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Resumen

RESUMEN

Elinterés y el uso de particulas micrométricas ha ido creciendo con la posibilidad
de elaborar sistemas funcionales, disefados para cumplir un rol especifico en
determinadas operaciones, como transporte y liberacion de compuestos nutricionales
y/o farmacoldgicos y una larga serie de aplicaciones que exceden las areas de salud y
alimentacion. Como alternativa a las clasicas técnicas de encapsulacién, la técnica
microfluidica utiliza las ventajas de la miniaturizacion para confinar el flujo en
microcanales, abriendo la posibilidad de realizar la encapsulacién de principios activos
(PA) en particulas, capsulas o gotas de tamafo micrométrico bajo condiciones
altamente controladas. Este procedimiento permite el control sobre la cantidad de
material encapsulado y sobre la composicion quimica del material constituyente de la
microparticula. Asi, la obtencién de particulas altamente funcionalizadas, homogéneas
y de tamanos controlados emerge como una propuesta superadora para la
incorporacion y liberacion de activos.

En este trabajo de Tesis, con el objetivo de generar microparticulas capaces de
encapsular PA con funciones biolégicas, se disefiaron y desarrollaron dispositivos
microfluidicos sobre placas de polimetacrilato de metilo (PMMA), donde los
microcanales y orificios para entrada y salida de fluidos, se grabaron mediante ablasién
laser. La generacién de microparticulas requirié6 primeramente de la formacién de
microgotas haciendo confluir liquidos inmiscibles en microcanales con junturas en forma
de T, o de X (cruz), cuyas secciones caracteristicas estan en el rango de 50-500 pum.
Uno de los fluidos consistié en una solucion biopolimérica (fase dispersa, FD), y el otro
consistié en aceite de oliva (fase continua, FC). El mecanismo de formacion de la gota
depende de la competencia entre la tension impuesta por el flujo de la FC y la tensién
interfacial. Para estas pruebas de concepto se utilizé una solucién de alginato sddico
1.5 % p/v como FD. Se estudiaron los procesos de formacion de gotas en dispositivos
con ambos tipos de juntura, observandose que la juntura en cruz mostré una mayor
estabilidad de flujo, faciltando su puesta en régimen y mantenimiento del
funcionamiento durante varias horas.

Con estas consideraciones, se evalué la capacidad de los dispositivos para
generar microgotas y encapsular un PA hidrofilico modelo (colorante amarillo ocaso)
utilizando una FD compuesta por una mezcla de proteinas de clara de huevo y «-
carragenato (EW/CG) dentro de la cual se disolvié el PA. Se obtuvieron microparticulas
capaces de retener el PA por tratamiento de las microgotas mediante un método de
curado o entrecruzamiento fisico (microondas) y otro quimico (glutaraldehido), y se
analizé la capacidad de liberacion del PA en medio acuoso. Se observo que se pueden
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Resumen

obtener diferentes cinéticas de liberacién segun el método de entrecruzamiento
utilizado, lo cual ofrece un gran potencial para disefiar microparticulas.

Seguidamente los dispositivos microfluidicos disefados se utilizaron para la
encapsulacion de dos PA: Isoniazida (INH), antibiético de primera linea para el
tratamiento de la tuberculosis y hemoglobina bovina en polvo, como fuente de hierro
heminico, utilizado en suplementos nutricionales.

Para la encapsulacion de INH se utilizaron dos dispositivos microfluidicos, uno
con juntura en simple cruz y otro con juntura en doble cruz. Para la generacion de
microparticulas utilizando el dispositivo con juntura en doble cruz se utilizé una FC de
aceite de oliva, una FD compuesta de una solucion de alginato sodico 2 % p/v y una
fase con el rol de agente entrecruzante y surfactante formada por cloruro de calcio 2 %
p/v disuelto en solucion de polivinil alcohol 2 % p/v. Con esta metodologia se obtuvieron
microparticulas homodispersas y con buena esfericidad, capaces de entrampar el
antibiético, pero con baja retencién del mismo. Para la generacion de microparticulas
utilizando el dispositivo con juntura en simple cruz se utilizé una FC de aceite de oliva y
una FD compuesta EW/CG. De esta manera se obtuvieron microgotas esféricas,
monodispersas y altamente estables que lograron retener el PA. Las microgotas
obtenidas con esta ultima metodologia se curaron por irradiacion con microondas
aplicando dos potencias diferentes, 270 W y 900 W. La potencia de irradiacion aplicada
permiti6 modificar los perfiles de liberacién de INH en soluciones buffers utilizadas
frecuentemente para imitar condiciones de pH del estbmago y del ileon. Una de las
combinaciones de medicamentos mas utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis es
la de Rifampicina (RIF) con INH. Sin embargo, se ha reportado que, en medio &cido,
RIF se hidroliza y esta accion se acelera en presencia de INH. En tal sentido, se realiz6
un ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH, observandose una menor
degradacion de RIF cuando la INH se encontr6é encapsulada. Finalmente, la evaluacién
de actividad antibacteriana mostr6 que la INH encapsulada conserva su actividad luego
de ser liberada desde las microparticulas y ensayos de evaluacion de citotoxicidad
celular sobre linea celular Caco-2 ante microparticulas con INH mostraron que se
podrian utilizar de forma segura formulaciones con este PA en concentraciones menores
a 200 pug.mL", ya que causan una reduccién de la viabilidad celular inferior al 30 %.

Para la encapsulacién de hemoglobina en polvo como fuente de hierro heminico
se utilizé también el dispositivo con juntura en simple cruz, una FC de aceite de oliva y
una FD compuesta EW/CG. Las microgotas se curaron por irradiacién con microondas
aplicando una potencia de 900 W. Se obtuvieron microparticulas con alta esfericidad y
homodispersidad, que cargaron y retuvieron el PA. El ensayo de liberacion permitio

14
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evaluar la capacidad del sistema para retener el PA y liberarlo en condiciones de pH
gastrointestinales simuladas, aunque en un bajo porcentaje. La viabilidad de la linea
celular Caco-2 expuesta a estas microparticulas fue del 100 %. Finalmente, un ensayo
de permeabilidad celular en linea celular Caco-2 mostr6 que parte del hierro
encapsulado y luego liberado desde las microparticulas puede ser permeado a través
de la mucosa intestinal para luego ser utilizado por las células, aunque de una manera
poco eficiente.

Mediante estos estudios, se puede concluir finalmente que la versatilidad del
proceso microfluidico para controlar las condiciones de funcionamiento permite la

generacidn de microparticulas funcionales para diferentes aplicaciones tecnoldgicas.
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Abstract

ABSTRACT

The interest and use of micrometric particles has been growing with the possibility
of developing functional systems, designed to fulfill a specific role in certain operations,
as transport and release of nutritional and/or pharmacological compounds and a long
range of applications exceeding the areas of health and nutrition. As an alternative to
classic encapsulation techniques, the microfluidic technique uses the advantages of
miniaturization to confine the flow in microchannels, opening the possibility of
encapsulation of active principles (PA) in particles, capsules or droplets of micrometric
size under highly controlled conditions. This procedure allows control over the quantity
of encapsulated material and the chemical composition of the constituent material of the
microparticle. Thus, obtaining highly functionalized, homogeneous particles of controlled
sizes emerges as a superior proposal for the incorporation and release of actives.

In this Thesis work, in order to generate microparticles capable of encapsulating
PA with biological functions, microfluidic devices were designed and developed on plates
of methyl polymethacrylate (PMMA), where microchannels and holes for fluid input and
output were recorded by laser ablation. The generation of microparticles first required
the formation of microdrops by bringing together immiscible liquids in microchannels with
T-shaped junctions, or X-shaped junctions (cross), whose characteristic sections are in
the range of 50-500 um. One of the fluids consisted of a biopolymer solution (dispersed
phase, FD), and the other consisted of olive oil (continuous phase, FC). The mechanism
of formation of the drop depends on the competition between the tension imposed by the
flow of the FC and the interfacial tension. For these concept tests, a solution of 1.5 % p/v
sodium alginate was used as FD. The processes of formation of drops in devices with
both types of junction were studied, observing that the cross junction showed a greater
stability of flow, facilitating its implementation and maintenance of operation for several
hours.

With these considerations, the ability of the devices to generate microdrops and
encapsulate a model hydrophilic PA (sunset yellow dye) was evaluated using an FD
composed of a mixture of egg white and k-carragenate (EW/CG) proteins into which the
PA was dissolved. Microparticles capable of retaining the PA were obtained by applying
a physical (microwave) and a chemical (glutaraldehyde) curing or cross-linking method,
and the release capacity of PA in aqueous medium was analyzed. It was observed that
different release kinetics can be obtained according to the crossover method used, which
offers great potential for designing microparticles.
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Abstract

Then the microfluidic devices designed were used for the encapsulation of two
PAs: Isoniazid (INH), a first-line antibiotic for the treatment of tuberculosis and bovine
hemoglobin powder, as a source of hemic iron, used in nutritional supplements.

Two microfluidic devices were used for INH encapsulation, one with a single cross
joint and the other with a double cross joint. For the generation of microparticles using
the device with double cross junction an olive oil FC was used, a FD consisting of a
solution of sodium alginate 2% w/v and a phase with the role of cross-crossing agent
and surfactant formed by calcium chloride 2% wi/v dissolved in a solution of polyvinyl
alcohol 2% w/v. With this methodology homodispersed microparticles were obtained with
good sphericity, able to entrap the antibiotic, but with low retention. For the generation
of microparticles using the single cross joint device, an olive oil FC and a EW/CG solution
FD were used. In this way, spherical, monodispersed and highly stable microdroplets
were obtained that retained the PA. The microdrops obtained with this last methodology
were cured by microwave irradiation applying two different powers, 270W and 900W.
The applied irradiation power allowed modifying INH release profiles in buffers frequently
used to mimic stomach and ileum pH conditions. One of the most commonly used drug
combinations in the treatment of tuberculosis is Rifanpicin (RIF) with INH. However, it
has been reported that in acid medium, RIF is hydrolyzed and this action is accelerated
in the presence of INH. In this sense, a RIF stability test was performed in the presence
of INH, and a lower degradation of RIF was observed when INH was encapsulated.
Finally, the evaluation of antibacterial activity showed that encapsulated INH retains its
activity after being released from microparticles and cell line cytotoxicity evaluation
assays Caco-2 exposed to microparticles with INH showed that formulations with this PA
could be safely used in a concentration in concentrations lower than 200 pg.mL™, since
they cause a reduction in cell viability less than 30%.

For the encapsulation of hemoglobin powder as a source of heminic iron, the
device with a simple cross joint, an olive oil FC and a compound FD EW/CG were also
used. The microdrops were cured by microwave irradiation applying a power of 900 W.
Microparticles with high sphericity and homodispersity were obtained, which included
and retained the PA. The release test allowed to evaluate the ability of the system to
retain the PA and release it under simulated gastrointestinal pH conditions, although in
a low percentage. The viability of the Caco-2 cell line exposed to these microparticles
was 100%. Finally, a Caco-2 cell line cell permeability assay showed that some of the
iron encapsulated and then released from the microparticles can be permeated through
the intestinal mucosa and then used by the cells, although in an inefficient manner.
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Through these studies, it can finally be concluded that the versatility of the
microfluidic process to control operating conditions allows the generation of functional

microparticles for different technological applications.
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Introduccioén general

I.1. Introduccién

Lo avances y adaptaciones de distintas tecnologias orientadas a incorporar
nuevos principios activos (PAs) en alimentos y productos farmacéuticos se tornaron en
un gran desafio, dado que en muchos casos la adicién en forma directa de estos PAs
es impracticable, genera efectos indeseables en la matriz encapsulante o en las
propiedades organolépticas del producto al que se desea agregar, se degrada durante
el tiempo de almacenamiento, como consecuencia de las condiciones fisicoquimicas
que debe atravesar durante su manufactura, o presenta baja eficacia durante su
aplicacion in vivo. Las principales razones de estos resultados segun sea el principio
activo (PA) seleccionado, podrian deberse a la baja solubilidad de muchos de ellos,
tanto en medios hidrofilicos como lipofilicos, una inadecuada concentracién o alta
toxicidad bioactiva y/o terapéutica (Haag & Kratz, 2006; Kakkar et al., 2017). En este
contexto, surge la encapsulacion como alternativa tecnoldgica para solucionar estos
problemas, dando lugar al disefio de nuevos alimentos y a una nueva generacion de
productos farmaceéuticos y biotecnoldgicos mas eficaces. Mas aun, la aplicaciéon de esta
técnica se ha extendido en campos tan diversos como la agricultura, la cosmética,
insumos médicos, etc.

Como alternativa a las técnicas clasicas de encapsulacién, la técnica
microfluidica utiliza las ventajas de la miniaturizacion para confinar el flujo en
microcanales, abriendo la posibilidad de realizar la encapsulacion de PAs en patrticulas,
capsulas o gotas de tamario micrométrico bajo condiciones altamente controladas. Este
procedimiento permite el control sobre la cantidad de material encapsulado y sobre la
composicion quimica del material constituyente de la microparticula. Asi, la obtencién
de particulas altamente funcionalizadas, homogéneas y de tamafos controlados
emerge como una propuesta superadora para la incorporacién y liberacién de PAs
(Dietzel, 2016; Li et al., 2019).

En este capitulo se presenta una descripcion de los distintos topicos requeridos
para abordar este trabajo de Tesis. Se realiza una descripcion de distintas técnicas de
encapsulacion y materiales encapsulantes mas utilizados, de las interacciones entre los

biopolimeros utilizados y las versatilidades que presenta la técnica microfluidica.

I.2. Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso en el que el PA de interés, sea sélido, liquido o
gaseoso es incorporado dentro de un material portador homogéneo o heterogéneo
(membrana, cascara, matriz, fase externa) para formar particulas o capsulas a escala

micrométrica o nanomeétrica con propiedades especificas.
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Entre los materiales de recubrimiento, los polisacaridos, lipidos y proteinas son
los mas utilizados para la encapsulacién en aplicaciones alimentarias y farmacéuticas,
debiéndose seleccionar cuidadosamente, ya que de ellos dependeran aspectos
estructurales y funcionales como la solubilidad, las propiedades interfaciales, la
capacidad de gelificacion y factores econémicos como el costo y su disponibilidad
(Timilsena et al., 2020).

El proceso de encapsulacion puede ser categorizado en funcién del tamafno de
las particulas resultantes como: nanoparticulas (< 0.2 pym), microparticulas (0.2-5000
pum) y macroparticulas (> 5000 ym) (Da Silva et al., 2014; Dietzel, 2016; Geczy, 2016).
El término particula hace referencia tanto a esferas como cépsulas. Sin embargo, ambos
sistemas se diferencian por su morfologia y estructura interna. Las esferas son sistemas
de tipo matricial, donde el PA se encuentra disperso en un material que no es
posteriormente recubierto. Por otro lado, las capsulas son sistemas tipo reservorio,
constituidas por un nucleo (liquido, semisélido o sélido) donde se encuentra el PA,
rodeado por una cubierta externa que lo envuelve y protege (Brignone et al., 2020).

Como se menciond anteriormente, como tecnologia, la encapsulacién reviste
interés en una amplia gama de disciplinas, encontrandose en constante evolucién y
adaptacion a nuevos desafios, limitada sélo por la naturaleza de los PA, las propiedades
fisicas y quimicas del material de cobertura y las propiedades deseadas del producto
final en funciéon de su uso previsto (Alu’datt et al., 2022). Su potencial radica en la
posibilidad de proteccion de los PAs de condiciones fisicas, quimicas o fisiologicas
adversas que pudieran modificar su estabilidad, hicieran perder su viabilidad,
favorecieran su oxidacién, como asi también, la posibilidad de separar aquellos
componentes incompatibles y la capacidad de enmascaramiento de olores, colores y
sabores (Borgogna et al., 2010; Devi et al., 2017; Timilsena et al., 2020).

El tamano del sistema encapsulante de PAs afecta su modo Optimo de
administracion y sus propiedades de biodistribucién. Un gréfico simplificado de
didmetros de particulas aproximados para su utilizacion por diferentes vias de
administracién se muestra en la Figura 1. Las particulas submicrénicas son requeridas
para tecnologias de aplicacion intravenosa, utilizandose a menudo, por ejemplo, para el
diagndstico por imagenes (Slack et al., 1981).

Las nanoparticulas ligeramente mas grandes (50 - 200 nm de diametro) tienden
a ser de larga circulacion y particularmente apropiadas para tratamientos sobre distintos
organos y tejidos (Ernsting et al., 2013). Los regimenes de tamafio mayor al micrén se
utilizan principalmente para la administracién intramuscular/subcutdnea o inhalacién.

Para la administracién intramuscular, los diametros de las particulas se sitian entre 0,5-
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5 um, aunque los resultados muestran que 0,5-1 ym produce el nivel mas bajo de dafio
muscular (Kanke et al., 1980) y puede ser el tamafio 6ptimo. Para la inhalacién de
aerosoles, el diametro de particula determina el sitio de deposicion dentro del tracto
respiratorio. Las particulas mas pequefas (1-5 pm de diametro) se depositan en los
bronquios y los alvéolos, mientras que las particulas mas grandes (entre 8-20 um) se
depositan en el tracto respiratorio superior, a menudo en la garganta y la cavidad nasal
(Labiris & Dolovich, 2003). Por ultimo, las particulas mas grandes, de cientos de
micrones, son adecuadas para la administracién oral o localizada (Luppi et al., 2010,
Geczy, 2016; Cooper & Yang, 2019).

i T T T f T 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Tamaiio de particula (um)

Figura 1: Didmetros de particulas aproximados utilizados en diferentes vias de administracion
(Figura modificada de Geczy, 2016; Danaei et al., 2018).

Este detalle permite poner en contexto los resultados obtenidos en este trabajo
de Tesis, dado que las particulas obtenidas con los dispositivos microfluidicos disefiados
serian factibles para aplicaciones de administracion oral. En tal sentido, la
caracterizacion realizada a las mismas cubre algunas condiciones de esta via de

administracién.

I.3. Biopolimeros utilizados para encapsulacion

Se pueden utilizar numerosos materiales encapsulantes, entre ellos se destacan
los carbohidratos, las proteinas, los lipidos y algunos polimeros especiales con
capacidades especificas (ej. acido poli lactico co-glicélico, PLGA). En la mayoria de los
casos son satisfactorios para uso en el tracto gastrointestinal, disolviéndose segun el
grado de reticulacién y las condiciones del medio.

La seleccidon del material encapsulante adecuado determina las propiedades
fisicas y quimicas de las microparticulas resultantes. Al seleccionar un polimero, se

deben tener en cuenta los requisitos del producto a disefar, es decir, la estabilizacién,
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la reduccidon de la volatilidad, las caracteristicas de liberacién, las condiciones
ambientales, etc.

El polimero debe ser quimicamente compatible y no reactivo con el PA vy
proporcionar las propiedades de encapsulacion deseadas, como resistencia, flexibilidad,
impermeabilidad, propiedades Opticas y estabilidad. Se utilizan generalmente polimeros
hidrofilicos, polimeros hidrofébicos o una combinacion de ambos (Peanparkdee et al.,
2016; Timilsena et al., 2020).

1.3.1. Materiales a base de carbohidratos

El almidon y algunos de sus derivados (maltodextrina, dextrina, ciclodextrina y
polidextrosa), asi como derivados de la celulosa (metilcelulosa, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, etilcelulosa) tienen importantes capacidades como encapsulantes
y no son digeribles por muchos organismos. Por lo tanto, pueden usarse para inhibir el
crecimiento de hongos, como se muestra en un estudio de la metilcelulosa para
encapsulacion de aceites esenciales de plantas (Hossain et al., 2019), y también, de la
hidroxipropilcelulosa para encapsular fosfatasa alcalina (Karewicz et al., 2014).

Entre los exudados y extractos de plantas disponibles comercialmente, la goma
arabiga es el exudado vegetal mas comun para encapsular PAs (Nussinovitch, 1997).
Los extractos marinos, como, por ejemplo, carragenatos y alginatos, se originan
principalmente de algas pardas, aunque también pueden ser sintetizados por algunas
bacterias como material extracelular (Zhang et al., 2016). Los polisacaridos microbianos
y animales, como, por ejemplo, xantano, gellan, dextrano y quitosano, también son
adecuados para ciertas aplicaciones, pero deben evitarse en productos veganos. El uso
generalizado de estos materiales encapsulantes en los sistemas alimentarios y
farmacéuticos se debe a sus propiedades esenciales, tales como no toxicidad, buena
estabilidad, biodegradabilidad, bioaccesibilidad, asi como también presentar un costo
relativamente bajo (Fathi et al., 2014; Assadpour & Jafari, 2019).

1.3.2. Materiales a base de proteinas

La capacidad de gelificacion y de formacién de peliculas de las proteinas, las
hacen muy buenos materiales encapsulantes. Entre las mas utilizadas, se destacan las
de soja, mani y trigo (proteinas vegetales), a pesar de las limitaciones significativas
debido a la alergenicidad y la sensibilidad al gluten (enfermedad celiaca) que pueden
presentar algunas personas (Damodaran, 2005) y las provenientes de huevo,
lactosuero, caseinas y gelatina. Su aplicacién es muy amplia, incluyendo, entre ellas la
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encapsulacion de probioticos, células, acidos grasos, antioxidantes, aromatizantes y
antibiéticos (Eratte et al., 2015; Ghasemi et al., 2017; Assadpour & Jafari, 2019).

1.3.3. Materiales a base de lipidos

Algunos compuestos lipidicos como los fosfolipidos, glicéridos, ceras y acidos
grasos se pueden utilizar para encapsular sustancias tanto hidrofilicas como lipofilicas
(Pavaloiu et al., 2021). Se presentan como una alternativa de relevancia debido a la
solubilidad mejorada en alimentos que contienen lipidos, su alta biodisponibilidad y la
capacidad para liberacidén controlada de PAs (Akhavan et al., 2018).

I.4. Métodos de encapsulacion

Existen varios métodos de encapsulacién, especialmente para la micro y
nanoencapsulacion, dependiendo de la naturaleza del PA y de su aplicacion final, sea
en alimentos, productos farmacéuticos, agricultura, textiles, papel y otras industrias
relacionadas (Mohammadian et al., 2020).

La complejidad de los métodos es variable y en muchos casos suelen solaparse
las técnicas, pero en forma general las distintas metodologias implican encerrar un PA
por generacion de esferas o capsulas o mediante la formaciéon de una emulsién que lo
contenga. En algunos casos luego se someten a secado para facilitar su manipulacion
y almacenamiento. En general, pueden clasificarse en métodos quimicos,
fisicoquimicos, electrostaticos o mecanicos/fisicos (Noore et al., 2021).

El disefo y funcionamiento adecuado de los sistemas de encapsulacion requiere
una comprensién fisicoquimica de los mecanismos de encapsulacion, la posible
interaccion de los PA con las matrices encapsulantes, su estabilidad y el
comportamiento de liberacion.

Entre los métodos clasicos de encapsulacién se mencionan a continuacién los

mas utilizados dentro de cada clasificacion.

I.4.1. Procesos quimicos
Polimerizacion interfacial

En este proceso se utilizan dos monémeros, uno soluble en aceite y otro soluble
en agua, que posteriormente reaccionan en la interfaz de la FD y FC de un sistema de
emulsion agua en aceite (W/O) produciéndose, a ese nivel, una reaccién de
policondensacién en la superficie del PA provocando la formacién de microcapsulas o
microesferas (Brignone et al., 2020).
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En general, el PA, en funcién de su solubilidad, se encuentra dispersado en una de las
dos fases que contienen uno de los monémeros en disolucion. Existen reportes sobre la
obtencién de microesferas de acidos carboxilicos por polimerizacion interfacial, lo que
las convierte en candidatas promisorias de su aplicacién para bioseparacion, liberacién
de farmacos y biocatalisis (Lopretti et al., 2007).

Inclusiéon molecular

La inclusién molecular es definida como una nueva asociacion supramolecular
de un ligando (material encapsulado) dentro de un sustrato con una cavidad (agente
encapsulante) por enlaces de hidrégeno y/o fuerzas de van der Waals. La ciclodextrina
es uno de los materiales encapsulantes mas utilizados, sobre todo para proteger
saborizantes y otros ingredientes termolabiles en los alimentos, vitaminas y aceites (Hill
et al., 2013).

1.4.2. Procesos fisico-quimicos
Emulsificacion. Evaporacion de solvente.

La emulsificacion es una técnica muy utilizada en la industria alimentaria y
basicamente consiste en la dispersidén de un liquido en otro, pudiéndose obtener gotas
que oscilan entre 0,1 y 100 um. La generacién de una sola emulsién es bastante simple
y solo requiere la mezcla de dos fases inmiscibles: una fase dispersa (a menudo un
solvente organico) con una fase continua (a2 menudo una solucién tensioactiva acuosa).

La metodologia fundamental para obtener cualquiera de los regimenes de
tamano (micro/nano emulsiones) es la misma, aunque los diferentes niveles de
"energia" (agitacion, ultrasonicado) y el disefio del reactor, permitiran lograr el tamario
deseado.

En forma general, las emulsiones pueden clasificarse segun la organizacion de
las fases de aceite y agua. Existen dos tipos de procesos generales: emulsiones de
agua/ aceite y emulsiones de aceite / agua, aunque se puede hacer una emulsion donde
los dos tipos de emulsiones estén relacionados y se le llama doble emulsion, por
ejemplo, agua / aceite / agua (de Souza Simdes et al., 2017). El PA que se desea
encapsular se adiciona en el sistema de gotas obtenido.

En algunos sistemas, se pueden generar gotas en la emulsion que luego se
polimerizan generando particulas. En estos casos, muchas veces luego se procede a
evaporar el solvente o fase continta de la emulsién para obtener particulas sélidas y

secas.

25



Introduccioén general

Coacervacion/Separacion de fases.

La coacervacion es la separacion en dos fases liquidas en sistemas coloidales.
La fase mas concentrada en el componente coloidal es el coacervado y la otra fase es
la solucién de equilibrio. La separacién en fase asociativa de dos polimeros en el agua
ocurre si hay una atraccion electrostatica.

La microencapsulacion por coacervacion generalmente consta de tres pasos
realizados bajo agitacion continua: (a) formacion de tres fases quimicas inmiscibles, (b)
deposicion de revestimiento y (c) rigidizacién del revestimiento. Suele clasificarse la
metodologia en dos categorias: coacervacion simple y coacervacion compleja.

La primera implica la adicion de una sustancia fuertemente hidrofilica a una
solucion de coloide dando origen a dos fases. La coacervacion compleja es
principalmente un proceso dependiente del pH y es causada por la interaccion de dos
coloides de carga opuesta. La naturaleza &cida o basica del sistema debe ser
manipulada para producir microcapsulas. Por encima de un cierto valor critico de pH, el
sistema dependiendo de su naturaleza acida o basica puede producir microcapsulas.
Por debajo de ese valor de pH no se formaran. Generalmente la coacervacion compleja
trata con el sistema que contiene mas de un coloide (de Kruif et al., 2004; Devi et al.,
2017; Timilsena et al., 2019).

En especial, los coacervados complejos formados por interacciones
proteina/polisacérido, son ideales para encapsular PAs y para el desarrollo de sistemas
de liberacién desde los mismos, ya que se encuentran frecuentemente involucrados en
procesos fisioldgicos. Esta condicion, hace mejorar la biodisponibilidad de los PAs y
minimizar posibles efectos secundarios (Singh et al., 2010).

Atrapamiento por liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas esféricas con un didametro comprendido
entre 50-500 nm. Estan compuestos de una o mas bicapas lipidicas, como resultado de
la emulsion de lipidos naturales o sintéticos en un medio acuoso (Lopretti et al, 2007;
Jha et al., 2016).

Los liposomas son muy utilizados en nanomedicina debido principalmente a su
biocompatibilidad, estabilidad, facilidad de sintesis, alta eficiencia de carga de PAsy alta
biodisponibilidad (Hafner et al., 2014). Debido a su tamafno, caracteristicas hidrofobicas
e hidrofilicas y su capacidad para encapsular PAs en el interior acuoso de las vesiculas
o en la membrana lipofilica, se utilizan eficazmente como sistemas de administracién de
PAs (Bulbake et al., 2017).
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En la actualidad y en concomitancia con los métodos clasicos de obtencion de
liposomas (Hidratacién de pelicula delgada o método de Bangham, evaporacién en fase
reversa, inyeccién de solvente, etc.) (Pradhan et al., 2015) se esta utilizando el método
microfluidico. En este método, los lipidos se disuelven en etanol o isopropanol, y la
solucién resultante se inyecta en posicion vertical o en la direccion opuesta al medio
acuoso dentro de los microcanales. Este método implica la mezcla axial continua de las
soluciones organicas y acuosas y conduce a la formacion de liposomas. Los liposomas
se estabilizan utilizando tensioactivos para evitar la coagulaciéon y la separacion. El
método microfluidico controla el proceso de mezcla de fases organicas y acuosas para
lograr liposomas reproducibles con un tamafno medio adecuado, buena polidispersidad,
morfologia (Gkionis et al., 2021).

1.4.3. Procesos mecanicos y fisicos
Revestimiento de lecho fluidizado/suspension neumatica.

El revestimiento de lecho fluidizado y suspension neuméatica desarrollado por
D.E. Wurster en la década de 1950, también se denomina proceso Wurster y puede
utilizarse mediante tipos diferentes de técnicas: pulverizacion superior, pulverizacién
inferior y lecho fluidizado de fusién en caliente; el revestimiento de capa superior se
considera el proceso mas viable, por razones técnicas y econémicas, para la aplicacién
industrial.

El método consiste en la preparacion de la solucién de revestimiento, la
fluidizacion del material del nucleo como particulas/comprimidos/granulos, el
recubrimiento de las particulas del nucleo y posterior secado mediante aire circulante
para producir una fina capa de revestimiento uniforme alrededor del material del nacleo.

Se utiliza comunmente para el recubrimiento secundario de productos ya

encapsulados con el propésito de mejorar su estabilidad (Timilsena et al., 2020).

Secado por aspersion (spray) y congelacion por pulverizacion.

Son técnicas muy efectivas y permiten obtener productos con morfologias
regulares y tamanos de particula que van de 100 a 1000 nm para nanocapsulas y de 1
a 1000 um para microcapsulas (Pinén-Balderrama et al., 2020, Neves et al., 2021).

Debido a ciertas similitudes de los dos procesos, se discuten juntos. Los
procesos de secado por aspersion y de congelacion por pulverizacion son similares en
el sentido de que ambos implican dispersar el material del nicleo en una sustancia de

recubrimiento licuado y rociar o introducir la mezcla de revestimiento del nucleo en
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alguna condicion especial, por lo que se ve afectada la solidificacién relativamente
rapida del revestimiento.

La principal diferencia entre los dos métodos es la solidificacion del
revestimiento. La solidificacion del revestimiento en caso de secado por pulverizacién
se ve afectada por la rapida evaporacién de un disolvente en el que el material de
revestimiento se disuelve, mientras que en el congelamiento por pulverizacién se logra
mediante el congelamiento térmico de un material de revestimiento fundido o
solidificando un revestimiento disuelto por la introduccién de la mezcla de material del
nucleo de revestimiento en un no disolvente. Las limitaciones de la técnica incluyen una
eficiencia de encapsulacion relativamente baja y la posibilidad de pérdidas de
ingredientes activos durante el almacenamiento (Laohasongkram et al., 2011; Favaro-
Trindade et al., 2021).

Recubrimiento en bandeja

Se utiliza para la microencapsulacion de particulas relativamente grandes de
alrededor de 600 um, se ha extendido ampliamente en la industria farmacéutica debido
a que se utilizan como sistemas de liberacion controladas.
En la practica, el revestimiento se aplica como solucién o como pulverizacién atomizada

al material sélido deseado en el molde de recubrimiento (Laohasongkram et al., 2011).

Extrusion

La encapsulacién por extrusion es un método simple para producir productos
encapsulados altamente densos. En este proceso de coextrusion liquida, el nucleo
bioactivo y el agente de recubrimiento se bombean por separado a través de un orificio
concéntrico situado en la circunferencia exterior de la cabeza del extrusor.

El material del nucleo fluye a través del centro del tubo, mientras que el material
de revestimiento fluye a través del tubo opuesto. Debido a que el equipo esta unido a
un eje giratorio, el nucleo y la matriz de la cascara se coextruiran a medida que la cabeza
gira a través de los orificios concéntricos. La fuerza centrifuga impulsa la varilla extruida
hacia afuera, causando que se rompa en particulas diminutas (Bamidele & Emmambuyx,
2020).

Las distintas metodologias de encapsulacién detalladas permiten obtener
sistemas particulados con distintos tamanos promedios, dispersion de tamanos,
morfologias y eficiencia de encapsulaciéon de los PA. Esta descripcién permite poner en
contexto las ventajas del sistema de encapsulacién propuesto mediante dispositivos
microfluidicos que se describira en el Capitulo 1 del presente trabajo de Tesis.
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.5. Mecanismos generales de liberacion de activos desde los sistemas
particulados
Los principales mecanismos que promueven la liberacién de los PA desde los

sistemas particulados se describen a continuacién.

1.5.1. Disolucién

La disolucion puede definirse como un proceso por el cual las moléculas de un
soluto (o PA) se disuelven en un solvente. En los sistemas de liberacion controlada por
disolucién (Figura 2), los PAs se recubren o encapsulan dentro de membranas
poliméricas de disolucion lenta (sistemas reservorios) o matrices (sistemas monoliticos),
respectivamente (Adepu & Ramakrishna, 2021). El proceso de disolucién de un PA
implica la transferencia de moléculas de PAs desde su fase sélida al medio circundante
(Devi et al., 2017).

Disolucién controlada

A
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Figura 2: Esquema de liberacién controlada por disolucion: Sistema tipo reservorio y sistema
tipo matriz (Figura modificada de Adepu & Ramakrishna, 2021).

La velocidad a la que el PAs se disuelve del sélido se puede utilizar para predecir
la tasa de liberacion desde el sistema. Cuanta mas alta es la solubilidad, mas rapida es
la velocidad de disolucién cuando no se involucra ninguna reaccion quimica.

Cuando el sélido se pone en contacto con el medio de disolucién a través de su
superficie, las moléculas se solvatan y se remueven del sélido. Las moléculas
solvatadas (soluto o PA) aumentan su concentracién en el medio de disolucién. Este
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aumento de la concentracion de soluto produce una capa limite alrededor del sélido
donde el medio de disolucidn tiende a estar saturado y la velocidad de disolucién
disminuye. La eliminacién de la capa limite provoca la renovacion del disolvente,
aumentando la velocidad de disolucion. El grosor de la capa limite también es importante
e inversamente proporcional a la velocidad de disolucion. En consecuencia, la velocidad
de disolucién depende del tamano de las particulas sélidas, la agitacion, la viscosidad
del medio de disolucion y la temperatura (Lengyel et al., 2019).

1.5.2. Difusién

La difusion molecular a través de polimeros y membranas sintéticas es una
estrategia eficiente, segura y sencilla para lograr la liberacion controlada de PA. En los
sistemas tipo céapsula, el propédsito de la membrana o pared es mediar en la difusién del
PA. Este primero necesita difundir a lo largo del reservorio, disolver o dividir entre el
fluido portador y la membrana, difundir a través de la membrana, particionarse entre la
membrana y el medio de elucién (externo) y, finalmente, transportarse desde la
superficie del sistema. Los sistemas monoliticos se caracterizan por estar constituidos
con el agente activo cargado directamente en una matriz, actuando como medio de
almacenamiento y como mediador de difusion (Vijayakumar & Subramanian, 2015;
Stewart et al., 2018). En la figura 3, se puede apreciar un esquema de estos sistemas.

Sistema tipo reservorio Sistema tipo monolitico

I Polimero @ Principio Activo

Figura 3: Esquema del proceso de difusién molecular tipo reservorio y tipo monolitico (Figura
modificada de Stewart et al., 2018).
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1.5.3. Osmosis

La administracién osmotica controlada se refiere al proceso de movimiento del
disolvente desde una menor concentracion de soluto hacia una mayor concentraciéon de
soluto (PA) a través de la membrana semipermeable. La concentracion de solutos
(también llamados osmolitos) y la compatibilidad termodinamica del agua con estos
osmolitos determina el potencial quimico, que a su vez determina el flujo de agua a
través de la membrana junto con el gradiente de concentracion del agua. Cuando los
osmolitos son moléculas pequenas (por ejemplo, sales), la presion osmética se
determina principalmente por la concentracién de osmolitos, pero cuando los osmolitos
son polimeros, la presion osmotica se determina conjuntamente por la concentracion de
polimeros y la compatibilidad polimero/agua.

La velocidad de flujo osmético a través de una unidad de area de la membrana
se determina por:

* La concentracion y la naturaleza de los osmolitos en ambos lados de la
membrana

* Temperatura

* La permeabilidad hidraulica de la membrana.

El recubrimiento de PA con polimeros semipermeables también puede controlar
su liberacién. Cuando estas particulas se exponen al agua, el disolvente cruza los
recubrimientos de polimero y disuelve el agente activo, lo que lleva a un gradiente en la
concentracién de soluto que impulsa aun mas agua en el interior. Para acomodar esto,
el recubrimiento debe expandirse y se desarrollan tensiones en la pared.

De acuerdo con la fuerza impulsora osmética, el revestimiento se rompe vy el
activo se libera. Por lo tanto, utilizando diferentes espesores de recubrimiento, las
particulas se pueden programar para estallar en diferentes momentos (Figura 4).

Compartimiento Compartimiento Compartimiento
unico doble multiple

/_ r_...... =aniamiare N Agente | -
. osmético 13
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\ ....... RIr Siniilly 5

Figura 4: Esquema de sistemas osmaticos de liberacién de PAs (Figura modificada de Stewart
et al., 2018).
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En comparacién con los sistemas de liberacion de activos basados en la difusion
y la erosidn, los sistemas osméticos tienden a ser menos eficientes en volumen y més
complejos en disefo. Sin embargo, ofrecen ciertas ventajas sobre los otros sistemas,
como el aumento de la eficacia del PA, mejor administracion controlada de PAs y la
reduccion de la frecuencia de dosificacion (Majhi et al., 2020; Adepu & Ramakrishna,
2021).

1.5.4. Hinchamiento (Swelling)

En los sistemas de administracion de medicamentos controlados por hinchazén,
el PA se dispersa o disuelve en el polimero hidrofilico cuando esta en un estado vitreo
(duro y rigido) (Adepu & Ramakrishna, 2021). Cuando esta red polimérica esta rodeada
de agua se expande y se forman nuevos enlaces quimicos o fisicos. Esta expansién de
volumen y la consecuente aparicidn de mayores espacios entre las cadenas poliméricas
facilitan la liberacién de agentes activos de estos sistemas poliméricos.

Pueden distinguirse distintos tipos de fendmeno de hinchamiento (Figura 5):

(a) La matriz desaparece cuando todo el polimero se hincha. En este caso, el
hinchamiento es frecuentemente en el inicio de la disolucién del polimero.

(b) A veces el hinchamiento del material es limitado y la matriz no desaparece. Este
fenbmeno puede ocurrir si el agua y el polimero son insuficientemente
compatibles, si la longitud de la cadena del polimero es lo suficientemente
grande, o si se hay enlaces quimicos entre las cadenas de polimeros.

® PA @®PA
L
Agua Agua @
—— 4
@
Sélido Gel Sélido

r‘ - |

(a) (b)
Figura 5: Esquema de sistemas de liberacién de PAs por hinchamiento: (a) Todo el polimero se
hincha y desaparece la matriz, (b) Hinchamiento limitado del polimero, la matriz no desaparece

(Figura modificada de Von Burkersroda et al., 2002).
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La hidrofilia del polimero, la presencia y cantidad de enlaces quimicos entre las
cadenas de polimero, el ambiente idnico y el pH determinaran el grado de hinchamiento.

Los polimeros hidrofébicos no se hinchan significativamente (Colombo et al., 2000).

1.5.5. Erosion

Algunos materiales poliméricos se elaboran para desempenar una funcion mas
activa en el proceso de administracion del PA. Estos polimeros sufren erosion cuando
son expuestos a reacciones quimicas, liberando el PA, dando lugar a dos categorias
generales de sistemas:
(1) Sistemas de inmovilizacion fisica: el PA esta inmovilizado fisicamente por la red
polimérica, y se libera después de la erosidn de la red. Estos sistemas también
se denominan erosionables o biodegradables.
(2) Sistemas de inmovilizacién quimica: cuando el PA esta quimicamente ligado a
la estructura polimérica o es en si mismo parte de la estructura, el sistema esta
formado por inmovilizacion quimica.
Las ventajas de un sistema erosionable son evidentes, ya que el sistema desaparecera
en el sitio después de ser administrado. La liberacion de PA de estos sistemas se rige
principalmente por la cinética de degradacién, que es especifica para cada sistema.

Hay dos tipos de comportamiento en sistemas erosionables: la erosién superficial
y la erosion bulk. La erosién superficial ocurre cuando la invasién de agua es lenta o la
hidrélisis es rapida. Cuando el polimero es hidrofébico, sus enlaces quimicos
susceptibles a la hidrélisis estan protegidos de la exposicion al agua en el interior del
sistema polimérico. La hidrélisis acompanada de la liberacién del PA solo se produce en
o cerca de la superficie. La erosion superficial conduce a la reduccion de las
dimensiones del sistema con el tiempo. La erosion superficial pura es casi imposible de
lograr, y la difusién del PA fuera de una matriz puede ocurrir antes de la erosién. La
hidrélisis de los enlaces es la principal forma en que se produce la erosién polimérica, y
también puede ser catalizada por acido o base. El esquema de liberacién puede
observarse en la Figura 6.
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PAenla

superficie del Erosién
polimero superficial
PA liberado
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superficial

Figura 6: Esquema de etapas de erosién de la superficie del sistema: (a) PA atrapado en las
capas externas del sistema comienza a liberarse en los medios circundantes después de la
erosién de la superficie del sistema; (b) EI PA restante queda atrapado en el sistema de
administracion, que reduce su tamario a medida que avanza el tiempo; (¢) Erosion polimérica de
la superficie hacia el interior, lo que finalmente resulta en la liberacién de todo el PA. (Figura
modificada de Adepu & Ramakrishna, 2021).

En la erosién bulk el medio circundante (agua) invade el sistema mas
rapidamente que lo que ocurre la hidrélisis, las escisiones de la cadena se inician por
todas partes. Se caracteriza inicialmente por una hidrélisis muy lenta, y las escisiones
iniciales pueden dotar a las cadenas de suficiente movilidad que migran y forman
cristalitos, que son menos susceptibles a la hidrélisis. Después de que se haya
producido un grado determinado de hidrdlisis, el proceso puede acelerarse. La
formacion de cadenas cortas puede conducir a una pérdida general de polimero y a un
aumento de la concentracion de agua por difusién y/o ésmosis.

En la erosién bulk se distinguen varias etapas (Figura 7):

a) El PA se libera de la superficie del sistema o de los poros que estan conectados a la
superficie.

b) Etapa latente en la que se produce una pequefa degradacion del polimero, y el PA
restante queda atrapado.

c) El PA atrapado se libera rapidamente cuando el polimero se desintegra.
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Figura 7: Representacion esquematica de las etapas involucradas en la erosion bulk: (a) EI PA
en la superficie del polimero comienza a liberarse; (b) etapa latente de liberacion; (c)
desintegracién de polimeros y liberacién rapida del PA (Figura modificada de Adepu &
Ramakrishna, 2021).

La liberacién de PA debido al fenédmeno de erosion puede ser debido al pH, a
hidrélisis enzimatica u otras condiciones fisicoquimicas que generen la degradacién de
cada polimero que se utilice como matriz encapsulante.

Es relevante mencionar que en la mayoria de las aplicaciones los mecanismos
de liberacion que ocurren son combinados, ocurriendo en forma simultanea varios de

los mecanismos mencionados (Peanparkdee et al., 2016).

1.6. Morfologia y tamaino de particulas. Influencia en aplicaciones.

Las caracteristicas basicas de las particulas (microcépsulas/microesferas)
incluyen su morfologia, distribucién de tamaro, relacion PA/pared (microcapsulas) y
constitucién de la matriz (microesferas). Desde el punto de vista de la fabricacién, estos
criterios  proporcionan los medios para ajustar el rendimiento de
microcapsulas/microesferas y el subsecuente comportamiento de liberacion. En la
practica, se producen una amplia variedad de estructuras intermedias, dependiendo de
la naturaleza de los materiales de partida y los detalles del proceso de fabricacion
(Figura 8).

El efecto del tamafno de particula en el rendimiento de encapsulacién de la
microcapsula/microesfera se puede entender en términos de dos criterios
interrelacionados, a saber, la superficie y el espesor de la capa/pared o la constitucion
de la matriz polimérica. Con un peso de muestra constante, las
microcapsulas/microesferas mas pequenas tienen una superficie mas grande y, por lo

tanto, una difusion mas rapida (menor retencion) de PA.
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Otro parametro importante en el desempeno de las microcapsulas/microesferas
es la naturaleza del polimero (o matriz), y especialmente su compatibilidad con el PA.
En general, los residuos anfifilicos en el polimero mejoran la miscibilidad del PA y

facilitan la formacion de microcapsulas/microesferas.

@oC

Microcapsula con Microcapsula con Microcapsula con Microcapsulacon Microesfera con
un solo nicleo un niicleo multiples nicleos multiples nicleos mezcla molecular
solido no sélido solidos no solidos de matriz y activo

Figura 8: Esquema de diversas morfologias de microcapsulas y microesferas para encapsular
PAs (Figura modificada de Birnbaum & Brannon-Peppas, 2004).

Ademas de las micro/nano cépsulas y micro/nano esferas, cuyo nucleo se
encuentra confinado en una matriz de recubrimiento, pueden presentarse otros sistemas
de encapsulacion. Estos se componen principalmente de sustancias orgénicas
relacionadas como lipidos, proteinas y carbohidratos, y donde, las nanoparticulas
generadas pueden ser liquidas, semisélidas o sélidas a temperatura ambiente (Figura
9).

g&?ﬂ;}_
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Nanoemulsiones Microemulsiones Liposomas Nanoparticulas Nanofibras
lipidicas

dad

Figura 9: Esquema de diversas formas de encapsular PAs (Figura modificada de Ruiz-Rico et
al., 2018).

Los sistemas mencionados presentan mdultiples y variadas aplicaciones en
alimentos, farmacos, cosméticos, nutracéuticos, etc. Su utilizacion esta en constante
evolucion, debido a su potencialidad como portadores y liberadores de PAs
(McClements y Xiao, 2017).
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Por Ultimo, en cuando a la distribucion de tamano, como la velocidad de
liberacion depende del area superficial de las particulas, la polidispersidad influye
fuertemente a la hora de lograr un sistema con velocidad de liberacién controlada.
Cuanto mas polidispersas en tamafo sean las particulas menos precisién se lograra en

el diseno del sistema de liberacion del PA (Berchane et al., 2007; Busatto et al., 2018).

I.7. Interacciones entre proteinas y polisacaridos

Las estructuras basadas en interacciones entre proteinas y polisacaridos se
consideran eficaces para disenar sistemas particulados para la liberacién de activos.
Existe una tendencia a utilizar nano/microparticulas de proteinas y polisacaridos
estructuradas covalentemente o electrostaticamente, combinando los beneficios de
ambos biopolimeros (Assadpour et al, 2020; Bassijeh et al., 2020; Zhao et al., 2021).

Una estrategia utilizada para construir un sistema proteina/polisacérido es la
complejacion electrostatica, mezclando ambos biopolimeros en condiciones adecuadas.
En comparacién con las micro/nano particulas obtenidas solamente con proteinas, las
formadas electrostaticamente como un complejo de ambos biopolimeros aumentan la
estabilidad a largo plazo y la resistencia a agentes desfavorables como, por ejemplo,
temperaturas extremas, concentraciones iénicas elevadas, etc.

En los complejos proteina/polisacaridos unidos covalentemente se fortalece la
integridad del sistema desarrollado (Zhao et al., 2021) y su sintesis dependera de
diferentes factores:

1.7.1. Naturaleza de los biopolimeros utilizados

La naturaleza de los biopolimeros involucrados es de suma importancia y la
selecciébn de combinaciones adecuadas es importante para obtener sistemas
particulados con especificidad de tamano, hidrofilicidad y carga eléctrica, caracteristicas
determinantes tanto para la estabilidad coloidal como para patrones de liberacion de los
activos encapsulados.

Entre las proteinas, las de conformacion abierta presentan menos
inconvenientes para la asociacién a polisacaridos que las globulares.

La estructura molecular de polisacaridos también afecta la fuerza de las
interacciones. La mayoria de los polisacaridos son anionicos, con la excepcién del
quitosano que es cationico. El uso de polielectrolitos débiles con bajas densidades de
carga lineal (pectina, goma xantana, carboximetilcelulosa y goma guar), asi como

polielectrolitos fuertes (quitosano y carragenato) permite regular la formacion de la
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estructura y crear matrices diferentes para diferentes aplicaciones (Weiss et al., 2019;
Gentile et al., 2020).

1.7.2. pH y fuerza i6nica

Las propiedades de los sistemas compuestos por proteinas y polisacaridos
basados en interacciones electrostaticas dependen del pH y la fuerza ibnica, ya que
estos factores condicionan la existencia de cargas opuestas en los biopolimeros que
reaccionan.

Para la complejacién idnica, tanto la proteina como el polisacarido deben
presentar cargas opuestas. Ambas macromoléculas tienen un punto isoeléctrico (pl),
ademas, en el pl también puede haber regiones de la proteina que estan cargadas
positiva 0 negativamente, posibilitando la interacciéon con un polisacarido iénico.

Normalmente, los complejos proteina/polisacarido estan formados por un
polisacarido anionico en combinacidén con una proteina de carga positiva, pero también
es posible la situacidn opuesta (Evans et al., 2013; Gaber et al., 2018).

La fuerza ibnica del medio también influye significativamente en las interacciones
del tipo electrostéticas, apantallando las cargas eléctricas que intervienen en las
interacciones antes mencionadas (Gentile et al., 2020). Por lo tanto, el ajuste adecuado
del pH y de la fuerza idnica es crucial, asi como el conocimiento de las propiedades

catiénicas/anionicas de los biopolimeros utilizados.

1.7.3. Temperatura

La temperatura puede afectar la complejacion causada por las interacciones
electrostaticas. Las interacciones hidrofébicas son mayores a una temperatura mas alta
debido a la mayor exposicion de los sitios de interacciéon por cambios conformacionales
inducidos por el calor a los biopolimeros. Por el contrario, el enlace de hidrégeno se
favorece a bajas temperaturas (Setiowati et al., 2020).

1.7.4. Relaciones de mezcla y concentracion

Para cada mezcla de biopolimeros siempre existe una concentraciéon y una
relacion de mezcla Optima para obtener interacciones estables (Warnakulasuriya &
Nickerson, 2018) y la mezcla de estos biopolimeros puede formar un sistema
monofasico o bifasico, segun la naturaleza de los biopolimeros implicados en la
composicién de la solucién (Figura 10). En un sistema de una fase, los dos biopolimeros
pueden existir como moléculas individuales o0 como complejos solubles que se

distribuyen uniformemente en todo el sistema. En un sistema de dos fases, la separacion
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de fase puede ocurrir a través de dos mecanismos fisicoquimicos diferentes: la
separacion asociativa o segregativa (McClements, 2006Schmitt y Turgeon, 2011;
Semenova, 2017; Souza et al., 2018).

En la separacion asociativa, hay una atraccién fuerte entre los biopolimeros
diferentes que hace que se asocien entre si. El sistema de dos fases resultante consiste
en una fase rica en biopolimeros y una fase con ausencia de ambos biopolimeros. La
fase rica en biopolimeros puede ser un coacervado o un precipitado, dependiendo de la
fuerza de la atraccidn y la naturaleza de los polimeros involucrados (de Kruif et al. 2004;
McClements, 2006; Schmitt y Turgeon, 2011).

En la separacion segregativa, hay una repulsion relativamente fuerte entre los
dos tipos diferentes de biopolimeros, es decir, hay una energia libre de mezcla positiva
(desfavorable). El origen molecular del fenébmeno suele ser un efecto de exclusion
estérico. Este tipo de separacion de fase a menudo ocurre cuando uno o ambos
biopolimeros no estan cargados, o cuando ambos biopolimeros tienen cargas eléctricas
similares. A concentraciones de biopolimeros suficientemente bajas, los dos
biopolimeros se mezclan intimamente y forman una solucién monofésica, pero una vez
que la concentracion de biopolimero supera un cierto nivel se produce una separacién
de fase siendo una de las fases rica en un tipo de biopolimero y agotado en el otro tipo,
y viceversa (Tolstoguzov 1991; Cooper et al. 2005; McClements, 2006).
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Figura 10: Representacién esquematica de los tipos de arreglos estructurales que pueden ocurrir

cuando las proteinas y los polisacaridos se mezclan (adaptada de McClements, 2006).
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1.8. Sistemas microfluidicos para liberacion controlada de activos
1.8.1. Breve historia de la microfluidica y conceptos basicos asociados al flujo en
microcanales

En los ultimos anos se han hecho progresos considerables en el campo de la
miniaturizacién. Ahora es efectivamente posible miniaturizar hasta tamafos
submicrométricos todo tipo de sistemas, como, por ejemplo, mecanicos, fluidicos,
electromecanicos o térmicos. En la década de 1980, estos logros dieron lugar a un
nuevo campo conocido como MEMS (sistemas microelectrénicos-mecanicos). Mas
tarde, en la década de 1990, este dominio se diversificd considerablemente, con
dispositivos MEMS que se fabricaron para aplicaciones quimicas, biolégicas y
biomédicas. Estos sistemas empleaban flujos de fluidos que funcionaban en
condiciones inusuales e inexploradas, lo que naturalmente condujo a la necesidad de
crear una nueva disciplina que se llamé microfluidica (Mans et al., 1990; Tabeling, 2005).

La microfluidica se conoce generalmente como la ciencia y la tecnologia que se
ocupa de los flujos de fluidos en microcanales, generalmente en el rango de 1-1000 pum.
Los procesos microfluidicos se distinguen por la capacidad para manejar y controlar
cantidades muy pequefas de liquido, desde microlitros (10 L) a picolitros (1072 L) en
un sistema bien definido.

Dentro de los microcanales se producen fenébmenos fisicos que adquieren
relevancia a tal punto que son los que gobiernan el comportamiento de flujo, a diferencia
de lo que sucede en los flujos macroscopicos en donde estos fendmenos resultan
despreciables. En tal sentido, para comprender y predecir el comportamiento de flujo en
los sistemas microfluidicos resulta necesario entender la fisica en la microescala.

Uno de los numeros adimensionales mas Utiles para caracterizar el flujo dentro
de un microcanal es el numero de Reynolds (Re), el cual representa la relaciéon entre

la fuerza inercial y la fuerza viscosa:

Re="" (1)

donde pu es la viscosidad dinamica del fluido [Pa.s], p es la densidad [Kg.m™®], d es la
longitud caracteristica [m], y u es la velocidad media aparente del fluido [m.s7]. La
longitud caracteristica, también conocida como didmetro, o diametro hidrulico se puede
derivar para cada forma de canal. Para canales de flujo con area de seccién transversal

no circular, d se define como:
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ad=22 )

Donde A es la seccion transversal del canal [m?]y D,, es el perimetro mojado del canal
[m].

Practicamente, Re describe la preeminencia relativa de las fuerzas inerciales
sobre las fuerzas viscosas. En un canal microfluidico con una escala de longitud
pequena (por ejemplo entre 0.1-1 mm) y flujos bajos (0.1-10 mm s'), el Re suele oscilar
entre 10® y 100, aunque a menudo en el orden de 1. Esto significa que las fuerzas
viscosas dominan.

Para los flujos en escala macroscopica es comunmente aceptado que un flujo es
laminar si su Re < 2000. En el flujo laminar, las lineas de corriente son paralelas y se
pueden pensar como capas que se deslizan una a lo largo de la otra. Una de las
caracteristicas mas notables de la microfluidica es que el flujo es siempre laminar. Por
lo tanto, la mezcla entre dos fluidos miscibles diferentes se producira a través de la
difusién molecular o la adveccién (Peng y Peterson, 1995; Tabeling, 2005; Stone, 2007;
Zhang et al., 2016).

1.8.2. Beneficios en la reduccion del tamafio y la automatizacion
Conceptualmente, la idea de la microfluidica es que los fluidos pueden ser
manipulados con precision utilizando dispositivos de microescala, comunmente
conocidos como sistemas de analisis total miniaturizados (UTAS) (Manz et al., 1990) o
tecnologias /lab-on-a-chip (LoC). Desde un punto de vista tecnoldgico, la tecnologia LoC
ofrece muchos beneficios en comparacion con los sistemas convencionales a mayor
escala:
v La miniaturizacién de dispositivos aumenta la portabilidad, permite mediciones
in situ y desarrollo de sistemas de punto de atencion.
v" Consumo minimo de fluidos, ideal para manipular muestras y reactivos costosos
y dificiles de obtener.
v" Reduccion de la produccién de residuos, haciéndolos amigables con el medio
ambiente.
v Reduccion del consumo de energia.
v Capacidad para realizar andlisis de alto rendimiento procesando varios ensayos
en paralelo.
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v' Reaccién rapida y analisis rapido, permitiendo obtener los resultados en
segundos o minutos, en lugar de horas o dias.

v Sensibilidad/precisién mejorada.

v' Procesamiento versatil y controlable de los sistemas microfluidicos a
dimensiones desde micrometros hasta nanémetros.

v' Materiales de construccion ampliamente aplicables, incluido el plastico, para
producir sistemas microfluidicos a un costo unitario muy bajo, permitiendo que
sean desechables y evitando cualquier tipo de contaminacion cruzada (Haeberle
& Zengerle, 2007; Rios et al., 2010).

Los dispositivos tienen dimensiones que van desde micrémetros a milimetros,
con la necesidad en muchos casos, de adaptar tecnologias utilizadas en equipos de
mayores dimensiones para esta tecnologia. De todas formas, varias plataformas
tecnoldgicas y sus componentes escalables estan disponibles para la manipulacion de
fluidos a escala de los microlitros, y para cada plataforma ha habido cierto éxito en la
fabricacidn de sistemas integrados con valvulas, sensores y actuadores para el analisis

biolégico, quimico y fisico.

1.8.3. Motivacion de estudio: generacion microfluidica de microparticulas para
vehiculizar activos con funciones bioldgicas

La microfluidica, en contraposicion a las metodologias clasicas para obtener
microparticulas, permite a través de microdispositivos generar particulas
monodispersas, de tamario bien controlado, de pocos micrones de didmetro, y, ademas,
ofrece la posibilidad de funcionalizar las particulas modificando su forma, su
compartamentalizacion, y hasta su microestructura (Kim et al., 2014). Esta posibilidad
ha sido muy explorada ultimamente, debido a dos motivaciones principales: la sintesis
de nuevos materiales para farmacologia, cosmética, medicina y alimentos (Duncanson
et al., 2012), y la utilizacion de las microgotas como micro-reactores en si mismos
(Gunther & Jensen, 2006). El aspecto que tienen en comun estas aplicaciones es que
las microgotas permiten confinar y aislar especies quimicas en un ambiente donde la
difusion, el mezclado y las cinéticas de reaccidbn pueden manipularse muy
eficientemente.

Motiva este trabajo doctoral, la posibilidad de disefiar y construir dispositivos
simples para la obtencién controlada de microparticulas, capaces de vehiculizar activos
en sistemas funcionalizados aplicables en diversos campos cientificos y tecnol6gicos.

Asi como la posibilidad de desarrollar los mismos, en laboratorios convencionales, sin
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la necesidad de uso de salas limpias, con la consiguiente posibilidad de répido
prototipado y bajo costo de construccion.
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Il. OBJETIVOS

Il.1. Objetivo general
Desarrollar y generar particulas micrométricas funcionalizadas para vehiculizar
principios activos (vitaminas, hormonas, antibiéticos, proteinas, células) de interés en

biotecnologia, medicina, tecnologia alimentaria y farmacologia.

I.2. Objetivos especificos

- Disenar y construir dispositivos de microfluidica para la produccion de microgotas.

- Generar microparticulas monodispersas y de tamafo controlado.

- Caracterizar las microparticulas y validarlas como vehiculizadores de principios activos
con funciones bioldgicas.
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CAPITULO 1
DISENO, FABRICACION Y PUESTA A PUNTO

DE DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS PARA
LA GENERACION DE MICROPARTICULAS.
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1.1. Introduccién

En los dltimos anos, las industrias alimenticia, biotecnoldgica y farmacéutica se
han centrado en el desarrollo de productos con compuestos bioactivos para mejorar sus
propiedades, cubrir déficits o tratar patologias especificas. Estas aplicaciones
representan un gran desafio para los tecnélogos y cientificos, dado que los PAs que se
agreguen deben permanecer biodisponibles luego de su ingestion o administracién, por
lo que deben proveerse mecanismos para su proteccion y posterior liberacidén
controlada. Como se describié en la introduccion, una de las estrategias tecnoldgicas
mas aceptadas actualmente es la encapsulacion de PAs en diferentes sistemas
emulsionables (microgotas) o particulados en diversas matrices poliméricas (capsulas,
particulas, etc.). En este contexto, la microfluidica se posiciona como una alternativa
tecnolégica para generar micro/nano particulas que encapsulen PAs mediante la
manipulacién de fluidos en dispositivos microfluidicos (Tabeling, 2005; Whitesides,
2006; Shi, 2010; Lee et al., 2018). En el presente capitulo se presenta una breve
introduccion de conceptos tedricos y practicos vinculados al disefio de dispositivos
microfluidicos para la generacion de microgotas. Asimismo, se describen los
dispositivos disefiados y explorados para su utilizacién en las aplicaciones propuestas
en este trabajo de tesis.

1.1.1. Fundamentos de la generacion de microgotas

Cuando se intenta hacer circular fluidos inmiscibles por microcanales la fuerza
mas importante en juego es la tension interfacial, la cual, determina el comportamiento
de la interfaz. Asi, cuando dos fluidos inmiscibles entran en contacto en un canal en una
situacion dindmica, el sistema se inestabiliza y evoluciona formando estructuras
globulares, idealmente esféricas, las cuales minimizan la energia interfacial, donde uno
de los fluidos se rompe para formar una fase discreta o dispersa (FD) y el otro una fase
continua (FC), lo cual persiste mientras se agregue trabajo mecanico al sistema. En
efecto, con el sistema estanco, las gotas rapidamente coalescen y se regresa a la
situacion de las fases separadas. Para inhibir el proceso de coalescencia, es forsozo
agregar un tensioactivo que favorezca la generacion de interfaces y permita la
estabilizacion de las microgotas como entidades discretas de un liquido dentro de otro.
De esta forma, la generacion de flujos bifasicos en sistemas microfluidicos se utiliza a
menudo para obtener emulsiones monodispersas que pueden ser de aceite en agua
(O/W) o de agua en aceite (W/O).
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Uno de los nimeros adimensionales més importantes para describir a este tipo de
sistemas es el numero capilar (Ca), que mide la importancia relativa entre tensiones

viscosas e interfaciales:

Ca= ’7—; )

Donde v es la velocidad caracteristica del fluido [m.s'], 77 es la viscosidad [Pa.s] de la

FC, yy es la tensién interfacial [N.m]. Particularmente, para la generacién de
microgotas en microfluidica y a velocidades de flujo accesibles usando bombas de
jeringa, los nimeros Ca se extienden tipicamente en el rango de 10 a 10" (Christopher
& Anna, 2007; Berthier & Brakke, 2012).

La generacion de microgotas consiste en hacer coincidir dos fluidos inmiscibles
en un determinado confinamiento geométrico, cuyas secciones caracteristicas estan en
el rango de 20-200 pum. ElI mecanismo de formaciéon de la gota depende de la
competencia entre la tension impuesta por el flujo de la FC y la tension interfacial, e
involucra un conjunto de problemas fluidodinamicos relativamente complejos. Desde
este punto de vista, se obtienen diferentes regimenes de flujos, dependiendo del valor
del Ca (compresidn, goteo, coflujo), las viscosidades, los caudales, las dimensiones y
junturas de los microcanales (Para nuestro trabajo de Tesis, con énfasis en juntura T y
cruz) (Christopher & Anna, 2007; Baroud et al., 2010; Mashaghi et al., 2016; Anna, 2016;
Sattari et al., 2020).

Después de la formacion de gotas, se pueden observar dos patrones principales
de flujo en el canal, el flujo segmentado y el flujo de gota (Xu et al., 2006; Sattari et al,
2020). El primero se produce cuando los caudales de las fases dispersa y continua son
comparables, o cuando el ancho del canal por donde confluye la FD es mayor o igual al
ancho del canal por donde confluye la FC. Cada fase forma segmentos discretos que
ocupan toda la seccion transversal del canal. A medida que el caudal de la FC aumenta,
o que el ancho del canal de la FC es mayor que el ancho del canal de la FD, el volumen
de las gotas disminuye, y el patron de flujo en el canal principal pasa del flujo
segmentado al flujo de gotas, donde las gotas ya no ocupan toda la seccion transversal
del canal (Xu et al., 2006).

Como se menciond, dependiendo del tipo de juntura se pueden obtener
diferentes patrones de flujo. Para junturas del tipo “cruz’, para un Ca bajo ( < 1), se
pueden observar tres patrones tipicos de flujo (Figura 11), donde las gotas se forman:

e enlajuntura (a)
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e en la corriente descendente de la juntura (b), formando un hilo que se vuelve
inestable después de una distancia de flujo laminar

e como flujos paralelos estables (c), donde los flujos entran formando un co-flujo

en paralelo a la corriente descendente sin segmentarse.

Figura 11: Patrones de flujos tipicos en junturas “cruz’ (Figura modificada de Liu & Zhang,
2011).

Para el caso de junturas de tipo T, donde cada canal porta fluidos de fases
diferentes y las tensiones de corte de un fluido sobre el otro producen la ruptura, la gota
emerge del canal lateral y se deforma antes del desprendimiento, pudiéndose observar
distintos patrones de flujo: laminar, compresion, goteo, chorro (Figura 12). En los
regimenes de compresién y goteo, la formacion de la gota comienza en la interseccidn
de la juntura T. La diferencia, es que, en el régimen de compresién, la gota incipiente
bloguea el canal completamente antes de que se separe del flujo dispersivo, mientras
que en el régimen de goteo hay una brecha entre la gota incipiente y la pared de canal
opuesto donde la fase continua todavia puede fluir a través. En el régimen de chorro, la
formacion de gotas comienza corriente abajo desde la unién en T con un filamento de
fase dispersa cerca de la pared que conecta la gota a la entrada (De Menech et al.,
2008). La divisién entre diferentes patrones de flujo se hace sobre la base del Ca.

Se puede observar que al establecer un valor fijo de flujo de la FD y aumentar el
flujo de la FC (o aumentar Ca), el patron de flujo transita de laminar a uno de compresion,
luego a uno goteo y finalmente a uno de chorro. El flujo laminar inicial y el de chorro
final, también necesitan un flujo de FD relativamente grande. Todos los cambios
anteriores son consistentes con cambios originados en la FD, a bajos Ca cuando el flujo
de la FC aumenta (Bai et al., 2016).
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Secuenciaa: Secuenciab: Secuenciac: Secuenciad:
Laminar Compresion (Squeezing) Goteo (Dripping) Chorro (Jetting)

Figura 12: Patrones de flujo de generacién de gotas en juntura T: (a) Laminar, (b) Compresién
(Squeezing), (c) Goteo (Dripping), (d) Chorro (Jetting) (Figura modificada de Bai et al., 2016).

Para ambos tipos de junturas, la transicién del patrdn de flujo se verd afectada
principalmente por el nUmero capilar y las relaciones de caudales de FD a FC.

Un valor bajo de Ca sera indicativo de que las tensiones debidas a la tension
interfacial son fuertes en comparacion con las tensiones viscosas. Las gotas que fluyen
bajo tal condicién casi minimizan su superficie produciendo extremos esféricos. En la
situacion opuesta de alto Ca, dominan los efectos viscosos y se pueden observar
grandes deformaciones de las gotas y formas asimétricas (Zhang et al., 2016). Debido
a las caracteristicas de los fenbmenos que se desarrollan en un microcanal,
influenciadas no solo por las condiciones, composicién y propiedades de los fluidos
actuantes como FD y FC sino también por la geometria del canal, en este trabajo de
Tesis, seleccionamos solamente dos configuraciones de dispositivos, la juntura T y la

juntura Cruz, para analizar los posibles mecanismos de generacion de gotas.
Microcanales en forma de cruz: las fases confluyen de manera ortogonal y el flujo

elongacional produce adelgazamiento de la corriente central hasta que la misma se
segmenta en gotas que fluyen agua abajo (Figura 13).

:

= @m

Figura 13: Esquema de la juntura tipo “Cruz” para la generacion microfluidica de gotas.
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Microcanales en forma de T: cada canal porta fluidos de fases diferentes, y las
tensiones de corte de un fluido sobre el otro producen segmentacién de la corriente que
ingresa por el canal transversal, lo cual resulta en la formacion de microgotas que se

desplazan en la corriente de la FC (Figura 14).

-

i

Figura 14: Esquema de juntura tipo “T” para la generacién microfluidica de gotas.

Dependiendo de la composicion de las fases FD y FC, este tipo de dispositivos
permite obtener una diversidad de sistemas. Para ello, se utilizan generalmente canales
hidrofébicos para emulsiones W/O, mientras que se utilizan canales hidrofilicos para
obtener emulsiones O/W (Zhao & Middelberg, 2011).

Las microgotas generadas pueden ser utilizadas para solubilizar y proteger
farmacos y nutrientes, dirigir drogas o agentes de contraste hacia 6rganos o tejidos
especificos, encapsular células, entre otras aplicaciones (Huang et al., 2006; Xue et al.,
2015). Dependiendo del disefo particular, se generan diferentes problemas a resolver
ya sea de indole fisicoquimico y/o fluidodinamico.

Desde el punto de vista fluidodinamico, los dispositivos microfluidicos, a través
del control de diversos parametros (material y tamafo de los microcanales, caudales de
ambas fases, viscosidad de las FD y FC, etc.) permiten obtener microgotas de tamarno
controlado, regular y constante en el tiempo (Garstecki et al., 2006; Christopher & Anna,
2007; Khan et al., 2013).

1.1.2. Fabricacion de dispositivos microfluidicos: Materiales y métodos.

Uno de los principales desafios para la fabricacién de microdispositivos tiene su
origen en la necesidad de crear estructuras precisas y altamente funcionalizadas que
posean microcanales tridimensionales. A lo que debe agregarse la potencial reduccién
de costo de fabricacién, el consumo de reactivos, el tiempo de analisis, el aumento de
eficiencia y la portabilidad del dispositivo (Gale et al, 2018; Convery & Gadegaard,
2019). Todo ello ha convertido a la microfabricacién en un é&rea importante de
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investigacion para distintas aplicaciones microfluidicas (Brecher et al., 2015; Catarino et
al., 2017).

Los sustratos tipicos incluyen vidrio (Hwang et al., 2019), silicio (Nielsen et al.,
2019), metales (James et al., 2020), polimeros (Sticker et al., 2020) y ceramica (Malecha
et al., 2019), pero la diversidad y la calidad de los materiales estan aumentando
continuamente en funcion de las necesidades y principalmente de las ventajas y
desventajas de su empleo (Niculescu et al, 2021). Los primeros dispositivos
microfluidicos tipicamente utilizaban silicio, cuarzo o materiales de vidrio a los que se
sometia a procesos de microfabricacion, grabado y de deposicidn mediante métodos
quimicos. Sin embargo, estos enfoques tradicionales de microfabricaciéon presentan
varios aspectos negativos:

v El costo del sustrato por unidad de area es alto.

v El proceso es largo y costoso. Por lo general, se requieren pasos iterativos para
la limpieza, el estampado, el grabado y la deposicion.

v' Estos procesos se suelen llevar a cabo en un entorno de sala limpia.

v El perfil acabado es limitado, con canales poco profundos o circulares, debido a
las caracteristicas del proceso de grabado.

v Algunas propiedades fisicas de los materiales tradicionales no son deseables.
Las biomoléculas, por ejemplo, tienden a adherirse a una superficie de silicio. El
tratamiento quimico previo puede prevenir el problema de adherencia, pero el
riesgo de contaminacién es mayor. El silicio tampoco es un aislante eléctrico y
puede plantear problemas para algunos sistemas de bombeo como el electro-
osmotico. Ademas, el silicio tampoco es transparente y, por lo tanto, no es
adecuado para la deteccién Optica. El cuarzo y el vidrio requieren altas
temperaturas y tensiones para la unién, lo que puede ser problematico para la
fabricacidon de dispositivos (Boswell et al., 2018).

En general, el costo de producciéon y algunas limitaciones fisicas de los
materiales plantean dificultades para su amplio uso en aplicaciones de dispositivos
microfluidicos. Es por esto que desde hace tiempo se ha centrado la atencion en los
polimeros como materiales de fabricacion para dispositivos microfluidicos debido a sus
caracteristicas Unicas:

v' Son relativamente baratos en comparacion con el silicio. Esta caracteristica es
especialmente importante para la produccion en masa o el uso desechable en
aplicaciones biomédicas.

v Disponen de una amplia gama de propiedades de material para adaptarse a las
necesidades de los procesos y dispositivos.
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v' Pueden ofrecer buena transparencia Optica, aislamiento eléctrico o buena
permeabilidad a los gases, lo que es importante para las algunas aplicaciones
(Waldbaur et al., 2011; Scott & Ali, 2021).

Los polimeros se clasifican en términos de la quimica de los monédmeros, pero
también es posible una clasificacion fisica en tres categorias que dependen de la medida
en que los polimeros cambien de forma cuando se exponen al calor: termoestables,
termoplasticos y elastomeros. Si las cadenas de polimero estan altamente
interconectadas, entonces la red es estable con la temperatura y el material se clasifica
como un termoestable (ej.SU-8). En el caso de los termoplasticos, las cadenas de
polimero no estan entrecruzadas, por lo que son capaces de moverse dentro del
material, especialmente a temperaturas elevadas. Los polimeros termoplasticos se
ablandan cuando el material se calienta por encima de la temperatura de transicion
vitrea, el punto donde los polimeros se vuelven similares al caucho y son deformables,
lo que los hace adecuados para ser moldeados con moldeo por inyeccion o estampado
en caliente. Los polimeros termoplasticos se pueden clasificar como cristalinos u
amorfos, teniendo el primero un rango de transicion vitrea estrecho y el segundo un
rango amplio.

Los elastomeros son polimeros débilmente entrecruzados que cambian su forma
bajo fuerza externa y regresan a la forma original después de que se elimina la fuerza.
En este caso, la transicidn vitrea estd por debajo de la temperatura de funcionamiento
y por lo tanto son similares al caucho y pueden deformarse sin presién excesiva, lo que
los hace ideales para la implementacion de microvalvulas y microbombas (Scott & Al,
2021).

En la actualidad hay una amplia variedad de polimeros que se utilizan para fabricar
micro dispositivos de laboratorio, de acuerdo a las propiedades deseadas. Entre los mas
comunes se destacan el poli-dimetilsiloxano (PDMS), poli metacrilato de metilo (PMMA),
polietileno de alta densidad, polietileno de baja densidad, poliamida 6 y el fotorresistente
a base de epoxi SU-8 (Pinto et al., 2014; Lim et al., 2015; Catarino et al., 2017). También
se pueden citar otros polimeros tales como policarbonato, poliestireno, cloruro de
polivinilo, poliimida y la familia de los polimeros ciclicos de olefina (Squires & Quake,
2005; Baroud et al., 2010). EI PDMS y el PMMA han sido ampliamente utilizados para
micro sistemas porque tienen bajo costo, son transparentes y su flexibilidad permite la
integracion de actuadores elastoméricos y elementos Opticos en los dispositivos
disenados (Wong & Ho, 2009; Scholten & Meng, 2015). EI SU-8 también ha ganado
importancia principalmente debido a su uso como material para moldes. Su

fotosensibilidad permite obtener estructuras de cualquier forma y tamano (Pinto et al.,
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2014; Lim et al., 2015). En este trabajo de Tesis se utilizo el termoplastico PMMA para
el desarrollo de los distintos prototipos.

La fabricacién de microcanales involucra una amplia gama de técnicas, que
fueron adaptadas de otras aplicaciones o desarrolladas para este fin, evolucionando
desde la microelectronica (Jain et al., 2022). Las técnicas para la fabricacién de
microcanales se seleccionan teniendo en cuenta el material de fabricacién y aplicacion
a la que se destinara; entre los métodos mas utilizados, se pueden describir en forma
general los siguientes:

Métodos mecanicos

Dentro de las técnicas mecanicas, unas de las mas utilizadas son el estampado
en caliente (Schift et al., 2000; Jauregui et al., 2010) y el moldeo por inyeccién, donde
los moldes que crean las microestructuras se calientan a una temperatura superior a la
temperatura de transicion vitrea de los polimeros y, por lo tanto, los polimeros se pueden
inyectar en los moldes. A medida que el polimero se solidifica en el molde se contrae
significativamente, por lo que se tiene que suministrar al molde una masa fundida
adicional para compensar la contraccion (Huang & Lin, 2017; Zhang et al., 2017). El
moldeo por inyeccién de piezas de polimero con caracteristicas a microescala ha dado
muy buenos resultados en aplicaciones como partes médicas, electrénicas, épticas,

dispositivos microfluidicos, entre otros (Hong et al., 2020).

Métodos quimicos

Las técnicas quimicas mas utilizadas son el grabado humedo, seco, el
mecanizado por descarga electroquimica y la litografia. Generalmente se utilizan para
el gravado de canales en sustratos como ceramica, vidrio y silicio, mediante la remocién
o deposicién de material sobre ellos (Elvira et al., 2022). El grabado hiumedo utiliza para
la remocion de material acidos fuertes (fluorhidrico) y permite gravar muchas obleas
simultaneamente, pero esto es una limitacién por tratarse de sustancias altamente
corrosivas y riesgosas para su manipulacion. El grabado en seco (grabado reactivo de
iones) permite la creacion de perfiles de canales mas precisos utilizando para remover
el material un bombardeo i6nico direccionado. Se utiliza comiunmente para sustratos
transparentes.

El mecanizado por descarga electroquimica es un proceso de fabricacion no
convencional que utiliza una chispa generada electroquimicamente y la alta temperatura
de ella elimina el material no deseado ya sea térmica o quimicamente (Hwang et al.,
2019).
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La litografia es una de las técnicas de fabricacion de microcanales mas utilizadas
e incluye técnicas como la fotolitografia, la litografia de haz de electrones, la litografia
de haz de iones, la litografia blanda, la litografia de nanoimpresion y la litografia de rayos
X. La técnica de fotolitografia en forma general implica la generacién de una mascara
(tipicamente una capa de patron de cromo en una placa de vidrio) que cubre el sustrato
(como silicio, vidrio 0 GaAs) con polimero fotorresistente. Se irradia luz ultravioleta a
través de la mascara sobre el polimero fotorresistente, o0 que origina que se transfiera
el patrdn de la mascara a la capa fotorresistente sobre el sustrato generando un molde
o un sello con un patron de relieve. Si bien la técnica es muy utilizada para la generacion
de dispositivos, presenta inconvenientes: control limitado sobre las sobre las
propiedades de la superficie (incapacidad para grabar en superficies curvas), largo
tiempo desde el disefio hasta el prototipo y la necesidad de fabricacién en salas limpias
(Ziaie et al., 2004; Pal & Sato, 2009). La litografia suave es la técnica de litografia mas
utilizada, sobre todo con polimeros elastoméricos. Estos, son fundidos y curados sobre
un sello (oblea) de silicio positivo. Después del curado el polimero se retira del sello (Qin
et al., 2010; Rodrigue et al., 2015; Catarino et al., 2017; Geng et al., 2020; Matsumoto
et al., 2020; Mondal et al., 2020; Liu et al., 2021). Esta técnica de fabricacién también

requiere de su ejecucion en salas limpias.

Micromecanizado basado en laser

El micromecanizado laser es ampliamente utilizado para fabricar microcanales
precisos. Esta técnica se puede utilizar para corte, perforaciéon, mecanizado y grabado,
obteniéndose una buena terminacién y cortes precisos en comparacién con otros
métodos, pudiéndose adaptar a una amplia gama de materiales, desde aleaciones
metdlicas hasta materiales no metalicos y materiales compuestos, especialmente
polimeros (Dubey & Yadava, 2008; Mushtaq et al., 2020). La velocidad y potencia del
laser, tipo y presion de gas de asistencia, espesor y tipo de lamina del polimero, asi
como el modo de funcionamiento (onda continua o modo pulsado) son los parametros
que deben controlarse, ya que juegan un papel importante en el tamano y la profundidad
de los canales microfluidicos y en el corte de los sustratos (Choudhury, 2010; Ahmed et
al., 2016). Si la potencia del laser es muy baja y la velocidad es rapida, daria lugar a un
grabado superficial. Mientras que, si la potencia se mantiene alta y la velocidad del laser
es lenta, el laser cortaria a través del material. Por lo tanto, se deben elegir los ajustes
de potencia y velocidad 6ptimos con respecto al espesor de los materiales (Benton et
al., 2019; Singh et al., 2020).
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El principio basico del micromecanizado laser es la ablacion (Becker & Gartner,
2000). En relacion a este proceso, en forma general, cuando un haz concentrado de
radiacion laser incide sobre una superficie, los electrones presentes en el sustrato son
excitados por los fotones laser generando calor. Los efectos de calentamiento provocan
la fusién o vaporizacién del material, resultando en la eliminacion de materiales
macroscopicos del sustrato (Prakash & Kumar, 2015; Hoffman, 2015; Ahmed et al.,
2016).

La calidad de la resolucion final dependera no sélo de propiedades del material
tratado (conductividad térmica, coeficiente de absorcidn, reflectancia), sino también de
aquellas inherentes al laser, como monocromaticidad, direccionalidad del haz, longitud
de onda, frecuencia de repeticion. El efecto directo del punto focal del laser sobre la
velocidad de grabado, la redeposicidén de los residuos y las microestructuras formadas
en la superficie de la muestra, seran funcionales a los parametros mencionados (Wang
et al., 2008).

En este trabajo de Tesis se eligié la técnica de micromecanizado por ablasién
laser, debido a que esta metodologia permite la fabricacion de dispositivos
microfluidicos en laboratorios convencionales, evitando el uso de salas limpias y
reduciendo significativamente los costos de fabricacién. Asimismo, la practicidad y bajo
costo del método, permite una mas rapida optimizacidén de los procesos de generacién

de microgotas mediante un redisefio iterativo de prototipos.

1.1.3. Sistemas de bombeo

El sistema de bombeo es esencial para controlar el flujo y manipular los fluidos
a través de los microcanales del dispositivo microfluidico. Los sistemas de generacién
de flujo pueden dividirse en dos grandes grupos: sistemas de generacion de flujo pasivo
y sistemas activos (Han, W. & Chen, X., 2021). Los sistemas pasivos basan su
funcionamiento en el flujo de los fluidos a través de los canales del dispositivo bajo la
accion de fuerzas tales como la gravitacional, capilar, osmética, tension superficial,
succion al vacio o la presion. Estos sistemas no requieren de piezas mecanicas
complejas, por lo que pueden emplearse para aplicaciones microfluidicas portétiles y de
bajo costo (Zhu, P., & Wang, L., 2017; Xu et al., 2020).

Los sistemas activos se basan en bombas de jeringa automaticas, microbombas,
valvulas electromagnéticas y magnéticas, bombas de vacio, fuerzas térmicas e
interacciones electrocinéticas. Los métodos de bombeo activo son mas complicados,
pero se han vuelto mas ampliamente utilizados debido a que durante los Ultimos arios

se ha logrado un control de flujo continuo mas preciso (Lake et al., 2017). La versatilidad
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de los sistemas microfluidicos autbnomos se puede aumentar mediante el uso de
elementos mecanicos miniaturizados adicionales integrados en el dispositivo, lo que
permite experimentos multi-etapa altamente controlados que no se pueden lograr con
sistemas pasivos y dispositivos manuales (Zhou et al., 2016; lakovlev et al., 2022).

En este trabajo de Tesis se utilizaron bombas de infusiéon de jeringa, lo cual
permitid controlar el flujo de fluidos de manera externa al dispositivo (componente
independiente), con poca necesidad de intervenciones del analista, con un buen

rendimiento y resultando muy econdmico.

1.1.4. Conectores
Al considerar la forma en que se conectara el dispositivo microfluidico a otros
dispositivos externos, se deben tener en cuenta otros aspectos, como:
v A qué dispositivos se conectara.
v Las entradas y salidas de fluidos posicionadas en un plano o perpendicular al
dispositivo.
v Si es de aplicacion especifico.

\

Area ocupada por conexiones.

v" Proceso de fabricacion (Si es un conector estandar o hecho en funcién de la
aplicacion).

v' Tolerancia a la presion y a la temperatura a la que se sometera por el paso de

fluidos.

Compatibilidad entre materiales utilizados.

Volumen muerto generado en las conexiones.

Esterilidad.

Permeabilidad.

Tipo de muestra a circular por las conexiones de entrada y salida.

AN NN Y NN

Precio.

Las interconexiones microfluidicas necesitan proporcionar una baja caida de
presion y volumen muerto y un sello hermético, junto con un funcionamiento confiable
bajo usos multiples (Perozziello et al., 2016). La adopcidén de un didmetro de entrada de
tamano estandar facilita la interconexién con otras plataformas que utilizan el mismo tipo
de conectores, asi como la conectividad con la mayoria de los equipos externos como
dispositivos HPLC vy espectrémetros de masas (Kirby & Wheeler, 2013) o
espectrofotdémetros Raman (Perozziello et al., 2016), asi como bombas de jeringa.
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1.2. Objetivos parciales

Los objetivos planteados para este capitulo son:

Objetivo 1: Disenar y construir dispositivos microfluidicos para la produccién de
microgotas.

Objetivo 2: Generar microgotas y microparticulas monodispersas y de tamano
controlado.

1.3. Materiales y métodos
1.3.1. Construccion de dispositivos microfluidicos

Para construir los dispositivos microfluidicos se utilizaron placas de PMMA
cristalino (Acrilicos Norglas, Santiago, Chile). Se trabajé con placas con un espesor de
4 mm con las cuales se confeccionaron dispositivos con laminas superpuestas, como
se describira en detalle a continuacion.

El corte de placas de PMMA (parte superior e inferior) se realizé utilizando una
plataforma laser de CO. ULTRA X6000 (PLS Platform, Universal Laser System,
Scottsdale, EE. UU.). Los pardmetros establecidos para realizar el corte fueron 120 W
de potencia y velocidad de posicionamiento del haz laser de 20 m.min"'. Se disefiaron
prototipos de dispositivos con dos configuraciones para generacion de microgotas:
juntura en forma de cruz y juntura en forma de T. Para ello, se obtuvieron placas de 30
mm de ancho y 80 mm de largo para chips con juntura en cruz y placas de 40 mm de
ancho y 70 mm de largo para chips con juntura “T".

Luego de obtenidas las placas, en la placa inferior de los respectivos prototipos
se gravaron los canales mediante ablasion, utilizando una potencia de 68 W y velocidad
de posicionamiento del haz laser de 40 m.min"'. Luego de la juntura, el canal se continué
en forma de serpentina para aumentar su longitud, permitiendo la estabilizacién de la
gota ya formada antes de alcanzar el ducto de salida. El ancho del canal se determin6
mediante microscopia Optica (DM750, Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiza) con
camara digital ICC50W integrada, midiendo en diferentes zonas del dispositivo y
obteniendo un valor promedio.

En la placa superior se realizaron perforaciones mediante frezado para insertar
los conectores de entrada y salida en los que se colocan las mangueras para la
inyeccioén de los fluidos. Las longitudes de los microcanales y sus configuraciones se
pueden observar en los planos disefiados para cada dispositivo (Figuras 15y 16).
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Seguidamente, las placas de PMMA se unieron térmicamente. Para ello, se
calentaron, induciendo la formaciéon de entrecruzamientos entre las macromoléculas
para generar una uniéon permanente (Bamshad et al., 2016; Liga et al., 2016).

(a) 135
S5 mm 15 mm7.5 mm 5 mm
5 1
L o g \ O
20 mm — J
o \ J
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10mm 15 mm 45 mm 10 mm
(b)
5mm 3mm
©l i
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15 mm
O O

10mm 15 mm 45 mm 10 mm

Figura 15: Disefo del dispositivo con juntura en cruz utilizado para el control computarizado del
laser. (a) Placa inferior. (b) Placa superior.

(a)
20 mm 15 mm 5 mm
>
10 mm o ~

15 mm
15 mm ®) \_f_

10 mm 50 mm 10 mm

30 mm

20 mm 5 mm
>
9 5 mm
10 mm @] (5—&'
15mm
15 mm 0 @) I 15 mm
10 mm 50 mm 10 mm

Figura 16: Disefio del dispositivo con juntura en “T” utilizado para el control computarizado del
laser. (a) Placa inferior. (b) Placa superior.
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Previo al proceso de union de ambas placas se realizé un protocolo de limpieza
con agua ultrapura para eliminar todas las impurezas provenientes tanto del proceso de
ablasion laser como del fresado mecanico, dejandose escurrir a temperatura ambiente.
Posteriormente, las superficies de PMMA se mojaron con etanol 99% (Cicarelli, San
Lorenzo, Argentina.), se ensamblaron y prensaron con pinzas tipo Binder clip de 25 mm
(SIFAP, Buenos Aires, Argentina). Luego, el dispositivo se puso en un horno
precalentado (Yamato, Modelo ADP310C, Santa Clara, EE.UU.). Se ensayaron
diferentes condiciones, hasta obtener las condiciones éptimas de 75 °C durante 10 min.
Una vez concluido este tiempo, se retird el dispositivo del horno, dejandose enfriar a
temperatura ambiente. Para finalizar, se retiraron las pinzas para equilibrar la presion
sobre las placas y se ajustaron los conectores con rosca M5, quedando el dispositivo

listo para su uso.

1.3.2. Ensayos de funcionamiento de los dispositivos

Para realizar las pruebas de concepto de los dispositivos disefiados, se decidid
trabajar con una FC de aceite de oliva y una FD de soluciones de alginato sédico.

Para la preparacién de las soluciones, se utilizé alginato soédico de baja
viscosidad Kelgin® LV (Kelco, Atlanta, USA). Se dispersé la cantidad necesaria de
alginato sédico bajo agitacion constante a 25 °C en agua ultrapura. Una vez finalizado
este procedimiento la solucién resultante se mantuvo bajo agitacién durante 30 min.
para garantizar disolucién completa. Unos minutos antes de finalizar el tiempo
establecido, se agregd azida sddica en una concentracién final de 0.02 % p/v para
prevenir de la degradacion microbiana. Las soluciones resultantes se dejaron reposar
toda la noche en heladera. Al dia siguiente, se volvieron a atemperar a 25 °C antes de
usar. Las concentraciones de alginato sodico analizadas fueron 1.0, 1.5y 2.0 % p/v.
Asimismo, se prepararon soluciones de cloruro de calcio dihidrato (Anedra, Buenos
Aires, Argentina) en una concentracion de 20 % p/v mediante disolucion de la sal en
agua ultrapura. Esta solucién se utilizé para inducir la gelificacién externa de la FD una

vez formadas las microgotas como se describirda a continuacion.

1.3.3. Optimizacion de regimenes de flujo para la obtencion de microgotas

La Figura 17 muestra el sistema completo. Los dispositivos microfluidicos
fabricados se alimentaron con jeringas plasticas descartables de 10mL (Coronet,
Jiangsu Medical Equipment Co, China) accionadas por bombas de infusion continua
(Modelo PC11UBT, Apema, Villa Dominico, Argentina). En una de las jeringas se carg6
soluciéon de alginato sédico (FD) y en la otra, aceite de oliva comercial (FC). Se
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exploraron diferentes regimenes de flujo fijando caudales en el rango de 0.1 mL.h™ a
4.0 mL.h"", para ambas fases. En cada prueba se evalud el mecanismo de formacién de
las microgotas y la estabilidad del flujo continuo.

Las microgotas generadas se recolectaron en la solucion de cloruro de calcio
dihidrato 20 % p/v con agitacién mecanica moderada utilizando un agitador magnético
(IKA C-MAG HS7 digital, Staufen, Germany). Las microparticulas obtenidas luego de la
gelificacién externa se caracterizaron con un microscopio éptico Leica DM750 con
camara digital integrada Leica ICC50W (Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiza).

Figura 17: Dispositivo completo para la obtencion de microparticulas.

1.4. Resultados y discusion.

La Figura 18 muestra los prototipos de dispositivos fabricados. Mediante la
puesta a punto de la metodologia descripta en la seccién 1.3.1, se obtuvieron prototipos
con microcanales con ancho promedio de 360 um (Se asumié seccién de los canales
cuadrada). Asimismo, se logré un pegado homogéneo dejando los microcanales bien
definidos, lo que permitié la generacion de flujos laminares sin perturbaciones.
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Figura 18: Diferentes prototipos de dispositivos microfluidicos fabricados y probados. (a)
Dispositivo con juntura “Cruz”’ y conectores de entrada y salida con roscas M5; (b) Dispositivo

con juntura “T” y conectores de entrada y salida con roscas M5.

Para determinar las condiciones operativas mas favorables, se exploraron
diferentes relaciones de flujo entre la FC y la FD. Después de explorar diferentes
condiciones en ambos prototipos de dispositivos, se selecciond la solucién de alginato
de sodio 1.5 % p/v como concentracién Optima para conformar la fase dispersa.
Utilizando concentraciones menores, no se lograron formaciones de gotas homogéneas
y con concentraciones superiores, ocurrian gelificaciones indeseadas dentro de los

microcanales provocando obstrucciones.

Determinacion de condiciones operativas para dispositivo con junturacruzy T
En la Figura 19, se muestra en un dispositivo con juntura “Cruz”, el efecto sobre
la formacion de gotas cuando se varia el caudal de la FD de 0.1 mL.h"" a 4.0 mL.h",
para un caudal constante de la FC de 3.5 mL.h", utilizando una solucién de 1.5 % p/v
de alginato de sodio. Las imagenes fueron tomadas utilizando un microscopio USB
enfocando la zona del dispositivo donde se produce la formacion de la microgota.
El efecto de la variacion de los caudales de la FD para un caudal fijo de FC, se observa
claramente en la secuencia de imagenes de la Figura 19.
En la Figura 19a y 19b se observa que para 0.1 mL.h"' de FD y 0.5 mL.h",
respectivamente, el flujo elongacional produce la segmentacién de la corriente central.
A mayores caudales de la FD, el fendbmeno de formacion de gotas se dificulta,
comenzandose a observar la formacién de un co-flujo continuo de la misma sin que se
produzca la ruptura, Figuras 19c, 19d, 19e y 19f. Por lo que, para estas relaciones de
caudales, la relacién 6ptima se verifica para un caudal de FC de 3.5 mL.h"" y FD de 0.1
mL.h""a 0.5 mL.h.
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Figura 19: Efecto de la variaciéon de flujo de la FD a flujo constante de FC (3.5 mL.h") en la
formacion de gotas (a) 0.1 mL.h", (b) 0.5 mL.h, (c) 1.0 mL.h"", (d) 2.0 mL.h"", (e) 3.5 mL.h"", (f)
4.0 mL.h". Imagenes obtenidas con microscopio USB.

El efecto de la variacion de los caudales de la FD para un caudal fijo de FC, se
observa claramente en la secuencia de imagenes de la Figura 19.

El mismo razonamiento de trabajo se utilizd para evaluar el efecto sobre la
formaciéon de microgotas cuando se mantiene constante el caudal de la FD se varia el
caudal de la FC en el rango comprendido entre 0.1 mL.h"" a 4.0 mL.h"". En la Figura 20
se evidencia el comportamiento de las fases a medida que se varia la relacion de
caudales.

Los resultados obtenidos muestran que la mejor relacién de caudales para

formar las microgotas se evidencia cuando se opera a FD 0.1 mL.h"" y FC de 3.5 mL.h
1
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Figura 20: Efecto de la variacion de flujo de la FC a flujo constante de FD (0.1mL/h) en la
formacion de gotas gotas (a) 0.1 mL.h, (b) 0.5 mL.h"", (c) 1.0 mL.h"", (d) 2.0 mL.h"", (e) 3.5 mL.h-
1 (f) 4.0 mL.h"". Im&genes obtenidas con microscopio USB.

En la Figura 21 se muestra el funcionamiento del dispositivo con juntura cruz
para estas condiciones especificas de trabajo. Se observo estabilidad de flujo del

sistema, facilitando su puesta en régimen y mantenimiento del funcionamiento.

)

Figura 21: Comportamiento del dispositivo con juntura “Cruz” en condiciones de trabajo. (a)

Elongacion de FD en la juntura. (b) Ruptura de la FD y formacién de la microgota. Las lineas
cortadas delimitan los bordes del canal. Se adiciond colorante AO a la FD para lograr una mejor

visualizacion de las microgotas.
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Este resultado es alentador, dado que la estabilidad del flujo obtenido en este
tipo de sistemas es uno de los mayores desafios a superar para un adecuado disefio
metodoldgico que permita una futura aplicacion y escalado de estas tecnologias para
producciones a nivel industrial.

Debido a que se observd que el impacto del goteo sobre la soluciéon de cloruro
de calcio producia cierta deformacién en las microgotas previo a la formacién de
microparticulas por accién del ion calcio, se decidi6 colocar una canula a la salida del
dispositivo de manera de sumergirla en la solucién de recoleccién permitiendo una
liberacibn mas suave. Asi, las particulas obtenidas resultaron homodispersas, con
buena esfericidad y con tamanos comprendidos en los 200 y 300 um (Figura 22).

200 pm |.|m .

Figura 22: Microparticulas de alginato sodico obtenidas por gelificacion externa utilizando un

dispositivo microfluidico con juntura “cruz’. Se adicion6 a la FD colorante AO para lograr una
mejor visualizacion de las microgotas.

En la Figura 23, se muestra en un dispositivo con juntura “T”, sobre el que se
realizan los ensayos de optimizacion de relaciones de caudales, evaluando el efecto
sobre la formacion de gotas cuando se varia el caudal de la FD (solucién de 1.5 % p/v
de alginato de sodio) de 4.0 mL.h"" a 0.1 mL.h"", para un caudal constante de la FC de
3.5 mL.h.
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Figura 23: Efecto de la variaciéon de flujo de la FD a flujo constante de FC (3.5 mL.h") en la
formacion de gotas(a) 0.1 mL.h, (b) 0.5 mL.h", (c) 1.0 mL.h", (d) 2.0 mL.h", (e) 3.5 mL.h7, (f)
4.0 mL.h". Imagenes obtenidas con microscopio USB.

Se puede apreciar en la Figura 23a un efecto no deseado en el canal, ya que la
FD se adhiere a las paredes. Esta situacién no deberia suceder ya que el PMMA se
caracteriza por sus propiedades hidrofobicas. Este efecto se pudo corregir variando la
relacion de caudales de las fases, hasta originar el desprendimiento de pequefnos
volumenes de FD, donde, la dinamica de los fluidos generaba microgotas de tamafno
variable que inestabilizaban el sistema (Figura 23b y 23c). En la Figura 23d se observa
el sistema en régimen de generacién de microgotas, para una relacion de caudal de
FC/FD igual a 3.5. Para una relacién de caudales de 7, se observé la formacién de gotas,
pero no se mantenia una generacion constante (Figura 23e). Para relaciones de
caudales superiores ya no se generaban microgotas (Figura 23f). Por lo que el sistema
bajo estas condiciones se estabilizaba en un rango acotado de relaciones de caudales.

El mismo razonamiento de trabajo se utilizd para evaluar el efecto sobre la

formacion de microgotas cuando se mantiene constante el flujo de la FD y se varia el
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caudal de la FC en el rango comprendido entre 4.0 mL.h"" a 0.1 mL.h"". En la Figura 24
se evidencia el comportamiento de las fases a medida que se varia la relacién de flujos.

Figura 24: Efecto de la variacion de flujo de la FC a flujo constante de FD (0.1mL/h) en la
formacion de gotas (a) 4.0 mL.h', (b) 3.5 mL.h", (c) 2.0 mL.h", (d) 1.0 mL.h"", (e) 0.5 mL.h"", (f)
0.1 mL.h". Im&genes obtenidas con microscopio USB.

En la Figura 24a se observa que cuando el flujo de la FC es de 4.0 mL.h"ingresa
al canal portador de la FD, impidiendo que esta circule. A medida que la relacion de
flujos va variando conforme a la reduccion del correspondiente a la FC, la FD comienza
a elongarse en el canal por el que circula la FC, pero sin producirse su ruptura para
formar la microgota (Figura 24b y 24c). Recién se observa ruptura y formacién de
microgotas cuando se da una relacién de caudales de FD/FC de 0.2 (Figura 24d) y de
formacion continua cuando la relacion es de 1 (Figura 24e). Para otra relacién, la FD
comienza a elongarse nuevamente, posiblemente debido a su caracter viscoelastico,
con lo que el sistema sale de régimen de generacidén de microgotas (Figura 24f).

Las imagenes fueron tomadas utilizando un microscopio USB enfocando la zona

del dispositivo donde se produce la formacién de la microgota.
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En la figura 25 a y 25b, se muestra la generacion de microgotas en las mejores
condiciones de trabajo para caudales de 1.0 mL.h"' FD y 3.5 mL.h"' FC.

Figura 25: Comportamiento del dispositivo con juntura “T” para FD 1.0 mL.h"" y FC 3.5 mL.h"".
(a) Elongacién de FD en la juntura. (b) Ruptura de la FD y formacion de la microgota. Las lineas
cortadas delimitan los bordes del canal. Se adicion6 a la FD colorante amarillo ocaso para lograr

una mejor visualizacién de las microgotas.

Las microparticulas obtenidas presentaron variabilidad de tamafos y gran
polidispersidad. Asimismo, se evidencié una pequefa deformacién con pérdida de
esfericidad luego de someterse a la gelificacion externa con agitacion (Figura. 26).

Figura 26: Microparticulas de alginato sodico obtenidas por gelificacion externa utilizando un
dispositivo microfluidico con juntura “T”. Se adicion6 a la FD colorante AO a la FD para lograr

una mejor visualizacién de las microgotas.
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Con ambos dispositivos propuestos se lograron obtener microgotas y
posteriormente microparticulas, luego del proceso de gelificacién externa con solucion
de cloruro de calcio 20 % p/v. Posiblemente, el caracter no Newtoniano de la solucion
de alginato sédico, hizo que se observaran diferentes fenédmenos en las etapas de
deformacion, ruptura y posterior liberacion de las gotas de la juntura donde se
generaban. Debido a este caracter no-Newtoniano pseudoplastico de las soluciones
poliméricas, la variacion del caudal de la FD conlleva a un cambio en la viscosidad de
la solucién. Para ambos dispositivos ensayados, el valor del Numero Capilar (Ca) resultd
de 0.018 (Ca << 1) (flujo de la FC de 3.5 mL.h", un valor de viscosidad de 81 mPa.s
para aceite de oliva a 20 °C y seccién de canal de 1.29.10"m?). Por lo que se evidencia
que las fuerzas viscosas predominan sobre las fuerzas interfaciales y en la juntura el
efecto fue muy notable. Es asi, que se observaron muchas diferencias en el trabajo con
ambos prototipos, en referencia al control del régimen de funcionamiento del sistema
reaccionante, dispersidad de tamafno vy caracteristicas morfolégicas de las
microgotas/microparticulas. El dispositivo con juntura cruz resulté mas versatil,
pudiéndose mantener en régimen de trabajo continuo de forma mas controlada y las
propiedades reoldgicas de la solucion de alginato, incluyendo la viscosidad intrinseca
de la solucién polimérica, fueron un aspecto importante a considerar. Tanto el peso
molecular del polimero como su concentracion en la solucion afectaron la dindmica del
proceso de ruptura y formacién de microgotas (Christanti & Walker, 2001; Christanti &
Walker, 2002). Para el caso de los fluidos poliméricos, el estudio de estos fenémenos
fundamentales esta emergiendo en la literatura y ciertamente merece mas investigacion
(Wong et al., 2017).

1.5. Conclusiones parciales

A partir de los estudios descriptos en este capitulo, relacionados a la fabricacion
de dispositivos microfluidicos para la generacién de microparticulas, se arribé a las
conclusiones que se detallan a continuacion:
() Los dispositivos se disenaron y construyeron integramente en laboratorios
convencionales, sin la necesidad de uso de salas limpias, posibilitando un mayor acceso
de estas tecnologias para su uso en los sectores académicos e industriales.
(i) Los materiales utilizados fueron adquiridos en su totalidad en comercios locales.
(iii) La produccion de dispositivos en PMMA micromaquinado posibilita la reduccién de
costos y disminuye tiempos de prueba en comparacién con otros métodos de
fabricacion.
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(iv) Las pruebas de concepto realizadas, utilizando una solucién polimerica previamente
estudiada como FD, permitieron evaluar los dispositivos bajo distintas relaciones de
flujos entre fases con el fin de obtener microgotas, habiéndose encontrado condiciones
operativas muy estables

(v) El dispositivo con juntura en “cruz” mostré una mayor estabilidad de flujo, facilitando
su puesta en régimen y mantenimiento del funcionamiento durante varias horas en
forma continua. El dispositivo con juntura T present6 problemas de puesta en régimen,
debido, sobre todo, a la adherencia de la FD a las paredes del canal que ocasioné
obstrucciones.

(vi) Ajustando variables operacionales tanto microfluidicas como quimicas se logré
obtener con el dispositivo de juntura cruz, microparticulas con un tamano comprendido

entre 200-300 um, homodispersas y con muy buena esfericidad.
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CAPITULO 2

GENERACION DE MICROPARTICULAS DE
CLARA DE HUEVO/K-CARRAGENATO CON
DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS
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2.1. Introduccién

Como se detall6 en la introduccién general de esta tesis, la interaccién especifica
entre proteinas y polisacaridos puede utilizarse para la obtencion de microparticulas
encapsulantes, transformandolas en portadores de PAs (Davidov-Pardo et al., 2015; De
Souza Simdes et al., 2017; Semenova, 2017).

En el presente capitulo se presenta una metodologia para la obtencién de
microparticulas compuestas por una mezcla de clara de huevo (EW) y k-carragenato
(CG) mediante la utilizacién de dispositivos microfluidicos. Se hace una breve
introduccion de conceptos tedricos relativos a los biopolimeros utilizados como matriz
constitutiva de las microparticulas. Luego, se describe la metodologia microfluidica
propuesta para generacion de microparticulas y encapsulacion de un PA hidrofilico
modelo. Finalmente, se presentan las experiencias realizadas para evaluar la capacidad

de liberacién del activo encapsulado en un medio acuoso.

2.1.1. Conceptos generales asociados a proteinas constitutivas del huevo de
gallina

El huevo de gallina (Gallus gallus domesticus) es uno de los alimentos
necesarios para equilibrar los requisitos dietarios del cuerpo humano y una rica fuente
de proteinas con un alto valor bioldgico. Proporciona una combinacién equilibrada y
Unica de nutrientes como &cidos grasos insaturados esenciales (acido oleico y acido
linoleico), hierro, fosfato, oligoelementos y vitaminas liposolubles para personas de
todas las edades (Huopalahti et al., 2007; Asghar & Abbas, 2012), por lo que es
considerado por tecnblogos y nutricionistas como el alimento perfecto de la naturaleza.

2.1.2. Estructura general del huevo

La estructura del huevo, puede describirse en forma general como integrada por
tres componentes principales: cascara, clara (EW) y yema.

La céascara presenta una estructura semipermeable porosa, compuesta
principalmente por carbonato de calcio (94%) (Chambers et al., 2017). Entre sus
funciones mas importantes se puede mencionar que: actla como barrera protectora
hacia el entorno, controla el flujo de agua y gas durante el desarrollo embrionario y el
balance en la proporcion de calcio para el desarrollo del pollito después de que se hayan
agotado las reservas de la yema (Belitz et al., 2009).

La EW es una fuente natural de proteinas de alta calidad, en forma de complejos
de glicoproteinas, rica en aminoacidos esenciales, que forma un sistema coloidal

especifico, el cual contiene numerosos grupos de polipéptidos. Es un fluido no-
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Newtoniano pseudoplastico. El pH de la EW del huevo recién puesto es de 7.6-7.9 y
puede aumentar hasta valores de 9.4 a 9.7, dependiendo de la temperatura, la cantidad
de di6xido de carbono en el medio ambiente y del grado de sellado de la cascara que
permita la difusion del diéxido de carbono a través de ella (Mine, 1995; Hammershgj et
al., 2002; Nys et al., 2004).

La yema es también un fluido no-Newtoniano pseudopléstico. Su pH es 6.0,
aunque puede aumentar ligeramente durante un almacenamiento prolongado (Nys et
al., 2004). Es fuente de antioxidantes, aminoacidos aromaticos, carotenoides, vitaminas,
fosfolipidos y proteinas, que no sdlo proporcionan valor nutricional, sino también actuan
a favor de la salud propiciando mdultiples beneficios mediante su ingestiéon (Song &
Kerver, 2000; Singh et al., 2012; Lesnierowski & Stangierski, 2018).

Segun algunos autores, la distribucién porcentual promedio de las estructuras
mencionadas, comprende a la yema en el centro (30%) rodeada de EW (60%) y ambas,
encerradas por membranas dentro de la cascara (10%) (Nys et al., 2004; Belitz et al.,
2009; Chambers et al., 2017).

2.1.3. Proteinas mayoritarias presentes en la EW
Dado que en este trabajo de Tesis se utiliza la EW como componente de la FD,
se presentan en la tabla 1 las proteinas predominantes en su constitucion porcentual y

sus puntos isoeléctricos.

Tabla 1: Composicién porcentual de la EW y puntos isoeléctricos de las proteinas principales.

Proteina Porcentaje (%) Punto isoeléctrico
Ovoalbumina 54 4.5
Ovotransferrina 12 6.1
Ovomucoide 11 4.1
Ovomucina 3.5 4.5-5.0
Lisozima 3.5 10.7

A continuacion, se describen algunas caracteristicas relevantes de estas proteinas,
tanto desde el punto de vista tecnofuncional como fisioldgico (Jin et al., 2022; Sun et al.,
2022).

Ovoalbumina
Es una fosfoglicoproteina monomérica con un peso molecular de 44.5 kDa. Es
la Unica proteina de la EW que contiene grupos sulfhidrilos libres (Mine, 1995) y
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aproximadamente el 5% de ella existe en la S-forma, mientras que, mas del 50% de la
ovoalbumina se convierte en forma irreversible a la especie S durante el
almacenamiento. Un pH de alrededor de 9.2 y una temperatura alta (85 a 95 °C)
aumentan la tasa de conversion (Donovan & Mapes, 1976).

La mayoria de las propiedades de la ovoalbumina y la S-ovoalbumina son
idénticas. Las diferencias entre estas proteinas se presentan sélo en condiciones de
desnaturalizacion. La S-ovoalbumina es una forma més estable al calor, con un marcado
aumento en la temperatura de desnaturalizacion. La temperatura de desnaturalizacién
de la ovoalbumina es de 81.6 a 84.5 °C, mientras que para la S-ovoalbumina es de 89.0
a 92.5°C. Es por esto que las temperaturas de coagulacion de la EW fresca y alterada
por almacenamiento difieren en 10 °C (Donovan & Mapes, 1976; Hammershgj et al.,
2002; Shinohara et al., 2007).

El tratamiento térmico de la EW por encima de la temperatura de
desnaturalizacion expone los aminoacidos no polares y que contienen sulfhidrilo de las
proteinas de la EW, permitiendo interacciones hidrofobicas y disulfuro. La formacién de
tales interacciones y enlaces conduce a la formacién de un hidrogel viscoelastico fuerte
(Weijers et al., 2006; Raikos et al., 2007; Zhu & Wang, 2017).

Ovotransferrina (Conalbumina)

Es una glicoproteina monomérica perteneciente a la familia de las transferrinas
con un peso molecular de 76 kDa y consiste en una cadena de péptidos que contiene
una unidad de oligosacaridos hecha de cuatro manosas y ocho residuos de N-
acetilglucosamina (Belitz et al., 2009).

Se conocen cuatro tipos principales de transferrina de union al hierro: transferrina
sanguinea (serotransferrina); lactotransferrina  de leche (lactoferrina);
melanotransferrina asociada a la membrana y ovotransferrina de EW (Crichton et al.,
1990). Aunque estos cuatro tipos de transferrina tienen funciones fisiol6gicas distintas,
todas sirven para controlar los niveles de hierro en los fluidos bioldgicos y, por lo tanto,
poseen caracteristicas conservadas. La produccion de ovotransferrina en los huevos
esta bajo el control de hormonas esteroides (estrdgenos, progestinas, glucocorticoides
y andrégenos), que proporcionan una secrecion de ovotransferrina de alto nivel en la

EW durante su biosintesis.

Ovomucoide
Es una proteina altamente glicosilada con un peso molecular de 28 kDa, pero la
banda en SDS-PAGE aparece entre 30 a 40 kDa. Ovomucoide es conocida como un
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inhibidor de la tripsina secretora pancreatica, tiene un sitio reactivo putativo para la
inhibicién de la serina proteasas y se considera un alérgeno alimentario importante en
EW.

Cada molécula de ovomucoide se une a una molécula de tripsina y la estructura
tridimensional se asegura con 3 enlaces disulfuro en ella (Abeyrathne et al., 2013;
Erwanto & Sukarno, 2023).

Ovomucina

Es una glicoproteina sulfatada, caracterizada por un alto peso molecular (PM =
5.5-8.3.10% kDA) y una estructura de subunidades (Sato & Kato, 1980; ltoh et al., 1987;
Belitz et al., 2009). Estas subunidades tienen diferentes composiciones de aminoacidos
y diferentes cantidades de carbohidratos (Watanabe et a., 2004), lo que origina una
estructura macromolecular altamente polimerizada como la de las mucinas de
mamiferos (Gallagher & Corfield, 1978), que se apoya firmemente con la participacion
de puentes disulfuro entre ellas (Geng et al., 2017).

Lisozima

Es una enzima que puede hidrolizar el enlace B entre el acido N-
acetilneuraminico y la N-acetilglucosamina en la pared celular bacteriana (Huopalahti et
al., 2007); es por esto que recibe el nombre de N-acetil-hidrolasa-muramica y posee
lisina y leucina en el enlace N-N y C-terminal, respectivamente. El peso molecular de la
lisozima es de 14.4 kDa y consiste en una sola cadena polipeptidica con 129
aminoacidos.

Se han encontrado muchas formas de lisozima, pero la lisozima del huevo es la
mas soluble y estable entre ellas. En la naturaleza se encuentra como un monémero,
pero ocasionalmente esta presente como un dimero con més estabilidad térmica. Se
considera una proteina basica fuerte en la EW (Huopalahti et al., 2007). La lisozima
tiene 4 puentes de disulfuro que conducen a una alta estabilidad térmica. Tiene
tendencia a unirse a proteinas con carga negativa como la ovomucina de la EW (Wan
et al., 2006; Zhao et al., 2021).

2.1.4. Propiedades tecnofuncionales asociadas a las proteinas de EW

La compleja composicion del huevo presenta caracteristicas particulares en cada
una de sus fracciones asociadas a su caracter multifuncional. La desnaturalizacién de
proteinas globulares bajo condiciones variables puede conducir a una gran variedad de

propiedades tales como solubilisacion, coagulacion, gelificacion, emulsificacion, unién
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al agua y capacidad de formacion de espumas, que intervienen favorablemente en la
constitucién de distintos sistemas involucrados en la industria alimenticia, farmacéutica
y biotecnolégica (Zhu et al., 2018). En especial, la capacidad de gelificacion de la EW
se emplea cada vez mas para modificar la consistencia y las propiedades texturales de
los sistemas alimentarios, y para disefiar matrices con la capacidad de transportar y
liberar ingredientes o principios bioactivos (Campbell et al., 2003; Liu et al., 2017a; Zhu
et al., 2018; Razi et al., 2023).

Un gel es una forma intermedia entre liquido y sélido. Las moléculas poliméricas
pueden enlazarse entre si y formar una red intermolecular en el medio liquido. El medio
liquido, que es comunmente agua, afecta la naturaleza y las fuerzas intermoleculares
del gel formado y mantiene la integridad de la red polimérica (Alleoni, 2006). La red
formada puede mantener el agua y evitar pérdidas. La estructura macromolecular, la
capacidad de inmovilizar el agua, la textura y las propiedades reoldgicas son algunos
de los pardmetros mas importantes que pueden describir la calidad del gel (Alleoni,
2006). El gel de EW es un tipo de hidrogel en el que la agregacién de proteinas
desnaturalizadas por calor forma una estructura de red (Campbell et al., 2003). Las
interacciones no covalentes (es decir, enlaces electrostaticos, hidrofébicos e hidrogeno)
y la agregacién de proteinas mediada por enlaces intermoleculares son comunes en
este proceso (Nojima & lyoda, 2018). Durante la formacidn del gel, las interacciones
electrostaticas e hidrofébicas y la formacién de enlaces disulfuro intermoleculares tienen
un papel esencial en las propiedades finales del gel (Khemakhem et al., 2019). Las
fuerzas atractivas y repulsivas de las moléculas de proteina tienen un efecto significativo
en la integridad fisica de estos geles. La red 3D no se puede formar en presencia de
fuerzas repulsivas predominantes, mientras que el agua se expulsa de la matriz cuando
las fuerzas atractivas son elevadas. Varios pardmetros como el pH de la solucién, la
concentracién de proteinas, la presencia de electrolitos y carbohidratos, y su
concentracion influyen en la naturaleza y las propiedades del gel (Alleoni, 2006; Razi et
al., 2018).

2.1.5. Propiedades benéficas para la salud de distintos constituyentes del huevo
El huevo contiene componentes de los que se han reportado asociaciones a
propiedades benéficas para la salud, como la presencia de acidos grasos esenciales,
antioxidantes, micronutrientes, carotenoides y proteinas funcionales.
Los acidos grasos esenciales componentes de los fosfolipidos de cadena larga,
acido araquidoénico, acido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico aportan
flexibilidad a las membranas celulares y reducen los niveles de colesterol en el plasma
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(Seuss-Baum & Nau, 2011). Es asi que se han reportado asociaciones positivas entre
el estrés oxidativo y la incidencia de enfermedades cronicas, como el cancer y las
enfermedades cardiacas (Lesnierowski & Stangierski, 2018).

Los antioxidantes incluyen: selenio, que actla para reducir el estrés oxidativo de
los radicales libres que promueven enfermedades cardiacas; en la yema de huevo, los
carotenoides, como la luteina y la zeaxantina, juegan un papel en la prevencion de
cataratas y degeneracion macular relacionada con la edad (Superti et al., 2007).

Se destaca también la presencia de vitaminas liposolubles: A, D, E y K, y
vitaminas hidrosolubles del grupo B, minerales relevantes como calcio, hierro,
magnesio, fésforo, sodio y zinc (Superti et al., 2007).

Entre las proteinas de la EW se han reportado en forma creciente estudios que
permitieron establecer distintas funciones bioactivas de las mismas. Se ha encontrado
que la hidrolisis enzimatica de la ovoalbumina utilizando proteasas gastrointestinales
mejora su actividad antihipertensiva, antimicrobiana contra algunos microorganismos
(Bacillus subtilus, Escherichia coli, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Candida albicans) y antioxidante (Fujita et al., 1995;
Pellegrini et al., 2004; Yu et al., 2014; Liu et al., 2018).

La ovotransferrina se identificé como el factor clave para limitar el crecimiento
bacteriano en la EW (Alderton et al., 1946) y estudios posteriores lo ratificaron en
pruebas con diferentes especies, como Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris,
Proteus melanovogenes y Aerobacter cloacae (Garibaldi, 1960).

Varios estudios han demostrado que la ovomucina y sus péptidos poseen
buenas actividades antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes en estudios
realizados in vitro (Sun et al., 2016; Abeyrathne et al., 2016). Pueden participar y mediar
en la regulacion de diversas funciones celulares, estimular la proliferacion de
macréfagos y linfocitos (Tanizaki et al., 1997), promover la sintesis de citoquinas como
la interleucina, factor de necrosis tumoral, e interferén, afectando asi al sistema
inmunitario e inhibiendo la formacion de tumores (Shan et al., 2014). Ademas, la
ovomucina también puede reducir el nivel de colesterol sérico (Omana et al., 2010).

Para ovomucoide se reporta actividad como agente antimicrobiano e
inmunomodulador y los péptidos derivados de ovomucoides usando pepsina mostraron
actividad de unién a Inmunoglobulina E y retenciéon de sus actividades inhibidoras de la
tripsina (Kovacs-Nolan et al., 2000). También se ha reportado que ovomucoide no perdié
su inmunoreactividad incluso después de la hidrélisis usando pepsina, pero se
desconoce el papel de los carbohidratos en esta inmunoreactividad (Matsuda et al.,
1985) y que puede ser usado para controlar a Streptomyces erythraeus. Incluso la

77



Capitulo 2

proteina se considera como un inhibidor de la tripsina, que es una propiedad negativa
de la proteina, tiene la capacidad de controlar microorganismos. Por lo tanto, se puede
utilizar como agente antimicrobiano especialmente para los alimentos (Nagata &
Yoshida, 1984).

La lisozima de EW es una de las proteinas alimentarias mas utilizada en la
industria para diferentes fines por su demostrada actividad antibacteriana frente a
bacterias gram-positivas y su actividad antiviral. Es utilizada en la industria farmacéutica,
alimentaria, en veterinaria, en medicina y en la industria cosmética. Muchas
modificaciones de la proteina permiten ampliar su espectro antibacteriano logrando asi
afectar a bacterias gram-negativas. Se ha demostrado que el tratamiento térmico de la
proteina a pH 6.0 potencia su actividad antibacteriana. Los mismos resultados se han
conseguido con modificaciones quimicas reduciendo sus puentes disulfuro, con
modificaciones genéticas e hidrdlisis enzimatica (Abeyrathne et al., 2013). También se
han descripto otras actividades de la lisozima de huevo como la antioxidante (Liu et al.,
2006), antiheparinica (Mega & Hase, 1994), antifungica, capacidad fusogénica con
fosfolipidos y potenciacién del efecto de antibibticos (lbrahim et al., 2001).

Las aplicaciones industriales de las proteinas de la EW asi como sus enzimas
hidrolizadas, estan en una etapa de constante expansion, investigacion y desarrollo
(Abeyrathne et al., 2013) y tienen un alto potencial para ser utilizados en las industrias

farmacéutica, nutracéutica y alimentaria.

2.1.6. Conceptos generales asociados a carragenatos.

Los carragenatos son polisacaridos que se obtienen de ciertas algas rojas de la
clase Rhodophyceae y pertenecen a la familia de los galactanos sulfatados lineales
hidrofilicos.

Se componen principalmente de residuos de D-galactosa distribuidos
alternativamente en unidades de 3 enlaces B-D-galactopyranosa y 4 enlaces a-D-
galactopyranosa, formando unidades repetitivas (Van De Velde et al., 2002a; Campo et
al., 2009). Se clasifican segun el grado de sustitucion que se produce en sus grupos
hidroxilos libres y ellas, son generalmente la adicién de sulfato de éster o la presencia
del 3,6-anhidrido en el residuo de 4 enlaces de a-D-galactopyranosa (Campo et al.,
2009).

Ademas de D-galactosa y 3,6-anhidro-D-galactosa como principales residuos de
azucar y sulfato como principal sustituyente, otros residuos de carbohidratos pueden
estar presentes en preparados de carragenatos, como glucosa, xilosa y acido urénico,
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asi como también algunos sustituyentes, como éteres metilicos y grupos de piruvato (Li
et al., 2014).

Estos polisacaridos se dividen tradicionalmente en seis formas basicas: lota (1),
Kappa (k), Lambda (A), Mu (1), Nu (n) y Theta (). Estos nombres no reflejan estructuras
quimicas definitivas, sino solo diferencias generales en la composicion y el grado de
sulfatacion en lugares especificos del polimero.

Las principales diferencias que influyen en las propiedades del tipo de
carragenato, son el numero y la posicién de los ésteres sulfatados, asi como el
contenido de 3,6-anhidro-galactosa (3,6-AG). Por ejemplo, se reportd que los niveles
mas altos de sulfato de éster resultaron en una temperatura de solubilidad més baja y
una menor fuerza de gel (Necas & Bartosikova, 2013).

La reactividad quimica de los carragenatos se debe principalmente a sus grupos
del sulfato del éster medio que son fuertemente aniénicos, siendo comparables al sulfato
inorganico en este aspecto. El &cido libre es inestable, y los carragenatos comerciales
estan disponibles como sales estables de potasio, sodio y calcio 0, mas comunmente,
como una mezcla de estos. Los cationes asociados junto con la conformacién de las
unidades de azucar en la cadena polimérica, determinan las propiedades fisicas de los
carragenatos y su funcionalidad, depende en gran medida de sus propiedades
reolégicas.

Como polimeros lineales, solubles en agua, tipicamente forman soluciones
acuosas altamente viscosas. La viscosidad depende de la concentracion, la
temperatura, la presencia de otros solutos, el tipo de carragenato y su peso molecular.
La viscosidad aumenta casi exponencialmente con la concentracién y disminuye con la
temperatura, siendo este un comportamiento tipico de polimeros lineales con carga, o
polielectrolitos. Sin embargo, el aumento de la viscosidad puede ocurrir por dos
mecanismos diferentes:

() interaccion entre las cadenas lineales, con una disminucién del espacio libre o
aumento del volumen excluido
(if) formacion de un gel fisico causado por "reticulacion” entre cadenas.

En el primer caso, el aumento de la concentracién macromolécular permite una
interaccion importante entre las cadenas y la presencia de sales, puede disminuir la
viscosidad mediante la reduccion de la repulsién electrostatica entre los grupos de
sulfato. Este segundo mecanismo es tipico para el carragenato.

Los carragenatos son susceptibles a la despolimerizacion a través de la hidrélisis
catalizada por acido. A altas temperaturas y pH bajo esto puede llevar rapidamente a la
pérdida completa de funcionalidad (Necas & Bartosikova, 2013).
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k-carragenato

En este trabajo de Tesis se utiliza k-carragenato (CG) como componente de la
matriz formadora de microparticulas. Actualmente existe un creciente interés por la
utilizacion del CG en diferentes aplicaciones farmacéuticas, cosméticas, alimenticias y
biotecnoldgicas no sélo por sus propiedades tecnofuncionales como agente espesante,
viscosificante y gelificante (Weinbreck et al., 2004; Li et al., 2014; Souza et al., 2018),
sino también, a la atribucién de propiedades anticoagulantes, anticancerigenas,
antihiperlipidicas, inmunomoduladoras y antioxidantes (Wijesekara et al., 2011; Xu et
al., 2012; Wang et al., 2014; Shi et al., 2017; Genicot et al., 2018; Frediansyah, 2021;
Ali et al., 2021).

En la Figura 27 se muestra la estructura quimica del CG, en funcién de sus
unidades repetitivas de D-galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro-D-galactosa (Sankalia et al.,
2006). Tipicamente, el CG comercial contiene aproximadamente 25 % de sulfato de
éster y 34% de 3,6-anhidro-D-galactosa (Nanaki et al., 2010).

o
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."ﬁ 7
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-3 HO
D-galactosa-4-sulfato 3.6-anhidro-D-galactosa

Figura 27: Estructura quimica del CG. Representacién esquematica de unidades repetitivas de
D-galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro-D-galactosa (Figura modificada de Sankalia et al., 2006)

2.1.7. Soluciones compuestas por EWy CG

Como se describié en la introduccion general, la mezcla de proteinas y
polisacaridos, que constituyen la EW y el CG en soluciones acuosas puede generar
varios estados dependiendo de las interacciones polimero-polimero y disolvente-
polimero. En este trabajo se realiza un andlisis de estas mezclas encontrando
condiciones que permiten mantener a estos biopolimeros en forma co-soluble (Souza et
al., 2018).

Recientemente, se han realizado estudios de interacciones entre proteinas de
EW y CG evaluando distintas relaciones de concentracion para la formacion de
complejos (Sanchez-Gimeno et al., 2006; Souza et al., 2018; Mao et al., 2023), asi como
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la influencia que revisten parametros como el pH, fuerza iénica y temperatura en la
formacioén y fuerza de sus geles, debido a la importancia para su utilizacion tanto en
sistemas alimenticios como biotecnolégicos. Los autores evidenciaron cambios
importantes en la viscosidad, elasticidad, fluidez y estabilidad de sus geles, dependiendo
de las relaciones de los biopolimeros utilizadas y las condiciones experimentales, lo que
amplia su espectro de propiedades tecnofuncionales y convierte a estas mezclas en
potenciales sistemas portadores de PAs (Mao et al., 2023).

Los carragenatos y en especial CG, se utilizan cada vez mas para reducir la
cantidad de transformacines polimérficas en tabletas, para producir sistemas de
liberacién controlada y para lograr interacciones con medicamentos para sistemas de
liberacién modificada. Debido a su alta capacidad para adsorber agua, CG puede
mejorar la disolucién de farmacos y aumentar asi su biodisponibilidad, debido a que
poseen muchos grupos de formacion de enlaces de hidrégeno como los grupos hidroxilo
y sulfato. Asimismo, su interaccién con la mucosa (mucoadherencia) favorece el tiempo
de permanencia en el intestino y la absorcién (Peppas & Huang, 2004; Zhang et al.,
2016; Yermak et al., 2020). Estos polimeros mucoadhesivos forman redes hidrofilicas
que contienen numerosos grupos funcionales polares interactuando con la mucosa no
solo a través de entrecruzamientos fisicos, sino también a través de enlaces quimicos
secundarios, lo que resulta en la formacion de redes débilmente entrelazadas.

En referencia a la EW, comparada con otras fuentes de proteinas, muestra un
excelente valor nutricional, digestibilidad, autoensamblaje y propiedades anfifilicas,
atribuidas principalmente a la ovoalbumina, el componente principal de la EW que
contiene un 55 % de aminoacidos hidrofébicos (Chang et al., 2019). Como resultado, la
EW puede interactuar facilmente con moléculas hidrofébicas y servir como portadores,
proporcionando asi proteccion contra la degradacion y mejorando la solubilidad en el
agua.

En la absorciéon de sustancias terapéuticas, nutrientes, farmacos, electrolitos y
vitaminas, el intestino delgado desempena un papel crucial (Seidner et al., 2013) y poder
llegar a él, implica lograr soportar y pasar el medio gastrico (estbmago) para mejorar el
tiempo de retencién y la absorcién del PA (Dos Santos et al., 2021).

En comparacion con las microparticulas hechas solo con proteinas, las
formuladas con polisacaridos pueden ser mas estables a factores como pH, fuerza
ibnica, temperatura y mas homogéneas, debido a la agregacion restringida durante la
fabricacién y las fuerzas de repulsion adicionales entre los dos tipos diferentes de
polimeros (McClements, 2006; He et al., 2021).
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En este contexto, en este trabajo de Tesis se desarrollé una mezcla de EW y CG
donde los biopolimeros se mantuvieran en forma co-soluble, permitiendo solubilizar el
principio activo y con una viscosidad adecuada para el flujo en los microcanales y
formacioén de la gota en la juntura en cruz del dispositivo microfluidico.

2.2. Objetivos parciales

Los objetivos planteados para este capitulo son:

Objetivo 1: Desarrollar una metodologia para la obtencién de microparticulas a partir
de una FD compuesta por una mezcla EW/CG y FC de aceite de oliva comercial,
mediante la utilizacion de dispositivos microfluidicos.

Objetivo 2: Analizar la capacidad de encapsulacion del proceso utilizando activo
hidrofilico modelo.

2.3. Materiales y métodos
2.3.1. Materiales

Las laminas transparentes de PMMA se adquirieron de un proveedor local
(Acrimev, Santa Fe, Argentina). Para su corte y grabado se utilizé una plataforma PLS
laser de CO, para aplicaciones de fabricacion (Universal Laser System, Scottsdale,

EE.UU.). Se utiliz6 etanol 99% (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) para la unién de las
placas de PMMA.

Se utilizaron accesorios de insercion con rosca M5 y tuberia OD de 4 mm (Festo,
Martinez, Argentina) como conectores en la entrada/salida del dispositivo. Se utilizé
aceite de oliva de calidad alimentaria (Olivi Hnos., Mendoza, Argentina) como FC. Se
adquirieron huevos de gallina frescos en un mercado local.

El CG (Tipo I, 80 % kappa y 20 % lambda carragenato) se obtuvo de Sigma
Chemicals (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). El colorante sintético amarillo ocaso
(Sensient Food Colors Latin America, Lerma de Villada, México) fue utilizado como
activo modelo hidrofilico. Se preparé una solucién acuosa de glutaraldehido (GTA) 0.1%
v/v (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.) la cual se utiliz6 como agente de

entrecruzamiento.

2.3.2. Fabricacion del dispositivo microfluidico
El dispositivo microfluidico se construyé utilizando los procedimientos (Bamshad
etal., 2016; Liga et al., 2016), materiales y accesorios descriptos en el Capitulo.1, inciso
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3.3.1. Se utilizé un dispositivo en el cual se grabaron sobre la placa de PMMA utilizada
como base los microcanales, confluyendo en una juntura “Cruz’ seguidos de una
serpentina (Figura 28a). El grabado laser produjo perfiles trapezoidales (Hong et al.,
2010; Liu et al., 2017b), con un ancho medio de 360 um y una altura similar, siendo
ambos uniformes a lo largo de todo el dispositivo.

Las dimensiones de las placas base y superior, asi como las longitudes de
microcanales y serpentinas se describen en el Capitulo 1, inciso 1.3.1. También se
esquematiza en la Figura 28b el fenémeno de formacion de gotas en la juntura en cruz.

(a)

(b)

Figura 28: (a) Imagen del dispositivo real con los adaptadores de entrada y salida. (b)

Esquema de generacion de gota en la juntura en cruz.

2.3.3. Preparacion de la FD

Los huevos de gallina (Gallus gallus domesticus) se rompieron a mano y la clara
de huevo (EW) se separ6 cuidadosamente para evitar su contaminaciéon. La EW se filtré
con gasa estéril (Figura 29a), mientras el filtrado recogido (Figura 29b), se agité

suavemente para obtener una mezcla homogénea.
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Figura 29: (a) Filtrado de clara de huevo. (b) Recoleccidn de clara de huevo filtrada.

La concentracion de proteinas del filtrado de EW fue del 9.24% determinada por
el método micro-Kjeldahl (Digestor automatico Modelo 430, unidad de destilacién
modelo 322, unidad de control modelo 342, Blichi Labortechnick AG, Flawil, Suiza).

El pH de la solucién EW fue de 9.1, medido con un pH-metro (Hanna Instruments
S.L., Eibar, Espana).

Se prepard una solucién de CG de concentracion 0.15% p/v, para lo cual, el
polvo seco se dispersé lentamente en agua ultrapura a temperatura ambiente y luego
se sometié a una agitacion magnética durante 40 minutos para su completa disolucion.

Las soluciones de EW y CG se mezclaron en una proporcion de 1:1 y se
agregaron 30 mg del colorante AO. La solucién resultante se homogeneizo por agitacién
magnética durante 40 minutos.

Debido a que las interacciones electrostaticas entre macromoléculas con carga
opuesta (proteinas de EW y polisacarido) tienen un profundo impacto en la estructura,
viscosidad y estabilidad de las soluciones, se varié pH de la solucion mediante adicién
de &cido clorhidrico 0.1 mol.L™! y se analiz6 la estabilidad coloidal en forma visual.

2.3.4. Caracterizacion de laFD y la FC

Se midio la viscosidad de los fluidos utilizados como FD y FC (soluciones EW-
CG y aceite de oliva comercial) con un redmetro Haake Rheo Stress RS80 (Haake
Instruments Inc., Paramus, NJ, EE.UU.), utilizando una celda cono-plato (diametro de
60 mm, angulo de 1°). Se realiz6 un barrido a velocidad de deformacién entre 30-1000
s'. Estas determinaciones se realizaron a 25 °C y por duplicado.
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2.3.5. Generacién de microparticulas

Los fluidos utilizados para la generacion de gotas se introdujeron en el dispositivo
microfluidico mediante la utilizacién de bombas de jeringa, de manera de poder controlar
exactamente los caudales de trabajo. La FD (mezcla EW-CG y colorante AO) se inyect6
en el canal medio, mientras que la fase continua (aceite) se inyecté en el canal
transversal, llegando desde ambos lados a la juntura en cruz. No se anadio surfactante.
Los caudales de la FD (mezcla EW-CG) y la FC se fijaron en 0.5 mL.h" y 3.5 mL.h",
respectivamente. Antes de comenzar con la recoleccién de microparticulas se espero

un tiempo de estabilizacién del flujo dentro del dispositivo de al menos 3 minutos.

2.3.6. Curado de microparticulas

Para obtener microparticulas resistentes a la dilucidén, cizallamiento y
manipulacién posterior, se exploraron dos tipos de métodos de entrucruzamiento de los
biopolimeros: (i) adicién de 0.1% v/v de GTA a las mezclas EW-CG antes de la
generacién de gotitas (curado quimico) y (ii) irradiacién de microparticulas (recogidas
en tubos de vidrio) en horno microondas (BGH, Modelo B330DSS, Rio Grande,
Argentina), a 900 W durante 15 s (curado fisico).

Tanto en métodos quimicos como fisicos, se obtuvieron microparticulas sélidas
suspendidas en la FC. Dado que toda la FD se impulsé para formar microparticulas en
el dispositivo microfluidico, la eficiencia de encapsulacién se considerd del 100 %.

2.3.7. Medicion del tamano de las microparticulas

Para caracterizar las microparticulas se utilizé un microscopio éptico (DM750,
Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiza) con una camara digital integrada ICC50W. Se
midi6 el didmetro de las microparticulas individuales, luego se calculé el tamano
promedio y la desviacion estandar. Se midieron 100 (cien) microparticulas por muestra
para proporcionar valores estadisticos confiables.

2.3.8. Analisis de estabilidad de particulas y retencion de colorante

Se obtuvo una cantidad de microparticulas correspondiente a 1.0 mL de FD
utilizando el dispositivo microfluidico aplicando los caudales antes mencionados.
Posteriormente, se afadi6 aceite de oliva para llevar el volumen a 5.0 mL y la
suspensién se agité a mano durante unos segundos.

Para detectar la posible liberacion del activo desde las particulas hacia el aceite,

se midi6 la absorbancia del aceite, utilizando un espectrofotémetro (Spectronic Genesis
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5, Milton Roy, Nueva York, EE.UU.) a una la longitud de onda de 480 nm (Apéndice 2),
en intervalos de tiempo fijos durante 30 dias.

2.3.9. Estudio de liberacion del principio activo hidrofilico

Se obtuvo una cantidad de microparticulas correspondiente a 1.0 mL de FD
utilizando el dispositivo microfluidico aplicando los caudales antes mencionados.
Posteriormente, se eliminé el aceite y se anadieron 8.0 mL de agua desionizada (pH =
6.1); luego se agitd la suspensién suavemente durante unos segundos. La adicion de
agua se tomo6 como el inicio de la liberacion del activo.

Se extrajeron de la suspensiéon 1.5 mL de la fase acuosa, a intervalos de tiempo
predefinidos, y se analizé la liberacion acumulada de activo mediante
espectrofotometria a 480 nm (Apéndice 2). El volumen extraido se sustituyd por agua
ultrapura. La liberacién del colorante se evalu6 durante 80 horas. Todos los
experimentos se realizaron por duplicado, con microparticulas recién obtenidas.

2.4. Resultados y discusion
2.4.1. Mezcla de proteina-polisacarido

La Figura 30 ilustra la estabilidad coloidal de la solucion EW-CG a diferentes pH.
Se observa que soélo la solucion con pH 9.3 es homogénea, lo que demuestra que los
biopolimeros son co-solubles. A este valor de pH, las proteinas EWy el CG estan
fuertemente cargadas, aunque la lisozima permanece parcialmente protonada (el pH de
la solucién esta por debajo del punto isoeléctrico de esta proteina) lo que lleva a una
interaccion electrostatica débil con CG, formando complejos solubles. En los pHs

inferiores, las mezclas muestran separacién de fases.

Figura 30: Estado coloidal de la solucion EW-CG evaluada a diferentes pHs.
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Cuando el pH de la solucion disminuye, las proteinas de EW debido a su
naturaleza de polianfolito, cambian su estado de carga exponiendo grupos mas
positivos. En consecuencia, el aumento de interacciones atractivas proteina-proteina y
proteina-polisacarido conducen a la formacién de complejos insolubles o coacervados,
lo que conduce a la separacioén de fases (De Kruif et al., 2004; Schmitt y Turgeon, 2011;
Souza et al., 2018).

En virtud de los resultados obtenidos se decidio utilizar como FD para la
generacion de microparticulas la mezcla de EW-CG con pH 9.3.

El aceite de oliva, utilizado como FC, present6 caracter newtoniano, con una
viscosidad igual a 81 mPa.s. Mientras que la solucion de EW-CG, utilizada como FD,
presentd un caracter no-newtoniano pseudoplastico. En el Apéndice 1 se muestra el
resultado de las determinaciones reolégicas.

2.4.2. Generacion microfluidica de particulas proteina-polisacarido

En la Figura 31 se muestra el proceso de generacién de microgotas. Las
imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio USB (SRATE, Nanyang, China).
En este régimen dinamico de fluidos (Caudal de FD = 0.5 mL.h""y FC = 3.5 mL.h™"), la
tasa de produccién de microgotas estuvo comprendida dentro de un rango de 10-20
gotas por segundo. La formacién de gotas en la juntura en cruz se rige por el
desequilibrio entre las fuerzas hidrodinamicas de compresion que deforman el chorro y
las fuerzas de tensidn superficial de restauracion que minimizan el area interfacial. Por
lo tanto, el tamano de las gotas resultantes depende en gran medida de las relaciones
de caudales, la tension interfacial y la relacion de viscosidad de los fluidos (Cristopher y
Anna, 2007; Boruah y Dimitrakopoulos, 2015).

En la juntura, los flujos de interseccidon actian como una constriccion y la gota
en desarrollo se comprime mientras gana mas material (Figura 31a). La gota finalmente
se separa y fluye hacia el exterior de la union (Figura 31b). Las gotas resultaron con una
muy buena simetria esférica cuando se recogieron en la salida del dispositivo (Figura
31c). La tensiéon superficial predomina sobre las fuerzas de cizallamiento en la

microescala.
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Figura 31: Imagenes instantdneas de la formacién de las gotitas en la juntura en cruz.
(a) llenado y elongacion de la FD. (b) Formacion de la microgota. (¢) Microgotas fluyendo
por el microcanal.

Se calculd, para los caudales de trabajo propuestos, viscosidad del aceite de
oliva y la seccién del canal, el numero capilar (Ca), resultando del orden = 0.01. Las
gotas obtenidas bajo este régimen de flujo tuvieron tamanos de alrededor de 200 um,
siendo mas pequenas que el tamaro de la seccion transversal del microcanal (360 pm).

El régimen de flujo aplicado a la generacion de particulas se seleccion6 después
de explorar la generacion de gotas en una amplia gama de caudales: de 0.1 mL.h" a
1.0 mL.h"" parala FD y de 2.5 mL.h"" a 4.0 mL.h" para FC.

Como ya se menciond en la seccion 3.3.2., al igual que lo ocurrido al utilizar
soluciones de alginato sédico, el caracter no-Newtoniano de la FD de EW-CG produjo
una variedad de fendmenos en las etapas de deformacién y formacién de las gotas.

Para el caso de los fluidos poliméricos, el estudio de estos fenémenos
fundamentales apenas est4d emergiendo en la literatura (Wong et al., 2017) y
ciertamente merece mas investigacion. A los efectos de este trabajo, hemos elegido un
régimen que garantiza una generacion de gotas reproducible y conduce al tamafo de
particulas deseado (200-300 um).
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En cuanto a la viscosidad de la mezcla de polimero, cabe mencionar que también
se exploraron varias concentraciones de CG antes de elegir 0.15 % p/v como 6ptimo.
Se observo que el uso de soluciones mas concentradas dificultaba el manejo y control
del dispositivo microfluidico, provocando la obstruccion de los microcanales debido al
aumento de viscosidad de las soluciones. Mientras que, con menores concentraciones
de CG, las gotas generadas mostraban alta deformabilidad, desintegracion y
coalescencia fuera del dispositivo.

La concentracién de EW se mantuvo constante en los ensayos, ya que se deriva

de la materia prima de la clara de huevo sin ningun tipo de modificacion.

2.4.3. Tamafno de las particulas y distribucion del tamano de las particulas

La Figura 32 muestra imagenes obtenidas por microscopia o6ptica (10x) y
distribucion de tamano de las particulas curadas con GTA 0.1 % v/v. Las particulas
recién obtenidas mostraron forma esférica con superficies lisas (Figura 32a) y la
distribucion del tamafo reveld que resultaron altamente monodispersas, con un
diametro medio de 203 pm (Figura 32b).

Después de 30 dias de almacenamiento en la fase continua, las particulas
conservaron su estructura esférica y suave en su superficie; el colorante se mostro
uniformemente distribuido dentro de las particulas, pero se observé una ligera hinchazén
(Figuras 32c y 32d).

La Figura 32e, muestra que las particulas se volvieron translicidas después de
80 horas de liberacién del colorante en agua. Algunas burbujas de aire también se
observan en la imagen, las cuales provienen de la agitacion durante el experimento de
liberacion.

En la Figura 32f se observa que las particulas exhibieron un aumento en el
tamano promedio y presentaron una distribucién de tamano mas amplia. La hinchazén
de la matriz polimérica se debi6 probablemente al agua capturada de la solucién durante
el ensayo de liberacién.
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Figura 32: Particulas tratadas con GTA 0.1 % v/v. Particulas recién obtenidas (a); Distribucién
de tamarios de particulas recién obtenidas (b); Particulas después de 30 dias de almacenamiento
en la fase continua (c); Distribucion de tamanos de particulas después de 30 dias de
almacenamiento (d); Particulas después de 80 horas de liberacién (e); Distribucién de tamanos
de particulas después de 80 horas de liberacién (f).

Las imagenes obtenidas con microscopia Optica de las particulas curadas por
irradiacion con microondas y las distribuciones de tamafno se muestran en la Figura 33.
En este caso, también se observo alta monodispersidad, con un diametro medio de 212
um (Figuras 33a y 33b). Después de 30 dias de almacenamiento en la fase de aceite,
las particulas se mostraban ligeramente deformadas e hinchadas (Figuras 33c y 33d).
Los fragmentos observados en la Figura 33a y principalmente en la Figura 33c
presumiblemente provienen de algun grado de degradacién después de los tratamientos
con microondas. La Figura 33e muestra las particulas después de 80 horas de liberacién
del activo hidrofilico en agua.

Se observa que casi todo el activo fue liberado, mientras que las particulas
mantuvieron la forma y la suavidad de la superficie. En cambio, la Figura 33f muestra
que las particulas tienen un tamafo promedio incrementado y una distribucién de

tamano mas amplia, similar al caso de las particulas tratadas quimicamente con GTA.
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Figura 33: Particulas tratadas con microondas. Particulas recién obtenidas (a); Distribucion de
tamarios de particulas recién obtenidas (b); Particulas después de 30 dias de almacenamiento
en la fase continua (c); Distribucion de tamanos de particulas después de 30 dias de
almacenamiento (d); Particulas después de 80 horas de liberacién (e); Distribucién de tamanos
de particulas después de 80 horas de liberacién (f).

2.4.4. Andlisis de liberacion del principio activo hidrofilico

Se evalub la capacidad de las particulas para retener el PA encapsulado
mientras se encuentran suspendidas en el medio oleoso (FC). Esta propiedad fue
monitoreada durante 30 dias, como se describe en el apartado 2.3.8. La absorbancia
del aceite de la suspensién se mantuvo casi constante durante el periodo evaluado. Los
resultados indican que se liber6 menos del 1% del PA, lo que significaria que las
particulas, podrian retener completamente el PA durante un tiempo largo estando
suspendidas en la FC. La curva de calibracién utilizada para el calculo de las
concentraciones se presenta en Apéndice 2 (Figura A2.2).

La Figura 34 presenta la liberacién porcentual acumulada de colorante (PA)
desde las particulas hacia la fase acuosa en funcién del tiempo. La curva de calibracién
utilizada para el calculo de las concentraciones se presenta en el Apéndice 2 (Figura
A2.3).

El perfil de liberacién de las microparticulas tratadas con GTA 0.1 % v/v presenté
una fase inicial de liberacién brusca (burts release), donde mas del 50 % del PA se liber6
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durante la primera hora. Luego, la pendiente de la curva disminuye y alcanza un maximo
(76 %) a las 5 horas aproximadamente; seguidamente, la cantidad de PA liberado se
mantuvo constante durante el resto del experimento. La liberacion brusca (burts release)
indica que el PA esta atrapado en la matriz EW-CG y, debido a su naturaleza hidrofilica,
se difunde rapidamente al medio acuoso.

El perfil de liberacion de las microparticulas sometidas a irradiacion por
microondas fue bastante diferente, ya que el PA se liberd gradualmente durante las 80
horas. Solo el 35 % del mismo se liber6é durante las primeras 5 horas, y el maximo (95
%) se alcanza después de las 50 horas. La curva de liberacién tiene una buena
correlacion con la raiz cuadrada del tiempo, lo que indica una difusion tipo Fickiana.

Es evidente que los métodos de entrecruzamiento aplicados produjeron
microestructuras especificas en cada caso, que impactan en la difusividad del PA a
través de la matriz polimérica. Esta caracteristica muestra un gran potencial para ajustar
diferentes cinéticas de liberacién para aplicaciones especificas. Ademas, cabe prever
que la combinacion de métodos quimicos y fisicos podria ofrecer nuevas posibilidades
para el desarrollo de microparticulas transporte y la liberacion de PAs hidrofilicos.
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Figura 34: Perfiles de liberacion de las particulas tratadas con microondas y con GTA 0.1 % v/v.

2.5. Conclusiones parciales
El dispositivo de PMMA result6 facil de operar y resulté adecuado para la

generacién de microparticulas, pudiéndose limpiar y reutilizar sistematicamente.
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Ademas, el material totalmente transparente permiti6 obtener imagenes directas a
tiempo real del proceso de generacion de particulas.

Las microparticulas generadas con una matriz hibrida (proteina/polisacarido)
presentaron varias ventajas:
(i) No fue necesario ningun surfactante, ni para la generacion de las gotas, ni para el
almacenamiento y posterior manipulacién; es sabido que evitar los aditivos es muy
deseable en muchas formulaciones.
(i) Las microparticulas fueron estables durante varios meses, conservando
completamente el activo hidrofilico encapsulado en medio oleoso y liberandolo
gradualmente en medio acuoso.
(iii) Se encapsulé todo el PA anadido a las particulas, siendo éste un beneficio
complementario del proceso de generacion por microfluidica.
(iv) Se pueden obtener diferentes cinéticas de liberacidbn segun el método de
entrecruzamiento utilizado (quimico y/o fisico), que ofrece un gran potencial para disefiar
microparticulas para aplicaciones de liberacion controlada en formulaciones
alimentarias, nutricionales y farmacoldgicas.
(v) El comportamiento de la mezcla de biopolimeros junto con la dinamica de fluidos
complejos desarrollados en los microcanales conduce a fendbmenos ricos aun por

explorar.
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CAPITULO 3
APLICACION FARMACOLOGICA DE LAS

MICROPARTICULAS: ENCAPSULACION DE
ISONIAZIDA
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3.1. Introduccién

En este capitulo se describe la aplicacion de la metodologia de generacién
microfluidica de microparticulas para la encapsulacion de isoniazida (INH), antibiético
utilizado para el tratamiento de la tuberculosis. Cuando se desarrollan este tipo de
tecnologias, ademas del estudio del proceso de encapsulacion propiamente dicho, es
importante un posterior analisis de la capacidad de la matriz para liberar el PA, la
citotoxicidad en la via de administracion y la conservacion de la actividad del compuesto
una vez liberado. En este trabajo de Tesis también se abordan estos aspectos.

3.1.1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una infeccidn bacteriana causada por el Mycobacterium
tuberculosis (MT). A pesar de ser una enfermedad milenaria, continta siendo una de las
afecciones mas extendidas y mortales (Barberis et al., 2017; Rossi et al., 2019).

En algunos paises, se administra el bacilo de Calmette y Guérin (vacuna BCG)
a bebés o nifios pequefos para prevenir la tuberculosis. La vacuna previene la
tuberculosis fuera de los pulmones, pero no en los pulmones. Las personas con
infeccion por tuberculosis latente no se sienten enfermas ni son contagiosas. Solo un
pequefo porcentaje de estas enfermard y tendra sintomas. En las ultimas décadas,
determinadas afecciones como diabetes, sistema inmune debilitado por virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), malnutricion y consumo de tabaco han aumentado la
prevalencia de la enfermedad. A diferencia de la infeccidn por tuberculosis, cuando una
persona contrae la enfermedad, presentara sintomas que pueden ser leves durante
muchos meses, por lo que es facil transmitir la TB a otras personas sin saberlo (OMS,
2022).

El MT ingresa al pulmén humano a través de la inhalacion de pequenas gotitas
portadoras de bacilos (1-5 um) que pueden depositarse en el espacio alveolar. Los
macroéfagos alveolares (MA) proporcionan la primera linea de defensa contra la infeccién
pulmonar, en virtud de su actividad de destruccion bacteriana intracelular y posterior
presentacién de antigenos a los linfocitos. Sin embargo, en el caso de las infecciones
por micobacterias, los MA no cumplen su funcién inmunoldgica y representan el entorno
donde las micobacterias sobreviven, residen y proliferan (Rossi et al., 2019).

En 2022, 202 paises y territorios con mas del 99 % de la poblacion mundial y casos
de TB, informaron datos. Este Informe mundial sobre TB de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (OMS, 2022) proporciona una evaluacion completa y actualizada de la
epidemia de TB y de los progresos en su prevencion, diagnéstico y tratamiento de la
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enfermedad. Entre los resultados de este informe, basado principalmente en datos
recopilados de los ministerios nacionales de salud, se resume la siguiente informacion:

o La TB sigue siendo una de las enfermedades infecciosas con mayor mortalidad
del mundo. La pandemia de COVID-19 y las desigualdades socioeconémicas,
han revertido afnos de progreso en la lucha contra la TB.

e A nivel mundial, en 2021, se estimaron que 10.6 millones de personas
enfermaron de TB y 1.6 millones fallecieron por esta causa; de ellas, 187.000
presentaban co-infeccién con el VIH.

e En América central y latina, en 2021, se estimaron 309.000 casos de TB y se
notificaron 215.116 (70 %).

e Las muertes estimadas para la regidon antes mencionada fueron 32.000, de las
cuales el 11 % correspondieron a co-infecciones por TB y VIH.

Los medicamentos para el tratamiento de la TB se dividen en agentes de primera
linea tales como isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, administrados por via
oral durante largos periodos, de hasta 6 a 8 meses; y medicamentos de segunda linea
como aminoglucésidos y fluoroquinolonas, en su mayoria administrados por via
intravenosa o intramuscular (Muttil et al., 2009).

Los tratamientos a largo plazo, con medicamentos que causan fuertes efectos
secundarios pueden inducir interrupciones de la terapia, lo que tiene consecuencias
negativas mas alla de la salud del paciente, en particular el riesgo de aparicion de
bacterias multirresistentes. Por lo tanto, es deseable disminuir la concentraciéon del
farmaco y el numero de dosis (Hegde et al., 2021). Para minimizar esta situacion, la
OMS vy la Unién Internacional contra la Tuberculosis y las Enfermedades Pulmonares
han recomendado que los medicamentos antituberculosos se deben tomar en
combinacion.

Actualmente, los protocolos de tratamiento para la TB se basan en la asociacién
de farmacos para evitar la seleccion de cepas de MT resistentes y la necesidad de
tratamientos prolongados para eliminar a todos los bacilos en sus diferentes fases de
crecimiento. Es por ello, que varios desafios, como la biodisponibilidad oral, los efectos
adversos relacionados con la dosis y la toxicidad de los medicamentos fuera del sitio de
accién, deben estudiarse al momento de considerar un tratamiento.

Una de las combinaciones de medicamentos de primera linea mas utilizadas es la
de rifampicina (RIF) con isoniazida (INH). Sin embargo, se ha reportado que, en medio
acido, RIF se hidroliza a 3-formil rifamicina SV (3FRSV) y esta accidén se acelera en
presencia de INH, porque este farmaco interfiere con 3FRSV produciendo isonicotinil
hidrazona. Ambos derivados de RIF presentan baja solubilidad y absorcién en el tracto
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gastrointestinal, lo que afecta su eficacia anti-TB (Gursoy et al., 2004; Hedge et al., 2021;
Singh, Mariappan, Sankar, Sarda & Singh, 2001). Por lo tanto, en la formulacién de la
combinacion de dosis fijas de dos farmacos, RIF e INH deben compartimentarse para
preservar la estabilidad de RIF. Por ejemplo, si s6lo uno de los antibiéticos se encapsula,
el medicamento no encapsulado puede ser absorbido primeramente en el estbmago y
el otro puede ser liberado mas tarde en el ileon. Como INH se protona en medios acidos
(pKa = 2), el farmaco apenas penetra a través de la mucosa del estbmago mientras que
puede ser absorbido posteriormente en el intestino delgado (Mwila & Walker, 2020). Por
lo tanto, una estrategia prometedora es encapsular INH en un sistema que retenga al
farmaco en el estdmago y lo entregue luego en el ileon, de modo que la RIF podria ser
liberada en el estdmago en ausencia de INH.

Vale la pena sefnalar que, aparte de las formulaciones microparticuladas, otros
enfoques para encapsular INH estan actualmente en estudio, como micelas (Rani et al.,
2018; Sheth, Tiwari & Bahadur, 2018), liposomas (Giirsoy, Kut & Ozkirimli, 2004;
Nkanga, Krause, Noundou & Walker, 2017) y nanopatrticulas (Booysen et al., 2013;
Mukhtar et al., 2020; Shrimal, Jadeja & Patel, 2020).

En este contexto, en este trabajo de Tesis se explora la encapsulacion de INH en
un sistema microparticulado destinado a alcanzar: (i) buenos niveles de carga del
farmaco, (ii) liberacion sostenida en medio hidrofilico, y (iii) Liberacién de INH

preferentemente en condiciones de pH similares a las encontradas en el ileon.

3.2. Objetivos parciales

Objetivo 1: Encapsular INH mediante la aplicacién de la metodologia microfluidica
desarrollada previamente y evaluar su liberacién en condiciones de pH compatibles con
la via gastrointestinal.

Objetivo 2: Evaluar la citotoxicidad y conservacion de la actividad antibacteriana de la
INH liberada desde las microparticulas.

3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Materiales

Se utiliz6 aceite de oliva de calidad alimentaria (Olivi Hnos., Mendoza, Argentina)
como FC. Para las formulaciones de la FD se adquirieron huevos de gallina frescos en
un mercado local, se utilizé CG (Tipo |, 80 % kappa y 20 % lambda carragenato) marca
Sigma Chemicals (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y alginato sédico de baja viscosidad
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Kelgin® LV (Kelco, Atlanta, USA). Como agentes entrecruzante y surfactante se
utilizaron cloruro de calcio (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) y alcohol polivinilico (PVA)
(SERQUIN, San Martin, Buenos Aires, Argentina), respectivamente. Para estos estudios
se utilizaron estandares analiticos de INH y RIF (Sigma-Aldrich, India).

3.3.2. Dispositivos microfluidicos

Para la encapsulacion de INH se utilizaron dos dispositivos microfluidicos, uno
con juntura en simple cruz y otro con juntura en doble cruz. Los dispositivos se disefiaron
y fabricaron siguiendo la metodologia propuesta en el Capitulo 1, inciso 1.3.1. Las
dimensiones del dispositivo en simple cruz se detallaron en el Capitulo 1, inciso 1.3.1.
Las dimensiones del dispositivo con doble cruz, se presentan la Figura 35.
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Figura 35: Diseno del dispositivo con juntura doble cruz utilizado para el control computarizado
del laser. (a) Placa inferior. (b) Placa superior.

3.3.3. Preparacion de las soluciones

Para la encapsulacion de INH se generaron dos tipos de particulas, utilizando dos
FD distintas. Para la generacién de microparticulas utilizando el dispositivo con juntura
en doble cruz se utilizé una FD compuesta de una solucién de alginato sodico 2 % p/v.

Para la generacién de microparticulas utilizando el dispositivo con juntura en simple cruz
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se utilizé una FD compuesta EW/CG descripta en Capitulo 2, inciso 2.3.3. Para ambos
ensayos de generacién de microparticulas con INH se adicionaron 0.03 g de INH a 15
mL de FD, y una solucién con el rol de agente entrecruzante y surfactante (FES) formada
por cloruro de calcio 2 % p/v disuelto en solucion de PVA 2 % p/v (Akbari et al., 2017).

3.3.4. Generacion de microparticulas

La generacién de microparticulas con INH utilizando el dispositivo con juntura en
doble cruz se desarrollé considerando que la misma posibilita el agregado en la segunda
interseccién de una nueva fase. Se evalu6 un sistema de trabajo conformado por una
FD compuesta de una soluciéon acuosa de alginato sédico 2 % p/v, la FC de aceite de
oliva y una fase con el rol de agente entrecruzante y surfactante (FES) (Akbari et al.,
2017).

Las fases fueron infundidas al dispositivo a través de 3 bombas de jeringa (Modelo
PC11UBT, Apema, Villa Dominico, Argentina), controlando de esta manera, tres
caudales diferentes: FD, fase FES y la FC. La Figura 36 muestra el dispositivo y un
esquema con el detalle de la circulacidon de las distintas fases. En la primera juntura (1)
se inyect6 la FD por el canal del medio, mientras que la FC (aceite) se inyect6 en el
canal transversal, llegando desde ambos lados a la juntura en cruz. La fase FES se
adiciond por el canal transversal de la segunda juntura en cruz (2), interceptando las
microgotas generadas en la primera juntura, las cuales, continuaron por el canal para

ser recolectadas.
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Figura 36: (a) Fotografia de dispositivo con juntura en doble cruz en PMMA. (b) Representacién
esquematica de las fases interactuantes en el dispositivo para obtener las microparticulas
cargadas con INH
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Con estas composiciones de fases, se evaluaron distintos rangos de caudales
de trabajo: de 0.1 a 1.0 mL.h"' parala FD, 0.1 a 2.0 mL.h"' para FES y 2.5 a 4.0 mL.h"
para la fase FC. Los caudales 6ptimos resultaron: 0,5 mL.h"' para la FD, 3,0 mL.h" para
la FC y 1,0 mL.h"" para la FES. Aplicando otras relaciones de caudales, se producian
obstrucciones en los canales 0 no se generaban microgotas. Con las condiciones
elegidas se generaron microparticulas y el sistema permanecio estable.

Las condiciones operativas del sistema microfluidico y la preparacién de la FD
de EW/CG utilizando el dispositivo con juntura en simple cruz fueron descriptas en el
Capitulo 2, incisos 2.3.2, 2.3.3 y 2.3.5. Todos los ensayos se hicieron a temperatura
ambiente controlada de 25 °C.

3.3.5. Curado de microparticulas

La utilizacién del dispositivo con juntura en doble cruz permitié que las particulas
generadas gelifiquen dentro del dispositivo antes de ser recolectadas.

Las microparticulas con INH en la FD compuesta por EW/CG luego de
recolectadas fueron tratadas aplicando irradiacion en horno microondas (BGH, Modelo
B330DSS, Rio Grande, Argentina) aplicando dos potencias de: 270 W y 900 W, durante
15s.

3.3.6. Caracterizacion de microparticulas

El tamafno y la morfologia de las microparticulas, fueron determinados por
microscopia Optica con un microscopio Leica DM750 (Leica Microsystems, Heerbrugg,
Suiza) con camara digital integrada ICC50W. Se midi6 el diametro de las microparticulas
individuales, luego se calcul6 el tamano promedio y la desviacion estdndar. Se midieron
100 (cien) microparticulas por muestra para proporcionar valores estadisticos
confiables. Todos los experimentos se hicieron por duplicado.

La FD compuesta por EW/CG con INH fue -caracterizada mediante
espectroscopia infrarroja (IR). Para ello, las particulas fueron acondicionadas antes de
los experimentos IR para eliminar residuos de aceite y agua. Las particulas se lavaron
suavemente dos veces con cloruro de metileno y se dejaron secar (temperatura
ambiente). Posteriormente, el material fue congelado a -80 °C vy liofilizado durante 24
horas a 0.014 mbar de presion en un secador de laboratorio (Cryodos 80, Telstar
Industrial S.L., Terrassa, Espafa). Se mezclé 1-2 mg de muestra con bromuro de
potasio (100 mg) y se comprimi6 para obtener pastillas. Los espectros IR se obtuvieron
utilizando un espectrofotdmetro Shimadzu FTIR-8001 PC (Shimadzu Corporation,
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Kyoto, Japon) en el rango de nimero de onda de 4000-400 cm™ (resolucion espectral:

4 cm™', nimero de escaneos: 40).

3.3.7. Ensayos de liberacion

Las microparticulas fueron sometidas a ensayos de liberacion, con el objetivo
principal de estudiar el efecto del pH en la liberacién de INH. Para ello, se seleccionaron
soluciones buffers utilizadas frecuentemente en estudios in vitro de farmacos (Khatak et
al., 2020; Tabriz et al., 2021), para imitar condiciones de pH del estomago y del ileon.
Las particulas recién obtenidas fueron recogidas en viales para su posterior utilizacion.
La FC (aceite) se elimin6 cuidadosamente utilizando una micropipeta.

Se afnadieron 5.0 mL de medio de liberacion (CINa 0.05 mol.L™", pH 1.6) (Cicarell,
San Lorenzo, Argentina) a 0.5 mL de FD. Los viales se mantuvieron a 37 °C en un
agitador orbital a 150 rpm. En tiempos preseleccionados, se tomaron alicuotas libres de
microparticulas (0.5 mL) a las que se les cuantifico el contenido de INH. Se afnadié un
volumen igual de medio fresco para mantener constante la FD. Luego de 2 horas, todo
el volumen de solucion salina se retir6 suavemente y se volvié a colocar la misma
cantidad (5.0 mL) de buffer Tris-HCI (0.1 mol.L"', pH 7) (Cicarelli, San Lorenzo,
Argentina). La liberacion se analiz6 durante 24 horas. La cuantificacién de INH se realiz
por RP-HPLC (Prominence Series 20A, Shimadzu, Kyoto, Japdn), utilizando un detector
UV con arreglo de diodos (UV-Vis detector SPD-20A, Kyoto, Japdn). Las condiciones
cromatogréficas y la curva de calibracion utilizadas, se detallan en el Apéndice 3.

3.3.8. Ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH

Se obtuvieron microparticulas de INH utilizando EW/CG como FD aplicando las
condiciones microfluidicas y tratamiento de irradiacion por microondas ya detallados. La
recoleccién se llevo a cabo durante 2 horas para obtener 1.0 mL de FD. Posteriormente,
se retird el aceite utilizando micropipeta. Se llevé a volumen final de 5 mL con solucién
buffer de pH 1.6 conteniendo RIF en una concentracion de 9.63 ppm. Luego de
transcurridas 2 horas, se cuantificé la RIF en la solucién buffer por método de
absorbancia UV a una A = 471 nm utilizando un espectrofometro UV/vis Shimadzu
2401PC (Apéndice 3). Se determiné el porcentaje de RIF remanente en la solucién
buffer para las distintas situaciones: Particulas conteniendo INH tratadas a 900 W,
particulas conteniendo INH tratadas a 270 W y solucién buffer conteniendo INH y RIF

disueltas (no encapsuladas).
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3.3.9. Evaluacién de actividad antibacteriana de microparticulas de EW/CG con
INH encapsulada

Se realiz6 una evaluacion de la actividad antibacteriana frente a MT a los efectos
de evaluar si la INH liberada desde las microparticulas conserva su actividad. Se
realizaron pruebas en cultivos de MT. Estas experiencias se llevaron a cabo en los
laboratorios del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de la ciudad de Santa
Fe, siguiendo las estrictas normas de bioseguridad necesarias.

Se realizd un cultivo de suspensién de bacterias MT (ATCC 27294) con una
turbidez comparable con Mc Farland 0.5. Luego, esta suspension bacteriana se transfirio
a la superficie de placas de Petri con medio de cultivo Agar Middlebrook 7H10 utilizando
un hisopo de algodon estéril. Se perforaron pozos de 12 mm de diametro en el medio
con un tip estéril retirando luego con el mismo tip el medio sélido.

Se depositaron 100 uL de suspension de microparticulas en cada pozo. Para
esto, se recolectd el volumen requerido de microparticulas y se retird el aceite de la FD.
La concentracion de INH en las microparticulas fue de 200 ug.mL". Esta concentracién
se encuentra por encima de la concentracion inhibitoria minima de INH en solucién
acuosa (Hegde et al., 2021). De esta forma, se garantiza que en caso de no detectar
actividad antibacteriana se descarte que pueda deberse a baja concentracién de
antibidtico en el medio de cultivo. Las muestras asi sembradas se incubaron en estufa
a 37 °C hasta observar crecimiento. Finalmente, las placas se fotografiaron tapadas en
flujo laminar resguardando la bioseguridad.

Se sembraron 6 placas realizando tres pozos en cada una de ellas (triplicado):
1- Microparticulas con método de curado 900 W de potencia, 15s + INH

2- Microparticulas con método de curado 900 W de potencia, 15 s

3- Microparticulas con método de curado 270 W de potencia, 15 s + INH

4- Microparticulas con método de curado 270 W de potencia, 15 s

5- INH en solucién acuosa

6- Control de crecimiento de MT. En esta placa no se realizaron pozos.

3.3.10. Evaluacion de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante microparticulas
de EW/CG con INH

La viabilidad celular se define como el nimero de células sanas presentes en un
cultivo celular en condiciones normales de crecimiento y la proliferacion de células, es
un indicador vital para determinar o conocer los mecanismos de accion de ciertos genes,
proteinas y vias involucradas en la supervivencia o muerte celular después de la

exposicién a agentes toxicos. Existen varios tipos de ensayos de proliferacion y
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citotoxicidad celular y los mismos se usan normalmente para evaluar la seguridad de
nuevos farmacos con el fin de detectar si las moléculas de prueba tienen efectos sobre
la proliferacion celular o muestran efectos citotéxicos directos (Adam et al., 2016).

La evaluacion del efecto citotoxico o anti proliferativo de las microparticulas con
INH encapsulada se realizé6 mediante la evaluacién de la viabilidad y proliferacion de la
linea celular Caco-2, células de adenocarcinoma de colon humano (ATCC, HTB-37).
Para ello, se empled el kit Cell Titer 96TM AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay (Promega), el cual se compone de dos reactivos: MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium)] en una concentracion de 2
mg.mL" y metasulfato de fenazina (PMS) en una concentracion de 0,92 mg.mL". Estos
ensayos fueron optimizados y realizados en el laboratorio de Cultivos de Células del
Centro Biotecnoldgico del Litoral, FBCB-UNL, siguiendo la metodologia propuesta por
Cano-Sancho (Cano-Sancho et al., 2015) con algunas modificaciones.

Mediante este método colorimétrico se mide la proliferacién celular, poniendo en
evidencia la presencia de enzimas deshidrogenasas que se encuentran en las células
metabdlicamente activas y cuya actividad se relaciona en forma directa con la cantidad
de células viables presentes en el cultivo. Las enzimas deshidrogenasas catalizan la
biorreduccién del MTS en un cromdgeno soluble (azul de formazan) que absorbe a una
A =490 nm. EI PMS actta como dador de electrones en la reaccién de 6xido-reduccion.
La cantidad de producto generado es directamente proporcional al numero de células
metabdlicamente activas en el cultivo.

El protocolo empleado se detalla a continuacién. En placas estériles de fondo
plano de 48 pocillos se sembraron, en cada pocillo, 200 yL de una suspension celular
de 4.10° cél.mL', incubandose durante 24 horas en estufa gaseada a 37 °C.
Posteriormente, se removi6 el medio de cultivo de cada pocillo y en su lugar se colocaron
500 uL de diferentes diluciones de microparticulas.

Para construir la curva de viabilidad de células en presencia de microparticulas
cargadas con INH se realizaron diluciones a partir de microparticulas con una
concentracion de INH de 2000 pg.mL™' para obtener concentraciones por encima de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) (Hegde et al., 2021) y que incluyan a la
concentracion seleccionada para los estudios de actividad antibacteriana. En la Tabla 2
se presentan las diluciones y concentraciones analizadas para cada caso. Para cada
dilucién se recolectdé en tubos eppendorfs el volumen correspondiente de particulas
teniendo en cuenta el caudal de la FD y estimando el tiempo de recoleccion necesario
para obtener cada volumen. Luego, se retir6 el aceite de la FC y se agreg6 la cantidad
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de buffer necesaria para cada dilucion. Se ensayaron 3 réplicas de cada dilucion, en
ambos ensayos.

Para cada ensayo se incluyé un control negativo de 100 uL de particulas sin
agente encapsulado diluidas con 400 pL de medio de cultivo, un control de crecimiento
celular en condiciones normales de cultivo (100 % viabilidad) y un control positivo de
Estaurosporina (STP, 250 nM) que causa un 50 % de citotoxicidad en 24 horas a células
Caco-2 (previamente puesto a punto en el laboratorio). Luego de la adicién de todas las
muestras, las placas se incubaron nuevamente por 24 horas en estufa gaseada a 37 °C.

Tabla 2: Volimenes de microparticulas, volimenes de medio de dilucién y concentraciones
resultantes seleccionadas para el ensayo de citotoxicidad de células Caco-2 ante microparticulas
con INH.

Volumen de Volumen de medio Concentracion resultante
microparticulas (uL) de INH (ug mL™)
(ML)
100 400 400
42 458 168
25 475 100
10 490 40

Para revelar el ensayo, se lavaron todos los pocillos con 1X PBS, se adicionaron
200 pL de medio de cultivo fresco y, posteriormente, se agregaron 40 pL por pocillo del
reactivo de color, preparado en el momento mezclando 1 mL de solucion de MTS con
50 pL de solucion de PMS por cada placa. Se incub6 durante 3 horas a 37 °C en estufa
gaseada. La absorbancia del cromégeno se midié a una A = 492 nm contra lectura de
fondo de placa a A = 690 nm. Las mediciones efectuadas a longitudes de onda entre
630-700 nm ayudan a eliminar el ruido de fondo dado por restos celulares y por la
presencia de componentes capaces de generar absorbancia no especifica. Se calculd
el porcentaje de viabilidad celular utilizando el valor de absorbancia del control negativo
como 100 % de viabilidad celular.

3.4. Resultados y discusion
3.4.1. Generacion de microparticulas con INH encapsulada

La encapsulacion de INH utilizando el dispositivo con juntura en doble cruz
permitié generar las microgotas de alginato cargadas con el PA. La adicion de una nueva
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zona de contacto (segunda cruz) por donde se circuld la fase FES resulté ventajosa
dado que la posibilidad de entrecruzamiento dentro del dispositivo permitié obtener
particulas homodispersas y estables, sin observarse coalescencia en el medio de
recoleccion. En la Figura 37 se presentan imagenes de las particulas de alginato
obtenidas tomadas por microscopia 6ptica. Se observaron morfologias con simetria
esférica, con un diametro medio de 315 pum y distribucién de tamano homodisperso.
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Figura 37: (a) Im4genes de microparticulas de alginato sédico cargadas con INH obtenidas por
microscopia oOptica, (b) Histograma de distribucion de diametros de particulas.

Si bien la obtencién de microparticulas fue exitosa, al realizar los ensayos de
liberacién se observéd que practicamente la totalidad (~ 95 %) de la INH se liberé durante
los primeros minutos de ensayo. Podria inferirse que, en estas condiciones
fisicoquimicas, este PA se retiene débilmente dentro de la matriz de alginato y se libera
rapidamente a la fase acuosa. Por lo tanto, se concluye que, si bien la metodologia de
sintesis de microparticulas resulté exitosa, podria ser adecuada para encapsular otro
PA, pero no lo es para encapsular INH.

En funcién de estos resultados, se procedid a explorar otro sistema de
encapsulacion para INH. Se cambié la FD por una solucion de EW/CG utilizando el
dispositivo microfluidico con juntura en simple cruz y la metodologia de curado de
microparticulas por irradiacién de MW.

La Figura 38 muestra imagenes de microscopia USB de la formacién de las
microgotas en la unidén transversal a distintos tiempos (Figura 38b) y microgotas
generadas en el puerto de salida del dispositivo microfluidico (Figura 38c). Los caudales
de las FD y FC fueron 0.5 mL.h"" y 3.5 mL.h", respectivamente. En este régimen
dinamico de fluidos, la velocidad de produccion fue de aproximadamente 2 gotas por
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segundo. El régimen fue seleccionado después de explorar la generacién de gotas en
una amplia gama de condiciones operativas.

@
Aceite de
oliva 4

Solucion de
EW/CG/INH

-

Microgotas de INH ™.,

Figura 38: (a) Fotografia del dispositivo de PMMA lleno de una solucién acuosa coloreada para
representar la red fluidica. (b) Fotografias instantdneas que muestran los diferentes pasos de
formacion de gotas en funcion del tiempo en la unidn transversal: llenado (¢, ); escotadura (¢, );
desprendimiento (z; ); reinicio el ciclo (¢, ). Las imagenes se presentan como fueron adquiridas,

sin edicién que no sea recortar en los bordes; las lineas discontinuas se incluyeron para una
mejor demarcacién de las paredes del microcanal. (c) Imagen del microscopio USB de
microgotas recién obtenidas

La formacion de gotas esta gobernada por fuerzas hidrodinamicas que deforman
el jet de fluido y por las fuerzas de tension superficial que minimizan el area interfacial.
En la interseccién de canales, la gota en desarrollo es elongada mientras gana material,
se adelgaza formando un cuello y finalmente se separa aguas abajo (Figura 38b). Las
gotitas se vuelven perfectamente esféricas cuando no estan confinadas en los
microcanales, como se observa en la salida del dispositivo microfluidico (Figura 38c).

Las microgotas recogidas fueron curadas por MW (270 W y 900 W, durante 15 s),
generandose microparticulas sélidas suspendidas en la fase oleosa. Las microparticulas
sedimentaron en reposo en la FC, mostrando gran estabilidad contra la floculacion,
incluso después de 30 dias de almacenamiento. Dado que toda la fase acuosa (FD,
mezcla EW/CG/INH) inyectada al dispositivo microfluidico finalmente formé
microparticulas, y la solubilidad de INH en aceite es muy baja (log P = 0.64) (Brennan
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et al., 2008), la eficiencia de encapsulacion se consider6 del 100 %. La alta hidrofilicidad
de INH asegura que su pasaje a la fase oleosa (durante la generacién, manipulacioén o
almacenamiento de microparticulas) sea despreciable, lo que evidencia que las
moléculas de INH se retienen en las microparticulas y se liberan solo cuando son
expuestas al contacto con los buffers de liberacion.

La Figura 39a presenta una imagen de microscopia Optica de una sola
microparticula. La superficie de la particula muestra diferentes dominios de textura,
como resultado de la complejacion de proteinas y polisacaridos. En la Figura 39b se
muestra una imagen mas detallada de la microestructura, donde se distinguen
claramente areas con diferente rugosidad.

200 pm
I—IJ| (a)

Figura 39: Caracterizacién por microscopia éptica de microparticulas de EW/CG cargadas con
INH a diferentes aumentos. (a) Microparticula Unica observada en 10X. (b) Topologia de la
superficie de la microparticula observada a 40X.

En la condicién de pH seleccionada para formular la FD, las interacciones
electrostaticas débiles entre las proteinas de la EW y el CG conducen a la formacién de
complejos solubles (Marengo et al.,, 2019). La irradiacion con MW mejora la
complejacion, ya que las proteinas globulares se desnaturalizan y exponen los grupos
funcionales de los aminoacidos (ocultos en el ndcleo de la conformacion nativa) para
formar enlaces cruzados covalentes (Cortés-Morales et al., 2021).

Las moléculas de INH se dispersan uniformemente en la matriz, donde las
interacciones electrostaticas entre las proteinas y los polisacaridos estabilizan la
encapsulacion. Es importante sefialar que se espera que las moléculas de INH se
dispersen uniformemente en la matriz porque se disuelven previamente en la solucion
polimérica utilizada para elaborar las microparticulas cargadas con este PA (inciso
2.3.3). Posteriormente, las microgotas se forman a partir de esta soluciéon precursora

utilizando el método microfluidico y luego se curan para formar microparticulas.
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En la Figura 40 se muestran imagenes de las particulas obtenidas, tomadas por
microscopia optica y los respectivos graficos de distribucion de tamano. Se observan
particulas de forma esférica y altamente homodispersas. En la Figura 40a se muestran
las microparticulas recién obtenidas sin tratamiento de curado, en Figura 40c curadas a
270 W y en Figura 40e curadas a 900 W.

Los histogramas de distribucion de tamario (Figuras 40b, 40d y 40f) revelaron
que el tratamiento con MW no afecté la microestructura de las particulas, ya que se
midieron diametros medios similares en todos los casos. De hecho, la irradiacién con
MW resulta una excelente alternativa para inducir el entrecruzamiento en la mezcla de
biopolimeros, evitando asi la adicién de sustancias quimicas que podrian interferir con
el compuesto activo.
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Figura 40: Imagenes de microscopia Optica con 10X de aumento: (a) particulas de EW/CG
cargadas con INH recién obtenidas (c) particulas entrecruzadas por radiacion MW a 270 W
durante 15 s, y (e) a 900 W durante 15 s. Histogramas de distribucion de tamafo (b), (d) y (f)
correspondientes a las particulas que figuran en (a), (c) y (e), respectivamente.
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3.4.2. Espectroscopia IR de particulas de EW/CG con INH encapsulada

Las mediciones de espectroscopia IR se realizaron para obtener conocimientos
sobre las interacciones entre los componentes moleculares que forman las
microparticulas. Figura 41a muestra los espectros tipicos de los compuestos
individuales, EW, CG e INH. Para EW, los picos en 3296, 3076 y 2935 cm' se debieron
al estiramiento CH y NH de Amida Ay B. Los picos en 1655y 1541 cm™ correspondieron
a Amida | (C = O estiramiento) y Amida Il (flexion NH, estiramiento CN),
respectivamente. En la region entre 1450 y 1240 cm™, se observaron los picos (1450,
1396, 1313 y 1240 cm™) de la Amida Il (flexién NH, estiramiento CN) (Thiyagarajan et
al., 2018). Figura 41a también muestra el espectro de CG. Los picos en 3445 y 2910
cm™' se debieron al estiramiento de OHy CH y el pico en 1647 cm™ correspondio al agua
unida al polimero. Las sefiales del grupo éster sulfato (SO, O = S = O, COS) se
observaron en 1456, 1375, 1265, 847 y 704 cm™. El pico a 1070 cm™ correspondié al
enlace glicosidico y a 927 cm™ al grupo éter en 3,6-anhidrogalactosa (Sen & Erboz,
2010). Finalmente, la especificacion de INH también estuvo de acuerdo con los
resultados previamente reportados por Diniz (Diniz et al., 2018). En las regiones 3447-
3017 cm™ y 1600-1550 cm™', respectivamente, se observaron estiramientos de NH y
flexion de NH asociados a las aminas primarias y secundarias. El pico a 1666 cm™ se
debid al grupo carbonilo de la amida y a 1337 cm™ correspondié al estiramiento del CN
del anillo piridina.

La Figura 41b muestra los espectros de particulas no tratadas, particulas tratadas
con MW a 270 W para 15 sy particulas tratadas con MW a 900 W para 15 s. Las sefales
de INH no pudieron ser identificadas. Este resultado puede explicarse teniendo en
cuenta el tamano y la relacién de masa de los componentes de la formulacion. En cuanto
al tamano, las moléculas del polimero y la proteina son mucho méas grandes que la del
antibiético. Ademas, la cantidad de EW y CG es mayor que la cantidad de INH. Sin
embargo, los tres espectros parecen ser bastante similares, y solo se pueden observar
pequenas diferencias entre ellos. En comparacién con EW y CG (Figura 41a), los
espectros de la mezcla presentaron tres picos notables a 2926, 2854 y 1746 cm™ que
no pueden atribuirse ni a la proteina ni al polimero. Probablemente, estos cambios se
deben a la formacién de ésteres de carragenato (C = O, 1746 cm™) o la aparicién de la
reaccion de Maillard entre el grupo carbonilo en la galactosa de estos ésteres y
aminoacidos de EW (Mao et al., 2018). La intensidad de los tres picos aumenté de
muestras correspondientes a particulas no tratadas a muestras correspondientes a
particulas tratadas con MW a 900 W durante 15 s (por ej. a 2926 cm™, del 25,6 % al
38,9 %).
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Se observaron otros cambios menores en la region entre 1460 y 1080 cm; por
ejemplo, los picos se trasladaron a nimeros de onda mas bajos (1095 cm en particulas
no tratadas se traslad6 a 1084 cm™ en particulas tratadas con MW a 900 W durante 15
s). Finalmente, las interacciones entre las moléculas pueden ser atribuidas a la
formacion de ésteres, reaccién de Maillard, creacion de enlaces de hidrogeno, o una
combinacion de estos mecanismos.
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Figura 41: Espectros FTIR de: (a) soluciones individuales EW, CG e INH; (b) microparticulas
EW/CG/INH bajo tratamiento de curado con MW a 270 W/15 sy 900 W/15 s.

3.4.3. Liberacion de INH

La Figura 42 muestra los resultados del ensayo de liberacién de INH de
microparticulas de EW/CG a 37 °C con agitacién orbital. Se observaron perfiles de
liberacién similares en ambas condiciones de curado; sin embargo, las particulas
tratadas a 900 W liberaron menor cantidad de INH desde el comienzo del ensayo. No
se observo liberacidn subita (burst-release) en ninguna experiencia.
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Durante las dos primeras horas a pH 1.6, se observaron liberaciones de ~ 35 %y
~ 22 % de particulas tratadas a 270 W y 900 W, respectivamente. Claramente, a medida
que aumenta la potencia de irradiacion, aumenta la desnaturalizacién de proteinas y el
entrecruzamiento, disminuyendo la velocidad de liberacion. Estos resultados son
satisfactorios, dado que muestran que la INH se liber6 en bajas cantidades en
condiciones de pH y de tiempo de residencia caracteristicos del estdmago.

Cuando se sustituyé la solucion buffer de pH 1.6 por la solucion buffer de pH 7, se
produjo un cambio subito de las pendientes de la curva, y luego los perfiles de liberacién
siguieron tendencias similares. Luego de 24 horas, ambos sistemas mostraron una
meseta de liberacion maxima. Las particulas tratadas a 270 W liberaron alrededor del
83% del farmaco, mientras que las tratadas a 900 W liberaron alrededor del 65%. Por lo
tanto, el método de curado propuesto permite disefiar sistemas con velocidades de
liberacién ajustables, que podrian iterarse para la busqueda de una liberacién de INH
Optima.

Para obtener mayor informacion sobre el mecanismo de liberaciéon de INH a partir
de microparticulas EW/CG, se estudiaron los resultados experimentales de las primeras
6.5 horas del ensayo utilizando los siguientes modelos cinéticos (Higuchi, 1963;
Korsmeyer et al., 1983; Gouda et al., 2017; Wu et al., 2019):

In(Q, - Q) =InQ, —k,t 4)
Q/QO :kHt1/2 (5)
Q/Q, =k, t" (6)

En todos los casos, Q/Q, representa la fraccion acumulada de INH liberada a

tiempo t, y k; son las respectivas constantes cinéticas. En particular, la Ec. (4)
representa el modelo de primer orden, la Ec. (5) es el modelo de Higuchi, y la Ec. (6) es
el modelo de Korsmeyer-Peppas. El ultimo modelo se usa comunmente para describir
la liberacién de farmacos de una matriz polimérica, donde el exponente de difusion (1)
caracteriza el mecanismo de liberacion (Korsmeyer et al., 1983). Los ajustes realizados
a los datos experimentales (Ec. 6) se presentan en el inserto de la Figura 42. Los valores
de los parametros de ajuste se indican en la Tabla 3 donde se incluye el error porcentual

de ajuste para cada modelo cinético (& %).
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El modelo de Higuchi (Higuchi, 1963) presentd los mayores valores de €%. Dado
que este modelo concibe un proceso puramente difusivo (raiz cuadrada del tiempo), el
resultado indica que el sistema estudiado implicaria un mecanismo de liberacion
adicional. Ademas, los valores de €% para la Ec. (5) son mayores para la liberacién a
pH 1.6 que para pH 7, lo que indica que un mecanismo adicional juega un papel
importante en las condiciones de pH mas bajas. Por otra parte, los valores €% mas bajos
de la Tabla 3 se obtuvieron con el modelo de primer orden, donde la velocidad de
liberacién es directamente proporcional a la concentracion del PA restante en la
particula.

Considerando k;, se podria inferir que la velocidad de liberacion de particulas
tratadas a 900 W resultdé 52 % menor a pH 1.6 y 61 % menor a pH 7 que las tratadas a
270 W, respectivamente. Esta informacién resulta util para optimizar los perfiles de
liberacién mediante el control de las condiciones de curado.

En el modelo Korsmeyer-Peppas, k, proporciona informacion sobre las

caracteristicas estructurales de las microparticulas. Los valores de k, resultantes en la

Tabla 3 indican que la liberacion fue mas rapida a pH 7 que a pH 1.6 en ambas
condiciones de curado, y que las particulas curadas a 270 W suministraron la INH mas
rapido que las particulas curadas a 900 W.

Tabla 3: Valores promedio de pardmetros de los modelos de primer orden (Ec. (4)), Higuchi (Ec.
(5)) y Korsmeyer-Peppas (Ec. (6)) y error porcentual de ajuste (¢%) aplicados a ensayos de
liberacion de INH desde microparticulas de EW/CG.

Mw Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas

(W) PH ki(h™) | &) | ky(h°5) | &%) | ky(h") | n() | &(%)
270 1.6 0.25 0.014 0.23 3.6 0.24 0.70 1.3
270 7.0 0.18 0.082 0.27 0.35 0.32 0.39 0.05
900 1.6 0.13 0.001 0.12 29 0.13 0.72 0.12
900 7.0 0.11 0.024 0.18 0.44 0.20 0.44 0.09

También en este modelo, el exponente n esta relacionado con el mecanismo de
liberacién de farmacos: N < 0.5 indica que la liberacién es controlada por un proceso
Fickiano, ya que la velocidad de difusion es mucho menor que la velocidad de relajacion
de la pared de la microparticula, y 0.5 < n < 1 (difusion no-Fickiana) ocurre cuando la
liberacién se controla por difusion y relajacion de la pared (Langer & Peppas, 1981;
Korsmeyer et al., 1983). Por lo tanto, los valores de n descriptos en la Tabla 3 sugieren
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que la liberacion de INH siguié una difusién no-Fickiana a pH 1.6 y luego una difusion
Fickiana a pH 7. Estos resultados concuerdan con los resultados arrojados por el modelo
de Higuchi (n = 0.5) el cual no ajusta los datos experimentales al pH mas bajo.
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Figura 42: Ensayo de liberacién in vitro: Porcentaje acumulativo de INH suministrado por las
microparticulas EW/CG a 37 °C en solucién buffer de NaCl 0,05 mol.L, pH 1,6 (primeras 2 h) y
solucion buffer Tris-HCI 0,1 mol.L", pH 7 (las siguientes 22 h). El recuadro muestra un ejemplo
del procedimiento de ajuste utilizado para obtener los parametros del modelo cinético. Los

simbolos son datos experimentales (primeras 6,5 h del experimento) y las lineas representan las
curvas de ajuste de la Ec. (6), con los valores de los parametros indicados en tabla 4.

3.4.4. Ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH
La Tabla 4 resume los resultados obtenidos de cuantificacion de RIF por método
de absorbancia UV a una A = 471nm, segun se describi6 en el inciso 3.3.8.

Tabla 4: Porcentaje de RIF en medio con pH 1.6.

% de RIF
Particulas (900W Particulas INH +RIF RIF
+ INH)-RIF (270W + INH)-RIF | (sin particulas)
7711 73.83 59.93 67.4

Se observa una menor degradacion de la RIF en las experiencias donde la INH se
encuentra encapsulada. En tal sentido, se corroboraria que la encapsulacién de una de
las drogas (INH) impide la interacciéon inmediata entre ellas y retrasa la degradacion de
RIF. La degradacion de RIF fue menor en el sistema de particulas tratadas con MW a
900 W potencia. En concomitancia con lo observado en los perfiles de liberacion de INH,

113



Capitulo 3

pareceria que al ocurrir una liberacion mas lenta de INH en el sistema de particulas
tratadas con 900 W de potencia también ocurre una menor degradacion de la RIF.

3.4.5. Evaluacion de actividad antibacteriana de INH
En la Figura 43 se muestran imagenes de las placas de Petri correspondientes
a los ensayos de actividad antibacteriana.

=

Figura 43: Imagenes de placas de Petri de ensayos de actividad antibacteriana (M. tuberculosis,
ATCC 27294) de INH encapsulada en microparticulas de EW/CG. (1) Microparticulas con método
de curado 900 W de potencia, 15 s + INH, (2) Microparticulas con método de curado 900 W de
potencia, 15 s, (3) Microparticulas con método de curado 270 W de potencia, 15 s +INH, (4)
Microparticulas con método de curado 270 W de potencia, 15 s, (5) INH en solucién acuosa, (6)
Control de crecimiento de MT.

Se observd que en las experiencias donde se sembraron microparticulas con

INH encapsulada no hubo crecimiento bacteriano (placas 1 y 3). Mientras que en las
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experiencias donde se sembraron microparticulas sin INH encapsulada si hubo
crecimiento (placas 2 y 4). El efecto antibacteriano fue positivo en ambas formulaciones
de microparticulas, tanto en las tratadas con 900 W de potencia como en las tratadas
con 270 W. Asimismo, se corroboro el efecto inhibidor de la INH en solucion (placa 5) y
el crecimiento favorable del MT en ausencia de antibidtico (placa 6). El mayor
crecimiento alrededor de los pozos de las placas 2 y 4 podria deberse a que como las
suspensiones de microparticulas poseen restos de aceite de oliva éste podria actuar
como factor de crecimiento bacteriano. En la placa 4 se observa una pequefa

contaminacion fungica la cual no interfiere en la visualizacion de los resultados.

3.4.6. Evaluacion de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante microparticulas
con INH encapsulada

En la Figura 44 se presentan los resultados de viabilidad de linea celular Caco-
2 en presencia de microparticulas cargadas con INH. Se observé que la viabilidad
disminuy6 progresivamente hasta 55 % a la maxima concentracién ensayada de 400
ug.mL". De acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009, cuando un agente causa una
reduccion en la viabilidad celular mayor al 30 % se considera citotéxico. Si bien se
necesitaria un estudio mas exhaustivo de viabilidad celular en presencia de INH, con los
resultados obtenidos hasta el momento se podria concluir que formulaciones de INH
menores a 200 pug.mL " podrian utilizarse de forma segura ya que causan una reduccién

de la viabilidad celular menor al 30 %.
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Figura 44: Viabilidad de linea celular Caco-2 en presencia de microparticulas cargadas con

concentraciones crecientes de INH.
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Otro de los resultados de interés de este ensayo es el que indicaria que las
microparticulas sin INH presentan muy baja, o casi nula, citotoxicidad. Si bien se
observ6 una disminucion promedio de la viabilidad de aproximadamente el 10 %, esto
podria deberse al propio error experimental.

3.5. Conclusiones parciales

Los resultados presentados en este capitulo muestran que las microparticulas
obtenidas con la metodologia microfluidica desarrollada permitieron encapsular INH.

Las conclusiones més relevantes obtenidas a través de este estudio

evidenciaron que:
(i) El prototipo de dispositivo con juntura en doble cruz permitid la obtencion de
microparticulas de alginato sédico homodispersas y con buena esfericidad, capaces de
encapsular INH, pero con baja retencion del PA en los ensayos simulando condiciones
de pH gastrointestinal.
(i) La encapsulacion de INH en particulas compuestas por EW/CG utilizando el
dispositivo con juntura en simple cruz permiti6 obtener microparticulas esféricas,
monodispersas y altamente estables, capaces de retener el PA. El sistema de curado
por irradiacion por MW permiti6 modificar los perfiles de liberacidén que fueron
progresivos.
(iii) El analisis de los perfiles de liberacién con modelos tedricos simples permitié concluir
que la liberacion es del tipo no-Fickiana a pH 1.6 probablemente debida a la
combinacién de efectos difusivos y de relajacién de la matriz que conforma las
microparticulas, continuando luego con una difusién Fickiana a pH 7.
(iv) El ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH mostré que la degradacion de
RIF fue menor en los sistemas donde la INH se encontr6 encapsulada.
(v) La evaluacion de actividad antibacteriana mostré que la INH encapsulada conserva
su actividad luego de ser liberada desde las microparticulas.
(vi) Los ensayos de evaluacion de citotoxicidad celular sobre linea celular Caco-2 ante
microparticulas con INH mostraron que se podrian utilizar de forma segura
formulaciones con este PA en concentraciones menores a 200 ug.mL™, ya que causan

una reduccion de la viabilidad celular inferior al 30 %.
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APLICACION NUTRICIONAL DE LAS
MICROPARTICULAS: ENCAPSULACION DE
HEMOGLOBINA EN POLVO COMO FUENTE
DE HIERRO HEMINICO.
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4.1. Introduccion

En este capitulo se describe la aplicacion de la metodologia de generacién
microfluidica de microparticulas para la encapsulacién de hemoglobina (Hmg) en polvo
como fuente de hierro heminico (FeH), utilizado para el tratamiento de la anemia
ferropénica. La metodologia de analisis realizada sigue la secuencia ya descripta en el
Capitulo 3 para la encapsulacion de INH. Inicialmente se estudia el proceso de
encapsulacion propiamente dicho, seguido de la capacidad de la matriz para liberar
hierro. Ademas, se evalua la citotoxicidad y la permeabilidad biolégica del hierro
liberado.

4.1.1. Déficit de hierro

La anemia es una afeccidén de salud muy comun. Segun la OMS, la prevalencia
de anemia depende de los grupos étnicos y la ubicacion geografica, pero se estima que
el 50% de estos casos se deben a la deficiencia de hierro (Span et al., 2016). Entre las
principales causas de su deficiencia, pueden mencionarse la insuficiente cantidad de
hierro y sus reservas en el organismo, la pérdida de sangre como causa de algun tipo
de hemorragia (menstrual, tracto gastrointestinal, lesiones) y la disminucién de la
absorcion de hierro en el tubo digestivo (biodisponibilidad) (Span et al., 2016;
Skolmowska & Gtabska, 2019; Piskin et al., 2022).

Un metabolismo saludable del hierro es importante, ya que el hierro es el
principal mineral involucrado en el transporte de oxigeno, la sintesis de ADN, y el
crecimiento y supervivencia celular (Span et al. 2016; Maas et al., 2023). La homeostasis
del hierro se regula principalmente por absorcion intestinal, teniendo en cuenta que la
absorciéon de este mineral tiene lugar predominantemente en el duodeno y el yeyuno
superior por parte de los enterocitos. Esta absorcién es regulada por la hormona
hepcidina que se produce en los hepatocitos y se une a la ferroportina, proteina
transportadora de hierro que traslada hierro desde los enterocitos duodenales hacia la
circulacién (Fuqua et al., 2012).

La deficiencia de hierro evoluciona en forma general, segun distintos estadios.
En el primer estadio, el requerimiento de hierro supera la ingesta, lo que causa deplecion
progresiva de los depdsitos de hierro de la médula 6sea. A medida que disminuyen los
depositos, aumenta en compensacion la absorcion de hierro de la dieta. Durante
estadios mas tardios, la deficiencia altera la sintesis de eritrocitos, y la consecuencia
final es la anemia (Ganz & Nemeth, 2012).

La patologia suele desarrollarse lentamente, porque puede pasar mucho tiempo
hasta que las reservas de hierro se agoten en el organismo y la médula 6sea produzca
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menos glébulos rojos y a su vez, sean de menor tamafo. Su evolucion serd mas rapida
cuando se manifieste un desequilibrio entre la proporcion de hierro ingerido y su reserva
en el organismo, las necesidades de micronutrientes esenciales para el proceso de
eritropoyesis (cobre, vitamina B12, acido félico), las pérdidas corporales y el balance
hormonal. La ausencia de estos micronutrientes y hormonas hace que la produccién de
glébulos rojos sea inferior a la necesaria o que estén deformados y sean incapaces de
transportar correctamente el oxigeno (Ganz & Nemeth, 2012; Ginther, 2023). Como
consecuencia, puede generar fatiga excesiva en adultos, retraso del crecimiento y
desarrollo en nifos y disminuciéon de la capacidad de aprendizaje en adolescentes
(Domellof et al., 2014; Bailey et al., 2015).

La anemia ferropénica mantiene su importancia como patologia, por ser una de
las deficiencias nutricionales con incidencia directa en lactantes y mujeres gestantes
(Domelléf et al., 2014; Galicia et al., 2016; Benson et al., 2022; Igbinosa et al., 2022).
En nuestro pais, desde hace algunos anos, existen dos leyes que tienden a subsanar,
al menos en parte, el déficit de hierro de la poblacion, sea a través de programas
nacionales o simplemente, a través del suministro a la poblacion de alimentos de
consumo masivo como lo expuesto en las normativas tales como la ley 25459 que
establece la fortificacion de leche entera o la ley 25630 donde se establecen condiciones
de adicion de hierro a la harina de trigo, acido folico, tiamina, riboflavina y niacina en
proporciones especificas. Si bien existen todas estas alternativas para disminuir la
incidencia de anemias a través de la ingesta de productos fortificados o suplementos
dietarios conteniendo hierro (Vatandoust & Diosady, 2022), en muchos casos, no se
evidencian los resultados esperados (Churio et al., 2018).

Otro de los factores de importancia que inciden en el fracaso de distintas
estrategias para afrontar esta patologia, es la interrupcion de las terapias de
suplementacion debido a caracteristicas organolépticas de los productos formulados
con hierro (Larson et al., 2021; Vatandoust & Diosady, 2022), trastornos
gastrointestinales y baja biodisponibilidad asociada a la ingesta junto con otros
alimentos (Piskin et al., 2022), incluso casos de intolerancia al hierro (Culeddu et al.,
2022; Maas et al., 2023).

Hay dos formas de hierro dietético, el hierro no heminico (FeNH) que esta presente
en las verduras y los granos, y el hierro heminico (FeH) que se encuentra
predominantemente en la carne roja en forma de Hmg y mioglobina (Miret et al., 2010).
Se sabe que, aunque la prevalencia del FeNH es superior a FeH, este Ultimo se absorbe
hasta un 30 % mas eficazmente (Villarroel et al, 2011).
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Debido a que los suplementos de FeNH son relativamente baratos y faciles de
producir, la industria farmacéutica ha desarrollado varias formulaciones orales a base
de sales de hierro como sulfato ferroso. Sin embargo, estas formulaciones se asocian
con diversos efectos secundarios, como trastornos gastrointestinales que
probablemente, son causados por la cantidad redundante de hierro en los preparados
que permanecen sin absorber en el colon (Kalinowski & Richardson, 2005). En
consecuencia, hay una necesidad urgente de preparaciones orales mas avanzadas con
mayor biodisponibilidad y menos efectos secundarios.

El FeH es una forma organica de hierro presente en la molécula de porfirina de
la Hmg o mioglobina y derivado mayoritariamente de fuentes de alimentos animales,
siendo el de mejor disponibilidad y absorbido sin sufrir modificaciones y sin interaccionar
con otros componentes de la dieta (Valenzuela et al., 2009; Buzala et al., 2016;
Skolmowska & Gtgbska, 2018).

A diferencia del hierro no heminico que es absorbido por los enterocitos a través
del transportador de metal divalente 1 (DMT1), el mecanismo de absorcién exacto para
el hierro heminico sigue siendo un tema de debate. Sin embargo, es generalmente
aceptado que el grupo hemo se une a la membrana del borde del cepillo de los
enterocitos del duodeno y es transportado posteriormente por un transportador diferente
como hierro no heminico a través de la membrana celular al citoplasma (Shayeghi et al.,
2005; Korolnek & Hamza, 2014).

Los principales factores para el desarrollo de nuevas terapias orales de hierro
serian la mejora de la estabilidad, biodisponibilidad y solubilidad del suplemento de
hierro (Hunter et al.,, 2012). La tecnologia de encapsulacion ha mejorado
sustancialmente varios de los problemas mencionados, reduciendo la posibilidad de que
ocurran reacciones de precipitacion y quelacion con otros componentes de la dieta en
el tracto gastrointestinal (Span et al., 2016; Vatandoust & Diosady, 2022).

En este trabajo de Tesis se estudié a encapsulacion de Hmg bovina en polvo
como fuente de FeH.

4.2. Objetivos parciales

Objetivo 1: Encapsular Hmg en polvo como fuente de hierro heminico y evaluar su
liberacién en condiciones de pH compatibles con la via gastrointestinal.

Objetivo 2: Evaluar la citotoxicidad y la permeabilidad biol6gica de hierro liberado desde

las microparticulas.
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4.3. Materiales y métodos
4.3.1. Materiales

Se utiliz6 aceite de oliva de calidad alimentaria (Olivi Hnos., Mendoza, Argentina)
como FC. Para la formulacion de la FD se adquirieron huevos de gallina frescos en un
mercado local, se utiliz6 CG (Tipo I, 80% kappa y 20% lambda carragenato) marca
Sigma Chemicals (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

La Hmg en polvo bovina como fuente de FeH fue provista por la empresa Yeruva
S.A. (Esperanza, Argentina). Este producto se obtuvo a partir de sangre entera fresca
proveniente de la faena de bovinos, sometida a un proceso de centrifugacion para
separar el plasma y posterior secado por el método spray de la fase no plasmatica. El
producto resultante se constituye de un valor mayor a 90% de proteina (segun ficha
técnica del fabricante), siendo apto de utilizar como potencial complemento proteico y
de FeH. El contenido de hierro de la Hmg en polvo fue cuantificado por el Servicio
Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN)-CCT Conicet-Santa Fe, mediante
la técnica de absorcidn atdmica por atomizacion de llama con un Espectrometro Perkin
Elmer PinAAcle 900T. Se obtuvo un valor de 2.39 mg/g de hierro por gramo de polvo de
Hmg.

4.3.2. Dispositivo microfluidico
Para este estudio se utilizé el dispositivo en simple cruz descripto en el Capitulo
1, inciso 1.3.1.

4.3.3. Preparacion de la FD

Para la encapsulacion de Hmg se utilizé la FD compuesta EW/CG cuya
metodologia de preparacion fue descripta en Capitulo 2, seccion 2.3.3. Una vez
preparada esta mezcla biopolimérica se adicionaron 0.75 g de Hmg en polvo a 15 mL
de FD.

4.3.4. Generacion de microparticulas

Los caudales aplicados al del sistema microfluidico para obtener microparticulas
con Hmg encapsulada fueron 3.5 mL.h'" para la FC y 0.5 mL.h" para la FD. Todos los
ensayos se hicieron a temperatura ambiente controlada de 25 °C.
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4.3.5. Curado de microparticulas

Las microparticulas de EW/CG con Hmg luego de recolectadas fueron tratadas
aplicando irradiacion en horno microondas (BGH, Modelo B330DSS, Rio Grande,
Argentina) aplicando una potencia de 900 W, durante 15 s.

4.3.6. Caracterizacion de microparticulas

El tamano y la morfologia de las microparticulas, fue determinado por
microscopia Optica con un microscopio Leica DM750 (Leica Microsystems, Heerbrugg,
Suiza) con camara digital integrada ICC50W. Se midi6 el diametro de las microparticulas
individuales, luego se calculé el tamafio promedio y la desviacién estandar. Se midieron
cien microparticulas por muestra para proporcionar valores estadisticos confiables.
Todos los experimentos se hicieron por duplicado.

4.3.7. Ensayos de liberacion

Para la evaluacion de la liberacién de hierro desde las microparticulas con Hmg
encapsulada, primeramente, se evalud la posible liberacion de hierro desde las
microparticulas hacia la FC. Para ello, se tomé una alicuota de la mezcla con
microparticulas y de FC, con una cantidad de microparticulas correspondientes a 1.0 mL
de la mezcla FD. Se llevé a un volumen final de 5.0 mL con aceite de oliva y se extrajeron
alicuotas de 1.0 mL de aceite a intervalos de tiempo predefinidos, abarcando un tiempo
total de 48 horas. Estas muestras de FC se trataron por digestién con microondas en un
digestor Milestone START D, como etapa preparativa para la realizacién de los ensayos
de absorcion atomica.

El contenido de hierro liberado hacia la FC fue analizado por absorcién atomica
por atomizacion de llama en un espectrometro Perkin Elmer PinAAcle 900T. Se emple6
el método de curva de calibrado con estdndares acuosos certificados. El limite de
deteccion fue de 0.01 mg.g™' y el de cuantificacién de 0.03 mg.g™'. Estas determinaciones
se realizaron por duplicado, con microparticulas recién obtenidas, por parte del Servicio
Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN)-CCT Conicet-Santa Fe.

Para evaluar la liberacion de hierro desde la microparticulas hacia el medio de
liberacion se retird la FC y se afiadieron 5.0 mL de medio de liberacion (CINa 0.05 mol.L-
! pH 1.6) (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) a 1.5 mL de FD. Se tomé mayor volumen
de FD (en comparacion con los ensayos de liberacidon de INH) para aumentar la
sensibilidad del proceso de cuantificacion de hierro. Luego de 2 horas, todo el volumen
de solucion salina se retir6 suavemente y se volvié a colocar la misma cantidad (5.0 mL)

de buffer Tris-HCI (0.1 mol.L", pH 7) (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina). La liberacion
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se analiz6 durante 72 horas. La suspension se someti6 a agitacién orbital a 150 r.p.m.,
a 37 °C. A intervalos de tiempo predefinidos, se extrajeron 1.5 mL de la fase acuosa de
la suspension y se analiz6 la liberacién acumulativa de hierro mediante el método
colorimétrico directo para la determinacién de hierro (Fer-color AA, Wiener Laboratorios
S.A.l.C., Rosario, Argentina). La metodologia para cuantificacion se presenta en el
Apéndice 4.

4.3.8. Evaluacion de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante microparticulas
con Hmg encapsulada

La evaluacion del efecto citotdxico o anti proliferativo de las microparticulas con
Hmg encapsulada se realiz6 mediante la evaluacion de la viabilidad y proliferacion de la
linea celular Caco-2, células de adenocarcinoma de colon humano (ATCC, HTB-37).
Los fundamentos de esta técnica fueron detallados en el Capitulo 3. Para ello, se empled
el kit Cell Titer 96 TM AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), el
cual se compone de dos reactivos: MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-
fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium)] en una concentracion de 2 mg.mL™" y metasulfato
de fenazina (PMS) en una concentracién de 0,92 mg.mL'. Estos ensayos fueron
optimizados y realizados en el laboratorio de Cultivos de Células del Centro
Biotecnologico del Litoral, FBCB-UNL, siguiendo la metodologia propuesta por Cano-
Sancho (Cano-Sancho et al., 2015) con algunas modificaciones.

Para construir la curva de viabilidad de células en presencia de microparticulas
cargadas con Hmg se realizaron diluciones a partir de microparticulas con una
concentracion de hierro de 1500 uM, de manera de abarcar concentraciones similares
a las ensayadas (Span et al., 2016). En la Tabla 5 se presentan las diluciones y
concentraciones analizadas. Para cada dilucién se recolecté en tubos eppendorfs el
volumen correspondiente de particulas teniendo en cuenta el caudal de la FD y
estimando el tiempo de recoleccién necesario para obtener cada volumen. Luego, se
retiro el aceite de la FC y se agregé la cantidad de buffer necesaria para cada dilucién.
Se ensayaron 3 réplicas de cada dilucién, en ambos ensayos.

Para cada ensayo se incluyé un control negativo de 100 pL de particulas sin
agente encapsulado diluidas con 400 yL de medio de cultivo, un control de crecimiento
celular en condiciones normales de cultivo (100 % viabilidad) y un control positivo de
Estaurosporina (STP, 250 nM) que causa un 50 % de citotoxicidad en 24 horas a células
Caco-2 (previamente puesto a punto en el laboratorio). Luego de la adicién de todas las
muestras, las placas se incubaron nuevamente por 24 horas en estufa gaseada a 37 °C.
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Tabla 5: Volumenes de microparticulas, volimenes de medio de dilucién y concentraciones

resultantes seleccionadas para el ensayo de citotoxicidad de células Caco-2 ante microparticulas

con Hmg.
Volumen de Volumen de medio Concentracion
microparticulas (pL) resultante de Fe (uM)

(ML)

100 400 300
70 430 214
50 450 150
35 465 107

Para revelar el ensayo, se lavaron todos los pocillos con 1X PBS, se adicionaron
200 pL de medio de cultivo fresco y, posteriormente, se agregaron 40 pL por pocillo del
reactivo de color, preparado en el momento mezclando 1 mL de solucion de MTS con
50 pL de solucion de PMS por cada placa. Se incub6 durante 3 horas a 37 °C en estufa
gaseada. La absorbancia del cromégeno se midié a una A = 492 nm contra lectura de
fondo de placa a A = 690 nm. Las mediciones efectuadas a longitudes de onda entre
630-700 nm ayudan a eliminar el ruido de fondo dado por restos celulares y por la
presencia de componentes capaces de generar absorbancia no especifica. Se calculd
el porcentaje de viabilidad celular utilizando el valor de absorbancia del control negativo
como 100 % de viabilidad celular.

4.3.9. Evaluacion de la permeabilidad bioldogica de hierro encapsulado en
membranas de células Caco-2.

La absorcién de un PA administrado por via oral depende principalmente del
mecanismo de liberacion del PA, asi como de su solubilidad y permeabilidad a través
de la mucosa intestinal. Empleando un cultivo in vitro de células, se han desarrollado
ensayos que imitan estrechamente las condiciones de absorcién de la mucosa humana,
permitiendo el reemplazo de animales de experimentacion. La superficie intestinal se
biomimetiza empleando una monocapa de células Caco-2 (células de adenocarcinoma
de colon humano) sobre una membrana semipermeable. Para determinar la
permeabilidad del hierro a través de la mucosa intestinal se realiz6 un ensayo de
permeabilidad en células Caco-2.

Para medir las concentraciones de hierro permeadas a través de la monocapa
celular se coloco una solucién de hierro sobre la camara apical de la membrana. Luego

de incubada por 24 horas, la fraccion permeada se recolect6é de la camara basolateral
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de la membrana (Figura 38) para su posterior cuantificacién. Estos ensayos fueron
optimizados y realizados en el laboratorio de Cultivos de Células del Centro
Biotecnoldgico del Litoral, FBCB-UNL, siguiendo la metodologia propuesta por
Hubatsch (Hubatsch et al., 2007) con algunas modificaciones.

Camara apical

INSErD «m— Inserta

Flujo apical

Monacapa celular

Camara

basolateral ﬁ Flujo basolateral e Py e i)

Figura 45: Esquema de una monocapa celular sobre un inserto de membrana PC en un pocillo
de una placa de cultivo (Figura modificada de Abecia et al., 2009).

La monocapa celular se obtuvo mediante plaqueo de 500 pyL de una suspensién
celular de 3.10° cél.mL™ en pocillos con inserto de membrana de policarbonato de 0.4
um (Jet Biofil, Guangzhou, China). Se sembraron 3 pocillos en la cdmara apical de una
placa de 12 pocillos. En la camara basolateral se colocaron 1.5 mL del mismo medio de
cultivo con el que se prepar6 la suspensién celular (DMEM + 10 % SFB + Pen/Strep).
El medio de ambas camaras se cambié cada 48 h durante 20 dias para lograr un
monocapa celular integra.

Los ensayos de permeabilidad se realizaron siempre entre los dias 21 y 25 desde
el dia que se cultivaron las células. Para cada ensayo, se retiré el medio de ambas
camaras (basolateral y apical), los insertos con la monocapa celular se cambiaron a una
nueva placa de 12 pocillos, se le agregd buffer HBSS atemperado a 37 °C (Gibco,
14025, EEUU) y se llevé nuevamente a estufa gaseada a 37 °C por unos 10-15 min.

Una vez obtenidas las monocapas se adicionaron 500 pyL de una solucién con
hierro liberado desde microparticulas, por triplicado, directamente a la camara apical de
cada inserto, luego se incubaron durante toda la noche en estufa a 37 °C / 5% CO- con
agitacion lenta (100 r.p.m.). Al dia siguiente se recolectd6 todo el volumen
correspondiente a las muestras presentes en la camara basolateral, se rotularon y se

conservaron a -20 °C para su posterior analisis.
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La solucién aplicada en la camara apical se obtuvo mediante un ensayo de
liberacion de hierro a partir de microparticulas con Hmg encapsulada durante 72 horas,
reproduciendo el mismo protocolo descripto en el inciso 3.3.6. La Unica diferencia fue
que se utilizé buffer HBSS (Solucion salina equilibrada de Hanks, Thermo Fisher
Scientifinc Inc., EEUU) como medio de liberacion. Resulta relevante mencionar que se
realizaron ensayos previos adicionando en la camara apical microparticulas con Hmg
encapsulada, sin lograr obtener resultados favorables. Probablemente, dado que el
tiempo de incubacion del ensayo es 24 horas, la cantidad de hierro liberado resulté muy
baja y por ello no se detectd presencia de hierro en el permeado presente en la camara
basolateral.

El hierro presente en el permeado se cuantifico utilizando el reactivo Fer-color AA
de Wiener lab (Wiener laboratorios S.A.l.C, Rosario, Argentina) cuyo principio de
deteccion se describe en el Apéndice 4.

4.4. Resultados y discusion
4.4.1. Generacion de microparticulas con Hmg en polvo encapsulada.

En la Figura 46 se presentan imagenes de las microparticulas obtenidas. Las
microgotas generadas se curaron por MW utilizando una potencia de 900 W durante 15
s. Las microparticulas obtenidas resultaron homodispersas, con buena esfericidad y un
diametro promedio de 203 um.

200 um 5
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s.d.: 2585pum
(n=100)
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Figura 46: (a) Microparticulas de EW/CG con Hmg encapsulada obtenidas después del proceso
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de irradiacién MW. (b) Histograma de distribucion de tamafo de microparticulas.

No se detecté por ensayos de absorcion atémica en estudios realizados por el
Servicio Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN)-CCT Conicet, migracion

de hierro hacia la FC. Estos resultados fueron auspiciosos, dado que indicarian que las
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particulas podrian retener completamente el PA estando suspendidas en la FC. Podria
pensarse en un sistema de suplemento nutricional colocando tanto la FC como la FD

dentro de capsulas blandas de uso farmacéutico.

4.4.2. Liberacion de hierro

La Figura 47 presenta la liberacion porcentual acumulada de hierro desde las
microparticulas hacia las soluciones buffers en funcidn del tiempo. Durante las primeras
2 horas donde las particulas estuvieron expuestas al buffer de pH 1.6 se produjo una
liberacién de 6 % del hierro encapsulado. Luego del cambio de buffer, el hierro continud
liberandose progresivamente hasta aproximadamente las 7 horas alcanzando valores
de 17 %. Luego, la pendiente de la curva disminuyd y alcanz6é un maximo de 24 % a las
72 horas, aproximadamente.
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Figura 47: Ensayo de liberacién in vitro: Porcentaje acumulativo de hierro suministrado por las
microparticulas EW/CG a 37 °C en solucién buffer de NaCl 0,05 mol.L', pH 1,6 (primeras 2 h) y
solucién buffer Tris-HCI 0,1 mol.L"", pH 7 (las siguientes 70 h). El recuadro muestra un ejemplo
del procedimiento de ajuste utilizado para obtener los parametros del modelo cinético. Los
simbolos son datos experimentales (primeras 6 horas del experimento) y las lineas representan

las curvas de ajuste de la Ec. (6), con los valores de los parametros indicados en tabla 6
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Estos resultados muestran que la liberacion de hierro desde las microparticulas
es baja. Probablemente, el sistema de encapsulacién podria mejorarse modificando el
proceso de curado, bajando la potencia de irradiacion por MW logrando una matriz
biopolimérica con menor grado de entrecruzamiento que facilite la liberacién. Asimismo,
resulta relevante mencionar que se analiz6 la liberacion durante 72 horas dado que
como los biopolimeros que conforman las microparticulas presentan muco-adhesién
(Yermak et al. 2020), esto permitiria pensar que el tiempo de residencia en la zona de
absorcion intestinal podria extenderse.

Para obtener mayor informacion sobre el mecanismo de liberacién de hierro, se
estudiaron los resultados experimentales de las primeras 6 horas del ensayo utilizando
los modelos cinéticos antes reportados en Capitulo 3, inciso 3.4.3, en las Ecs. 4,5y 6
(Higuchi, 1963; Korsmeyer et al., 1983; Gouda et al., 2017; Wu et al., 2019). En la Tabla
6 se presentan los valores de los pardmetros de ajuste obtenidos.

Tabla 6: Valores promedio de pardmetros de los modelos de primer orden (Ec. (4)), Higuchi (Ec.
(5)) y Korsmeyer-Peppas (Ec. (6)) y error porcentual de ajuste (¢%) aplicados a ensayos de
liberacion de hierro desde microparticulas de EW/CG.

Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
pH
k(h™) &(%) | k(%) £(%) ko(h") | ) £(%)
1.6 35102 | 4610* | 4.410°% 3.9 10 4.410% 042 | 2510
7.0 3.2102% | 1.410° | 6.4107% 5.510% 5.510% 0.60 | 1.310"

Los mejores ajustes resultaron con el modelo de primer orden, donde la velocidad
de liberacion es directamente proporcional a la concentracién del PA restante en la
particula. Estos resultados permitirian inferir que se podria mejorar la liberacién de hierro
aumentando la cantidad de Hmg encapsulada, pero también, deberia mejorarse la
interaccion del PA con la matriz polimérica y el grado de entrecruzamiento de esta, que
da una mayor o menor resistencia al transporte de moléculas hacia el exterior (Lo cual
se refleja en el valor de k1). Esto resulta un desafio experimental, dado que al aumentar
la cantidad de Hmg en polvo disuelta en la FD la viscosidad de esta fase aumenta
sustancialmente, siendo éste un parametro critico para el funcionamiento del sistema
microfluidico. No obstante, un estudio experimental mas detallado permitiria mejorar
este aspecto. La informacion obtenida del resto de los parametros de ajuste sugiere que

el mecanismo de liberacion seria predominantemente difusivo, mostrado por el buen
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ajuste que presentd el modelo de Higuchi y los valores de los parametros n del modelo

de Korsmeyer-Peppas.

4.4.3. Evaluacion de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante microparticulas
con Hmg encapsulada

En la Figura 48 se presentan los resultados de viabilidad de linea celular Caco-2
en presencia de microparticulas cargadas con Hmg bovina. Se observé que la viabilidad
se mantuvo aproximadamente constante entorno al 100 % teniendo en cuenta la
variabilidad propia de la técnica. Estos resultados son esperables dado que tanto el
material encapsulante como el agente encapsulado son de grado alimenticio. A través
de este ensayo también se pudo corroborar que las microparticulas sin agente
encapsulado presentaron citotoxicidad nula (100 % de viabilidad).
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Figura 48: Viabilidad de linea celular Caco-2 en presencia de microparticulas cargadas con
concentraciones crecientes de Hmg bobina.

4.4.4. Evaluacion de la permeabilidad biologica de hierro en membranas de células
Caco-2

La concentracion de hierro en el medio de liberacion luego de 72 horas fue 10356
ug.L' (185.44 uM), equivalente a 28.87 % de liberacion. Estos resultados fueron muy
similares a los obtenidos en los ensayos de liberacion reportados previamente en el
inciso 4.4.2. Asimismo, esta concentracién se encuentra comprendida en el rango de

concentraciones evaluadas en los ensayos de citotoxicidad.
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En el ensayo de permeabilidad celular llevado a cabo, se obtuvo una
concentracion de hierro de 1200 ug.L™" en el permeado celular, indicando que durante
el periodo de 24 horas, 11.6 % del hierro logré permear exitosamente a través de la
monocapa celular. Estos resultados muestran que parte del hierro encapsulado y luego
liberado desde las microparticulas puede ser permeado a través de la mucosa intestinal
para luego ser utilizado por las células. Si bien estos resultados no fueron
cuantitativamente favorables, se espera que, si estas formulaciones lograran
optimizarse para obtener una mayor liberacion de hierro, la captacion celular de este
mineral aumentaria también. Asimismo, un mayor tiempo de exposicion en la zona
apical también podria aumentar la permeabilidad (considerar que el ensayo
experimental contempla un periodo de incubacion de 24 horas). En tal sentido, la muco-
adhesion de estos sistemas microparticulados compuestos por proteinas y polisacéridos
podrian mejorar este tiempo de exposicion (Yermak et al. 2020).

4.5. Conclusiones parciales

Los resultados presentados en este capitulo muestran que las microparticulas
obtenidas con la metodologia microfluidica desarrollada permitieron encapsular Hmg en
polvo como fuente de FeH. Las conclusiones mas relevantes obtenidas a través de este
estudio expusieron que:
(i) Se logr6 encapsular Hmg en polvo utilizando la FD compuesta de EW/CG y
dispositivo con juntura en simple cruz. Se obtuvieron microparticulas con alta esfericidad
y homodispersidad que cargaron y retuvieron el PA.
(i) El ensayo de liberacion permitié evaluar la capacidad del sistema para retener el PA
y liberarlo en condiciones de pH gastrointestinales simuladas, aunque en un bajo
porcentaje. El mecanismo de liberacion seria predominantemente difusivo.
(iii) El ensayo de viabilidad de microparticulas cargadas con Hmg sobre linea celular
Caco-2 mostro que la viabilidad se mantuvo aproximadamente constante entorno al 100
%.
(iv) El ensayo de permeabilidad celular en linea celular Caco-2 mostré que parte del
hierro encapsulado y luego liberado desde las microparticulas puede ser permeado a
través de la mucosa intestinal para luego ser utilizado por las células, aunque de una

manera poco eficiente.
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CONCLUSION

En el presente trabajo de Tesis doctoral se logré evidenciar la capacidad y
versatilidad de la técnica microfluidica, enfocada a la generacién de microparticulas
capaces de encapsular y vehiculizar PAs de interés para industrias de base
farmacéutica, alimenticia y biotecnoldgica. Para lograr este objetivo, se disefaron y
construyeron dispositivos en material polimérico (PMMA), utilizando la técnica de
ablasion laser para el grabado de microcanales. Todas las etapas involucradas se
realizaron en laboratorios convencionales sin la necesidad de utilizaciéon de salas
limpias. Este proceso de trabajo, asociado a la accesibilidad del material polimérico para
fabricacion de dispositivos, posibilité la concrecion de rapidas modificaciones en el
prototipado de los mismos y reduccion de costos operativos. Se evaluaron
configuraciones de junturas (T, simple y doble cruz) que permitieron estudiar sistemas
de trabajo de caracteristicas distintas. Los dispositivos pudieron operarse de manera
sencilla y el accionamiento e interaccién de los fluidos componentes de las fases se
logré mediante el uso de bombas de infusién de jeringas.

Se evalu6 conceptualmente la potencialidad de los prototipos disenados y
fabricados para generar microgotas y microparticulas en un sistema modelo de
encapsulacion. El estudio involucré la optimizacion de distintas etapas analiticas
(generacion de microgotas y microparticulas, curado quimico y fisico, estabilidad y
liberacién), utilizando como PA modelo el colorante AO, una FD compuesta de una
solucién biopolimérica de EW/CG, una FC de aceite de oliva comercial y un dispositivo
microfluidico de juntura simple cruz. Los resultados obtenidos con este sistema de
trabajo, mostraron entre sus aspectos mas relevantes, que en ninguna etapa
involucrada fue necesario agregar ningun surfactante, ni para la generacion de las gotas,
ni para el almacenamiento y posterior manipulacién. Esto es muy importante si se piensa
en la utilizacién de microparticulas en distintas formulaciones, dado que no se agrega
ningun tipo de aditivos, sumado ademas, a los beneficios para la salud asociados al
aceite de oliva. Las microparticulas obtenidas fueron estables durante varios meses,
conservando completamente el PA encapsulado estando suspendidas en el medio
oleoso y liberandolo gradualmente en medio acuoso con diferentes cinéticas, segun la
metodologia de entrecruzamiento utilizada (quimica y/o fisica). Este resultado,
adicionado a que se encapsulé todo el PA, como beneficio afnadido del proceso de
generacion por microfluidica, ofrece un gran potencial para disefar microparticulas para
aplicaciones de liberacién controlada.

Los resultados y posibles adaptaciones surgidas del analisis del sistema modelo,
se implementaron para la generacion de microparticulas capaces de encapsular PAs y
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luego liberarlos de manera eficiente y controlada. En particular se estudiaron dos
alternativas de aplicacion para las microparticulas: encapsulacién de INH (farmaco de
primera linea para el tratamiento de TB) y encapsulacién de Hmg en polvo de uso
comercial como fuente de hierro. Particularmente la FD compuesta por EW/CG mostr6
ser eficaz para entrampar los dos PAs y el dispositivo con juntura en simple cruz, resulté
el mas versatil y facil de operar.

La encapsulacion de INH involucrdé un estudio en el que se evaluaron dos
alternativas de trabajo. En la primera propuesta, se utilizé un dispositivo con juntura en
doble cruz, una solucién de alginato sédico (FD), una fase compuesta de cloruro de
calcio y alcohol polivinilico con caracter entrecruzante y surfactante (FES) y aceite de
oliva comercial (FC). Con este sistema se obtuvieron microparticulas de buena
esfericidad y homodispersidad, pero con baja capacidad de liberar de manera controlada
el PA. Esta situacion motivé implementar una propuesta alternativa, donde se produjo
el reemplazo de la FD actuante por la composicion biopolimérica de EW/CG,
manteniendo como FC el aceite de oliva comercial. Se cambi6 también el dispositivo
con juntura en doble cruz a uno con juntura en simple cruz, por lo que la fase FES,
también se retiré del sistema de trabajo. Se evalué también el curado de las
microparticulas obtenidas con distintas potencias de MW. Los resultados obtenidos en
esta etapa de trabajo permitieron optimizar condiciones para la generacion de
microparticulas cargadas con el PA, y analizar el efecto de su interaccion bajo distintas
condiciones de estudio. Se obtuvieron microparticulas estables, homodispersas y de
morfologia esférica. Los ensayos de liberacion mostraron que el PA permanecio en las
particulas hasta que fueron expuestas a las soluciones buffers que simulan condiciones
de pH gastrointestinal. En especial, las particulas irradiadas con 900 W liberaron el PA
progresivamente en condiciones de pH similares a las del ileon.

El ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH, mostré que la
encapsulacion de INH disminuy6 la degradacion de RIF. Estos resultados abren nuevas
perspectivas de investigacidon que permitan generar formulaciones que contengan
ambos PAs. Podria pensarse en una formulacién con la RIF disuelta en la fase oleosa
y la INH encapsulada. O bien, una formulacibn que contenga a ambos PAs
encapsulados en forma separada.

La INH encapsulada conservé su actividad antibacteriana ante MT luego de ser
liberada desde las microparticulas. Se espera profundizar estos estudios para lograr
determinar la CIM de INH encapsulada en el sistema de microparticulas propuesto.
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Los ensayos de evaluacion de citotoxicidad sobre linea celular Caco-2 ante
microparticulas con INH, mostraron que se podrian utilizar de forma segura
formulaciones con este PA en concentraciones menores a 200 ug.mL™".

La segunda aplicacion propuesta involucro la encapsulacién de hemoglobina en
polvo para su potencial uso en suplementos nutricionales, como fuente de hierro
heminico. Fue posible encapsular Hmg en polvo utilizando FD de EW/CG y el dispositivo
con juntura en simple cruz, obteniéndose microparticulas con alta esfericidad y
homodispersidad que cargaron y retuvieron el PA.

El ensayo de liberacién permitio evaluar la capacidad del sistema para retener el
PA'y liberarlo al poner en contacto las microparticulas con los buffers en condiciones de
pH gastrointestinal simuladas, aunque en un bajo porcentaje. Este resultado es
alentador, dado que la encapsulacion evita que el Fe reducido y soluble a pH gastrico,
pueda llegar en mayor proporcion al intestino. Se espera continuar con estudios de
optimizacion para lograr una mayor liberacién de Fe en buffers de pH 7 manteniendo
una baja liberacion a pH 1.6, mediante modificaciones en las concentraciones de los
componentes de la FD y nuevas combinaciones de potencia de irradiacién MW/i.

El ensayo de viabilidad sobre la linea celular Caco-2 ante microparticulas
cargadas con Hmg mostré que la viabilidad se mantuvo aproximadamente constante
entorno al 100 %.

El ensayo de permeabilidad celular en células Caco-2 mostrd que parte del Fe
encapsulado y luego liberado desde las microparticulas puede ser permeado a través
de la mucosa intestinal para luego ser utilizado por las células. Si se lograra mejorar la
liberacion de Fe desde las microparticulas, probablemente, también aumentaria la
captacioén celular de este mineral.

Los resultados obtenidos para ambas aplicaciones son muy promisorios,
dejando abierta la posibilidad de seguir mejorando las formulaciones, la interaccion de
distintas soluciones poliméricas como medio encapsulante y la factibilidad de prototipar
dispositivos con geometrias de canales adaptables para aplicaciones especificas en
distintas &reas, posicionando a la técnica microfluidica, como una alternativa de
vanguardia para la obtencion de microparticulas de alto valor agregado con la capacidad
de vehiculizar y liberar PAs.

Finalmente, se concluye que este estudio permitié proporcionar una plataforma
para la fabricacibn de microparticulas poliméricas funcionales con diferentes
composiciones y estructuras que pueden adaptarse al tipo de compuesto funcional
encapsulado.
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Apéndice 1: Determinacion de viscosidades de la FC y de las FD utilizadas para la
generacion de microparticulas

Los ensayos se realizaron en un redbmetro Haake RheoStress RS80 (Haake
Instruments Inc., Paramus, NJ, U.S.A.) con geometria cono-plato de 60 mm de diametro
y 1° de angulo del cono. Antes de realizar cada set de experiencias se evalud la
viscosidad de un estdndar de 9.2 cP a 25 °C (Brookfield Engineering Laboratories Inc.,
Middleborough, U.S.A.) para garantizar una adecuada calibracién del equipo.

Se obtuvieron curvas de fluidez de las dispersiones preparadas abarcando un
rango de velocidades de corte comprendido entre 30 y 1000 s, a una temperatura de
25 °C, por duplicado.

En la Figura A1.1 se muestran los valores obtenidos de viscosidad para aceite
de oliva comercial. Se observa comportamiento Newtoniano. En la Figura A1.2 se
presentan las curvas de viscosidad de soluciones de alginato con las concentraciones
utilizadas para la generacién de microparticulas. Se observa un comportamiento
claramente No- Newtoniano. En la Figura A1.3 se presenta la viscosidad de solucién
acuosa de EW 50 % v/v, solucién acuosa de CG 0.075 % p/v y la FD utilizada para la
generacion de microparticulas. Se observa que estas soluciones macromoleculares en
forma separa presentan baja visocosidad y comportamiento practicamente Newtoniano.
Mientras que la mezcla presenta un marcado aumento de la viscosidad en todo el rango
de velocidad de corte evaluado y un claro comportamiento pseudopléastico.
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Figura A1.1: Valores promedio de viscosidad para aceite de oliva comercial. Por debajo de

velocidades de corte por debajo de 200 s las medidas de viscosidad resultaron inestables.
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Figura A1.2: Valores promedio de viscosidad para soluciones de alginato sédico: (O) 1% m/v,

(0) 1.5% mv, (O) 2% miv.
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Figura A1.3: Valores promedio de viscosidad (m) FD, () EW 50% v/v, (A) Solucién de CG
0.015% p/v. El error informado corresponde a la desviacion estandar del promedio de dos

determinaciones por punto a cada velocidad de corte considerada.
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Apéndice 2: Liberacion de colorante amarillo ocaso en FD y en FC.

Determinacion de la longitud de onda 6ptima de lectura para el colorante AO

Se realizaron los espectros uv-visible de la solucion de colorante AO en agua y
del aceite de oliva comercial. Se realiz6 un barrido de absorbancias entre 400 a 700 nm.
Se utilizé un espectrofotometro uv-visible Génesis 5 (Thermo Scientific, EEUU). Las
muestras fueron colocadas en cubetas plasticas de paso 6ptico de 1 cm. De los
espectros, se observa para AO se d& el maximo de absorcion en A = 480 nm y para
aceite de oliva extra virgen A = 450 nm

En funcion de los resultados, se eligid para los ensayos A = 450 nm (Figura
A2.1.). Esta longitud de onda permite leer las absorbancias para AO, sin interferencia
del aceite de oliva.

-

e
-]

o
]
|

i \ Maximo de absorcion AQ

A =480 nm

e
S

o
=]

Maximeo de absorcion
aceite de oliva
A =450 nm

Unidades absorbancia
‘Q o ‘Q o
N W F ]
, . ‘

o
-

o

700

e
=3
=
s
o
o
@
=
=3
o
&
=
=)
1=
=3
o
=3
=}

Figura A2.1.: Espectro uv-visible de aceite de oliva comercial (®) y solucién de colorante
AO (®) en agua.

Curva de calibracion de AO en FC y FD

Para obtener la curva de calibracion que permita cuantificar liberacién de AO en
la FC se prepar6 una solucién madre de 0.062 mg.mL™", a partir de la solucién madre se
hicieron diluciones para distintos niveles de concentracion del AO. Las lecturas de
absorbancia se hicieron a A =480 nm. Se utiliz6 como blanco de reactivo aceite de oliva
comercial (Figura A2.2.).
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Figura A2.2.: Curva de calibracion de AO en FC. El error informado corresponde a la desviacion

estandar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentracion.

Para la obtencién de la curva de calibracion para el andlisis de cuantificacion de
AOQ liberado en medio acuoso (Figura A2.3.), se pesaron 0.0953 g de colorante AO y se
llevaron a 50 mL con agua ultrapura en matraz (1.906.10° g.mL"). A partir de la solucién
madre, se realiz6 una dilucion 1/10 y se tomé esta, como nueva solucion Stock
(1.906.10* g.mL"), a partir de la cual se hicieron las diluciones correspondientes
sucesivas que permitieran lectura de absorbancias en el rango lineal de la ley de Beer.
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Figura A2.3.: Curva de calibracion de AO en FD. El error informado corresponde a la desviacion

estandar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentracion.
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Apéndice 3: Metodologia RP-HPLC para cuantificacion de INH

Las muestras obtenidas para realizar el estudio de liberacion secuencial de INH
se cuantificaron por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-
HPLC) utilizando un Cromatografo SHIMADZU Prominence serie 20-A con detector UV
por arreglo de diodos e inyector automatico.

Para el desarrollo de la metodologia HPLC, se prepar6 en primera instancia una
solucion madre de INH por disolucion en agua ultra pura, con una concentracion final de
300 ug.mL". A fin de verificar la linealidad del método en el rango de 0,5 a 50,0 pg.mL"
! se prepararon, por dilucion de la solucion madre en una solucion buffer, soluciones de
calibrado a cinco niveles de concentracidn, las cuales se inyectaron por triplicado (0.5,
5.0, 15, 30 y 50 pg.mL"" de INH).

Se confeccioné la curva de calibrado utilizando las areas de los picos de elucién
obtenidos por HPLC de las soluciones patrones preparadas y sus respectivas
concentraciones (Figura A3.1.). Los datos experimentales se ajustaron con un modelo
lineal mediante el método de cuadrados minimos.

Las condiciones de trabajo del sistema cromatografico se describen en la tabla A3.1:

Tabla A3.1: condiciones experimentales aplicadas para la cuantificacién de INH por RP-HPLC.

Columna Zorbax Eclipse XDB C18, 5 um; 250 mm x 4.6 mm
Fase movil Buffer fosfato/MeOH/ACN (35:45:20)

Caudal 1.0 mL/min

Temperatura de horno 30 °C

Deteccidn 254 nm

Stop time 7 minutos

Volumen de inyeccion 20 pL

La ecuacién de la recta de ajuste fue: y = a + bx, donde “y” es la respuesta
correspondiente al area del pico, “a” es la ordenada al origen, “b” es la pendiente y “x”

la concentracion de INH expresada en pg.mL™.
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Figura A3.1.: Curva de calibracion para INH por RP-HPLC. El error informado corresponde a la
desviacién estandar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentracion.

Curva de calibracion para RIF

Se realizd una curva de calibracion con 5 niveles de concentracion de RIF (0,0
2.5, 5.0, 15, 30 ppm) por lectura de absorbancia a A = 471 nm (Figura A3.2.)
Para cuantificacién de RIF el procedimiento fue similar al utilizado para los ensayos de
liberacién. Se retir6 el aceite con micropipeta y se llevé a volumen final de 5 mL con
solucion de CINa pH 1.6. Luego de transcurridas 2 horas se cuantificé la RIF en la
solucion buffer. Se sacé 1 mL de la solucién con el buffer, se colocé en la cubeta y se
ley6é absorbancia a A = 471 nm. Luego, se devolvié ese mL al vial con la solucién. De
esta manera lo que se cuantificaba de RIF es el remanente en el vial.
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Figura A3.2.: Curva de calibracion para RIF por absorbancia. El error informado corresponde a
la desviacion estandar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentracién.

La concentracién de RIF remanente se determiné directamente utilizando la ecuacién

resultante de la curva de calibracion.
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Apéndice 4: Determinacion del contenido de Fe

La cuantificacion de Fe en las microparticulas cargadas con Hmg en polvo
(YERUVA, Esperanza, Argentina) se realizé por medio del método colorimétrico directo
para la determinacion de hierro Fer-color AA (Wiener Laboratorios S.A.I.C., Rosario,
Argentina).

El método utilizado se fundamenta en que el Fe sérico se libera de la unién con
su proteina transportadora especifica, la transferrina, en buffer acetato pH 4,5 y en
presencia de un reductor, el &cido ascérbico. Posteriormente reacciona con el reactivo
de color, piridil bis-fenil triazina sulfonato (ferrozina) dando un complejo color magenta,
que se mide por espectrofotometria a 560 nm.

El kit de trabajo provee de los reactivos necesarios para la determinacién, compuestos
de:

Reactivo A: solucion de acetato 150 mmol.L™! para pH 4,5, conteniendo guanidina.
Concentracion final de acetato: 150mmol.L-1, pH 4.5. Concentracion final de guanidina:
4.0 mol.L™".

Reactivo B: acido ascorbico. Concentracion final de acido ascoérbico: 0.03 mol.L™".
Reactivo C: solucion estabilizada de ferrozina. Concentracion final de ferrozina: 0.2
mmol.L".

Standard: solucién de iones Fe (lll) equivalente a 100 pg.dL™.

Para llevar a cabo la determinacién se sigui6 la siguiente secuencia de trabajo:

1°) En tres tubos marcados B (Blanco de reactivos), S (Standard) y D (Desconocido) se

colocaron y mezclaron:

B S D
Agua bidestilada 200 pL - -
Standard - 200 pL -
Muestra - - 200 pL
Reactivo de trabajo 1mL 1mL 1mL

2°) Se ley6 con espectrofotometro la absorbancia a 560 nm del tubo D, llevando a cero

con agua.

3°) Se agregd 200 uL a cada uno de los tubos B, Sy D

4°) se volvié a leer la absorbancia de cada tubo a los 5 minutos, llevando el equipo a

cero con agua.
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5°) Para calcular la cantidad de Fe, se corrigieron las lecturas de S y D restandoles los

el blanco:

S- B = S(corregida) (Ad.1)

D-B=D(corregida) (A4.2)

Luego se cuantifico Fe segun:

100ug / dL
f= S(corregida) (A4-3)
Fe(ug/dL)= D(corregida )x f (A4.4)

La reaccion es lineal hasta 1000 pug.dL" y su limite de deteccion es 6.05 pg.dL™".
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