia de ciertos fluidos del cuerpo.

Uno de los principales objetivos de estos sistemas es evitar los inconvenientes asociados a la
administracién convencional de farmacos, como el riesgo de intoxicacion por sobredosis o la
fluctuacidn ineficaz de las concentraciones plasmaticas del agente terapéutico. En los métodos
convencionales, las concentraciones de los agentes suelen variar de forma significativa, dando
lugar a periodos de ineficacia o toxicidad. Esto es particularmente problematico cuando los niveles
terapéutico y toxico estan muy cercanos entre si.

El control de la velocidad de liberacion depende de las propiedades del polimero, la
interaccion entre el polimero y el agente, y factores ambientales como el pH y la temperatura. La
liberacion controlada busca mantener una concentracién uniforme del agente terapéutico en el
cuerpo, minimizando la necesidad de dosis frecuentes, y reduciendo el riesgo de efectos
secundarios.

En el sistema de liberacién ideal, el agente terapéutico se mantiene en concentraciones
constantes y efectivas durante un tiempo prolongado, con dosis mas pequefias y distribuidas de
manera controlada, mejorando la eficacia del tratamiento y la seguridad para el paciente.

1.4.1 Liberacién controlada a partir de sistemas poliméricos

La liberacién controlada de agentes terapéuticos ha evolucionado significativamente en las
ultimas décadas, permitiendo administrar fdirmacos de manera precisa y eficiente. Estos sistemas
no sélo mejoran la eficacia terapéutica, sino que también minimizan los efectos secundarios y



reducen la frecuencia de administracién de los medicamentos, mejorando la comodidad del
paciente.

Los sistemas de liberacion controlada pueden clasificarse segun el tipo de control que ejercen
sobre el agente terapéutico, ya sea temporal (prolongado, retardado o pulsatil) o espacial (sitios
especificos o sistemas diana). Ademas, estos sistemas se pueden agrupar en cuatro grandes
categorias, basadas en el mecanismo que rige la liberaciéon: sistemas controlados por difusion,
activacion del solvente, reaccidn quimica o enzimatica, y respuesta al ambiente fisiolégico.

1.4.2 Sistemas de liberacién controlada por difusién.

La difusion es uno de los mecanismos mas simples y efectivos para regular la liberacién de un
agente terapéutico. En estos sistemas, el fdrmaco esta contenido o disperso en una matriz
polimérica, y su liberacidn se produce a medida que difunde hacia el medio externo. La velocidad
de liberacién estd gobernada por factores como el peso molecular del agente, su solubilidad en la
matriz y en el medio de liberacién, asi como las propiedades fisicas del polimero, como su
estructura y porosidad (Figura 12). Estos sistemas son comunes en dispositivos como implantes,
parches transdérmicos y dispositivos de administracion oral.

Dependiendo de la arquitectura del sistema, la difusion puede ocurrir de dos maneras: a
escala macroscdpica, a través de poros en la matriz polimérica, o a nivel molecular, entre las
cadenas de polimero. Los sistemas matriciales (o monoliticos) permiten la liberacion del farmaco
de manera gradual, mientras que, en los sistemas de reservorio, el agente terapéutico esta
contenido en un nudcleo rodeado por una membrana polimérica que regula la velocidad de
liberacién. Ejemplos comunes incluyen capsulas de dimetilsiloxano y copolimeros de etileno y
acetato de vinilo, que permiten la liberacidon prolongada de agentes terapéuticos como el
levonorgestrel durante varios afios, manteniendo una cinética de orden cero.

La cinética de liberacidon en estos sistemas depende de diversos factores. Entre ellos se
destacan el area superficial del dispositivo, la densidad de la membrana y el coeficiente de difusion
del farmaco a través del polimero. Ademas, la cantidad de agente terapéutico incorporado en la
matriz y la geometria del sistema pueden modificar la velocidad de liberacién. Cuando existe
suficiente cantidad de farmaco en el reservorio, la concentracién interna se mantiene mayor que
la externa, lo que permite una velocidad de liberacion constante a lo largo del tiempo.

Los sistemas de liberacién por difusidon presentan la ventaja de mantener niveles terapéuticos
constantes durante periodos prolongados, mejorando la adhesion del paciente a la terapia, al
reducir la necesidad de dosis frecuentes. Sin embargo, la efectividad de estos sistemas depende
significativamente de las propiedades fisicoquimicas tanto del farmaco como del polimero
utilizado, lo que puede limitar su aplicacién en algunos casos. Asimismo, en aplicaciones
biomédicas, la biocompatibilidad del material es un factor critico que debe ser considerado para
evitar respuestas adversas en el organismo.



Figura 12. Difusion de agente terapéutico a partir de una matriz polimérica.

1.4.3 Sistemas de liberacién controlada por activacion del solvente

En este tipo de sistemas, el medio acuoso penetra en la matriz polimérica, hinchandola y
formando canales por los cuales el agente terapéutico puede salir (Figura 13). Alternativamente,
en ciertos casos, la liberacién se impulsa mediante un sistema osmatico, en el que la entrada de
agua crea presion, liberando el farmaco de manera controlada a través de una membrana
semipermeable.

Figura 13. Sistema de liberacion de agentes terapéuticos por activacion del solvente: sistema
controlado por hinchamiento (superior) y sistema reservorio (inferior).

1.4.4 Sistemas de liberacién controlada por reaccidon quimica o enzimatica.

En este enfoque, la liberacidon del agente terapéutico estd controlada por una reaccion
guimica, generalmente de tipo hidrolitica o enzimatica, que degrada el polimero contenedor. Este
tipo de sistemas es comunmente utilizado en polimeros biodegradables, los cuales se
descomponen de manera natural dentro del cuerpo y son eliminados por rutas fisioldgicas
convencionales (Figura 14).



Figura 14. Sistema de liberacién a partir de polimeros biodegradables: a) degradacién de
masa, b) erosion superficial.

1.4.5 Sistemas de liberacién controlada por el ambiente fisioldgico.

Estos sistemas estdn disefiados para responder a cambios en el entorno fisioldgico, como
variaciones en el pH, temperatura o la presencia de estimulos bioquimicos especificos. Los
polimeros utilizados en estos sistemas, conocidos como polimeros "inteligentes", experimentan
modificaciones estructurales abruptas en respuesta a estos estimulos, lo que permite la liberaciéon
controlada del agente terapéutico solo bajo condiciones especificas.

Uno de los ejemplos mas comunes de este tipo de sistema es la bomba osmética, la cual
regula la liberacién del fdrmaco en funcién de las condiciones del entorno corporal. La bomba
osmotica elemental consiste en un nucleo osmético central que contiene el agente terapéutico,
rodeado por una membrana semipermeable y con un pequefio orificio para la liberacién del
farmaco (Figura 15). A simple vista, este sistema se asemeja a una pastilla convencional, pero su
funcionamiento esta basado en la dsmosis. Una vez en el tracto intestinal, el farmaco extrae agua
a través de la membrana semipermeable hacia el nicleo. El agua es absorbida a una velocidad
controlada, determinada por la permeabilidad de la membrana y la actividad osmoética de la
formulacion del nuicleo.

Dado que la estructura de la membrana semipermeable impide que el volumen de la pastilla
aumente, la disolucién del agente terapéutico es expulsada a través del orificio al mismo tiempo
que el agua entra por dsmosis. Este proceso mantiene una velocidad de liberacion constante hasta
que se disuelve completamente el nicleo osmdtico. Ademds, una de las ventajas clave de estos
sistemas es que la velocidad de liberacién es independiente de las variaciones de pH a lo largo del
tracto intestinal, garantizando una liberacidon controlada incluso en condiciones fisioldgicas
cambiantes. Al final del proceso, la membrana inerte es excretada intacta, lo que asegura que el
sistema no cause dafos en el cuerpo.

Ademas de las bombas osméticas, los polimeros "inteligentes" utilizados en estos sistemas
responden a una variedad de estimulos, que pueden clasificarse en tres categorias principales:



Estimulos fisicos: cambios de temperatura, fuerza idénica, campos eléctricos, mecdnicos o
magnéticos, presidn, radiaciones sdnicas, entre otros.

Estimulos quimicos: variaciones en el pH, la presencia de iones especificos o agentes quimicos
en el entorno.

Estimulos bioquimicos: sustratos de enzimas, ligandos afines y otros agentes bioldgicos.

Gracias a esta capacidad de respuesta controlada a estimulos externos, estos sistemas
permiten minimizar la liberacién no deseada de agentes terapéuticos en areas que no lo necesitan.
Por ejemplo, en sistemas sensibles al pH, los polimeros pueden cambiar de forma o solubilidad en
respuesta a variaciones en los niveles de acidez, facilitando la liberacién del farmaco en dreas
especificas del cuerpo, como el tracto gastrointestinal o tejidos inflamados. De manera similar, los
sistemas sensibles a la temperatura pueden liberar el farmaco cuando detectan un aumento
localizado de calor, como en zonas inflamadas o tumorales.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la complejidad de estos sistemas también
puede presentar desafios, ya que la respuesta a estimulos externos debe ser disefiada
cuidadosamente para evitar la liberacién prematura o ineficaz del agente terapéutico. Esto
requiere una planificacién precisa durante su desarrollo, asegurando que los polimeros respondan
de manera adecuada solo en las condiciones fisiolégicas deseadas.
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Figura 15. Seccion transversal de un sistema osmético para administracion oral.

1.4.6 Aplicaciones y ventajas de los sistemas poliméricos

Las nanoparticulas y microparticulas poliméricas han emergido como tecnologias claves en el
disefo de estos sistemas. Su capacidad para encapsular agentes terapéuticos, protegerlos de la
degradacion prematura, y liberarlos de manera controlada ha ampliado el espectro de
aplicaciones, especialmente en el dmbito biomédico. Los polimeros biodegradables, como el
quitosano y el acido polilactico, han mostrado ser muy prometedores en la administracion de
farmacos y terapias dirigidas, permitiendo liberaciones prolongadas y minimizando la toxicidad
sistémica.

El disefio de estas particulas permite optimizar tanto el perfil de liberacidon del agente
terapéutico como su biodisponibilidad en el cuerpo. Factores como el tamafio de las particulas, la
naturaleza del polimero y las condiciones fisioldgicas son fundamentales para ajustar la velocidad



de liberacion. Por ejemplo, las nanoparticulas pueden circular durante mas tiempo en el cuerpo,
acumularse en tejidos especificos y liberar el fdirmaco de manera sostenida, lo que es crucial para
tratamientos en enfermedades como el cancer.

1.4.7 Liberacion inicial rapida (Burst Release):

En algunos sistemas de liberacion controlada, se observa una fase inicial donde una cantidad
significativa del agente terapéutico se libera rapidamente tras la exposicion al medio de liberacidn,
antes de estabilizarse en un perfil mas gradual. Este fenémeno, conocido como liberacién inicial
rapida o burst release, puede ocurrir debido a la presencia de moléculas del agente terapéutico en
la superficie del sistema, asi como por la morfologia o estructura del polimero. Aunque en algunos
casos este efecto puede ser beneficioso, por ejemplo, para lograr una rdpida accidn terapéutica en
el tratamiento de heridas, en otros contextos puede resultar perjudicial al provocar
concentraciones excesivas del agente en poco tiempo, lo que podria ser téxico o disminuir la
efectividad del sistema a largo plazo.

Es importante tener en cuenta la posible aparicion de este fendmeno en la liberacion de
embelina a partir de las particulas de quitosano, ya que una liberacién inicial rapida podria generar
algun impacto en la eficiencia del tratamiento buscado. Existen estrategias para mitigar este
efecto, como el uso de recubrimientos o la modificacion de la superficie de las particulas, con el fin
de regular la liberacidon de manera mas controlada y prolongada.
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Figura 16. Liberacion inicial rapida en un perfil de liberacion

1.5. Modelos matematicos de liberacién.

El estudio tedrico de la cinética de liberacion estd relacionado con la comprension e
interpretacion de los complejos fendmenos de liberacién, que dependen entre otros factores de la
composicion quimica, cristalinidad, solubilidad, cantidad y tamafio de particula, factores
dependientes del medio de liberacién, transporte de masa a través de la matriz polimérica, técnica
de preparacién, entre otros. Resulta entonces un fendmeno dificil de modelizar intentando
relacionar la cantidad de agente liberado (M) con el tiempo de liberacidn.

Los modelos que describen los mecanismos cinéticos de liberacion se pueden agrupar en:



a) Modelos matematicos mecanicistas o reales, en los que la ecuacién M = f(t) tiene un sentido
real y los pardmetros que la constituyen se explican como resultado de un analisis tedrico.

b) Modelos matematicos empiricos o no mecanicistas, basados en ecuaciones cuyo éxito reside en
la capacidad para ajustar curvas experimentales.

La ventaja del uso de modelos matematicos consiste en poder predecir el comportamiento
del agente, lo que permite minimizar el nimero de experimentos necesarios y contribuir al
desarrollo de nuevos productos farmacéuticos. Los mecanismos cinéticos mas importantes en el
proceso de liberacion controlada son la difusién, el hinchamiento y la erosién.

Otro punto importante a considerar es si la constante de difusién depende o no de la
concentracién del polimero. En aquellos casos en que la matriz presenta poca interaccion con el
fluido ingresante, es decir se expande poco, la difusién del agente terapéutico dependera del fluido
ingresante al sistema. En estos casos, una buena aproximacién es considerar que el fenédmeno
principal que afecta la velocidad de liberacidn es el gradiente de concentracién y se considera la
constante de difusién independiente de la concentracidn del polimero (primera ley de Fick) (49).
La interaccion entre la matriz polimérica y el flujo ingresante determinara la mejor aproximacién o
menor afinidad con los modelos cinéticos. Si es posible considerar que el fendmeno principal que
afecta la velocidad de liberacion es el gradiente de concentracién y se considera la constante de
difusién independiente de la concentracion, responderd a la primera ley de Fick.

Para aquellos casos donde la matriz presenta una fuerte interaccion con el fluido que ingresa,
la expansion dependerd de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero, tales como su peso
molecular, el grado de sustitucién y la viscosidad. Por lo tanto, la difusividad del agente terapéutico
dependerd del fluido ingresante y de las caracteristicas de hinchamiento del polimero, proceso
controlado por la segunda ley de Fick. Contrariamente, a mayor afinidad con el fluido ingresante,
la expresion dependerd de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero (peso molecular,
viscosidad, etc), en este caso la difusividad depende del hinchamiento del polimero, proceso
controlado por la segunda ley de Fick.

Los recubrimientos impermeables al medio pueden incidir en los mecanismos de liberacion,
alterando las velocidades de relajacion de las cadenas poliméricas y, por ende, las dimensiones en
la expansion. Aunque las velocidades de difusién de los agentes se mantengan invariables, la
presencia de estos recubrimientos puede impactar la velocidad de liberacién al relajar las cadenas
poliméricas (51). Esta capacidad de modificar la liberacion sin afectar la difusion del agente
terapéutico ha permitido desarrollar sistemas que comienzan a actuar después de un periodo
especifico, dependiendo del tipo y espesor del recubrimiento. La implementacién de este tipo de
recubrimientos ha posibilitado la creacidn de sistemas de liberacidn conocidos como "tiempo de
explosién controlada”, en los cuales la liberacion del agente se inicia tras un lapso predefinido.
Estos periodos sin liberacidon pueden ser programados, segun el tipo de recubrimiento utilizado.

Por ultimo, resulta fundamental tener en cuenta los procesos fisicoquimicos relacionados con
la solubilidad del agente terapéutico en el medio acuoso de liberacion, pudiendo distinguirse tres
casos (52):

2

% Agentes muy solubles (> 5 mg.ml?): la disolucién depende del tiempo de infiltracion del
medio en la matriz, es decir, el tiempo en que el medio penetra e hincha la matriz
polimérica.

% Agentes poco solubles (< 0,5 mg.ml™2): la liberacién dependerd de la erosidon de la matriz

polimérica, dado que el agua que ingresa e hincha el polimero no alcanza para solubilizar

el agente terapéutico. En estos casos, la velocidad de disolucion depende



mayoritariamente de las caracteristicas de solubilidad del agente tales como el estado
cristalino, estado idnico (polaridad) y tamafio de la particula.

<% Agentes parcialmente solubles (entre 0,5 y 5 mg.ml?): consiste en un comportamiento
intermedio entre los anteriormente mencionados, es decir que la velocidad de liberacidn
dependerd de la velocidad de infiltracidén e hinchamiento de la matriz, y por lo tanto de la
velocidad de erosion de la matriz polimérica.

En base a lo expuesto previamente, se desprende que la liberacidon de un agente desde un
sistema polimérico estd condicionada tanto por su composicidn como por su geometria. A
continuacién, se describen algunos de los modelos mecanicistas mas utilizados para ajustar la
cinética de liberacién.

1.5.1. Modelo de Orden Cero

El Modelo de Orden Cero surge de la base tedrica desarrollada para el estudio cinético de las
reacciones quimicas, donde el término "orden" de reacciéon indica cémo la concentracién de una
sustancia influye en la velocidad de la reaccién. En este contexto, se denomina "cinética de orden
cero" a aquella en la que la velocidad es independiente de la concentracién. Para la aplicacién de
este modelo, se asume que la velocidad de difusién del agente terapéutico es constante e
independiente de la cantidad de agente disuelto, y que el drea desde la cual se libera el agente
permanece constante.

La ecuacidn basica del modelo se expresa como:

M _
” =A+k.t Ec.1

o0

Donde M, es la cantidad absoluta de agente terapéutico liberado al tiempo t, M, es la
cantidad total de agente terapéutico liberado a tiempo infinito (correspondiente a la cantidad total
de agente inicialmente incorporado al sistema), A es la cantidad inicial de agente en solucidn (que
generalmente es cero) y k es la constante de velocidad.

Este modelo se utiliza con éxito para ajustar datos de liberacién obtenidos de sistemas
osmoticos y reservorios, y también se ha propuesto para describir parcialmente la liberacién en
sistemas matriciales.

1.5.2. Modelo de Higuchi

El Modelo de Higuchi, probablemente una de las ecuaciones matematicas mas
frecuentemente utilizadas para describir la velocidad de liberacién de un agente terapéutico desde
un sistema polimérico matricial, fue desarrollado por Higuchi. Aunque ha sido modificado y
extendido para adaptarse a diferentes geometrias y caracteristicas de las matrices, la ecuaciéon
basica del modelo propuesto se expresa en la siguiente ecuacion:

1
M, =A .[D.(2C, — C,).Cs.t]2 para C, > C;

Que puede expresarse como la fraccidon de masa liberada:

1
M

5]
1
Siendo ky = [D.(2C, — Cs).Cs.t]z, la constate de velocidad, donde M; es la cantidad
absoluta acumulativa de agente terapéutico liberado al tiempo t, A el area superficial del sistema
de liberacidon controlada D es el coeficiente de difusion del agente en el medio matriz polimérica,

C, la concentracién inicial del agente en el sistema matricial, C la solubilidad del agente en el



medio polimérico, M, la cantidad total de agente terapéutico liberado a tiempo infinito, la que se
corresponde con la cantidad total de agente inicialmente incorporado al sistema, kyes una
constante que tiene en cuenta las variables de disefio del sistema y A es la fraccién de liberacidon
inicial. Las condiciones que deben tenerse en cuenta para aplicar este modelo son:

a) La concentracidn inicial del agente terapéutico en el sistema es mucho mayor que la solubilidad
del agente en el mismo (condiciones sink).

b) El analisis matematico se basa en la difusidn unidireccional (se desprecian las condiciones de
contorno).

c) El tamanio de particula de agente terapéutico disperso en el sistema polimérico no es significativa
frente al espesor.

d) El hinchamiento y disolucidn del polimero son despreciables.
e) La difusividad del agente es constante.
f) En todo proceso de liberacion se mantiene las condiciones sink.

Este modelo se puede aplicar con mayor exactitud a matrices unidireccionales tales como
peliculas poliméricas poco solubles que no sufran hinchamiento y donde el agente es muy soluble.

Este modelo se puede aplicar con mayor precision a matrices lineales como peliculas
poliméricas poco solubles que no experimenten hinchamiento, y en las cuales el agente sea
altamente soluble (52).

1.5.3 Modelo de Korsmeyer-Peppas

A partir de los afios 70, se desarrollaron numerosos sistemas de liberacién modificada con
mecanismos basados en la difusion a través de matrices inertes o membranas, intercambio idnico,
dsmosis, hinchamiento, entre otros. Sin embargo, se observé que el ajuste de las cinéticas de
liberacion de estos sistemas mediante las ecuaciones planteadas hasta ese momento era a menudo
inadecuado. Era evidente que en numerosas ocasiones un solo mecanismo no podia explicar de
manera completa el comportamiento de la liberacion.

Fue entonces cuando Peppas y colaboradores desarrollaron un modelo que considera no sdlo
la difusion del agente terapéutico, sino también la relajacién de las cadenas del polimero como
factores determinantes de la liberacidon. En este modelo, la dependencia de la velocidad de
liberacion con el tiempo se conoce también como ley de potencia (53).

M,
M_:o = KKP + tn Ec.3

donde Kyp es una constante que refleja las caracteristicas estructurales y geométricas del sistema
de liberacién y n es el exponente de liberacidon, que indica el mecanismo de liberacién que ocurre.

Esta ecuacién puede entenderse como el resultado de la combinacion de dos procesos
aparentemente independientes: el transporte del agente terapéutico, que sigue las leyes de Fick,
y el hinchamiento de la matriz, que implica la transicién de un estado semirrigido a otro mas
flexible (transporte caso Il). Dependiendo de los valores de n , pueden identificarse los siguientes
mecanismos de liberacién:

e Orden cero (n = 1): En este caso, se observa un control del hinchamiento en la liberacién
del agente. Prevalece el mecanismo correspondiente al transporte caso Il en polimeros,



donde la relajacién de la matriz polimérica debido a la absorcién de agua juega un papel
crucial en la velocidad de liberacién.

e Difusion Fickiana (n = 0,5): Se refiere a situaciones en las que la velocidad de penetracion
del medio acuoso es menor que la velocidad de relajacidén de las cadenas poliméricas.

e Difusidon andmala (0,5 < n < 1): Aqui coexisten los mecanismos de difusion y expansién
de la matriz polimérica. Durante el proceso de hinchamiento, la difusidn y la relajacidn
viscoelastica de las cadenas poliméricas ocurren simultaneamente.

e Difusion cuasi-Fickiana (n < 0,5): Se da cuando la velocidad de penetracién del medio
acuoso es mucho menor que la velocidad de relajacién de las cadenas del polimero.

e Supercaso tipo Il (n > 1): Este caso esta asociado a la presencia de poros en la matriz
polimérica, lo que facilita una mayor area superficial e ingreso de medio acuoso, actuando
como una via para la difusidn a través de la matriz.

Los valores caracteristicos de los exponentes de difusion n para diferentes geometrias se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Mecanismos de liberacion difusional para sistemas poliméricos de diferentes

geometrias.
Film Cilindro Esfera Me.canlsr?’o de
liberacion
n<0,5 n < 0,45 n <043 Difusion cuasi Fickiana
0,5 0,45 0,43 Difusién Fickiana
0,45 <n 043 <n
05<n<1 ’ ! Difusié dmal
n < 0,89 <085 ifusién andmala
1 0,89 0,85 Transporte caso Il
n>1 n > 0,89 n > 0,85 Transporte super caso I

2 Objetivos

En este trabajo se han establecido objetivos que abordan diferentes aspectos del proceso de
obtencidn y caracterizacion de nanoparticulas poliméricas a partir del biopolimero quitosano.
Estos objetivos estan disefiados para optimizar el proceso de fabricacidon, realizar analisis
detallados de las propiedades de las nanoparticulas, evaluar su efectividad como vehiculos de
liberacion controlada de embelina, y explorar su potencial aplicacion como agentes
antimicrobianos. Ademas, se llevara a cabo un estudio de mercado y se redactara un informe final
que resuma los hallazgos y resultados obtenidos, junto con su divulgacién en eventos académicos
y cientificos.

2.1 Objetivo general
El objetivo general de este trabajo consiste en obtener nanoparticulas poliméricas de tipo
core-shell a partir de un nucleo del compuesto bioactivo embelina, y una cubierta con propiedades



antibacterianas y mucoadhesivas formada por el biopolimero quitosano, que permita la liberacion
controlada del agente terapéutico poco soluble en agua.

2.2 Objetivos especificos

e Optimizar los pardmetros del proceso para la preparacién de nanoesferas de quitosano, y
nanocapsulas core-shell de quitosano-embelina mediante la técnica de electrospray.

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de los materiales y de las
nanoparticulas mediante andlisis térmico (DSC), infrarrojo (FTIR), difraccién de rayos X (DRX),
microscopia electrdnica de barrido (SEM) y transmisién (TEM), y dispersion dinamica de la
luz (DLS).

e Estudiar el contenido de embelina incorporada en las particulas core-shell y la cinética de
liberacidon del farmaco mediante espectroscopia ultravioleta/visible (UV-Vis). Analizar la
relacién estructura-propiedad del sistema core-shell.

e Determinar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas con embelina frente a cepas
bacterianas y fungicas tipificadas ATCC y aislados clinicos, mediante la técnica de
microdilucién en caldo.

e Realizar un estudio de mercado respecto de los sistemas de liberacidn controlada a partir de
quitosano, factibilidad de escalado, y el marco regulatorio para la obtencion de un producto
comercializable.

e Divulgacién de los avances y resultados en eventos académicos y cientificos.

3 Materiales

En el presente trabajo se empled quitosano de bajo peso molecular (CAS: 9012-76-4)
adquirido a través de Aldrich Chemical Co (St. Louis, MO, USA). La embelina fue obtenida y
proporcionada por los Dres. Sandra Lépez y Alejandro Tapia, miembros del Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria, perteneciente a la Universidad Nacional de San Juan.
Por otro lado, se empled acido acético glacial (CH3COOH) de 60,05 g/mol obtenido de Anedra
Research AG (Tigre, Bs. As, Argentina), mientras que el diclorometano (DCM) de PM: 84,93 (CAS:
75-09-2) fue obtenido de Cicarelli Laboratorios (San Lorenzo, Santa Fe, Argentina).

4 Métodos

4.1 Preparacién de particulas de quitosano (Qp)

Para la obtencion de las particulas se prepararon soluciones de quitosano en acido acético
glacial 1 M, en concentraciones del 1,5% p/v. Estas soluciones se utilizaron como alimentacion para
el proceso de electrospray. Se realizd la optimizacion de las condiciones de procesamiento
mediante el ajuste de una variedad de pardmetros, que incluyeron la distancia entre la aguja y el
colector (d) con variaciones entre 10, 12, 15 y 17 cm. Asimismo, se ajustaron las diferencias de
potencial (V) entre la aguja y la placa colectora conectada a tierra, entre 15, 17, 20 y 22 kV. Se
mantuvo un flujo de infusidn de la solucidn polimérica constante de ¢= 0,2 ml/h, empleando este
valor dado que a valores de velocidad de infusidon superiores se obtenia un procesamiento
inestable. Es importante destacar que en el procesamiento de biopolimeros es necesario emplear
valores de flujo bajos, para evitar el goteo y garantizar que toda la solucién infundida sea procesada
adecuadamente.



Estas variaciones en los pardmetros de proceso permitieron explorar diferentes condiciones
experimentales con el fin de evaluar su impacto en la produccidn de particulas mediante la técnica
de electrospray. La eleccidn de estos parametros se basé en la literatura previamente reportada y
en experimentos preliminares, buscando alcanzar una dispersion éptima y un rendimiento maximo
en la formacidn de particulas.

Este enfoque sistemdtico y meticuloso en la seleccién de los pardmetros del proceso resultd
fundamental para comprender y controlar el procesamiento de cada sistema polimero-solvente,
mediante la técnica de electrospray, permitiendo de esta manera maximizar la eficiencia de
recoleccidn de particulas y la reproducibilidad de la técnica. Los resultados obtenidos a partir de
estos estudios preliminares proporcionaron informacidn muy valiosa para optimizar el
procesamiento de particulas de quitosano mediante electrospray, y su aplicacién en diversas
aplicaciones biomédicas humanas y veterinarias, entre otras.

En la Tabla 2 se detallan las diferentes condiciones de procesamiento exploradas en este
trabajo.

Tabla 2. Condiciones experimentales para la obtencién de particulas de quitosano.

Muestra Caudal [ml/h] Distancia [cm] Voltaje [kV]
Qp-1 0,2 10 15
Qp-2 0,2 10 17
Qp-3 0,2 10 20
Qp-4 0,2 10 22
Qp-5 0,2 12 15
Qp-6 0,2 12 17
Qp-7 0,2 12 20
Qp-8 0,2 12 22
Qp-9 0,2 15 15
Qp-10 0,2 15 17
Qp-11 0,2 15 20
Qp-12 0,2 15 22
Qp-13 0,2 17 15
Qp-14 0,2 17 17
Qp-15 0,2 17 20
Qp-16 0,2 17 22

4.2 Preparacion de particulas core-shell de Q-Embelina (Q-Ep)

La preparacion de la cubierta o "shell" se llevd a cabo utilizando la solucién de quitosano
descrita en la seccién 4.1 como base. Para el nicleo o "core", se realizaron pruebas de solubilidad
de la embelina en varios solventes con el objetivo de encontrar una formulaciéon adecuada.



Figura 17. Formacion de gotas concéntricas de embelina y quitosano antes de la aplicacion
de potencial en el proceso de electrospray.

Inicialmente, se intentd disolver la embelina en una solucion de acido acético 1 M, utilizando
5 ml de acido acético y 0,007 g de embelina. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron los
esperados, ya que en lugar de obtener una solucidon se formd una suspensién con la embelina
separada en fases, lo que no permitiria la estabilidad de la soluciéon durante el tiempo de
procesamiento. Posteriormente, se explor6 una mezcla de solventes como alternativa,
combinando acido acético (AA) con diclorometano (DCM) en una relacion de 80:20. Se prepard una
solucidn utilizando 15 mg de embelina, 8 ml de acido acético puro y 2 ml de DCM. Esta vez, los
resultados fueron satisfactorios, lo que sugiere una mejor disolucién de la embelina.

Es importante destacar que la eleccidn de la mezcla de solventes fue crucial para el éxito del
proceso, ya que asegura la estabilidad de la solucién de embelina durante el tiempo de
procesamiento. EIl DCM mejord notablemente la disoluciéon de la embelina, y por otro lado la
presencia de AA garantiza la compatibilidad con la fase externa (shell) formada por la solucién de
quitosano en AA.

Ademas de la seleccidn de solventes, se realizaron pruebas para optimizar los pardmetros de
procesamiento. Se llevaron a cabo experimentos con diferentes relaciones de flujos para las
soluciones interna y externa. Se explord una relacién de flujos coaxiales, con la solucién de
embelina a flujos de 0,05, 0,1 y 0,2 ml/h, mientras que la solucién de quitosano se mantuvo
constante a 0,2 ml/h. Se aplicé una diferencia de potencial de 22 kV, y se ajusté la distancia entre
la aguja y el colector a 10 cm.

La relacién de masa utilizada fue del 10% de embelina en relacion a la masa total de quitosano,
buscando alcanzar un equilibrio entre la carga de farmaco y la eficiencia del proceso de
encapsulacion.

4.3 Caracterizacion

4.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Es esencial examinar cuidadosamente la forma y las dimensiones de las particulas preparadas
en este trabajo. Por esta razon, se utilizo la técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM)
para llevar a cabo la evaluacién morfoldgica de las particulas. Se emplearon métodos de analisis



de imagenes digitales en las fotomicrografias obtenidas mediante SEM, con el fin de determinar el
diametro medio de las particulas, y observar su distribucidon de tamafios.

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica de imagen avanzada utilizada para
examinar la morfologia superficial de muestras a una escala microscépica. Este método opera
emitiendo un haz de electrones de alta energia hacia la muestra y recopilando la sefial generada
por los electrones secundarios y retrodispersados resultantes de la interaccién entre el haz de
electrones y la muestra. Estos electrones secundarios se utilizan para crear una imagen de alta
resolucidn de la superficie de la muestra.

La técnica SEM ofrece una resolucion espacial significativa, que puede alcanzar
magnificaciones de hasta varios cientos de miles de veces, permitiendo la observacién detallada
de caracteristicas microscdpicas de la muestra. Ademads, la capacidad de analizar muestras en
condiciones de vacio y en diversos entornos permite su aplicacién en una amplia gama de
disciplinas cientificas, como la ciencia de materiales, la biologia, la geologia y la ingenieria.

Esta técnica proporciona informacion detallada sobre la topografia, la textura y la
composicion quimica de las muestras, lo que la convierte en una herramienta esencial para la
investigacion cientifica y el desarrollo tecnoldgico. Su capacidad para obtener imagenes
tridimensionales y realizar andlisis cuantitativos la hace invaluable en la caracterizacion de
materiales y la comprensidn de su estructura y propiedades.

En la Figura 18 puede observarse un esquema de un microscopio electrénico de barrido, en
el cudl la produccién de electrones se lleva a cabo en la parte superior de la columna del caiidn de
electrones, donde son acelerados a través de la columna a un voltaje especifico de aceleracion,
que generalmente oscila entre 1 keV y 30 keV. Las lentes y aperturas del condensador trabajan en
conjunto para reducir el didmetro del haz, y la lente objetivo, ubicada en la parte final de la
columna, se encarga de enfocar el haz en la superficie de la muestra. El didametro del haz en un
microscopio electrénico de barrido (SEM) puede variar considerablemente, desde menos de 1
nanémetro hasta 20 nandmetros, dependiendo de factores como el tipo de cafidn de electrones,
el voltaje de aceleracion y la configuracién de la lente.

La muestra se coloca en un portamuestras dentro del drea de la camara, y tanto la columna
como la cdmara se mantienen bajo vacio mediante una combinaciéon de bombas de vacio. La
intensidad del vacio puede ajustarse segun el disefio del microscopio, y algunos modelos permiten
un bombeo variable, lo que posibilita mantener la cdmara de la muestra a un nivel de vacio mas
bajo que el resto de la columna para la captura de imagenes con bajo vacio.

El posicionamiento del haz de electrones sobre la muestra se controla mediante bobinas de
exploracién situadas encima de la lente objetivo. Estas bobinas posibilitan el escaneo del haz sobre
la superficie de la muestra en el plano XY. Al incidir el haz escaneado sobre la muestra, se generan
diversas sefiales, como electrones secundarios, electrones retrodispersados y rayos X
caracteristicos, que son detectadas por detectores especializados.

El generador de escaneo, en conjunto con un software especializado en una computadora
externa, permite la sincronizacion de la informacion del generador de escaneo (que incluye la
posicion X, Y del haz en cada periodo de tiempo) con la intensidad captada por el detector. Esto
posibilita la generacion de una imagen en escala de grises, que puede ser visualizada en tiempo
real, pixel por pixel. La relacién sefial-ruido puede modularse dependiendo del tiempo de
permanencia del haz de electrones en cada posicidn X, Y. La ampliacién de la imagen se determina
por el tamafio del drea escaneada, donde mayores aumentos corresponden a dreas escaneadas



mas pequefias. Ademas, la cantidad de pixeles dentro de un drea de escaneo determinada puede
ajustarse, lo que influye en la resolucién aparente de la imagen.
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Figura 18. Esquema del Microscopio electrénico de barrido.

En este trabajo se utilizd un microscopio SEM (FESEM) ZEISS Modelo Crossbeam 350
disponible en el Laboratorio de Microscopia de INTEMA. Esta técnica proporciona imagenes con
alta resolucion en el orden submicrométrico y nanométrico, lo que resulta adecuado para la
medicion de las estructuras de interés. La Figura 19 muestra una imagen del equipo utilizado.

Se recolectaron muestras de las particulas preparadas bajo las distintas condiciones de
procesamiento especificadas en las secciones 4.1 y 4.2, con el propdsito de examinar sus
caracteristicas morfoldgicas. A partir de las micrografias obtenidas y mediante técnicas de
procesamiento digital de imagenes, se determinaron el didametro medio y la distribucion de tamafio
de las particulas empleando el software Image Pro Plus. Para este fin, se capturaron imagenes de
varios sectores de la muestra y de diferentes lotes, midiendo un promedio de 80 particulas por
imagen. Con esta informacion recopilada, se calcularon el didmetro medio y la desviacidn estandar
de las particulas.



Figura 19. Microscopio Electrdnico de Barrido

4.3.2 Analisis térmico mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es una técnica analitica ampliamente utilizada en
ciencia de materiales y quimica para investigar las transiciones térmicas y las propiedades
calorimétricas de diversos materiales. Su principio de funcionamiento se basa en medir la
diferencia de flujo de calor entre una muestra y una referencia, ambas sometidas a un programa
de temperatura controlada.

Durante el analisis, la muestra a analizar junto con una referencia se coloca en recipientes
especiales en el equipo de DSC. En la Figura 20, se observa un esquema del equipo de DSC, donde
los calentadores elevan la temperatura a una velocidad constante determinada (5° - 10 2C/min) o
mantienen el ensayo a una temperatura constante. De este modo, el equipo mide la diferencia en
el flujo de calor entre la muestra y la referencia. En otras palabras, se registra el flujo extra de calor
que el calorimetro debe suministrar a la muestra o a la referencia para mantenerlas a la misma
temperatura en ambos recipientes, en funcion de la temperatura.
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Figura 20. Esquema de un equipo de calorimetria diferencial de barrido.



Esta técnica permite determinar las transiciones endotérmicas y exotérmicas que
experimentan las muestras a medida que el proceso térmico sucede. En los termogramas tipicos
de un ensayo DSC, se pueden observar los picos que corresponden a estas transiciones. En la Figura
21 se observa un termograma tipico de un ensayo DSC. A partir de los termogramas, es posible
obtener informacion sobre las propiedades de la muestra estudiada, como capacidades calorificas,
temperaturas de transicién vitrea (Tg), temperatura de cristalizacion (Tc) y temperatura de fusién
(Tm). Ademas, permite el célculo de efectos térmicos, pureza, cinéticas de reaccidn y cristalizacion,
entalpias de fusién y cristalizacion (AHm y AHc, respectivamente), de las cuales se obtiene el grado
de cristalinidad (Xc) y diagramas de fase, entre muchas otras propiedades.
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Figura 21. Gréfico de flujo de calor en funcién de la temperatura

En este trabajo se realizé el estudio de los materiales puros y de las particulas Qp y Q-Ep,
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC), empleando un equipo Pyris 1, Perkin Elmer,
disponible en INTEMA. Los termogramas se obtuvieron empleando una velocidad de
calentamiento de 10 °C.min! y en atmdsfera de nitrégeno.

4.3.3 Andlisis de conductividad

La conductividad eléctrica de las soluciones poliméricas es una propiedad importante a tener
en cuenta para el procesamiento mediante electrospraying, debido a que la puede influir
directamente en la diferencia de potencial necesaria para lograr la atomizacién, y en el campo
eléctrico entre la aguja y placa colectora. En una solucién polimérica, la conductividad es impartida
por electrolitos y polielectrolitos presentes. Los electrolitos son moléculas que se ionizan en
presencia de un determinado solvente, mientras que los polielectrolitos aumentan la densidad de
carga en la superficie del chorro polimérico, una vez que las cargas idnicas se encuentran
directamente relacionadas con la conductividad.

Para la medicion de la conductividad de las soluciones en este trabajo se empled un
conductimetro serie EC700, Apera Instruments del Area Polimeros Biomédicos (Figura 22). Para
realizar las mediciones se colocaron las soluciones de quitosano y embelina en vasos de precipitado
de 10 ml, y se realizaron las mediciones por inmersidn de la sonda del equipo, bajo temperatura
controlada de 21 + 0.5 °C. La calibracion del equipo se realizé utilizando soluciones estandar de
conductividad conocida, asegurando la precision de las lecturas durante todo el proceso
experimental.



A continuacion, se describe el proceso de medicion:

1.

Limpieza del electrodo: Antes de cada medicion, se asegurdé que el electrodo del
conductimetro estuviera perfectamente limpio y libre de contaminantes que pudieran alterar
las lecturas. Para esto, se enjuagod el electrodo con agua destilada y luego se secd con papel
libre de residuos.

Preparacidn del sistema de medicidn: Las soluciones preparadas de quitosano y embelina se
vertieron en vasos de precipitado limpios y secos, asegurando que el volumen fuera suficiente
para cubrir el electrodo del conductimetro. Las soluciones se agitaron levemente para eliminar
burbujas de aire que pudieran interferir con las lecturas.

Medicion de la conductividad: El electrodo del conductimetro se sumergio en las soluciones
a medir, asegurando un contacto adecuado sin burbujas de aire atrapadas en la sonda. La
conductividad fue medida en miliSiemens por centimetro (1LS/cm), y se registraron los valores
para cada solucién.

Las mediciones se realizaron por triplicado, con el objetivo de determinar un valor medio y la
obtencién de datos mas confiables.

Control de calidad de las mediciones: Entre cada medicidn, el electrodo fue enjuagado

cuidadosamente con agua destilada y secado para evitar la contaminacién cruzada entre las
muestras. Ademads, se aseguraron condiciones constantes durante todo el proceso para evitar
variaciones de temperatura o pH que pudieran afectar los resultados.

Comparacién de las soluciones: Se compararon las conductividades de las soluciones de

quitosano y embelina para observar diferencias en la capacidad de conduccién eléctrica,
influenciada por los disolventes y las caracteristicas intrinsecas de cada sustancia. Este andlisis
brindd informacién sobre la interaccién entre los compuestos y los solventes, asi como sus posibles
aplicaciones en sistemas biofuncionales.

Figura 22. Conductimetro serie EC700, Apera Instruments.



4.3.4 Analisis mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica analitica
fundamentalmente empleada en quimica, materiales y biologia con el propdsito de identificar y
caracterizar compuestos quimicos mediante la absorcidn de radiacién infrarroja por las moléculas.
En un espectrémetro FTIR, la radiacién infrarroja atraviesa una muestra y se detecta mediante un
detector. Previo a alcanzar el detector, la radiacién pasa por un interferémetro, donde se divide
en dos haces que viajan por caminos Opticos diferentes. Posteriormente, estos haces se vuelven a
combinar y se transforman en una sefial eléctrica procesada para generar un espectro de
frecuencia.

Los espectros de FTIR representan la absorbancia de la muestra en relacién con la frecuencia
o el numero de onda. Cada compuesto exhibe un patréon de absorcién Unico en el rango de
frecuencia infrarroja, lo que facilita la identificacion de los grupos funcionales presentes en la
muestra y la determinacién de su estructura quimica.

Esta técnica es especialmente valiosa para detectar enlaces quimicos, grupos funcionales y
estructuras moleculares de compuestos organicos e inorganicos. Ademas, el andlisis de FTIR
proporciona informacién sobre la pureza de los materiales, la presencia de impurezas, la
composicion de mezclas y la identificacién de productos de reaccién en quimica organica.

Por otro lado, la espectroscopia vibracional, particularmente la espectroscopia infrarroja,
ofrece datos sobre la estructura molecular. La radiacidn infrarroja se origina por la absorcion de
radiacion de frecuencia en resonancia con una transicidn vibracional especifica. Las moléculas
exhiben frecuencias caracteristicas en las cuales experimentan movimientos de rotacién y
vibracidn con niveles de energia discretos. Estas frecuencias resonantes estan determinadas por la
forma de las superficies de energia potencial molecular, las masas de los &tomos y otros factores
asociados.

La reflectancia total interna atenuada (ATR-FTIR) es una aplicacion de la espectroscopia
infrarroja que permite observar superficies, restringiendo el volumen de andlisis a la regién
superficial de la muestra. Mediante la irradiacién del material con radiacion electromagnética en
el rango del infrarrojo, esta técnica, conocida como la "huella digital", facilita la identificacion
univoca de sustancias. El haz infrarrojo se refleja en la cara interna de un prisma transparente y de
alta reflectancia, mientras que la superficie a analizar se coloca en contacto directo con la cara del
prisma, limitando asi el volumen de andlisis a la region superficial de la muestra.



Figura 23. Equipo de Espectroscopia infraroja por transformada de Fourier (FTIR).

El estudio de la composicion quimica superficial de las materias primas y de las particulas de
guitosano con y sin embelina se realizo utilizando un espectrometro infrarrojo por transformada
de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ART) modelo Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Inc.,
Waltham, MA, EE. UU.), tal como se representa en la Figura 23.

4.3.5 Difraccidon de rayos X (DRX)

La difraccién de rayos X proporciona informacion crucial sobre la estructura quimica y
cristalina de los materiales. Los rayos X, con una longitud de onda de aproximadamente 1 A (107-
10 m), son capaces de penetrar en la estructura atdmica de los sdlidos cristalinos y producir un
patrdn caracteristico de difraccién que es Unico para cada material.

En el caso de los materiales poliméricos, que pueden exhibir una estructura tanto amorfa
como semicristalina, la difraccidon de rayos X es especialmente Util para determinar el grado de
cristalinidad. Sin embargo, interpretar los resultados experimentales en polimeros es mas
complejo que en estructuras cristalinas mas simples. Esto se debe a varios factores. En primer
lugar, la obtencidn de cristales grandes y perfectos de polimeros es dificil, lo que limita la utilidad
de ciertas técnicas de difraccion modernas. En segundo lugar, debido a los enlaces débiles en
ciertas direcciones, la intensidad de difraccién disminuye rdpidamente con el dngulo de difracciéon
(26), lo que implica que el analisis debe basarse en unas pocas reflexiones, lo que reduce la
precisidn. Por ultimo, la localizacién precisa de los grupos laterales dentro de la red cristalina tiene
un efecto minimo en las intensidades difractadas, lo que disminuye la sensibilidad de la técnica.

A pesar de estas dificultades, la difraccién de rayos X sigue siendo una herramienta invaluable
para la identificacidn y caracterizacién de polimeros semicristalinos. En algunos casos, esta técnica
se utiliza para estudiar sistemas poliméricos con propiedades interesantes desde un punto de vista
practico. Por ejemplo, en una mezcla de polimeros, la separacion de fases de los dos componentes
puede observarse mediante DRX, lo que permite identificar si uno o ambos componentes
cristalizan.

Se realizé el estudio de las materias primas y de las particulas con y sin embelina mediante
difraccion de rayos X (DRX) empleando un difractdmetro (PANalytical X'Pert PRO, PANalytical BV,
Almelo, The Netherlands) equipado con una unidad PW3710, sistema de soller slits vy



monocromador. Se empled una fuente de rayos X (Philips PW 1830, PANalytical BV) con un anodo
de cobre, una tension de 40 kV y una corriente de 40 mA. Los difractogramas se obtuvieron
efectuando un barrido de 26 en el rango entre 5° y 75° con una resolucién de 26 = 0,02° y una
frecuencia de 1 s por paso.

4.4 Cuantificacion del contenido de embelina

Con el objetivo de determinar la cantidad embelina incorporada en las particulas, se realizé
la curva de calibraciéon de embelina en la mezcla de solventes acido acético glacial: diclorometano
(AA:DCM) en relaciéon 80:20. Se selecciond esta mezcla de solventes dado que luego de ensayos de
solubilidad, se determiné que es la mejor combinacidn para conseguir la solubilizacidn de embelina
y a su vez mantener la compatibilidad con la fase externa (quitosano en AA 1 M).

Las soluciones para la curva de calibracién se prepararon a partir de 5 mg de embelina en 5
ml de la mezcla de solventes, obteniéndose una solucion de concentracién 1000 pg/ml a la que se
denomind E1000. Posteriormente, se llevaron a cabo diluciones sucesivas, a partir de las cuales se
determinaron los valores de absorbancia mediante espectroscopia UV/Visible, siendo el pico de
absorbancia para la longitud de onda A= 285 nm.

En la Figura 24 puede observarse la curva de calibracidn resultante, a partir de la cual se
obtuvo la ecuacion:

y = 0,0453x + 0,2193 Ec.4

donde y representa el valor de la Absorbancia (u.a), mientras que x representa el
correspondiente valor de concentracién en pg.ml™1.

y = 0,0453X + 0,2193
R’= 0,98962

Absorbancia (u.a)

—T T~ T T T T T "~ T T T "~ T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Concentracion (ug/ml)

Figura 24. Curva de calibracion de la embelina AA:DCM (80:20).

La cantidad de embelina incorporada en las particulas fue determinada a través de
espectroscopia ultravioleta-visible, utilizando un equipo SQ 2800 Unico (Dayton, NJ, USA), como el



que se ilustra en la Figura 25. Para ello, se prepararon soluciones disolviendo 3 mg de particulas
en una mezcla de solventes AA:DCM (80:20) y se analizaron para determinar los valores de
absorbancia, teniendo en cuenta la intensidad de la banda de absorcion a A = 285 nm.
Posteriormente se calculd su concentracién a partir de la curva de calibracién correspondiente
(Figura 24) de embelina en la mencionada mezcla de solventes. Todos los estudios se realizaron
por triplicado y los resultados se presentan como promedio * desviacion estandar (d.e.).

Figura 25. Espectrofotdometro UV/Visible.

A partir de los valores obtenidos, se determind la Capacidad de Carga y la Eficiencia de
Encapsulacion de embelina en las particulas de quitosano.

La capacidad de carga (CC) y eficiencia de encapsulacion (EE) se calcularon mediante las Ec. 5
y Ec. 6 , respectivamente.

CC(%) = nT:L_,; 100 Ec.5

Donde m, representa la masa de embelina incorporada en la matrizy m.ps es la masa de
particulas de quitosano.
mef
Mchf

()
Mchi

Donde m,srepresenta la masa de embelina incorporada y m,; es la masa de embelina inicial,
Y Mcps Y Mep; son las masas de quitosano inicial y final respectivamente.

EE(%) = .100  Ec.6

4.5 Analisis de hinchamiento de las particulas de Quitosano en medio Buffer

Se realizd el estudio de hinchamiento de particulas de quitosano en condiciones fisioldgicas
simuladas, utilizando una solucion buffer fosfato (PBS) pH 7.4 y una temperatura de 37 °C que
replican el entorno del cuerpo humano. Mantener el pH constante resulta crucial, dado que afecta
tanto el comportamiento del quitosano como su interaccidn con el entorno acuoso. La solucién de
PBS es ideal porque mantiene constantes las condiciones idnicas y de pH, esenciales para
reproducir entornos bioldgicos. La temperatura a 37°C ademds de replicar la temperatura
fisiolégica normal en humanos, un factor critico que afecta la tasa de hinchamiento y la interaccidn



de los polimeros con el medio ambiente. El estudio de hinchamiento se realizé a fin de evaluar
cémo responderian las particulas de quitosano en un escenario fisioldgico real, considerando sus
aplicaciones potenciales como sistemas de liberacién controlada de farmacos.

El ensayo fue realizado utilizando bolsas de dialisis de peso molecular de corte 14.000 kg.mol
1 (Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, USA) selladas perfectamente en ambos extremos, que
aseguran el paso de moléculas pequefias como embelina, pero retiene las particulas de quitosano.
Las bolsas de didlisis son frecuentemente empleadas en experimentos de hinchamiento vy
liberacion controlada, ya que permiten que las particulas interactien con la solucidn circundante
mientras permanecen confinadas dentro de la bolsa, evitando la pérdida de muestra.

Las bolsitas con particulas se sumergieron en 100 ml de la solucién PBS pH 7,4; y se colocaron
en incubadora a 37 2C, y agitacion orbital a 150 rpm. Se tomaron muestras de hinchamiento en
intervalos de tiempo especificos: 15, 30, 45 minutos, 1 hora, 1 hora y media, y 2 horas. Aunque se
tomaron mediciones adicionales a las 72 horas, estas no fueron consideradas para el analisis final.
El estudio se realizé por triplicado

Tras cada intervalo de tiempo, las bolsas de dialisis fueron retiradas de la solucidn y se secé
cuidadosamente la superficie con papel absorbente para eliminar cualquier exceso de solucién que
pudiera interferir con el pesaje. Este paso es critico, ya que cualquier exceso de solucién no
absorbida podria resultar en un cdlculo incorrecto del hinchamiento.

Una vez secas, las muestras fueron pesadas usando una balanza analitica de alta precisién. Este
procedimiento es esencial para asegurar que los valores obtenidos reflejen con precisién el peso
real de las particulas hinchadas y no de cualquier solucién residual adherida a la superficie.

El porcentaje de hinchamiento se calculd usando la siguiente férmula:

Porcentaje de hinchamiento = @. 100 Ec.7
N

Donde P, represente el peso de las particulas en humedo, y P es el peso inicial de las
particulas secas. Esta formula estdndar es ampliamente usada en estudios sobre materiales
poliméricos y su capacidad para absorber soluciones.

4.6 Estudio del proceso de liberacion de embelina a partir de las particulas core-
shell

El estudio de liberacidon de embelina se llevd a cabo con nanoparticulas de quitosano con
farmaco. Los ensayos se realizaron en un medio de 100 ml de PBS a pH 7,4 y 37 °C, replicando
condiciones similares a las del cuerpo humano. Las nanoparticulas con embelina se colocaron en
bolsa de didlisis (peso molecular de corte 14.000 g/mol, Aldrich Chemical Co.) selladas
herméticamente en ambos extremos. En el interior de las bolsas se afiadieron 5 ml de solucién
buffer adicional.

El ensayo se realizd por triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. Se
realizaron un total de 10 extracciones durante el primer dia, con los siguientes intervalos de
tiempo:

e 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas,
y 7 horas.

Posteriormente, se realizaron extracciones adicionales a las:



e 24 horas, 48 horas y 72 horas.

Para cada extraccion se retiré 1 ml de la solucién de PBS, que fue reemplazado por 1 ml de
PBS fresco para mantener constante el volumen total del medio.

La cantidad de embelina liberada se cuantificé mediante espectroscopia UV-Vis, evaluando la
intensidad de la banda de absorciéon a A = 333 nm, caracteristica de la embelina en medio acuoso.
A partir de estas mediciones, se calculé el porcentaje de embelina liberada acumulada en cada
tiempo de muestreo, dividiendo la cantidad de embelina liberada por la cantidad inicial
encapsulada en las nanoparticulas.

El perfil de liberacion obtenido permitid evaluar si la embelina se liberé de manera sostenida
a lo largo del tiempo o si se produjo un burst inicial (liberacion rapida) seguido de una liberacion
mas controlada. Este estudio fue clave para determinar la viabilidad de las nanoparticulas de
quitosano como vehiculo de liberacién de embelina en aplicaciones terapéuticas.

4.7 Escalado

Para la produccion de nanoparticulas destinadas a la liberacién controlada de embelina, se
seleccioné el equipo Electrospinner YFlow 2.2D-350. Este equipo permite procesar soluciones de
quitosano con una velocidad de procesamiento de 0,2 mi/h, lo que permite obtener una
produccién de particulas de 3 mg/h. El costo del equipo esta valorado en USD 68.422, reflejando
tanto su capacidad técnica como su avanzada tecnologia de fabricacion.

Considerando la necesidad de una rdpida instalacién de ingenieria (con un factor de 1,2) para
un proceso de fluidos parcialmente automatizado en una pequefia unidad comercial cerrada, con
minimos servicios auxiliares y sin requerimientos de conexidn a otras unidades, asi como una
reserva para situaciones imprevistas. Se utilizd el método de los factores directos e indirectos
(adaptacidn de Chilton) para estimar la inversién necesaria. Este método permite calcular la
inversion fija total del sistema a partir del costo de los principales equipos del proceso, con un
margen de error del 10-15% respecto al valor real. (54, 55) La determinacion de la inversidn fija se
baso en la siguiente ecuacion:

If =1E.(1+Xf).- A+ Xfa) Ec.8
Donde:
If: Inversion Fija (sin considerar el terreno).
IE: Valor de los equipos principales instalados.

fi: Factores para la estimacién de los componentes de la inversion directa (cafierias,
instrumentos, construcciones, etc).

fq: factores de multiplicacidn para la estimacién de los componentes de la inversidn indirecta
(ingenieria y supervision, contingencias, etc).

La mayoria de los activos tienden a disminuir su valor con el tiempo, un proceso conocido en
contabilidad como depreciacién, el cual se registra como un gasto operativo. En lugar de
contabilizar el costo total de un nuevo activo en el momento de la compra, este costo se distribuye
a lo largo de su vida atil en los registros contables.

Los principales objetivos de la depreciacién son los siguientes:



1. Recuperar el capital invertido a lo largo del tiempo.
2. Precisar los costos indirectos de produccién a través de registros contables detallados.
3. Incluir el costo de depreciacién en los gastos operativos para propdsitos fiscales.

Las causas de depreciacidn de los equipos pueden clasificarse en varias categorias:

Desgaste fisico: Resulta del uso continuo del equipo durante las operaciones diarias.
Obsolescencia funcional: Ocurre cuando aumentos en la capacidad de produccion hacen
que el equipo existente se vuelva ineficiente.

® Avances tecnolégicos: Nuevas tecnologias que realizan las mismas funciones de manera
mas econdmica pueden hacer que el equipo actual quede obsoleto.

e Depreciacién monetaria: Fluctuaciones en los niveles de precios que afectan el valor de los
activos y las reservas de depreciacion.

Existen diversos métodos para calcular la depreciacion, todos ellos basados en el paso del
tiempo. Es decir, un activo utilizado diariamente tendra la misma carga de depreciacién que uno
usado una vez al afo. Los métodos se dividen en dos categorias principales:

Métodos acelerados: Recuperan el capital invertido rapidamente al cargar mas depreciacion
en los primeros afios de vida del activo.

Métodos desacelerados: Aumentan la carga de depreciacion hacia el final de la vida util del
activo, recuperando el capital de manera mas tardia.

Un método de depreciacién efectivo debe cumplir con varios criterios: debe permitir la
recuperacion del capital invertido, mantener el valor contable del activo cercano a su valor real
durante su vida util, ser facil de aplicar y cumplir con la legislacidn vigente (como la Ley N° 20.628).

Los costos de depreciacién anuales responden a la Ec.9:
Costos de depreciacion =e.(If —L) Ec9
Siendo:

e: Factor de depreciacion anual
e=—
n

Siendo n el nUmero de afios de vida util
If: Inversion Fija
L: Valor residual o de reventa al final de la vida util del bien

Para esta estimacion se utilizé el método de depreciacién de linea recta, el cual asigna una
cantidad constante de depreciacion anual. En este caso, se asumid una vida util del activo de 10
afios y se estimé que su valor residual seria del 20% de la inversion fija inicial. De acuerdo con la
normativa fiscal vigente, la depreciacién se calcula mediante el método de linea recta para la
declaracion de impuestos.

4.7 Estudio de Mercado de Sistemas de Liberacion Controlada de Embelina en el
pais



La embelina es un compuesto bioactivo con alto potencial terapéutico, pero su baja
solubilidad y rapida eliminacién limitan su uso clinico. Para abordar este problema, los sistemas de
liberacion controlada mejoran su biodisponibilidad y eficacia.

Uno de los objetivos de este proyecto fue realizar un estudio de mercado a nivel nacional
para evaluar la viabilidad y el potencial comercial de los sistemas de liberacién controlada de
embelina encapsulada en quitosano en el sector farmacéutico local. A través de este estudio, se
buscéd entender el panorama actual de la industria, identificando las oportunidades y desafios
asociados con la introduccion de esta tecnologia en el mercado nacional. Los aspectos clave que
se analizaron incluyen:

1. Demanda del mercado local: Se explord la necesidad de nuevos tratamientos basados en
liberacidon controlada, especialmente en sectores médicos que abordan enfermedades
crénicas y complejas como el cancer y enfermedades antimicrobianas.

2. Innovacidn tecnoldgica en el pais: Se evaluaron las tecnologias de liberaciéon controlada
existentes en el mercado local, observando las tendencias en el uso de nanomateriales y la
nanotecnologia en la industria farmacéutica.

3. Competencia y actores clave a nivel nacional: Se investigaron las empresas y proyectos
nacionales que ya estdn desarrollando tecnologias relacionadas con las nanoparticulas para
administracién de farmacos y los sistemas de liberacion controlada, con el fin de entender la
competitividad del mercado.

4. Regulaciones y barreras para la comercializacidn: Se estudiaran las regulaciones locales que
podrian influir en la introduccion de la tecnologia de liberacidn controlada de embelina, como
los requisitos para la aprobacién de nuevos tratamientos farmacéuticos y las restricciones en
el uso de nanomateriales.

Este estudio permitid obtener una visidon detallada sobre la viabilidad comercial de los
sistemas de liberacién controlada de embelina encapsulada en quitosano en el mercado nacional,
proporcionando la informacidén necesaria para diseiar estrategias de entrada y posicionamiento,
asi como posibles alianzas con actores clave de la industria farmacéutica local.

5 Resultados y discusion
5.2 Obtencidn de las particulas

Se estudiaron soluciones de quitosano con y sin embelina para identificar las condiciones
Optimas para el procesamiento de particulas utilizando la técnica de electrospray, segun lo descrito
en los apartados 4.1y 4.2, y las condiciones experimentales detalladas en la Tabla 2. En la Figura
26 se pueden observar las micrografias SEM de particulas de quitosano obtenidas bajo distintas
condiciones de procesamiento mediante electrospray.

A partir de las micrografias SEM de la Figura 26, se realizé la medicidn del didmetro de las
particulas mediante el software Image Pro Plus, de acuerdo al procedimiento detallado en la
seccion 4.3.1. Las micrografias SEM obtenidas a partir de muestras con distintas condiciones de
procesamiento, permitieron observar variaciones morfoldgicas significativas en las Qp. Los
resultados mostraron que las distancias menores, especificamente 10 cm y 12 cm, favorecieron
una mayor eficiencia en la recoleccidn de particulas. En las Figuras 26.a, 26.b, 26.e y 26.f, se puede
observar que estas distancias produjeron particulas con una morfologia mas uniforme y con menos
aglomeraciones. A mayores distancias, como 15 cmy 17 cm, la eficiencia de recoleccidn disminuyé



significativamente, y se observaron particulas con formas menos definidas y con una distribucidon
mas dispersa.

La diferencia de potencial aplicada durante el proceso de electrospray también mostré una
un efecto significativo en la morfologia de las particulas. Las figuras 26.c, 26.d, 26.h y 26. muestran
una deformacién notable en la morfolgia esférica de las particulas, cuando la diferencia de
potencial aplicada esta por encima de los 22 kV. Este fendmeno se debe a la inestabilidad inducida
por el alto voltaje, que genera una atomizacidn irregular del quitosano y la consecuente
evaporacién del solvente residual en la superficie de las particulas con mayor velocidad.

Dos condiciones especificas demostraron ser particularmente favorables: la primera, con una
distancia aguja-colector de 10 cm y una diferencia de potencial de 20 kV (Figura 26.c); y la segunda,
con una distancia aguja-colector de 12 cm y una diferencia de potencia aplicado de 17 kV (Figura
26.f). Sin embargo, se determind que las condiciones dptimas de procesamiento se lograron con
una distancia aguja-colector de 12 cm y un voltaje de 17 kV, ya que esta condicion permitié obtener
particulas con una morfologia esférica bien definida, diametro promedio de 250 nm y desviacién
estandar de 30 nm, y una buena eficiencia de recolecciéon. Aunque la condicidn de 10 cm y 20 kV
produjo particulas con un diametro promedio mas pequefio (215 nm), la dispersion en el tamafio
de las particulas fue mayor (80 nm), es por eso que no se continud trabajando con estos
parametros de procesamiento.

Este andlisis también considerd otros factores relevantes, como la tasa de flujo de la solucidn
de quitosano y la concentracién del polimero en la solucion. Estos parametros adicionales influyen
en la formacién de particulas y deben ser optimizados junto con la distancia aguja-colector vy el
voltaje aplicado para obtener los mejores resultados posibles. Se mantuvo una velocidad de flujo
constante para asegurar una entrega uniforme de la solucién de quitosano, lo que contribuyé a la
formacién de particulas de tamafio y forma consistentes. Ademas, se utilizd una concentracion de
quitosano que permitid la formacion de particulas esféricas sin la presencia de fibras o
aglomerados, optimizando asi la calidad del producto final.

Para optimizar el procesamiento de las particulas de quitosano con embelina (Q-Ep), se tomd
como referencia las condiciones obtenidas previamente para las particulas de quitosano puras
(Qp). Inicialmente se evaluaron velocidades de flujo relativas de las soluciones externa (o) e
interna (i) en dos relaciones (Po:Mi): 4:1 y 2:1. Los resultados obtenidos bajo estas condiciones
se observan en las Figuras 26.e y 26.f, respectivamente. Tras un analisis detallado, se determiné
que la mejor condicidn de procesamiento para las particulas Q-Ep se logrd con una relacion de flujo
Mo:di de 2:1, una distancia aguja-colector de 12 cm, y una tensidn aplicada de 24 kV (Figura 26.r).

Es importante destacar que a diferencia del procesamiento de las particulas de quitosano,
donde el voltaje 6ptimo fue de 17 kV, en el caso de las particulas de quitosano con embelina
encapsulada fue necesario aumentar la diferencia de potencial a 24 kV. Esta diferencia se debe
principalmente a las distintas caracteristicas de conductividad y viscosidad de las soluciones
procesadas, lo que afecta la atomizacidon durante el procesamiento por electrospray. Por este
motivo resulta de gran importancia la medicidn de la conductividad de las soluciones procesadas,
dado que resulta un pardmetro importante a tener en cuenta para la optimizacién de las
condiciones de procesamiento.

Ademas de ajustar las condiciones de voltaje y flujo, se controlaron otros pardmetros
importantes durante el procesamiento. Todas las muestras se procesaron a una temperatura
constante de 22 °C y una humedad relativa de entre 35% y 38%. Estas condiciones ambientales



fueron criticas para mantener la consistencia en la formacion de particulas y evitar variaciones en
la morfologia debido a cambios en la temperatura o la humedad.

La medicidon del didmetro medio de particulas (Dm) y su dispersion (Sm) se determiné
mediante el procesamiento digital de las micrografias obtenidas empleando el software Image Pro
Plus. En la Tabla 3 se muestran los valores obtenidos para las particulas Qp de quitosano, y Q-Ep
de quitosano con embelina encapsulada. A partir de los valores de didmetro medio se observa una
variacion de 5 nm al incorporar la embelina en las nanocapsulas. Sin embargo, la dispersion en el
didmetro medio de las particulas no mostré una variacién significativa al incorporar el agente
embelina, manteniéndose en alrededor del 12% respecto del diametro medio. Esto indica una
distribucidon de tamafio de particulas monodispersas tanto en las nanoparticulas Qp como en las
Q-Ep.

Tabla 3. Medicion de didmetro medio de particula y desviacion estdndar.

Muestra Dm (nm) Sm (nm)
Qp 250 30
Q-Ep 255 32
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Figura 26. Imdgenes SEM de particulas de quitosano obtenidas por electrospray: a) 10 cm — 15 kV,
b)10cm—-17kV,c)10cm—-20kV,d) 10cm —-22 kV,e) 12cm—15kV, f) 12cm—17kV, g) 12 cm —
20kV, h) 12 cm—22kV, i) 15 cm — 15 kV, j) 15 cm — 17 kV, k) 15 cm — 20 kV, 1) 15 cm — 22 kV, m)
17cm—-15kV,n)17cm—17 kV, 0) 17 cm —20 kV, p) 17 cm — 22 kV. Particulas de quitosano con
embelina: q) @o:®i=4:1,d=12cm, V=24 kV, r) ®o:®i=2:1,d=12 cm, V=24 kV.

5.3 Anadlisis de la caracterizacion fisicoquimica de las particulas Qp y Q-Ep
5.3.1 Propiedades térmicas y cristalinidad de las particulas.

Mediante el andlisis por DSC se obtuvieron los termogramas del agente embelina, del
quitosano comercial de bajo peso molecular, y de las particulas Qp y Q-Ep.

El termograma de la embelina (Figura 27) muestra la presencia de dos picos endotérmicos
pequefios bien definidos a 77,17 °Cy 84,74 °C, y un pico endotérmico mayor a 144,82 °C. Estos
picos corresponden a la fusién de embelina, y se corresponden con los reportados previamente
por Cortez Tornello y col. (11, 15). La presencia de estos picos indica que la embelina posee cierta
estructura cristalina, lo que le permite experimentar transiciones térmicas especificas. La nitidez
y la posicién de estos picos sugieren que la embelina tiene una fase cristalina bien organizada y
una estabilidad térmica definida dentro de este rango de temperaturas.
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Figura 27. Termogramas del Quitosano comercial, particulas de quitosano, particulas de
quitosano con embelina encapsulada y embelina comercial.

El termograma de quitosano comercial de bajo peso molecular (Figura 27) se observa una
banda de fusidn a partir de 60 °C hasta 117 °C, con una disminucién gradual del flujo de calor sin
picos endotérmicos definidos, lo cual es tipico de un material mayormente amorfo o con baja
cristalinidad. Esto sugiere que el quitosano comercial tiene poca organizacion cristalina, ya que no
presenta transiciones de fase significativas ni fusiones de cristales evidentes.

Por otro lado, los termogramas de las particulas de quitosano Qp y Q-Ep (Figura 27) obtenidas
a partir de la técnica de electrospraying, mostraron bandas de fusion similares a las del quitosano
comercial, a partir de 73 °C hasta 134 °Cy 75 °C hasta 138 °C, respectivamente. Se evidencia un
corrimiento de la banda de fusién en las particulas Qp y Q-Ep hacia valores de temperatura
mayores, lo que podria asociarse a un reordenamiento de las cadenas del polimero que produce
mayor interaccidon intermolecular entre las cadenas de quitosano. La ausencia de picos
endotérmicos definidos sigue indicando una naturaleza mayormente amorfa, pero el aumento en
la temperatura de la banda de fusidn sugiere una modificacion estructural posiblemente inducida
por el procesamiento de las particulas.

No fue posible observar los picos caracteristicos de fusion de embelina en el termograma de
las nanoparticulas Q-Ep, lo que podria indicar que la embelina presente se encuentra intimamente
mezclada con las cadenas de quitosano durante la fusién, por encontrarse inicialmente
encapsulada y protegida, o la cantidad de embelina presente en las particulas no pudo detectarse
mediante esta técnica.

En la Figura 28 se muestran los difractogramas obtenidos mediante DRX, de embelina,

quitosano de bajo peso molecular, y las particulas Qp y Q-Ep preparadas a partir de soluciones
mediante la técnica de electrospray. El difractograma de embelina muestra picos agudos



caracteristicos, en 20 = 5,81°; 11,70°; 14,63°; 17,59°; 29,53°; 32,63° y 35,69°. Los picos estan bien
definidos, lo que confirma la presencia de diferentes formas polimérficas o grados de cristalizacién,
algo que también se vio reflejado en los multiples picos endotérmicos de DSC.

Por su parte el difractograma de quitosano de bajo peso molecular muestra una banda ancha
con un pico principal alrededor de 20 = 20°, lo que es tipico de un material mayormente amorfo o
de baja cristalinidad. Esta banda de forma amplia indica que el quitosano comercial tiene una
estructura desordenada, lo que concuerda con lo observado en el andlisis de DSC donde no se
evidenciaron transiciones de fase importantes.
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Figura 28. Difracciéon de Rayos X (DRX): Comparacion de patrones para quitosano, embelina
comercial, particulas de quitosano y particulas de quitosano con embelina. El insert muestra una
amplificacion de los picos de quitosano comercial y en las particulas Qp y Q-Ep.

Las particulas de quitosano procesadas por electrospraying muestran un difractograma muy
similar al quitosano comercial, con una banda amplia en la regién de 26 = 20° pero con una menor
definicién en el pico. Esto podria indicar una reorganizacion de las cadenas poliméricas debido al
procesamiento de las nanoparticulas, lo refuerza la idea de que el electrospraying introduce una
reorganizaciéon en las cadenas poliméricas.

El difractograma de las nanoparticulas con embelina encapsulada Q-Ep es similar al de las
nanoparticulas de quitosano Qp. No se observan los picos agudos caracteristicos de la embelina
pura, lo que indicaria que la embelina no se encuentra en la superficie de las particulas, o se

encuentra en forma de agregados amorfos, tal como se observé en el analisis térmico efectuado
por DSC.

5.3.2 Analisis de conductividad



El estudio de la conductividad de las soluciones permite medir la capacidad de estas para
conducir electricidad, lo que estd directamente relacionado con la presencia y movilidad de iones
en la solucién. En el procesamiento por electrospraying, la conductividad es un pardmetro clave
gue influye en la estabilidad del proceso, y en la formacion y morfologia de las nanoparticulas.

En la Tabla 4 se muestran los valores de conductividad medidas para los solventes y mezcla
de solventes usados en este trabajo, como asi también los valores de conductividad de las
soluciones del polimero quitosano y de embelina que se emplearon para la preparacion de las
nanoparticulas.

Tabla 4. Conductividad de las soluciones utilizadas en el estudio.

SOLUCION CONDUCTIVIDAD
AA (1 M) 569 pS/cm
Solucién de quitosano 1122 uS/cm
AA Glacial:DCM (80:20) 6,7 uS/cm
Soluciéon de Embelina 3 uS/cm

Como se observa a partir de la Tabla 4, el AA 1M presentd una conductividad alta (569 uS/cm),
lo que indica una considerable cantidad de iones en solucidn. Este valor de conductividad sugiere
que esta solucién tiene capacidad para generar una nube de carga eléctrica durante el
procesamiento por electrospraying que permite la formacion de pequefias gotas. Por otro lado, la
solucidn de quitosano en AA 1M mostrd una conductividad ain mayor que la del solvente (1122
uS/cm), lo que se debe a la presencia de quitosano disuelto. Este polimero catidnico permite
obtener una solucién cuya conductividad favorece la atomizacidn mediante electrospraying, y
sugiere buena capacidad para la obtencidon de pequefias gotas que formen nanoparticulas
uniformes luego de la evaporacién del solvente.

La mezcla de solventes AA:DCM (80:20) mostré una conductividad muy baja (6,7 uS/cm). Esto
era esperado, ya que el DCM es un solvente aprético débilmente polar, por lo que no contribuye
significativamente a la conductividad de la solucidn. Esta baja conductividad puede presentar
desafios en el proceso de electrospraying, ya que las cargas disponibles en la solucidon no son
suficientes para estabilizar el chorro de fluido y crear particulas bien formadas. Podria generar una
atomizacion menos eficiente y un aumento en el tamafo de las gotas.

La solucién de embelina en la mezcla de solventes AA:DCM (80:20) mostré un valor de
conductividad extremadamente bajo (3 uS/cm), lo que indica baja ionizacion en la solucidn. Esta
baja conductividad podria dificultar el proceso de atomizacion.

En la seccion 5.1 se menciond que fue necesario aumentar la diferencia de potencial aplicada
para la obtencidn de particulas coaxiales a 24 KV, cuando se incluyd la soluciéon de embelina como
solucidn interna. Esto puede deberse probablemente a la diminucién de la conductividad de la
solucidn, luego de infundir de manera simultanea la solucidon externa de quitosano junto con la
solucién interna de embelina. Sin embargo, como muestran los resultados obtenidos de la
caracterizacién morfoldgica, el aumento de la diferencia de potencial aplicada, permitié la
atomizacion de las soluciones infundidas de manera coaxial y la obtencidon de nanocapsulas de
quitosano con embelina.



5.3.3. Estudio de la composicidn quimica superficial

El estudio de la superficie de las particulas se realizé con el objetivo de determinar su
composicion quimica superficial y comprender su interaccién con el medio. En la Figura 29 se
muestran los espectros de FTIR-ATR caracteristicos de embelina, quitosano de bajo peso
molecular, y las particulas Qp y Q-Ep.
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Figura 29. Espectros FTIR de quitosano de bajo peso molecular, embelina, particulas Qp y Q-Ep.

El espectro de embelina muestra picos caracteristicos a 3300 cm™ (0-H); 2918 cm™y 2848 cm”
1(C-Hy C-Hen CH2),y 1612 cm™ (C=C), 1462 cm™ (C-H en —CH2), 1375 cm™ (C-H en —CH3), 1219
cm™ (C=0). Estos picos observados son consistentes con la estructura quimica de la embelina,
reportada en la bibliografia. (11, 15).

Por otro lado, el espectro del quitosano comercial de bajo peso molecular muestra una banda
ancha alrededor de 3400 cm™ que corresponde a las vibraciones de estiramiento de grupos OH y
NH, picos cerca de 2900 cm™ (C-H) y 1650 cm™ (C=0 de amida 1), 1550 cm™ (N-H de amida Il), y en
la regién de 1000-1200 cm™ (C-O-Cy C-N).

El espectro de las nanoparticulas Qp muestran bandas similares al quitosano comercial,
aunque algunas presentan cambios en la intensidad, particularmente en las bandas asociadas a los
grupos OH y NH. Por ultimo, las nanoparticulas Q-Ep presentan las bandas caracteristicas de
quitosano, aunque los picos caracteristicos del agente embelina no se observan en el espectro.
Esto puede deberse a que la embelina no se encuentra presente en la superficie, posiblemente por
encontrarse encapsulada en el interior de las nanocdpsulas de quitosano, o que la cantidad de
embelina presente no puede ser detectada por esta técnica.



5.3.4. Capacidad de carga y eficiencia de encapsulacién

La cantidad de embelina encapsulada y los valores de eficiencia de encapsulacién y capacidad
de carga de embelina en las nanoparticulas de quitosano, resultan de gran importancia para
evaluar la eficiencia como sistema de administracion del agente bioactivo. De acuerdo a lo
descripto en la seccién 4.4, se determind la cantidad de embelina encapsulada en una masa de
particulas Q-Ep. En la Tabla 5, se muestran los valores obtenidos de masa de embelina encapsulada
por gramo de particula (Me, mg/g), la eficiencia de encapsulacién porcentual (EE, %) y la capacidad
de carga (CC, %).

La capacidad de carga (CC) obtenida fue del 9,13%, resultando un valor muy cercano a la
cantidad de embelina colocada inicialmente (10% respecto de la masa de quitosano). Esta
diferencia minima sugiere que hubo pérdidas menores de embelina durante el proceso de
preparacion de las nanoparticulas mediante electrospraying, probablemente relacionadas con la
formacién de pequefios cristales en la punta de la aguja que no lograron ser encapsulados. Por
otro lado, el valor de CC refleja que la mayor parte de la embelina se incorpord en las
nanoparticulas de quitosano, lo que indica que practicamente la totalidad de embelina de Ia
solucidn inicial fue encapsulada.

En cuanto al contenido total de embelina, los resultados indican que se encapsularon
aproximadamente 91,33 mg de embelina por gramo de particulas, lo que indica que las
nanoparticulas de quitosano resultan un sistema adecuado para la encapsulacion de agentes
bioactivos pobremente solubles en agua. Esto resulta de gran importancia desde una perspectiva
tanto funcional como econdmica, ya que el sistema maximiza el uso del fdrmaco encapsulado,
optimizando su eficacia en potenciales aplicaciones de liberacion controlada. Ademas, esta
cantidad de embelina contenida en un gramo de nanoparticulas indica la viabilidad del sistema
como medio de administracién del agente bioactivo, dado que los valores reportados de
concentracion inhibitoria minima (MIC) se encuentran alrededor de 100 pg.ml?! en actividades
contra Trypanosoma cruzi tripomastigotes (56).

Los valores de eficiencia de encapsulacidon (EE) indican que el 91,33% de la embelina
inicialmente colocada en la solucién fue efectivamente incorporada en las nanoparticulas. Este
valor superior al 90% en la eficiencia de encapsulacidn indica que el proceso de encapsulacién
presenta una gran eficiencia, y que las nanoparticulas de quitosano poseen un gran potencial como
sistema de administracién del agente embelina.

Los valores obtenidos de Me, EE y CC indican que las nanoparticulas de quitosano son un
sistema eficaz para la incorporacién de embelina, con una minima pérdida de material y una alta
eficiencia en su encapsulacidon. Estos resultados indican una gran potencialidad de las
nanoparticulas de quitosano como sistema para la encapsulacién y administracion de embelina.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y rendimiento de encapsulacion de nanoparticulas.

Muestra Me (mg/g) EE (%) CC (%)

Q-Ep 91,33+0,20 | 91,33+0,17 9,13+ 0,07




5.4 Estudio del hinchamiento de las particulas Qp

Los resultados del estudio de hinchamiento de las nanoparticulas de quitosano Qp se
muestran en la Figura 30. A partir de los datos obtenidos puede observarse que el hinchamiento
de las particulas de quitosano alcanza el equilibrio luego de 0.75 horas (45 minutos), con un
promedio de hinchamiento del 10689%. Esto indica que, a partir de este punto, las particulas
alcanzaron una saturacion en su capacidad de absorber agua bajo las condiciones del medio buffer
fosfato pH=7,4.

La ligera fluctuacidn posterior (valores a 1.5 y 2 horas) podria deberse a la heterogeneidad en
la estructura interna de las particulas o a pequefias variaciones experimentales, pero estas no
afectan significativamente la tendencia general, que muestra un comportamiento estabilizado
después de 0.75 horas. El aumento a las 72 horas sugiere procesos secundarios, como
reestructuracioén interna de las redes poliméricas, pero estas no se consideraron para el andlisis
final.
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Figura 30. Perfil de hinchamento de las nanoparticulas Qp.

El comportamiento observado puede explicarse considerando las propiedades del quitosano,
un polimero natural derivado de la desacetilacién de la quitina. Su estructura contiene grupos
funcionales amino (-NH;) y grupos hidroxilo (-OH), responsables de su comportamiento en
contacto con soluciones acuosas.

El mecanismo de hinchamiento en el medio podria describirse en varias etapas:

1. Absorcidn inicial y velocidad de hinchamiento:



o Al sumergir las particulas de quitosano en el PBS, ocurre un rapido intercambio de
agua con el medio, gracias a la alta afinidad de sus grupos hidrofilicos (-NH, y -OH)
por las moléculas de agua. Estos grupos forman enlaces de hidrégeno con el agua,
lo que facilita la hidratacién del material.

o Enlos primeros 45 minutos, el hinchamiento es especialmente rdpido debido a la
presencia de una red de poros abiertos en el quitosano, que permite la difusién
del agua hacia el interior del material.

2. Saturacion del hinchamiento a 0.75 horas:

o El punto en el que se alcanza el equilibrio de hinchamiento corresponde al
equilibrio entre las fuerzas de absorcién del agua (enlaces de hidrogeno e
interacciones poliméricas) y las fuerzas internas de la red polimérica que resisten
la expansion.

o A medida que el agua ocupa los poros internos y las cadenas de polimero alcanzan
su maxima elongacion, el material entra en una fase de saturacidn, y cualquier
incremento posterior es minimo.

3. Estructura del quitosano y su interaccion con el agua:

o Elquitosano posee una estructura semicristalina, lo que implica que tiene regiones
amorfas y cristalinas. Las regiones amorfas son responsables de la mayor parte de
la absorcidn inicial, ya que permiten la entrada y difusidn de agua.

o A medida que las regiones amorfas se saturan, las regiones mas ordenadas
(cristalinas) presentan una mayor resistencia al hinchamiento, limitando la
capacidad total de absorcion.

o En medio buffer fosfato (pH 7.4), el quitosano no esta completamente protonado,
por lo que sus cadenas poliméricas tienden a mantener su estructura,
contribuyendo a estabilizar el hinchamiento.

4. Cambios a largo plazo (72 horas):

o El aumento observado en el hinchamiento tras periodos prolongados podria
deberse a una relajacién lenta de la red polimérica o a una reestructuracion
interna, donde las moléculas de agua penetran lentamente en regiones menos
accesibles.

El estudio del hinchamiento demostrd que las particulas de quitosano alcanzan su maxima
capacidad de hinchamiento dentro de un periodo de 0.75 horas en medio buffer fosfato. Este
comportamiento puede ser determinante en la liberacidn de embelina, ya que afecta directamente
los mecanismos por los cuales la embelina difunde a través de la matriz polimérica y hacia el
exterior de la misma.

5.5 Proceso de liberacién
5.4.1 Influencia del medio liberacién y del recubrimiento en los sistemas de nanoparticulas

En el proceso de preparacién de nanoparticulas mediante electrospray, es crucial seleccionar
de manera adecuada el solvente o mezcla de solventes, considerando propiedades como el
momento dipolar, la conductividad, y la temperatura de evaporacién, entre otros. Estas



propiedades no sélo determinan las condiciones de procesamiento, sino también afectan la
solubilidad del sistema y del agente terapéutico, su capacidad de carga, y la velocidad de secado
de las particulas. Estas variables son determinantes para el tamafo y las caracteristicas
morfoldgicas finales de las particulas. La velocidad de secado, por ejemplo, esta inversamente
relacionada con la temperatura de evaporacién del solvente, lo que influye directamente en la
morfologia final de las particulas que alcanzan el colector. Adicionalmente, la velocidad de
evaporacién también afecta el ordenamiento de las cadenas poliméricas en las particulas,
condicionando la cristalinidad de la matriz polimérica. Esto a su vez, tiene un impacto directo en
los perfiles de liberacidn del agente encapsulado, en este caso, embelina.

En la Figura 31 se observa el perfil de liberacién de embelina a partir de las nanoparticulas de
quitosano, empleando como medio de liberacion una solucién buffer fosfato (PBS, pH = 7,4). A
partir de este perfil de liberacién es posible identificar tres etapas bien definidas.

v’ Primera etapa (0 a 1 h): Liberacion inicial rapida

Durante la primera hora, se observa una liberacién acelerada de embelina, alcanzando
aproximadamente el 28,49 % del agente encapsulado (Figura 32). Este comportamiento inicial
podria atribuirse al fendmeno conocido como burst effect, que implica una rapida liberacion del
agente presente en las capas superficiales de las particulas. La embelina mds expuesta al medio de
liberacion se difunde facilmente debido a la limitada resistencia que ofrece la matriz polimérica en
esta etapa inicial. A partir de los datos obtenidos del estudio de hinchamiento de las particulas, es
en este periodo de tiempo en el que las nanoparticulas de quitosano experimentan un marcado
hinchamiento hasta alcanzar su equilibrio. Este gran hinchamiento de las nanoparticulas de
guitosano podria favorecer la migracion de embelina hacia el medio de liberacion y la posible
formacién de poros superficiales durante el contacto inicial con el medio acuoso.

v’ Segunda etapa (1 a 7 h): Liberacion controlada

En esta etapa se observa una disminucion de la tasa de liberacién de embelina, alcanzando
luego de 7 h un porcentaje de liberacion de 74,85 % (Figura 32). Este fendmeno podria explicarse
por la difusion del agente terapéutico desde las regiones internas de la matriz de quitosano hacia
el medio de liberacion. En este periodo y luego del hinchamiento de las particulas, el proceso de
liberacion estaria dominado por la interaccién de las cadenas poliméricas del quitosano, que
pueden formar una red mas densa al hincharse, limitando parcialmente la difusién de la embelina.
La posible presencia de microcanales generados durante el hinchamiento del quitosano también
puede contribuir a regular la velocidad de liberacion.

v’ Tercera etapa (7 a 72 h): Liberacidn sostenida

Finalmente, entre las 7 y 72 horas se observa una etapa de liberacion mas lenta y sostenida,
alcanzando un valor final de embelina liberada del 97,48 % (Figura 31). Esta etapa puede estar
relacionada con la disminucidn de la cantidad de embelina presente en el interior de las particulas,
lo que reduce el gradiente de concentracidn, y, por ende, la fuerza impulsora para la difusién.
Ademas, la degradacidn parcial de las particulas de quitosano podria facilitar la liberacién de las
ultimas fracciones de embelina atrapadas en la matriz, aunque a una tasa mucho menor que en las
etapas anteriores. De acuerdo al valor final de embelina liberada, una pequefia porcion de
embelina (2,52 %) permanece retenida y asociada a las cadenas de quitosano.

La diferenciacidn clara de estas tres etapas destaca la capacidad de las nanoparticulas de
quitosano para modular la liberacidn de embelina, ofreciendo un perfil inicial rapido seguido por



una liberacién mas controlada y sostenida. Estas caracteristicas posicionan a este sistema como un
candidato prometedor para aplicaciones terapéuticas que requieran una liberacion regulada del
agente activo.
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Figura 31. Cinética de liberacion de embelina: Evaluacion del porcentaje liberado en funcion
del tiempo.
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Figura 32. Cinética inicial de liberacion de embelina: Evaluacion detallada durante las
primeras 8 horas.



5.4.2 Estudio de la cinética de liberacién de embelina a partir de Q-Ep

Se evaluaron los perfiles de liberacion de embelina a lo largo de 72 horas, dividiendo
el proceso en tres etapas: inicial (0-1 hora), intermedia (1-7 horas) y final (7-72 horas). Se
emplearon los modelos matematicos de Orden Cero, Higuchi y Korsmeyer-Peppas para
analizar los mecanismos involucrados en cada etapa del perfil de liberacion. Los
parametros ajustados y coeficientes de correlacion (R?) se resumen en la Tabla 6, junto con
los mecanismos predominantes en cada intervalo.

Tabla 6. Pardmetros de Ajuste de los Modelos de Liberacion en las Distintas Etapas.

Orden Cero Higuchi Korsmeyer y Peppas
Tiempo Kn Mecanismos
K R? R? K R? J
(h) (n=1/2) kP n de Liberacién
0-1 ) ) ) ) ) ] i Difu?ién
rapida
Modelo
1-7 7,73 0,999 27,00 0,977 33,37 1,95 0,948
Orden Cero
Difusion
7-72 0,34 0,992 13,57 -10,09 | 70,45 0,77 0,998 ,
andémala

Primera etapa (0 a 1 hora)

En esta etapa inicial, no se realizé ajuste matematico debido al comportamiento caracteristico
de liberacion rapida observado, donde se liberé6 aproximadamente un 28.5% del agente
terapéutico. Este fendmeno puede explicarse por:

o Difusién rapida superficial: Una porcion de embelina podria estar localizada en zonas
cercanas a la superficie de las nanoparticulas o en zonas poco protegidas por la matriz de
quitosano, lo que permite su rapida disolucién y difusién al entrar en contacto con el medio
acuoso (PBS, pH 7,4).

e Hinchamiento inicial: El hinchamiento que experimentan las nanoparticulas de quitosano
durante la primera hora podria facilitar el acceso del medio a las moléculas mas expuestas
del agente terapéutico. Este fendmeno es tipico en sistemas poliméricos hidrofilicos.

Aunque no se ajustaron modelos en esta etapa, este comportamiento corresponde al
fendmeno conocido como "burst effect", que es comun en sistemas de liberacion controlada con
agentes encapsulados en superficies poliméricas.

Segunda etapa (1 a 7 horas)

En este intervalo, la liberacién de embelina se vuelve mas uniforme y controlada, alcanzando
aproximadamente un 74.8% del total de embelina liberada al final del periodo. Los resultados
obtenidos muestran que:

1. Orden Cero presentd un ajuste excelente (R?= 0,999), indicando que la liberacién ocurrié a
una velocidad constante. Esto sugiere un control cinético dominado por la erosién gradual
de la matriz de quitosano, lo que permite una liberaciéon sostenida.



2. Korsmeyer-Peppas también mostré un buen ajuste (R?= 0,948) aunque inferior al obtenido
a partir del ajuste con el modelo de orden cero, con un coeficiente n= 1,95. Este valor
sugiere que la liberacion en este periodo estda dominada por la erosién de la matriz
polimérica, lo que es consistente con los sistemas donde el material encapsulante es
degradable o sufre procesos de disolucion paulatina.

3. Higuchi mostré un ajuste razonable (R?= 0,977), pero inferior al de los otros modelos,
sugiriendo que la liberacién en esta etapa no esta puramente dominada por difusién, sino
que incluye efectos de relajacién o degradacién de las cadenas de quitosano.

El comportamiento observado podria deberse a la penetracién progresiva del medio acuoso
dentro de las nanoparticulas, lo que facilita tanto la difusidn de las moléculas de embelina como la
relajacién de las cadenas poliméricas.

Tercera etapa (7 a 72 horas)

En la dltima etapa, la velocidad de liberacién disminuye considerablemente, alcanzando
aproximadamente el 97.5% de embelina liberada al final del periodo. Los ajustes mostraron:

1. Higuchi no resulté adecuado (R?= -10,09), lo que indica que este modelo, basado en
difusién simple, no describe correctamente esta etapa. Esto podria explicarse por la
disminucién de la concentracién de embelina dentro de las particulas y la complejidad del
sistema polimérico de quitosano, que no se comporta como una matriz homogénea.

2. Orden Cero mostrd un ajuste bueno (R%= 0,992), sugiriendo que la liberacidn sigue siendo
relativamente constante, aunque mas lenta en comparacion con la etapa intermedia.

3. Korsmeyer-Peppas fue el modelo més adecuado (R%= 0,998), con un coeficiente n= 0,77.
Este valor indica un mecanismo de difusion anémala, en el que coexisten:

o Difusidn de las moléculas de embelina desde el interior de la matriz hacia el medio.
e Relajacion de las cadenas poliméricas, que puede estar asociada al proceso de
degradacion o hinchamiento progresivo del quitosano.

La disminucion de la velocidad de liberacién en esta etapa podria deberse a una menor
cantidad de embelina disponible dentro de las particulas, lo que reduce la fuerza impulsora para la
difusién. Ademas, es posible que el hinchamiento progresivo del quitosano haya generado
microestructuras mas rigidas o menos accesibles para la difusion.

En la Figura 33 puede observarse el efecto de “burst effect” en la primera etapa (0 a 1 h) del
perfil de liberacidn. La Figura 34 se observa el ajuste matematico realizado en la etapa intermedia
del perfil de liberacion con los modelos de Orden Cero, Modelo de Higuchiy Modelo de Korsmeyer-
Peppas. Finalmente, en la Figura 35 se muestra el ajuste matematico realizado en la Ajuste
matematico en la etapa final de liberacién.
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Figura 33. Etapa de liberacion inicial rapida “burst effect”.
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Figura 34. Ajuste matemdtico en la etapa intermedia de liberacidn con los tres modelos:
Modelo de Orden Cero, Modelo de Higuchi y Modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Figura 35. Ajuste matemadtico en la etapa final de liberacidn con los tres modelos: Modelo de
Orden Cero, Modelo de Higuchi y Modelo de Korsmeyer-Peppas.

5.5 Andlisis de costos, escalado y normativa del sistema de producciéon de particulas
core-shell mediante electrospray

Utilizando el método descrito en la seccion 4.6, se evalud la ampliacién del sistema de
produccién de particulas a través de electrospraying. Se consultaron los datos de la Tabla 7 y 8 que
incluyen los diversos factores directos e indirectos. Estos datos fueron utilizados para calcular la
estimacion de la inversidn, junto con el costo del equipo principal involucrado en el proceso.

Tabla 7. Factores directos.

Valor del equipo instalado I (USD) 82106,4
Factores de estimacidn directa fa
Tuberias de proceso 0,45
Instrumentacion 0,075
Edificio de fabricacién 0,8
Planta de servicios 0,025
Conexidn entre unidades 0
Inversidn directa Iz (1 + Y. f4) 192950




Tabla 8. Factores indirectos.

Factores para la inversion indirecta fi
Ingenieria y Construccién 0,275
Factores de tamaiio 0,025
Contingencias 0,25
Factor de inversion directa f; = (1 + X.f;) 1,55
Inversion Fija (USD) Ir = Iz (1 + X.f4). f; 299072

Una vez obtenida la estimacién de la inversidn fija segln los precios de los equipos instalados,
se procedié al célculo de los costos fijos de produccidn. Para ello, se tomaron en consideracidn los
costos de las materias primas especificados en la Tabla 9.

Tabla 9. Costo de las materias primas.

Materia Prima Marca Precio (USD)
Quitosano Bajo PM (50 g) Aldrich 249,26
Embelina 298% (HPLC), Aldrich 12240
powder (1 g)
Acido Acético (1 1) Anedra 18
Diclorometano (1 1) Biopack 14

A partir de los costos de mercado de las diferentes materias primas se estimo el costo de
produccién para obtener 1 gramo de particulas (Tabla 10).

Tabla 10. Costo de las materias primas por gramo de particula.

Materia Prima Precio (USD)
Quitosano Bajo PM (0,9 g) 4,49
Embelina 298% (HPLC), powder (0,1 g) 1224
Acido Acético (113,36 ml) 2
Diclorometano (13,34 ml) 0,19
Total 1230,68

Empleando las cotizaciones del mercado actual de las materias primas se estimaron los costos
variables y fijos de produccién de particulas, que se observan en la Tabla 11.



Tabla 11. Costos variables y costos fijos.

Costos variables USD/afio
Materia Prima 7679
Mano de Obra 8500

Servicios 1200

Mantenimiento 6500

Suministros 1700

Costos Fijos

Depreciacién de equipamiento 23926
Impuestos 4500

Seguros 1500

Total 55505

Del andlisis econdmico realizado para alcanzar el volumen requerido de particulas, se
determind un costo anual total de USD 55.505. Este cdlculo se basé en una produccion a escala de
laboratorio, considerando una jornada laboral de 8 horas diarias y 40 horas semanales.

Actualmente, el nimero de empresas dedicadas al diseno y fabricacién de equipos de
electrospinning/electrospraying, asi como a la prestacién de servicios relacionados, ha crecido
significativamente. Este fendmeno responde al auge de estas técnicas de procesamiento, que
estdn ganando popularidad debido a su versatilidad y a su potencial en una amplia variedad de
sectores, como la bioingenieria y biotecnologia, medicina, farmacia, agricultura, remediacién
ambiental, industria textil, entre otros. En la Tabla 12, se detallan algunas de las empresas mas
destacadas que desarrollan equipos comerciales y servicios relacionados.

Tabla 12.Empresas que comercializan equipos de electrospraying en el mundo.

Empresa Producto/Servicio

Elmarco es uno de los principales
fabricantes de equipos de electrospinning
Elmarco (Republica Checa) a nivel industrial. Ofrecen mdaquinas para
produccidn de nanofibras de alta calidad y

escalabilidad

Esta empresa distribuye equipos para
electrospinning, incluyendo sistemas como
Nanoscience Instruments (USA) Spinbox y Fluidnatek, enfocados en
aplicaciones de laboratorio y produccion

en pequeiia escala.

Inovenso fabrica sistemas de
Inovenso (Turquia) electrospinning y electrospraaying
avanzados para aplicaciones en




investigacion, produccion de nanofibras y
recubrimientos funcionales.

Fluidnatek, que forma parte de la empresa
Bioinicia, se enfoca en electrospinning y
Fluidnatek (Francia) electrospraying, ofreciendo soluciones
para la creacion de particulas y fibras a
nanoescala.

Intercovamex se especializa en la venta de
equipos de electrospinning y
electrospraying para aplicaciones

Intercovamex (México) industriales y de investigacién. La
compainia ofrece soluciones personalizadas
y soporte técnico, adaptdndose a las
necesidades de cada cliente.

5.6 Estudio de mercado

La embelina es un compuesto natural con diversas propiedades bioldgicas, y se encuentra
disponible en el mercado en diferentes formas, principalmente para investigaciéon y como
suplementos dietéticos, aunque también se investiga su aplicacion en formulaciones mas
complejas:

e ParaInvestigacion: La embelina se comercializa como reactivo quimico de alta pureza por
proveedores como Fisher Scientific y VWR. Estos productos, generalmente en forma de
polvo, se utilizan en entornos de laboratorio para estudiar las propiedades de la embelina
y sus posibles aplicaciones terapéuticas, incluyendo sus efectos antiinflamatorios y
anticancerigenos. No estan destinados al consumo directo ni se presentan en
formulaciones clinicas como tabletas, inyectables o medicamentos de venta libre.

e Suplementos Dietéticos: La embelina también se encuentra en el mercado como
ingrediente de suplementos dietéticos, disponibles en cépsulas, tabletas y polvos. Estos
suplementos se promocionan por sus propiedades antioxidantes y sus posibles beneficios
para la salud digestiva y metabdlica, asi como para el bienestar general.

e Investigacion y Desarrollo de Formulaciones Complejas:

o Tratamiento del Alzheimer: Se estan desarrollando sistemas de nanoparticulas
lipidicas estructuradas que combinan embelina con otros farmacos para mejorar la
entrega de medicamentos al cerebro, con el objetivo de abordar enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer.

o Cicatrizacion de Heridas: Se ha desarrollado un hidrogel medicinal con embelina que
ha demostrado propiedades antimicrobianas y cicatrizantes, lo que lo convierte en una
opcion prometedora para el tratamiento de heridas cutaneas.

o Activador de la Apoptosis: La embelina se ofrece comercialmente como un activador
de la apoptosis, util en investigacion oncoldgica por su capacidad para inhibir el
inhibidor de la apoptosis XIAP y promover la muerte celular programada.



Si bien la embelina se encuentra en el mercado principalmente como reactivo para
investigacion y como suplemento dietético, existe una activa investigacion en curso para
desarrollar formulaciones mas complejas y especificas para diversas aplicaciones terapéuticas,
como el tratamiento del Alzheimer, la cicatrizacidn de heridas y terapias contra el cancer.

Por otro lado, actualmente, no se ha encontrado informacién especifica sobre productos
comerciales que utilicen tanto quitosano como embelina en su formulacién. Sin embargo, hay
investigaciones en curso que exploran el uso combinado de estos compuestos en aplicaciones
médicas y farmacéuticas debido a sus propiedades complementarias. El quitosano, conocido por
su biocompatibilidad, biodegradabilidad y actividad antimicrobiana, se investiga en combinacidn
con embelina para desarrollar nuevos sistemas de liberacion de farmacos y terapias
antimicrobianas avanzadas.

En cuanto al quitosano se utiliza en varios productos comerciales en diferentes industrias
debido a sus propiedades versatiles. Algunos ejemplos de productos que utilizan quitosano:

1. Aplicaciones Médicas y Farmacéuticas:

- Vendajes para Heridas:

El quitosano se utiliza en productos como HemCon® Bandage PRO y HemCon ChitoFlex®. Estos
vendajes aprovechan las propiedades hemostaticas del quitosano para detener el sangrado
rapidamente y promover la cicatrizacion de heridas. El quitosano también actia como un agente
antimicrobiano, ayudando a prevenir infecciones en heridas abiertas (57).

- Suplementos Dietéticos:

KiOtransine® es una fibra prebidtica disefiada para consumo humano que favorece la salud
digestiva y metabdlica. Es una fibra insoluble que se fermenta lentamente en el colon, produciendo
acidos grasos de cadena corta (como butirato y propionato) con una baja generacion de gases. Sus
principales beneficios incluyen:

e Restaurar la microbiota intestinal.

e Mejorar el transito intestinal.

e Apoyar los sistemas antioxidantes naturales del cuerpo.
e Reducir los niveles de colesterol LDL oxidado.

Se utiliza en productos de nutricion médica, como Gastrap® Direct, y en desarrollos dirigidos
a tratar enfermedades intestinales crdnicas. Es ideal para personas con desequilibrios digestivos o
metabdlicos y contribuye al bienestar general (59).

2. Cosmeéticos:

e Lacoleccidon Dyson Chitosan introduce una nueva era en el cuidado y estilizado del cabello
mediante el uso del chitosan. Este ingrediente, conocido por sus aplicaciones en otras
industrias, se incorpora en productos disefiados para proporcionar una fijacion flexible que
mantiene el peinado sin comprometer el movimiento ni el brillo natural del cabello.

La tecnologia Dyson Triodetic™ potencia esta fijacion, evitando la rigidez o el efecto
“crunchy” tipico de otros productos. La gama incluye una crema de peinado, que reduce



el encrespamiento en un 50% y transforma su textura de cremosa a un sérum ligero, y un
sérum capilar, que hidrata y define el cabello hasta por 12 horas, incluso en ambientes
con un 80% de humedad.

Cada férmula estad personalizada con ingredientes especificos para distintos tipos de
cabello, desde aceites ligeros como el de semilla de uva hasta aceites ricos como el de
argan. Dyson combina innovacion y cuidado capilar, ofreciendo productos que aseguran
estilos duraderos sin comprometer la salud del cabello (58).

3. Industria agricola:
PRODUCTOS DE CONTROL DE PLAGAS Y ENFERMEDADES PARA LA HUERTA'Y JARDIN.

e RAISAN es un producto natural a base de quitosano extraido de la cdscara de crustaceos,
utilizado para inducir la resistencia sistémica adquirida (SAR) en plantas. Actla
fortaleciendo los mecanismos de defensa naturales de las plantas, lo que las hace mas
resistentes a enfermedades y favorece su crecimiento. Entre sus principales efectos,
RAISAN estimula la produccién de raices, actia como un fungistatico frente a hongos
patégenos como Phytophthora y Botrytis, y protege contra enfermedades aéreas. Ademas,
mejora la eficiencia en el uso del agua y tiene un efecto nematostdtico, controlando
nematodos fitopatdgenos. Este producto es ideal para cultivos intensivos como uva de
mesa, vides viniferas y citricos, asi como cultivos extensivos como soja, maiz y trigo (60).

e Quitosano MSO es un regulador de crecimiento organico y bioestimulante formulado
como concentrado soluble a base de quitosano, un polimero natural extraido de la quitina
de crustdceos. Estimula el crecimiento de raices y follaje, mejora el vigor y rendimiento de
los cultivos, y activa los mecanismos de defensa de las plantas contra enfermedades, estrés
ambiental y patdégenos como hongos y nematodos. También desencadena una respuesta
inmune en las plantas, formando una barrera bioquimica contra agentes externos. Su
accién es rapida, visible en 24 horas, y dura hasta 6 semanas.

El producto es versatil, recomendado para diversos cultivos como vid, agave, pifia, chile,
tomate, aguacate, citricos, esparrago, fresas y hortalizas de hoja verde, con dosis y modos de
aplicacion especificos para cada uno. Se puede aplicar al suelo humedo, en riego por goteo, por
aspersion o mediante inmersion de raices y plantulas (61).

e Control Microbioldgico:

Bactiless™: Se utiliza para controlar las poblaciones de bacterias lacticas y acéticas en el vino
durante la fermentacién. Ayuda a evitar la contaminacion bacteriana que podria afectar la calidad
del vino, sin alterar las levaduras necesarias para el proceso de fermentacién.

NO BRETT INSIDE™: Esta disefiado para eliminar especificamente las células de
Brettanomyces, una levadura que puede alterar el perfil sensorial del vino, dando lugar a sabores
indeseados. Este producto ayuda a mejorar la calidad del vino sin dejar residuos ni afectar su sabor
(62).



6 Conclusiones

En este trabajo se optimizé el proceso de obtenciédn de nanoparticulas de quitosano
monoaxiales y nanocadpsulas con embelina encapsulada mediante la técnica de electrospraying
coaxial. Las nanoparticulas obtenidas presentaron un didmetro medio de alrededor de 250 nm,
con una distribucién de tamafios monodispersa. El procesamiento mediante electrospraying
permitid un control preciso sobre la preparacidn de las nanoparticulas de quitosano, y la
estabilidad durante el procesamiento.

La eficiencia de encapsulacién de embelina mostré valores superiores al 90%, y su capacidad
de carga valores de 9,13%, lo que demuestra la efectividad de la técnica para encapsular principios
activos pobremente solubles en agua, en matrices poliméricas hidrofilicas de origen natural, como
el quitosano.

El analisis térmico mediante DSC mostré los picos de fusion caracteristicos de la embelina, y
bandas de fusion para el quitosano y las nanoparticulas Qp y Q-Ep, lo que evidencia la naturaleza
mayormente amorfa del polimero. Sin embargo, los termogramas de las particulas evidenciaron
un aumento en la temperatura de la banda de fusidn que sugiere una modificacién estructural
posiblemente inducida por el procesamiento mediante electrospraying. No se observaron picos
caracteristicos de fusion de embelina en las nanoparticulas Q-Ep, lo que podria indicar que la
embelina presente se encuentra intimamente mezclada con las cadenas de quitosano durante la
fusidn, por encontrarse inicialmente encapsulada y protegida, o la cantidad de embelina presente
en las particulas no pudo detectarse mediante esta técnica.

Los resultados del estudio mediante DRX evidencié difractogramas de las nanoparticulas Qp
y Q-Ep similares al del quitosano comercial, sin presencia de picos caracteristicos de embelina en
las particulas Q-Ep, lo que indicaria que la embelina no se encuentra en la superficie de las
particulas, o se encuentra en forma de agregados amorfos.

El estudio mediante FTIR evidencidé que las nanoparticulas Qp y Q-Ep presentaron las bandas
caracteristicas de quitosano, mientras que no se observaron los picos caracteristicos del agente
embelina, lo que puede deberse a que la embelina no se encuentra presente en la superficie,
posiblemente por encontrarse encapsulada en el interior de las nanocapsulas de quitosano, o que
la cantidad de embelina presente no puede ser detectada por esta técnica.

En cuanto al perfil de liberacidn, se observé un comportamiento trifasico en condiciones de
pH fisioldgico (7,4). En la primera fase (1 h) se liberé un 28,49% del agente, lo que indica una
liberacion rdpida o burst effect, probablemente a partir de la embelina presente en las capas
externas de las particulas. En la segunda fase (1 a 7 h) la liberacién fue mas sostenida, alcanzando
un 74,85% de liberacidon acumulada. Finalmente, en la tercera fase (7 a 72 h) se alcanzé un 97,48%
de embelina total liberada, lo que sugiere que las particulas contindan liberando el compuesto de
manera gradual posiblemente debido a la difusidn del compuesto desde el nicleo de las particulas,
influenciada por el hinchamiento y degradacién del quitosano.

El andlisis cinético del perfil de liberacidn mostré una segunda fase que se ajusto
perfectamente al modelo de Orden Cero, lo que indica una liberacién constante del compuesto
activo durante este periodo. Mientras que, en la tercera y ultima fase, el modelo de Korsmeyer-
Peppas describié mejor el proceso de liberacidn, sugiriendo un mecanismo de difusion andmala
influenciado por el hinchamiento progresivo del polimero y las interacciones con el medio
circundante.



Los resultados obtenidos evidencian a las nanoparticulas de quitosano con embelina
encapsulada, con una gran potencialidad como sistemas de liberacién controlada de agentes
bioactivos pobremente solubles en agua, con una cinética de liberacién propicia para aplicaciones
antimicrobianas.

A pesar de los resultados favorables obtenidos, se identificaron algunas limitaciones en el
procesamiento mediante electrospraying, como la baja velocidad de produccién y la gran
sensibilidad a factores ambientales como la temperatura y la humedad relativa. Estos desafios
técnicos destacan la necesidad de optimizar las condiciones operativas del proceso para mejorar
la reproducibilidad, la eficiencia y la escalabilidad de la produccién de nanoparticulas.

Este trabajo proporciona una base sélida para futuras investigaciones que se centren en la
optimizacion del proceso de electrospraying, y en la evaluacidn de la biocompatibilidad y eficacia
terapéutica de las nanoparticulas desarrolladas. El potencial de estas nanoparticulas para mejorar
la administracion de compuestos bioactivos pobremente solubles en agua abre nuevas
posibilidades en la preparacion de sistemas avanzados de liberacidon controlada, que podrian
revolucionar el campo de la farmacoterapia y la medicina a la medida de las necesidades de cada
paciente.

6. Dificultades

A lo largo del desarrollo de esta tesis, se encontraron con varias dificultades que, aunque
representaron desafios, brindaron valiosas oportunidades para mejorar y optimizar los procesos,
asi como para aprender mas sobre el area de biomateriales.

Una de las principales dificultades fue el bajo rendimiento de la técnica de electrospraying,
empleando una sola aguja. Dado que se necesitaba una gran cantidad de particulas para realizar
los estudios de caracterizacion, el proceso resultaba lento debido a la tasa de produccidn de
aproximadamente 3 mg/h. Esto requirié de largas horas de procesamiento para obtener un
volumen adecuado de particulas, lo cual representé un desafio logistico importante al no contar
con mayores cantidades de material en un tiempo mas corto. Este bajo rendimiento afectd, por un
lado, la eficiencia del trabajo, pero por otro, también sirvié para replantear posibles mejoras en el
proceso.

Por otro lado, la recoleccién de las particulas presenté un problema adicional. Las
nanoparticulas producidas a menudo quedaban adheridas al papel de aluminio utilizado en el
equipo de electrospray, lo que dificultaba la recoleccion efectiva del material. Esta dificultad se
resolvié implementando una modificacidn en la técnica de recoleccidn. Se utilizd un paralelepipedo
de acrilico para concentrar mejor las particulas y facilitar su recoleccién, mejorando asi la eficiencia
del proceso y optimizando la cantidad de material disponible para los analisis posteriores.

Ademas, el manejo de equipos de alta complejidad, como el equipo de electrospray,
representé otro desafio. Aprender a trabajar con estos equipos y comprender los parametros
criticos del procesamiento de nanoparticulas fue una curva de aprendizaje importante. La
necesidad de calibrar y ajustar adecuadamente los parametros, como el voltaje y el flujo, para
obtener particulas de tamafio y morfologia adecuadas requirié de mucha dedicacidn y paciencia,
asi como de una comprensién profunda de los procesos involucrados.

Finalmente, la incorporacién de nuevos conceptos y el aprendizaje en el area de biomateriales
representaron también un desafio, dado que no habian sido abordados directamente durante la
carrera en ingenieria. Sin embargo, esta experiencia fue fundamental para mi formacidn, ya que



me impulsé a profundizar en conocimientos y técnicas fuera de mi ambito habitual. Esto no solo
amplié mi perspectiva, sino que también fortalecié mi capacidad de aprendizaje auténomo y mi
habilidad para adaptarme a nuevas areas del conocimiento.

7. Trabajos futuros

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se plantean diversas lineas de
investigacion para profundizar y expandir el conocimiento sobre las nanoparticulas de quitosano
con embelina encapsulada, asi como para optimizar su produccién y evaluar su aplicabilidad en el
ambito biomédico. Los trabajos futuros incluiran las siguientes actividades:

1. Anadlisis de escalabilidad con multicabezal: Se evaluari la viabilidad de escalar el proceso de
produccién mediante el uso de un sistema multicabezal en el equipo de electrospraying. Este
enfoque permitird analizar el impacto de variables operativas en la productividad vy
reproducibilidad del proceso, ademas de explorar su potencial para la producciéon industrial
de nanoparticulas. Los estudios incluirdn la comparacién de las caracteristicas morfoldgicas,
de tamafio y estabilidad de las particulas producidas con el sistema multicabezal frente a las
obtenidas con un cabezal unico.

2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro: Se realizara una caracterizacion detallada
del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas con embelina frente a cepas bacterianas y
fungicas. Este estudio se llevard a cabo en colaboracidn con investigadores del Instituto de
Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de San Juan (UNSJ) y se
estructurard en varias etapas:

o Determinacion de la Concentracidn Inhibitoria Minima (CIM): Se empleara la técnica de
microdilucién en caldo, siguiendo las normativas CLSI (2015 y 2008), para evaluar la
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus),
Gram-negativas (Escherichia coli) y levaduras del género Candida. Se utilizaran cepas
tipificadas ATCC y aislados clinicos del Hospital Marcial Quiroga (San Juan).

o Sinergia con agentes antimicrobianos comerciales: Se estudiara el efecto combinado de
las nanoparticulas con antibidticos y antifungicos mediante el método del tablero de
ajedrez, evaluando su potencial como coadyuvantes en terapias combinadas frente a
microorganismos resistentes.

o Participacion en investigaciones cooperativas: Se prevé la realizacion de una estadia de
investigacion de corta duracion en el Instituto de Biotecnologia (FI-UNSJ), donde se
participara en los estudios de evaluacién in vitro de la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas core-shell con embelina.

3. Caracterizacion mediante Dynamic Light Scattering (DLS): Se empleara la técnica de
dispersion dindmica de luz (DLS) para determinar el tamafio hidrodindmico y el potencial zeta
de las nanoparticulas. Estas mediciones permitiran evaluar su estabilidad coloidal y tendencia
a la agregacion en diferentes condiciones ambientales. Los andlisis se realizaran utilizando un
equipo Zetasizer (Nano-ZS, Malvern Instruments) y se complementaran con pruebas
adicionales para monitorear cambios en la morfologia y propiedades fisico-quimicas de las
particulas.

4. Estrategias avanzadas de encapsulacidon: Se explorardn nuevas estrategias para la
encapsulacién de embelina con el objetivo de desarrollar sistemas que ofrezcan distintos



perfiles de liberacion. Estas estrategias incluiran el uso de entrecruzantes fisicos y quimicos,
los cuales permitiran modular la interaccidn entre el quitosano y la embelina, afectando tanto
la cinética de liberacidon como la estabilidad del sistema. Se evaluard también la influencia de
estos entrecruzantes en las propiedades mecdnicas y térmicas de las nanoparticulas, asi como
su impacto en la eficiencia de encapsulacién.

5. Caracterizacion mediante potencial Z: Se prevé continuar con el estudio de la cubierta
superficial y la funcionalizaciéon de las nanoparticulas mediante la caracterizacion de su
potencial Z o potencial de superficie. Este analisis sera fundamental para evaluar la estabilidad
de las particulas a lo largo del tiempo, ya que el potencial Z es un indicador clave de la
estabilidad coloidal, que permite conocer el grado de repulsién entre las particulas en
suspension. Mediante estas mediciones, se podrd ajustar la formulaciéon y optimizar las
caracteristicas fisico-quimicas de las nanoparticulas, garantizando su comportamiento estable
y efectivo para aplicaciones biomédicas.

Estas actividades contribuirdan al desarrollo de nuevas aplicaciones biomédicas de las
nanoparticulas, abriendo posibilidades para su implementacién en el tratamiento de infecciones
bacterianas y fungicas.
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