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El cancer de higado tiene una tasa de mortalidad en hombres del 14,3% y en mujeres
del 5,1% a nivel mundial. Terapia de embolizacion, se basa en bloquear el suministro
de sangre al tumor mientras que simultaneamente se administra la quimioterapia. Para
realizarla se utilizan microesferas de polimeros sintéticos que en su mayoria pueden ser
citotoxicos, lo que conduce muchas veces a respuestas inmunes indeseadas e
inflamacion del tejido.

Para evitar este problema, en este trabajo se presenta como alternativa,
microesferas de mezclas de biopolimeros, que sean biocompatibles. En particular,
alginidto soédico y quitosano, los que presentan una fuerte afinidad debido a la
naturaleza polianionica del primero y policationica del segundo.

Se proponen cuatro metodologias diferentes para la generacion de esferas de
hidrogel milimétricas, denominadas alginato célcico, recubiertas, blendas y core shell.

Las esferas se sometieron a diferentes ensayos: estabilidad en el tiempo,
propiedades mecénicas al ser dejadas en soluciones de agua destilada, cloruro de calcio
(CaCl.) y suero fisiol6gico (PBS), fotografias SEM y anélisis termogravimétrico, los que
permitieron determinar que las esferas del tipo blenda obtienen los mejores resultados.
Paralelamente fue necesario implementar un ensayo para determinar las propiedades
mecanicas y obtener resultados comparables entre los diferentes tipos de esferas.

Finalmente, para obtener microesferas, se recurrié a la microfluidica, replicando
las metodologias presentadas a nivel milimétrico. A pesar de los buenos resultados
obtenidos para las esferas blendas, su reproducciéon en microfluidica no fue posible, es
por ello que se estudié una cuarta metodologia microesferas denominadas core shell,
obteniéndose del orden de 200 [um].

Esferas core shell milimétricas, tienen resultados similares a las esferas blendas,
tanto en estabilidad como en propiedades mecéanicas, por lo que se concluye que son
potencialmente aptas para la aplicacion en terapia de embolizacién.
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1. INTRODUCCION

1.1. EMBOLIZACION HEPATICA

Se conocen mas de 200 tipos diferentes de cancer, siendo los mas comunes: boca,
esofago, pulmoén, rinon, higado, estobmago, pancreas, colon, recto y vejiga, Ilustracion
1. En particular, el de higado tiene una tasa de mortalidad en hombres del 14,3% y en
mujeres del 5,1% a nivel mundial [1].

"‘/ Nuevos casos Nuevos casos
"~ e Hombres Mujeres
& e—=- ——Pincreas

Rifién— Mortalidad Mortalidad

Ilustracién 1: Canceres mas comunes y el cancer de higado [1]

Este tipo de cancer se resiste generalmente a los medicamentos de quimioterapia.
En la mayoria de los estudios solo son encogidos una pequefia porcién de tumores en
los casos que se utiliza quimioterapia sistémica (todo el cuerpo), y las respuestas a
menudo no duran mucho tiempo, atin con el uso de combinaciones de medicamentos
este procedimiento no ha ayudado a los pacientes a prolongar su esperanza de vida [2].

Debido a la pobre respuesta, los médicos han estudiado administrar medicamentos
de quimioterapia directamente en la arteria hepatica para determinar su eficacia. En
este tipo de tratamiento, la quimioterapia llega a todo el higado a través de la arteria,
pero el higado saludable descompone la mayor parte del medicamento antes de que
alcance el resto del cuerpo. Esto lleva mayor cantidad al tumor, en comparacién con la
quimioterapia sistémica, sin aumentar los efectos secundarios.

Terapia de embolizacion es un creciente campo de la radiologia intervencionista,
que utiliza agentes embolicos y terapéuticos, en particular para el cancer de higado a
través de la arteria hepatica, para realizarla. Se basa en bloquear el suministro de
sangre al tumor, una vez que esto sucede, es decir, que esta embolizado, la
quimioterapia se administra directamente en el tumor.

Quimioembolizacion transarterial (transarterial chemoembolization, TACE) con
aceite yodado o lipiodol, quimioterapia intrarterial con esferas liberadora de drogas
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(drug-eluting beads, DEB), y terapia de radiacion interna selectiva (selective internal
radiation therapy, SIRT) son técnicas utilizadas para el tratamiento primario de
tumores malignos del higado, como el hepatocarcinoma no resecable (no extraible con
cirugia, HCC), ademas de tumores de higado malignos secundarios, tales como
carcinoma colorrectal metastasico, tumores neuroendocrinos y un sinfin de otras
neoplasias con predileccion a metastasis hepatica. Idealmente, estos tratamientos son
abordados con una estrategia de equipo multidisciplinario, que puede incluir
cirujanos, hepatbélogos, oncologos y radidlogos intervencionistas. En el ajuste clinico
correcto, las estrategias transarteriales han demostrado un aumento significativo en la
supervivencia de la enfermedad, en comparaciéon con la quimioterapia sistémica,
eliminando el cancer por completo y también su reaparicién en el paciente [3].

Los estudios preliminares han encontrado que la infusién en la arteria hepéatica a
menudo es eficaz encogiendo a los tumores, pero se necesita més investigacidon sobre
estos procedimientos, ya que es posible que estas técnicas no sean ttiles en todos los
pacientes, pues a menudo requieren cirugia para insertar un catéter en la arteria
hepatica, una operacién que muchos pacientes de cancer de higado pueden no tolerar.

Los ensayos clinicos estan en curso y con el desarrollo y el avance de nuevos agentes
embdlicos/portadores de medicamentop, el campo de la terapia de embolizaciéon
hepatica seguira creciendo y desempeiiara un papel integral en el tratamiento de las
neoplasias hepaticas [3].

1.2.BASE DE LA TERAPIA DE EMBOLIZACION HEPATICA

La compleja interaccion entre las células tumorales y el parénquima hepatico
normal, se realiza en el proceso de angiogénesis tumoral (proceso fisiologico que
consiste en la formacion de vasos sanguineos). Una caracteristica tnica de los tumores
hepaticos, es el reclutamiento casi exclusivo del suministro vascular del sistema
arterial hepatico, lo que implica que recibe méas del 80% de su suministro de sangre de
la arteria hepatica, en comparacion con el parénquima hepético normal, que recibe
s6lo un tercio de su suministro de sangre de la arteria (y los correspondientes dos
tercios de la vena porta), creando un conducto natural para terapia dirigida a través de
ella [3].

La patologia de la vascularidad tumoral hepatica también se ha estudiado con gran
detalle y demuestra un mayor didmetro y longitud capilar, unas mayores distancias
intercapilares, altas tasas de proliferaciéon tanto endotelial como de fistulas
arteriovenosas y pérdida de una jerarquia vascular normal. Lien y Ackerman en 1970
[4], produjeron moldes de caucho de silicona de los vasos sanguineos tumorales, que
demostré un intrincado plexo de las arterias, con didmetros entre 25 y 75 [um],
formando un anillo alrededor de la periferia del tumor.

El conocimiento del diAmetro de los vasos y su naturaleza desorganizada ha llevado
a una terapia mas adaptada y juega un papel fundamental en la determinacion del
tamaino ideal de los agentes embolicos o portadores de medicamento a utilizar [3].
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Estas caracteristicas representan la base para la terapia arterial, ya que cualquier
tratamiento, o agente embodlico que se administre resultara en una deposicidon
terapéutica en el tumor a través de su vasculatura, reduciendo asi la exposicion (y
protegiendo) el parénquima hepatico normal circundante.

En la evolucion de los agentes embdlicos y terapéuticos se han utilizado una gama
amplia, incluyendo la embolizacion poco agresiva para el cuerpo humano (primera
generacion), la embolizacién con agentes portadores basados en aceite (segunda
generacion) y la embolizacidon cuando la administraciéon de un agente terapéutico es el
objetivo principal (tercera generacién) [3].

1.3.AGENTES EMBOLICOS
1.3.1. Primera generacion

Se han utilizado muchos agentes embolicos de materiales diferentes para
embolizacién poco agresiva. Estos pueden ser divididos en subgrupos: no esféricos y
esféricos. Los agentes embodlicos no esféricos de esponja de gelatina absorbible
cortadas en el tamaino deseado y particulas de acetato de polivinilo (PVA, no
absorbibles) se usaron predominantemente antes del advenimiento de los productos
avanzados. Los agentes embolicos esféricos o microesferas estdn ahora disponibles a
través de muchos fabricantes, y aunque vienen en rangos de tamano similares, difieren
en rigidez, elasticidad y deformabilidad que dictan las propiedades superficiales
fisicas, tales como hidrofilia, tension superficial y carga eléctrica. Algunos ejemplos de
este tipo de agentes se pueden observar en la Ilustracién 2, la uniformidad y la
naturaleza hidroéfila de estos permiten una penetracién mejorada en comparacién con
sus contrapartes no esféricas; Sin embargo, cada clase y tipo de particula presenta
caracteristicas unicas relativas al nivel de embolizacion vascular, reaccion inflamatoria
post-implante y comportamiento durante la embolizacion.

(c) (d)
Ilustracién 2: Agentes embolicos no agresivos: (a) polvo de gelatina absorbible, (b) microesferas de PVA calibradas,
(c) microesferas de hidrogel de PVA, (d) microesferas de trisacrilo [3]

La intencion de la embolizacion no agresiva es crear un ambiente de hipoxia/anoxia
(la hipoxia es un estado de los tejidos del organismo en el cual no tienen suficiente
oxigeno y anoxia se refiere a la falta total de oxigeno) en el tumor. La discusion sobre
los tamafios especificos, sigue en curso, sin embargo, el grupo Memorial Sloan
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Kettering [5], utiliz6 particulas pequeiias en el rango de 80 a 300 [um] con resultados
clinicos aceptables para su uso en HCC y tumores neuroendocrinos (NET) [3].

1.3.2. Segunda generacion

Las emulsiones a base de aceite etiodizadas, que se denominan comtinmente por
sus nombres comerciales, Lipiodol y Etiodol, son mezclas de yodo y ésteres etilicos de
acidos grasos de aceite de semilla de amapola y sirven como portadores para agentes
quimioterapéuticos solubles en agua. Examenes tanto radiolégicos como histologicos
han demostrado que la suspension de un agente quimioterapéutico en un vehiculo
oleoso, permite permanecer selectivamente en la vasculatura y los espacios
extravasculares de los tumores hepaticos cuando se inyecta en la arteria hepatica.

La aplicaciéon del soporte a base de aceite es doble: crear una emulsiéon de aceite y
agua para suspender el agente quimioterapéutico acuoso (independientemente del
tipo) con la consiguiente viscosidad incrementada necesaria para la embolizaci6én una
vez que se expone al tejido tumoral y, permitir una imagen mejorada durante el
procedimiento. Este novedoso concepto ha generado toda la base de la terapia
transarterial chemoembolization (TACE). Se han descrito otros perfeccionamientos de
la técnica utilizando algunas estrategias embdlicas particuladas luego de la inyeccion
del aceite, y asi aumentar la retencidon del medicamento.

La dosis 6ptima, el método de administracion y el agente o combinacion de agentes
quimioterapéuticos atn no se ha establecido. Este procedimiento, ha demostrado un
resultado clinico positivo en el tratamiento de HCC, a pesar del alto grado de variacion
en técnicas e indicacion. Sin embargo, la naturaleza impredecible de la dispersiéon del
agente terapéutico puede tener implicaciones relacionadas con toxicidades y
sindromes de post-embolizacion.

1.3.3. Tercera generacion

La administracion selectiva de agentes terapéuticos, es el objetivo principal de los
agentes embolicos de tercera generacion. En esencia, la "porcion embolica" del
dispositivo (perla de liberaciéon de fArmaco o microesfera embélica radioactiva) sirve
como soporte fisico parala colocacién de un agente terapéutico, esto permite una doble
funcion y es lo que las diferencia con los de primera generacion.

Las perlas utilizadas en quimioterapia intrarterial, drug-eluting beads (DEB), son
microesferas cargadas con un agente quimioterapéutico y dan como resultado una
unioén ionica debido a la afinidad polar. Un beneficio de las DEB en comparacién con
la quimioterapia basada en Etiodol y la quimioterapia convencional sistémica, son las
concentraciones plasmaticas minimas de medicamento, lo que sugiere una menor
absorcion sistémica y, por lo tanto, una mayor absorciéon en el tumor.

Las plataformas comerciales DEB estan disponibles en una variedad de tamafios
como se pueden observar en la Ilustracion 3.
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Ilustracién 3: Agentes embolicos de tercera generaciéon: (a) microesferas ceramicas de itrio-9o, en fotomicrografia
adyacente al cabello humano (flecha). (b) Microsferas de resina ytrio-9o. (c) Microesferas de polimero
superabsorbente cargadas con doxorrubicina, (d) Microesferas de hidrogel PVA [3]

La mayoria de los estudios han demostrado una disminucion significativa en la
toxicidad en comparacion a la quimioterapia tradicional, haciendo de la quimioterapia
intraarterial con DEB la técnica de eleccion si las toxicidades o complicaciones
relacionadas con el farmaco son preocupantes. A pesar de la considerable mejora en la
tolerancia a esta terapia, actualmente s6lo ha demostrado no ser inferior, en
comparacion con transarterial chemoembolization (TACE) y selective internal
radiation therapy (SIRT), en términos de supervivencia de progresion libre del cancer

[3].

En este trabajo se realizaran esferas con biopolimeros, las que apuntan ser aptas
para este tipo de tratamiento.

1.4.MOTIVACION

Como agentes embolicos, ademéas del PVA mencionado anteriormente, también son
utilizados materiales como cianoacrilato y acetato de celulosa, de los cuales algunos
son citotoéxicos en su forma liquida, o lo son sus disolventes poliméricos, lo que puede
conducir a una respuesta inmune indeseada y, a la inflamacién del tejido.

Para lograr la embolizacién, a estos polimeros se les debe agregar adhesivo, que
muchas veces se adhiere a las arterias, danando e infiltrando la pared del vaso
sanguineo, lo que aumenta la probabilidad de hemorragia. Por otro lado, algunos
adhesivos poliméricos son dificiles de controlar durante la inyeccién, se endurecen
rapidamente y bloquean el flujo a través del catéter de suministro y de vez en cuando,
adhieren el catéter a la pared del vaso. Muchos procedimientos tradicionales de
embolizacién son también inadecuados desde el punto de vista de los materiales
utilizados [6].

Para evitar este problema, en este trabajo se busca como alternativa, generar
microesferas en microcanales a partir de un biopolimero o de una mezcla de ellos, ya
que, al ser obtenidos de la naturaleza, se espera que sean biocompatibles.

En resumen, la motivacién de este proyecto es buscar un(os) biopolimero(s), que
sean estables en el tiempo para ser usados en terapia de embolizacién tumoral.
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Ademas, que sean de bajo costo y biocompatible, para que los pacientes que se realicen
una quimioembolizaciéon intraarterial para tumores hepaticos (cancer de higado),
sufran la menor cantidad de efectos adversos posibles.

1.5.ANTECEDENTES
1.5.1. Alginato como agente embdlico

Como opcion, para evitar el problema descrito anteriormente, nace el alginato, que
es un polimero aniénico por el cual ha crecido el interés, debido a su bajo costo y baja
toxicidad, ademas, es reconocido por la FDA (agencia de alimentos y medicamentos
del gobierno de los Estados Unidos) para poder ser usada tanto en alimentos como en
medicamentos en humanos y animales [7].

El 4cido alginico es un gel de polisacarido natural derivado de algas pardas, es un
copolimero que consiste en bloques de acidos manurénico (M) y gulurénico (G) en
diversas disposiciones a lo largo de la cadena polimérica, Ilustracion 4(a). Es soluble
en agua y puede ser reticulado ibnicamente con una soluciéon de cation divalente no
toxico. La afinidad de un catidon divalente es mas fuerte para los isbmeros G debido a
la disposicidn estérica de los &tomos, dos monémeros G forman una "caja de huevos"
Ilustracion 4(b), en la que, por ejemplo, en una soluciéon de cloruro de calcio (CaClz) un
ion de calcio se asienta y reticula dos cadenas de polimero, Ilustraciéon 5. Cuando esto
sucede al hidrogel resultante se le denomina comuinmente alginato célcico. En
consecuencia, la relacion M/G afectara la capacidad de reticulacion y, por tanto, las
propiedades fisicas del hidrogel [8]. El alginato tiene muchos usos en bioingenieria,
tales como peliculas de polimero, encapsulacién celular, vendajes de heridas y esponjas
quirargicas.

Es sabido que el alginato presenta efectos citotoxicos minimos y reduce la hemolisis
(destruccion de globulos rojos) cuando estd en contacto con la sangre. Estudios
anteriores de encapsulacion de células con alginato, atribuyeron al contenido de acido
G y la pureza, su biocompatibilidad y resistencia. Se cree que la purificaciéon elimina
contaminantes y proteinas que pueden causar una inmuno respuesta indeseable [6].

Alginato de sodio fue seleccionado para estudio por Becker et al. [6] para ser
utilizado en embolizacion endovascular, luego de una extensa investigaciéon en
polimeros con el potencial de alta resistencia mecanica en su forma so6lida, baja
viscosidad en su forma liquida y alta biocompatibilidad.

Otra consideracion importante es la competitividad de costos, Forster et al. [8]
informa los resultados de algunos modelos in vitro y en vivo utilizados para evaluar
atributos clave necesarios de perlas de alginato como dispositivos de embolizacién de
la arteria uterina (EAU), comparandolos con propiedades de los agentes existentes hoy
en el mercado.
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Ilustracién 4: Estructura de alginato y mecanismo de reaccion. (A) El alginato es un copolimero de polisacarido
hecho de grupos acido gulurénico (G) y manuroénico (M). La estereoquimica del acido G proporciona sitios reactivos
de Gcido carboxilico. Los acidos M no son reactivos. (B) En presencia de iones de calcio divalentes, el calcio esta
sustituido ionicamente en el sitio carboxilico. Una segunda cadena de alginato también puede conectarse al ion de
calcio. El resultado cadenas de alginato unidos al calcio que forman un gel sélido [6]
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Ilustracién 5: Ion de calcio se asienta y reticula dos cadenas de alginato sédico, interaccién iénica [9]

Becker et al. [6] gelifico alginatos con diversos contenidos de 4cidos G y pureza para
ensayos de resistencia a la compresién, rendimiento y viscoelasticidad. La
biocompatibilidad del alginato la ensayé mediante implante polimérico para oclusion
endovascular en vasos renales de conejo.

Los resultados de su trabajo demostraron que el alginato calcico tiene las
caracteristicas necesarias para convertirse en un polimero mecanico estable y
biocompatible al ser utilizado para tratamiento endovascular.

El alginato no es adhesivo y, a diferencia de muchos materiales endovasculares
actuales, exhibe biocompatibilidad sin dano de la pared vascular. Se podria suministrar
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un volumen considerable de alginato al sistema, sin preocuparse de que el catéter esté
pegado a la pared del vaso.

La técnica de oclusion o embolizacion ideal, es aquella que permite una orientaciéon
y entrega precisas al objetivo con bajo riesgo de lesion a estructuras sanas. Para lograr
esto, radidlogos intervencionistas son de la opinion de que el agente embdlico requiere
de una serie de atributos [10]. Por ejemplo, que al manipular el agente, debe ser
radiopaco o tener la capacidad de ser mezclado en una suspensién radiopaca para
permitir la visualizacion durante el suministro. También se prefiere la sencillez (el
pegamento es notoriamente dificil de manejar, por ejemplo). Por otro lado, la
adaptabilidad es clave para permitir una oclusidon selectiva y rapida de diversos
tamanos y tipos de vasos sanguineos.

Desde otra perspectiva, Forster et al. [8] ensay6 la compresibilidad en comparacién
con otras esferas embolicas en el mercado, la capacidad de entrega del microcatéter y
la degradacion de las esferas. Se utiliz6 un modelo de EUA de oveja, disefiado para
imitar las condiciones a las que serian sometidas las esferas.

Como resultado, tanto los datos in vitro como en vivo mostraron un buen
suministro, sin tendencia a bloquear catéteres o fragmentos debido a propiedades de
compresibilidad comparables a las actuales esferas embolicas comercialmente
disponibles, Ilustracion 6. Las perlas embolicas ensayadas fueron alginato de alto
contenido de acido G, alginato de alto contenido de 4&cido M, DC Bead®, BeadBlock®),
Contour SE® y Embosphere®. Se utiliz6 una sonda cilindrica plana de 5 [mm] unida
a un Sistema de Ensayos de Materiales Instron (Instron High Wycombe, Reino Unido)
montado con una de carga de 50 [N] y se registraron los datos de compresion. El
modulo se calculé a partir del gradiente de compresion inicial de una grafica
tension/deformacion de la fuerza de compresion.
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Ilustracién 6: Moédulo de perlas de alginato junto con las esferas embdlicas comercialmente disponibles, las esferas
de alginato son parecidas en médulo de compresion a las Bead Block® [8]
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In vitro, al inyectar las esferas, se observé hinchazén casi inmediatamente y
después de 12 semanas se observaron los primeros signos de degradacién, casi no hubo
diferencia en comparacion con las pruebas en vivo. Este estudio demostro que las
esferas de gel de alginato de alto peso molecular son bien toleradas por el cuerpo, que
son faciles de manejar y que después de 12 semanas en vivo, las de alto contenido de
acido G todavia eran observables, con el potencial de reabsorcién en el tiempo.

Como se mencion6 anteriormente, el alginato es un polimero biodegradable. El
hidrogel puede degradarse mediante la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos o puede
disolverse debido a la elucién del cation de calcio reticulante. Se ha demostrado que el
peso molecular afecta este proceso [8], lo que genera una limitada estabilidad a largo
plazo en condiciones fisiologicas, por ello este trabajo estudiara la posibilidad de
mezclar el alginato con otro biopolimero para generar esferas estables en el tiempo.

1.5.2. Esferas de alginato-quitosano

Esferas de alginato calcico recubiertas con un polication han sido ampliamente
investigadas para aplicaciones como contenedores inmunoprotectores en el trasplante
de células, la inmovilizacién de enzimas y los sistemas de liberacion de farmacos.
Idealmente, un sistema de entrega de droga libera el farmaco en el cuerpo adecuandose a
la velocidad necesaria para el tratamiento especifico. Considerables esfuerzos se gastan en
sistemas de administracion oral sostenida de medicamentos, la mayoria de estos sistemas
son formas de dosificacion solida, lo que permite distribuir su carga de droga mas
uniformemente en el tracto gastrointestinal con el fin de reducir la irritacion local.

Esferas con antibioticos podrian ser tutiles para administracion oral en el tratamiento
de enfermedades gastricas como la ulcera péptica y colitis ulcerosa, carcinomas e
infecciones en el intestino. Ademas, la absorcion sostenida especificamente en la region
intestinal ofrece interesantes posibilidades para el tratamiento de enfermedades sensibles
al ritmo diurno, como el asma, la artritis o inflamacién [11].

Quitosano se ha propuesto como un excipiente til para cualquier liberacion sostenida
de drogas solubles en agua y para mejorar la biodisponibilidad de compuestos mal
solubles en agua. Microesferas de quitosano se han estudiado para liberacién controlada
de farmacos, con el fin de lograr una estabilidad suficiente, las que a menudo son
reticuladas quimicamente con glutaraldehido y etilenglicol diglicidil éter. Sin embargo,
residuos de estos compuestos en las esferas de quitosano pueden causar dano o irritacién
de las mucosas y provocar efectos secundarios indeseables.

El quitosano, Ilustracion 7, proviene de las “cascaras” de los crustaceos y es el producto
parcialmente desacetilado de la quitina, Ilustracion 8. Es un polisacarido catiénico lineal
compuesto por unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina; presenta una
configuracion helicoidal tridimensional estabilizada mediante de enlaces de hidrégeno
entre los monémeros que lo forman, es insoluble en disolventes organicos puros, pero es
soluble en medio 4cido acuoso. La solubilidad se produce por la protonacion del grupo
amino, Ilustracion 9, entonces, este polisacarido se convierte en un polielectrolito en
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condiciones &cidas, lo que favorece su solubilidad debido a repulsiones electrostaticas

[12].
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Ilustracién 7: Estructura molecular del quitosano [12]

Ilustracioén 8: Estructura molecular de la quitina [12]
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Ilustracién 9: Protonacion del grupo amino del quitosano

El quitosano presenta un potencial e interesante valor econémico, debido a sus
versatiles actividades Dbiologicas y aplicaciones quimicas. Es biodegradable,
biocompatible, pues no se produce respuesta del sistema inmune y no todxico,
caracteristicas que unidas a la naturaleza policationica antes descrita, han estimulado su
empleo en diversas aplicaciones biomédicas [12].

Recientemente, complejos polielectrolitos se han propuesto para el disefio de sistemas
de suministro de medicamentos. El quitosano puede formar geles con contra iones
anidnicos multivalentes no toéxicos tales como polifosfato y alginato sédico mediante
reticulacion ionica [11].

Por otro lado, las perlas de gel de alginato calcico no recubiertas se desestabilizan
cuando estan presentes quelantes tales como fosfato, lactato, citrato o cationes no
gelificantes como iones sodio o magnesio. Estos iones interacttian con los iones de
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calcio unidos no cooperantes, dando lugar a la degradacion del gel. Para geles de
alginatos con altos contenidos de acido G, comienzan a degradarse cuando la relacion
de sodio a iones de calcio se incrementa por encima de 40. En tales ambientes, como
el cuerpo humano, existe la necesidad de un agente estabilizante, por ejemplo, una
membrana formada por un polication unida al gel de alginato por interacciones
electrostaticas con los grupos de acido del alginato cargados negativamente.
Numerosos trabajos describen la permeabilidad de esferas de alginato-polication y/o
la resistencia mecanica, pero la estabilidad de la esfera cuando se expone a ambientes
con bajas concentraciones de iones de calcio rara vez se informa. Se ha demostrado que
la unién y la estabilidad de las esferas de alginato-policatiéon depende tanto de la
composicion del gel de alginato y del peso molecular, como de la flexibilidad y densidad
de carga del polication [13].

En la produccion de esferas con una membrana de quitosano y un ntcleo sélido de
gel de alginato, las variaciones en los procedimientos y los materiales aplicados son
amplias. Sin embargo, existen dos procedimientos principalmente diferentes [13]: un
procedimiento de una etapa, en el que se forma una membrana de quitosano, que rodea
un nucleo de alginato liquido, cuando el alginato acuoso se deja caer directamente en
una solucion de quitosano. El nuacleo se gelifica a continuacion ya sea mediante la
adicion de CaCl: a la solucién de quitosano o por el tratamiento de las esferas de nticleo
liquido de alginato con CaCl. después de que la membrana se ha formado.

El otro método es un procedimiento de dos etapas que comprende la formaciéon de
esferas de alginato calcico, a continuacion, se lavan a menudo con una solucién libre
de calcio, y son transferidas a una solucién de quitosano donde las esferas quedan
suspendidas formando una membrana.

Gaserod et al. [13] estudi6 la estabilidad de esferas obtenidas con los métodos
anteriormente descritos, a corto y a largo plazo, ademas de la permeabilidad en funcion
del contenido de quitosano y su distribucion en las esferas.

Anil y Willem [11] prepararon esferas multicapas de quitosano-alginato y de
quitosano-alginato reticulados con tripolifosfato iénico-cruz-ligado (TPP). Esto, mediante
el método de una etapa para luego traspasar las esferas gelificadas a soluciones que
contienen quitosano, alginato so6dico y CaCl., que les permiti6 unir los métodos de una y
dos etapas, para desarrollar un complejo estable y no toxico, con propiedades mejoradas
de liberacion de drogas.

El trabajo de Gaserod et al [13], menciona que, para la estabilidad a corto plazo, la
resistencia mecanica de las esferas de alginato-quitosano se controlé en un "ensayo de
explosion". Se equilibraron unas 100 perlas durante 15 minutos en tampoén fosfato
salino (PBS) y luego se transfirieron a agua desionizada conduciendo a una alta presion
osmotica dentro de las esferas. Después de 60 minutos en el agua, se determiné el
numero de esferas intactas en un microscopio 6ptico.
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Para la estabilidad a largo plazo, el articulo senala que las perlas se incubaron en
un entorno con concentraciéon de sal fisiologica (NaCl) durante 198 dias. El nimero
exacto de esferas intactas se monitorizé en un microscopio 6ptico mientras que las
soluciones salinas se cambiaban cada dos dias durante las primeras dos semanas y
luego cada mes.

Como resultado, la fuerza de las esferas, medida por el ensayo de explosion,
determiné que, de las esferas de una etapa que se gelificaron después de que se habia
formado la membrana, sblo el 15% permanecieron intactas al final del periodo de
prueba. Todas las esferas de una etapa que se formaron en presencia de CaCl: en la
solucion de quitosano, se rompieron durante el primer minuto del ensayo, Ilustracion
10.
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Ilustracién 10: Estabilidad a corto plazo monitorizada por el ensayo de explosion luego de 60 [min] en agua
desionizada. Esferas generadas por una etapa, gelificadas al caer en solucion (x) y gelificadas luego de la formacion
de la membrana de quitosano (). Esferas de dos etapas hechas con (A) y sin (V) CaCl2 en la solucién de quitosano,

y las que se lavaron con PBS previo al traspaso a la solucion de quitosano (¢). Las capsulas homogéneas estan
representadas por los simbolos rellenos mientras que las no homogéneas son las vacias [13]

Cuando se ensayaron esferas homogéneas producidas a partir del procedimiento de
dos etapas (la homogeneidad en este articulo se refiere al gradiente de concentracion
de alginato a través de la seccion transversal de la esfera. En una esfera no homogénea,
la concentracion de alginato en la superficie del ella puede ser 10 veces mayor que el
centro), solo el 28% de las capsulas se rompieron durante la prueba. Se concluye
entonces, que la resistencia de las esferas hechas con el procedimiento en dos etapas
aumento fuertemente con la concentracion de CaCl: en la solucion de quitosano. Cabe
destacar, que las esferas de dos etapas no homogéneas, con un peso molecular medio
(MM) de 16.000 y sin CaCl., eran tan débiles como las esferas de una etapa.

Al afiadir 0,3 [M] de CaCl. a la solucién de quitosano, practicamente todas las
capsulas, tanto homogéneas como no homogéneas de dos etapas, permanecieron
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intactas durante el periodo de prueba. Sin embargo, se requiri6é un tiempo de reaccion
mas largo en la solucién de quitosano en las perlas no homogéneas para producir la
misma resistencia que las homogéneas (Ilustracion 11 a y b). Los tiempos de reaccion
de 5 horas y 30 minutos dieron aproximadamente la misma resistencia para ambos
tipos de perlas, con el 90% de esferas intactas al final del periodo de prueba.
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Ilustracién 11: Estabilidad a corto plazo monitorizada por el ensayo de explosion en agua desionizada para (a):
capsulas homogéneas y (b) no homogéneas, con el procedimiento de dos etapas y tiempos de reaccion en la solucion
de quitosano con CaCl: de 15 (+), 30 minutos (¢), 2 (0) y 5 horas (A) [13]

La influencia de la concentracién de quitosano sobre la resistencia de la capsula
también se ensay6 cuando se increment6 por encima de 1,5 [mg/ml] hasta 3 [mg/ml]
y no se observd un aumento significativo en la resistencia.

Ademaés, en el articulo se estudiaron los resultados para esferas de dos etapas
recubiertas con quitosano de cuatro pesos moleculares medios (MM) distintos que van
desde 15.000 hasta 62.000, a distintos tiempos de reaccion de las esferas en la solucion
de quitosano, Ilustraciéon 12. Las esferas hechas a partir del quitosano con el mayor MM
tuvieron la fraccién méas baja de esferas intactas a tiempos de reaccion de hasta 2 horas.
Para los tiempos de reaccién de 5 y 24 horas, el ensayo no pudo detectar ninguna
diferencia en la resistencia de las esferas, puesto que esencialmente el 100% de las
esferas permanecieron intactas después de la exposicion al estrés osmotico.

Los mismos patrones encontrados en los estudios de estabilidad a corto plazo,
fueron también evidentes en los experimentos a largo plazo, Ilustracion 13. Todas las
esferas de una etapa se rompieron durante el primer cambio de la solucién salina. De
las esferas homogéneas de dos etapas en contacto por 5 horas en la solucion de
quitosano sin CaCl., las capsulas con quitosano de MM de 62.000 se rompieron
durante la primera semana. Como en los estudios de estabilidad a corto plazo, las
esferas hechas con quitosano de MM de 15.000 fueron mas estables, pero so6lo con
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presencia de CaCl: en la solucion, estuvieron relativamente intactas durante los 198
dias del experimento.
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Ilustracién 12: Estabilidad a corto plazo monitorizada por el ensayo de explosiéon en esferas no homogéneas de dos
etapas, reacciones en la soluciéon de quitosano de 10 [min] a 24 [h] con MM que oscilan entre 15.000 y 62.000 [13]
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Ilustracién 13: Estabilidad a largo plazo en una solucion salina de esferas de una etapa (o) (gelificado después de la
formacién de la membrana) y capsulas homogéneas de dos etapas reaccionadas en 5 [h] con diferentes MM de
quitosano: 17.000 (A) y 62.000 (o). Los simbolos rellenos representan capsulas reaccionadas con CaCl- y los
simbolos vacios sin CaCl- [13]

El procedimiento en una etapa, que es utilizado por varios grupos, es un método
rapido para producir esferas de alginato-quitosano. Sin embargo, la baja estabilidad
de estas esferas en ambientes con bajas concentraciones de iones de calcio hace que
sus aplicaciones sean muy limitadas. La alta estabilidad de las esferas de dos etapas
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hechas con iones de calcio presentes en la solucion de quitosano abre una gama mas
amplia de aplicaciones. El aumento de la fuerza de la esfera estd estrechamente
correlacionado con la cantidad de quitosano unido a la red de gel interior [13].

En el trabajo de Anil y Willem [11], se describe el TTP como un compuesto aniénico
no toxico y multivalente. Puede formar un gel por interaccion idénica con los grupos aminos
cargados positivamente de quitosano. El articulo muestra esferas reforzadas con estos
compuestos y la posterior captura del farmaco para liberacion sostenida en el sistema
gastro intestinal, mostrando esferas simples y multicapas, tanto de alginato-quitosano,
como de alginato-quitosano-TTP. Sin embargo, para efectos de este trabajo solo se
mostraran las concentraciones utilizadas para las primeras.

Tabla 1: Composiciones de esferas de una y varias capas de quitosano (CTS) y alginato sédico (SA) [11]

Formulation Coagulation fluid Post coagulation treatment
subsequently in the following
solutions

CTS (%)  CaCl, (%)  CTS(%)  SA(%)  CaCl, (%)

A0 - 3.0 - - -
Al 0.2 3.0 - - -
A2 0.4 3.0 - - -
A3 0.8 3.0 - - -
Ad - 3.0 0.08 - -
AS 0.8 3.0 0.08 - -
A6 0.8 3.0 0.08 0.08 0.5

Las esferas son producidas mediante una unién de los métodos de gelificacion
usados por Gaserod et al. [13]. La composicidon de las soluciones de gelificacion y de las
soluciones donde son traspasadas las esferas luego de ser gelificadas, se enumeran en
la Tabla 1. Son denominadas esferas simples desde Ao a A3 (método de una etapa) y
esferas multicapas desde A4 a A6 (uni6n de los métodos de una etapa y de dos etapas).

Laliberacion de la ampicilina parece ocurrir por difusion y por la erosion de las esferas,
la degradacion de ellas fue dependiente del pH. Las esferas multicapas mostraron mas
demora en la liberacion de la ampicilina. Basdndose en los resultados, el articulo concluye
que las esferas multicapas, especialmente las reticuladas con TPP son adecuadas para la
liberacién sostenida oral y son compuestos altamente hidrofilicos. Estos sistemas
biocompatibles pueden eludir la acidez del liquido gastrico sin liberar grandes cantidades
del compuesto cargado [11].

1.5.3. Mezcla de alginato-quitosano

Bajo la necesidad de generar esferas de alginato-quitosano en una etapa de manera
mas simple para su posterior uso en microfluidica, se decidi6 buscar la posibilidad de
generar una mezcla de los biopolimeros, para su posterior entrecruzamiento con CaCl..

Los polisacaridos naturales alginato de sodio y quitosano han recibido mucha atencion
en el sistema de administracion de farmacos por su excelente biocompatibilidad. La
interaccidn entre alginato y quitosano ha sido sisteméaticamente investigada. Su complejo
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de polielectrélitos ha sido ampliamente utilizado para obtener dispositivos para la
liberacién controlada de farmacos, como ya ha sido mencionado.

Los métodos de preparacion de esferas de quitosano-alginato se centran
principalmente en reticulacién con calcio, tal como perlas de alginato calcico revestidas
de quitosano [13], descritas previamente. Por otra parte, las perlas de alginato calcico
contenidas en quitosano en polvo también se han investigado [14] [15]. Pero las
propiedades controladas de la sensibilidad al pH no han sido suficientemente
investigadas. Esferas de hidrogel de mezcla de alginato-quitosano preparadas basandose
en reticulacion dual con CaCl. y glutaraldehido mostraron una rapida adsorciéon de iones
de metales pesados en la corriente de aguas residuales [16].

Yongmei et al. [17] prepar6 esferas de gel de mezcla de alginato-quitosano estables,
basadas en reticulacion i6nica dual de CaCl. y sulfato de sodio SO42- convenientes para
liberacion sostenida de una droga especifica en fluido gastrico simulado (SGF) y en fluido
intestinal simulado (SIF). También investigb la influencia de la proporcion de masa de
alginato/quitosano y la comparé con esferas de alginato célcico reticuladas de manera
simple, es decir solo con CaCls, para observar cémo afecta en el suministro.

Las esferas se prepararon mediante goteo, soluciones de mezcla alginato-quitosano se
realizaron con proporciones de masa de 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1y 10:0 en agua destilada y
acido acético, para su posterior gelificacion con CaCl., Ilustracion 14.

—a— ALG-CS=10:0
22— ®— ALG-CS=9:1
1 3 ALG-CS=8:2
20 —v—ALG-CS=7:3
184 4 ALG-CS=6:4
" ] 4— ALG:CS=5:5

Swelling degree(SDs)
s

Ilustraciéon 14: Comportamiento de hinchazon de esferas de hidrogel, de diferentes proporciones de mezcla de
alginato-quitosano reticuladas con Ca2* [17]

Estudios de liberacion in vitro demostraron que la droga es liberada de todas las
esferas en SGF. La liberacion total del farmaco en las esferas de proporcién 9:1, es superior
en SIF que para las de proporcion 7:3 y 5:5. La liberacion de la de la droga de todas las
esferas es mucho mas rapida en SGF que en SIF.
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Las esferas indicaron que, hidrogeles de mezcla de alginato-quitosano doblemente
reticuladas son posibles portadores de drogas para el sistema de entrega de medicamento
especifico intestinal o de colon [17].

1.5.4. Propiedades quimicas y fisicas de los hidrogeles de alginato-
quitosano.

Una vez que se decidi6 hacer esferas de alginato-quitosano, es importante saber como
se caracterizan para ser utilizadas con el fin del trabajo.

La estructura de la red de los hidrogeles de alginato calcico, permite la captura de una
amplia gama de sustancias bioactivas, células, moléculas y medicamento en su interior,
con menores interacciones entre ellos y el biopolimero. Ademas, las propiedades fisicas y
quimicas de los alginatos (porosidad, degradacion) pueden ser modificadas facilmente
[18].

Quitosano se utiliza para recubrir las esferas de alginato y modificar la tasa de difusion
de las sustancias encapsuladas [11] o como aditivo para la modificacion de la mayor parte
de la estructura de las esferas [16]. El comportamiento de perlas de alginato célcico,
tratadas con quitosano en medios que imitan los fluidos gastrointestinales ha sido
estudiado por varios cientificos [19] [20] [21], adem4s de los ya citados.

La mejora de los sistemas de entrega controlada de medicamentos depende de las
propiedades de los materiales utilizados. Por lo tanto, una mejor comprension de las
propiedades de los biopolimeros es esencial para mejorar la eficiencia de los sistemas de
lanzamiento. El objetivo del estudio de Pasparakis y Bouropoulos [18] fue primero la
investigacion del comportamiento de la hinchazén de tres tipos diferentes de esferas, unas
de alginato calcico, otras mezcladas con quitosano y finalmente unas cubiertas de
quitosano, en diferentes medios acuosos. Luego, se realizaron estudios de liberacion in
vitro de clorhidrato de verapamilo antihipertensivo contenido en las esferas, en fluidos
gastricos simulados y los perfiles de liberaciéon se analizaron utilizando una ecuacién
semiempirica para caracterizar cualitativamente el mecanismo de liberacion de drogas.

Las esferas de alginato calcico fueron preparadas por adicion gota a gota a través de
una aguja a una soluciéon de CaCl.. Las de mezcla de alginato-quitosano son preparadas
de la misma manera a excepcion de que el medio gelificante fue una solucion de quitosano
de 0,1% (p/v) con 1% de acido acético, que también contiene CaCl.. Finalmente, las
cubiertas se prepararon de la misma manera que las de alginato calcico, pero luego se
transfirieron a una solucion de quitosano y permanecen durante 15 minutos en suave
agitacion magnética.

El articulo muestra estudios de hinchazoén, debido a su caracteristica hidrofilica,
usando esferas hiimedas y secas. El término mojado se refiere al estado de las esferas
inmediatamente después de la preparacion y el término seco a las esferas que se dejaron
secar durante 24 horas a 30 [°C] en aire. Ilustracion 15 muestra el comportamiento de
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hinchazoén de las esferas, en agua, tampoén fosfato salino (PBS) y fluido gastrico simulado
(SGF).
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Ilustracién 15: Perfiles de hinchamiento de perlas htimedas en H-0, PBS y SGF (a) perlas de alginato calcico, (b)
perlas de alginato recubiertas con quitosano y (c) perlas mixtas de alginato-quitosano.
Los valores son media + desviacion estandar (S.D.) de tres experimentos [18]

Para obtener informacion sobre la estructura molecular de las esferas hinchadas, se
obtuvieron los espectros FTIR después de la hinchazén en los diferentes medios acuosos
utilizados en el estudio. Los espectros se muestran en la Ilustracion 16. En PBS y agua, los
picos en 1.614 y 1.410 [cm™] se asignan a las vibraciones simétricas y asimétricas
carboxilato (COO"), respectivamente. En SGF el grupo carboxilato es protonado (COOH)
y esta presente en 1.737 [em™]. El pico en 1.614 [cm] disminuy6 y cambio de puesto a
1.633 [cm™]. En el caso el espectro obtenido de esferas hinchadas en PBS se observan dos
picos nuevos en 602y 563 [cm]. El resto pueden asignarse a la union P-O del grupo PO,.
Lo anterior indica que se produjo la formacion de sales de fosfato de calcio y posiblemente
de hidroxiapatita Cai0o(PO4)6(OH)-, cuya formacion se ve favorecida a pH neutro y basico.
Ademas, la separacion de los picos de arriba es un indicador de una fase cristalina. El pico
principal asociado a la P-O alrededor de 1.030 [ecm™] es dificil de distinguir debido a la
superposicion con otras bandas de alginatos en la misma regién.
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Ilustracién 16: FTIR espectros de perlas de calcio-alginato después de hincharse en SGF, H20 y PBS. Los espectros
se han desplazado verticalmente para mayor claridad [18]

Tlustracioéon 17: Micrografias SEM de esferas de alginato calcico secadas con dos métodos diferentes; aire (ay b) y
etanol (cy d); (a y c) muestran esferas individuales mientras que (b y d) muestran las respectivas microestructuras
superficiales [18]

El trabajo también muestra anélisis micrograficos de esferas secas tanto en aire como
con etanol, de alginato célcico y de recubiertas de quitosano, Ilustraciones 17 y 18
respectivamente. En el caso de perlas de alginato célcico, secadas al aire, dieron lugar a
una forma esférica aceptable como se muestra en la Ilustracién 17(a). Examen detallado
de la estructura superficial, Ilustracion 17(b) revela grietas causadas por el colapso parcial
de la red del polimero durante la deshidratacion. Ademas, poros con diametro de pocos
micrometros y arrugas estan presentes. En cambio, el secado con etanol causé una mejoria
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significativa en el mantenimiento de la forma esférica y condujo a la disminucion de las
grietas en la superficie, Ilustraciéon 17(c) y (d).

Tlustracion 18: Imagenes SEM de perlas de alginato recubiertas con quitosano secadas en aire (a) y con etanol (b y
d); (c) muestra una seccién transversal, mientras que (d) muestra la microestructura de la superficie externa [18]

Ilustracion 18(a) muestra la deshidratacion prolongada de la membrana de quitosano
que rodea las esferas. Se observan corrugaciones y la pérdida de la forma esférica. Por otra
parte, el secado con etanol contribuy6 substancialmente a la reduccion de la rugosidad de
la membrana de quitosano y a la eliminacion de las grietas en la superficie, Ilustracion
18(b). También, mantuvo la adherencia de la membrana de quitosano con la base de

alginato Ilustracion 18(c) y dio como resultado una superficie exterior suave, Ilustracion
18(d).

Ca

Ilustraciéon 19: SEM de una seccion transversal de una esfera de alginato revestido con quitosano y el
correspondiente analisis EDS de la parte interna (A) y externa (B) [18]
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La presencia de quitosano fue confirmada por microanélisis de SEM/EDS, Ilustracion
19. Los espectros EDS muestran cambios en los componentes del elemento de la muestra
en la parte interna y externa. La presencia de picos de calcio de alta intensidad en el
interior del grano revela los vinculos cruzados entre los iones de calcio y grupos
carboxilato de alginato. En contraste, la baja cantidad de calcio en la superficie externa se
identific6 demostrando la presencia del quitosano, que no interactiia con los iones del
calcio. La pequena fraccion encontrada en la membrana puede atribuirse a la posible
difusion de los iones de calcio a la superficie externa durante el proceso de sintesis.

Por otro lado, Bajpai y Tankhiwale [22] realizaron un estudio de esferas estables de
alginato-quitosano para encapsulaciéon de antibioticos, y de esta manera ser utilizadas
para tratamiento oral de enfermedades como la tlcera péptica, la colitis ulcerosa, los
carcinomas y otras infecciones intestinales locales.

TIustracion 20 muestra la espectrometria infrarroja mencionada en el articulo, de una
esfera alginato-quitosano(a), alginato de sodio(b) y quitosano(c), respectivamente. Los
espectros IR confirman la presencia de OH y N—H en el pico 3.440 [cm] donde el OH se
superpone al N-H debido a la presencia del quitosano. La absorcion del estiramiento de
C—H del grupo metilo o metileno de quitosano y alginato de sodio esta en el pico 2.935
[cm].

La absorcién del grupo C=0 de quitosano y alginato de sodio es de aproximadamente
1.642 [cm™] (es decir, banda de amida I). La banda de amida IT debido a N-H aparece en
1.640 [cm] que estd superpuesta por la banda de amida I. La formacién de anion
carboxilato de alginato de sodio muestra la otra absorcion de C-O a 1.428 [cm]. La
vibracién de flexion N-H aparece a 832 [cm™]. De este modo, la presencia de quitosano y
alginato en el espectro IR confirma la formacién de esferas bi-poliméricas.
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Ilustracién 20: FT-IR de (a) esfera alginato-quitosano, (b) alginato de sodio y (c) quitosano, eje de las ordenadas: %
transmitancia y eje de las abscisas: longitud de onda cm™ [22]
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Ilustracién 21: Termograma de esferas alginato-quitosano, eje de las ordenadas: mg y eje de las abscisas: °C [22]

El termograma de las esferas, representado en la Ilustracion 21, indica claramente que
muestran suficiente estabilidad térmica. La temperatura en que la pérdida de peso se
produce al maximo es 200 [°C] y las esferas son totalmente estables hasta los 50 [°C].
Como el estudio se centra en el desarrollo de esferas para su posible uso en el suministro
de medicamentos orales, se puede concluir que demuestran estabilidad justo en las
proximidades de la temperatura del cuerpo (es decir, 37 [°C]).

Para resumir, las esferas multicapas, compuestas de quitosano y alginato de sodio
tienen suficiente estabilidad en ambientes de pH variable y pueden llegar a ser buenos
candidatos para la entrega de droga (es decir, antibacterianos o antibioticos farmacos) a
lo largo del tracto gastrointestinal.

1.5.5. Microfluidica

Como se ha mencionado, en la terapia de embolizacion, todavia existen desafios
para su uso efectivo en aplicaciones clinicas. Esto se asocia en gran medida con la
administracidon del agente embolico al objetivo de una manera precisa y controlable sin
danar los tejidos vecinos [8]. Por lo que, una comprension completa de los principios
que rigen el rendimiento de las microparticulas es un requisito previo necesario para
mejorar la flexibilidad del proceso y disenar protocolos de embolizacion especificos del
paciente, ademas de agentes embolicos con propiedades adecuadas.

Entre una gama de agentes embolicos investigados, las microparticulas esféricas
han atraido gran atencion puesto que permiten un direccionamiento relativamente
preciso en la arteria desde la que se alimentan los tumores. Una amplia gama de
estudios en esta area esta disponible en la literatura que demuestra las ventajas del uso
de agentes esféricos en lugar de no esféricos [23] [24]. En la actualidad, la evaluaciéon
preclinica de la embolizaciéon se realiza ampliamente a través de una variedad de
modelos animales como ratones, conejos, cabras y cerdos. Aunque pueden representar
fidedignamente el entorno en el que se exponen los agentes embolicos en la circulacion
tumoral humana, los modelos animales estan asociados con varias complicaciones,
incluidas las limitaciones experimentales y econ6micas. En este sentido, el uso de
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plataformas in vitro puede constituir una alternativa atractiva para caracterizar
experimentalmente el comportamiento de los agentes embolicos y comparar el
comportamiento funcional de diferentes productos terapéuticos. Para este proposito,
tales plataformas de prueba in vitro deben ser disefiadas y construidas para permitir
un control preciso de las condiciones de entorno, la imitacion de los estados de flujo
fisiopatologicos y el acceso directo a una amplia gama de parametros fisicos de interés.

En las ultimas dos décadas, se ha logrado un desarrollo significativo en el campo de
los sistemas miniaturizados, llamados microfluidicos o tecnologias de laboratorio
sobre chip, Ilustracion 22, y se ha extendido ampliamente en diversas areas, incluyendo
la quimica, la biologia y la bioingenieria.

Ilustracién 22: Chip microfluidico o microcanal

La caracteristica principal de tales dispositivos miniaturizados es la red de canales
de escala micro (con diametros de canal en el intervalo de algunas decenas a unos pocos
cientos de micras). Se ha demostrado que tales microsistemas representan ventajas
sobre las plataformas de sistemas convencionales en términos de velocidad,
rendimiento, cantidad reducida de muestra/disolvente, integracion y automatizacion.
De particular relevancia para las aplicaciones de la bioingenieria es la pequena escala
de longitud utilizada, en la que los fluidos se restringen a flujo laminar (eliminan la
turbulencia) y mezcla difusiva. El control microfluidico también proporciona
oportunidades tinicas para suministrar y liberar fluido dentro de microdisp ositivos con
un disefio de microgeometria apropiado, lo que permite la generacion de microesferas
del orden de 100 [um] [25].

Lo anterior proporciona un mayor control en la forma y tamafio de las esferas,
punto muy importante, ya que para la embolizacion se requieren esferas uniformes y
de un tamano similar. Ademas, el acoplamiento con técnicas de formacién de imagenes
basadas en microscopio proporciona una plataforma para la deteccion y cuantificacion
del comportamiento de las microesferas in situ con resoluciones definidas.

1.5.6. Microfluidica alginato

La microfluidica es un campo tecnologico “micro” relacionados con el manejo de
fluidos, tiene aplicaciones en diversos campos incluyendo procesos quimicos,
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fabricacion de alimentos, productos farmacéuticos, biotecnologia y cosmética. En los
altimos anos, los dispositivos microfluidicos se han aplicado convenientemente como
nuevas herramientas para la formacion de regimenes multifasicos de flujo, convertidos
posteriormente en microparticulas poliméricas esféricas altamente monodispersas.

Para generar las microesferas, lo primero es determinar la naturaleza quimica de la
fase de gotas en que ellas se transforman en microparticulas por un procedimiento de
consolidacion. Por un lado, las gotitas pueden ser monémeros que se solidifican por
medio de polimerizacién discontinua iniciada térmicamente o por UV. Por otra parte,
las gotitas pueden ser polimeros que se endurecerse mediante procedimientos
diferentes que incluyen evaporacion del disolvente, reacciones quimicas, gelificacion
térmica y reticulacion fotoiniciada o idnica. Polisacaridos (como el alginato, agarosa o
quitosano) representan los polimeros comunmente utilizados para la preparacion de
microparticulas para el atrapamiento de células [26].

Algunos autores han descrito diferentes métodos para obtener microparticulas de
polisacarido por enfoques microfluidicos. Yang et al. [27] desarroll6 un dispositivo de
microfluidos que utiliza una estrategia de enfoque hidrodinamico para producir
microparticulas de quitosano. Demostr6 que estos dispositivos microfluidicos pueden
controlar el tamafno de las microparticulas de quitosano de 100 a 800 [um] con una
variacion inferior al 5%.

Por otro lado, Amici et al. [28] describen la preparaciéon de microesferas de alginato
mediante un método de gelificacion interna. Para la produccion de alginato se
desprenden dos corrientes acuosas, una acida (que contiene D-Glucona-d-lactona) y
otra que contiene carbonato de calcio en suspension en una solucién de alginato, se
fusionan inmediatamente antes de entrar en un canal donde un flujo continuo de aceite
de girasol rompe el flujo de la fase acuosa para formar microgotitas.

Huang et al. [29] reportaron el uso de dispositivos microfluidicos basados en una
“fuerza enfocada” para controlar el auto ensamblado espontaneo de la emulsion de
agua-aceite entre una solucion de alginato de sodio y aceite de semilla de girasol. La
emulsion se vierte a continuacién en una soluciéon que contiene iones de calcio, dando
como resultado la formacion instantanea de microesferas de alginato célcico.

Finalmente, Liu et al. [30] describieron la preparacion de perlas de alginato usando
un dispositivo microfluidico que contenia dos canales de flujo individuales y un canal
de sintesis. La forma (tapones, discos, microesferas, varillas o hilos) y el tamano de las
microparticulas de alginato podian ajustarse ajustando los caudales de las diversas
corrientes.

A pesar de estos interesantes resultados en la literatura sobre la produccion de
microesferas de alginato, solamente algunas fotografias de ellas estan disponibles. Este
aspecto es particularmente importante puesto que el tamafo y la morfologia de las
microesferas son aspectos cruciales para su uso en vivo debido a que deben estar
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especificamente disefiadas si se desean usar en protocolos de embolizaciéon
intraarterial.

Capretto et al [26], presentaron la produccion de microesferas de alginato por un
sistema de microfluidos, enfocando la atencién sobre todo en el proceso de gelificacion,
que representa el paso clave para la obtencion de microesferas de alginato con forma
esférica ideal, estrecha distribucion de tamano y superficie lisa. El objetivo fue
producir microesferas para la encapsulacion de células, un diametro medio entre 300
y 600 [um], esgeneralmente considerado como 6ptimo para ello.

Para la inyeccién en el chip microfluidico, se emple6 una bomba de jeringa. El
sistema microfluidico se conect6 a jeringas a través de tubos de silicona. Una
dispersion de alginato de sodio se utiliza como fase interna acuosa (WP), y se inyectd
lentamente en una entrada del microcanal. El segundo liquido inmiscible (OP), se
inyectd en la otra entrada como fase continua. La solucién de alginato sodico se forzo
en el OP en la union de los canales para formar un flujo multifasico (gotitas)
representado por una emulsion. Finalmente, se gelificaron las microgotas de alginato
de sodio en un proceso de “gelificacion externa” dejando caer la emulsion en una
solucion de Cloruro de Bario (BaCl-.), Ilustracion 23.

variable speed infusion pump Y junction sqeezing
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Ilustracién 23: Esquema e ilustracién de la configuraciéon y mecanismo del sistema. (A, superior) dibujo
esquematico del generador de flujo multifasico de alginato mediante la forma en "Y"y del transito de microgotitas
de alginato a través de la interfaz agua/aceite que causa la formacién de microesferas en forma de cola (A,
inferior). (B) formacion de flujo multifasico en el dispositivo. (C) fotomicrografia de microesferas de alginato
producidas por el procedimiento de "gelificacion externa", mostrando la tipica forma de cola no deseada, escala 500

[um] [26]

Como se muestra en la Ilustracion 23(c) las microesferas obtenidas se
caracterizaron por una forma de cola. Esta forma particular se atribuy6 a la pasada
lenta de las gotitas liquidas de alginato de sodio a través de la interfase OP/baiio
gelificante.
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Con el fin de solucionar posiblemente este inconveniente principal, en el articulo,
se muestra que se llevaron a cabo experimentos adicionales anadiendo una capa de
aceite fino, de baja viscosidad (OL) por encima del bano de BaCl., para facilitar
posiblemente el paso de las gotitas de WP a través de la interfaz. Se observé que dio
lugar a una reduccion significativa de las colas en las microesferas, sin embargo,
siguieron existiendo.

Sucesivamente, se describe un procedimiento de “gelificacién interna” que se
evalu6 para mejorar el tamaino y forma caracteristicas de las microesferas de alginato-
bario finales. Los experimentos se realizaron por la dispersion de una sal de bario
insoluble o parcialmente soluble (BaCO3) en el WP que contiene alginato de sodio. La
gelificaciébn de microgotas fue alcanzada por la acidificacién suave con un aceite
soluble de acido (4cido acético) aniadido a la OP. El descenso del pH provoca liberacién
de iones de bario y la consiguiente formacion de geles de alginato-bario. Del anélisis
de las microfotografias registrados en la Ilustracion 24, es evidente que el contenido de
BaCOj; influye fuertemente en las caracteristicas finales de microesferas de alginato.
De hecho, microesferas preparadas con el contenido mas bajo de BaCO3 Ilustraciéon
24(A), se caracterizan por una alta polidispersidad, una forma de la cola y por la
presencia de un notable nimero de coalescentes. Por otro lado, microesferas
preparadas con el mayor contenido de BaCOj3; se caracterizan por la forma esférica,
pero un ntimero importante de coalescences es claramente detectables. S6lo con un
contenido preciso de BaCO; (7,5 [mM]), las microesferas presentan caracteristicas
morfoldgicas aceptables, Ilustracion 24(B).

Ilustracién 24: Fotomicrografias de campo oscuro de microesferas de alginato-Ba preparadas mediante el
procedimiento de "gelificacién interna". Las microesferas se prepararon dispersando (A) 5 [mM], (B) 7,5 [mM] y (C)
10 [mM] de BaCOs. Las barras corresponden a 1.000 [um] [26]

Ilustracién 25: Fotomicrografias de campo oscuro de microesferas de alginato-Ba preparadas mediante el
procedimiento de "gelificaciéon interna". Las microesferaas se prepararon dispersando 7,5 mM de BaCO3 en el WP en
presencia de (A) 0,2% y (B) 0 0,4% (p/v) de span 8o como estabilizador. Las barras corresponden a 1.000 [um] [26]
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La morfologia de la microesfera fue mejorada mediante la adiciéon a la OP de un
estabilizador (span 80, Sigma-Aldrich) que reduce profundamente la presencia de
coalescencias, dando resultado de microesferas casi esféricas, Ilustracion 25.

El articulo confirma que los métodos microfluidicos parecen ser uno de los
procedimientos més eficaces para la produccion de microesferas de polisacaridos, a pesar
del gran nimero de ventajas ofrecidas por este procedimiento, los datos presentados
muestran que la etapa de gelificacion representa un punto crucial para la produccion de
microesferas morfolo6gicamente aceptables [26].

Por otro lado, hasta la fecha, la produccion de esferas de gel de alginato se ha logrado
principalmente usando gelificacion externa. El alginato se extruye gota a gota a través de
una aguja a una solucion de cationes divalentes, generando el hidrogel. El mayor desafio
para el método de goteo convencional es que las perlas mas grandes producidas
(aproximadamente en milimetros de diametro) no son adecuadas para aplicaciones
farmacéuticas.

En el articulo de Huang et al. [29] se utilizé un dispositivo microfluidico que utiliza un
microcanal de uniéon cruzada para producir perlas de alginato calcico del orden de 50-200
[um] con una distribucién de tamafios estrecha (5%). El objetivo del estudio fue investigar
y comparar el tamaifo de las microesferas de alginato calcico obtenido por una relacion
diferente de caudal en los canales de entrada laterales a la del canal de entrada central.
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Ilustraciéon 26: Esquema e ilustracion de la configuracién y mecanismo del sistema: (a) dibujo esquematico del
generador de emulsién de alginato de sodio en un microcanal de secciéon cruzada, (b) estructura quimica de la
emulsion de alginato de sodio, (c) un deposito y (d) gelificacion de alginato [29]

Se reporto el uso de microfluidica para obtener el control de las esferas de alginato de
sodio, generando una emulsion agua-aceite (w/0), Ilustracion 26(a). Luego, esta emulsion
es transportada a una solucion de CaCl. a través de un tubo de teflén, precipitando las
microesferas espontdneamente en el fondo del aceite debido a su mayor densidad. Por lo
tanto, pueden gelificar con el ion Ca+*2 en la interfase entre la fase oleosa y la fase acuosa,
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Ilustracion 26(c). Resultado la generacion de microesferas de alginato calcico, Ilustracién
26(d).

Variando la relacion entre el aceite y las tasas de flujo de agua, se proporciona un
control mas fino de los tamafios de las gotas. Basandose en el excelente rendimiento de la
técnica microfluidica, esta fue utilizada en el articulo para productos farmacéuticos. Como
conclusidn, el chip microfluidico en cruz desarrollado, es capaz de generar microesferas
relativamente uniformes y tiene las ventajas de un control activo del diametro, proceso
simple, de bajo costo y alto rendimiento. El enfoque en la manipulacion de las
microesferas de alginato calcico proporcionara muchos usos potenciales para aplicaciones
farmacéuticas [29].

2. OBJETIVOS
2.1.GENERAL

e Producir esferas de hidrogeles de mezclas de biopolimeros que permitan su
estabilidad en el tiempo, a través de técnica microfluidica, para ser utilizadas en
terapia de embolizacion intraarterial.

2.2. ESPECIFICOS

e Implementar cambios en la técnica microfluidica utilizada cominmente para la
produccion de microesferas de alginato célcico, que permitan su unién con otro
biopolimero.

e Realizar esferas de hidrogel de biopolimeros a nivel milimétrico, que permitan su
reproduccion a nivel micrométrico.

e Caracterizar la estabilidad en el tiempo de las esferas de biopolimeros en suero
fisiologico.

e Implementar y estudiar las propiedades mecénicas de las esferas de biopolimeros.

3. METODOLOGIA

Para el cumplimiento de los objetivos de este proyecto de investigacion, se aplicaron
diferentes metodologias, que incluyeron variadas etapas de trabajo de laboratorio, analisis
de resultados y repeticion de experimentos. Segun el estado del arte presentado, se
generaran esferas, tanto de alginato calcico como de alginato-quitosano, utilizando el
quitosano como biopolimero que ayuda con la estabilidad de ellas.

Se trabaj6 primero a escala macro, para tener una primera aproximaciéon de
resultados, que permitieran tomar decisiones para el trabajo en microfluidica. En
paralelo, se debio preparar el microcanal para la generacion de microesferas.

3.1.ESCALA MILIMETRICA
3.1.1. Preparacion de esferas de alginato calcico

Esferas de alginato calcico son preparadas mediante método de una etapa.
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Ilustracion 27: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas de alginato cdlcico a nivel macro

Alginato sodico en polvo (LobaChemie) es disuelto en agua desionizada a una
concentracion de 2% (p/v). Medio entrecruzante se prepard disolviendo cloruro de calcio
(CaCl-) en polvo (Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 1,5% (p/v) en agua destilada. La
solucion de alginato sédico se anadib gota a gota a temperatura ambiente, en 200 [ml] de
medio entrecruzante que se encuentra en agitaciéon constante, utilizando una jeringa de
10 [ml] y una bomba de jeringa (Harvard Apparatus) a una velocidad de desplazamiento
de 1 [ml/min]. Las esferas formadas son dejadas en el medio, agitindose durante 10 [min]
y después retiradas y lavadas con agua destilada, ver Ilustracion 27.

3.1.2. Preparacion de esferas recubiertas

Por otro lado, se generaron tres tipos de esferas diferentes de alginato con quitosano
con los métodos de Pasparakis y Bouropoulos [18] y Gaserod et al. [13], las que se
denominaron recubiertas, blendas y core shell. La metodologia para las esferas recubiertas
es de dos etapas y es la siguiente:

Alginato sbdico en polvo (LobaChemie) es disuelto en agua desionizada a una
concentracion de 2% (p/v). Medio entrecruzante se prepar6 disolviendo CaCl: en polvo
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1,5% (p/v) en agua destilada. Quitosano en polvo
(Sigma-Aldrich) en una concentraciéon de 0,8% (p/v) es disuelto en agua destilada con
acido acético al 1% (v/v). La solucion de alginato sodico se anadi6 gota a gota a
temperatura ambiente, en 200 [ml] de medio entrecruzante que se encuentra en agitacion
constante, utilizando una jeringa de 10 [ml] y una bomba de jeringa (Harvard Apparatus)
a una velocidad de desplazamiento de 1 [ml/min], mismo procedimiento descrito
previamente. Las esferas formadas son dejadas en el medio, agitindose durante 2 [min] y
después retiradas y lavadas con agua destilada. A continuacion, se vierten en 200 [ml] de
la solucion de quitosano, durante 3 [h] en agitacion constante, ver Ilustraciéon 28.
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‘Solucic’)nCaCI2 ‘ ‘ Quitosano ‘

Ilustracién 28: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas recubiertas a nivel macro

3.1.3. Preparacion de esferas blendas

Esferas blendas son preparadas mediante el método de una etapa.

Alginato sédico en polvo (LobaChemie) se prepara de la forma descrita anteriormente.
Medio entrecruzante se prepar6 disolviendo quitosano (Sigma-Aldrich) en una
concentracion de 0,8% (p/v) en agua destilada con 4cido acético al 1% (v/v) y se le anade
CaCl: en polvo (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 3% (p/v). La solucién de alginato
sddico se anadi6 gota a gota a temperatura ambiente, en 200 [ml] de solucion
entrecruzante que se encuentra en agitacion constante, utilizando una jeringa de 10 [ml]
y una bomba de jeringa (Harvard Apparatus) a una velocidad de desplazamiento de 1
[ml/min], de la misma forma descrita previamente. Las perlas formadas son dejadas en el
medio, agitandose durante 10 [min] y después retiradas y lavadas con agua destilada, ver

Ilustraciéon 29.

‘ Solucién CaCl,+Quitosano ‘

Ilustracién 29: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas blendas a nivel macro

3.1.4. Preparacion de esferas core shell

Esferas core shell son preparadas mediante el método de multicapas que une el método
de unay dos etapas.
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Alginato sodico en polvo (LobaChemie) es disuelto en agua desionizada a una
concentracion de 2% (p/v). Medio entrecruzante se prepar6 disolviendo CaCl- en polvo
(Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 0,5% (p/v) en agua destilada. Quitosano en polvo
(Sigma-Aldrich) en una concentracién de 0,8% (p/v) es disuelto en agua destilada con
acido acético al 1% (v/v) y se le anade CaCl- en polvo (Sigma-Aldrich) a una concentracion
de 3% (p/v). La solucién de alginato sédico se afiadi6 gota a gota a temperatura ambiente,
en 200 [ml] de medio entrecruzante que se encuentra en agitacién constante, utilizando
una jeringa de 10 [ml] y una bomba de jeringa (Harvard Apparatus) a una velocidad de
desplazamiento de 1 [ml/min], al igual que la metodologia descrita para esfersas
recubiertas. Las esferas formadas son dejadas en el medio, agitandose durante 2 [min] y
después retiradas y lavadas con agua destilada. A continuacion, se vierten en 200 [ml] de
la solucion de quitosano, durante 2 [h] en agitacion constante, ver Ilustraciéon 30.

‘ Solucion CaCl, ‘ ‘ Quitosano + CaCl, ‘

Ilustraciéon 30: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas core shell a nivel macro

3.1.5. Analisis termogravimétrico (TGA) y Scanning Electron
Microscope (SEM)

Las esferas (alginato célcico, recubierta y blenda) se sometieron a anélisis
termogravimétrico en el equipo TG 209 F1 Iris® (Netzsch Group) [31], aumentando 10°C
por minuto, hasta los 600°C.

Por otro lado, se tomaron fotografias SEM a las esferas, a través del microscopio
FESEM perteneciente a la Facultad de Quimica de la Pontificia Universidad Catolica de
Chile [32], para conocer su superficie y de esta manera hacer una comparacion fisica entre
ellas.

3.1.6. Ensayo estabilidad de las esferas en el tiempo

Para determinar que el quitosano ayuda a la estabilidad de las esferas en el tiempo, se
prepararon con la metodologia mencionada, esferas de alginato calcico, recubiertas y
blendas. Estas se dejaron en agua destilada en tubos tipo falcon por 60 dias, para observar
coOmo cambia su forma en el tiempo.
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Para complementar el ensayo, las esferas se dejaron por 30 dias en suero fisiologico
(PBS, Dulbecco, Sigma-Aldrich), también en tubos tipo falcon, tomando dos o tres esferas
en intervalos de dias, para medir su diametro y observar el cambio en el tamafio.

3.1.7. Ensayo propiedades mecanicas

Para determinar las propiedades mecénicas de las esferas, se decidi6é hacer un ensayo
de compresion con una maquina de prueba universal (Jinan Testing Equipment IE Corp.).
Para ello fue necesario implementar un ensayo que permitiera obtener datos para su
posterior tratamiento. Asi fue que, se decidi6 trabajar con una monocapa de esferas,
debido a que no era posible realizar el ensayo con una sola esfera. Las piezas de
compresion de la maquina se rodearon con una copla de PVC, Ilustracion 31, para evitar
que las esferas se escaparan por los lados al comprimirse. A continuacion, fue necesario
idear un método capaz de cuantificar y comparar los resultados, ya que los datos
entregados de compresion/deformacion fueron confusos, lo que dificult6 la obtencion de

conclusiones adecuadas.

Ilustracién 31: Esquema del ensayo de compresion, a la izquierda una monocapa de esferas y a la derecha, las
esferas rodeadas por una copla de PVC.

Luego de considerar diferentes cargas maximas y velocidades de compresion, se
decidi6 utilizar 500[N] a una velocidad de 0,5 [mm/min]. Las esferas fueron contadas
antes de comenzar la prueba y, al término de esta, para obtener el nimero de las que
permanecieron intactas, permitiendo hacer una comparacion entre ellas.

3.2. ESCALA MICROMETRICA

Para la preparacion de las microesferas primero se debio elaborar el microcanal de la
forma que se describe a continuacion:

3.2.1. Preparacion microcanal

Los dispositivos microfluidicos se fabrican mediante litografia oOptica. La
fotorresistencia negativa SU-8 (Micro Chem) se deposita sobre obleas de silicio limpiadas
con plasma, luego, la oblea de silicio se endurece durante 15 [min] a 65 [°C] y 30 [min] a
95 [°C] denominado horneado suave. A continuacion, se modela por la exposicién a la luz
UV a través de una fotomascara de transparencia, que contiene un modelo de microcanal
a utilizar, Ilustracion 32, durante 7 [min]. La oblea de silicio se vuelve a endurecer durante
5 [min] a 65 [°C] y 15 [min] a 95 °C denominado horneado fuerte. El revestimiento
fotografico se enjuaga por revelador SU-8 (propilenglicol monometilo). Finalmente, la
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oblea de silicio se hornea durante 2 [h] a 135 [°C], obteniéndose el patrén del modelo a
utilizar.

A continuacion, se mezcla Sylgard 184 poli dimetilsiloxano (PDMS) (Dow Corning Co.)
con reticulante (razon 10: 1), se desgasifica completamente y se vierte sobre el patréon de
fotorresistencia. Esto se endurece durante al menos 30 [min] a 65 [°C]. Las réplicas PDMS
se pelan de la oblea y se hacen agujeros para conectar los tubos. Paralelamente, se vierte
PDMS a una placa de microscopio, para unirlo a la réplica mediante activacion de oxigeno-
plasma de ambas superficies. Los dispositivos microfluidicos se tratan con aquapel (PPG
Industries) llenando los dispositivos con la solucion y secandose antes de los experimentos
para mejorar la humectacion del dispositivo.

Ilustracién 32: Fotomascara de transparencia, modelo de microcanal utilizado en este trabajo

3.2.2.Preparacion microesferas de alginato calcico

Microesferas son formadas a través del microcanal obtenido, tubos de silicona y
jeringas. Los tubos de silicona conectan las jeringas al microcanal. Las jeringas se utilizan
para cargar los fluidos en los dispositivos.

El microcanal tiene tres entradas, una para solucién de alginato sodico al 2% (p/v) en
agua desionizada (fase dispersa), otra para alcohol isoamilico (fase continua) que es el
encargado de formar la gota y finalmente, una para el medio entrecruzante compuesto por
CaCl. disuelto en alcohol isoamilico a una concentracion de 1,5% (p/v). Las jeringas
utilizadas son de 10 [ml]. Los caudales se controlan mediante bombas de jeringa, a una la
velocidad de 5 [pul/min] para la fase dispersa y 50 [ul/min] para la fase continua y el medio
entrecruzante. Un esquema del proceso se puede ver en la Ilustracion 33.
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L —

CaCl, + Alcohol isoamilico

Alcohol isoamilico

Solucion
Alginato sodico ® & & o o o o o o

Fase entrecruzamiento

Alcohol isoamilico
CaCl, + Alcohol isoamilico

Ilustracién 33: Arriba se muestra la seccion del canal que se representa, abajo representacion del sistema de
entrecruzamiento para esferas de alginato calcico

3.2.3.Preparacion microesferas recubiertas

Microesferas de alginato-quitosano fueron formadas, del tipo recubierta, blenda y core
shell mediante el mismo procedimiento mencionado en el punto anterior, sin embargo,
las esferas, se dejan caer a la salida del microcanal en las soluciones de quitosano
respectivas. Para el caso de las esferas del tipo recubierta, el sistema continta de la misma
forma que para las esferas de alginato calcico, ver Ilustracion 34.

CaCl, + Alcohol isoamilico
Alcohol isoamilico

Solucion
Alginato sodico ® & ¢ ¢ & o o ¢ o —l
Fase entrecruzamiento
Alcohol isoamilico ® ~ So&mwn
. e uitosano
CaCls + Alcohol isoamilico

Ilustraciéon 34: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas recubiertas

3.2.4.Preparacion microesferas blendas

Para microesferas del tipo blenda, se cambiara en el canal que transporta el medio
entrecruzante, a una jeringa que contenga solo alcohol isoamilico, para que las esferas solo
sean conducidas y no gelificadas. Luego, las microesferas se vierten en un petri y se espera

44



que se evapore el alcohol para sumergirlas en 20 [ml] de solucion entrecruzante
compuesta de quitosano 0,8% (p/v), agua destilada, acido acético al 1% (v/v) y CaCl2 a
una concentracion de 3% (p/v) ver Ilustracion 35.

CaCl, + Alcohol isoamilico
Alcohol isoamilico

Solucion
Alginato sodico ¢ & & & & & & o o
) v B
Fase entrecruzamiento Solucion
i Quitosano
Alcohol isoamilico ® ® +
CaCl, + Alcohol isoamilico CaCl,

Fase entrecruzamiento

Ilustracién 35: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas blendas

3.2.5.Preparacion microesferas core shell

Para microesferas del tipo coreshell, el sistema contintia de la misma forma que para
las esferas de alginato célcico, pero la concentracion de CaCl. disuelto en alcohol
isoamilico cambia a 0,5% (p/v). Luego, las microesferas se vierten en un petri y se espera
que se evapore el alcohol para sumergirlas en 20 [ml] de soluciéon entrecruzante
compuesta de quitosano 0,8% (p/v), agua destilada, acido acético al 1% (v/v) y CaCl. a una
concentracion de 3% (p/v) ver Ilustracion 36.

CaCl, + Alcohol isoamilico
Alcohol isoamilico

Fase pre-entrecruzamiento

Solucion
Alginato sodico ¢ & & & & ¢ & o o
Solucion
Quitosano
Alcohol isoamilico ® ° +
CaCl, + Alcohol isoamilico CaCl,

Fase entrecruzamiento

Tlustracién 36: Representacion del sistema de entrecruzamiento para esferas core shell
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1.ESCALA MILIMETRICA
4.1.1. Esferas de alginato calcico

Las esferas obtenidas tenian una buena forma esférica con superficie lisa, ver
Ilustracion 37. La media del didmetro se determiné que fue 3 [mm] por fotografia 6ptica,
ver Ilustracion 38.

Ilustraciéon 37: Esferas de alginato obtenidas

Ilustracion 38: Diametro esferas de alginato obtenidas
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4.1.2. Esferas recubiertas

Primero se decidi6 hacer una mezcla de alginato-quitosano, basandose en los
antecedentes mencionados por Yongmei et al [17], en dos proporciones masicas de
alginato y quitosano, 1:1y 9:1 en agua destilada y acido acético, para luego usar una jeringa
y generar esferas reticuladas con CaCl., por el método de un paso mencionado por
Gaserod [13]

Primero se trabajé con la proporcion 1:1 en 30 [ml] de agua destilada y a continuacion
se le agregaron 0,3 [ml] de 4cido acético, este es necesario para disolver el quitosano,
debido a que es soluble solo en medios 4cidos [12], como ya fue mencionado.

La idea de hacer la mezcla previa a la gelificacion con CaCl- fue tener la posibilidad de
un trabajo mas expedito al realizar las microesferas en el microcanal. Los resultados se
pueden observar en la Ilustraciéon 39.

I
HO H b
Chitosan

Ilustracién 40: Representacion esquematica de la reaccion de formacion de complejos ionicos entre el grupo
aniénico (COO") de alginato sodico y el grupo catiénico protonado (NH3*) de quitosano
Se percibe que se obtuvo una mezcla densa, la cual no permite su paso a través de la
aguja de una jeringa. De esta prueba, se puede confirmar que los biopolimeros alginato y
quitosano tienen una fuerte afinidad, debido a que, al entrar en contacto, se genera
inmediatamente un gel. Esto se debe a una reaccién i6nica. Ilustracion 40 muestra el
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esquema de reaccion entre el grupo catidénico (NH3*) del quitosano que se produce al
protonar el grupo amino en condiciones acidas, solubilizdndolo y el grupo aniénico (COO-
) del alginato de sodio que se produce en medios basicos. De esta manera se multiplica el
peso molecular de la mezcla provocando una alta densidad [33].

A continuacion, se decidié disminuir la cantidad de quitosano y hacer una mezcla en
proporcién 9:1 de la forma antes mencionada. La mezcla obtenida era mas liquida que la
de la razon 1:1, ver Ilustraciéon 41, sin embargo, sigui6 siendo dificil la generacion de las
esferas, ver Ilustracion 42, ya que la mezcla tenia una densidad que no permitia el paso
por la jeringa.

Ilustracién 42: Generacion de esferas, con la mezcla de alginato/quitosano en razén 1:1

Esto vuelve a confirmarnos la fuerte atraccion electrostatica que tienen ambos
biopolimeros, pues a pesar de disminuir la cantidad de quitosano en la mezcla, sigui6
generandose un gel.

Después de esta mezcla fallida, se decidi6 generar esferas de alginato-quitosano
mediante las metodologias de una etapa y dos etapass, basandose en los antecedentes
mencionados por los estudios de Anil y Willem [11] y Pasparakis y Bouropoulos [18], las
que se denominaron recubiertas, blendas y core shell.

Debido a que se corroboro6 que la unién del alginato al quitosano se produce al contacto
es que se utilizo la metodologia mostrada en la Ilustracion 28, para la obtencion de esferas
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recubiertas. La cantidad de quitosano de la solucién a la que son transferidas las esferas
fue reportado por Anil y Willem [11] y el tiempo en el que se dejan las esferas en la solucion
por Gaserod et al. [13]. Las perlas obtenidas tenian una buena forma esférica con
superficie levemente rugosa, Ilustracion 43. La media del diAmetro se determind que era
2 [mm] por fotografia 6ptica, ver Ilustracion 44.

Tlustracién 44: Diametro esferas recubiertas obtenidas

4.1.3. Esferas blendas

Se probd con otro tipo de metodologia, ver Ilustracion 29, que permitié hacer una
comparacion de cual es la mas adecuada para obtener esferas de alginato-quitosano
estables en el tiempo, la cual fue reportada por Anil y Willem [11]. Las esferas blendas
obtenidas tenian una buena forma esférica con superficie lisa, Ilustracién 45. La media
del diametro se determind que era 3,5 [mm] por fotografia 6ptica, ver Ilustracion 46.
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2 mm

Tlustracion 46: Diametro esferas blendas obtenidas

Se puede observar una diferencia notable entre los didmetros de las esferas
recubiertas y blendas, al igual que en la rugosidad superficial. Esto nos permite deducir
que la cantidad de quitosano que se une a las esferas, y la estructura polimérica
resultante, dependen del método con el que se producen.

Gaserod [13] report6 que, si esferas de alginato célcico se preparan mediante un
procedimiento en que se dejan caer en una soluciéon de quitosano, lo que se denomina
en este trabajo como esferas recubiertas, s6lo se unen contenidos bajos de quitosano.
Esto es probablemente debido a que so6lo se une a la superficie de las esferas, creando
una membrana con pequeinios poros que dificultan la difusién adicional de quitosano
en el interior y por lo tanto, la union a la red de gel esta restringida. Lo anterior también
explicaria la superficie rugosa que se observa en las esferas obtenidas.
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Cuando se suspenden esferas de alginato célcico que ain no han sido reticuladas,
en una soluciéon de quitosano con CaCl., denominadas en este trabajo como esferas
blendas, més quitosano puede unirse tanto a la superficie de la perla como a la red
interior de gel. Esto puede resultar en la union de 100 veces méas quitosano que el
procedimiento anterior [13], permitiendo obtener una red mas flexible con una
superficie suave y lisa. Esto también clarifica el hecho de que ambas esferas producidas
bajo las mismas condiciones, tienen didmetros diferentes.

4.1.4.Esferas core shell

Debido a que las esferas recubiertas y blendas fueron dificiles de reproducir en
microfluidica, como se discutirdA mas adelante, es que se decidi6 utilizar esta
metodologia, Ilustracion 30, la cual fue descrita por Bajpai y Tankhiwale [22] para
generar esferas denominadas core shell.

Ilustracion 47: Esferas core shell obtenidas

Ilustracién 48: Diametro esferas core shell obtenidas

Las esferas obtenidas tenian una buena forma esférica con superficie rugosa, al
igual que las esferas recubiertas debido a la membrana de quitosano que las cubre,
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Ilustracion 47. La media del diAmetro se determin6 que era 3 [mm] por fotografia
Optica, ver Ilustracion 48.

4.1.5.Analisis termogravimétrico (TGA) y Scanning Electron
Microscope (SEM)

Los resultados del analisis termogravimétrico de las esferas, se muestran en el anexo
7.1. Indican que las esferas muestran estabilidad térmica hasta aproximadamente los
100°C para los tres tipos de esferas, alginato célcico, recubiertas y blendas. El equipo
indico6 que las esferas de alginato calcico tienen su punto de inflexion a los 87,6°C, las
recubiertas a los 94,3°C y las blendas a los 75,6°C, ver Ilustraciones 72, 73 y 74.

Para observar mejor la temperatura en que la pérdida de peso se produce a velocidad
méaxima se graficaron los datos obtenidos [mg/°C] en funciéon del porcentaje de masa
como se puede observar en la linea azul, de las Ilustraciones 49,50 y 51, lo cual
aproximadamente coincide con los puntos de inflexion.

Las esferas se dejaron secar con aire a temperatura ambiente durante 3 horas previas
al ensayo, sin embargo, los resultados indicarian que la masa que se perdié corresponde
al agua que las esferas ain mantenian en su interior, puesto que los puntos de inflexi6on
estan proximos a los 100°C. Es por ello que se decidi6 graficar los datos después de este
valor, para obtener de manera mas precisa la pérdida de masa de las esferas, una vez que
se ha eliminado el agua.

378 1
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Ilustracién 49: Datos obtenidos en analisis TG desde los 100°C para esferas de alginato calcico

Se puede observar que la velocidad a la que se degradan (eje de las ordenadas del lado
derecho) ocurre de manera aproximadamente constante para todas. Las esferas de
alginato calcico, son totalmente estables hasta los 200°C y se observa que a partir de los
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500°C ya se ha perdido el 97,8% de la masa, manteniéndose en 0,15 [mg] hasta los 600°C,
Ilustracion 49.
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Ilustraciéon 50: Datos obtenidos en andalisis TG desde los 100°C para esferas recubiertas

Las esferas recubiertas, se mantienen estables hasta los 200°C, no obstante, cabe
destacar que la cantidad de masa que se perdié a los 100°C fue considerable. Luego
comienza a disminuir hasta perder el 99,75% a los 300°C manteniéndose en 0,15 [mg]
hasta los 600°C, Ilustracion 50.
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Ilustracién 51: Datos obtenidos en andlisis TG desde los 100°C para esferas blendas
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Las esferas blendas se mantienen completamente estables hasta los 200°C, luego
pareciera que vuelven a estabilizarse hasta los 280°C y entonces comienzan a descender
hasta los 0,22 [mg] que equivale al 5% de masa, a los 600°C, Ilustracion 51.

Del ensayo se obtiene que las esferas recubiertas tienen una temperatura de
degradacion menor que las de alginato calcico y las blendas, esto puede ser debido a que
ellas estan cubiertas por una capa de quitosano, y éste tiene una temperatura de
degradacion de 300°C segun reportan Neto et al. [34], mucho menos si se compara con la
obtenida para esferas de alginato calcico (500°C).

Por otro lado, las esferas blendas son estables hasta los 200°C, lo cual coincide con lo
reportado por Bajpai y Tankhiwale [22]. Se concluye que estas esferas son las que mejor
resisten la temperatura debido a que mantienen mayor masa al final del experimento
(aproximadamente 5%), en comparacion con las otras esferas. Esto puede ser debido a
que la red gelificada formada por la unién iénica de los biopolimeros genere una
temperatura de degradaciéon mayor que las de los biopolimeros por si solos, lo que
explicaria la curva de degradacion de las esferas blendas donde pareciese volver a lograr
una estabilidad hasta los 280°C.

400 pm - 400 pm

Ilustracién 52: SEM de las esferas secadas con etanol. a) Esferas de alginato calcico, b) Esferas recubiertas, c)
Esferas blendas y d) Esferas core shell.

Las fotograficas SEM obtenidas de las esferas se muestran en las Ilustraciones 52 y 53,
En la Ilustracion 52 las esferas fueron secadas con etanol y a continuaciéon con aire a
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200°C, debido a que en el anélisis termogravimétrico realizado las esferas no se
degradaban a esa temperatura. Se puede observar que las esferas de alginato calcico
mantienen su forma mientras que las recubiertas y blendas tienden a contraerse
generando rugosidades. Las esferas core shell, a pesar de presentar rugosidad, mantienen
su forma esférica, esto podria deberse a su centro de alginato calcico.

Si se comparan las fotografias obtenidas en la Ilustracion 52, con las mostradas en el
articulo de Pasparakis y Bouropoulos [18] Ilustraciéon 18, se observa que las esferas
recubiertas secadas con etanol en el articulo, presentan similitudes con las obtenidas
respecto a la forma arrugada y contraida, ademas, en dicho articulo se hace un analisis
EDS a las esferas confirmando la presencia de quitosano. Es por ello que, se podria
concluir que las esferas recubiertas producidas, efectivamente tienen una capa de
quitosano que las cubre.

— 1 mm —

@ ¢

——— 500 ym ——— | —— 500 pm ——

Ilustraciéon 53: SEM de las esferas liofilizadas. a) Esferas de alginato calcico, b) Esferas recubiertas, c) Esferas
blendas y d) Esferas core shell.

Por otro lado, para evitar el colapso en la estructura de las esferas al secarlas, se decidi6
liofilizarlas a -50[°C] por 48 horas y luego sacar las fotografias, Ilustraciéon 53. Se pueden
observar mejores resultados en comparacion con las secadas con etanol, sin embargo, las
esferas recubiertas vuelven a contraerse y mostrar una superficie rugosa. Hay una
similitud en cuanto a rugosidad en la superficie de las esferas recubiertas y core shell,
debido a que ambas tienen una capa de quitosano que las cubre, sin embargo, las esferas
core shell no colapsan, esto puede ser por la presencia de CaCl. en la soluciéon de

55



quitosano, que permite interactuar a los iones de calcio en la red formada entre el
quitosano y el alginato. Lo mismo se podria discutir para las esferas blendas, presentan
rugosidad por la presencia del quitosano, sin embargo, se observa que es menor, debido a
la flexibilidad de la estructura en presencia de CaCl. y quitosano tanto en el interior como
la superficie de la esfera.

Ilustraciéon 54: SEM de la superficie de las esferas. a) Esfera de alginato calcico, b) Esferas recubierta, c) Esfera
blenda y d) Esfera core shell

Finalmente, si se observa las fotografias SEM sacadas a la superficie de las esferas,
Ilustracion 54, se aprecia que en las esferas de alginato calcico la superficie es suave con
pequenos crateres, mientras que en las recubiertas hay especies de “cadenas” enroscadas
que también se internan hacia el centro de la esfera. En las del tipo blenda se observa un
punto intermedio, debido a que existen las “cadenas”, pero de forma ordenada y
suavizadas, lo cual se podria explicar debido a que estas esferas estan gelificadas con calcio
y quitosano. De esta forma también se podria afirmar el contenido de quitosano en ellas.
En las esferas core shell se nota la existencia de “cadenas”, pero suavisadas y menos
ordenadas que en las blendas, esto puede ser porque en la sintesis, la cantidad de CaCl- es
menor en comparacion con las blendas.

Las esferas core shell, con ambos métodos de secado, mantienen su forma, por lo que
se infiere que serian una buena alternativa a utilizar.
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4.1.6.Ensayo estabilidad de las esferas en el tiempo

Se obtiene del ensayo que a los 88 dias las esferas siguen intactas, ver Ilustracion 55,
sin embargo, en las recubiertas y blendas se observan manchas negras, estas pueden ser
microorganismos, lo cual se hubiese evitado inyectando a los tubos soluciones que eviten
la proliferacion de ellos o, cambiando el agua destilada cada cierta cantidad de dias. Para
observar el cambio de las esferas en el tiempo, ir al anexo 7.2, Ilustraciones 75 y 76.

Este ensayo, permiti6 de manera preliminar afirmar la teoria de que tanto el alginato
por si solo, como las esferas de alginato-quitosano son estables en el tiempo, cuando se
mantienen en una soluciéon neutra. Sin embargo, los resultados son solo visuales, debido
a que las esferas no fueron sacadas de los tubos, lo que puede significar que, a pesar de
mantener su forma, baste una pequena diferencia de presion para degradarlas.

Ilustracién 55: 88 dias desde la preparacion. A la izquierda esferas de alginato puro, en medio esferas recubiertas y
a la derecha esferas blendas en agua destilada

Por otro lado, se decidi6 realizar un ensayo en suero fisiol6gico PBS, para simular las
condiciones a las cuales se podrian someter las esferas al inyectarse en la arteria hepatica.
Para ello, las esferas también fueron dejadas en tubos tipo falcon y algunas fueron
retiradas cada 2 o 3 dias para medir su diametro, fotos representativas del cambio se
pueden observar en el anexo 7.2, Ilustraciones 77, 78 y 79.

Se repara que las esferas de alginato célcico y recubiertas estan completamente
degradadas a los 27 dias, aunque mantienen su forma, pero de manera visual, ya que con
solo tocarlas se desarman, mientras que las esferas blendas siguen manteniendo su forma
aun al tacto, es decir, no estan degradadas.

El cambio en los diametros se grafico en la Ilustracion 56, donde la medida cero para
las esferas de alginato puro y las recubiertas significa que estan degradadas.

La primera explicacion a este fendmeno se debe a que la solucion tampén fosfato salino
(DPBS) (Dulbecco, Sigma-Aldrich) utilizada, no tiene cloruro de calcio (CaCl-) ni cloruro
de magnesio (MgCl.) [35], ambas sales permitirian que las esferas de alginato calcico y
blendas siguieran reaccionando con los iones de calcio que obtendrian de estas sales,
evitando su degradacion. Sin embargo, se observa que las esferas tipo blenda a pesar de
esto, siguen sin degradarse a los 27 dias.
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Ilustracién 56: Variacion del diametro para los diferentes tipos de esferas en PBS hasta los 27 dias.

Por otro lado, la soluciéon DPBS contiene cloruro de potasio (KCI) y cloruro de sodio
(NaCl), anteriormente se mencion6 que las esferas de alginato célcico son capaces de
degradarse liberando los iones Ca*2 que contienen, este fenémeno lo pueden inducir las
sales mencionadas a través de sus iones de cloruro (Cl-), como lo menciona Gaserod et al.
[13]. Para el caso de las esferas recubiertas, es posible que los iones Cl-difundan a través
de la membrana de quitosano, interactuando con los iones Ca+2 del ntcleo, degradando
las esferas y también generando que el enlace i6nico entre el quitosano y el alginato que
existe en la superficie, se termine.

Sin embargo, las esferas blendas al estar tanto en el interior como en la superficie el
alginato entrecruzadas tanto con Ca*2 como con quitosano, es posible que dificulte la
liberacion de los iones Ca+2, y esto a su vez dificulte la desintegracion. Esto fue reportado
por Anil y Willem [11], el articulo muestra que esferas que contienen quitosano refuerzan
la estructura de la esfera y su impermeabilidad, evitando que el firmaco que contienen
(producto de la investigacion) y los iones se escapen. Simultdneamente, hace a la esfera
mas flexible y permite que la pared amplie su superficie y se hinche para compensar las
diferencias osmoticas entre el interior y exterior.

El hinchamiento mencionado, es posible porque las redes entrecruzadas de las esferas
tienen espacios que permiten el ingreso de soluciones hasta llegar a un equilibrio. Esta es
la definicion por excelencia de hidrogel. La Ilustracion 56 muestra el comportamiento, si
se observa el dia cero, las esferas tienen distintos didmetros, sin embargo, a los 12 dias
todas tienen el mismo diametro.
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Al comparar los resultados con el trabajo de Pasparakis y Bouropoulos [18], en la
Ilustracion 15 se muestra la variacion del peso de los tres tipos de esferas al dejarlas en
PBS por 300 minutos, para el alginato calcico, la curva de hinchamiento en el ambiente
ligeramente basico de PBS comienza a disminuir indicando disolucién o degradacion, que
es lo se obtuvo. Las esferas recubiertas con quitosano también muestran menor grado de
hinchazén cuando esta expuestas en PBS, aproximadamente cuatro veces menos que las
esferas de alginato céalcico, ya que la red de polimero es mas densa y presenta mayor
resistencia a la presion osmotica. Sin embargo, en este trabajo se obtuvo que las perlas se
hinchan por igual, ver Ilustraciéon 56. Aunque el grado de la protonizacion de los grupos
aminos libres del quitosano en este ambiente ligeramente basico es bajo y puede influir
en la interaccion con el alginato, la membrana de quitosano atn inhibe el hinchamiento
del nicleo de alginato calcico. El ambiente basico entonces explicaria por qué las esferas
recubiertas, se degradan a los 27 dias [18].

4.1.7. Ensayo propiedades mecanicas

Cuando se trabaja con ensayos para determinar las propiedades mecanicas de los
materiales, se debe generar una probeta con formas y medidas precisas. En este caso se
decidi6 utilizar la compresion. Como no es posible obtener una probeta de los hidrogeles,
debido a que no se cuenta con moldes que permitan la gelificaciéon de una forma especifica,
es que se decidi6 generar una monocapa con las esferas. Sin embargo, existia el problema
de que, al aplicar compresion a las esferas, estas se podrian escapar por los lados, para
evitarlo, se utilizé una copla de PVC del diametro de la prensa, que la rodeara y permitiera
realizar el ensayo.

En un comienzo se hizo una prueba para los tres tipos de esferas, las cuales se
mantuvieron durante 2 dias en agua destilada. Con esto, se obtuvo resultados preliminares
y se determino la carga a la que debian someterse las esferas. Primero se ensay6 a 3000[N]
donde todas las esferas se rompieron, lo que no tenia sentido para el experimento. A
continuacion, se prob6 a 100[N] donde todas las esferas permanecieron intactas y a 1000
[N] se observaron resultados, pero con altos porcentajes de esferas rotas. Es por ello que
se decidi6 trabajar a 500 [N]. Las piezas de compresion se ponen a una distancia de 1
[mm] mayor al diAmetro de las esferas que se quieren estudiar y se considera el comienzo
del ensayo cuando el equipo deja de registrar una medida constante de fuerza y comienza
a aumentar, a priori la medida constante debiese ser O[N] hasta que ambas piezas toquen
las esferas, sin embargo, no sucede debido a la copla de PVC que roza con la pieza superior
mientras avanza, generando que el equipo aplique una fuerza. Finalmente, cuando se llega
a los 500 [N] se detiene el equipo manualmente.

Ya que, en el capitulo previo, el ensayo de estabilidad en el tiempo en agua destilada
de las esferas solo entregd resultados preliminares, se decidi6 dejar las esferas en tres
soluciones diferentes: agua destilada, CaCl. y PBS. A continuacién, se realizo el ensayo de
compresion a las esferas dejadas 3 horas y 10 dias en las soluciones, para complementar
los resultados anteriores.
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Esto permitiria observar como influyen las soluciones a través del tiempo en las
propiedades mecanicas de las esferas. Se realizaron dos ensayos para cada tipo de esferas
y se calcul6 el promedio, ademas, los ensayos para cada tipo de esfera a las 3 horas se
realizaron el mismo dia al igual que para las de los 10 dias, esto para evitar que variables
como humedad y temperatura, a las cuales los hidrogeles son sensibles, variaran
considerablemente entre un ensayo y otro, ver anexo 7.3.
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Ilustracioén 57: Esferas en agua destilada, a la izquierda luego de 3 horas desde su preparacion, a la derecha luego
de 10 dias.

El primer ensayo se hizo en agua destilada, donde se puede observar que ni las esferas
de alginato calcico ni las blendas tienen un porcentaje significativo, sin embargo, en las
esferas recubiertas se aprecia un aumento considerable, ver Ilustracion 57.

Para entender mejor este fenémeno, el trabajo de Pasparakis y Bouropoulos [18],
muestra la diferencia de peso de los tres tipos de esferas al dejarlas en agua por 300
minutos y define que esferas de alginato calcico puro exhiben un grado de hinchazén en
agua del 115%, ver Ilustracion 15(a). El comportamiento puede justificarse bien debido a
que las esferas humedas tienden a absorber agua para llenar las regiones vacias de la red
de polimero estan deshidratados en el interior, hasta alcanzar el estado de equilibrio. El
fenémeno es provocado por la relajacion de la red de polimero en la presencia de presion
osmotica, la hinchazon de las esferas hiimedas de alginato de calcio en agua dura unos 60
minutos hasta que la presion osmotica es igual a las fuerzas de la union de los iones
reticulados que mantienen estable la estructura de la red. Ilustracion 15(b) muestra los
perfiles de hinchazon de esferas de alginato recubiertas de quitosano. Se aprecia que se
hinchan en agua unas tres veces menos en comparacion con las esferas de alginato célcico.
Las esferas mixtas de alginato-quitosano, denominadas en este trabajo esferas blendas, se
hinchan ain menos en agua que las esferas de alginato recubiertas de quitosano, ver
Tlustracion 15(c) debido a dos factores: la formacién de una red compleja desarrollada por
la mezcla de alginato y quitosano. Y la presencia del complejo polielectrolito entre los

60



grupos amino de quitosano y los grupos carboxilato de alginato. Estos dos parametros
mejoran significativamente la estabilidad de las esferas blendas. La red de polimero es
mas densa y presenta mayor resistencia a la presion osmotica.

Se puede concluir a través del mismo trabajo de Pasparakis y Bouropoulos [18] que a
medida que pasa el tiempo inevitablemente las esferas comienzan a degradarse, sin
embargo esto puede suceder de forma mas rapida para las esferas recubiertas debido a la
distinta gelificacion que tienen con respecto a las otras esferas, sumado a que el grado de
la protonizacién de los grupos aminos libres del quitosano en este ambiente ligeramente
bésico es bajo, como fue mencionado anteriormente, y como solo existe en la superficie de
las esferas, esto ayudaria a acelerar su degradacion.
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Ilustracion 58: Esferas en CaClz, a la izquierda luego de 3 horas desde su preparacioén, a la derecha luego de 10 dias.

El segundo ensayo se hizo en CaCl., donde se puede observar que las esferas
recubiertas y las blendas sufren un cambio significativo, sin embargo, en las esferas
recubiertas se aprecia un aumento de esferas rotas, ver Ilustracion 58.

Como se menciond anteriormente las esferas comienzan a degradarse a medida que
pasa el tiempo de manera inevitable, sin embargo, las esferas de alginato calcico se libran
de esto si se dejan en una solucion de CaCl: ya que la sal permite que los iones de calcio
Ca*2 sigan interactuando con las esferas, reforzando la red, mientras que para el caso de
las recubiertas a los iones les cuesta difundir al ntcleo por la capa de quitosano que las
cubre. Finalmente, para las esferas blendas la explicacion seria que llegan a un equilibrio
en el que los iones dejan de interactuar con la red polimérica, por la presencia de quitosano
que ayuda a fortalecer la red y ocupa espacios de interaccion ioénica con el alginato.

El tercer ensayo se hizo en PBS, donde se puede observar que las esferas de alginato
calcico y recubiertas se degradan completamente en comparacion con las blendas y core
shell, ver Ilustracion 59.
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Ilustracioén 59: Esferas en PBS, a la izquierda luego de 3 horas desde su preparacion, a la derecha luego de 10 dias.

Como fue discutido anteriormente las esferas en PBS aumentan su degradacion,
debido a las sales que contiene (KCl y NaCl), mientras que las esferas blendas al estar
reticuladas con quitosano y Ca+2refuerzan la estructura. Es importante destacar que a las
3 horas las esferas de alginato calcico y recubiertas ya se habian degradado mientras que
a los 10 dias las esferas blendas y core shell siguen manteniendo sus propiedades
mecanicas.

Lo anterior, tiene sentido si lo comparamos con el ensayo de estabilidad en el tiempo
en PBS realizado en el capitulo anterior para los distintos tipos de esferas, debido a que a
los 27 dias las esferas de alginato célcico y recubiertas a pesar de mantener su forma, se
describe una diferencia de presion pequefia puede degradarlas, con los resultados
obtenidos en este ensayo se demostré que a las 3 horas, estas esferas perderian la
resistencia a la compresion a pesar de visualmente mantener su forma.

En conclusion, los resultados obtenidos por el ensayo de propiedades mecénicas,
sumado a los ensayos de estabilidad en el tiempo en PBS que muestran que a los 27 dias
las esferas blendas siguen manteniendo su forma y estructura, lo que permite rescatar que
estas tienen mejores propiedades mecanicas en comparacion con las de alginato calcico y
recubiertas por lo que serian potencialmente adecuadas para una terapia de embolizacion
intraarterial.

La reproduccion de esferas blendas a escala micrométrica a través de microfluidica no
fue posible, como se discutira mas adelante, es por ello que, al ser el ensayo en PBS el mas
relevante porque permite complementar los resultados obtenidos de estabilidad de las
esferas, se repitio en esta solucion para esferas core shell. Ademas, la solucién PBS simula
el ambiente biologico humano al que serian sometidas las esferas.

Se observa en la Ilustracién 59 que las esferas core shell contintian teniendo buenas
propiedades al igual que las blenda, esto puede ser debido a que a pesar de tener una capa
de quitosano recubriéndolas, en la sintesis este también tenia CaCl., por lo que la capa
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igualmente tendria iones de calcio, permitiendo que estos sigan interactuando con el
nucleo, reforzando la red interna de alginato. Finalmente, las esferas core shell, en vista
de la similitud en propiedades mecéanicas con las blenda, de igual forma serian
potencialmente adecuadas para una terapia de embolizacion intraarterial.

4.2.ESCALA MICROMETRICA
4.2.1. Preparacion microcanal

Se obtuvo mediante litografia 6ptica como se mencioné en el punto 3.2.1, la placa de
silicio con el modelo a utilizar, ver anexo 7.4, Ilustracién 80. A continuacién, se obtuvo el
microcanal, y se uni6 a una placa de microscopio, Ilustracion 60. El modelo no es el mismo
de la placa de silicio, pues esta fue creada solo para aprender la metodologia utilizada. La
profundidad y el ancho de la boquilla y el dispositivo principal fue disefiados para ser de
250 [um] y 500 [pum], respectivamente.

Ilustraciéon 60: Microcanal unido a placa de microscopio

4.2.2.Preparacion microesferas de alginato calcico

Las primeras esferas de alginato célcico se generaron en el microcanal Ilustracién
61llustracion 60, mediante la metodologia descrita anteriormente, Ilustracion 33. Sin
embargo, el problema

Ilustraciéon 61: Formacion de esferas en microcanal
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radicod en que al salir del microcanal, estas formaban una masa y es por eso que no se
pueden apreciar de manera nitida en la Ilustraciéon 62. Cabe sefialar que, a la salida del
canal se uni6é una manguera de silicona que dejaba caer las microesferas a un petri.

Ilustracién 62: Primeras esferas obtenidas de alginato calcico a través de microfluidica

La primera conclusion fue que el problema radico en el propio microcanal, debido a
que su forma no permite un tiempo de residencia suficiente para que las esferas gelifiquen
de manera adecuada, es por ello que se cambid a otro microcanal, Ilustracion 63, con la
forma de la placa de silicio grabada que habia sido obtenida.

Ilustracién 63: Microcanal unido a placa de microscopio con un modelo que permite un tiempo de residencia mayor
de las microesferas

Con este cambio no se not6 diferencia, sin embargo, se siguié utilizando puesto que
tener un mayor tiempo de entrecruzamiento no era contraproducente para los fines del
trabajo.
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A continuacion, se decidi6 utilizar una nueva metodologia, que consiste en dejar caer
las esferas por gravedad, sin entrecruzar en el canal, a una solucion entrecruzante de CaCl-
que esta en agitacion constante. Lo primero se resolvio al observar que a las microesferas
les costaba trabajo salir a través de la manguera de silicona unida al final del canal y, lo
segundo, tratando de reproducir lo realizado en escala macro para evitar que las esferas
formaran una masa.

Esto genero un problema mayor, debido a que las esferas no presentaron una forma
esférica definida y su tamafio disminuy6 considerablemente, ademas de generar unas
especies de cadenas de varias microesferas unidas, ver Ilustracion 64.

Ilustraciéon 64: Microesferas de alginato calcico formadas al dejar caer en una solucion de CaCl: en agitacion
contante

Lo anterior se produjo porque en la metodologia de escala milimetrica las esferas caen
una por una en la solucion entrecruzante debido a que la gravedad produce la gota, y al
tratar de imitar esta metodologia a escala micrométrica, las microesferas se comienzan a
aglutinar a la salida del microcanal hasta que el alcohol isoamilico que es la solucion que
las transporta, forma una gota por gravedad, que contiene varias microgotitas en su
interior, y cae a la soluciéon entrecruzante, por otro lado, la agitacion produce que se pierda
la forma esférica.

Otra solucion fue aumentar la cantidad de cloruro de calcio, la mayoria de los articulos
mencionados es en este trabajo cuando requerian crear una gota con mejor forma esférica
recurrian a este método, por lo que se decidi6 aumentar la concentracion de CaCl.de 1,5%
a 3% y se siguié con la metodologia de dejar caer las microesferas por gravedad. El
resultado se puede observar en el anexo 83, Ilustracion 81, donde a pesar de verse esferas
con una forma esférica, pareciera que el aumento de CaCl. incremento su capacidad para
aglutinarse, persistiendo el problema.

Finalmente, después de todas las pruebas, se decidi6 continuar con la metodologia
inicial, Ilustracién 33, pero dejando caer las microesferas ya gelificadas por gravedad,
eliminando la manguera a la salida del microcanal. Se obtuvieron microesferas del orden
de 170 [um] aproximadamente, Ilustracion 65.
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Ilustracién 65: Esferas de alginato calcico dejadas caer por gravedad con una solucién entrecruzante de
concentracioén 1,5% CaCl= (p/v)

4.2.3.Preparacion de microesferas recubiertas

Microesferas recubiertas deben ser obtenidas con la metodologia mencionada
anteriormente, Ilustracion 34, sin embargo, se genera un problema de fases, debido a que
el alcohol isoamilico utilizado para formar la gota, es decir, inmiscible en agua, genera
fases al caer en la solucion de quitosano que esta disuelto en agua destilada y acido acético.
Por esta raz6n las microgotas no caen a la solucién de quitosano como se puede observar
en la Ilustracién 66.

Fase oleosa

Fase acuosa

Ilustracién 66: Dos fases generadas cuando caen las gotas desde el microcanal a una solucioén de quitosano

Como la mayoria de los resultados de los ensayos para las esferas a nivel milimétrico
demostraron que las esferas recubiertas no tienen buenas propiedades, se decidi6 trabajar
en un modelo que permitiera obtener esferas del tipo blendas.
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El problema de fases, se podria evitar si se esperaba el tiempo suficiente a que la
microesfera caiga por gravedad a través del alcohol isoamilico hasta la solucion de
quitosano, como es reportado por Capretto et al. [26], los resultados se observan en la
Ilustracion 67.

Ilustracién 67: Microesferas obtenidas dejandolas caer a un petri. Las microesferas traspasan la fase oleosa por
gravedad y pasan a una fase de quitosano con CaClz, que las gelifica

Se observan pequeiias gotitas que corresponden al alcohol isoamilico que no se separé
de las microesferas al formarlas. Para evitar el problema producido por las fases, se tratd

de disolver el quitosano en alcohol isoamilico, obteniéndose los resultados en el anexo 84,
Ilustracion 82, donde se aprecia que el quitosano no se disuelve y precipita.

4.2.4. Preparacion de microesferas blendas

Se decidi6 entonces que las esferas se generarian previamente, pero sin entrecruzar,
para luego traspasarlas a un petri, esperar que el alcohol isoamilico se evaporara y
verterlas en una solucién entrecruzante que tuviera quitosano y CaCl., metodologia
esquematizada en la Ilustracion 35.

Al realizar este procedimiento, las esferas coalescian antes de caer en el petri como se
puede observar en la Ilustracion 68.
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Ilustracién 68: Esferas de alginato calcico sin entrecruzar coalesciendo antes de caer a la solucién entrecruzante

Ademas, esperar a que el alcohol isoamilico se evaporara no era practico, a pesar de
sacar el exceso con una pipeta. Asi naci6 la idea de lavar las esferas con acetona esperar a
que el excedente se evaporara (el tiempo de evaporacion para la acetona es menor en
comparacién con el del alcohol isoamilico) para evitar posibles problemas al ponerse en
contacto con el quitosano, y traspasarlas a la solucion de quitosano entrecruzante, esto
porque la acetona vuelve soluble al alcohol isoamilico.

Por otro lado, para evitar la coalescencia, se decidié hacer un entrecruzamiento previo
de las microesferas pero con menos concentracion de CaCl. que la metodologia original,
bajando a 0,5% de 1,5 %. En el articulo de Bajpai y Tankhiwale [22], se generan esferas
multicapas, donde sefhalan que al entrecruzar previamente esferas de alginato y luego
dejarlas en una solucion de quitosano con CaCl., permite la creaciéon de un ntcleo
gelificado de quitosano alginato y iones Ca*2 ademas de obtener un recubrimiento de
quitosano. Esto permitiria obtener esferas con buena forma esférica.

Para saber si la acetona produce algun efecto a las esferas de alginato, se hizo una
prueba a nivel macro, dejando esferas de alginato calcico agitando en acetona durante 30
minutos, se puede observar en el anexo 7.7, Ilustracion 83, que no sucede nada.
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4.2.5.Preparacion de microesferas core shell

Al no poder reproducir en escala micrométrica las esferas del tipo blenda, es que se
decide utilizar esta metodologia, Ilustracién 36, para obtener esferas que tengan
propiedades parecidas a las blendas, pero capaces de producirse en microcanales.

Ilustracién 69: Esferas core shell en solucién de quitsonano con CaCl-

A pesar de obtener un buen resultado, ver Ilustracion 69, las esferas continuaron
estando unidas.

Se consider6 que el problema podria solucionarse utilizando surfactante, en trabajos
previos en el laboratorio de microfluidica, se utilizé surfactante span 80 (Sigma-Aldrich)
a una concentracion de 0,05% en la solucién de alginato, al igual que en el articulo de
Capretto et al. [26], los resultados se pueden observar en la Ilustracion 70. Las
microesferas resultantes tienen un didmetro aproximado de 180 [um] y se ven parecidas
a las obtenidas sin surfactante.

Finalmente, se decidi6 esperar 7 dias para agitar las esferas core shell que se
mantuvieron en la soluciéon de quitosano con CaCls, y asi observar si estas se separaban.
Las figuras muestran que las esferas se lograron separar casi en su totalidad, salvo por
pequenos grupos, ver anexo 7.8, Ilustracion 84. El diametro aproximado de las
microesferas obtenido finalmente fue del orden de los 200 [um], Ilustracién 71.

Una vez que se obtuvieron estos resultados, fue necesario producir esferas core shell a
escala milimétrica para obtener resultados comparables con los otros tipos de esferas y de
esta manera obtener conclusiones.
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Ilustracion 7o: Microesferas core shell con surfactante a una concentracién de 0,05%
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Tlustracion 71: Diametro de las microesferas core shell luego de agitacion
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5. CONCLUSIONES

Se logra obtener tres metodologias para la generaciéon de hidrogeles de mezclas de
biopolimeros, en este caso de alginato y quitosano. Una para esferas denominadas
recubiertas, otra para esferas denominadas blendas y otra para esferas denominadas core
shell. Las esferas recubiertas tienen un nticleo de alginato reticulado con iones Ca*2y estan
cubiertas por una capa de quitosano. Mientras que las blendas son esferas de alginato
gelificadas con quitosano y iones Ca+*2 y las core shell son esferas blendas con una
membrana de quitosano que las recubre.

Los ensayos con PBS, donde se midi6 el cambio en el didmetro de las esferas en el
tiempo permiten concluir que las esferas del tipo blenda son capaces de mantenerse
estables por mas de 27 dias, mientras que las de alginato puro y las recubiertas no.

Por otro lado, el analisis termogravimétrico (TGA) realizado a las esferas permite
concluir que las méas estables a altas temperaturas son las esferas del tipo blenda, las
cuales permanecieron con la mayor cantidad de masa, 0,22 [mg] (5% de su masa inicial)
a los 600°C, ademas de ir degradandose de manera mucho mas lenta que las esferas de
alginato calcico y recubiertas, las cuales llegan a 2,2% y 0,25% de su masa inicial
respectivamente.

Se implementa un ensayo para obtener las propiedades mecanicas de las esferas, que
permitio inferir que, al dejar las esferas en tres medios diferentes: agua destilada, CaClzy
PBS, las esferas blendas son siendo las que tienen las mejores propiedades, pues en todos
los ensayos se obtiene mas del 80% de las esferas intactas. Esto es debido a que los
polimeros alginato de sodio y quitosano tienen una fuerte afinidad, al entrar en contacto
se produce una reaccion ionica entre el grupo catiéonico (-NHs*) del quitosano y el grupo
anionico (-COO-) del alginato de sodio. Por otro lado, el quitosano entorpece la liberacion
de los iones Ca*2 que tienen las esferas del tipo blenda, lo que dificulta su degradaciéon y
simultaneamente, hace a la esfera més flexible

Se concluye que las esferas tipo blenda son potencialmente las méas adecuadas para su
uso en terapia de embolizacion hepatica para tumores de higado ya que, presentan
estabilidad térmica hasta los 280°C y ademés sus propiedades mecanicas le permiten
soportar una carga de 500 [N] incluso luego de 10 dias, sumado a su red flexible que
permitiria soportar una diferencia de presion sin degradarse.

Se logra producir esferas de hidrogeles de mezcla de polimeros estables a escala
milimétrica, sin embargo, los resultados obtenidos no son posibles de reproducir en
microfluidica, a pesar de los cambios implementados que permiten solucionar los
problemas de fases. Es por ello que se resuelve generar esferas core shell, las cuales
también se obtienen a partir de los polimeros alginato y quitosano.

Las propiedades mecanicas de las esferas core shell en PBS, indican similitud con las
esferas del tipo blenda, esto confirma el hecho de que a pesar de que las esferas tienen una
capa de quitosano que las cubre, su centro de alginato esta gelificado con quitosano y iones
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Ca*2, Esto permitiria concluir que las propiedades tanto de estabilidad en el tiempo,
degradacion por temperatura y propiedades mecanicas, también serian similares a las
obtenidas para las esferas blenda.

Por lo anterior, las microesferas core shell realizadas en este trabajo, son
potencialmente aptas para la terapia de embolizacion hepatica.
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GLOSARIO

C

capilar

Los capilares sanguineos son los vasos sanguineos de menor didmetro. - 12
carcinoma

Tumor maligno que se forma a partir del tejido epitelial de los érganos. - 11

E
endotelial
endotelio es un tejido que recubre la zona interna de todos los vasos sanguineos. - 12
excipiente
Sustancia que se mezcla con los medicamentos para darles consistencia, forma, sabor u otras cualidades que faciliten su uso.
-19
F

fistulas arteriovenosas
este término se utiliza en medicina para designar una conexion anormal entre una arteria y una vena. - 12

H

hepatocarcinoma
es el tumor primario del higado mas frecuente, que deriva en cancer de higado - 11
hepatdlogos
La hepatologia es una rama de la gastroenterologia que se ocupa del estudio del higado y sus enfermedades. - 11
histolégicos
Histologia, Parte de la biologia que estudia la composicidn, la estructura y las caracteristicas de los tejidos organicos
de los seres vivos. - 13

intrincado plexo
red formada por nervios o vasos sanguineos que se cruzan entre si. - 12

M

metastasico
Reproduccién o extension de una enfermedad o de un tumor a otra parte del cuerpo. - 11

N

neoplasias
Formacién anormal en alguna parte del cuerpo de un tejido nuevo de caracter tumoral, benigno o maligno. - 11
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neuroendocrinos
Relacionado al sistema nervioso y las glandulas endocrinas. - 11

o

oncédlogos
La oncologia es la especialidad médica que estudia y trata las neoplasias - 11

P

parénquima hepatico
componente funcional del higado compuesto por los hepatocitos que filtran la sangre para eliminar las toxinas. - 11

Q

quelantes

Que tiene la propiedad de combinarse con iones positivos bivalentes y trivalentes, formando complejos estables - 20
quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas - 10

R

radiologia intervencionista
subespecialidad de la radiologia en la que se utilizan técnicas de imagen para ejecutar procedimientos minimamente
invasivos. - 10
radiopaco
Todo cuerpo que ofrece resistencia a ser atravesado por los rayos X y es visible en la radiografia como una zona blanca - 17

v

vascular
Relativo a los vasos o los conductos por los que circula la sangre. - 12
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7. ANEXOS

7.1.RESULTADOS OBTENIDOS EN ANALISIS TG
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Ilustracién 72: Resultados TGA obtenidos para esferas de alginato calcico
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Ilustracién 73: Resultados TGA obtenidos para esferas recubiertas
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7.2,

Ilustraciéon 74: Resultados TGA obtenidos para esferas blendas

ENSAYO ESTABILIDAD ESFERAS EN EL TIEMPO

la derecha esferas blendas en agua destilada.

Ilustracién 75: 3 dias desde la preparacion. A la izquierda esferas de alginato puro, en medio esferas recubiertas y a

a la derecha esferas blendas en agua destilada

8o

Ilustracién 76: 26 dias desde la preparacién. A la izquierda esferas de alginato puro, en medio esferas recubiertas y



Ilustracién 77: Esferas de alginato calcico en PBS, a la izquierda a 1 dia, en medio a 5 dias, a la derecha a 27 dias
desde su preparacion

Ilustracion 78: Esferas recubiertas en PBS, a la izquierda a 1 dia, en medio a 5 dias, a la derecha a 27 dias desde su
preparacion

Ilustracién 79: Esferas blendas en PBS, a la izquierda a 1 dia, en medio a 5 dias, a la derecha a 27 dias desde su
preparacion

7.3. DATOS OBTENIDOS EN ENSAYO PROPIEDADES MECANICAS

Tabla 2: Datos obtenidos para las esferas en agua destilada luego de 3 horas

Alginato Recubierta Blenda

A |B |Promedio A B Promedio A |B |Promedio
Esferas iniciales 291271281 280 | 216 |248 239|181 (210
Esferas sin romper 275|264 | 269,5 222 178 |200 2111170|190,5
Esferas rotas 16 |7 11,5 58 38 48 28 |11 |19,5
Porcentaje esferas rotas 4,09 19,35 9,29
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Tabla 3: Datos obtenidos para las esferas en agua destilada luego de 10 dias

Alginato Recubierta Blenda
A B Promedio A B Promedio A B Promedio
Esferas iniciales 348 | 352|350 212 {211 |211,5 283 | 287 | 285
Esferas sin romper 333|338 |335,5 165 |66 |[115,5 270 | 251 | 260,5
Esferas rotas 15 |14 (14,5 47 |145 |96 13 (36 |[24,5
Porcentaje esferas rotas 4,1 45,39 8,60
Tabla 4: Datos obtenidos para las esferas en CaCl- luego de 3 horas
Alginato Recubierta Blenda
A B Promedio A B Promedio A B Promedio
Esferas iniciales 365 (328 | 346,5 290 [343 |316,5 247 | 196 |221,5
Esferas sin romper 326 | 326 | 326 2551302 |278,5 241 | 189 | 215
Esferas rotas 39 |2 20,5 35 (41 |38 6 7 6,5
Porcentaje esferas rotas 5,92 12,01 2,93
Tabla 5: Datos obtenidos para las esferas en CaCl: luego de 10 dias
Alginato Recubierta Blenda
A B Promedio A B Promedio A B Promedio
Esferas iniciales 270 | 394 | 332 240 | 247 | 243,5 271|281 | 276
Esferas sin romper 253 1383 |318 207 {172 | 189,5 203 | 264 | 233,5
Esferas rotas 17 (11 |14 33 |75 |54 68 |17 |42,5
Porcentaje esferas rotas 4,40 28,50 18,20
Tabla 6: Datos obtenidos para las esferas en PBS luego de 3 horas
Blenda Core shell
A B Promedio A Promedio
Esferas iniciales 246 171 208,5 191 208 199,5
Esferas sin romper 235 108 171,5 184 203 193,5
Esferas rotas 11 63 37 7 5 6
Porcentaje esferas rotas 17,75 3,01
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Tabla 7: Datos obtenidos para las esferas en PBS luego de 10 dias

Blenda Core shell
A B Promedio A B Promedio
Esferas iniciales 306 261 283,5 190 230 210
Esferas sin romper 284 188 236 181 219 200
Esferas rotas 22 73 47,5 9 10
Porcentaje esferas rotas 16,75 4,76

7.4. OBTENCION DEL MODELO DE MICROCANAL

Ilustracién 8o: Modelo grabado en placa de silicio

7.5. MICROESFERAS DE ALGINATO CéLCICO CON MAYOR
CONCENTRACION DE CACL2 EN SOLUCION ENTRECRUZANTE

Ilustraciéon 81: Microesferas de alginato calcico dejadas caer por gravedad en una solucion entrecruzante al 3% de
CaCl: (p/v)
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7.6. QUITOSANO EN ALCOHOL ISOAMILICO

Tlustracion 82: Prueba disolucion de quitosano en alcohol isoamilico

7.7.ESFERAS DE ALGINATO CALCICO EN ACETONA

Ilustracién 83: Esferas milimétricas de alginato calcico en acetona

7.8. MICROESFERAS CORE SHELL

Ilustracién 84: Microesferas core shell, luego de 7 dias en solucién de quitosano con CaCl:y posteriormente agitadas

84



