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GLOSARIO DE TERMINOS
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BG Biovidrio, material bioactivo a base de silicatos con
capacidad de inducir la formacioén de apatita en contacto con
fluidos fisioldgicos.

45S5 Composicion clasica de biovidrio (45 % SiO2, 24.5 % CaO,
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Agente reticulante de origen natural, de menor toxicidad,
utilizado como alternativa al glutaraldehido.
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Grupo funcional presente en la superficie del biovidrio,
responsable de su reactividad y carga superficial en medio
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FT-IR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier,
utilizada para identificar grupos funcionales e interacciones
quimicas.

DRX Difraccion de rayos X, técnica empleada para analizar la
estructura cristalina o amorfa de los materiales.

MEB (SEM) Microscopia electronica de barrido, utilizada para la
evaluacion morfologica y topogréfica de las microesferas.
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retencion de agua, caracteristica del quitosano en medio
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Swelling (hinchamiento) Incremento de volumen de una matriz polimérica al absorber
solvente sin disolverse. Afecta la difusion y liberacion del

farmaco.
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RESUMEN

El presente trabajo se enfocé en el desarrollo y caracterizacion de microesferas compuestas
de quitosano y biovidrio 45S5 cargadas con acetaminofén, con la finalidad de emplearlas
como sistemas para liberacion local de farmacos. En una primera etapa, el biovidrio fue
sintetizado mediante dos rutas distintas: fusion-temple (BG-FT) y sol-gel (BG-SG). La
caracterizacion por DRX, FT-IR y MEB evidencid que la ruta sol-gel conduce a particulas
de tamafio micrométrico (2-3 um), con presencia de fases cristalinas tipo silicorhenanita y
una superficie rica en grupos silanol, lo que se traduce en una mayor reactividad y mejor

procesabilidad en comparacion con el biovidrio obtenido por fusion.

Posteriormente, se evaludo la obtencidon de microesferas mediante doble emulsion
solido/aceite/agua (S/O/W) y reticulacion con glutaraldehido. Los resultados mostraron que
el biovidrio obtenido por fusién no es adecuado para este método debido a la inestabilidad
de la emulsion. En comparacion, el biovidrio sintetizado por sol-gel permitio la formacion
de microesferas esféricas y relativamente homogéneas, identificindose la formulacion con
50% de carga inorganica (CS-BG50-SG) como la mas estable, con un rendimiento de

produccion del 74.73%.

Finalmente, los estudios de liberacion in vitro en PBS indicaron que el composito presenta
una alta capacidad de carga de acetaminofén y un perfil de liberacion inicial rapida (efecto
burst), asociado a la porosidad y a la naturaleza hidrofilica de la fase inorgénica. En conjunto,
los resultados sugieren que las microesferas CS-BG-SG constituyen un biomaterial viable,
con propiedades fisicoquimicas y funcionales adecuadas para aplicaciones potenciales en

ingenieria de tejido d0seo.

Palabras clave: Biovidrio 45S5, método sol-gel, quitosano, microesferas compuestas,

liberacion controlada de farmacos, ingenieria de tejido 6seo.
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ABSTRACT

This study focused on the development and characterization of composite microspheres
based on chitosan and 45S5 bioglass loaded with acetaminophen, intended for use as local
drug delivery systems for bone-related applications. Initially, bioglasses were synthesized
using two different routes: melt-quenching (BG-FT) and sol-gel (BG-SG). Characterization
by XRD, FT-IR, and SEM demonstrated that the sol-gel route produces micrometric particles
(2-3 um) with crystalline phases such as silicorhenanite and a surface enriched with silanol
groups, resulting in higher reactivity and improved processability compared to melt-derived

bioglass.

Subsequently, microsphere formation was evaluated using the solid-in-oil-in-water (S/O/W)
double emulsion method followed by glutaraldehyde crosslinking. The results indicated that
melt-derived bioglass is unsuitable for this process due to emulsion instability. In contrast,
sol-gel bioglass enabled the successful formation of spherical and relatively homogeneous
microspheres, with the formulation containing 50 wt.% inorganic loading (CS-BG50-SG)

exhibiting the best performance and achieving a production yield of 74.73%.

Finally, in vitro release studies conducted in PBS revealed that the hybrid system exhibits a
high acetaminophen loading capacity and a rapid initial release profile (burst effect), mainly
associated with the porosity and hydrophilic nature of the inorganic phase. Overall, these
findings indicate that CS-BG-SG microspheres represent a viable biomaterial with suitable
physicochemical and functional properties for potential applications in bone tissue

engineering.

Keywords: 45S5 bioglass, sol-gel method, chitosan, composite microspheres, controlled

drug delivery, bone tissue engineering.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las microesferas, definidas como particulas con tamafios que abarcan desde la escala
nanométrica hasta la micrométrica, constituyen sistemas versatiles dentro del ambito
biomédico, particularmente en aplicaciones relacionadas con la liberacion controlada de
farmacos, la bioimagen y el transporte de agentes terapéuticos [1, 2]. En este contexto, la
combinacion de quitosano, biovidrio 45S5 y acetaminofén mediante el método de doble
emulsion representa una aproximacion de interés, al integrar un biopolimero de origen
natural, una fase inorganica bioactiva y un firmaco de uso ampliamente documentado, con

el proposito de obtener sistemas compuestos funcionales [1, 3].

El quitosano, derivado de la desacetilacion de la quitina, destaca por su biodegradabilidad,
baja toxicidad y buena biocompatibilidad, lo que ha motivado su uso frecuente como matriz
en sistemas de encapsulacion y liberacion controlada de farmacos [1, 4]. Por su parte, el
biovidrio 45S5 presenta una elevada reactividad superficial y propiedades fisicoquimicas que
lo convierten en un componente relevante en el disefio de materiales hibridos con potencial
aplicacion biomédica [5, 6]. El acetaminofén, al ser encapsulado en microesferas poliméricas,
permite explorar esquemas de liberacion mas controlados en comparacion con las formas
farmacéuticas convencionales, con el objetivo de modular su disponibilidad y reducir picos

de concentracion no deseados [7].

Un elemento central de este trabajo es el empleo del método de doble emulsion (S/O/W)
seguido de evaporacion de solvente, el cual consta de una primera emulsion interna que
permite la incorporacion del firmaco y una segunda emulsion externa responsable de la
formacion de la matriz polimérica [2, 8]. Durante este proceso, el quitosano actia como fase
continua, envolviendo al biovidrio y al acetaminofén, lo que favorece la obtencion de
microesferas con una estructura definida y una composicion relativamente homogénea [8].
Este enfoque permite no solo controlar la morfologia de las particulas, sino también ajustar
propiedades relevantes del sistema, como la estabilidad de la emulsion y el comportamiento

de liberacion del principio activo.

El objetivo principal de esta investigacion es desarrollar y optimizar microesferas de

quitosano con biovidrio 45S5 y acetaminofén mediante el método de doble emulsion y



evaporacion de solvente, evaluando el efecto de las concentraciones relativas de los
componentes y las proporciones entre las fases involucradas en el proceso. Asimismo, se
analiza como estas variables influyen en la eficiencia del proceso de microencapsulacion y
en el perfil de liberacion del fArmaco, en comparacion con sistemas de liberacion inmediata
[7]. De manera complementaria, se considera la capacidad de las microesferas para proteger
al farmaco frente a condiciones que podrian favorecer su degradacion prematura, lo que
representa una ventaja adicional de este tipo de sistemas [8]. En conjunto, este estudio
pretende sentar bases experimentales para el disefio de microesferas compuestas con
potencial aplicacion en sistemas avanzados de liberacion controlada, sin extrapolar los

resultados a evaluaciones biologicas no abordadas en el presente trabajo.

El presente trabajo se organiza de manera progresiva, permitiendo avanzar desde los
fundamentos tedricos hasta el analisis experimental y la discusion critica del biomaterial
desarrollado. Los capitulos se estructuran segin una logica tematica que facilita la

comprension del enfoque general del estudio y de los resultados obtenidos.

En el Capitulo 1 se establece el contexto general de la investigacion, abordando el uso de
microesferas como sistemas para la liberacion controlada de farmacos y la combinacion de
quitosano, biovidrio 45S5 y acetaminofén como un sistema compuesto organico-inorganico
de interés. En este capitulo se presentan los objetivos, la justificacion, la hipdtesis y las metas
cientificas que guian el desarrollo experimental, y se delimita el alcance del trabajo dentro
de un marco estrictamente fisicoquimico. El Capitulo 2 desarrolla el marco teérico, donde se
revisan las propiedades de los materiales empleados, los fundamentos del método de doble
emulsion y los modelos tedricos de liberacion de farmacos considerados para el posterior
tratamiento e interpretacion de los datos. El Capitulo 3 describe la metodologia experimental,
incluyendo la sintesis del biovidrio, la preparacion de las microesferas con distintas cargas
inorganicas y las técnicas de caracterizacion utilizadas. El Capitulo 4 presenta y discute los
resultados experimentales, analizando la influencia de la ruta de sintesis del biovidrio en la
estabilidad del sistema y el desempefio de las microesferas, asi como su capacidad de carga
y el perfil de liberacion del acetaminofén. Finalmente, el Capitulo 5, integra las conclusiones

generales del estudio, evallia el cumplimiento de los objetivos planteados y propone



recomendaciones y lineas de trabajo futuro orientadas a la optimizacion y nuevas

aplicaciones del sistema desarrollado.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar microesferas compuestas de quitosano y biovidrio 45S5 mediante la
técnica de doble emulsion y evaporacion de solvente, evaluando su capacidad para la

encapsulacion y liberacion controlada de acetaminofén.

1.1.2  Objetivos especificos

1. Sintetizar microesferas de quitosano y biovidrio 45S5 mediante el método de doble
emulsion y evaporacion de solvente, con capacidad de encapsular un farmaco modelo.

2. Determinar las propiedades estructurales y morfolégicas de las microesferas mediante
técnicas de microscopia electronica de barrido (MEB), difraccion de rayos X (DRX) y
espectroscopia infrarroja (FT-IR), con el fin de verificar la incorporacion efectiva del
biovidrio en la matriz polimérica.

3. Analizar la estabilidad coloidal y la carga superficial de las microesferas en suspension
mediante la medicion del potencial Zeta en solucion tampon.

4. Evaluar la eficiencia de encapsulacion y el perfil de liberacion del acetaminofén mediante
espectroscopia UV-Vis, determinando la cinética de liberacion a través del ajuste a

modelos matematicos.

1.2 Justificacion

En el ambito del desarrollo farmacéutico actual, la optimizacion de los sistemas de
administracion de farmacos es fundamental para mejorar la eficacia terapéutica y reducir los

efectos adversos asociados a la dosificacion convencional [9, 10]. El acetaminofén, uno de



los analgésicos y antipiréticos mas utilizados a nivel mundial, presenta limitaciones
relevantes debido a su rapida absorcion y corta vida media. Esta farmacocinética requiere
administraciones frecuentes que, especialmente en tratamientos prolongados o a dosis
elevadas, pueden aumentar el riesgo de hepatotoxicidad [7]. En este contexto, el desarrollo
de sistemas que permitan una liberacion controlada del farmaco representa una necesidad

clinica significativa.

Las microesferas poliméricas basadas en quitosano constituyen una alternativa atractiva
como sistemas de liberacién, debido a su biocompatibilidad, caracter mucoadhesivo y
capacidad para encapsular principios activos [1, 11]. Sin embargo, el quitosano en su forma
pura presenta ciertas limitaciones, entre ellas una resistencia mecadnica moderada y una
marcada tendencia al hinchamiento en medios acuosos, lo que puede favorecer una liberacion

inicial rapida del fArmaco, conocida como efecto burst [1, 12].

La incorporacion de un componente inorganico, como el biovidrio 45S5, se plantea como
una estrategia para superar estas limitaciones y obtener un sistema compuesto organico-
inorgénico. Este biovidrio no solo aporta estabilidad quimica, sino que puede interactuar con
la matriz de quitosano y modificar su estructura interna, dando lugar a microesferas mas
estables y con una red polimérica reforzada. Dichas modificaciones estructurales pueden
influir directamente en la distribucion y difusion del farmaco dentro de la matriz,

favoreciendo perfiles de liberacion mas controlados [13, 14].

El estudio de este sistema mediante el método de doble emulsion (S/W/O) y evaporacion de
solvente permite controlar pardmetros clave del proceso de sintesis, como el tamafio de
particula, la morfologia superficial y el potencial Zeta de las microesferas [3, 8]. Analizar la
relacion entre estas variables, la estructura resultante de las microesferas y su
comportamiento de liberacion permitira generar informacion relevante para el desarrollo de
sistemas hibridos basados en quitosano y biovidrio con potencial aplicacion en liberacion

controlada de farmacos.



1.3 Hipotesis

La incorporacion de biovidrio 45S5 en microesferas de quitosano obtenidas mediante el
método de doble emulsion (S/W/O) y evaporacion de solvente modifica las propiedades
fisicoquimicas y estructurales del sistema, lo que se refleja en cambios en la morfologia

superficial, la organizacion estructural y el potencial Zeta de las microesferas.

Se plantea que la presencia del biovidrio favorece interacciones fisicoquimicas entre la fase
inorganica y la matriz de quitosano, principalmente mediante enlaces de hidrogeno e
interacciones electrostaticas, dando lugar a una estructura interna mas compacta. Como
consecuencia, se espera que la liberacion del acetaminofén sea mas lenta y sostenida en

comparacion con microesferas de quitosano puro.

1.4 Metas cientificas
e Obtener microesferas con un tamafio de particula promedio entre 50 y 100 pm

Se plantea como meta la obtencion de microesferas con un didmetro promedio en el rango de
50 a 100 um, considerado adecuado para sistemas de administracion oral. Particulas con
tamafios menores a 10 pm pueden presentar una liberacion demasiado rapida debido a su
elevada area superficial, mientras que tamanos excesivamente grandes pueden dificultar su
manejo y administracion [1, 7]. Mantener una distribucion homogénea dentro de este
intervalo permite obtener perfiles de liberacion reproducibles y minimizar variaciones entre

lotes que puedan afectar la biodisponibilidad del farmaco [2, 11].
e Alcanzar una eficacia de encapsulacion entre 50 y 70%

La eficiencia de encapsulacion es un parametro clave para evaluar la viabilidad terapéutica y
del proceso de sintesis. Considerando la solubilidad del acetaminofén en agua, existe el riesgo
de pérdida del farmaco hacia la fase acuosa externa durante la doble emulsion [8, 12]. Por
ello, se establece como meta alcanzar una encapsulacion entre 50 y 70%, lo que indicaria una
adecuada retencion del principio activo dentro de la matriz quitosano/biovidrio y un uso

eficiente del farmaco durante el proceso de fabricacion [7].



e Obtener un rendimiento de produccion entre 60 y 80%

El rendimiento de produccion permite evaluar la eficiencia global del método de doble
emulsion y evaporacion de solvente, al relacionar la masa final recuperada con la cantidad
inicial de materiales empleados [15]. Alcanzar un rendimiento entre 60 y 80% indicaria que
las pérdidas de material durante las etapas de emulsificacion, lavado y recuperacion son
limitadas, lo que respalda la reproducibilidad y la posible escalabilidad del proceso para la

obtencion de microesferas de quitosano/biovidrio con carga farmacéutica [15, 16].



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

El marco teodrico reune los conceptos necesarios para comprender el comportamiento del
sistema quitosano/biovidrio, abordando las propiedades estructurales y quimicas del
quitosano, asi como las caracteristicas del biovidrio 45S5 obtenido por distintas rutas de
sintesis. Se analizan las diferencias entre los métodos de fusion-temple y sol-gel en términos
de tamafio de particula, reactividad superficial y presencia de grupos silanol, aspectos que
influyen directamente en la interaccién entre ambas fases. Asimismo, se describen los
fundamentos de los sistemas de liberacion controlada de fairmacos, cuyo objetivo es mantener
concentraciones terapéuticas adecuadas durante periodos prolongados y reducir efectos

adversos asociados a liberaciones no controladas.

En este contexto, se introducen las microesferas poliméricas compuestas como una
alternativa versatil, junto con los principios del método de doble emulsion empleado para su
obtencion y los modelos cinéticos mas utilizados para describir la liberacion del principio
activo, proporcionando asi el soporte tedrico necesario para la interpretacion de los resultados

experimentales.

2.1 Antecedentes de la investigacion

El desarrollo de los vehiculos farmacéuticos ha pasado de formulaciones de liberacion
inmediata a sistemas mas complejos, disefiados para liberar el principio activo de forma
sostenida o incluso en respuesta a estimulos del entorno fisiologico. De acuerdo con lo
sefialado por Singh y Kim [17], los sistemas de liberacion controlada adquieren especial
importancia en el caso de farmacos con ventanas terapéuticas estrechas o vidas medias cortas,

ya que el control de la velocidad de liberacion influye directamente en su eficacia clinica.

Entre los polimeros naturales, el quitosano ha recibido particular atencion debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y facilidad de procesamiento. Diversos estudios han
mostrado la versatilidad de las microesferas de quitosano como sistemas de liberacion,
destacando su capacidad para proteger fairmacos sensibles y regular su salida mediante

procesos de hinchamiento y erosioén de la matriz. Sin embargo, también se ha reportado que



las matrices formadas tinicamente por quitosano pueden presentar baja resistencia mecanica

y una liberacion inicial rapida (efecto burst), especialmente en medios acidos.

Para atender estas limitaciones, el desarrollo de materiales compuestos ha cobrado
relevancia. Boccaccini y col. [14] establecieron que los compuestos de polimero
biodegradable y vidrio bioactivo no solo explotan la flexibilidad del polimero y la rigidez del
vidrio para mejorar la resistencia mecanica, sino que también aceleran la bioactividad; se ha
reportado que estos sistemas compuestos inducen la formacion de una capa de hidroxiapatita
carbonatada (HCA) en la superficie tras periodos cortos de inmersion en fluido corporal

simulado (SBF), validando su potencial regenerativo.

Por su parte, Ravarian y col. [18] profundizaron en la interaccion fisica y quimica entre los
componentes. Sus resultados mostraron que aumentar el contenido de biovidrio al 40% en
volumen increment6 el médulo de Young hasta 12 veces en comparacion con matrices de
menor concentracion. Ademads, demostraron que la funcionalizacion mediante enlaces
covalentes (hibridos) es crucial para la estabilidad en medio himedo, logrando reducir la
relaciéon de hinchamiento y evitar la degradacién no uniforme que suele llevar al fallo

prematuro del material.

En una aplicacion mas especifica, Biernat y col. [19] desarrollaron compuestos porosos de
quitosano con biovidrio dopado con ZnO. Sus hallazgos reportaron una estructura de poros
abiertos interconectados en el rango de 40-120 pum, ideal para la migracion celular y el
transporte de nutrientes. Adicionalmente, confirmaron una actividad bactericida efectiva
contra cepas de Staphylococcus aureus 'y Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, advirtieron
que la incorporacidon de péptidos bioactivos en estos andamios mediante adsorcion simple
resultd en una liberacion rapida del 100 % del agente en los primeros minutos, lo que subraya
la necesidad de optimizar las estrategias de encapsulacion para lograr perfiles de liberacion

sostenida.

Los antecedentes revisados indican que, aunque la combinacion de quitosano con biovidrios
contribuye a mejorar tanto las propiedades mecénicas como bioldgicas del material, ain se
presentan dificultades asociadas al control de la liberacion inicial del farmaco y a la

estabilidad estructural con el paso del tiempo. Para abordar estos aspectos, es necesario



entender los procesos fisicoquimicos involucrados en la interaccion entre la fase orgénica y
la inorganica, asi como los fenémenos de degradacion y difusién que ocurren dentro de las
matrices poliméricas. Con base en ello, en los siguientes apartados se describen los
fundamentos tedricos que sustentan el disefio, la sintesis y el comportamiento de estos

sistemas compuestos.

2.2 Bases teoricas

La liberacion controlada de farmacos tiene como propdsito mantener las concentraciones
plasmaticas dentro del intervalo terapéutico durante periodos prolongados, buscando mejorar
la eficacia clinica y reducir los efectos adversos asociados a las variaciones bruscas de
concentracion que se presentan en las formas de dosificacion convencionales [1, 17]. A
diferencia de éstas, los sistemas de liberacion modificada pretenden regular la velocidad con
la que el farmaco es liberado desde una matriz portadora, a partir de principios fisicoquimicos

que pueden ser ajustados y, en cierta medida, predecibles [20].

Desde el punto de vista tedrico, la liberacion de un farmaco encapsulado en una matriz
polimérica depende de multiples factores, entre ellos la naturaleza del polimero, la estructura
interna del sistema y las interacciones moleculares entre el farmaco y la matriz. En matrices
hidrofilicas, como las basadas en quitosano o hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), el
transporte del firmaco no responde a un solo mecanismo. Inicialmente ocurre la penetracion
del disolvente en la matriz, seguida del hinchamiento (swelling) del polimero y la transicion
del estado vitreo al estado gomoso (rubbery state) [1, 20]. De acuerdo con el modelo de
Korsmeyer-Peppas [21], ampliamente empleado para describir estos sistemas, la liberacion
puede estar gobernada por difusion Fickiana, por la relajacion de las cadenas poliméricas
(transporte Caso II) o por una combinacién de ambos procesos (transporte anomalo). En el
caso de polimeros biodegradables, la erosion de la matriz ya sea superficial o en masa, actia

ademas como un mecanismo adicional que contribuye a la salida del principio activo [1, 20].



Las microesferas poliméricas constituyen una de las configuraciones mas adecuadas para este
tipo de aplicaciones. Su capacidad de encapsulacion permite proteger moléculas sensibles,
como proteinas o péptidos, frente a la degradacion enzimatica y a las condiciones del entorno
fisiologico antes de alcanzar su sitio de accion [2, 16]. La geometria esférica aporta una
ventaja importante: una relacion superficie-volumen relativamente predecible que facilita el
modelado matematico del perfil de liberacion, lo que permite ajustar parametros como el
tamafio de particula y el grado de entrecruzamiento para obtener cinéticas mas reproducibles

1,3, 21].

2.2.1 Sistemas de liberacion controlada y farmacocinética del acetaminofén

El acetaminofén (paracetamol) es un analgésico y antipirético de uso extendido debido a su
eficacia y a su adecuado perfil de seguridad. No obstante, su comportamiento
farmacocinético presenta limitaciones para el tratamiento del dolor cronico, ya que se absorbe
rapidamente en el tracto gastrointestinal, alcanzando concentraciones maximas
aproximadamente a los 90 minutos, y posee una vida media de eliminacion corta, entre 2 y

2.5 horas en adultos sanos [22].

Aunque es seguro a dosis terapéuticas, su metabolismo hepatico genera el metabolito toxico
N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) a través de la via del citocromo P450 del higado
(CYP2E1). En casos de sobredosis aguda (ingestas >7.5 g en adultos) o por acumulacion tras
administraciones repetidas, las reservas de glutation pueden agotarse, provocando necrosis
hepatocelular grave. Por ello, resulta pertinente el desarrollo de sistemas de liberacion
controlada que eviten picos plasmaticos supraterapéuticos y disminuyan la frecuencia de
administracion, reduciendo asi el riesgo de hepatotoxicidad asociado a la saturacion de las

rutas metabolicas [22].

La encapsulacion del acetaminofén en microesferas poliméricas, particularmente de
quitosano, se ha propuesto como una estrategia para modificar su perfil farmacocinético.
Diversos estudios experimentales han mostrado que la liberacion del farmaco no sigue un
comportamiento lineal y depende principalmente de la densidad de la matriz y del grado de

entrecruzamiento.
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Desai y Park [7] reportaron que la liberacion de acetaminofén desde microesferas de
quitosano reticuladas con tripolifosfato (TPP) obedece a una cinética de difusion descrita por
la ecuacion de Higuchi (Q = kyt'/?), con coeficientes de correlacion (R?) superiores a 0.98.
Esto indica que, después de la hidratacion inicial, la matriz tipo hidrogel regula la salida del

farmaco principalmente por difusion a través de la red polimérica hinchada.

Asimismo, se ha descrito el denominado efecto burst, donde entre el 50% y el 60% del
acetaminofén encapsulado puede liberarse durante los primeros 30 minutos [7]. Este
comportamiento no se atribuye unicamente a la difusion, sino también a la presencia de
cristales de fairmaco adsorbidos en la superficie de la microesfera o a la migracion del
principio activo hacia la superficie durante el secado. Aunque esta liberacion inicial puede
proporcionar una dosis de carga util para el alivio inmediato del dolor, cuando no se controla
limita la duracidn del efecto sostenido y puede acercar transitoriamente las concentraciones

a niveles no deseables.

La literatura también indica que incrementar la concentracion de quitosano (de 0.5 % a 1 %
p/v) y el peso molecular del polimero disminuye la velocidad de liberacion. Esto se asocia
con una mayor densidad de la matriz y mayor viscosidad, lo que dificulta la difusion del
farmaco y retrasa la erosion del polimero. De igual manera, un mayor volumen del agente
entrecruzante (TPP) aumenta la densidad de reticulacion, reduce el hinchamiento y, en

consecuencia, ralentiza la liberacion [7].

Considerando las limitaciones del quitosano puro frente al hinchamiento excesivo en medios
acidos y la liberacion tipo burst, la incorporacién de biovidrio 45S5 aporta ventajas
estructurales y funcionales. Ravarian y col. [18] demostraron que la formacion de hibridos
quimicos entre quitosano y biovidrio mediante funcionalizacion con g-glicidiloxipropil
trimetoxisilano (GPTMS) reduce significativamente la tasa de hinchamiento (de ~300% a
23%) y la degradacion enzimatica (del 80% al 32% de pérdida de masa en 4 semanas) en
comparacion con el quitosano puro. Esto sugiere que la fase inorgénica estabiliza la red
polimérica y favorece el mantenimiento de una liberacion sostenida, evitando el colapso

prematuro de la matriz.
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Ademas, el biovidrio confiere bioactividad. Li y col. [23] observaron que las membranas
compuestas de quitosano y biovidrio 45S5 promueven mayor adhesion y proliferacion de
células osteoblasticas (MG-63), asi como un incremento en la actividad de fosfatasa alcalina

respecto al quitosano sin refuerzo.

En conjunto, la combinacion de una matriz de quitosano, responsable de la carga del farmaco
y la mucoadhesiéon, con biovidrio 45S5, que aporta estabilidad mecanica y control del
hinchamiento, puede considerarse una alternativa adecuada para este tipo de sistemas. La
presencia de la fase inorgédnica favorece una red mdas densa y menos susceptible a la
hidratacion rapida, lo que contribuye a disminuir el efecto burst y a prolongar la liberacion

del acetaminofén, permitiendo un perfil de salida més gradual del farmaco.

2.2.2  Quitosano como matriz polimérica

El disefio de sistemas de liberacion controlada de farmacos requiere materiales que, ademas
de ser compatibles con el principio activo, permitan ajustar su salida de manera predecible.
En este sentido, el quitosano se ha empleado con frecuencia como matriz polimérica en la
preparacion de microesferas, debido a su origen natural y a las distintas respuestas

fisicoquimicas que puede presentar dependiendo de las condiciones del medio.

El quitosano es un polisacarido natural semicristalino obtenido a partir de la desacetilacion
parcial de la quitina. Su estructura estd formada por unidades repetidas de B-(1—4)-D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina (Figura 2.1) [1, 4, 24]. Se trata de un polimero lineal,
biodegradable y biocompatible, con capacidad para formar peliculas y matrices continuas,
caracteristicas que han favorecido su empleo en la formulacion de sistemas de liberacion de

farmacos [1].
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Figura 2.1. Estructura quimica del quitosano [11].

Una de las propiedades mas relevantes del quitosano es su caracter policationico. En medios
acidos, los grupos amino (-NH>) se protonan (-NH3"), lo que permite el establecimiento de
interacciones electrostaticas con especies cargadas negativamente y con otros componentes
de la formulacién [7, 11]. Esta caracteristica resulta determinante durante la formacion de
microesferas, ya que influye tanto en la estabilidad de la matriz como en la interaccion del

polimero con el farmaco encapsulado.

No obstante, el comportamiento del quitosano en medios acuosos puede representar una
limitacion. Se ha reportado que un hinchamiento excesivo favorece la pérdida de integridad
estructural de la microesfera, lo que puede traducirse en una liberacion acelerada del farmaco
[1, 4]. Este efecto pone de manifiesto la importancia de controlar la permeabilidad de la

matriz cuando se busca un perfil de liberacion mas estable.

Por esta razdn, la modificacion fisica del quitosano mediante la incorporacion de una segunda
fase se ha convertido en una alternativa recurrente. La adicion de materiales inorganicos,
como el biovidrio, permite reforzar la estructura de la matriz y limitar su hinchamiento, sin
modificar de forma sustancial la naturaleza quimica del polimero [18]. Este enfoque resulta
particularmente util en el desarrollo de microesferas compuestas destinadas a sistemas de

liberacion controlada.
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2.2.3 Sintesis y propiedades comparativas del biovidrio 45S5: fusién-temple vs.

sol-gel

La bioactividad y el comportamiento del biovidrio 45S5 dentro de una matriz polimérica
dependen directamente de la forma en que el material fue obtenido, ya que el método de
sintesis determina la morfologia de las particulas, su textura y la cantidad de grupos
funcionales disponibles en la superficie. El método de fusion-temple (melt-quenching),
descrito originalmente por Hench [6, 25], corresponde a la ruta clasica: los oxidos y
carbonatos precursores se funden a temperaturas superiores a 1300 °C y posteriormente se
enfrian de manera brusca para evitar la cristalizacion, conservando asi la estructura amorfa

del vidrio.

El material producido por esta via es esencialmente denso, con porosidad intrinseca
practicamente nula y una superficie especifica baja. Diversos estudios reportan valores
cercanos a 0.4 m?/g para el vidrio fundido [26, 27]. Después de la molienda, las particulas
presentan formas irregulares, angulosas y superficies lisas, descritas como estructuras tipo
esquirla (shard-like). Borden y col. [28] observaron que esta morfologia favorece
empaquetamientos mas compactos, pero reduce el espacio interparticula disponible para el
crecimiento 6seo, lo cual también se refleja en una liberacion inicial més lenta de iones

silicato.

En la Figura 2.2a, la micrografia correspondiente al material fundido coincide con estas
observaciones, ya que se distinguen particulas densas, con bordes definidos y practicamente
sin poros visibles. La superficie continua sugiere un contacto inicial limitado con el medio,

lo que ayuda a explicar su menor velocidad de interaccion durante las primeras etapas.

En contraste, el método sol-gel representa una ruta quimica que se realiza a temperaturas
considerablemente menores y permite un mayor control estructural a escala molecular. El
proceso se basa en la hidrolisis y policondensacion de alcoxidos metélicos; sin embargo,
variantes recientes de ‘“quimica suave” han logrado sintesis efectivas sin alcoxidos
empleando precursores mas econémicos [29]. Los biovidrios obtenidos por esta via (Figura
2.2b), suelen formar aglomerados de nanoparticulas con superficies rugosas y una estructura

mesoporosa bien desarrollada [30].
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Figura 2.2. Morfologia del vidrio bioactivo obtenido mediante (a) sintesis por fusion-

temple y posterior molienda y (b) sintesis por sol-gel [31].

En la micrografia del material sol-gel se observan particulas menos compactas y con
cavidades superficiales interconectadas. Esta textura favorece la penetracion del fluido y
aumenta la zona de contacto con el medio. Como consecuencia directa del proceso, el area
superficial es mucho mayor, situandose entre 100 y 200 m?/g, es decir, varios érdenes de
magnitud por encima del vidrio fundido [27, 31]. Ademas, la superficie presenta una alta
densidad de grupos silanol (Si-OH) residuales, identificados mediante FTIR y Raman [32],
los cuales actian como sitios activos para la nucleacion de hidroxiapatita y aceleran su

formacion.

No obstante, la sintesis del 45S5 por sol-gel también implica ciertas dificultades. El
tratamiento térmico necesario para estabilizar el material (~700 °C) suele inducir la
cristalizacion de la fase combeita (Na2CazSi309). Lefebvre y col. [33] y Massera y col. [34]
demostraron mediante DSC/TGA y XRD que esta cristalizacion ocurre tanto en la superficie
como en el interior, estabilizando parcialmente la red vitrea y disminuyendo ligeramente la
bioactividad a largo plazo. Aun asi, Zheng y col. [35] y Fauré y col. [26] reportaron que la
ventaja textural asociada a la nanoporosidad compensa este efecto, ya que el material sol-gel

forma apatita mas rapidamente que el vidrio fundido amorfo en medios fisiologicos.

Las diferencias derivadas del procesamiento también se reflejan en la interaccion dentro de

materiales compuestos, como se resume en la Tabla 2.1, que muestra una comparativa de
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condiciones de sintesis. Mientras las particulas obtenidas por fusion se comportan
principalmente como rellenos rigidos, la mayor reactividad superficial del material sol-gel
favorece una interaccion mas intima con polimeros como el quitosano. Sin embargo, este

mismo caracter reactivo obliga a controlar cuidadosamente el pH del sistema para evitar

gelificacion prematura [13, 14].

Tabla 2.1. Comparacion de propiedades del Biovidrio 45S5 seglin su ruta de sintesis

Método Fusion-Temple

Método Sol-Gel

Ref.

Hench [25]; Jones [36]

Liy col. [37]; Chen y col. [38]

Precursores

Oxidos y carbonatos (SiO2,
NaQCO3, CaC03, PzOs)

Alcoxidos (TEOS, TEP) y nitratos o silicatos

(ruta libre de alcoxidos).

Temperatura de

proceso

Fusion > 1300 °C. Requiere alto

consumo energético.

Gelificacion a T amb.; Estabilizaciéon 600-700
°C.

Morfologia (SEM)

Irregular, angular, superficie lisa

(tipo shard-like).

Aglomerados de nanoparticulas, superficie

rugosa y porosa.

Estructura de fase

Totalmente amorfa (vidrio).

Cristaliza si se sinteriza > 600°C.

Vitroceramico (parcialmente cristalino). Fase

principal: Combeita (Na,Ca;Si30v).

Area superficial

(BET)

Muy baja (< 2.7 m?%/g). Material

denso.

Alta (50-200 m?%/g) debido a la mesoporosidad

inherente.

Quimica Alta densidad de grupos Si-OH y anillos de
Menor densidad de grupos silanol. )
superficial silice tensos.
Alta homogeneidad quimica Alta pureza, pero riesgo de segregacion de
Homogeneidad

garantizada por la fusion.

fases durante el secado si no se controla el pH.

Finalmente, el método de sintesis también influye en la interaccion dentro de materiales
compuestos. Las particulas obtenidas por fusion tienden a comportarse principalmente como
rellenos rigidos, mientras que la mayor reactividad superficial de las particulas sol-gel
favorece una interaccion mas cercana con polimeros como el quitosano; sin embargo, esta
misma reactividad hace necesario controlar el pH del sistema para evitar una gelificacion

prematura [13, 19].
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2.3 Fundamentos fisicoquimicos del procesamiento de microesferas compuestas

En sistemas compuestos basados en quitosano y biovidrio, la arquitectura final de las
microesferas no depende Unicamente de la estequiometria de los materiales, sino también de
las condiciones del proceso. Freitas y col. [2] y Sdez y col. [39] sefialan que etapas como la
emulsificacion, la eleccion del sistema de tensoactivos y la velocidad de evaporacion del

disolvente influyen directamente en la distribucién de tamafios y en la morfologia superficial.

En particular, la estabilidad de la interfaz aceite-agua (O/W) resulta determinante para la
integridad de la particula. Aunque los tensoactivos de bajo peso molecular disminuyen la
tension interfacial, Igbal y col. [8] advierten que en emulsiones complejas presentan
limitaciones termodinamicas: la formacion de una gran area interfacial implica un cambio de
energia libre positivo (AG>0), por lo que, a largo plazo, los surfactantes tradicionales no
logran impedir la difusion molecular y la emulsion termina coalesciendo o rompiéndose bajo
cizallamiento si no existe una barrera mecanica adicional. En este contexto, la fase inorganica
adquiere un papel activo en la estabilizacion. Tewa-Tagne y col. [40] demostraron mediante
analisis reoldgicos y morfologicos que la adicion de silice coloidal (3% p/v) incrementa
drésticamente la viscosidad al generar una red estructurada por puentes de hidrégeno
alrededor de las gotas, modificando la composicion superficial y formando una barrera fisica
mas eficaz que la proporcionada solo por surfactantes; las micrografias electronicas
confirmaron que, sin esta concentracion critica, se obtenian aglomerados irregulares,
mientras que su presencia permitido microesferas esféricas individuales y protegio el nlicleo

polimérico durante el secado.

De manera complementaria, la reticulacion fisica o quimica aporta cohesion a la red
polimérica al controlar su empaquetamiento y estabilidad en medio acuoso. Berger y col. [4]
y Xiangxiang y col. [41] indican que el grado de entrecruzamiento define la distancia
promedio entre enlaces de entrecruzamiento consecutivos de la red polimérica del hidrogel
(hinchamiento en relacién con el entrecruzamiento), restringiendo la movilidad de las
cadenas y modulando la difusién del disolvente. Tomando en cuenta ambos factores, las
diferencias observadas en la morfologia y en el perfil de liberacion pueden entenderse mejor,
ya que el sistema deja de ajustarse a una difusion simple e involucra procesos simultaneos de

difusion, erosion y relajacion macromolecular. La literatura también muestra que los
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parametros de sintesis pueden utilizarse como herramientas de disefio del vehiculo. Badis y
col. [15] demostraron una relacion inversa entre la velocidad de cizallamiento y el tamaio de
particula: al aumentar la agitacion de 300 a 800 rpm en microesferas con alopurinol, el
didmetro medio de Sauter (d32) disminuyd de 151.01 um a 47.71 pm. Bajo las mismas
condiciones operativas, observaron que el incremento de la velocidad de agitacion y del
nimero de aspas modifico directamente las caracteristicas de las microesferas,
particularmente su tamafio y el contenido de farmaco. En las micrografias correspondientes
a las Figuras 2.3c y 2.3d se aprecian particulas perfectamente individualizadas, de morfologia
esférica y con dimensiones menores en comparacion con las obtenidas en las Figuras 2.3a 'y
2.3b. Asimismo, observaron que una mayor viscosidad de la fase dispersa, asociada a
polimeros de mayor peso molecular o mayor concentracion, favorece la formacion de
particulas mas grandes por la resistencia de la gota a su ruptura durante la emulsificacion.
Estos resultados concuerdan con Freitas y col. [2], quienes indican que gotas mas viscosas
requieren mayores fuerzas de cizallamiento y que regimenes de agitacion mas intensos

generan distribuciones de tamafio mas estrechas (Fig. 2.3).

Figura 2.3. Microesferas de etilcelulosa (EC)/allopurinol a diferentes velocidades de
agitacion y numero de aspas: (a) 300 rpm, 4 aspas; (b) 300 rpm, 6 aspas; (c) 800 rpm, 4
aspas; (d) 800 rpm, 6 aspas) [15].
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La densidad de reticulacion también influye en la estabilidad dimensional y en el
hinchamiento. Hariyadi y col. [16] reportaron que al incrementar la concentracion de CaClz
de 0.5 M a 1.0 M en alginato, el tamafio de particula disminuyd de 3.23 um a 2.86 pm y el
indice de hinchamiento (swelling) se redujo, lo que se atribuye a una red mas compacta que
limita la penetracién de agua. Para quitosano, Agnihotri y col. [1] confirmaron que los
agentes covalentes como el glutaraldehido generan redes mas rigidas y liberaciones mas
lentas que la reticulacion ionica con TPP o la térmica, debido a la formacion de enlaces base

de Schiff irreversibles que restringen la relajacion de la cadena.

Figura 2.4. Imagenes MEB de microesferas de alginato/eritropoyetina con: F1 (0.5 M), F2
(0.75 M) y F3 (1 M) de CaCl, con un aumento de 20.000x [16].

En los sistemas compuestos, la fase inorganica tampoco actuia como un relleno pasivo.
Ravarian y col. [18] observaron que la interaccidon a nanoescala entre quitosano y biovidrio,
especialmente cuando se favorece mediante funcionalizacion, reduce la relacion de
hinchamiento de aproximadamente ~300% en el quitosano puro a valores menores al ~25%
en los hibridos. Esto sugiere que las particulas de biovidrio funcionan como puntos de anclaje
fisicos (physical cross-links) que estabilizan la matriz frente a la degradacion hidrolitica
rapida, lo cual contribuye a disminuir el efecto burst y a prolongar la liberacion del farmaco,

en concordancia con los modelos propuestos por Siepmann y Siepmann [20].
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23.1

Ajuste metodologico del sistema: doble emulsion (S/W/O)

Existen distintos métodos para la fabricacion de microesferas, y cada uno conduce a

estructuras y caracteristicas morfologicas particulares, lo que a su vez condiciona su posible

aplicacion (Tabla 2.2.). Por ello, la seleccion de la técnica de preparacion depende tanto del

tipo de farmaco como de los materiales empleados y del perfil de liberacion que se pretende

obtener. Bajo este enfoque, se han desarrollado microesferas utilizando polimeros naturales

y sintéticos, asi como sistemas mas complejos mediante la combinacion de fases poliméricas

o la sintesis de copolimeros, buscando aprovechar efectos sinérgicos que mejoren el

desempefio del sistema.

Tabla 2.2. Métodos de sintesis de microesferas

Referencia Objetivo Método de Sintesis Resultados Principales
Desarrollar Sol-gel optimizado para  Las BG-NPs ternarias (pH 11.5,
nanoparticulas de vidrio BG-NPs (sistemas calcinadas a 700°C) mostraron la
bioactivo (BG-NPs) y binarios y ternarios). Las mayor bioactividad. La membrana
Luzy membranas compuestas ~ membranas compuestas ~ compuesta generd una capa densa de
Mano [30] con quitosano para se hicieron por solvent  apatita tras 7 dias en SBF, mientras
aplicaciones casting mezclando que el quitosano puro no lo hizo. Se
osteoconductivas. quitosano (0.7%) con confirmé la no citotoxicidad con

BG-NPs (0.3%). células L.929.
Mejorar la actividad Sol-gel hibrido La interaccion covalente redujo el
bioldgica y controlar la utilizando GPTMS hinchamiento del ~300% al 23% y la
Ravarian 'degradacién' del (agente de acoplamiento) degradacién enzimatica del 80% al
y col. [18] quitosano mediante la para crear enlaces 32% (en 4 semanas). Se mejord
interaccion a nanoescala covalentes entre el significativamente el moédulo de
con biovidrio. quitosano y la red de Young y la bioactividad en
silice del biovidrio. comparacion con la mezcla fisica.
Preparar microesferas de Secado por aspersiéon  Se obtuvieron microesferas esféricas
quitosano cargadas con (Spray drying) usando  con una carga eficiente. Se observo
Desai y farmaco y evaluar su tripolifosfato (TPP) un efecto burst inicial seguido de una
Park [7] liberacion. como agente liberacion sostenida. El
entrecruzante afiadido al ~ entrecruzamiento con TPP fue
medio de aspersion. crucial para modular la liberacion.

Evaluar compositos Liofilizacién de Se obtuvieron andamios con poros
porosos de quitosano y dispersiones liquidas de  abiertos interconectados (40-120
Biernat y biovidrio dopado con quitosar.lo (2%) mezclado um). El material mos‘.cr(.’) bioactividad
col. [19] ZnO como portadores de con biovidrio dopado y propiedades bactericidas contra S.

péptidos bioactivos.

(1:1 en peso).

aureus. La liberacion del péptido fue
rapida, indicando la necesidad de
mejorar la retencion.
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Desarrollar microesferas Emulsificaciéon y La combinacién de microesferas en

compuestas evaporacion de solvente la matriz compuesta mejord la
Livy col. multifuncignales para para mi?roesferas de qsteocgnductividad y permitié una
[13] regeneracion 6sea y PHBYV, incorporadas liberacion dual controlada. El
liberacion de farmacos. luego en una matrizde  biovidrio aceleré la formacién de
quitosano/biovidrio apatita en la superficie del
4585. composito.

Producir y caracterizar ~ Gelificacién ionotropica La adicion de biovidrio redujo el
microesferas de alginato  por extrusion (goteo) de  tamafio de particula y aumentd la

Dias y col. (ané19g9 a1. qui.tosarllo) la suspe.nsi.én de contraf:ci(t)n V(.)lumétrica. Se observo
[42] con biovidrio bioactivo. polimero/vidrio enuna  una distribucion homogénea de la
solucién de CaCl,. fase inorganica y la presencia de Si,

Ca y P tras la inmersion en SBF,

confirmando su potencial bioactivo.
Igbal y Revision y aplicacion Doble emulsiéon Se justifica el uso de W/O/W para
col. [8] / para encapsular (W/O/W) con farmacos altamente solubles en agua
Shah y antibidticos hidrofilicos evaporacion de que se perderian en una emulsion
col. [43] (ej. vancomicina) y solvente. simple. Shah y col. lograron
farmacos eficiencias de carga >80% para

anticancerigenos. antibidticos hidrofilicos,

demostrando que la fase oleosa actiia
como barrera efectiva durante la
solidificacion.

GPTMS: glicidoxipropiltrimetoxisilano (CoH200sSi); PHBV: Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).

A partir de los trabajos reportados en la literatura, se observa que la incorporacién de
biovidrio, particularmente el 4555 y sus variantes dopadas, dentro de matrices de quitosano
permite mejorar varias de las limitaciones mecénicas y estructurales propias de los polimeros
naturales puros. Trabajos como los de Luz y Mano [30] y Ravarian y col. [18] indican que
una simple mezcla fisica no garantiza estabilidad a largo plazo; en cambio, una interaccion
mas estrecha a escala nanométrica o la formacion de enlaces covalentes mediante agentes de
acoplamiento resulta determinante. Esta union incrementa el mddulo de Young y la
resistencia a la compresion, ademds de reducir de forma importante el hinchamiento del
quitosano en medios acuosos, disminuyendo el swelling de aproximadamente ~300% a 23%
en sistemas hibridos. Este comportamiento es relevante porque ayuda a evitar la liberacion
prematura del fAirmaco y a conservar la integridad estructural de la matriz durante el proceso

de liberacion.
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La bioactividad suele considerarse una caracteristica distintiva de estos sistemas hibridos, ya
que la presencia de biovidrio favorece la formacion de hidroxiapatita carbonatada en la
superficie del polimero al contacto con fluidos fisioldgicos [30, 44]. Se ha observado que los
vidrios obtenidos por sol-gel, debido a su mayor area superficial y porosidad, inducen una
mineralizacion mas rapida que los obtenidos por fusion [27, 35]. No obstante, el principal
reto para aplicaciones farmacéuticas contintia siendo el control de la liberacion de farmacos
hidrofilicos desde matrices porosas. Los resultados reportados por Agnihotriy col. [1]y Yeo
y Park [12] muestran que parametros como la densidad de entrecruzamiento y la morfologia

de la particula permiten modular el perfil de liberacion y reducir el efecto burst.

Con base en estos antecedentes, la seleccion del método de doble emulsion con evaporacion
de solvente (W/O/W) responde a la necesidad de encapsular de manera eficiente principios
activos hidrofilicos como el acetaminofén. Igbal y col. [8] y O'Donnell & McGinity [3]
sefialan que las emulsiones simples (O/W) suelen ser inadecuadas para moléculas solubles
en agua, ya que estas difunden rdpidamente hacia la fase externa durante el proceso y

disminuyen la eficiencia de carga.

El sistema de doble emulsion genera un reservorio acuoso interno protegido por una fase
oleosa intermedia que contiene el polimero, lo que limita la migracion temprana del farmaco
antes de la solidificacion. Ademas, a diferencia del secado por aspersion (spray drying)
empleado por Desai y Park [7], donde el fArmaco se expone a estrés térmico, la evaporacion
de solvente permite la precipitacion controlada del polimero a temperatura ambiente. De esta
manera se consolida la matriz de quitosano y biovidrio, reteniendo el firmaco en el nticleo y

favoreciendo la estabilidad del sistema durante la liberacion.

En este trabajo, el sistema trifasico empleado corresponde a una dispersion compleja

integrada por tres componentes:

1. Una fase solida dispersa, constituida por particulas de biovidrio 45S5, cuya
insolubilidad requiere estabilizacion para evitar sedimentacion.
il. Una fase acuosa intermedia formada por una solucion acidificada de quitosano

que contiene el acetaminofén disuelto y el biovidrio en suspension
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1il. Una fase oleosa continua, que actia como medio de dispersion y permite la
formacion de gotas durante la agitacion, asi como la posterior evaporacion del

solvente para el endurecimiento de las microesferas.

La presencia de particulas solidas en la fase acuosa incrementa la viscosidad efectiva de las
gotas formadas, lo que puede aumentar su resistencia frente a la coalescencia mediante
mecanismos de estabilizacion interfacial o por la formacion de estructuras internas [40, 45].
Sin embargo, debido a la inestabilidad termodindmica propia de estas interfaces, es necesario
controlar la hidrodinamica del proceso y la accion de los tensoactivos. En particular, el ajuste
adecuado del equilibrio hidrofilo-lipéfilo (HLB) permite disminuir la tension interfacial y

conservar la integridad de las gotas ante los esfuerzos de cizalla durante la sintesis [15, 46].

2.3.2 Estabilizacion de emulsiones y sistema de tensoactivos

En la obtencion de microesferas a partir de sistemas poliméricos complejos, como los
basados en quitosano y biovidrio, la estabilidad termodindmica y cinética de la dispersion
define en gran medida la calidad final del material. Mas alla de la estequiometria de las fases,
factores asociados al procesamiento (especialmente la emulsificacion y la estabilizacion de
las interfaces inmiscibles) influyen directamente en la morfologia, la distribucion de tamafio
y la homogeneidad de las particulas obtenidas. De acuerdo con Igbal y col. [8] y Freitas y
col. [2], una emulsion inestable favorece fenomenos de coalescencia, floculacion o
sedimentacion de la fase dispersa antes de la solidificacion, lo que compromete la

reproducibilidad del proceso.

El uso de agentes anfifilicos resulta esencial al reducir la tension interfacial. Hema y col. [46]
destacan que, en emulsiones dobles (W1/O/W2), la estabilidad depende de una estrategia
dual basada en el balance hidrofilo-lipofilo (HLB): un surfactante lipofilico de bajo HLB
estabiliza la emulsion primaria, mientras que uno hidrofilico de alto HLB protege la fase
externa, evitando la inversion de fases durante el proceso. Ademas, la concentracion del
estabilizante influye directamente en la granulometria final. Pérez-Pacheco y col. [47]
indican que al incrementar la cantidad de polimero o surfactante aumenta la viscosidad de la

fase continua, mejorando la transmision de las fuerzas de cizallamiento y evitando la

23



reconexion de las gotas. Este efecto ya habia sido cuantificado por Thakkar y Murthy [48]
en sistemas de microesferas poliméricas: al aumentar la concentracion de gelatina del 15%
al 25% se modifico la viscosidad del medio y se logré un control mas estricto tanto de la
eficiencia de encapsulacion como de la distribucion de tamafio, debido a la formacion de una

barrera estérica mas densa alrededor de las gotas dispersas.

Cuando el sistema incorpora biovidrio, aparece un mecanismo adicional de estabilizacion
conocido como efecto Pickering. Chen y col. [49] demostraron en emulsiones W1/O/W2 que
las particulas sélidas se adsorben practicamente de forma irreversible en la interfaz aceite-
agua, formando una “armadura” mecanica. A diferencia de los tensoactivos moleculares,
cuya adsorcion-desorcion es dindmica, esta capa rigida bloquea fisicamente la coalescencia
y disminuye la permeabilidad interfacial, protegiendo los compuestos bioactivos frente a
estrés térmico y mecanico. Este comportamiento se relaciona también con la reologia del
sistema: Tewa-Tagne y colaboradores [40], al estudiar suspensiones de silice con
nanocapsulas de policaprolactona, observaron que el sistema pasa de un comportamiento
newtoniano a uno pseudopléstico debido a la formaciéon de una red tridimensional entre
particulas solidas y capsulas poliméricas. Esta red incrementa la viscosidad del medio,

disminuye la movilidad de las gotas y evita la sedimentacién durante el secado.

Sin embargo, cuando la fraccion de solidos es elevada o el sistema tensoactivo no logra
estabilizar adecuadamente la interfaz, predominan las interacciones s6lido-sélido sobre las
interacciones interfaciales. En estas condiciones las gotas de emulsion dejan de comportarse
como unidades independientes y tienden a coalescer o a unirse por puentes particulados,

originando agregados irregulares en lugar de microesferas discretas.

El analisis por microscopia electronica de barrido (SEM) reportado por dichos autores
(Figura 2.5) muestra claramente este efecto: formulaciones con adecuada relacion matriz-
soporte generan particulas esféricas con superficie porosa y una cubierta externa densa
formada por la fijacion periférica de nanocépsulas. En contraste, al incrementar la carga de
fase dispersa (4%) y disminuir el contenido de soporte (1.5% silice), se pierde la

individualidad de las gotas emulsificadas y aparecen grandes aglomerados de particulas.
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Figura 2.5. Micrografias SEM de polvos secados por aspersion que muestran una vista
general (izquierda) y una ampliacion mayor (derecha) para las diferentes formulaciones: (a)
NC1% + S1.5% (barras de escala: izquierda 5 um, derecha 1 um); (b) NC1% + S3% (barras
de escala: izquierda 10 pm, derecha 1 um); (c) NC4% + S1.5% (barras de escala: izquierda

10 um, derecha 5 um); (d) NC4% + S3% (barras de escala: izquierda 5 pm, derecha 2 pm)
[40].

Este comportamiento evidencia que la esfericidad de las microesferas no depende tinicamente
del proceso de secado, sino principalmente de la estabilidad interfacial proporcionada por el
sistema de tensoactivos. Por ello, mantener un equilibrio adecuado entre viscosidad,
concentracion de solidos y cobertura superficial del surfactante resulta esencial para
preservar la integridad estructural de las microesferas en sistemas compuestos como los
desarrollados en la presente investigacion. Complementando, que la estabilidad de la
emulsion depende de la interaccion entre la reduccion de la tension interfacial por los
tensoactivos (controlada por el HLB y la concentracion) y la barrera mecéanica generada por
las particulas de biovidrio mediante el efecto Pickering, todo ello bajo un régimen de

agitacion que permita la ruptura de gotas sin inducir coalescencia por colision.
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2.3.2.1 Tension superficial en sistemas dispersos

La formacién de microesferas mediante emulsificacion implica un aumento considerable del
area interfacial (4), lo que introduce una inestabilidad termodinamica inherente al sistema.
No obstante, la tension superficial no es un parametro fijo. Chernyshev y Skliar [50]
demostraron que la presencia de fases dispersas, incluso en estado vapor, modifica
dinamicamente la tension superficial del medio continuo; por ello, en emulsiones dobles
complejas la interfase responde a la composicion quimica del entorno inmediato y no debe

considerarse una barrera pasiva.

Para contrarrestar esta inestabilidad termodindmica intervienen varios mecanismos de
estabilizacion de manera simultanea. En primer lugar, la propia matriz polimérica participa
activamente: polimeros como el quitosano pueden disminuir la tension superficial del agua
(de ~64 mN/m a ~41 mN/m) al adsorberse en la interfase, comportandose como tensioactivos

moderados que facilitan la ruptura de gotas bajo cizalla [24].

La incorporacion de fases solidas, como el biovidrio, afiade una estabilizacion mecanica mas
robusta mediante el mecanismo Pickering. A diferencia de los surfactantes moleculares, que
presentan adsorcion y desorcion rapida, las particulas s6lidas con humectabilidad intermedia
quedan précticamente atrapadas en la interfaz porque su energia de desorcion (AE) es varios
ordenes de magnitud mayor que la energia térmica (kgT). Diversos estudios en sistemas
compuestos muestran que esta barrera fisica puede impedir la coalescencia incluso con
coberturas parciales, alcanzandose la maxima estabilidad cuando el empaquetamiento

superficial se aproxima al hexagonal [14, 46].

Desde el punto de vista electrocinético, la estabilidad también se refuerza por repulsion de
cargas. El andlisis de potencial zeta en suspensiones de 6xidos indica que valores absolutos
mayores a 25-30 mV permiten superar las fuerzas atractivas de Van der Waals; en biovidrios
dispersos, el ajuste de pH o el empleo de dispersantes (por ejemplo, acidos carboxilicos)
incrementa la carga superficial negativa y reduce la aglomeracion previa a la interaccion con

la matriz polimérica [51].

Finalmente, el tamafio de las microesferas resulta del equilibrio entre la tension interfacial y

la energia mecanica aplicada: los sistemas de emulsion por evaporacion de solvente muestran
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una relacion no lineal entre la velocidad de cizallamiento y el diametro de particula, donde
la estabilidad interfacial determina hasta qué punto la energia de agitacion puede fragmentar

las gotas sin provocar su coalescencia.

2.3.2.2 Teoria del balance hidrofilico-lipofilico (HLB)

El comportamiento de un agente estabilizante dentro de un sistema disperso depende del
equilibrio termodinamico entre sus fracciones hidrofilicas y lipofilicas. Esta relacion, descrita
originalmente para tensoactivos moleculares mediante la escala HLB de Griffin, permite
estimar la afinidad del anfifilo por cada fase: valores bajos (< 10) indican caracter lipofilico,
tipico de emulsiones W/O, mientras que valores altos (> 10) corresponden a sistemas mas

hidrofilicos, propios de emulsiones O/W [8].

En sistemas de mayor complejidad, como emulsiones dobles (W/O/W) o variantes de
emulsion multiple, la estabilizacidon requiere una estrategia combinada. Hema y col. [46] y
Chen y col. [49] muestran que es necesario emplear agentes con valores de HLB
complementarios: un surfactante lipofilico para estabilizar la interfaz interna y uno

hidrofilico (o particulas hidrofilicas) para la externa.

Este balance permite controlar simultdneamente las distintas interfaces y evitar la inversion
de fases o la coalescencia durante el procesamiento. Por tanto, se presenta una tabla
comparativa (Tabla 2.3.) que incluye tanto tensoactivos moleculares tradicionales como

estabilizantes particulados utilizados recientemente.

Tabla 2.3. Comparativa del uso y funciéon de estabilizantes empleados con base en el HLB,

en sistemas compuestos

Referencia Agente HLB Aprox. Funcion en el Sistema Resultados Obtenidos
Estabilizante
Chen y col. Span 80 43 Interfaz Interna (W1/0): Permiti6 la retencion de L.
[49] (Lipofilico)  Previene la coalescencia de casei en el nucleo con una
las gotas de agua internas eficiencia de encapsulacion
dentro de la fase oleosa. >90%.
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estabilidad en emulsiones
inversas.

Hema y col. Tween 20/80 15.0-16.7 Interfaz Externa (O/W): Facilitdé la formacion de
[46] (Hidrofilico)  Dispersa las gotas de aceite gotas secundarias estables
en el medio continuo sin romper la emulsion

acuoso. primaria preformada.
Chen y col. Complejos Variable Interfaz Externa Generd una "coraza" densa
[49] OSA-Almidén (Particula) (Pickering): Estabilizacion y rugosa visible en SEM
fisica mediante barrera que protegid la carga
solida. interna contra el estrés de

congelacion.

Niroula y col. PGPR ~3.0 (Muy Interfaz Interna (W1/0): Esencial para mantener la
[45] lipofilico) Estandar de oro para alta integridad de la fase interna

frente a la presion osmotica
en sistemas W/O/W.

OSA: anhidrido octenil succinico (aditivo alimentario) PGPR: polirricinoleato de poliglicerol (empleado cmo

tensoactivo lipifilico).

El andlisis cuantitativo de estudios recientes permite comprender con mayor claridad la
influencia del equilibrio hidrofilo-lipéfilo en la arquitectura de las emulsiones. Hema y col.
[46] mostraron que la seleccion secuencial de surfactantes con valores de HLB crecientes
(Span 80, HLB 4.3 — Tween 20, HLB 16.7 — Triton X-100, HLB 13.5) posibilita la
formacion de emulsiones maultiples complejas (O1/W + WI1/02/W/W) con tamafios
hidrodinamicos controlados. Durante su experimento, la transicion desde una emulsion
simple O/W (radio medio aproximado de 10.8 nm) hasta la emulsion final incremento el
tamafio a cerca de 2208 nm, manteniendo la integridad de las fases internas. Esto se atribuyo
a que el surfactante de alto HLB presente en la fase externa no perturbd la interfaz
previamente estabilizada con un agente de bajo HLB, condicion necesaria para evitar la

coalescencia inmediata del sistema.

La literatura reciente también describe sistemas hibridos en los que coexisten surfactantes
moleculares y estabilizacion particulada. Chen y col. [49] reportaron una eficiencia de
encapsulacion del 94.33% y una supervivencia bacteriana del 90.63% en yogur empleando
un sistema donde la fase interna se estabiliz6 con Span 80 (HLB bajo) y la externa con
complejos particulados de almidén OSA/goma ardbiga. La sustitucion parcial de surfactantes
hidrofilicos por biopolimeros permitié la formacién de una capa interfacial densa y rugosa,

observable mediante microscopia SEM, que protegié la fase interna frente a condiciones de
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estrés como la congelacion, evidenciando que la estabilidad estructural del sistema no

depende unicamente del HLB quimico sino también de la naturaleza mecanica de la interfaz.

En conclusion, la estabilidad de las emulsiones dobles precursoras de microesferas requiere
una estabilizacion en dos niveles: una barrera lipofilica que confine la fase interna y un
sistema hidrofilico que mantenga la dispersion externa. Esta combinacion disminuye la
pérdida del principio activo y evita la coalescencia durante la emulsificacion. Por ello, la
seleccion de los tensoactivos no debe basarse solo en el valor de HLB, sino en su

compatibilidad funcional dentro de cada interfaz.

2.3.2.3 Seleccion del sistema Tween 20/Span 80

Para la sintesis de las microesferas compuestas se empled un sistema de emulsion inversa
cargado con sélidos (S/W)/O, utilizando tensoactivos distribuidos en ambas fases: Tween 20
en la fase acuosa dispersa (S/W) y Span 80 en la fase oleosa continua (O). Esta eleccion
responde a la necesidad de estabilizar simultdneamente interfaces con afinidades opuestas y

asi preservar la morfologia esférica del material.

El Span 80 (HLB 4.3), presente en la fase oleosa, actia como el principal agente de
confinamiento. Su cardcter lipofilico permite formar una barrera estérica alrededor de las
gotas acuosas de quitosano, evitando su coalescencia antes de la gelificacion. Trabajos como
los de Chen y col. [49] muestran que este tipo de tensoactivo favorece la retencion de
compuestos hidrofilicos y la obtencion de particulas con distribucion de tamafio estrecha y
alta eficiencia de encapsulacion, lo que respalda su seleccion para mantener la geometria

esférica frente a los esfuerzos de cizalla.

Por su parte, el Tween 20 (HLB 16.7), incorporado en la fase acuosa, reduce la tensioén
superficial y mejora la humectabilidad del biovidrio dentro de la matriz polimérica. Hema y
col. [46] observaron mediante DLS que este surfactante genera dispersiones iniciales de
tamafio muy fino y baja polidispersidad, condicion necesaria para lograr una distribucion
homogénea de las particulas ceramicas en el quitosano y evitar la formacion de aglomerados

que comprometan la estabilidad estructural.
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La combinacién de ambos tensoactivos genera una interfase suficientemente resistente como
para influir en la granulometria final mas allé del efecto puramente mecanico de la agitacion.
Thakkar y Murthy [48] demostraron que el tamafo de particula depende directamente de la
reduccion de la tension interfacial: al incrementar la concentracion del agente lipofilico
(anélogo al Span), observaron una disminucion del didmetro aun manteniendo constantes las
rpm, ya que una menor tension requiere menos energia para fragmentar las gotas y la mayor

cobertura superficial del surfactante estabiliza rapidamente la nueva area formada.

Para comprobarlo, aislaron la variable quimica preparando lotes con igual velocidad de
agitacion y concentracion de polimero, pero variando el Span 85 del 2 % al 5 % p/p en la
fase externa. Registraron una reduccion del tamafo de particula de 20.51 = 0.96 um a 17.94
+ 2.11 um, tendencia que se repitid en todos los sistemas evaluados. Los autores atribuyen
este comportamiento a la disminucion de la tension interfacial aceite-agua: al requerirse
menor energia para crear nueva superficie, la misma agitacion forma gotas mas finas y evita

su coalescencia antes de la reticulacion.

En conjunto, estos resultados confirman que el sistema Tween 20/Span 80 no solo estabiliza
la emulsion, sino que funciona como mecanismo de control del tamafo de particula, incluso
sin modificar las condiciones hidrodinamicas del proceso. Concluyendo que el sistema aporta
la estabilidad temporal necesaria para que el agente reticulante actie y se fije la estructura

esférica compuesta estudiada.

2.3.3 Efecto del reticulante en la degradacion y formacion de microesferas

La transformacion de una gota de emulsion liquida en una microesfera soélida y estable
depende en gran medida del proceso de reticulacion (cross-linking). Este consiste en la
formacion de una red tridimensional mediante uniones quimicas o fisicas entre las cadenas
poliméricas, lo que limita su movilidad y reduce el volumen libre disponible para la difusién
del solvente. De esta manera, el agente reticulante se vuelve el factor que define la densidad
de la malla, influyendo directamente en el tamafio de particula, el grado de hinchamiento
(swelling) y la cinética de degradacion de la matriz en medios fisioldgicos [4]. En sistemas

basados en quitosano y biopolimeros similares, un mayor grado de entrecruzamiento conduce
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a estructuras mas compactas, con mayor resistencia mecanica y menor permeabilidad. La
Tabla 2.4 resume el efecto de distintos agentes y condiciones de reticulacion reportados en

la literatura consultada.

Tabla 2.4. Efecto comparativo de agentes reticulantes sobre las propiedades fisicoquimicas

de microesferas

Referencia Agente Metodologia y Condiciones Resultados Obtenidos
Reticulante
Hariyadiy Cloruro de Gelificacion ionotrdpica. El aumento de concentraciéon redujo el
col. [16] calcio (CaClz) Variacion de concentracion  tamaio de particula de 3.23 0.05 um (0.5
(Ionico) de0.5Mal.0M. M) a 2.86 0.03 pum (1.0 M). El indice de

hinchamiento a 24 h bajé de 1.25a 1.11.

Ravarian GPTMS (Silano Sol-gel hibrido. Enlace La  reticulacion  covalente  redujo
y col. [18] - Covalente) covalente entre quitosanoy  drasticamente el ratio de hinchamiento de
biovidrio vs. mezcla fisica.  ~300% (fisico) a ~23% (hibrido). El
Moédulo de Young aument6 de 0.2 MPa a

2.41 MPa (con 40% biovidrio).

Thakkary Glutaraldehido Emulsificacion y Las microesferas con GTA presentaron
Murthy (GTA) vs. reticulacion quimica. menor tamafio (20.5 Wm) que con FA
[48] Formaldehido = Comparacion de volumen y

(27.6 pm). La velocidad de liberacion fue

(FA) tipo de aldehido. significativamente menor (p < 0.5) con

GA debido a una red mas densa.
Agnihotri  Glutaraldehido Coacervacion y El GTA genero las tasas de liberacion mas
y col. [1] vs. Calor entrecruzamiento térmico vs. lentas. El exponente difusional (n)
quimico. disminuy6 de 0.61 a 0.47 al aumentar la

densidad de reticulacion, indicando una
mayor restriccion difusional.

El andlisis de los datos experimentales muestra que la reticulacion no funciona como un
fenémeno binario, sino una variable que modifica gradualmente la densidad de la red
polimérica y, por consecuencia, la estructura final del material. Cuando aumenta la eficiencia
del agente reticulante, la microesfera tiende a compactarse. Thakkar y Murthy [48] han
reportado un comportamiento similar en sistemas covalentes; por ejemplo, se ha observado

que el glutaraldehido forma redes mas rigidas y densas que el formaldehido Esta mayor
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densidad de entrecruzamiento permite que la matriz soporte mejor las fuerzas de coalescencia
durante la emulsificacion y que la contraccion durante el secado sea mas uniforme,

obteniéndose particulas de menor tamafio y con una distribucion mas homogénea.

Los resultados obtenidos en este trabajo siguen esa misma tendencia. Aunque el
glutaraldehido (GTA) y el formaldehido (FA) presentaron eficiencias de encapsulacion
similares (>82%), el GA produjo microesferas de menor diametro, lo que sugiere la

formacion de una red mas compacta (Tabla 2.).

Tabla 2.5 Efecto del volumen de glutaraldehido (GA) o formaldehido (FA) y de la

duracion de la reticulacion en la eficiencia de captura y el tamano de particula. Recuperado

[48]
Coédigo de Lote Volumen de la Duracion de la Eficacia de Tamaiio de
solucion de reticulacion captura % particula pm
agente reticulante (horas)
* (ml)
H GA-0.5 1 84.78 +1.80 22.62+1.72
I GA-0.5 3 82.60 + 1.57 21.58+1.37
J GA-1.0 1 84.80 +2.58 22.62+1.09
E GA-1.0 3 86.82 +2.39 20.51 +0.96
K FA-0.5 1 85.30+1.74 28.94 +1.40
L FA-0.5 3 83.74 +1.82 27.32+£2.33
M FA-1.0 1 86.77+1.91 27.60+1.15
N FA-1.0 3 87.53+1.30 28.85+1.11

*GA= solucion de glutaraldehido al 25 % p/p. solution.
*FA=solucion de formaldehido al 37 % p/p.

*Cada uno de los valores se expresa como media = D.E. (n = 3)

De forma consistente, las curvas de liberacion (Figura 2.5a y b) muestran que las
microesferas reticuladas con GTA presentan una liberacion del farmaco mas lenta, mientras
que las tratadas con FA liberan el acetaminofén con mayor rapidez. Se observd ademas que
el volumen de reticulante fue la variable con mayor influencia en la liberacion acumulada,

mientras que el tiempo de reaccion tuvo un efecto menor. En conjunto, estos resultados
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indican que al aumentar la densidad de entrecruzamiento disminuye la porosidad de la matriz

polimérica y se dificulta la difusion del fairmaco a través de la red.
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Figura 2.6. Efecto del volumen del agente reticulante y del tiempo de reticulaciéon en la

liberacion del farmaco, a) glutaraldehido (25 % p/p) y b) formaldehido (37 % p/p) [48].

La restriccion en la movilidad de las cadenas poliméricas también impacta la estabilidad en
medio acuoso. Ravarian y col. [18] y Berger y col. [4] explican que, al aumentar la densidad
de puntos de anclaje (ya sea mediante enlaces covalentes con silanos como el GPTMS o por
interacciones idnicas) disminuye el volumen libre hidrodindmico disponible para la
penetracion del solvente. Como consecuencia, el indice de hinchamiento se reduce
notablemente: las mezclas fisicas forman estructuras altamente hidratadas, mientras que los
sistemas reticulados originan redes compactas. Esta menor entrada de agua no solo preserva
la integridad estructural, sino que retrasa la degradacion hidrolitica al limitar el acceso del

medio a los enlaces susceptibles de ruptura.

Finalmente, la modificacion de la microarquitectura se refleja en la cinética de liberacion del
farmaco. Agnihotri y col. observaron que, al aumentar el grado de reticulacion, el transporte
se desvia de la difusion Fickiana ideal, disminuyendo el exponente n (de 0.61 a 0.47) y
reduciendo los coeficientes de difusion. En conjunto, el tipo y la concentracion del reticulante
se comportan como un parametro de ajuste capaz de atenuar el efecto burst y modular la

velocidad de liberacion a largo plazo.
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2.4 Evaluacion de la cinética de liberacion de farmacos

La evaluacion de la cinética de liberacion es esencial para identificar el mecanismo de
transporte del farmaco desde la matriz polimérica. De forma convencional, este analisis se
basa en cuantificar la masa liberada (M;) a lo largo del tiempo y ajustar los resultados a
modelos matematicos como la ecuacion de Higuchi, asociada a difusién predominante, o la

ley de potencia de Korsmeyer-Peppas [20].

Sin embargo, la aplicacion rigurosa de estos modelos exige el cumplimiento de ciertas
condiciones experimentales. En particular, deben mantenerse condiciones de sink, es decir,
que la concentracion del fdrmaco en el medio de liberacion permanezca por debajo de
aproximadamente 10-20 % de su solubilidad de saturacién, y ademds conservarse la
linealidad instrumental establecida por la ley de Beer-Lambert. En sistemas con alta carga de
farmaco o con una liberacion inicial rapida (efecto burst), estas condiciones pueden no
mantenerse, ya que pueden generarse estados de sobresaturacion en el medio o incluso
saturacion del detector. Como consecuencia, la cuantificacion absoluta directa de la cantidad
liberada pierde precision y los datos deben interpretarse con cautela al ajustar los modelos

cinéticos [52, 53].

2.4.1 Liberacion fraccional: indice de disponibilidad relativa (IDR)

El fundamento de la liberacion fraccional y del indice de Disponibilidad Relativa (IDR) surge
cuando las limitaciones experimentales (por ejemplo, la pérdida de linealidad en
espectrofotometria UV a concentraciones elevadas) impiden calcular con precision la masa
liberada. En estos casos, la interpretacion cinética puede realizarse mediante parametros
normalizados. De acuerdo con el planteamiento de Ritger y Peppas, la cinética no depende
de la masa absoluta liberada, sino de la fraccion liberada en funcion del tiempo, representado

en la Ecuacion 2.1:

2o @
M .
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Donde M, /M representa la fraccion del farmaco liberado respecto al maximo alcanzable en

equilibrio.

Bajo esta logica, el Indice de Disponibilidad Relativa (IDR) puede emplearse como un
parametro adimensional equivalente a la fraccion liberada, Gtil para comparar formulaciones
cuando la cuantificacion absoluta no es confiable. EI IDR se obtiene normalizando la sefal

instrumental (absorbancia) respecto al valor méaximo observado, Ecuacion 2.2:

Ay

IDR (%) = x 100 (2.2)

max

donde A4, es la absorbancia medida en el tiempo t y A4, la absorbancia maxima registrada

durante el ensayo.

Este enfoque es consistente con estudios recientes de Niederquell y col. [52] que observaron
que, en sistemas complejos cercanos a la saturacion, el andlisis termodindmico y el empleo
de indicadores de desempefio relativo (como las pendientes iniciales y las areas bajo la curva)
resultan mas informativos que la cuantificacion directa de la masa liberada, donde emplean
parametros relativos cuando el sistema excede su rango de solubilidad. En particular, se ha
propuesto el uso del “razén de supersaturacion” (C/Cs,:), que compara la concentracion
medida con la concentracion de saturacion para describir el desempeiio de formulaciones
mesoporosas bajo condiciones no ideales. De forma andloga, el IDR no busca cuantificar la

dosis absoluta, sino describir la disponibilidad relativa del farmaco en el medio.

Al expresar los resultados entre 0 y 100 %, la normalizacion permite comparar la velocidad
relativa de liberacion entre formulaciones, identificar perfiles de liberacion rapida (tipo
burst), sostenida o sigmoidal, y disminuir el error derivado de desviaciones de la ley de Beer-
Lambert. Asi, aunque el IDR no proporciona la cantidad liberada en mg, si permite
caracterizar de manera consistente el comportamiento cinético y discriminar el efecto de

variables como el grado de reticulacion o la incorporacion de biovidrio en la matriz.

35



CAPITULO 3. METODOLOGIA

En este capitulo se describe el procedimiento experimental seguido para la sintesis de los
biovidrios y la obtencion de microesferas compuestas. Se detallan las condiciones de sintesis
del biovidrio por fusion y temple y por sol-gel, asi como el proceso de microencapsulacion
mediante emulsificacion S/O/W y reticulacion con glutaraldehido. Se incluye la variacion
controlada del contenido de biovidrio en las formulaciones y los métodos de recuperacion y
secado de las microesferas. Finalmente, se presentan las técnicas de caracterizacion
empleadas para evaluar estructura cristalina, morfologia, composicion elemental, tamafio de

particula, potencial Zeta y comportamiento de liberacion del acetaminofén.

3.1 Materiales

Microesferas de quitosano (CS-Control)

Se empled quitosano de bajo peso molecular (poli-(D-glucosamina), Sigma-Aldrich, 99 %)
como matriz polimérica formadora de la red estructural. El 4cido acético glacial al 5 % (v/v)
(CHsCOOH, J. T. Baker, PM 60.05) se utiliz6 para protonar los grupos amino (-NHy) del
quitosano y permitir su solubilizaciéon en medio acuoso. El acetaminofén (Sigma-Aldrich,

299.0%) se empled como farmaco modelo para encapsulacion.

El aceite mineral actué como fase continua en el sistema W/O. El Span 80 (Sigma-Aldrich,
acido oleico >60 %) se utilizdo como surfactante lipofilico para estabilizar la emulsion. El
glutaraldehido (GTA, J. T. Baker, grado I, 25 % en H20) funcion6é como agente reticulante,
promoviendo enlaces covalentes entre cadenas de quitosano. El hexano (Cs¢H14, J. T. Baker,

PM 86.18) se empled para eliminar residuos de aceite y surfactante durante el lavado.

Biovidrio 45S5 por fusién y temple (BG-FT)

Se utilizaron reactivos de grado analitico (Sigma-Aldrich, 299%): o0xido de silicio (SiO2)
como formador principal de la red vitrea, 6xido de calcio (CaO), pentoxido de fosforo P-Os

y carbonato de sodio (Na;CO3) como precursor del 6xido de sodio (Na2O).
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El SiO> constituyo la estructura base del vidrio, mientras que CaO y Na>O actuaron como
modificadores de red. El P,Os participd en la formacion de unidades fosfato dentro de la

matriz vitrea.

Biovidrio 45S5 por sol-gel (BG-SQ)

Se empled tetraetilortosilicato (TEOS, Sigma-Aldrich, 98%) como precursor de SiO»,
responsable de la formacion de la red inorgdnica mediante hidrdlisis y condensacion. El dcido
nitrico (HNOs, 2 M) se utiliz6 como catalizador de la hidrolisis y el agua desionizada

particip6 en la reaccion estequiométrica.

El fosfato de amonio dibasico ((NH4)2HPO4, MEYER, 98%) actu6 como fuente de P>0Os. El
nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)24H>0, MEYER, 99-103%) y el nitrato de sodio
(NaNOs, MEYER, 99%) se emplearon como precursores de CaO y NayO, respectivamente,
facilitando la incorporaciéon homogénea de los modificadores de red antes del tratamiento

térmico.

Microesferas compuestas (CS-BG%-FT/SQG)

Las microesferas compuestas se sintetizaron siguiendo el mismo sistema empleado para las
CS-Control, incorporando modificaciones en la fase continua. Se afiadid biovidrio 45SS5,
obtenido por las rutas de fusion y temple y sol-gel, en forma de polvo (25-75 % p/p respecto

al polimero), el cual actué como fase inorganica de refuerzo.

Para favorecer su dispersion en la fase acuosa se utilizo Tween 20 (Sigma-Aldrich, acido
laurico 2 60 %) al 0.5% v/v como surfactante hidrofilico. Ademas, la fase continua se ajusto
a una mezcla de diclorometano (60 % v/v) y aceite mineral (40 % v/v), manteniéndose Span
80 (3 % v/v) como estabilizante de la emulsion S/W/O. El resto de los reactivos y condiciones

de reticulacion y lavado fueron los mismos descritos para las microesferas CS-Control.
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3.2 Definicion de formulaciones

La definicion de las formulaciones se llevo a cabo considerando la relacion entre la matriz
polimérica y la carga inorgéanica, tomando como referencia el enfoque propuesto por Dias y
col. [42], quienes plantean un disefio experimental basado en la variacion sistematica del
contenido ceramico. Este criterio permite analizar de manera detallada cémo los cambios en
la fraccion de biovidrio afectan la interaccion interfacial con el quitosano y, en consecuencia,

la cohesion y estabilidad de la matriz.

Con base en este planteamiento, se seleccionaron las composiciones porcentuales
presentadas en la Tabla 3.1, en las que se varia la concentracion de biovidrio (BG)
manteniendo constante la fase polimérica. Estas formulaciones no solo permiten evaluar la
influencia del contenido ceramico sobre la morfologia y la eficiencia de encapsulacion del
farmaco, sino también analizar su impacto en la degradacion del sistema y en la liberacion

de especies i6nicas como Ca** y PO4>".

Tabla 3.1. Formulacion experimental

Formulacién Quitosano  Acido  Biovidrio (% Método de Farmaco (%  Velocidad
(% p/v) acético  p/p respecto  obtencién del  p/p respecto (rpm)
(%) al quitosano) biovidrio al quitosano)
CS-Control 2.0 5 - - 40 3000
CS-BG25-FT 2.0 5 25 fusion-temple 40 3000
CS-BG50-FT 2.0 5 50 fusion-temple 40 3000
CS-BG75-FT 2.0 5 75 fusion-temple 40 3000
CS-BG25-SG 2.0 5 25 sol-gel 40 3000
CS-BG50-SG 2.0 5 50 sol-gel 40 3000
CS-BG75-SG 2.0 5 75 sol-gel 40 3000

El disefo experimental se planted6 manteniendo constantes los parametros asociados a la
matriz polimérica y a las condiciones de operacion, con el fin de evaluar de forma aislada el
efecto del refuerzo cerdmico sobre las propiedades finales del sistema. La fase polimérica
consistio en una solucion de quitosano de peso molecular medio al 2 % (p/v), preparada en
acido acético al 5 % (v/v), concentracion que proporciona una viscosidad adecuada para la

formacion de gotas estables durante la emulsificacion.
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Para analizar la capacidad de encapsulacion se fij6 una relacion farmaco/polimero constante
del 40 % (p/p), nivel de carga que permite evaluar la eficiencia de retencion del acetaminofén
sin comprometer la integridad estructural de la matriz. De igual manera, la energia de
mezclado se mantuvo constante mediante una velocidad de homogeneizacion de 3000 rpm
durante la etapa de emulsificacion, parametro critico para el control de la distribucién de

tamafio de particula y la homogeneidad del sistema.

La variable independiente del estudio fue la incorporacion de biovidrio 45S5 como fase
solida dispersa. Se consideraron dos factores experimentales: el método de obtencion del
biovidrio, comparando particulas sintetizadas por por fusion-temple y sol-gel, y la carga de
refuerzo, evaluada en proporciones del 25, 50 y 75 % (p/p) respecto a la masa del polimero.
Esta variacion permiti6 analizar su influencia sobre la estabilidad de la matriz, la morfologia
de las microesferas y el perfil de liberacion del acetaminofén, asi como identificar el limite

de incorporacion del refuerzo sin afectar la formacion adecuada de las particulas.

3.3 Preparacion de microesferas control

Las microesferas control se sintetizaron mediante la técnica de emulsificacion y evaporacion
de solvente en un sistema agua/aceite (W/O), empleando un protocolo modificado basado en
estabilizacion interfacial y reticulacion quimica (Figura 3.1.). El procedimiento se dividié en

las siguientes etapas:

Preparacion de las fases

o Fase acuosa (W): Se disolvid acetaminofén en agua destilada (relacion de carga del
40 % p/p respecto al polimero). El medio se acidificé con 4cido acético glacial al 5%
v/v. Posteriormente, se afiadid quitosano de bajo peso molecular hasta una
concentracion final del 2 % p/v. La mezcla se mantuvo en agitacion magnética a 300

rpm durante 12 h (IKA C-MAG HS 7) para asegurar la homogeneidad.
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o Fase oleosa (O): Consistid en aceite mineral con la adicién de Span 80 al 2% v/v
como agente tensoactivo. Se homogeneiz6é mediante agitacion magnética a 300 rpm

por 15 min.

Formacion de la emulsidon

La formacion de la emulsion y la estructura de las microesferas se realizo bajo las siguientes

condiciones de cizalladura y control térmico:

1. Formacion de la emulsion: La fase acuosa se incorpord gota a gota sobre la fase oleosa
utilizando un homogeneizador de alta cizalladura (IKA T18 ULTRA-TURRAX) a
3000 rpm durante 20 min.

2. Reticulacidon quimica: A la emulsion resultante se le afiadié glutaraldehido al 5% v/v

respecto al volumen total.

3. Evaporacion de solvente: El sistema se mantuvo a 40 °C y 200 rpm durante 4 h para

favorecer la reticulacion del quitosano y la eliminacion del solvente.

Obtencion de microesferas

Para la obtencion de las microesferas, se siguio el siguiente método para purificacion:
1. Separacion: Centrifugacion a 2500 rpm por 5 min (Thermo Scientific ST16).

2. Lavado: Se realizaron cuatro ciclos de lavado con hexano para eliminar trazas de

aceite y surfactante.

3. Secado: El material se llevo a una estufa de vacio (Thermo Scientific Lindberg Blue

M) a 40 °C durante 24 h para eliminar solventes residuales.
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Figura 3.1. Sintesis de microesferas de quitosano (CS-Control).

3.4 Sintesis de vidrio bioactivo 45S5

3.4.1 Método de fusion y temple

El vidrio bioactivo 45S5 se sintetizO mediante la ruta convencional de fusién y temple,
siguiendo la formulacion original reportada por Hench [6, 25], La composicion nominal en

porcentaje en peso fue: 45% SiO2, 24.5% Ca0, 24.5% Na.O y 6.0% P20:s.

Preparacion de precursores v mezcla

Los polvos grado analitico de 6xido de silicio (SiO2), oxido de calcio (CaQ), carbonato de
sodio (Na2COs) y pentoxido de fosforo (P2Os) se mezclaron hasta obtener una fase

homogénea y se transfirieron a un crisol de silice fundida para el tratamiento térmico (Figura

3.2.).
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Figura 3.2. Ciclo térmico para la fabricacion de biovidrio 45S5 por fusion-temple.

La fusion se realizé en un horno de alta temperatura (CARBOLITE HTF 1700) mediante un

ciclo térmico de dos etapas disefiado para asegurar la estabilidad de la masa fundida:

1. Descarbonatacion: Calentamiento a 950 °C durante 90 min para permitir la

descomposicion de los carbonatos y la liberacion de gases.

2. Fusion y homogeneizacion: Incremento de temperatura hasta 1350 °C, manteniendo

la isoterma por 90 min para lograr una fase liquida homogénea.

Finalizado el ciclo, el material fundido se vertid inmediatamente en agua desionizada a
temperatura ambiente para formar una frita. Este enfriamiento abrupto (temple) evito la
cristalizacion, induciendo la formacion de una estructura vitrea amorfa caracteristica del

biovidrio 45S5.

Procesamiento mecanico v granulometria

Para la adecuacion del material en sistemas compuestos, se realizd el siguiente post-

procesamiento:

1. Secado: En estufa (Thermo Scientific Lindberg Blue M) a 120 °C por 3 h.
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2. Molienda: Utilizando un molino vibratorio de discos (RETSCH RS 200) durante 1

min.

Tamizado: El polvo se pasé por una malla 230 para garantizar un tamafio de particula

final 63 pm.

Pulverizacion: Utilizando un molino planertario de bolas (RESTCH PM 400) en
contenedores de 50 mL y bolas de 9 mm de diametro, ambos de zirconia, con una
relacion en peso bolas/polvo de 10:1, a 400 rpm durante 1 hora. Este proceso permitid

alcanzar un tamafio de particula final cercano a 1 um.

3.4.2 Método por sol-gel

El biovidrio con composiciéon nominal 45S5 (46.1% SiO2, 24.4% Na20, 26.9% CaO y 2.6%

P-0Os en% mol) se sintetizd mediante una ruta sol-gel basada en nitratos (Figura 3.3.),

adaptada del método descrito por Ben-Arfa y Pullar [27]. Los célculos estequiométricos se

realizaron considerando la composicion molar objetivo y la relacién molar correspondiente

entre 6xidos y precursores.

El proceso se inici6 con la hidrolisis del precursor de silice:

Mezcla inicial: E1 TEOS se combin6 con agua desionizada y 2 M, manteniendo una

relacion molar de 8:1.

Agitacion: La mezcla se mantuvo a 400 rpm durante 60 min a temperatura ambiente

(IKA C-MAG HS 7) hasta obtener un sol homogéneo.

Adicion de precursores: Se afiadié gradualmente la solucion de (NH4):HPOs.
Posteriormente, se incorporaron de forma secuencial el Ca(NO3)2-4H>0 y el NaNOs,

con agitacion constante de 45 min entre cada adicion.

El sol resultante se transfirid a recipientes cerrados para su procesamiento térmico:

Envejecimiento: 72 h a 60 °C para promover la formacion de la red polimérica.
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e Secado escalonado: Se utilizé una estufa (Thermo Scientific Lindberg Blue M) con
el siguiente programa para obtener el xerogel: 60 °C por 24 h, 90 °C por 24 h 'y 130
°C por 40 h.

El xerogel seco se moli6 y se sometid6 a una rampa de calentamiento en un horno

CARBOLITE HTF 1700 para eliminar especies organicas y descomponer los nitratos:
o Etapa 1: Calentamiento a 2 °C/min hasta 300 °C (2 h).

o Etapa 2: Calentamiento a 5 °C/min hasta 700 °C (3 h).

{/‘\l ‘ ‘ . e

60°C/24 hrs. —
90°C/24 hrs. —aa

— e, i W 130°C/72 s, =
SOL Solucién . - , e
~— SNt S ¢ - 1 = scona

B S ERp -

8 (H:0): 1 TEOS (NH):HPO + SOL + solucion Ry w—

400 rpm/60 min  Ca(NOs)2-4H:0 + NaNOs. 60°C/72 hrs. e 2°C/min hasta 300°C/2 hrs.
400 rpm/ 90 min s N - @ ] 5°C/min hasta 700°C/3 hrs.

Figura 3.3. Sintesis de biovidrio 45S5 por ruta sol-gel basada en nitratos.

3.5 Sintesis de microesferas hibridas

Las microesferas compuestas se sintetizaron mediante una variante del método de
emulsificacion y evaporacion de solvente, adaptada para sistemas heterogéneos
solido/agua/aceite (S/W/O). Esta metodologia permitié la incorporacion de particulas

inorganicas de biovidrio dentro de la matriz de quitosano (Figura 3.4.).

El proceso se realizo en dos etapas para asegurar la homogeneidad del refuerzo cerdmico,

para la fase dispersa

1. Matriz polimérica: Se prepar6 una solucion de quitosano de bajo peso molecular al
2% p/v en acido acético glacial al 5 % v/v. La mezcla se homogeneizé a 300 rpm

durante 12 h (IKA C-MAG HS 7).
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2. Incorporacion del biovidrio: El polvo de vidrio bioactivo 45S5 (obtenido tanto por
fusion-temple como por sol-gel) se afiadi6 a la solucion de quitosano en relaciones

masicas del 25, 50 y 75 % (respecto al polimero).

3. Estabilizacion: Se adicion6 Tween 20, al 0.5% v/v como agente dispersante para

evitar la aglomeracion de las particulas ceramicas, manteniendo la agitaciéon a 300

rpm.

La fase continua se disené para controlar la tension interfacial del sistema:
o Composicion: Mezcla de diclorometano al 60 % v/v y aceite mineral al 40 % v/v.
e Surfactante: Se afiadidé Span 80, surfactante lipofilico al 3% v/v.

o Condiciones: Agitacion magnética a 300 rpm por 10 min para garantizar la

distribucion uniforme del tensoactivo.

Emulsificacion v reticulacion

La formacién de las microesferas y la consolidacion de la red polimérica se llevo a cabo bajo

los siguientes parametros criticos:

1. Emulsificacion: La fase dispersa (S/W) se incorpord gradualmente a la fase continua
mediante un homogeneizador de alta cizalladura (IKA T18 ULTRA-TURRAX) a
3000 rpm durante 20 min.

2. Reticulacion Quimica: Se afiadié glutaraldehido al 2% v/v respecto al volumen de la

fase acuosa.

3. Consolidacion: El sistema se mantuvo a 40 °C y 200 rpm durante 2 h, promoviendo

simultdneamente la reticulacion del quitosano y la evaporacion del diclorometano.

45



Recuperacion vy purificaciéon

1. Separacion: Centrifugacion a 2500 rpm por 5 min (Thermo Scientific ST16).

2. Lavado: Cuatro ciclos con hexano para eliminar restos de la fase organica y

surfactantes.

3. Secado final: En estufa de vacio (Thermo Scientific Lindberg Blue M) a 40 °C por
24 h.

Goteo S/Wen O

Emulsificacion a Goteo 2% (v/v) GTAa

A. Destilada +40% (w/w) W + %BG + 0.5% 60% DCM + 40%

Acetaminofén (disolver) (v/v) Tween 20 a 300 Aceite mineral + . i
+ 5% (v/v) CHsCOOH +  rpm/Homogeneidad 3% (v/v) Span 80 3000 rpm/20 min. 200 rpm a 40°C/4 hrs
2% (w/v) Cs
300 rpm/12 hrs.
o -~ M ¢
Microesferas Hibridas M ’h’”%pa. sm—

(CS-BG) ‘ Thermo _—

SE1JSA0IA

SBAIYSIOINIA!

Centrifugacion a 3000 rpm/5 min
Filtracion /4 lavados ¢/ CsHs

29
=3

Secado a 40°C por 24 hrs

Figura 3.4. Sintesis de microesferas compuestas (Cs-(BG-FT/BG-SG).

3.6 Caracterizacion del biovidrio 45S5

La caracterizacion del vidrio bioactivo 45S5 se llevo a cabo con el fin de evaluar su
morfologia, tamafio de particula, estructura y composicion elemental, considerando las

diferencias asociadas a las rutas de sintesis empleadas (fusion-temple y sol-gel). Los
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resultados obtenidos permitieron comparar las caracteristicas fisicoquimicas de ambos

materiales y su posible influencia en aplicaciones biomédicas.

3.6.1 Analisis estructural por difraccion de rayos X (DRX)

La estructura cristalina de los biovidrios se analizd6 mediante difraccion de rayos X (DRX),
empleando un difractémetro Rigaku, modelo Ultima IV con radiacién CuKq (A = 1.5406 A).
Los difractogramas se registraron en un intervalo de 26 de 10° a 70°, con un paso de 0.02° y

un tiempo de integracién de 1 s por paso.

3.6.2 Analisis morfolégico y composicional (SEM-EDS)

La morfologia superficial y la composicion elemental de los biovidrios se evaluaron mediante
microscopia electronica de barrido (SEM, JEOL JSM-7600F), acoplada a un detector de
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS, Bruker Xflash 6130). Las muestras
en polvo se montaron sobre cinta de carbono conductora y se recubrieron con una capa

delgada de iones de Cu, debido a la no conduccion de las muestras.

El andlisis por espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS) permitié identificar
los elementos constituyentes del biovidrio 45S5 (Si, Ca, Na y P) y verificar de manera
semicuantitativa la composicion del material, asi como la ausencia de contaminantes
asociados a los procesos de sintesis o molienda. Dado que esta técnica proporciona la
composicion elemental en porcentaje en peso, y que el biovidrio 45S5 se define
convencionalmente en términos de Oxidos, fue necesario realizar una conversion
estequiométrica para permitir una comparacion directa con la composicion nominal del

material.

Para este analisis se asumi6 que los elementos detectados (Si, Na, Ca y P) se encuentran
completamente oxidados, formando los 6xidos caracteristicos del sistema SiO2-Na.O-CaO-
P-0:s. El oxigeno cuantificado por EDS no se utilizé de manera directa en los calculos, debido

a las limitaciones inherentes de la técnica para la cuantificacion precisa de elementos ligeros;
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en su lugar, su contribucidn se estimé de forma indirecta a partir de la estequiometria de los

oxidos correspondientes.

3.6.3 Analisis granulométrico y estabilidad coloidal

Debido a las diferencias en la escala de tamafio propias de cada método de sintesis, fue
necesario emplear técnicas complementarias para la evaluacién granulométrica de los
biovidrios. En el caso del material obtenido por fusion-temple, la distribucion de tamafio de
particula se determind mediante difraccion laser, utilizando un analizador Beckman Coulter
LS 13 320. Las mediciones se realizaron en modo liquido, dispersando el polvo en agua
desionizada bajo las condiciones estandar de operacion del equipo, lo que permitio obtener
los parametros caracteristicos de la distribucion de tamafios y establecer su relacion con el

area superficial disponible.

Para el biovidrio sintetizado por la ruta sol-gel, el tamafio de particula hidrodindmico y la
estabilidad de la dispersion se evaluaron mediante dispersion dindmica de luz (DLS) y
medicion de potencial Zeta, respectivamente, empleando un analizador Anton Paar Litesizer
500. Antes del analisis, las muestras se redispersaron en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline). El potencial Zeta se utilizo
como un indicador del comportamiento coloidal del material en suspension, parametro clave
para anticipar su interaccion electrostatica con la matriz de quitosano y reducir la formacion
de agregados durante la obtencion de las microesferas. Esta evaluacion resulta especialmente
relevante, ya que la carga superficial de las particulas de biovidrio influye de manera directa

en su reactividad y en la estabilidad final del sistema compuesto.

3.7 Caracterizacion de las microesferas

La evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de las microesferas se llevo a cabo mediante
un conjunto de técnicas instrumentales complementarias, con el fin de confirmar la
reticulacion de la matriz polimérica, verificar la incorporacion del refuerzo ceramico y

analizar su efecto sobre la estructura final del sistema microparticulado.
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3.7.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La caracterizacion quimica se llevo a cabo mediante espectroscopia FT-IR para identificar
los grupos funcionales presentes en las microesferas y analizar las interacciones quimicas
inducidas por el proceso de reticulacion. Los espectros se registraron en un espectrofotometro
Bruker Tensor 27 empleando modo ATR o transmitancia, con 20 barridos por muestra en el

intervalo de 500-4000 cm™'.

El anélisis comparativo entre el quitosano puro, las microesferas control y las microesferas
compuestas permitid evidenciar la formacion de enlaces tipo imina (C=N), caracteristicos de
la reaccién de bases de Schiff entre los grupos amino del quitosano y el glutaraldehido.
Asimismo, se observaron variaciones en las bandas asociadas a los grupos amida y silanol,
las cuales se atribuyen a interacciones intermoleculares entre la matriz polimérica y el
biovidrio incorporado, reflejando cambios en la organizacion quimica del sistema tras el

proceso de microencapsulacion.

3.7.2. Difraccion de rayos X (DRX)

La estructura y el grado de cristalinidad de las microesferas se evaluaron mediante difraccion
de rayos X, analizando microesferas de quitosano puro y microesferas compuestas. Las
mediciones se realizaron en un difractometro Rigaku, modelo Ultima IV, con geometria
Bragg-Brentano y radiacion CuK, (A = 1.5406 A), en un rango de 260 de 10° a 70°, con paso
de 0.02°, tiempo de conteo de 2 s y condiciones de operacion de 40 kV y 40 mA.

Se evalu6 particularmente la atenuacion del pico caracteristico del quitosano alrededor de 20
~ 20°, como indicativo de la disminucion de su cristalinidad original. Este comportamiento
se asocia a la reticulacion quimica y a la incorporacion del refuerzo cerdmico, procesos que

interfieren con el empaquetamiento regular de las cadenas poliméricas.
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3.7.3. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La morfologia, topografia superficial e integridad estructural de las microesferas se
analizaron mediante microscopia electronica de barrido, utilizando un microscopio JEOL
JSM-7600F operado a 15 kV. Previo al andlisis, las muestras se recubrieron con una capa

conductora de iones de Cu.

Las micrografias obtenidas permitieron evaluar la esfericidad, homogeneidad y presencia de
porosidad superficial, caracteristicas directamente relacionadas con el mecanismo de

liberacion del farmaco.

3.7.4. Potencial Zeta

La carga superficial y la estabilidad electrostatica de las microesferas se evaluaron mediante
la medicion del potencial Zeta. Las muestras se dispersaron en agua desionizada a pH neutro
y se analizaron utilizando un equipo Litesizer™ 500 (Anton Paar), el cual permite la
determinacion simultanea del potencial Zeta y del tamafio hidrodinamico por dispersion de

luz dindmica (DLS).

La medicion del potencial Zeta se emple6 como un indicador de la estabilidad coloidal de las
microesferas en suspension, asi como para evaluar el efecto de la incorporacion del biovidrio
sobre la carga superficial del sistema [54, 55]. La conservacion de valores positivos de
potencial Zeta resulta particularmente relevante debido al caracter policationico del
quitosano, favoreciendo la interaccion electrostatica con superficies bioldgicas cargadas
negativamente y respaldando su potencial aplicacion en sistemas de liberacion controlada [1,

11].

3.8. Procedimientos analiticos y calculos de eficiencia

Con el fin de evaluar la eficiencia global del proceso de sintesis, asi como la capacidad de

carga del sistema microparticulado, se realizaron calculos gravimétricos y
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espectrofotométricos siguiendo metodologias ampliamente reportadas para sistemas

poliméricos de liberacion controlada de farmacos.

3.8.1. Rendimiento de produccion

De acuerdo con lo descrito en la seccion anterior, el rendimiento del proceso se determin6 de
manera gravimétrica a partir de la relacion entre la masa de microesferas recuperadas tras las
etapas de purificacion y secado y la masa total tedrica de los componentes solidos

incorporados inicialmente a la formulacion, segun la Ecuacion 3.1.

M
R(%) = 3 x 100 G.1)
i

Donde R corresponde al porcentaje de rendimiento, Mres la masa final de microesferas secas

obtenidas y M;representa la masa total inicial de los componentes s6lidos (quitosano, farmaco

y biovidrio).

Este parametro permite evaluar las pérdidas de material asociadas a la emulsificacion,

reticulacion y procesos de lavado [15, 16].

3.8.2. Determinacion del contenido de humedad

Considerando el caracter hidrofilico del quitosano, se determin6 el contenido de humedad
residual presente en las microesferas. Para este analisis, una masa conocida de muestra
previamente purificada se pesé inicialmente (W;) y posteriormente se sometié a secado en

estufa de vacio o en desecador a 37 °C durante 24 h, o hasta alcanzar peso constante (IWy).

El porcentaje de humedad residual (H) se calcul6 de acuerdo con la Ecuacion 3.2.

W, —w; (3:2)

H(%) = iw x 100

i

Este andlisis permitié asegurar la reproducibilidad de los ensayos posteriores y descartar

variaciones asociadas a agua retenida en la matriz polimérica [4, 11].
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3.8.3. Eficiencia de encapsulacion del farmaco

La eficiencia de encapsulacion se determino como la fraccion de farmaco retenido dentro de
la matriz de las microesferas en relacion con la cantidad tedrica incorporada durante el

proceso de sintesis.

Para la extraccion del farmaco, se dispersaron 10 mg de microesferas cargadas en 10 mL de
buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4). La suspension se mantuvo bajo agitacion constante a 37

°C, con el fin de favorecer la liberacion del acetaminofén hacia el medio.

El sobrenadante obtenido se analizd mediante espectrofotometria UV-Vis utilizando un
equipo NanoDrop One C, determinando la concentracion del farmaco a su longitud de onda
maxima de absorcion (Amax. = 243 nm) a partir de una curva de calibracion previamente

construida [7, 48].
La eficiencia de encapsulacion se calculo de acuerdo con la Ecuacion 3.3 correspondiente.

(3.3)

M encapsulada

EE(%) = x 100

teorica

Donde Meycapsuiada cOTresponde a la masa de farmaco determinada experimentalmente y

M;esricq @ 1a masa inicial de acetaminofén incorporada a la formulacion.

3.8.4. Caracterizacion de la liberacion

La cuantificacion del acetaminofén liberado se monitore6 mediante espectrofotometria UV-
Vis a una longitud de onda de 248 nm. Aunque los métodos convencionales se basan en la
determinacidon de la concentracion absoluta mediante curvas de calibracidon lineales, en
sistemas con alta carga o liberacion rapida (efecto burst) las concentraciones en el medio

receptor pueden superar el rango lineal del detector y desviarse de la ley de Beer-Lambert.

Para evitar errores asociados a diluciones excesivas, se empled un andlisis normalizado
basado en la fraccion de liberacion (M, /M, ), enfoque comun para describir mecanismos de

transporte difusional o anémalo. En estas condiciones, la comparacion entre formulaciones
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resulta mas confiable utilizando pardmetros relativos (como pendientes iniciales o

indicadores de supersaturacion) en lugar de la masa absoluta liberada.

Bajo este criterio se defini6 el Indice de Disponibilidad Relativa (IDR) como parametro de
caracterizacion cinética. E1 IDR se obtiene normalizando la sefial instrumental (absorbancia)

respecto a su valor maximo registrado, asumiendo una respuesta mondtona del sistema:

A,

IDR(%) = x 100 (2.2)

max

donde A; corresponde a la absorbancia medida en el tiempo t y A;q, al valor maximo

registrado durante todo el periodo de evaluacion (asintota de liberacion).

Este parametro adimensional permite comparar la velocidad relativa de liberacion entre las
distintas formulaciones de microesferas y analizar la estabilidad del perfil de liberacion sin

depender de la cuantificacion absoluta de masa.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados de la caracterizacion de los biovidrios y de las
microesferas compuestas de quitosano/biovidrio obtenidas mediante el método de doble
emulsion (S/W/O) y evaporacion de solvente. El andlisis se estructura de acuerdo con la
secuencia experimental seguida durante el desarrollo del trabajo. En primer lugar, se discuten
los resultados correspondientes a la obtencion de microesferas constituidas unicamente por
quitosano, las cuales se utilizaron como sistema base para establecer las condiciones de

emulsificacion, reticulacion y purificacion mas adecuadas.

Posteriormente, se evalua el efecto de la incorporacion del biovidrio 45S5 sintetizado por dos
rutas diferentes, fusion-temple y sol-gel, sobre la formacion y estabilidad de las microesferas.
Los resultados muestran que el biovidrio obtenido por fusion-temple, caracterizado por un
mayor tamafio de particula, dificultd la estabilidad del sistema de emulsion, limitando la
formacion de microesferas definidas, incluso cuando se emplearon agentes reticulantes. En
contraste, el biovidrio sintetizado por la ruta sol-gel permitio una mejor integracion de la fase
inorganica dentro de la matriz polimérica, favoreciendo la obtencion de microesferas con

morfologia mas regular y distribucion mas homogénea del refuerzo ceramico.

Finalmente, se analiza la influencia de la fraccién de biovidrio incorporada, del uso de
reticulante y de la combinacion de tensoactivos empleados sobre la estabilidad del sistema y
las propiedades finales de las microesferas. A partir de estos resultados, se discuten las
relaciones entre las condiciones de procesamiento, la estructura del sistema y el
comportamiento de liberacion del acetaminofén, con el fin de identificar las formulaciones

que presentan un mejor desempefio dentro del marco del estudio realizado.

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los biovidrios 45S5 obtenidos por fusion-temple
(BG-FT) y sol-gel (BG-SG)

4.1.1 Analisis estructural por difraccion de rayos X (DRX)

El andlisis de difraccion de rayos X (DRX) revelo diferencias estructurales significativas

dependientes de la ruta de sintesis y el historial térmico de las muestras (Figura 4.1.).
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Figura 4.1. Patrones de difracciéon de rayos X de los biovidrios 45S5 obtenidos por fusion-

temple (BG-FT) y sol-gel (BG-SG).

El biovidrio obtenido por fusion y temple (BG-FT) present6 el comportamiento tipico de un
material amorfo. En el difractograma no aparecieron picos definidos, sino un halo ancho
localizado aproximadamente entre 20 = 15° a 30°. Este comportamiento confirma la ausencia
de ordenamiento atdmico de largo alcance y es consistente con lo reportado por Borden y
col. [28], quienes describen este halo como la huella dactilar caracteristica de la red de silicato
desordenada del biovidrio 45S5 cuando la velocidad de enfriamiento es suficiente para
inhibir la cristalizacion. La ausencia de fases cristalinas valida la eficacia del temple rapido

empleado para "congelar" la estructura liquida desordenada [33].

En contraste, el material sintetizado por la ruta sol-gel y tratado térmicamente a 700 °C (BG-
SG) mostrdé un caracter vitroceramico semicristalino. Sobre el fondo amorfo (15-30°)
aparecieron reflexiones agudas (mayor intensidad 32-34°), indicando que el tratamiento
térmico necesario para eliminar nitratos y residuos organicos también aportd la energia

requerida para la formacion de fases cristalinas. Este fendomeno concuerda con los hallazgos
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de Zheng y col. [33] y Cacciotti y col. [5], quienes demostraron que los vidrios derivados de
sol-gel poseen una mayor tendencia a la cristalizacion a temperaturas mas bajas (entre 600 y
700 °C) en comparacion con sus analogos de fusion, debido a su mayor energia superficial y

porosidad intrinseca.

El andlisis de fases realizado con el software X’Pert HighScore Plus permitié identificar
principalmente fosfosilicatos de sodio y calcio, indexados como silicorhenanita
(NaxCas(P04)2Si104) y combeita (Na2CazSi309), con las tarjetas PDF 00-032-1053 y 98-002-
1442, respectivamente. Nawaz y col. [56] confirmaron, mediante difraccion de rayos X y
refinamiento Rietveld, que la fase mayoritaria corresponde a combeita con estructura
cristalina trigonal (grupo espacial R — 3m, ICSD #60502); Sugumaran, y Subramaniano [57]
determinaron que la fase silicorhenanita, tiene una estructura cristialina ortorrdmbica
mediante el refinamiento Rietveld, ya que el modelo estructural basado en el grupo espacial
minimizé los residuos del ajuste permitiendo indexar con precision las reflexiones
observadas en el rango de de 30-35°, obteniendo parametros de red que son consistentes con

la estequiometria de la silicorhenanita reportada en la literatura reciente.

Aunque en la literatura clasica la cristalizacion del 45S5 suele asociarse con la formacion de
combeita (NaCa;Si309) o su isomorfo NaxCaSi»O¢ [5, 58], en este caso la presencia
predominante de silicorhenanita en este analisis se explica mediante el mecanismo de
separacion de fases vitreas descrito por Lefébvre y col. [33]. Segiin este modelo, durante el
calentamiento del sistema 45S5, ocurre una separacion espinodal en dos fases inmiscibles

amorfas antes de la cristalizacion principal: una fase rica en silice y otra rica en fosfato.

4.1.2 Morfologia y composicion elemental

El andlisis conjunto mediante difracciéon de rayos X (DRX) y microscopia electronica de
barrido (MEB) permiti6 establecer que la ruta de sintesis influye directamente tanto en la
organizacion estructural como en la microestructura del biovidrio, diferenciando claramente

el estado vitreo obtenido por fusion del estado vitroceramico derivado del proceso sol-gel.
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El caracter del BG-FT mostrado en el difractograma de la Figura 4.1 se confirmé también a
nivel morfologico; las micrografias de MEB revelaron particulas compactas, de superficies
lisas y con fracturas concoideas, morfologia propia de materiales densos obtenidos por
fusion. Esta topografia contrasta con la alta rugosidad de los materiales sol-gel y concuerda
con las observaciones de Fauré y col. [26], quienes asocian esta textura lisa al proceso de
fusién-temple que minimiza la porosidad superficial. ElI mapeo EDS confirmé una
distribucion elemental homogénea de Si, Ca, Na y P, validando que la alta temperatura de
fusion (1350 °C) permitio la integracion completa de los 6xidos en una sola fase liquida antes

del enfriamiento répido.

Figura 4.2. Micrografia MEB y mapeo elemental EDS de BG-FT: fosforo (P, azul), calcio

(Ca, magenta), sodio (Na, celeste), silicio (Si, verde).

La microestructura observada por MEB respalda el mecanismo de cristalizacion principal,
donde el vidrio experimenta una separacion espinodal en dos fases inmiscibles: una rica en
silice y otra rica en fosfato, expuesta por el analisis DRX [33]. A diferencia del material

obtenido por fusion, las particulas del BG-SG presentan superficies rugosas y una textura
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heterogénea, con regiones enriquecidas en Ca y P detectadas por EDS. Esta morfologia es
caracteristica de los sistemas sol-gel, donde la eliminacién de solventes y la posterior
cristalizacion generan porosidad intrinseca y rugosidad a escala nanométrica. Estas
caracteristicas incrementan el area superficial especifica y, en consecuencia, pueden

favorecer la bioactividad del material a pesar de su caracter parcialmente cristalino [26, 35].

Bajo esta perspectiva, la formacion de un material vitroceramico con fases de fosfosilicato
no debe interpretarse como un defecto de sintesis, sino como una consecuencia
termodinamica del tratamiento térmico aplicado, que potencialmente podria contribuir a una

mayor solubilidad selectiva del fosforo y, por ende, a una respuesta bioldgica mas activa.

Figura 4.3. Microgratia MEB y mapeo elemental EDS de BG-SG: fosforo (P, verde),

calcio (Ca, rojo), sodio (Na, magenta), silicio (Si, azul).

Integrado al andlisis de las micrografias, la composicion quimica elemental de los biovidrios
sintetizados, expresada en porcentaje en peso de 6xidos (Tabla 4.1), fue comparada con la
estequiometria tedrica del Bioglass® 45S5 estandar (45% Si0O, 24.5% CaO, 24.5% NaxO,

6% P»0s), mediante andlisis EDS. Los resultados confirman que ambas rutas metodolédgicas
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permitieron la obtencidon exitosa del sistema cuaternario SiO.-CaO-Na.O-P-0Os dentro de

rangos composicionales comparables al estandar reportado.

Tabla 4.1. Composicion quimica comparativa (% en peso) entre el valor tedrico del
Bioglass® 45S5 y los valores experimentales calculados para los biovidrios obtenidos por

fusion (BG-FT) y sol-gel (BG-SG).

Oxido 4585 tedrico BG-FT BG-SG
experimental experimental
SiO: 45.0 44.21 43.52
Na.O 24.5 24.12 23.37
CaO 24.5 25.42 27.46
P:0s 6.0 6.25 5.65
Total 100.0 100.0 100.0

El material obtenido por fusion y temple (BG-FT) mostré una composicion quimica muy
cercana a la formula nominal, con desviaciones menores al 4 % para todos los 6xidos
mayoritarios. La concentracion de silice (44.21 %) y sodio (24.12 %) se mantuvo estable, lo
que indica que el protocolo de fusion a 1350 °C permitié integrar adecuadamente los
modificadores de red dentro de la matriz de silicato sin pérdidas apreciables por
volatilizacion, fendmeno comun en vidrios con alto contenido de alcalis [59]. Esta
uniformidad composicional es coherente con la microestructura lisa y densa observada por
MEB y respalda la eficacia del enfriamiento rdpido para “congelar” la distribucion idnica

aleatoria del estado fundido, tal como se describe para vidrios comerciales de 45S5 [28].

En cambio, el biovidrio sintetizado por la ruta sol-gel (BG-SG) presentd variaciones
composicionales asociadas a la quimica propia de soluciones y al tratamiento térmico de
estabilizacion. Se observo una ligera disminucién en el contenido de Na,O (23.37 %)
respecto al tedrico, comportamiento caracteristico de los procesos sol-gel que incluyen etapas
de lavado. Durante la formacion del gel, los iones Na* y Ca?" no se incorporan inicialmente
a la red polimérica de silice y permanecen en el licor de poros como especies solubles, por
lo que pueden lixiviarse durante el envejecimiento o eliminarse parcialmente durante la

calcinacion [30, 38].
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De forma simultanea, se detectd un incremento relativo de CaO (27.46 %) y una variabilidad
en el contenido de P>Os en los analisis puntuales. Este comportamiento no sugiere un error
de sintesis, sino la presencia de heterogeneidad quimica a escala microscopica. El tratamiento
térmico induce una separacion de fases previa a la cristalizacion, generando dominios ricos
en silice y otros enriquecidos en fosfato de calcio [33]. Debido a que el analisis EDS es local,
la deteccion de zonas enriquecidas en Ca y P corresponde a regiones donde se establecen
nucleos de cristalizacion de silicorhenanita dispersos dentro de la matriz vitrea, lo cual

concuerda con los resultados de DRX discutidos anteriormente.

En consecuencia, mientras la ruta de fusion conduce a un vidrio quimicamente homogéneo a
escala global, la ruta sol-gel produce un material heterogéneo a escala microscopica. Esta
heterogeneidad no necesariamente representa una desventaja; por el contrario, las regiones
ricas en fosfato de calcio pueden actuar como sitios preferenciales para la nucleacion de
hidroxiapatita en contacto con fluido fisiologico, lo que potencialmente favorece la

bioactividad del material.

4.1.3 Analisis FT-IR

La caracterizacion mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
permitié comprender la conectividad de la red vitrea y confirmar las diferencias estructurales
entre el estado amorfo y el estado parcialmente cristalino de los biovidrios obtenidos. La
Figura 4.4 compara los espectros del biovidrio obtenido por fusion (BG-FT) y por sol-gel
(BG-SG).
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Figura 4.4. Espectros FT-IR de los biovidrios BG-FT y BG-SG. Las lineas punteadas
verticales indican las posiciones de las principales bandas vibracionales asociadas a la red

de silicato, enlaces fosfato y especies carbonatadas.

De manera general, ambos materiales exhiben el perfil espectral caracteristico de vidrios de
fosfosilicato. En la region de alta energia (3000-3600 cm™') aparece una banda ancha
atribuida a las vibraciones de estiramiento de grupos hidroxilo (O—H), tanto libres como
interactuando mediante puentes de hidrogeno, acompafiada por una banda de deformacion
alrededor de 1630-1640 cm™' asociada a moléculas de agua fisicamente adsorbidas. La
presencia de estas sefiales confirma la naturaleza hidrofilica de la superficie del biovidrio y

su capacidad para interactuar con la humedad ambiental [32].

La estructura del material estd dominada por las vibraciones propias de la red de silice. La
banda mas intensa, localizada en el intervalo de 1000-1100 cm™!, corresponde al estiramiento
asimétrico de los enlaces Si—O-Si (v,). Aguiar y col. [33] describen que esta sefial resulta
de la superposicion de modos Opticos transversales (TO) y longitudinales (LO), siendo

comun observar un hombro hacia ~1200 cm™ asociado al modo TO2.
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Un rasgo particularmente relevante para la bioactividad es la presencia de una inflexioén en
la region de 900-960 cm’, atribuida al estiramiento de enlaces Si—O con oxigenos no
puenteantes (NBO, por sus siglas en inglés Non-Bridging Oxygens), es decir, grupos Si—O"
compensados por cationes modificadores como Ca** y Na*. Fauré y col. [26] y Zheng y col.
[35] sefialan que la intensidad de esta banda refleja la interrupcion de la red de silice por
dichos cationes, condicion esencial para la disolucion del vidrio y la posterior liberacion
i6nica. Complementariamente, se observan bandas alrededor de ~800 cm™ (estiramiento
simétrico Si—-O-Si) y ~460-480 cm™ (modo de balanceo o rocking Si—O-Si), caracteristicas

de la estructura tetraédrica del silicato amorfo.

Aunque ambos materiales comparten la misma red base de silicato, el analisis detallado

revela diferencias claras asociadas a la ruta de sintesis.

En el biovidrio obtenido por fusion (BG-FT), el espectro presenta bandas amplias y poco
definidas, especialmente en la region de 900-1200 cm™'. Este ensanchamiento es tipico de un
estado vitreo amorfo, donde existe una amplia distribucion de longitudes de enlace y angulos
estructurales. Asimismo, en la region de 500-600 cm™ no se observa desdoblamiento de
sefiales, sino inicamente una banda ancha difusa. Esto indica que los grupos fosfato (PO4*")
se encuentran en forma de ortofosfatos aislados dispersos homogéneamente dentro de la
matriz de silicato, sin organizacion cristalina, en concordancia con la ausencia de picos en

los difractogramas de DRX.

En contraste, el material sol-gel calcinado a 700 °C (BG-SG) presenta rasgos propios de un
material vitrocerdmico. El cambio mas evidente es la aparicion de un doblete bien definido
entre 560 y 605 cm™!, correspondiente a la vibracion de flexion O-P-O en fosfatos cristalinos.
Zheng y col. [35] y Cacciotti y col. [5] asocian inequivocamente este desdoblamiento con la
formacion de fases ricas en fosforo, como silicorhenanita o apatitas, lo cual respalda los

resultados obtenidos por DRX.

Este comportamiento puede explicarse mediante el mecanismo de separacion de fases
descrito por Lefebvre y col. [33]. Durante el tratamiento térmico, el sistema 45S5
experimenta una separacion espinodal en regiones ricas en silice y regiones ricas en fosfato.

La fase fosfatada cristaliza de manera independiente, generando modos vibracionales mas
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ordenados detectables en el infrarrojo, mientras que la matriz de silicato conserva su caracter

mayoritariamente vitreo.

Adicionalmente, el espectro del BG-SG presenta bandas intensas entre 1400 y 1550 cm™ y
una sefial definida alrededor de 875 cm™!, correspondientes a modos de estiramiento y flexion
de grupos carbonato (CO3%"). Chen y col. [38] y Cacciotti y col. [5] reportan que los vidrios
obtenidos por sol-gel son especialmente susceptibles a la carbonatacion atmosférica debido
a su alta 4rea superficial y porosidad residual. En estas condiciones, los iones Ca® y Na*
superficiales reaccionan con el CO; ambiental formando carbonatos, fendmeno mucho

menos evidente en el vidrio fundido (BG-FT), cuya superficie es mas lisa y densa.

4.1.4 Distribucion granulométrica y estabilidad coloidal

El tamafio de particula y la carga superficial influyen directamente en el comportamiento de
los vidrios bioactivos, ya que condicionan tanto su velocidad de disoluciéon como la
estabilidad de la dispersion. Como sefialan Jones [36] y Doostmohammadi y col. [54], la
disminucion del tamafio de particula aumenta el area superficial disponible y, con ello, la
reactividad del material al exponer un mayor numero de grupos funcionales al medio. A su
vez, la carga superficial desempefia un papel importante en las interacciones electrostaticas
con la matriz polimérica, ayudando a evitar la aglomeracion de las particulas y favoreciendo

una distribucion mas homogénea dentro del sistema compuesto [30, 54].

Volumen en Canal (%)

100 1000
Tamadio de Particula (um)

Figura 4.5. Distribucion volumétrica de tamafio de particula del biovidrio BG-FT.
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El didmetro medio (Dso = 45.61 um) se encuentra dentro del rango micrométrico esperado
para este tipo de materiales. No obstante, se identificd una fraccion de particulas de mayor
tamafio, reflejada en un valor de Dgop = 327.4 pm, asi como una poblacién minoritaria con
tamanos superiores a 500 um. Esta distribucion sugiere la presencia de fragmentos vitreos
que no se fracturaron completamente durante la molienda, un comportamiento comun en

vidrios de silicato debido a su fractura concoidea.

De acuerdo con Borden y col. [28] y Luz y Mano [30], la fractura mecanica del vidrio fundido
ocurre de manera esencialmente aleatoria, originando particulas de morfologia irregular, tipo
astilla, caracterizadas por superficies planas y bordes angulares. La marcada polidispersidad
observada en la Figura 4.5, donde coexisten fracciones finas y gruesas, es propia de este
enfoque top-down, en el que el control de la uniformidad dimensional resulta limitado sin la

aplicacion de etapas exhaustivas de clasificacion granulométrica.

Esta heterogeneidad implica ademas un comportamiento quimico no uniforme: las particulas
de menor tamafio presentan mayor area superficial especifica y reaccionan con mayor
rapidez, pudiendo generar incrementos iniciales de pH, mientras que las fracciones mas
gruesas se degradan de forma mas lenta y sostenida. En conjunto, el sistema tiende a mostrar

una respuesta reactiva escalonada asociada a la distribucion de tamafios de particula.

En contraste con el material obtenido por fusion, la muestra BG-SG presento una distribucion
monomodal centrada en el intervalo de 2 a 3 um segun el anélisis por DLS (Figura 4.6).
Aunque este tamafio es menor al observado tras la molienda del BG-FT, el caracter
micrométrico no implica particulas individuales, sino la presencia de aglomerados
secundarios formados por unidades primarias de escala nanométrica. Este comportamiento
es coherente con lo reportado por Chen y col. [38], que observaron un comportamiento
similar en biovidrios 45S5 derivados de sol-gel, donde las particulas primarias submicronicas
tienden a formar clusteres de entre 4.5 y 5.8 pm debido a la elevada energia superficial y la

presencia de grupos silanol interactuantes.

Asi, aun cuando existe aglomeracion, ésta no elimina la principal caracteristica del método
sol-gel: la formacidn del material a partir de precursores moleculares. Como consecuencia,

los aglomerados mantienen una estructura interna porosa y un area superficial especifica
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mayor que la de los polvos densos obtenidos por fusion, lo cual resulta determinante para su

mayor reactividad [36].
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Figura 4.6. Distribucioén de tamafio hidrodindmico obtenida por DLS para el biovidrio BG-

SG.

La reduccioén en el tamafio de particula sugiere un aumento del area superficial especifica del
material, lo cual puede favorecer su interaccion inicial con medios acuosos, en comparacion

con el biovidrio obtenido por fusion.

La medicién del potencial Zeta del biovidrio BG-SG (Figura 4.7) mostrd un valor medio de
-16.1 mV a pH neutro. Este resultado permite interpretar directamente el comportamiento del

material en suspension.

De acuerdo con la clasificacion de estabilidad coloidal propuesta por Hanaor y col. [51] y
Doostmohammadi y col. [54], valores de entre -10 y -30 mV corresponden a una zona de
estabilidad moderada o incipiente. En este intervalo, la repulsion electrostatica entre
particulas no logra contrarrestar por completo las fuerzas atractivas de Van der Waals. Esto
explica que el tamafio obtenido por DLS (2-3 um) sea mayor que el observado
individualmente por MEB: las particulas no permanecen totalmente dispersas, sino que

tienden a asociarse formando floculos blandos o aglomerados reversibles en medio acuoso.

65



Frecuencia relativa [%)]
= = Lo N W w
o n o wn o wn

o
wn

o
o

~300 ~200 ~100 0 100 200 300
Potencial Z [mV]

Figura 4.7. Distribucion de Potencial Zeta para la dispersion de BG-SG en medio acuoso.

El caracter negativo del potencial Zeta se asocia a la desprotonacion de los grupos silanol
(Si—OH) presentes en la superficie del biovidrio cuando este se encuentra en medio acuoso.
En medio acuoso a pH > 2 (punto isoeléctrico de la silice), ocurre la desprotonacion de estos
grupos, dando lugar a especies cargadas negativamente (Si—O") y a la formacion de iones

hidronio [51], de acuerdo con el equilibrio 4cido-base descrito en la Ecuacion (4.1):
Si — OH(gyrp) + H0 = Si — O, p) + H307 4.1)

Este resultado es consistente con el andlisis por FT-IR, donde la muestra BG-SG mostr6 una

mayor intensidad de las bandas asociadas a grupos O—H.

Lejos de representar una desventaja, el potencial Zeta negativo resulta favorable para
aplicaciones de regeneracion 0sea. Como sefialan Doostmohammadi y col. [54], superficies
con carga negativa cercana a -16 mV facilitan la atraccion electrostética de iones calcio (Ca*")
presentes en el medio fisioldgico, actuando como el paso inicial para la nucleacion de fosfato
de calcio amorfo y su posterior transformacion a hidroxiapatita. Asimismo, se ha reportado
que las superficies negativamente cargadas favorecen la adhesion y proliferacion de

osteoblastos en mayor medida que superficies neutras o positivas.
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En conjunto, el valor de -16.1 mV indica que el BG-SG presenta una superficie activa rica
en grupos silanol desprotonados. Aunque esta carga limita la estabilidad coloidal y favorece
la formacion de aglomerados micrométricos (observados por DLS), también promueve la

interaccion idnica temprana con el medio biologico.

4.2 Evaluacion del biovidrio obtenido por fusion-temple (BG-FT) en la formacion de

microesferas

La incorporacion del biovidrio obtenido por fusion y temple (BG-FT) en la matriz de
quitosano gener6 alteraciones reologicas evidentes durante la emulsificacion (S/W)/O. El
analisis por microscopia electronica de barrido permitio distinguir dos comportamientos
estructurales claramente dependientes de la presencia de glutaraldehido como agente

reticulante.

4.2.1. Analisis morfologico (MEB): evidencia de inestabilidad de la emulsion

Cuando se afiadio glutaraldehido (GTA), la morfologia esférica desaparecio por completo y
el sistema formo una estructura polimérica continua, compacta y amorfa, semejante a un
aglomerado (Figura 4.8A). Este resultado no corresponde a un fallo experimental, sino a una
consecuencia directa de la cinética de reaccion. La interaccion entre los grupos aldehido del
glutaraldehido y los grupos amino (—NH>) del quitosano ocurre de manera muy rapida [60];
al introducir el reticulante durante la emulsificacion, la velocidad de formaciéon de la red
tridimensional supera a la velocidad de estabilizacion interfacial proporcionada por el
tensoactivo. En términos practicos, la fase dispersa aumenta subitamente su viscosidad y las

fuerzas de cizalla dejan de ser suficientes para fragmentarla en gotas individuales.

En sistemas de microencapsulacion Agnihotriy col. [1]y Sinha y col. [11] han reportado que
una solidificacion demasiado temprana o un aumento rapido de viscosidad previo a la
evaporacion del solvente favorece la fusion de gotas vecinas antes de que adopten su forma
esférica, fendémeno descrito como coalescencia. En estas condiciones, el biovidrio queda

atrapado dentro de agregados amorfos en lugar de microesferas independientes. Aunque el
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Thakkar y Murthy [48] reportaron que el glutaraldehido puede favorecer la formacion de
redes densas y particulas mas pequefas en matrices puramente poliméricas, también se ha
sefialado que concentraciones elevadas o wuna reticulacion descontrolada afectan

negativamente la morfologia final.

MAG: 1500X : MAG: 1500X

Figura 4.8. Micrografias MEB comparativas del efecto del reticulante en el sistema con
25% de biovidrio (fusion-temple): (A) sistema con glutaraldehido (CS-BG25-FT-C/GTA);
(B) sistema sin reticulante (CS-BG25-FT-SN/GTA).

En el sistema compuesto evaluado, la presencia de particulas sélidas de BG-FT
probablemente intensifica este efecto, ya que actiian como sitios de heterogeneidad dentro de
la fase dispersa y favorecen la gelificacion localizada del quitosano. En conjunto, los
resultados indican que la reticulacién quimica ocurrié a una velocidad mayor que la

estabilizacion interfacial de la emulsion.

Al eliminar el glutaraldehido del sistema (Figura 4.8B) se recuperd la formacion de
estructuras esféricas reconocibles, lo que indica que la emulsificacion S/W/O puede
sostenerse mediante estabilizacion fisica. Sin embargo, las microesferas presentaron

superficies altamente irregulares, rugosas y con tendencia a la aglomeracion.

La morfologia obtenida puede explicarse considerando la interaccidon entre la matriz

polimérica flexible y la fase inorganica rigida. El biovidrio obtenido por fusion y molienda
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(BG-FT) presenta particulas angulosas tipo shard-like, con aristas definidas y superficies de
fractura planas, lo cual dificulta su empaquetamiento dentro de la matriz. Borden y col. [28]
demostraron que esta geometria irregular impide un empaquetamiento eficiente debido a que
las esferas mantienen un espaciamiento uniforme y las particulas irregulares tienden a

generar patrones de empaquetamiento mas densos y variables.

Durante la evaporacion del solvente, el quitosano sufre una contraccion volumétrica asociada
a la reorganizacion de sus cadenas. A diferencia del polimero, las particulas de biovidrio no
presentan deformacion apreciable; por ello, la matriz tiende a colapsar localmente alrededor
de las aristas rigidas del relleno, generando irregularidades superficiales. Este
comportamiento ha sido descrito por Dias y col. [42] en sistemas analogos de alginato/vidrio;
dado que las particulas de vidrio rigidas no se contraen, la matriz polimérica colapsa sobre
las aristas del vidrio inorganico durante el secado, generando una morfologia superficial

rugosa e irregular.

Aunque el surfactante (Span 80) permite estabilizar la interfase durante la formacion inicial
de la emulsion [11], la ausencia de una red reticulada permanente deja a la matriz susceptible
a deformaciones durante el secado, Li y col. [13] observaron un fendémeno similar en
membranas compuestas, donde las particulas de vidrio generaron asperezas distribuidas en
la superficie de la matriz de quitosano. Ademas, la movilidad residual del polimero facilita
la aproximacion entre particulas, favoreciendo la aglomeracién por efectos capilares y

fuerzas de Van der Waals una vez eliminado el solvente.

Concluyendo, que la comparacion de ambos sistemas evidencia un equilibrio entre
estabilidad quimica y estabilidad fisica durante la formacién de microesferas hibridas con
BG-FT. En presencia de glutaraldehido, la reticulacion ocurre de manera temprana y rigidiza
la fase dispersa antes de la estabilizacion de las gotas, favoreciendo la coalescencia. En
ausencia del reticulante, la emulsion puede formarse, pero la estabilizacion fisica resulta
insuficiente para contrarrestar la contraccion del polimero alrededor de particulas rigidas e

irregulares, originando particulas deformadas y aglomeradas.

En conjunto, estos resultados indican que la morfologia y tamafio del relleno inorganico

influyen de manera determinante en la estabilidad interfacial del sistema. Esto justifica la
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necesidad de emplear biovidrios de tamafio mas fino y morfologia més homogénea, como
los obtenidos por ruta sol-gel, con el fin de favorecer una dispersion uniforme y la formacion

de microesferas bien definidas.

4.2.2 Efecto de la carga de biovidrio en la morfologia (Sistema sin reticulante)

Tras descartar el uso de glutaraldehido debido a la gelificacion prematura observada, se
evaluo6 la capacidad de la matriz de quitosano para estabilizar fisicamente las microesferas
en funcion del contenido de carga inorgénica. Para ello se prepararon formulaciones con 25

%, 50 % y 75 % p/p de biovidrio obtenido por fusién-temple (BG-FT).

La evolucion morfologica observada en la Figura 4.9 muestra cambios progresivos en la
integridad estructural de las particulas conforme aumenta la fraccion de sélidos incorporada.
A menores contenidos de biovidrio alin se identifican microesferas discretas, mientras que al
incrementar la carga aparecen deformaciones y estructuras aglomeradas. Estos resultados
permiten identificar un limite practico de carga para este sistema, a partir del cual la matriz
polimérica pierde su capacidad de mantener la forma esférica durante el proceso de

emulsificacion y secado.

A) CS-BG25-ET

MAG: 2500X
Figura 4.9. Evolucion morfoldgica de las microesferas de CS-BG-FT (sin reticulante) en

funcion del porcentaje de carga ceramica: (A) 25% BG, (B) 50% BG y (C) 75% BG.

Los resultados evidencian una pérdida progresiva de la integridad estructural conforme

aumenta la carga inorganica:
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La formulacion con 25% de biovidrio (Figura 4.9., A) permitid conservar una geometria
esférica relativamente definida. En esta proporcion, la cantidad de quitosano aun es suficiente
para recubrir completamente las particulas de vidrio, funcionando como una fase continua

que amortigua las fuerzas de cizalla generadas durante la emulsificacion.

Este comportamiento coincide con lo reportado por Ravarian y col. [18], quienes
establecieron que en compuestos quitosano/biovidrio, concentraciones de carga moderadas
(< 40%) permiten mantener una estructura homogénea y evitan la fragilidad excesiva del
material. En estas condiciones el quitosano actia como una especie de “jaula” viscoelastica
que sostiene la gota y soporta la tension superficial durante la evaporacion del solvente,
mecanismo coherente con la teoria de estabilizacion de emulsiones descrita por Saez y col.

[39].

Al incrementar la carga al 50% se pierde la esfericidad y aparecen estructuras alargadas e
irregulares con apariencia fibrosa (Figura 4.9B). Esta transicion morfologica puede

explicarse por dos fendémenos reportados anteriormente en la literatura.

Primero, la contraccion volumétrica diferencial. Dias y col. [42] y Costa y Dias [61]
demostraron que al aumentar la fraccion inorganica en matrices biopoliméricas como
alginato o quitosano, la contraccion durante el secado se vuelve mucho mas considerable. Al
existir menor cantidad de polimero ocupando el volumen intersticial, la matriz colapsa sobre

las particulas rigidas de vidrio, generando superficies deformadas y altamente rugosas.

El segundo factor es la interferencia reoldgica. He y col. [59] sefialan que altas cargas de
solidos incrementan la viscosidad del sistema y modifican la reologia del feedstock. En este
caso, las particulas irregulares del BG-FT dificultan la ruptura adecuada de la gota durante
la emulsificacion, provocando que el polimero se estire en lugar de formar gotas esféricas
estables, lo que explica la morfologia fibrosa observada. De forma similar, Li y col. [13]
reportaron que la incorporacioén de biovidrio en matrices de quitosano genera asperidades y

aumenta la rugosidad superficial debido a la distribucion heterogénea de la carga.

Cuando la concentracion se incrementa al 75% (Figura 4.9C), el sistema deja de formar
particulas discretas y evoluciona hacia estructuras laminares organizadas, lo que sugiere un

proceso de sedimentacion severa o incluso inversion de fase.
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Este comportamiento indica que la matriz polimérica ya no es capaz de mantener la cohesion
del sistema. Ben-Arfa y col. [27] explican que distribuciones de particulas amplias y de gran
tamafio (caracteristicas del BG-FT molido) tienden a sedimentar rapidamente si la viscosidad
del medio no es suficiente para mantenerlas suspendidas. Ademas, Borden y col. [28] sefialan
que las particulas tipo “astilla” obtenidas por fusion presentan un empaquetamiento poco
eficiente en comparacion con particulas esféricas, dificultando la formacion de microesferas

compactas.

A este nivel de carga ocurre ademas un fenémeno de percolacion: las particulas de vidrio
entran en contacto directo entre si, rompiendo la continuidad de la pelicula de quitosano.
Como consecuencia, la microesfera se desintegra en agregados laminares, un tipo de
segregacion de fases que Ravarian y col. [18] predicen cuando se supera el volumen critico

de carga.

En conjunto, los resultados indican que el BG-FT introduce inestabilidad en la emulsion
S/W/O cuando la carga supera el 25 %, principalmente por su morfologia irregular, su
densidad relativamente alta y su amplia distribuciéon de tamafio. Estas caracteristicas
favorecen la ruptura de la pelicula polimérica y la sedimentacion gravitacional antes de que

la microesfera pueda consolidarse.

Por ello, para obtener microesferas con alto contenido ceramico y una morfologia controlada,
se considerd necesario sustituir el material de relleno por un biovidrio sintetizado por la ruta
sol-gel (BG-SG). De acuerdo con Luz y Mano [30] y con Zheng y col. [35], las particulas
sol-gel presentan tamafios nano o submicrométricos y una mayor area superficial, lo que
facilita su dispersion homogénea dentro de la matriz polimérica y mejora la interaccion
interfacial mediante grupos silanol, evitando el colapso estructural observado con el vidrio

fundido.

4.3 Caracterizacion estructural de microesferas con biovidrio sol-gel (BG-SG)

Con base en la inestabilidad previamente observada, el sistema se reformul6 sustituyendo la

carga inorgéanica por biovidrio sintetizado via sol-gel (BG-SG). Esta modificacion se apoyo
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en las propiedades texturales caracteristicas de estos materiales: como sefialan Jones [36] y
He y col. [59], los biovidrios sol-gel presentan una porosidad intrinseca, un area superficial
especifica hasta dos 6rdenes de magnitud mayor que la de los vidrios obtenidos por fusion y,
ademas, un tamafio de particula submicrométrico que favorece su dispersion dentro de

matrices poliméricas.

Bajo estas nuevas condiciones morfoldgicas se reintrodujo el glutaraldehido (2 % v/v) como
agente reticulante con el fin de mejorar la estabilidad mecanica, en concordancia con lo
reportado por Thakkar y Murthy [48] para sistemas coloidales de naturaleza proteica. La
hipdtesis de trabajo plantea que la elevada densidad de grupos silanol (Si—-OH) residuales en
la superficie del BG-SG, caracteristica reportada por Aguiar y col. [32], incrementa la

afinidad quimica con los grupos amino del quitosano.

De acuerdo con lo descrito para nanocompositos por Ravarian y col. [18] y por Luz y Mano
[30], esta interaccion interfacial mas intima permite que las particulas de vidrio funcionen
como puntos de anclaje o nodos de reticulacion fisica, modulando la cinética de reaccion con
el glutaraldehido. Como consecuencia, se esperaria evitar la coalescencia macroscopica y el
colapso estructural observados previamente en los sistemas cargados con particulas densas

obtenidas por fusion.

4.3.1 Analisis morfoldgico y distribucion elemental (MEB-EDS)

El anélisis mediante microscopia electronica de barrido (MEB) permiti6 correlacionar el
incremento en la carga de biovidrio sol-gel (BG-SG) con la evolucidon topografica y la
estabilidad estructural de las microesferas. La Figura 4.10. presenta las micrografias
representativas y los mapas de distribucion elemental (EDS) para las formulaciones con 25

%, 50 % y 75 % p/p de carga.
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Figura 4.10. Caracterizacion morfoldgica y elemental de microesferas de
quitosano/biovidrio sol-gel (CS-BG-SG) reticuladas con GTA (2% v/v) con diferentes
porcentajes de carga ceramica: (A) 25 %, (B) 50 % y (C) 75 %.

En la formulacion CS-BG25-SG (Figura 4.10A) se observo predominancia de microesferas
con geometria esférica bien definida, superficie lisa y una distribucion de tamafos

relativamente homogénea. La integridad estructural indica que, a esta proporcion, la cantidad
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de quitosano fue suficiente para encapsular completamente las particulas nanométricas de

biovidrio, actuando como una fase continua que recubre y estabiliza la carga inorgénica.

La presencia ocasional de particulas adheridas a la superficie corresponde a un fenémeno
tipico de emulsificacion; Sinha y col. [11] lo atribuyen a procesos de nucleacidon secundaria
o colision de gotas antes de la solidificacion total. Ademas, la superficie lisa sugiere que
durante el secado predominé la tension superficial de la fase polimérica, preservando la
esfericidad, comportamiento similar al descrito en microesferas de quitosano puro reportadas

por Xiangxiang y col. [41].

Al aumentar la carga al 50 % (CS-BG50-SG, Figura 4.10B) la esfericidad global atn se
conserva; sin embargo, la superficie presenta una rugosidad notable y una textura
heterogénea. Este cambio topografico puede explicarse mediante el fendmeno de contraccion
volumétrica diferencial descrito por Costa y Dias [61] y por Dias y col. [42] en sistemas
hibridos polisacarido/vidrio. Durante la evaporacion del solvente, la matriz de quitosano
sufre una contraccion significativa, mientras que las particulas rigidas de biovidrio mantienen
su dimension. Al disminuir la relacion polimero/vidrio, la matriz colapsa parcialmente sobre
la carga cerdmica, originando una superficie porosa, donde las asperidades corresponden a
particulas de vidrio recubiertas por una pelicula polimérica cada vez mas delgada. Los mapas
EDS respaldan este mecanismo: se observan zonas con mayor intensidad de calcio (Ca) y
fosforo (P), lo que indica que las particulas cerdmicas se encuentran muy proximas a la

superficie o parcialmente expuestas debido al adelgazamiento de la capa polimérica [13].

En la formulacion con 75% de biovidrio (CS-BG75-SG, Figura 4.10., C) la morfologia
esférica se pierde por completo, obteniéndose estructuras compactas, aglomeradas e
irregulares. Este comportamiento evidencia que el sistema superd su capacidad critica de
carga. De acuerdo con He y col. [56], una alta concentracion de sélidos incrementa la
viscosidad y favorece el contacto directo particula-particula (percolacion), impidiendo la
formacion de una fase polimérica continua. Un efecto equivalente fue reportado por Dias y
col. [42] en microesferas de alginato con 75 % de vidrio, donde la insuficiencia de matriz
para rellenar los intersticios provocé la desestabilizacion de las gotas de emulsion y una
coalescencia irreversible, generando aglomerados densos incapaces de conservar la forma

esférica tras el secado.
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A pesar de las variaciones morfoldgicas, el andlisis elemental (recuadros en Figura 4.10)
confirma la naturaleza hibrida del sistema en todas las formulaciones. La deteccion
simultanea de carbono, asociado a la matriz de quitosano, junto con silicio, calcio, sodio y
fosforo (correspondientes a la fase inorganica) indica que no ocurrid segregacion

macroscopica durante el mezclado.

No obstante, el incremento progresivo en la intensidad de las sefales inorganicas (Si, Ca 'y
P) se correlaciona directamente con la disminucion del volumen polimérico disponible para
la encapsulacion, tendencia también observada por Li y col. [13] en membranas compuestas

multifuncionales.

4.3.2 Confirmacion cristalografica (DRX) e integridad quimica (FT-IR)

Aunque la microscopia electronica confirmé la incorporacion morfologica del refuerzo,
resulta necesario verificar si la estructura cristalina del biovidrio sol-gel se conserva tras las
condiciones de procesamiento 4cido y, al mismo tiempo, evidenciar la naturaleza de su
interaccion con la matriz de quitosano. Con este propdsito, se integraron los analisis de

difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia infrarroja (FT-IR).

El difractograma de las microesferas compuestas (CS-BG-SQG) se presenta en la Figura 4.11.
Como referencia, el patron del quitosano puro exhibe Gnicamente un halo amplio centrado
en 20 = 20°, caracteristico de su naturaleza polimérica semicristalina o amorfa. En contraste,
las microesferas compuestas muestran reflexiones cristalinas agudas superpuestas a este halo

polimérico, confirmando la presencia de una segunda fase.
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Figura 4.11. Patrones de difraccion de rayos X (DRX) comparativos del biovidrio sol-gel y
las microesferas sintetizadas con cargas del 25% y 50% en peso de BG, mostrando la

correspondencia de las fases cristalinas.

Se identificaron picos de difraccion principales en 26°, 35°, 38°, 41°, 44°, 49°, 57°, 66° y 69°.
El andlisis de indexacion indica que estas reflexiones corresponden mayoritariamente a las
fases silicorhenanita (NaxCas(PO4)2S104) y combeita (Na;CazSi309). Como se menciond
anteriormente, la aparicion de fases complejas de fosfosilicato como la Silicorhenanita en
este estudio resulta coherente con la termodindmica propia de los sistemas sol-gel descrita
por Lefebvre y col. [33]. De acuerdo con estos autores, durante el tratamiento térmico el
vidrio sufre una separacion de fases, generandose dominios ricos en silice y dominios ricos
en fosfato. La fraccion rica en fosfato tiende a cristalizar de manera independiente, formando
Silicorhenanita alrededor de 800 °C, o incluso a temperaturas menores cuando existen
humedad residual o precursores acuosos, funcionando ademas como sitio de nucleacioén

heterogénea.

La deteccion de estas fases cristalinas después del proceso de emulsificacion confirma que

la estructura del biovidrio resistio la exposicion al medio acido acético empleado para la
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solubilizacion del quitosano. Este resultado valida la estabilidad quimica de la fase ceramica
tratada térmicamente a 700 °C y demuestra su incorporacion efectiva dentro de la matriz

polimérica, lo cual representa uno de los retos habituales en la obtencion de compdsitos

hibridos [61].

De manera complementaria a los analisis morfoldgicos y estructurales se utilizdo la
espectroscopia FT-IR con el objetivo de examinar la integridad quimica de los componentes
después del proceso de microencapsulacion. La Figura 4.12 muestra los espectros
comparativos correspondientes al quitosano puro (CS), al biovidrio sintetizado mediante sol-

gel (BG-SG) y a las microesferas compuestas.

-CS-BG30-SG -

— CS-BG25-5G!

— BG-SG i
Te—CS

Transmitancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Figura 4.12. Espectros FT-IR del quitosano (CS), del biovidrio sol-gel (BG-SG) y de las

microesferas compuestas CS-BG25-SG y CS-BG50-SG. Las lineas punteadas resaltan las

bandas relevantes asociadas a la interaccidén polimero-ceramico.

En primer lugar, la matriz de quitosano conservo sus sefiales caracteristicas reportadas por
Sanchez Cepeda y col. [62], observandose la vibracion de estiramiento del grupo carbonilo

(Amida I) cercana a 1650 cm™ y la flexion N—-H (Amida II) alrededor de 1590 cm.
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Por su parte, en la fase inorganica se identificaron las vibraciones fundamentales de la red de
silice descritas por Aguiar y col. [32], particularmente el estiramiento asimétrico Si-O-Si en

la region de 1000-1100 cm™ y el modo de balanceo (rocking) cercano a 460 cm™'.

Al comparar los espectros de las microesferas con los materiales de partida se observaron
modificaciones sutiles pero consistentes, principalmente en la banda ancha comprendida
entre 3000 y 3600 cm™, asociada a la superposicion de grupos hidroxilo (O—H) y amino (N—
H), la cual present6 un ligero ensanchamiento y desplazamiento. Este comportamiento, de
acuerdo con Costa y Dias [61] y Ravarian y col. [18], no corresponde a la formacion de
nuevos enlaces covalentes fuertes, sino que es compatible con la generacion de enlaces de
hidrogeno entre los grupos silanol (Si—OH) presentes en la superficie del biovidrio sol-gel y

los grupos amino e hidroxilo de la cadena de quitosano.

La ausencia de desplazamientos significativos en las bandas de amida indica que no ocurrid
una reaccion quimica destructiva entre ambas fases [62]. Por el contrario, estas interacciones
fisicas resultan favorables, ya que incrementan la cohesion estructural de la microesfera y
explican la adecuada integridad morfoldgica observada en las formulaciones con 25 % y 50
% de carga, sin comprometer la bioactividad potencial asociada a los grupos silanol

superficiales.

4.3.3 Caracterizacion de tamafio de particula y potencial Zeta de las microesferas

control (CS-Control) y las microesferas hibridas (CS-BG%-SQG)

Posterior a la evaluacion morfoldgica y estructural, se analiz6 el comportamiento coloidal de
las microesferas mediante dispersion dindmica de luz (DLS). Debido a que el tamatfio real de
las particulas (> 10 um observado por MEB) se encuentra fuera del intervalo 6ptimo de
precision de la técnica, los valores de tamafio obtenidos no deben interpretarse como el
diametro fisico real, sino como una estimacion del radio hidrodinamico de la fraccion
efectivamente suspendida. Este enfoque es consistente con lo sefalado por Desai y Park [7]
al estudiar microesferas hinchables bajo limitaciones similares de medicion. En este

contexto, el principal aporte del andlisis no es la distribuciéon de tamafio en si, sino el
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Potencial Zeta, el cual proporciona informacion cualitativa esencial sobre la quimica

superficial y la estabilidad electrostatica del sistema.

La Figura 4.13 muestra la distribucion de tamafio y el potencial Zeta de las microesferas de
quitosano sin carga inorganica. Se obtuvo un tamafo hidrodindmico entre 10 y 22 pm y un

potencial Zeta promedio de -8.8 mV.

Resulta particularmente relevante que el quitosano presente un potencial negativo,
considerando que se trata de un polimero intrinsecamente cationico debido a la presencia de
grupos amino protonables (-NH3"). Este comportamiento se explica por las modificaciones

quimicas inducidas durante la sintesis.

En primer lugar, la reaccion de reticulacion con glutaraldehido consume grupos amino libres
del quitosano. El mecanismo ocurre mediante un ataque nucleofilico de los grupos —NH>
sobre los grupos aldehido del reticulante, formando enlaces imina covalentes (—N=C),
también conocidos como bases de Schiff. Monteiro y Airoldi [60] demostraron que este
proceso reduce de forma significativa la densidad de grupos disponibles para la protonacion,

disminuyendo asi la carga positiva del polimero.

Adicionalmente, la presencia residual de surfactantes no i6nicos (Span 80) adsorbidos en la
interfase contribuye a enmascarar la carga superficial. Sinha y col. [11] reportaron que estos
compuestos modifican las propiedades electrocinéticas al apantallar la carga efectiva del

polimero.

Finalmente, el pH de medicion desempena un papel determinante. A pH neutro, la mayoria
de los grupos amino remanentes se encuentran desprotonados, por lo que predominan las
contribuciones de los grupos hidroxilo y residuos de acetilo. Como consecuencia, la
superficie adquiere una carga neta ligeramente negativa o cercana a la neutralidad,
comportamiento que coincide con lo observado por Xiangxiang y col. [41] en sistemas de

quitosano quimicamente modificado.

El valor de -8.8 mV ubica al sistema dentro de la region de inestabilidad coloidal (-30 mV <
p.Z.< +30 mV) segun la clasificacion de Hanaor y col. [51], lo que explica la rapida

sedimentacion y la marcada tendencia a la aglomeracion observada experimentalmente.
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Figura 4.13. Distribucion de tamaio y potencial Zeta de las microesferas de quitosano

(CS).

La incorporacion de 25% de biovidrio sol-gel (Figura 4.14.) desplazd el tamaio
hidrodindmico estimado hacia el intervalo de 18-30 um y modificé el potencial Zeta a un

valor mas negativo de -9.8 mV.

Este cambio confirma la exposicion parcial de la fase inorganica en la superficie de la
microesfera. Doostmohammadi y col. [54] demostraron que las nanoparticulas de biovidrio
sol-gel presentan un potencial Zeta negativo cercano a -16 mV a pH fisiologico debido a la

disociacion de los grupos silanol superficiales:

Si—OH = Si-O" + H" (4.2)

Por ello, el desplazamiento hacia valores mas negativos tras la incorporacion del biovidrio
indica que los grupos silanol del material cerdmico participan activamente en la

electrocinética del sistema.

Asimismo, el hecho de que el potencial Zeta del sistema hibrido sea intermedio entre el del
quitosano puro (-8.8 mV) y el del biovidrio puro (més negativo) sugiere que el polimero

recubre parcialmente las particulas de vidrio sin bloquear completamente su superficie.
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Permanecen, por tanto, suficientes grupos silanol expuestos para influir en la carga
superficial global. Este comportamiento concuerda con lo reportado por Luz y Mano [30],
quienes establecen que en materiales hibridos la magnitud del potencial Zeta depende del

balance de cargas presente en la capa difusa externa.
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Figura 4.14. Distribucion de tamaio y potencial Zeta de las microesferas CS-BG25-SG.

Los resultados correspondientes a la formulacion con 50% de biovidrio (CS-BG50-SG) se
presentan en la Figura 4.15. El tamafio de particula estimado mediante DLS se ubicé entre 7
y 16 um. A primera vista, este intervalo pareceria indicar una reduccion respecto a las
formulaciones con menor contenido de carga; sin embargo, esta disminucioén no corresponde
necesariamente a una reduccion real del diametro de las microesferas, sino a una limitacion

propia de la técnica.

Como senalan Desai y Park [7], el DLS es mas confiable para suspensiones coloidales
estables de tamafio submicrométrico. En sistemas con alta fraccion inorgénica (50 % p/p), la
densidad de las particulas aumenta considerablemente, lo que provoca que las fracciones de
mayor tamafio (> 20 um) sedimenten rapidamente antes o incluso durante la medicion. Por
ello, los valores obtenidos deben interpretarse unicamente como representativos de la
fraccion hidrodindmicamente estable en suspension y no del tamafio promedio real del polvo

seco observado por microscopia.
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El potencial Zeta alcanzo6 -10.7 mV, el valor mas negativo de toda la serie experimental. Este
desplazamiento confirma que, al incrementar la cantidad de biovidrio, la quimica superficial
del sistema deja de estar dominada por el quitosano y pasa a regirse progresivamente por la
fase inorganica. La superficie de la microesfera adquiere entonces un comportamiento
cercano al del biovidrio sol-gel puro. Doostmohammadi y col. [54] reportaron que
nanoparticulas de biovidrio bioactivo (63S) presentan potenciales cercanos a -16.18 mV a
pH fisiologico (7.4), atribuidos a la disociacion de los grupos silanol superficiales (Si—-OH
— Si~O" + H"). El cambio observado, desde -8.8 mV en el quitosano puro hasta -10.7 mV
en CS-BG50-SG, indica que una mayor densidad de estos grupos silanol queda expuesta en

la superficie, superando el efecto de los grupos amino residuales del polimero.

Adicionalmente, se registrd6 una conductividad del medio cercana a 15 mS/cm. Este
incremento no puede atribuirse inicamente a la dispersion de particulas, sino que constituye
evidencia directa de la reactividad superficial del material. De acuerdo con el mecanismo de
disolucion de vidrios bioactivos descrito por Hench [25] y revisado por Jones [36], la primera
etapa de bioactividad consiste en un intercambio idnico rapido en el cual cationes
modificadores de red, principalmente Na* y Ca*', son liberados desde la estructura vitrea
hacia el medio acuoso y reemplazados por protones. Este flujo de iones explica el aumento
de la fuerza i6nica de la solucion y representa el paso inicial para la formacion de la capa de

gel de silice y la posterior nucleacion de hidroxiapatita.
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Figura 4.15. Distribucion de tamaio y potencial Zeta de las microesferas CS-BG50-SG.
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4.3.4 Evaluacion de la eficiencia del proceso y propiedades fisicoquimicas

Con el fin de evaluar la viabilidad del método de sintesis (S/W/O), se analizaron el
rendimiento de produccion y el contenido de humedad residual de las microesferas obtenidas.
Ambos parametros permiten valorar, desde un punto de vista practico, la eficiencia de la
técnica de doble emulsion y la respuesta de la matriz polimérica frente al proceso de secado,

aspectos clave para su manejo, almacenamiento y posible aplicacion posterior.

4.3.4.1 Rendimiento de produccion

El rendimiento porcentual (R%) se determind por via gravimétrica, comparando la masa final

de microesferas secas recuperadas (My) con la masa tedrica inicial de los componentes

solidos empleados (M;). Los resultados se resumen en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Datos del rendimiento de produccion de las microesferas control (CS) y

compuestas (CS-BG%-SG)

Formulacion M; (g) Mg (g) Rendimiento (%)
CS (Control) 0.28560 0.14860 52.03
CS-BG25-SG 0.34320 0.18097 52.73
CS-BG50-SG 0.48630 0.36339 74.73

El andlisis del rendimiento de produccion, expresado como recuperacion de masa, permitio
valorar la viabilidad técnica del método de emulsificacion cuando se trabaja con sistemas de
alta carga solida. Los resultados mostraron que la eficiencia del proceso depende

directamente de la formulacion.

En las microesferas de quitosano puro (CS) y en el compdsito con 25 % de biovidrio (CS-
BG25-SG) se obtuvieron rendimientos moderados, cercanos al 52%. Aunque Sinha y col.
[11] proponen rendimientos ideales mayores al 85 %, valores cercanos al 50-60% son
habituales en procesos de emulsion-evaporacion de solvente a escala de laboratorio. Badis y

col. [15] atribuyen estas pérdidas principalmente a dos mecanismos: la adhesion del polimero
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a las paredes del reactor y a las aspas de agitacion (sticking) y la pérdida de microparticulas
muy finas (< 1 um) durante las etapas de lavado por filtracion o centrifugacion. En
formulaciones con baja carga inorganica la densidad de las particulas es menor, lo que
dificulta su sedimentacion completa y favorece la migracion de la fraccion mas fina hacia el

sobrenadante, incrementando la pérdida de material.

Al aumentar la carga inorganica al 50% (CS-BG50-SG), el rendimiento se incrementd de
manera notable hasta 74.73 %. Este comportamiento no se relaciona con una saturacion del
sistema, sino con un cambio en la naturaleza fisica de las microesferas. Hariyadi y col. [16]
observaron que al aumentar la densidad de la matriz o el grado de reticulacion se facilita la
precipitacion y recuperacion de las particulas durante el lavado. En este caso, la
incorporacion de biovidrio generd nucleos mas densos y pesados, lo que promovid una
sedimentacién mas rapida y redujo la pérdida de particulas finas que si ocurria en el quitosano

puro.

Sin embargo, el rendimiento no alcanz6 valores cercanos al 100 %. Las pérdidas restantes,
cercanas al 25 %, pueden explicarse por la capacidad critica de carga del sistema. Como
sefialan Boccaccini y col. [14] y Badis y col. [15], cuando la fraccién ceramica es elevada,
parte del material inorganico no logra quedar completamente encapsulado si la cantidad de
polimero resulta insuficiente para humectar toda la superficie del vidrio. Ese biovidrio libre
se elimina durante los lavados, lo que impide alcanzar rendimientos tedricos y ademas es

consistente con la rugosidad superficial observada por MEB.

En conjunto, el método de doble emulsion permitid recuperar la mayor parte del material
solido y evidencié un efecto positivo de la carga inorgdnica sobre el rendimiento
gravimétrico, el cual aumentd aproximadamente de 52 % a 74 %. Este comportamiento se
asocia principalmente al incremento de densidad de las particulas compuestas, que facilita su

sedimentacién y recoleccion durante el proceso.
4.3.4.2 Determinacion del contenido de humedad residual

El contenido de humedad residual se evaluo6 a partir de la pérdida de masa tras un secado

exhaustivo, ya que este parametro influye directamente en la estabilidad del material, su
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capacidad de hinchamiento y su comportamiento frente a procesos de degradacion o

liberacion de farmacos. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Contenido de humedad residual de las microesferas tras secado

Humedad
Formulacion W; (2) We (2
residual (%)
CS (Blanco) 0.17093 0.14864 13.04
CS-BG25-SG 0.24288 0.18097 25.49
CS-BG50-SG 0.39540 0.36339 8.10

El contenido de humedad permitié evaluar indirectamente la capacidad de hidratacion y la
accesibilidad estructural de la matriz hibrida. Las microesferas de quitosano puro presentaron
un valor intermedio de humedad (13.04 %), comportamiento coherente con la naturaleza
hidrofilica del biopolimero. Los grupos amino (-NHz) e hidroxilo (O-H) del quitosano
favorecen la retencion de agua tanto fisicamente adsorbida como quimicamente ligada
mediante puentes de hidrogeno dentro de la red tridimensional, fendémeno ampliamente

descrito por Berger y col. [4] y Laredo-Alcald y col. [63].

La incorporacion de biovidrio sol-gel modifico notablemente este comportamiento. La
formulacion con 25 % de carga (CS-BG25-SG) mostré el mayor contenido de humedad de
la serie (25.49 %), resultado que, en principio, podria parecer contradictorio al afiadir una
fase inorgédnica. Sin embargo, este aumento se explica por las propiedades texturales
caracteristicas del biovidrio sintetizado por sol-gel. Liy col. [37] y Aguiar y col. [32] sefialan
que estos materiales poseen una estructura mesoporosa intrinseca y areas superficiales
extremadamente elevadas (200-600 m?/g), muy superiores a las de los vidrios fundidos. La
gran superficie interna contiene abundantes grupos silanol (Si—-OH) y agua molecular
adsorbida en los nanoporos, dificil de eliminar mediante secado convencional. En
consecuencia, la reduccion de la fraccion polimérica, que normalmente retiene agua, es
compensada e incluso superada por la capacidad higroscopica del gel de silice incorporado,

fenémeno también observado por Costa y Dias [61] en hibridos de alginato/vidrio.
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Cuando la carga aument6 al 50 % (CS-BG50-SG), el contenido de humedad descendi6 hasta
8.10 %, el valor mas bajo registrado. Este comportamiento se relaciona con una restriccion
volumétrica progresiva de la matriz. Ravarian y col. [18] demostraron que, en matrices de
quitosano con contenidos de biovidrio superiores al 40 %, la capacidad de hinchamiento
disminuye notablemente debido al efecto de bloqueo estérico generado por la fase ceramica.
La elevada densidad de particulas rigidas restringe la movilidad de las cadenas poliméricas,
limita su relajacion estructural y reduce el volumen libre disponible para alojar moléculas de

agua.

El analisis conjunto de humedad y comportamiento estructural indica que la formulacion CS-
BG25-SG constituye el punto de equilibrio del sistema. Aunque presenta mayor retencion de
agua, esta caracteristica resulta favorable desde el punto de vista bioactivo, ya que el agua
adsorbida en los poros del vidrio sol-gel facilita el intercambio idnico inicial necesario para
la formacion de apatita. A diferencia de la formulaciéon con 50 % de carga, que mostro
colapso estructural en MEB y una marcada reduccion en la hidratacion, la muestra con 25 %
conserva la integridad morfologica y, al mismo tiempo, mantiene una superficie altamente

reactiva.

4.3.5 Andlisis de la carga y comportamiento de liberacion del farmaco

La cuantificacion de la carga y el perfil de liberacion del acetaminofén se realizaron mediante
espectrofotometria UV-Vis, empleando un protocolo de inmersién en PBS a pH 7.4 y 37 °C
para simular condiciones fisioldgicas, metodologia consistente con los ensayos de disolucion

para andamios poliméricos descritos recientemente por Alshammari y col. [64].

Como paso previo a la cuantificacion del farmaco, se realizoé un barrido espectral entre 190
y 850 nm con el objetivo de identificar la longitud de onda de maxima absorcion ( Amax.) del
acetaminofén en el medio de liberacién empleado. Aunque estudios previos, como el de Cui
y col. [65], reportan un maximo cercano a 243 nm cuando el farmaco se analiza en PBS, en

este trabajo el espectro mostro un desplazamiento del maximo hacia 248 nm.
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Este corrimiento batocrémico, de aproximadamente 5 nm, no se asocia a degradacion
quimica del acetaminofén. Por el contrario, ha sido previamente documentado. Pyka y col.
[53], durante la validacion espectrodensitométrica del farmaco, establecieron que bajo
determinadas condiciones de matriz el maximo de absorcion puede localizarse precisamente
en 248 nm. El cambio observado puede explicarse por efectos solvatocromicos generados
por la fuerza i6nica del PBS y por la presencia de especies solubles provenientes del sistema
quitosano/biovidrio, las cuales modifican ligeramente el entorno electronico del croméforo
aromatico del farmaco. Con base en la coincidencia experimental y el respaldo bibliografico,
se adopt6 248 nm como longitud de onda analitica, ya que proporciona la mayor sensibilidad

y precision para la cuantificacion.

El uso de PBS a pH 7.4 no sélo busca simular el fluido extracelular, sino también controlar
la estabilidad estructural de la matriz. Desai y Park [7] describen que las microesferas de
quitosano se hinchan répidamente en medios acidos, mientras que a pH fisioldgico conservan
su integridad, permitiendo que la liberacion esté dominada por difusion a través de la matriz

hidratada y no por una desintegracion inmediata del sistema.

Los resultados de la eficiencia de encapsulacion del acetaminofén no pudieron expresarse
como valores cuantitativos absolutos debido a limitaciones instrumentales que impidieron
aplicar correctamente la ley de Beer-Lambert. La elevada cantidad de farmaco liberada al
medio provoco la saturacion del detector UV-Vis, registrandose absorbancias mayores a 2.7
unidades, fuera del rango dindmico lineal del equipo. Por ello, la evaluacion se abordd de
manera comparativa mediante el indice de Disponibilidad Relativa (IDR), lo que permiti6
describir el comportamiento cinético del sistema y evidenciar una elevada retencion del

principio activo sin depender de la cuantificacion absoluta de masa.

4.3.5.1 Evaluacion de la eficiencia de encapsulacion y limitaciones

instrumentales

La eficiencia de encapsulacion del acetaminofén se evalu6 de manera indirecta a partir de la

concentracion del farmaco liberado al medio. No obstante, durante las mediciones se
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registraron valores de absorbancia consistentemente elevados, superiores a 2.7 unidades,

incluso en los primeros tiempos de muestreo.

La curva de calibracion construida a concentraciones altas mostrd una pendiente negativa (m
= -0.000002) y un coeficiente de determinaciéon moderado (R? = 0.82), evidenciando una
desviacion significativa del comportamiento lineal esperado de acuerdo con la ley de Beer-
Lambert. Este resultado indica que las concentraciones de acetaminofén alcanzadas durante
los ensayos superaron el rango dinamico lineal del detector del NanoDrop One C,

provocando saturacion instrumental.

Si bien esta limitacion impidié la determinacion cuantitativa absoluta de la eficiencia de
encapsulacion mediante un enfoque espectrofotométrico convencional, los resultados
permiten extraer conclusiones cualitativas relevantes. La liberacion del farmaco a partir de
unicamente 10 mg de microesferas en un volumen reducido de PBS generd soluciones
altamente concentradas, lo que sugiere una elevada capacidad de carga del sistema y una

liberacion inicial intensa del principio activo.

4.3.5.2 Cinética de liberacion: indice de disponibilidad relativa (IDR)

Debido a la saturacion del detector UV-Vis y a la desviacion de la linealidad en la curva de
calibracion a concentraciones elevadas, el perfil de liberacion del acetaminofén no pudo
evaluarse de forma fiable mediante porcentaje liberado absoluto. Por ello, la cinética se
interpret6 mediante el indice de Disponibilidad Relativa (IDR, %), normalizando cada punto
respecto al méximo de absorbancia registrado. Aunque no es el enfoque tradicional, resulta

adecuado cuando el sistema genera concentraciones por encima del rango analitico.

Esta aproximacion cuenta con respaldo reciente. Niederquell y col. [52] describen este mismo
problema en formulaciones basadas en silice mesoporosa (material funcionalmente andlogo
al biovidrio sol-gel), donde se producen estados rapidos de supersaturacion en el medio de
disolucion. En tales condiciones, el porcentaje absoluto pierde precision experimental, por lo

que recomiendan evaluar la pendiente inicial de liberacion y la capacidad de mantener la
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supersaturacion. En consecuencia, el uso del IDR permite comparar la intensidad de la

liberacidn inicial aun cuando la cuantificacion absoluta no sea fiable.
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Figura 4.16. Perfil de liberacion relativa (IDR) del acetaminofén en PBS a 37 °C.

Las formulaciones hibridas con biovidrio (CS-BG25-SG y CS-BG50-SG) alcanzaron valores
cercanos al 100 % del IDR en tiempos cortos (t < 1500 min), evidenciando un marcado efecto
burst. Este comportamiento coincide con lo reportado para microesferas de quitosano, donde
la liberacidn inicial corresponde al farmaco adsorbido en la superficie o localizado en la capa
superficial de la matriz [9]. La presencia del biovidrio amplifica el fendmeno: Badis y col.
[15] sefialan que las cargas so6lidas favorecen la cristalizacion superficial del f&rmaco y su
disolucion inmediata. Ademas, la hidrofilicidad de los grupos silanol del biovidrio sol-gel
incrementa la humectabilidad y acelera la penetraciéon del medio acuoso, facilitando la

liberacion temprana.

En contraste, las microesferas de quitosano puro mostraron un IDR inicial menor (~50%).
Este comportamiento corresponde al mecanismo tipico de matrices poliméricas: penetracion
de agua, transicion vitreo-gomosa por hinchamiento y posterior difusion del farmaco. Al no

existir la porosidad ni el area superficial adicional aportada por el biovidrio, la relajacion
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macromolecular del quitosano actiia como etapa limitante, generando una liberacion mas

lenta y controlada.

A tiempos prolongados (t > 2000 min) se observo una disminucion gradual de la absorbancia.
Este fendmeno puede explicarse por dos procesos complementarios. Primero, la re-adsorcion
dindmica: Niederquell y col. [52] reportan que en materiales siliceos mesoporosos parte del
farmaco liberado puede volver a fijarse en la superficie activa del soporte. Segundo, la
inestabilidad quimica: Lengyel y col. [10] sehalan que ensayos prolongados a pH fisiologico
y 37 °C pueden inducir degradacion hidrolitica parcial, reduciendo la concentracion

detectable por UV-Vis.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En la discusion se integran los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de
los biovidrios y de las microesferas de quitosano, asi como del andlisis del proceso de
microencapsulacion y del comportamiento de liberacion del acetaminofén. Se analiza la
influencia de la ruta de sintesis del biovidrio en su interaccion con la matriz polimérica y en
la estabilidad del sistema durante la emulsificacion, asi como su efecto en la formacion de
microesferas con morfologia definida. Los valores de potencial Zeta se interpretan
considerando el grado de reticulacion del quitosano y la contribucion superficial de la fase
inorganica. Finalmente, el perfil de liberacion del farmaco se discute en funcidon de las
caracteristicas estructurales y fisicoquimicas del material compuesto, sin atribuirlo a
fenomenos que no fueron evaluados experimentalmente. A partir de este andlisis, se

presentan en el capitulo siguiente las conclusiones generales del estudio.

5.1 Evaluacion de los objetivos experimentales

En esta seccion se presenta una evaluacion comparativa entre los objetivos planteados al
inicio del trabajo y los resultados experimentales obtenidos para la formulacion seleccionada
como Optima (CS-BG25-SG). El andlisis se centra en el tamafio de particula de las
microesferas, la eficiencia de encapsulacion del acetaminofén y el rendimiento del proceso
de microencapsulacion, considerando las limitaciones inherentes al sistema y a las técnicas

analiticas empleadas.

5.1.1 Tamafo de particula de las microesferas

En conjunto, las microesferas obtenidas no alcanzaron el rango objetivo de 50-100 pum,
presentando tamafios promedio entre 18 y 30 um; sin embargo, esta desviacion no representa
una limitacion funcional. Por el contrario, el tamafio cercano a 25 pum, especialmente la
formulacion optimizada CS-BG25-SG (25 9% biovidrio), resulta adecuado para la
administracion oral, ya que evita una liberacion inmediata del farmaco y proporciona mayor

superficie especifica para la interaccion del biovidrio con el medio. La reduccion del tamafio
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puede explicarse por la alta cizalla durante la emulsificacion y la contraccion del quitosano
durante el secado, fendémeno caracteristico de matrices hidrogel. Por lo tanto, el sistema
puede considerarse funcionalmente apropiado aun cuando la meta dimensional no se alcanz6

estrictamente.

5.1.2 Eficiencia de encapsulacion del acetaminofén

La eficiencia de encapsulacion no pudo cuantificarse debido a la saturacion del detector UV-
Vis (absorbancias > 2.7) y la pérdida de linealidad de la curva de calibracion (R? = 0.82), por

lo que el analisis se realiz6 mediante el indice de Disponibilidad Relativa (IDR).

El perfil obtenido muestra que las formulaciones con biovidrio (CS-BG25-SG y CS-BG50-
SG) alcanzan casi el 100% del IDR en los tiempos iniciales, indicando farmaco superficial
con rapidez disponible, y posteriormente descienden hasta valores bajos, sugiriendo un
equilibrio entre liberacion y re-adsorcion en la matriz. En cambio, el quitosano puro inicia
alrededor de 45-50% y disminuye de forma continua, consistente con una liberacion

gobernada por hidratacion y difusion.

Asi, el sistema si retiene el acetaminofén y el biovidrio modifica la cinética de liberacion; sin
embargo, la encapsulacion solo puede establecerse cualitativamente, sin asignar un

porcentaje numérico de eficiencia.

5.1.3 Rendimiento del proceso de microencapsulacion

El rendimiento de produccion se mantuvo dentro del intervalo esperado (60-80%) e incluso
alcanz6 valores cercanos al limite superior al incrementar la proporcion de biovidrio,
confirmando la eficiencia del método de doble emulsidon con evaporacion de solvente. La
fase inorgéanica favorecio la recuperacion de particulas al aumentar su densidad y reducir
pérdidas durante los lavados, en comparacion con sistemas poliméricos puros. En

consecuencia, el proceso no solo cumpli6 la meta de rendimiento, sino que ademas mostro
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estabilidad operativa y potencial de escalamiento para la obtencion reproducible de

microesferas cargadas con farmaco.

5.2 Efecto de la ruta de sintesis del biovidrio 45S5

Los resultados experimentales evidencian que la ruta de sintesis del biovidrio 45S5 influye
de manera directa en su comportamiento dentro del sistema de microencapsulacion. El
biovidrio obtenido por fusion y temple presentd un material amorfo de mayor tamafio de
particula y menor reactividad superficial, lo que limitd su interaccion con la matriz de

quitosano.

Estas caracteristicas se reflejaron en una baja estabilidad del sistema durante la
emulsificacion, impidiendo la formacion de microesferas definidas, incluso al modificar la

presencia de agente reticulante.

En contraste, el biovidrio sintetizado por la ruta sol-gel mostr6 un tamafio de particula menor
y una superficie mas reactiva, asociada a la presencia de grupos silanol. Estas propiedades
favorecieron su incorporacion dentro de la matriz polimérica y permitieron la formacion de

microesferas con morfologia mas homogénea.

5.3 Estabilidad del sistema de microencapsulacion

La estabilidad del sistema de doble emulsion estuvo fuertemente condicionada por las
propiedades fisicoquimicas del biovidrio y por las condiciones del proceso, incluyendo el
uso de agentes reticulantes y tensoactivos. En las formulaciones con biovidrio de fusion, se
observaron fenomenos de desestabilizacion interfacial y colapso estructural,

independientemente del uso de reticulante.

Por el contrario, las formulaciones preparadas con biovidrio sol-gel permitieron la formacion
de microesferas estables hasta una carga del 50 % p/p. Cargas superiores condujeron a la

pérdida de integridad del sistema, lo que sugiere la existencia de un limite practico en la
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cantidad de fase inorgédnica que puede incorporarse sin comprometer la estabilidad de la

emulsion.

5.4 Comportamiento de liberacion del acetaminofén

Las microesferas compuestas de quitosano y biovidrio sol-gel mostraron una elevada
capacidad para incorporar acetaminofén. El perfil de liberacion evidencié una liberacion
rapida inicial, asociada a la naturaleza hidrofilica del sistema y a la mayor permeabilidad de

la matriz en presencia del biovidrio.

En comparacion, las microesferas de quitosano puro presentaron un comportamiento de
liberacion més gradual. La modificacion del perfil de liberacion observada en los sistemas
compuestos se atribuye a cambios estructurales del material y a la interaccion entre el
farmaco y los componentes del sistema, sin asociarse a fendmenos bioldgicos no evaluados

experimentalmente.
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RECOMENDACIONES

Con el fin de mejorar la reproducibilidad del proceso, optimizar la eficiencia de los ensayos
y fortalecer la seguridad bioldgica del sistema, se proponen las siguientes recomendaciones

para trabajos futuros relacionados con la obtencion y evaluacion de las microesferas:

Uso de Cromatografia Liquida (HPLC) para la cuantificacion del farmaco

Durante los ensayos de liberacion del acetaminofén se observd la saturacion de la sefal
obtenida por espectrofotometria UV-Vis, limitacion asociada tanto a la elevada carga del
farmaco en las microesferas como a la posible interferencia de productos de degradacion
presentes en el medio de liberacion. Esta condicion dificultéd la cuantificacion precisa de la
concentracion liberada, particularmente en intervalos de tiempo prolongados, donde la
acumulacion del analito puede exceder el rango de linealidad establecido por la ley de Beer-

Lambert.

En este contexto, resulta pertinente considerar el uso de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) como técnica de cuantificacion alternativa. El empleo de HPLC
permitiria la separacion del acetaminofén respecto a posibles productos de degradacion
térmica o hidrolitica, como el p-aminofenol, asegurando que la sefial analitica corresponda
al farmaco intacto [65]. Esta aproximacion ha sido ampliamente reportada en la literatura
para la determinacion de acetaminofén en distintas formas farmacéuticas, donde se reconoce
al HPLC como un método con mayor especificidad y robustez frente a técnicas

espectrofotométricas convencionales [10].

Sustitucion de agentes reticulantes por alternativas de menor toxicidad

Aunque el glutaraldehido resulté efectivo para la estabilizacion estructural de las
microesferas, debido a su interaccion con los grupos amino del quitosano en sistemas
homogéneos, su posible toxicidad residual representa una limitacion importante para

aplicaciones biomédicas avanzadas. Por esta razon, resulta conveniente evaluar agentes

96



reticulantes alternativos compatibles con enfoques de quimica verde, como la genipina, un

compuesto de origen natural obtenido del fruto de Gardenia jasminoides [4, 11].

En este sentido, la sustitucion de reticulantes convencionales por alternativas de baja
toxicidad constituye un aspecto clave para mejorar la seguridad bioldgica de las microesferas

y ampliar su viabilidad en futuras investigaciones orientadas a la regeneracion de tejidos.

Optimizacion del método de secado mediante liofilizacion

El secado al aire utilizado en este trabajo provocod, en algunos casos, contraccion y
densificacion de la matriz polimérica, un comportamiento frecuente en hidrogeles de
quitosano asociado a las fuerzas de tension superficial que se generan durante la evaporacion
del solvente [2, 4]. En este contexto, se considera recomendable el uso de liofilizaciéon como
método de secado final de las microesferas. Este procedimiento, basado en la sublimacion
del solvente previamente congelado, permite preservar la estructura porosa original del

hidrogel y reducir el colapso de la red polimérica [19].

La conservacion de dicha arquitectura resulta determinante para favorecer la rehidratacion
del material, la difusion de fluidos y la cinética de liberacion del principio activo, aspectos
estrechamente vinculados con su desempefio en aplicaciones biomédicas. Asimismo, la
obtencion de una porosidad interconectada y controlada mediante liofilizacion contribuye a

mejorar la estabilidad del sistema compuesto quitosano/biovidrio en medios fisioldgicos [31,
64].
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TRABAJO FUTURO

Con el objetivo de dar continuidad a los resultados obtenidos en este trabajo y ampliar el
alcance del biomaterial desarrollado, se identifican a continuacion algunas lineas de
investigacion futuras. Estas propuestas se fundamentan tanto en el comportamiento
experimental observado como en tendencias recientes reportadas en la literatura
especializada, y buscan explorar nuevas aplicaciones del sistema quitosano/biovidrio

sintetizado.

Incorporacion de microesferas en bio-tintas para impresion 3D

Las microesferas CS-BG-SG desarrolladas en este estudio presentan potencial no solo como
sistemas particulados independientes, sino también como fase de refuerzo dentro de
formulaciones para bioimpresion. En trabajos recientes se ha reportado el uso de materiales
compuestos en impresion 3D con el fin de obtener andamios personalizados con propiedades

bioactivas mejoradas [59, 66, 67].

En este contexto, se propone la incorporacion de las microesferas en un hidrogel vehicular,
como alginato o gelatina, para el desarrollo de bio-tintas compuestas. La presencia del
biovidrio permitiria conservar la bioactividad del sistema, mientras que la fase particulada
podria contribuir a mejorar la estabilidad estructural y las propiedades mecénicas del
andamio impreso. Este enfoque abriria la posibilidad de fabricar estructuras con geometrias

controladas y potencial aplicacion en defectos 6seos de forma personalizada [59, 67].

Redireccion del sistema hacia aplicaciones en osteomielitis

El perfil de liberacion rapida observado en este trabajo, caracterizado por un efecto inicial
pronunciado, puede representar una limitacion para aplicaciones de liberacion prolongada;
sin embargo, este mismo comportamiento resulta atractivo para el tratamiento localizado de

infecciones Oseas, como la osteomielitis.
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Se propone evaluar el sistema como vehiculo para la liberacion local de antibioticos de
amplio espectro, como la vancomicina. Estudios recientes han demostrado que compositos
de quitosano/biovidrio pueden ser eficaces en este tipo de aplicaciones, ya que la liberacion
inicial del farmaco favorece la eliminacion del biofilm bacteriano, mientras que el biovidrio
contribuye a la alcalinizacion del medio, creando condiciones desfavorables para el

crecimiento bacteriano y compatibles con la regeneracion 6sea posterior [13, 64]

Modificacion composicional del biovidrio mediante dopaje idnico

Otra estrategia de interés consiste en la modificacion del biovidrio 45S5 mediante la
incorporacion de iones terapéuticos, una linea ampliamente explorada en estudios recientes.
En particular, se sugiere la sintesis de biovidrios obtenidos por sol-gel dopados con estroncio

(Sr) o magnesio (Mg).

La incorporacion de Sr ha mostrado efectos positivos en la regeneracion osea, debido a su
capacidad para estimular la actividad osteoblastica e inhibir la resorcién 6sea mientras que
el Mg se ha asociado con una mejor respuesta bioldgica temprana y una regulaciéon mas
controlada de la degradacioén del material [63]. La evaluacioén de estos biovidrios dopados
dentro de la matriz de quitosano permitiria estudiar su impacto sobre la bioactividad y

estabilidad del sistema compuesto [68].

Evaluacion del comportamiento del sistema en condiciones dinaAmicas

Finalmente, con el fin de aproximarse de manera mas realista al entorno fisiologico, se
propone complementar los ensayos de bioactividad realizados en condiciones estaticas
mediante estudios en sistemas dindmicos, como biorreactores de perfusion. A diferencia de
los ensayos convencionales en medios estaticos, el flujo continuo permite simular de manera
mas adecuada las condiciones de transporte de fluidos presentes en tejido dseo vascularizado

[66].
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Este tipo de ensayos permitiria evaluar la estabilidad mecanica de las microesferas bajo
condiciones de cizalladura, asi como analizar la influencia del flujo sobre la cinética de
formacion de apatita. La informacion obtenida contribuiria a una mejor prediccion del

comportamiento del material en aplicaciones in vivo [66].
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