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Resumen ejecutivo

El presente proyecto de grado se centra en el disefio de un sistema de encapsulamiento para la
liberacion controlada de hidrogeno molecular, utilizando polimeros biocompatibles y técnicas de
procesamiento de polimeros, con potencial aplicacion en el ambito biomédico. La importancia de
este trabajo radica en la necesidad de optimizar la administracion de componentes esenciales
como el hidrogeno molecular, con el fin de facilitar el tratamiento de pacientes con multiples
afecciones, dado su potencial en el tratamiento de diversas condiciones relacionadas con
inflamacidn, estrés oxidativo y dafo celular. La gran dificultad de capturar y encapsular H2 motiva
la bUusqueda de alternativas mas eficientes y personalizables para lograr la correcta absorcion de
este gas. En este contexto, la combinacion de policaprolactona, un polimero de lenta
biodegradacién, con particulas de magnesio, plantea una solucién innovadora para lograr una
liberacion sostenida del gas, reduciendo efectos secundarios y mejorando la biodisponibilidad.

Para abordar esta problematica, se establecieron cuatro objetivos: primero, una revision
bibliografica sistematica para comprender el estado del arte en técnicas de encapsulamiento y
aplicaciones biomédicas del magnesio; segundo, el disefio conceptual del sistema; tercero, la
integracion del magnesio en la matriz polimérica evaluando su interaccidon quimica y fisica; cuarto,
la integraciéon del magnesio en el sistema disefiado empleando técnicas de procesamiento de
polimeros y, finalmente, la evaluacion experimental de la tasa de liberacion del hidrogeno
molecular generado mediante pruebas in-vitro. Como resultado, se desarrollé un prototipo
funcional de matriz polimérica de PCL cargada con magnesio metalico, fabricado mediante tres
métodos de procesamiento: calentamiento y moldeo, disolucion y extrusion (denominado
“extrusion manual asistida por solvente”), y disolucion y moldeo. Los prototipos fueron evaluados
durante cinco semanas bajo condiciones fisiologicas simuladas (37°C, solucidn salina 0,9% con
actividad enzimatica de pancreatina/simeticona (lipasa, amilasa y proteasa) obteniendo perfiles de
liberacion cuantificables y reproducibles mediante espectrofotometria y cromatografia flash.

El analisis comparativo de absorbancia, turbidez y variacion de masa permitio identificar el método
de disolucion y moldeo como el de mejor desemperio, al presentar un perfil de liberacion mas
estable y sostenido a lo largo del periodo de evaluacion, tener una mayor homogeneidad en la
distribucidon del Mg dentro de la matriz polimérica y la mejor reproducibilidad entre muestras. Este
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método obtuvo el mayor puntaje ponderado en la matriz de decision (4,45/5), superando al método
de calentamiento y moldeo (3,00/5) y a la extrusion manual asistida por solvente (3,05/5).

El azul de metileno, empleado como marcador indirecto del par redox MB/LMB, permitid
monitorear la actividad reductora generada por la degradacién del Mgy por ende liberacion de H2
en el medio acuoso, validando su uso como herramienta de evaluacidn no invasiva en sistemas de
este tipo. Estos resultados confirman la viabilidad del procesamiento de polimeros como estrategia
para la fabricacion de sistemas de administracion controlada de H2 molecular terapéutico, con
potencial aplicacion en afecciones inflamatorias o enfermedades como el cancer. Este proyecto, no
contempla ensayos en humanos, pero sienta bases para investigaciones futuras que integren
medicion directa de H2, validacion de biocompatibilidad in-vitro, ampliacion del periodo de
evaluacion y escalabilidad hacia entornos clinicos en el ambito de la ingenieria biomédica.
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1. Fase de Analisis

1.1 Planteamiento del problema

La creacion de sistemas de liberacion controlada de medicamentos mediante el uso y
procesamiento de polimeros es un avance importante en la ingenieria biomédica y farmacologia.
El uso de polimeros, tanto naturales como sintéticos, para encapsular farmacos ofrece beneficios
significativos, como una mejor dosificacion, una reduccion de efectos secundarios y la capacidad
de dirigir el medicamento a areas especificas del cuerpo. Sin embargo, a pesar de estos progresos,
persisten diversas dificultades, especialmente al encapsular gases como el hidrogeno, que
desempeia un papel vital en varias funciones corporales y tratamientos médicos.

El hidrogeno molecular terapéutico (H2) ha emergido como un agente bioactivo de considerable
interés clinico debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiapoptoticas
selectivas, con potencial terapéutico documentado en condiciones como el cancer, la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares y los trastornos neurodegenerativos [1] [2] [3]. Sin embargo, uno
de los principales obstaculos para su aplicacion clinica es la dificultad de administrarlo de manera
localizada, sostenida y controlada en el sitio de accidn. Por su naturaleza gaseosa, el H2 presenta
baja solubilidad en medios acuosos, alta difusividad y tendencia a dispersarse rapidamente desde
el sitio de administracidn, lo que limita significativamente su biodisponibilidad terapéutica y
dificulta su dosificacion precisa [1].

Frente a este desafio, la liberacion de magnesio (Mg) se presenta como una fuente sdlida y
controlable de H2, dado que al reaccionar con medios acuosos genera H2 de forma progresiva
segun la reaccion Mg + 2H,0 — Mg(OH), + H,. Esta reaccion, aunque termodinamicamente
favorable, puede controlarse mediante el encapsulamiento del Mg en matrices poliméricas, las
cuales actuan como barrera fisica que regula el acceso del medio acuoso al mineral, y por ende, la
velocidad y cantidad de H2 liberado [4]. De esta manera, el procesamiento de polimeros se
presenta como una estrategia innovadora para transformar el Mg en un sistema implantable de
generacion localizada y sostenida de H2 terapéutico, superando las limitaciones propias de las vias
de administracion convencionales como la inhalacién o la ingesta de agua enriquecida. En este
contexto, la policaprolactona (PCL) resulta particularmente adecuada como material de matriz,
dada su biocompatibilidad, su lenta tasa de biodegradacion en ambientes fisioldgicos y su
capacidad de ser procesada mediante varias técnicas de manufactura. No obstante, la seleccidn del
método de procesamiento, la concentracion 6ptima de Mgy el disefio geométrico del sistema son
variables que influyen directamente en el perfil de liberacion del H2 y requieren investigacion
experimental sistematica.

El objetivo del presente proyecto es enfrentar esta problematica mediante el disefio y evaluacidn
de un prototipo de sistema implantable de PCL cargado con Mg metalico capaz de liberar H2
terapéutico de forma controlada y sostenida. Para lograrlo se formula la siguiente pregunta de
trabajo ;Como influye el encapsulamiento de magnesio dentro de una matriz polimérica procesada
en el perfil de liberacidn de hidrégeno molecular terapéutico?
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El desarrollo de este proyecto tiene un impacto potencialmente significativo en la medicina
personalizaday la farmacologia, al ofrecer una plataforma de administracion local de Mgy H2 que
podria aplicarse al tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas, el acompafamiento de
terapias oncoldgicas y otras condiciones de estrés oxidativo desempefia un papel central en la
progresion del dano tisular. Ademas, el enfoque metodoldgico basado en el procesamiento de
polimeros biocompatibles abre la posibilidad de escalar y adaptar el sistema a diferentes
necesidades terapéuticas, impulsando el avance de la tecnologia de liberacion controlada de gases
terapéuticos en el ambito biomédico.

1.2 Justificacion

La terapia con H2 representa una de las lineas de investigacion biomédica con mayor proyeccion
en el tratamiento de enfermedades asociadas al estrés oxidativo y la inflamacion crdnica, entre
ellas el cancer, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes tipo 2 y los trastornos
neurodegenerativos. A pesar de la creciente evidencia sobre su eficacia terapéutica, su
implementacidn clinica enfrenta una barrea fundamental: la ausencia de sistemas que permitan
administrar el H2 de forma localizada, sostenida y dosificable, en el sitio de accidn. Las estrategias
actuales, como la inhalacion de gases o el consumo de agua enriquecida, no garantizan una
concentracion terapéutica estable en tejidos especificos, ni permiten personalizar la dosis segun las
necesidades del paciente [1].

En este sentido, el desarrollo de un sistema implantable que genere H2 localizado, a partir de la
degradacion controlada de Mg metalico encapsulado en una matriz de PCL constituye una solucidn
innovadoray pertinente desde el punto de vista clinico y tecnoldgico. Este enfoque no solo resuelve
el problema de la biodisponibilidad del H2, sino que ademas aprovecha los beneficios fisioldgicos
del Mg liberado simultaneamente, mineral que interviene en mas de 300 procesos bioquimicos del
organismo y cuya deficiencia se ha asociado a hipertensidon, osteoporosis y trastornos
neuromusculares entre otras condiciones [5] [6].

Desde una perspectiva social, el impacto de este proyecto es significativo, ya que es ofrecerles a los
pacientes un sistema de tratamiento mas efectivo, de liberacion sostenida y adaptable a sus
necesidades individuales representa un avance concreto hacia la medicina personalizada. En
particular, en el contexto oncoldgico, donde el H2 ha demostrado capacidad para reducir los
efectos adversos de la quimioterapia y la radioterapia sin interferir con su accion antitumoral [7],
contar con una plataforma implantable de generacion local de H2 podria mejorar sustancialmente
la calidad de vida de los pacientes durante el tratamiento.

Finalmente, este proyecto tiene el potencial de generar conocimiento cientifico y tecnoldgico en
un campo aun poco explorado a nivel experimental, como lo es la fabricacién de sistemas
poliméricos implantables para la liberacion de gases terapéuticos. Los resultados obtenidos sientan
las bases para investigaciones futuras orientadas a la validacion bioldgica, el escalado del sistema
y su eventual integracidn en protocolos clinicos.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar un prototipo de sistema implantable mediante procesamiento de polimeros para la
liberacion controlada de hidrédgeno terapéutico para diferentes aplicaciones médicas.

1.3.2 Objetivos especificos

a) Investigar las técnicas de encapsulamiento de farmacos y aplicaciones de magnesio
mediante articulos cientificos recientes.

b) Disenar el sistema de encapsulamiento utilizando exploracién de técnicas de manufactura
de polimeros.

c) Integrar el magnesio en la policaprolactona mediante formas de encapsulamiento de
polimeros.

d) Comprobar la tasa de liberacion del sistema a través de métodos in-vitro.

1.4 Marco tedricoy estado del arte

El presente marco tedrico tiene como objetivo establecer los conceptos fundamentales y teorias
que sirven como base conceptual para el desarrollo de un prototipo para la liberacion de farmacos
usando polimeros y técnicas de procesamiento de este tipo de materiales. Este apartado explora
las definiciones claves para el correcto entendimiento de la investigacion y el proyecto a
desarrollar.

1.4.1 ;Qué es un polimero?

Para contextualizar al lector, un polimero es una macromolécula constituida por una multitud de
unidades de repeticion de pequeias particulas quimicas mas simples [8]. Su explotacion es
favorable debido a la abundancia natural, renovabilidad y baja huella de carbono de los polimeros
derivados de recursos renovables [9].

1.4.2 Clasificacion de los polimeros: Los polimeros se clasifican en dos tipos principales:

1.4.2.1 Polimeros naturales: Son aquellos que han sido creados directamente con materiales de
origen vegetal o animal como principal componente, algunos ejemplos del dia a dia son la lana, el
algododn, la seda, la celulosa o el caucho natural, con el que se consigue el latex [10]. En el campo
de la ingenieria biomédica, los polimeros marinos, son utilizados constantemente debido a su
abundancia y caracteristicas inherentes como su biocompatibilidad, biodegradabilidad y actividad
bioldgica; sin embargo, algunos de estos compuestos (como los polisacaridos) tienen limitaciones
en cuanto a su solubilidad en agua y solventes organicos debido a fuertes enlaces de hidrogeno
intermoleculares.

1.4.2.2 Polimeros sintéticos o manufacturados: Son aquellos elaborados cientificamente por las
empresas y laboratorios, usando diferentes monémerosy catalizadores [11], estos comUnmente se
derivan de petrdleo y su composicion principal consta de enlaces carbono — carbono [g]. A

9 | Pontificia Universidad Javeriana ¢ H2 terapéutico en sistemas poliméricos



diferencia de los polimeros naturales, estos no son biodegradables, ya que no se descomponen por
si solos al estar en contacto con el ambiente, debido a su baja reactividad quimica. Ademas, al no
contar con un orden en su estructura, las moléculas tienden a ocupar mayor volumen, lo que
generan que sean poco densas.

1.4.3 Encapsulacion de farmacos con polimeros

Estos polimeros se usan comunmente en la encapsulacion de farmacos, la cual consiste en rodear
el farmaco con una matriz polimérica para mejorar su dosificacion y administracion, ofreciendo
ventajas sobre otros métodos [12]. (Ver Figura 1.) Esta técnica permite gestionar los procesos
metabolicos de agentes encapsulados y suadministracion al lugar especifico de accion, asi, mejorar
la administracion de farmacos que son dificiles de disolver, toxicos o que se degradan facilmente.
El material que se encierra o se rodea suele ser un liquido, sin embargo, también puede ser sélido o
un gas enalgunas ocasiones; el material que forma el revestimiento se denomina material de pared,
soporte, membrana o envoltura [13].

Encapsulated agents

Oral intake Other administrations ﬁ

e et
28 ‘A
(’(’ Drugs, -
d(’ Drugs Functional food Solutions,
/ Vaccines
\ / \\,
AN Probiotics Targeted therapies of diseases
Antioxidants. ] 5. intranasal drugs, cancer treatment *
! ' ) - ;;r .
Vitamins, e '®3
Bioactive S ‘.'*,,,:,,'

proteins etc. g

[ & 2
o \j
% e
. Positive effects on human health

Anti-inflammatory,

anti-obesity effects ﬂ
etc.

Figura 1. Uso del encapsulamiento. Tomado de [14]
1.4.3.1 Policaprolactona (PCL)

En este proyecto se busca trabajar con la policaprolactona (PCL), el cual es un polimero
semicristalino biodegradable que pertenece a la familia de poliésteres alifaticos, este tipo de
plasticos son de origen fdsil, es decir, materiales derivados del petrdleo. Principalmente, se
compone de unidades de metileno, que se agrupan para formar grupos éster, esto le permite una
transicion vitrea (temperatura en la que se permite pasar de estado rigido a uno blando) y punto de
fusion de -60°C y 60°C. Su composicion le permite ser un material muy practico a la hora de la
liberacion de medicamentos, debido a que es bio-asimilable y se adhiere bien a distintos tipos de
sustratos, en el caso de este proyecto se requiere que se adhiera al Mg para llevar a su liberacion
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controlada. Aparte de esto, el PCL es transpirable, lo que podria permitir su correcto proceso de
liberacion a través de sudoracion.[15]

Como se menciono anteriormente, este tipo de polimeros tiene una amplia gama de aplicaciones,
tales como la liberacién controlada de medicamentos, la ingenieria de tejidos y empaque de
algunos elementos. Sin embargo, en este proyecto se busca profundizar en la técnica de liberacion
controlada de medicamentos. Se dice que los PCL son materiales aptos para llevar a cabo esta
practica, gracias a su alta permeabilidad con los medicamentos, su biocompatibilidad y que permite
una lenta degradacion en el cuerpo humano, lo que permite una administracion del medicamento
alargo plazo ossi se prefiere combinar con otros polimeros para modificar su tiempo de degradacion
segun el farmaco, también es adaptable a estos parametros [16].

1.4.3.2 Técnicas de encapsulacion

Actualmente, existen varios procesos para la encapsulacion de farmacos en medicina, algunos de
los principales son:

1. Microencapsulacion: Se enfoca en particulas de tamafio comprendido entre
micrometros a milimetros, en las que depende de propiedades fisicoquimicas del material
de la pared (mondmeros y polimeros) para su correcto encapsulamiento; este tipo de
encapsulado cuenta con diversas técnicas, las cuales son polimerizacion interfacial,
gelificacion idnica, desplazamiento de solventes.

2. Nanoencapasulacidn: implica el atrapamiento de bioparticulas activas, en donde el
material de soporte cuenta con dimensiones a nano escala, y permite mejorar la
biocompatibilidad y absorcidn de los componentes encapsulados en el cuerpo [17].

1.4.3.3. Técnicas de procesamiento de polimeros:

El procesamiento de polimeros consiste en el conjunto de métodos empleados para transformar
materiales poliméricos en productos con formas, propiedades y funcionalidades especificas. En el
ambito biomédico, estas técnicas se emplean para fabricar dispositivos, recubrimientos y sistemas
de liberacion controlada de farmacos o gases terapéuticos como el Hz.

A. Electrohilado o electrospinning: Para realizar la integracion del Mg con el polimero se
buscara aplicar la técnica de electrohilado o electrospinning (ver Figura 2) ; la cual
consiste en someter la solucion polimérica de PCL y Mg un campo eléctrico para estirar
soluciones y formar las fibras ultrafinas [18]. Se considerd esta técnica gracias a que
diversos estudios han demostrado que la inclusion de Mg al polimero mejora sus
propiedades mecanicas y la biodegradabilidad del sistema, lo cual son factores clave
en el desarrollo del proyecto[4].
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Figura 2. Sistema basico de electrohilado. Tomado de [19].

B. Extrusion: Este método consiste en hacer pasar un polimero fundido a través de una
boquilla para obtener filamentos, tubos o peliculas de estos (Ver Figura 3), con el fin de
crear filamentos para impresion 3D, fibras para suturas y algunos dispositivos
implantables. Sin embargo, esta técnica no es apta para polimeros muy sensibles al
calor, debido a que puede dafiar las propiedades fisicas y mecanicas de estos.[20]
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Figura 3. Sistema basico de extrusion de materiales. Tomado de [21].

C. Impresion 3D en la liberacion de farmacos: Se debe tener en cuenta que la impresion
3D es una tecnologia que, en el dmbito médico, especialmente en industria
farmacéutica, permite la fabricacion de medicamentos y formas de dosificacion
personalizadas (Ver Figura 4.). Gracias a la impresion 3D, es posible producir tabletas y
dispositivos de liberacion de farmacos con caracteristicas especificas que serian
dificiles de lograr mediante métodos convencionales. [22]
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Figura 4. Esquema de impresion 3D con principios activos. Tomado de [23].

D. Moldeo por inyeccion: En la cual el polimero se funde y se inyecta a presion en un
molde cerrado, donde se solidifica con la forma de este (Ver Figura 5.). Esta técnica es
mayormente usada en casos en los que se requiere mayor precision, como lo son
capsulas, valvulas o contenedores de una forma especifica. No obstante, no es utilizado
en procesos de dispositivos implantables.[24]
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Figura 5. Sistema basico de extrusion. Tomado de [25].

E. Liofilizacion: Su objetivo principal es separar el agua de una disolucidn empleando
congelacidn y posterior sublimacidn del hielo a presion reducida (Ver Figura 6.). Con
esta técnica se asegura que las propiedades cualitativas y cuantitativas de un sistema
no se modifiquen. Algunas limitaciones que se conocen en la industria farmacéutica
mencionan que los tiempos de liberacion del mineral son menores y menos
controlados; para este proyecto podria ser usada como una técnica alterna al
electrohilado para evaluar su funcionalidad. [26]
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Figura 6. Esquema basico del sistema de liofilizacién. Tomado de [27]

F. Microesferas de polimero: Consiste en la encapsulacion del compuesto elegido en el
polimero usando diferentes técnicas para su formacion (Ver Figura 7.), con este
enfoque se facilita la liberacion precisa de la cantidad deseada de Mg en el sitio de
accion; de igual manera, esta técnica garantiza la proteccion del compuesto antes y
después de la administracion [28]. No obstante, posee algunas limitaciones
funcionales, en las que, si la distribucion de las esferas no es uniforme, la liberacion
podria volverse irregular y liberar el Mg incluso antes de que el PCL empiece a
degradarse. Ademas, como el objetivo es trabajar con Mg en estado metalico, se deben
optimizar las condiciones de dispersion de este, pues por su composicion este tiende a
oxidarse o sedimentarse durante el proceso de emulsion.[29]
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Figura 7. Proceso de Microesferas de polimeros. Tomado de [30].

1.4.4 ¢(Qué es el hidrogeno molecular?

Es la molécula mas pequena y abundante del universo, es incolora y no tdxica. Tiene un enorme
potencial, promoviendo la salud y el bienestar. Se refiere al hidrogeno diatomico o gas H2: donde
hay dos atomos de hidréogeno combinados. Es neutral y no polar, por ende, tiene gran
biodisponibilidad. Sin embargo, no se disocia de sus electrones y protones cuando se disuelve en
agua, por lo que no alterara el pH del agua o de su cuerpo [31].
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El H2 tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiapototicas selectivas. Se destaca
grandemente las propiedades antioxidantes, pues esta funcion ha atraido la mayor atencion entre
las numerosas actividades bioldgicas propuestas, ya que el H2 es un depurador especifico de OHy
ONOOz2, oxidantes muy potentes que reaccionan indiscriminadamente con acidos nucleicos,
lipidos y proteinas, lo que provoca fragmentacion del ADN e inactivacion proteica [1].

1.4.4.1 Aplicaciones del hidrégeno molecular

La administracion de H2 disminuye la expresion de varios marcadores de estrés oxidativo, como
mieloperoxidasa, malondialdehido, 8-hidroxi-desoxiguanosina 8-OHdG, 8-iso-prostaglandina F2a
y sustancias reactivas al acido tiobarbitUrico en todas las enfermedades humanas y modelos de
roedores [32].

El H2 inhibe la lesidn tisular inflamatoria inducida por estrés oxidativo a través de la regulacion
negativa de citocinas proinflamatorias e inflamatorias, como la interleucina, el factor de necrosis
tumoral, la molécula de adhesidn celular intercelular, el grupo de alta movilidad. También, gracias
a que en un estudio el H2 mejord la tasa de supervivencia y redujo el daifo organico en ratones
sépticos al regular negativamente las citocinas proinflamatorias tempranas y tardias en suero y
tejido, esto sugiere un uso potencial del H2 como agente terapéutico para afecciones asociadas con
el sindrome de sepsis/disfuncion organica multiple relacionado con la inflamacion [2].

El H2 presenta ventajas Unicas en aplicaciones clinicas. Penetra eficazmente en las biomembranas
para alcanzar los nucleos celulares y las mitocondrias y puede penetrar facilmente la barrera
hematoencefalica por difusion gaseosa, algo que la mayoria de los compuestos antioxidantes no
puede. El H2 también se ha estudiado como posible tratamiento para la enfermedad de Alzheimer,
su administracion puede aliviar otras enfermedades y lesiones cerebrales, como la lesion cerebral
por hipoxia-isquemia, el estrés o el deterioro cognitivo relacionado con la edad, la lesion cerebral
traumatica, la lesion cerebral por isquemia y reperfusion (I/R), y la lesion cerebral temprana
inducida por hemorragia subaracnoidea (SAH). Un estudio demostro que la administracion de H2
sin cirugia no ejercié efectos neuroprotectores ni mejor6 los resultados funcionales en ratas
después de una hemorragia intracerebral [2].

El tratamiento con H2 protege contra la lesidn miocardica y el desarrollo de aterosclerosis y otras
enfermedades vasculares. Ademas, la inhalacion de H2 protege contra la lesion hepatica por I/R,
demostro que la inyeccion intraperitoneal de HS podria ser un método ampliamente aplicable para
atenuar la lesion hepatica I/R en un modelo de rata. El H2 coldnico generado a partir de fructano
parecio mitigar el estrés oxidativo inducido por la inflamacidn, su tratamiento mitiga el desarrollo
de diabetes tipo 2 al reducir el estrés oxidativo y mejora el metabolismo de la glucosa. En otro
estudio, se demostro que el H2 podria ejercer efectos metabdlicos similares a los de la insulina'y
también puede ser una nueva alternativa terapéutica a la insulina en el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 1. El tratamiento con H2 es beneficioso para tratar diversas enfermedades del sistema
respiratorio. La inyeccion de HS protege contra la lesion pulmonar aguda por I/R en modelos de
rata y conejo a través de mecanismos antioxidantes, antiinflamatorios y antiapoptodticos. La
inhalacion de H2 también mejord la lesion por I/R inducida por el trasplante de pulmon [3].
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ElH2 puede aliviar los efectos adversos inducidos por la radioterapia contra el cancer o los farmacos
antitumorales. De esta manera, la administracion de H2 protegid contra la nefrotoxicidad inducida
por cisplatino y la lesion cardiaca y hepatica inducida por doxorrubicina. Estos hallazgos sugieren
que el H2 tiene potencial como tratamiento anticancerigeno y podria utilizarse para reducir los
efectos secundarios de la radioterapia y la quimioterapia en pacientes [7].

1.4.5 Reaccion quimica del Mg con un medio acuoso

En el marco del proyecto a trabajar, la utilizacion de Mg como fuente H2 representa una estrategia
innovadora para desarrollar sistemas de liberacion controlada con aplicaciones biomédicas. Se
debe tener en cuenta que el Mg al reaccionar con el agua (H20) libera hidroxido de magnesio (Mg
(OH)2); un proceso que, aunque es favorable para factores termodindmicos y que ocurre de manera
natural, se ve limitado por la formacidn de una capa alrededor del Mg que actUa como barrera y
hace que el proceso vaya mas lento. A continuacion, se puede ver la reaccion quimica que se
genera:

Mg + 2H,0 - Mg(OH), + H,
Reaccion 1. Oxidacion del Mg en agua para la liberacion de H2

La interaccion del Mg con el agua es relevante, gracias a que la cantidad de agua disponible y como
se controla, influye directamente en la velocidad y cantidad de H2 que se libera; en este sentido, la
incorporacion del Mg en sistemas poliméricos, como el PCL, se plantea como una estrategia eficaz
para controlar la liberacion del H2 de manera mas lenta y regulada y asi se pueden aprovechar sus
beneficios antioxidantes y antiinflamatorios de forma segura y durante mas tiempo en aplicaciones
terapéuticas [4] (Ver Figura 8.).
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Figura 8. Proceso bioquimico del H2.

16 | Pontificia Universidad Javeriana ¢ H2 terapéutico en sistemas poliméricos



Ademas de esto, para calcular la cantidad de H2 a liberar se realiza el siguiente procedimiento:

1. De la Reaccion 1, se ve que 1 mol de Mg genera 1 mol de H2. Por lo que se usan las masas
molares de ambas moléculas: Mg = 24.305 g/mol, H2= 2.015 g/mol.
2. Realizando la fraccion de masa de H2 producido por masa de Mg, se obtiene:

masa H,  2.015 g/mol
masa Mg~ 24.305 g/mol
Operacion 1. Relacion estequiométrica de conversion de Mg a H, basada en masas molares.

= 8.29%

Por lo que se puede decir que aproximadamente 8.29% de la masa de Mg se transforma,
tedricamente, en masa de H2 (Ver Operacion 1.).

1.4.6. Métodos de evaluacion

1.4.6.1. Lector de absorbancia y turbidez: El lector de microplacas Multiskan Skyhigh es un
espectrofotometro UV/Vis disefado especificamente para realizar mediciones de absorbancia y
turbidez en una amplia gama de aplicaciones de investigacion. Este equipo permite cuantificar
moléculas que absorben luz (como en ensayos ELISA o analisis de acidos nucleicos) y medir la
dispersion de luz producida por particulas sélidas en suspension.

a) Absorbancia: Utilizada cuando el ensayo contiene moléculas que absorben Iluz
proporcionalmente a su concentracién siguiendo la ley de Beer-Lambert. El principio de
funcionamiento consiste en hacer pasar un haz de luz monocromatica a través de la
muestra; la diferencia entre la intensidad de la luz incidente y la transmitida se registra
como el valor de absorbancia, la cual es directamente proporcional a la concentracion de la
especie de interés en el medio.

b) Turbidez: Es una propiedad dptica de una muestra que hace que la radiacion luminosa sea
dispersada y absorbida en multiples direcciones, en lugar de transmitirse en linea recta a
través de ella. Esta propiedad es causada por la presencia de particulas en suspension en el
medio que se esté analizando, cuanto mayor sea la cantidad y tamaio de estas particulas,
mayor sera la dispersion de la luz y, por tanto, mayor la turbidez del sistema. Es ideal para
medir el crecimiento microbiano o la calidad de liquidos donde las particulas dispersan la
luz.[33]

1.4.6.2. Sistema de cromatografia flash: Es un sistema automatizado de laboratorio disefiado
para la purificacion rapida y eficiente de mezclas organicas, utilizando presion para forzar el
disolvente a través de un cartucho de silice. Esta técnica se fundamenta una cromatografia de
adsorcion en la que la separacion de los componentes de una mezcla ocurre debido a sus diferentes
afinidades por la fase estacionaria y la fase movil. Los componentes con mayor afinidad por la parte
estacionaria se desplazan mas lentamente y son de caracter polar, lo que hace que interactue mas
fuertemente con su superficie; por el contrario, la fase movil es aquella que mueve o arrastra a la
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mezcla de compuestos a través de la fase estacionaria y de todo el sistema cromatografico,
generalmente esta es siempre liquida y su polaridad puede ajustarse para optimizar la separacion.

[34]
1.4.7- Estado del arte

El presente estado del arte tiene como objetivo principal analizar los avances mas recientes en el
encapsulamiento de farmacos en procesamiento de polimeros y las aplicaciones del Mg en algunos
campos de la medicina. Se realizé la revision de articulos cientificos, patentes y desarrollos
tecnoldgicos publicados entre 2019 y 2024.

Con las técnicas de procesamiento de polimeros mencionadas anteriormente, se lograron realizar
los siguientes proyectos orientados al campo de salud:

a) Dispositivo de administracion transdérmica: el cual es comprendido por microcapsulas que
son selladas por una capa microporosa. El objetivo de este sistema es mejorar la liberacion
controlada de medicamentos a través de la piel, lo que optimiza su absorcion vy
biodisponibilidad.[35].

b) Dispositivos de liberacion de farmacos recargables: este sistema permite la recarga de un
dispositivo implantado sin necesidad de cirugia, mediante la administracion de cargas
activas de farmacos por vias sistémicas. Estas cargas migran y se acoplan a dispositivos de
liberacion previamente implantados en el cuerpo, permitiendo un suministro prolongado y
controlado de medicamentos [36].

¢) Enelestudio de Geninay colaboradores se exploro la viabilidad del uso de la impresion 3D
mediante inyeccion de tinta (inkjet-based 3D printing) para fabricar implantes capaces de
liberar farmacos de manera controlada. Se disefiaron estructuras personalizadas que
incorporaban distintos principios activos, y se realizaron pruebas in-vitro para validar su
eficacia. Los resultados demostraron un control preciso sobre la forma y dosificacion,
destacando el potencial de esta tecnologia para terapias personalizadas en medicina [37].

d) Sanchez y colaboradores realizaron un estudio en el que se propuso la realizacion de
membranas porosas empleando PCL y quitosano (CS) usando la técnica de electrohilado
sometida a diferentes condiciones para evaluar la capacidad de liberacion de la vitamina
B1, también conocida como tiamina. El método de evaluacion se realizé de manera in-vitro,
tal como los objetivos de este proyecto [38].

e) Reyes en este estudio se desarrollé y analizé peliculas nanoestructuradas de PCL y 6xido
de polietileno (PEO) usando la técnica de electrohilado, con el propodsito de evaluar la
liberacion controlada de espermidina en condiciones fisioldgicas simuladas para
aplicaciones biomédicas. [39] Este trabajo es valioso, gracias a que es una técnica que se
podria tener en cuenta para el desarrollo del proyecto.

A pesar de los progresos en la aplicacion de polimeros en farmacéutica, siguen existiendo desafios
importantes en el campo. Por ejemplo, aunque los dispositivos de administracion transdérmica de

farmacos han mejorado el tratamiento de estos y que ofrecen una alternativa no invasiva para
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tratar diversas condiciones médicas; todavia se enfrentan limitaciones en cuanto a la variabilidad
de absorcidn segun el tipo de piel y el metabolismo del paciente. Asi mismo, los dispositivos de
liberacion de farmacos recargables ofrecen una solucidn prometedora para tratamientos
prolongados, pero se necesita una infraestructura especifica para la administracion y monitoreo de
las cargas, llegando a ser poco rentable para los pacientes. No obstante, este tipo de patentes, en
relacion con el objetivo del proyecto a realizar, podrian ser de dificil accesibilidad para las personas
de todos los estratos y nada compatibles con los sistemas de salud existentes, lo que limitaria su
uso e impacto social. Teniendo en cuenta la liberacion controlada de farmacos para diversos
tratamientos, se analiza el siguiente estudio:

a) Sedescribe un sistema de capsulas de gelatina del tamano de un grano de arroz que estan
integradas con nanoparticulas magnéticas y son guiadas a través del torrente sanguineo
para llegar a lugares de tratamiento especifico en el cuerpo, usando campos
electromagnéticos externos.[40]

El analisis realizado muestra avances significativos en la aplicacion de procesamiento de polimeros
en la industria farmacéutica especialmente en la administracion personalizada de medicamentos,
sin embargo, siguen existiendo muchos desafios en cuanto a su implementacion a gran escala,
debido a barreras regulatorias, costos de produccién y la necesidad de infraestructura
especializada.

Dando por terminada la parte de procesamiento de polimeros y técnicas especializadas, se
destacan también algunos trabajos e investigaciones llevadas a cabo con el Mg, sus aplicaciones y
sus beneficios en distintos tipos de pacientes, ademas de estudios sobre el uso de polimeros y
degradacion de medicamentos:

a) Enel presente estudio se llevaron a cabo evaluaciones en el comportamiento corrosivo del
Mg en una solucion simulada, en la que se usaron algunas técnicas de fosfatado y aplicacion
de peliculas biopoliméricas (quitosano y grenetina) para controlar su velocidad de
degradacion. En este estudio se llevaron a cabo varias pruebas en la que se modificaban las
condiciones en las que se aplicaba la pelicula de biopolimeros y la cantidad de fosfatado
para analizar en qué parametros se sacaba el mayor provecho del Mg. [41]

b) Enlarevision de Johnseny colaboradores se presenta un analisis exhaustivo de los estudios
clinicos y publicaciones cientificas que evalUan el potencial terapéutico del H2 en humanos.
Conocido por sus propiedades antioxidantes selectivas, el H2 ha demostrado ser eficaz en
estudios in-vitro, en animales y humanos, especialmente en enfermedades asociadas al
estrés oxidativo. Ademas, el documento analiza 81 ensayos clinicos y 64 publicaciones
centradas en humanos, encontrando indicios positivos en areas como enfermedades
cardiovasculares, cancer, patologias respiratorias, trastornos del sistema nervioso central
e infecciones. A pesar del creciente cuerpo de evidencia, laimplementacion clinica enfrenta
desafios como la baja solubilidad acuosa del H2, su naturaleza explosiva y la falta de
documentacion regulatoria suficiente. [1]

1.5 Requisitos del disefio

1.5.1. Marco legal y normativo
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Aunque este proyecto se encuentra en fase de investigacion y desarrollo, y no contempla pruebas
con pacientes ni produccion industrial, es fundamental tener en cuenta el marco normativo que
regula los procesos de disefio, fabricacion y evaluacion de un prototipo de dispositivos médicos,
especialmente por el uso de polimeros biocompatibles, técnicas de encapsulamiento y técnicas de
procesamiento de polimeros.

En primer lugar, se incluye la norma ISO 13485, la cual establece los requisitos para un sistema de
gestion de calidad aplicable a dispositivos médicos [42]. Esta norma es ampliamente aplicada al
desarrollo de productos biomédicos, debido a que se cerciora de que los procesos de disefio,
fabricacidn y control cumplan con criterios de sequridad, trazabilidad y eficacia.

Por su parte, la norma ISO 10993, orienta la evaluacion bioldgica de materiales utilizados en
dispositivos médicos. Este proyecto va mas enfocado en los apartados 5y 12, los cuales abordan
ensayos de citotoxicidad in-vitro y la preparacion de muestras [43], respectivamente, aspectos
clave al trabajar con polimeros como la PCL y su contacto con farmacos como el Mg.
Adicionalmente, se tienen en cuenta las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y las Buenas
Practicas de Laboratorio (BPL) definidas por organismos como la FDA y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) [44], las cuales garantizan condiciones adecuadas de fabricacion,
almacenamiento y control de calidad de productos médicos y farmacéuticos, ademas de garantizar
la trazabilidad, reproducibilidad y fiabilidad de los datos en las pruebas fisico-quimicas y bioldgicas.

En el caso del correcto procesamiento de polimeros y las técnicas de evaluacion, se tienen en
cuenta las normas ASTM F3268 y ASTM D638. En primera instancia la norma ASTM F3268-18a es
una guia para ensayos in-vitro de degradacion de metales absorbibles, lo cual se encuentra
ampliamente relacionado con los objetivos del proyecto al trabajar con Mg y las pruebas en
ambientes controlados [45]. Adicionalmente, la norma ASTM D638 abarca los estandares de
clasificacion de las propiedades de traccion de los plasticos, tales como la elongacion, resistencia a
la ruptura, elasticidad, entre otras [46]; gracias a esta norma se podrian evaluar las propiedades de
la PCL, polimero escogido para desarrollar el proyecto.

Finalmente, pasando a un marco normativo a nivel nacional, se debe tener en cuenta el Decreto
4725 del 2005 del Ministerio de Salud de Colombia, que regula dispositivos médicos en el pais [47];
asi como la Resolucion 8430 de 1993, que establece las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud. Segun esta resolucion, el presente trabajo de grado
se clasifica como investigacion sin riesgo, ya que no involucra pruebas in vivo, ni pacientes humanos
[48].

Asimismo, con el fin de cumplir con el marco ético legal vigente, se lleva a cabo lo pactado en la
Declaracion de Helsinki (2013), aquella que es la base ética para cualquier investigacion médica, ya
sea que involucre directamente seres humanos o, como en el caso del proyecto a presentar,
contacto indirecto. En este proyecto se establece el compromiso de respetar aspectos como la
proporcionalidad riesgo — beneficio.

1.5.2 Definicion de Stakeholders
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Teniendo en cuenta que los stakeholders son individuos, grupos u organizaciones que pueden
influir, estar interesados o verse afectados por el desarrollo del presente proyecto de investigacion
[49]. En este trabajo se clasificaron 4 tipos de stakeholders; primeramente, dentro de los
stakeholders internos se incluyen el equipo de investigacion, es decir las integrantes de este
proyecto, ingenieros biomédicos y asesores académicos, quienes participan directa y activamente
en el disefio y validacion del prototipo. Los stakeholders externos abarcan el grupo de personas que
no forman parte del equipo directo del proyecto, sin embargo, influyen en la toma de decisiones;
tales como el INVIMA, Ministerio de Salud, médicos, empresas fabricantes de polimeros y
distribuidores de Mg. Por otra parte, los stakeholders primarios son aquellos que se benefician
directamente con que este proyecto se lleve a cabo, por ejemplo, los pacientes que padecen de
alguna enfermedad como el cancer, hospitales y/o clinicas que aplicarian el sistema, la Pontificia
Universidad Javeriana Cali y, si se llega al caso, patrocinadores. Por Ultimo, los stakeholders
secundarios, son aquellos que no se ven afectados de forma directa, pero pueden llegar a tener un
interés en el proyecto, en los que se podrian incluir los proveedores de materiales necesarios para
la realizacion del sistema, la comunidad académica, sociedades cientificas y la sociedad en general.
Para tener una vision mas clara de la organizacion de los stakeholders ver la Figura 9.
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Figura 9. Representacion grafica de Stakeholders.
1.5.3. Requisitos técnicos

Segun los objetivos del proyecto, se considerd pertinente establecer los siguientes requisitos
técnicos, funcionales y clinicos para el sistema de liberacion a disefiar:

a) Biocompatibilidad: Al ser un dispositivo implantable, se buscé un material biocompatible
en la que su degradacion en el cuerpo humano no causara efectos secundarios indeseados,
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b)

(9)

d)

e)

tales como alergias, inflamaciones, irritacion o incluso la muerte. Es por esto por lo que se
trabajo con la PCL, en el que, aunque no se utilizaron pruebas in-vivo con células, es un
material altamente biocompatible, del cual ya se hablo anteriormente.

Estabilidad: Con este requisito se busco evaluar la conservacion de la esencia del farmaco,
por lo que en el encapsulamiento el farmaco se conservaron sus propiedades iniciales.
Degradacion: En este apartado, se busco que su degradacion fuera controlada y en el
tiempo establecido segun las condiciones en las que se trabajo el encapsulamiento y el
polimero; ademas de que se buscé generar una degradacion total del polimero y por ende
del Mgy H2 terapéutico.

Tasa de liberacidn: Al igual que en la degradacion, la tasa de liberacion debid ser
controlada y las condiciones de medicion fueron evaluadas en gramos de Mg liberado por
unidad de tiempo; las cuales, en ensayos futuros dependeran en las necesidades del
paciente.

Tamaiio: Teniendo en cuenta los objetivos planteados, se quiso que el tamafio fuera
adecuado para un sistema implantable.

Buen uso del material: Con el fin de usar solamente la cantidad necesaria de material
durante el proyecto y no generar desperdicios de este, se llevo un conteo del material
gastado, por lo que lo desperdiciado se midi6 en los gramos del polimero y se establecio un
limite de material a utilizar.

1.6 Restricciones del diseno

En el disefno del sistema se contemplaron una serie de requisitos que aseguraron su viabilidad

técnica, economica y experimental. Estos requisitos partieron tanto de las condiciones funcionales

y de desempefio que se esperaron del prototipo, como de las limitaciones practicas derivadas de

los recursos disponibles. En este sentido, resultdé fundamental establecer de manera clara las

restricciones asociadas al proyecto, ya que estas orientaron la seleccion de materiales, métodos de

fabricacién y herramientas de trabajo, garantizando que el desarrollo se mantuviera dentro de los
parametros realistas y alcanzables.

1.6.1

Presupuesto
Materiales y consumibles:

- PCL grado biomédico - 500g: $15.000

- Mg (polvo) - 500 g: $150.000

- Solventes y reactivos (buffers, disolventes, reactivos de ensayo): $200.000
- Consumibles de laboratorio (vidrio, filtros, jeringas): $150.000

Teniendo en cuenta los recursos fisicos necesitados para la realizacion de los componentes
practicos del proyecto, se utilizaron los siguientes espacios y equipos proporcionados por
la Universidad:

- Uso de equipos de laboratorios basicos
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- Acceso a software especializado
- Ingenieros de apoyo
- Espacio fisico y energia

1.6.2 Alcance

Dentro del alcance del proyecto se incluye el desarrollo de un prototipo a escala de laboratorio o
piloto, que permitiera la fabricacion de muestras experimentales compuestas de PCL y Mg. Estas
muestras fueron sometidas a ensayos in-vitro de liberacion controlada, complementadas con
controles de calidad como la evaluacion dimensional, el porcentaje de Mg incorporado y el perfil de
liberacion obtenido en condiciones simuladas. Asimismo, se contempld la elaboracion de un
informe técnico que consolidara los resultados y analisis obtenidos, garantizando un registro
sistematico del proceso y de las conclusiones derivadas.

Por otro lado, se excluyd del presente proyecto cualquier tipo de ensayo clinico en humanos, asi
como la implementacién de validaciones completas bajo normativa BPM (Buenas Practicas de
Manufactura), dado que estas corresponden a etapas posteriores y de mayor complejidad
regulatoria. Tampoco se abordo el escalado industrial masivo de la tecnologia, ni estudios de
estabilidad a largo plazo bajo lineamientos ICH (Consejo Internacional para la Armonizacion de
Requisitos Técnicos para Productos Farmacéuticos de Uso Humano), salvo pruebas acotadas a
corto plazo que aportan informacion preliminar sobre la estabilidad de las muestras en condiciones
controladas de laboratorio.

1.6.3 Recursos por emplear

- Personal: lider del proyecto, técnico de laboratorio, operador de equipo de procesado
de polimero, responsable de coordinacion de analisis externo.

- Equipos: impresora/extrusora compatible con PCL; horno/secador; balanza analitica;
micrometro; bafio termostato con agitacion; pH-metro; equipo para muestreo.

- Insumos/materiales: PCL grado biomédico, Mg (en estado metalico), aditivos
biocompatibles limitados, soluciones tampdn, material de vidrio, consumibles de
laboratorio.

- Infraestructura: Laboratorio con ventilacion, almacenamiento seco y frio si requerido,
area limpia basica para muestreos.

1.6.4 Materiales disponibles

- Materiales disponibles (supuesto): PCL (grado laboratorio), Mg en polvo,
consumibles de laboratorios normales.

- Acceso alaboratorios: laboratorio universitario de polimeros/mecanica; posibilidad de
servicios externos

- Restricciones criticas: sumar costos y tiempo para analisis externo, pruebas in-vitro
con células.

1.6.5 Tiempo
- Plazo sugerido (fase prototipo): 5-8 semanas
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- Restriccidn real: disponibilidad de equipo (horas maquina), tiempo de analisis externo
y tiempos de entrega de insumos.

- Impacto: demoras en analisis o0 en compra de materiales retrasan iteraciones vy
validaciones.

1.6.6 Entornode uso

- Destinoinicial: uso in-vitro y pruebas en laboratorio; manejo por personal entrenado.

- Condiciones ambientes previstas: temperatura ambiente controlada (20-25 °Q),
almacenamiento en sitio seco y protegido de luz.

- Restriccion: no disefado para uso domiciliario ni para aplicacion clinica sin
validaciones adicionales.

1.6.7 Barreras regulatorias y éticas

- Regulatorias: requerimientos de 1SO 10993 (biocompatibilidad) en fases avanzadas;
documentacion para registro sanitario; trazabilidad y control de proveedores.

1.6.8 Restricciones de contexto

Costo: presupuesto limitado impone priorizar pruebas clave y usar servicios externos solo para
analitica critica; priorizar métodos de cribado rapido (calidad del material, desempefio de un
prototipo, la liberacién de Mg) cuando sea posible.

Ambiente: condiciones de laboratorio universitario; limita toleraciones de producciony control
de contaminacion.

Usuarios: personal entrado en esta fase; son los estudiantes investigadores y docentes
supervisores; se requiere que los procedimientos sean claros, replicables y seguros,
considerando la capacitacion limitada en manipulacion de biomateriales y reactivos
especializados.

Tiempo: el cronograma estd determinado por la duracion del proyecto de grado
(aproximadamente 6-12 meses), lo cual restringe la posibilidad de realizar pruebas a largo plazo
o estudios clinicos, limitandose a experimentacion in-vitro y caracterizacion inicial.
Normativo/ ético: al tratarse de un sistema con potencial aplicacion biomédica, se debe
considerar en esta fase las normativas de biocompatibilidad y las buenas practicas de
laboratorio; sin embargo, no se contempla aun un proceso de aprobacion regulatoria completo.

1.7 Contribucion del proyecto a la formacion en ingenieria

El presente proyecto de grado representa un ejercicio formativo integral en el campo de la

ingenieria biomédica, gracias a que permite aplicar de manera practica y articulada los

conocimientos técnicos adquiridos a lo largo del programa académico y su articulacion en el disefio

de una solucién innovadora para un problema planteado. El desarrollo del prototipo implantable

de encapsulacion vy liberacion controlada de H2 terapéutico, requiere la integracion de

fundamentos en biomateriales, modelado computacional, técnicas de solucion de problemas y

métodos de evaluacion in-vitro. Este proceso impulsa la capacidad de abordar problemas

complejos con un enfoque interdisciplinario, aplicando principios de bioquimica, biofisica, biologia

molecular e ingenieria de materiales en un mismo contexto, que es el disefio biomédico.
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Asimismo, el proyecto es una oportunidad clave para fortalecer el trabajo en equipo, mediante la
coordinacion de tareas, la comunicacion efectiva entre las partes involucradas y la construccion de
soluciones. La interaccion con el cuerpo docente y la retroalimentacion académica aportan a la
simulacion de entornos profesionales, en los cuales el éxito de la investigacion y el disefio dependen
de factores como la colaboracidn entre varios campos y la integracidn de diferentes perspectivas.

Ademas de esto, la toma de decisiones dentro del proyecto ha estado limitada a situaciones reales
como condiciones presupuestales, cantidad de material disponible, acceso a equipos vy
normatividad relacionada con el proyecto. En este sentido, el ejercicio permite desarrollar
competencias como la priorizacion de recursos, la seleccion de posibles alternativas en caso de
contratiempos y gestion de criterios de sequridad y reproducibilidad de resultados; caracteristicas
que son aplicadas ampliamente en la practica de la ingenieria en escenarios reales.

Finalmente, el proyecto se crea a partir de una necesidad clinica especifica, por lo que se busca un
enfoque centrado en los requerimientos del usuario. Con este sistema se busca mejorar la calidad
de vida de pacientes que presentan deficiencia de magnesio y enfermedades derivadas por esta
razon, ofreciendo un tratamiento personalizado, de liberacion controlada y con menores efectos
secundarios que los métodos de administracion mas usados actualmente; es por esto que por lo
que la propuesta presenta un enfoque claro que va direccionado hacia la innovacion biomeédica con
impacto social.

1.8 Metodologia

El presente proyecto siguio los principios del método de disefio en ingenieria, el cual permite
abordar problemas técnicos basados en un sistema de resolucidon, donde se identifica una
necesidad y se implementa una solucion funcional. En este se llevaron a cabo tres fases basadas en
los objetivos especificos mencionados anteriormente, con el propdsito de desarrollar un prototipo
de encapsulamiento de Mg utilizando técnicas de procesamiento de polimeros.

1.8.1 Fase uno: Analisis e investigacion del contexto, y definicion del problema

El objetivo de la presente fase es recopilar y analizar informacion relevante para el proyecto; en
esta se investigaron las técnicas de encapsulamiento de farmacos, asi mismo como las distintas
aplicaciones médicas vy fisiologicas del H2, con el propdsito de definir el problema de disefio y
establecer los requerimientos necesarios para llevar a cabo el prototipo funcional. Las actividades
por desarrollar para esta primera fase son las siguientes:

1.8.1.1 Revision de bibliografia: se buscaron y analizaron articulos cientificos, libros y fuentes
confiables sobre las técnicas actuales de encapsulamiento y su relacion con las técnicas de
procesamiento de polimeros. Por otro lado, se reunid informacion sobre posibles polimeros
existentes que cumplieran con los requisitos para llevar a cabo el prototipo, tales como sus
condiciones de degradacion, mecanismos de liberacion y algunas ventajas y limitaciones; en el caso
de este proyecto, se profundizé la informacion en la PCL como polimero de interés para realizar los
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analisis. Por Ultimo, al ser el magnesio el mineral de interés, se busco informacién sobre sus
funciones en el organismo, enfermedades tratas y usos médicos existentes.

1.8.1.2 Analisis del estado del arte: Con el fin de enriquecer el proyecto, se indagd en estudios
previos que integraran procesamiento de polimeros con liberacién controlada de farmacos.
Ademas de explorar algunos avances y prototipos similares existentes, evaluando sus ventajas,
desventajas y posibles oportunidades de mejora. En este campo se pudieron incluir también
estudios que involucraran el magnesio y su utilizacion en campos relacionados con la liberacion
controlada de H2; con el propodsito de definir un problema especifico, que llevara a una solucion
funcional y valiosa en el desarrollo del proyecto.

1.8.1.3 Definicidn del problema de disefio: A partir de la informacion recolectada, se formulé una
descripcion clara del problema que se buscaba resolver en el proyecto; en el que se identificaron las
necesidades médicas y tecnoldgicas no cubiertas en los tratamientos ya existentes de la liberacion
de Ha.

1.8.1.4 Determinacion de requisitos preliminares: Junto con la definicion del problema se
establecieron criterios funcionales basicos que se buscaba cumplir con el prototipo, ademas de las
caracteristicas fundamentales que se debian tener en cuenta a la hora de disefar el prototipo.
Algunas de ellas fueron la biocompatibilidad del material, el tipo de liberacion, la forma de
dosificacion, la escalabilidad del procedimiento, degradacion del polimero, entre otras.

1.8.2 Fase 2: Disefio conceptual y técnico del prototipo

En este apartado se buscd disefiar un prototipo funcional de cdpsula o implante que fuera
biocompatible y permitiera la liberacion regulada de H2, integrando los conocimientos adquiridos
en la fase informativa anterior. Las actividades por desarrollar son las siguientes:

1.8.2.1 Definicion de especificaciones técnicas: Para poder realizar el disefio correctamente se
establecieron algunos requerimientos funcionales y estructurales del prototipo, tales como sus
dimensiones, geometria interna y externa, tipo de liberacidon segun la necesidad, dosis estimada de
Mg y biocompatibilidad con el entorno fisioldgico.

1.8.2.2 Seleccion del polimero: Debido a las caracteristicas de la PCL, se encuentrd que es el
polimero mas adecuado para el proyecto. Este es adecuado para tener contacto con el cuerpo
humano y es compatible con técnicas de procesamiento de polimeros, que fueron mencionadas
anteriormente en el marco tedrico; algunas de las propiedades esenciales que se tuvieron en cuenta
para la eleccion fueron su degradabilidad, porosidad, tiempo de liberacion y capacidad de
encapsulacion.

1.8.2.3 Revision de técnica a trabajar: Con el fin de determinar la técnica a utilizar en el proyecto,
se hizo una revision de la literatura consultada en las fases anteriores en la que se comparan las
técnicas que se estan teniendo en cuenta para el desarrollo experimental del sistema implantable.
El propdsito de esta fase fue identificar los métodos mas adecuados para garantizar que el sistema
cumpla con los requisitos preliminares establecidos, como la biocompatibilidad con el medio,
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tiempo de degradacion del polimero, estabilidad estructural, reproducibilidad de los resultados y
liberacion controlada del Mg e Ha.

Se evaluaron cuatro alternativas de fabricacion: electrohilado, impresion 3D, liofilizacion vy
microesferas de polimero, las cuales fueron comparadas mediante una matriz Quality Function
Deployment (QFD) que priorizo la tasa de liberacion, la estabilidad del sistema y la
biocompatibilidad como criterios de mayor importancia relativa. La impresion 3D fue descartada
por limitaciones de compatibilidad del Mg con las altas temperaturas de extrusion y la resolucion
insuficiente de los equipos disponibles. Las tres técnicas restantes dieron origen a protocolos
experimentales implementados en la fase siguiente. Adicionalmente, se realizaron pruebas
preliminares de disolucion del polimero mediante bafo maria a 100°C durante 10 minutos,
verificando las condiciones térmicas bajo las cuales la PCL alcanza su fusion completa y adquiere
una consistencia moldeable.

1.8.3 Fase 3: Fabricacion y evaluacion del prototipo

En esta Ultima fase se tuvo como propdsito construir y validar el comportamiento del prototipo
funcional disefiado en la fase anterior. Se utilizaron las técnicas de procesamiento de polimeros
seleccionados y se llevaron a cabo ensayos in-vitro que permitan evaluar el desempefio en términos
de liberacion de H2, capacidad de retencion y eficiencia del disefio, con el fin de determinar futuras
mejoras. Las actividades que se desarrollaron en esta fase fueron las siguientes:

1.8.3.1 Fabricacion del prototipo: Se investigaron y ejecutaron tres técnicas de procesamiento del
polimero PCL para la fabricacion de los prototipos, elegida por su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y propiedades mecanicas adecuadas. Las técnicas evaluadas fueron:

- Calentamientoy moldeo (Negro): Se fundieron 2 g de PCL en bafio maria a 200 °C durante
10 minutos. Posteriormente se incorporo 1/3 del volumen total de magnesio recolectado
(0,33 ml) y se homogenizéd mediante vortex. Dado el rapido endurecimiento del PCL, la
mezcla se devolvio al bafio maria por aproximadamente 5 minutos antes de proceder con
el moldeo en una caja para puntas de 1000 pL. Tras secado overnight, se obtuvieron 10
muestras con pesos entre 0,06 g y 0,12 g, evidenciando cierta variabilidad en la
estandarizacion del proceso.

- Extrusion manual asistida por solvente (Rojo): Se disolvieron 2 gde PCL en 4,5 mlde DCL
dentro de una jeringa, dejando reaccionar overnight (tiempo de reaccion estimado: 15-20
minutos). Una vez disuelto completamente el polimero, la mezcla fue extruida y
depositada en un molde de caja para puntas acondicionado con papel Parafilm. Tras un
segundo secado overnight, se obtuvieron 3 muestras con pesos de 0,12 g, 0,17 gy 0,15 g,
observandose una estructura porosa en las mismas.

- Disolucion y moldeo (Azul): Se disolvid 1 g de PCL en 5 ml de DCL en un beaker, dejando
reaccionar overnight hasta obtener una masa moldeable. Se incorporaron 0,25 ml de
magnesio y la mezcla se depositd sobre papel Parafilm, moldeandose manualmente hasta
obtener una forma circular, usando una caja para puntas como guia. Se obtuvieron 6
muestras con pesos entre 0,10 gy 0,17 g.
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1.8.3.2 Integracion del Mg al sistema: El magnesio fue integrado al polimero mediante métodos
fisicos directos, variando segun la técnica empleada. En el método de calentamiento, el magnesio
fue incorporado directamente al PCL fundido y homogenizado por vértex. En el método de
disolucidn, se afiadi6 a la masa polimérica ya formada antes del moldeo final. En total, se trabajo
con 1 mlde magnesio medido en volumen, dividido proporcionalmente entre los tres métodos (0,33
ml cada uno). Para evaluar la estabilidad estructural e iniciar el analisis de retencion, el 14/03/2026
se sumergieron 8 muestras representativas (3 azul, 3 negro y 2 rojo) en 3 ml de solucion salina
durante 24 horas, registrandose el peso inicial y el peso tras ese periodo como indicador preliminar
de integridad estructural.

1.8.3.3 Evaluacion de la tasa de liberacion de PCL, Mgy Hz indirecto:

Se disefaron 2 protocolos experimentales, el primero para evaluar la degradacion del PCL y el
segundo para evaluar indirectamente la tasa de liberacion del H2 respectivamente:

e Solucion salina: Como se menciond anteriormente, se utilizé este medio para evaluar la
degradacion de la PCL; por lo que las muestras fueron sumergidas en vasos con 3 ml de
solucidon salina, midiendo peso y absorbancia a las 24 horas mediante un lector
multiscanner (Multiscan SkyHigh) a A1 =700 nm y A2 = 600 nm. Los valores de absorbancia
a las 24 horas oscilaron entre 0,050 y 0,087 para las distintas muestras y controles.

e Azul de metileno (medicion indirecta de H2): Para la evaluacidn indirecta de H2, el
14/03/2026 se prepararon tubos de centrifuga con 1 gota de azul de metileno completados
a 5 ml con agua, midiendo absorbancia a A = 600 nm/ 595nm. Los valores del control con
magnesio alcanzaron 3,33-3,56, mientras que las muestras azules, negro y rojo registraron
valores de 3,371, 3,550 Y 3,379 respectivamente. Dado que la alta concentracion dificultaba
la lectura del equipo, se diluyeron las muestras con 2 ml de agua hasta completar 7 ml.

Dado que el tiempo de degradacion natural del PCL resultd ser prolongado, el 17/03/2026 se decidid
incorporar actividad enzimatica (Pancreatina/simeticona de MK) para acelerar el proceso de
degradacion, simulando condiciones pancreaticas con actividad proteasa, lipasa (6500 U FIP por
capsula) y amilasa. Se afiadieron 1,7 ml de la solucién enzimatica por cada 2,5 ml de medio en los
vasos y 4,76 ml por cada tubo de centrifuga con azul de metileno. Adicionalmente, las muestras
fueron incubadas a 37°C para simular las condiciones fisioldgicas de degradacion del sistema.

El sequimiento de absorbanciay turbidez se realizd en intervalos definidos cada 1-2 dias La turbidez
fue medida a 600 nm y 595 nm para las muestras en solucidn salina, observandose una tendencia
variable entre muestras. El 26/03/2026 se realizé cambio completo del medio, reponiendo solucidon
salina fresca con actividad enzimatica (1 capsula triturada en 35 ml de solucion salina), y en el caso
de azul de metileno se agregd 1 gota de colorante completando hasta 7 ml con agua y anadiendo
4,7 ml de mezcla enzimatica.

1.8.3.4 Determinacion de la capacidad de retencion del Mg y la degradacion del PCL:
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Para evaluar la capacidad de retencion del Mg en los prototipos fabricados, se realizéd un
seguimiento gravimétrico de cada muestra a lo largo del tiempo. Previo a la inmersion en el medio
de degradacion, se registréd el peso inicial de cada muestra como valor de referencia.
Posteriormente, las muestras fueron pesadas en intervalos definidos durante el periodo
experimental, permitiendo comparar la masa retenido frente a la masa inicial e identificar las
pérdidas progresivas asociadas a la degradacion del sistema. Con esta informacion se busco
determinar si el disefio cumplié adecuadamente su funcidn de contener el magnesio hasta el
momento deseado de liberacion.

1.9 Plan de trabajo (cronograma)

Fases Actividades Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4 Mes 5§ Mes 6 Mes 7 Mes 8 Mes 9 Mes 10 Mes 11 Mes 12

Analisis. investigacion|Revision bibliografica

de contextoy  |Analisis del estado del arte

definicion del Definicion del problema de disefio

problema Determinacion de requisitos

Definicion de especificaciones técnicas

Disefio conceptual o 2
plualy Seleccion del polimero

técnico del prototipo = o =
! Protolipo o vision de técnica a utilizar

Fabricacion del prototipo

Fabricacion y Integracion del Mg al sistema

evaluacion del Evaluacion de la tasa de liberacion

prototipo Determinacion de la capacidad de
retencion del magnesio
) Doc tacion
Clemre Informe final

Figura 10. Cronograma de actividades.
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2 Fase de Sintesis

2.1 Disefio conceptual

Previo a la definicion de los parametros especificos del sistema, se realizé un diagrama de caja
negra con el fin de identificar y relacionar las entradas, los procesos intermedios y las salidas del
sistema propuesto. Como se observa en el Figura 11, las entradas corresponden a las materias
primas, como el Mgy el PCL, asi como los recursos de procesamiento necesarios para la fabricacion
del sistema. A partir de estas entradas, se desencadena una serie de procesos intermedios que
incluyen laimplantacién del sistema en un entorno simulado, lainteraccion con la matriz polimérica
y la degradacidn progresiva de la PCL, procesos que en conjunto favorecen tanto a la generacion
de H2, como a su liberacién controlada. Como resultado, el sistema genera tres salidas principales:
Mg, H2 y el polimero degradado.

Entradas Procesos intermedios Salidas
Materia prima Implantauon el Reaccion del Mg )
sistema en el con el medio — Magnesio (Mg)
- Policaprolactona entorno
(PCL) Ll simulado — =
- Gramos de magnesio I Produccion de
H2 terapéutico
Interaccion Hidrégeno
Recursos de procesamiento con la matriz terapéutico (H2)
—
- Solventes l Liberacién
- Equipo de espectrofotometro Degradacion controlada de Mg
- Pardmetros de fabricacién | L | progresivade la desde la matriz Bolimers
- Equipo de cromatografia flash PCL (Creacion de _] T deaaiads
poros / canales) g
|

Figura 11. Diagrama de caja negra.
2.1.1 Cuantificacidn de los requisitos del disefo:

En orden de cumplir con los requisitos del disefio planteados en la fase anterior, se propone la
siguiente cuantificacion:

a) Biocompatibilidad: Cuantificar la biocompatibilidad se basa en los ensayos realizados en
la1SO 10993 en el que se emplean técnicas de citotoxicidad y el criterio de aceptacion es de
> 70% . Asimismo, la normativa estipula que la PCL es completamente segura para entrar
en contacto con fluidos y tejidos humanos, ademas de ser un polimero que se degrada
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completamente en el cuerpo, por lo que es seguro que no dejara residuos nocivos en el
paciente. Cabe resaltar que este proyecto no llegara a pruebas in vivo.

b) Estabilidad: Para realizar una medicion de esta caracteristica del sistema, se tuvieron en
cuenta el porcentaje de los gramos de magnesio liberado por dia, segun las caracteristicas
planteadas a la hora de realizar el sistema implantable. Teniendo en cuenta estas unidades
se puede plantear la Ecuacion 1:

E(t) = ? x 100%
0

Ecuacion 1. Porcentaje de liberacion relativa respecto a la concentracion inicial.
Donde E(t) es la estabilidad en el tiempo t, C(t) concentracion del farmaco en este mismo
tiempoy C, a concentracion inicial del farmaco. En este caso, el criterio de aceptacion
para determinar que el sistema es estable es de = 9o-95% de la concentracion inicial.

¢) Degradacion: Como fue mencionado en la anterior fase, este criterio consistio en calcular
la pérdida de masa del polimero y evaluar la liberacion total del Mg y del H2 terapéutico.
En adicion, la unidad de medida es el porcentaje de pérdida de masa y porcentaje de
liberacion acumulada. La duracion de la terapia usualmente es de 2-3 meses, en lo que la
concentracion de magnesio dependera del género y edad de cada paciente. Para hombres
se encuentra en un rango de 400 mg/ dia — 420 mg/dia y para las mujeres entre 310 mg/dia
—320 mg/dia [50]. Teniendo en cuenta que también se busca liberar H2 y que se llegd a la
conclusion de que aproximadamente 8,29% de la masa de Mg se transforma,
tedricamente, en masa de H2, se realiza el siguiente calculo para determinar la cantidad de

liberacion del H2:
1. Para los hombres se transforman los 400 mg — 420 mg de magnesio por dia

(Ver Operacion 2.):

400 = 0.0829 = 33.16 mgH, /dia
420 = 0.0829 = 34.81 mg H,/dia

Operacion 2. Célculo de cantidad de H2 en hombres por dia.

2. Paralas mujeres se realiza el mismo procedimiento (Ver Operacion 3.), solo que
con rangos de 310 mg — 320 mg por dia:

310 * 0.0829 = 25.69 mgH, /dia
320 % 0.0829 = 26.52 mg H,/dia
Operacion 3. Célculo de cantidad de H2 en mujeres por dia.

Teniendo en cuenta que las terapias con magnesio duran de 2-3 meses, se estima que la
cantidad de Mg liberada durante ese tiempo es de 24000 mg por el tiempo de la terapia.
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d) Tasade liberacion: Como su nombre lo indica, la métrica que se cuantifico iba a ser de Mg

e)

liberado por unidad de tiempo (mg/dia o g/dia), sin embargo, el H2 al ser complejo de
cuantificar, se evaluo indirectamente mediante la reaccion par redox MB/LMB. El criterio
de aceptacion es que la liberacion sostenida tenga una variabilidad < +£20% entre
muestras experimentales.

Tamano: Las métricas de medicion de este requisito son las dimensiones maximas y masa
del implante. Basandose en las técnicas ya existentes de dispositivos implantables, se
considera que el tamafo optimo del implante seria de aproximadamente 1mm x smm, para
que se pueda implantar utilizando un catéter.

Buen uso del material: La métrica que se evalud fue la cantidad de material desperdiciado
con respecto al total utilizado. Para realizar la cuantificacion llevd un registro de los gramos
de material inicial y de producto final. En este caso, se quiso generar el minimo desperdicio
en el proyecto, por lo que el criterio de aceptacion de esta métrica debe ser < 15% del PCL
por lote.

2.2 Generacion de alternativas

Alo largo del planteamiento del proyecto se dialogaron posibles soluciones al problema a trabajar,
las mas destacadas fueron las siguientes (Ver Tabla 1):

a.

"Sistema de liberacion controlada de Hz2 empleando electrohilado”: Mediante esta
solucion se busca generar una geometria de tipo “andamio” para incorporar el Mg al
sistema. Con esta técnica se permite tener un control sobre la porosidad y el diametro de
la fibra, lo que permite regular la entrada y salida de componentes como el Mg y el H2
terapéutico. Ademas de esto, el electrohilado es una técnica accesible y versatil para
obtener las muestras e implementar en las pruebas de laboratorio; en la que se puede
modular el tiempo de degradacion y liberacidn, ajustando parametros como el voltaje,
concentracion de solucion o flujo. Sin embargo, una desventaja notable es que se corre un
riesgo de que se presente una liberacion inicial rapida, lo que podria reducir la eficacia
terapéutica y generar efectos indeseados.

“Impresion 3D en PCL del modelo de pildora implantable cargada de Mg”: Al iniciar el
proyecto se tenia el propdsito de trabajar con modelado en CAD para implantar el Mgen el
modelo impreso con el polimero a utilizar. Esta técnica nos permitiria un amplio margen de
estructura para lograr una optimizacion, disefio y del perfil de liberacion del farmaco. Una
de las principales desventajas encontradas en la solucion es que requiere de instrumentos
especializados para su realizacidon y por la técnica se pueden presentar fallas en la
degradacion especifica.

"Liofilizacion de una matriz porosa de PCL cargada de Mg”: En esta solucion se plantea
obtener una matriz porosa mediante la técnica de procesamiento de polimeros
denominada liofilizacion, en la cual se busca separar el agua de una disolucion empleando
congelaciéon y posteriormente sublimacidon del hielo a una presion especifica. De esta
forma, el resultado seria una matriz solida altamente porosa que favorece a una liberacion
controlada del Mgy el H2; no obstante, esto condiciona la precision en la forma y el tamariio
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del sistema. Asimismo, se ha comprobado que para preservar las biomoléculas y evitar
danos por formacion de cristales de hielo en los sistemas, es necesario contar con
crioprotectores. De igual manera, si se desea aumentar la produccion debido a
evaluaciones del sistema, se podria perder efectividad en este.

"Microesferas de PCL cargadas de Mg”: Como fue mencionado anteriormente en el marco
teorico, este método consiste en encapsular el Mg dentro de esferas de PCL para lograr una
liberacion controlada y sostenida. Una de las ventajas fundamentales de esta técnica es
que el Mg se liberara de manera gradual conforme se degrada la microesfera de PCL,
evitando liberaciones rapidas que podrian generar toxicidad local o acumulacion de este.
Ademas de esto, este método permite ajustar el tamafio, morfologia y distribucion del
sistema, lo cual se vuelve muy Util a la hora de reproducir el procedimiento. No obstante,
en caso de que ocurra alguna reaccion adversa no se podra retirar el sistema, solamente se
podria recuperar el estado inicial cuando el sistema se haya degradado totalmente, y se
haya liberado y eliminado completamente el Mg del cuerpo del paciente. Un punto a tener
en cuenta es que, si las microesferas no tienen una distribucion uniforme y simétrica, la

liberacion puede volverse irregular.

Tabla 1. Alternativas de solucion

Funcion [ Requisito  Alternativa a

Método de
fabricacion
(elementos
empleados)
Dilucion del
polimero

Forma del sistema

Método de
incorporacion

Estabilidad de la
estructura

Electrohilado (uso
de equipo
especializado)

Calor | Solvente
(Diclorometano
(DCM),
Cloroformo
(CHCL3))
Fibras
nanomeéetricas /
micrométricas
Mezcla en
filamento para
imprimir

Alta estabilidad
mecanica, pero
puede ser sensible
a degradacion por
hidrolisis

Alternativa b
Impresion 3D
(impresoras 3Dy
preparacion de
filamentos)
Calor

Andamio poroso
3D con geometria
controlada
Inclusion en la
solucion
polimérica para
electrohilado

Muy alta,
controlada por el
disefio
geométrico;
estructuras
robustas y
reproducibles.

Alternativa c
Liofilizacion
(Congelaciony
sublimacion al
vacio)

Solvente
(Diclorometano
(DCM), Cloroformo
(CHCL3))

Estructura
esponjosa, porosay
ligera

Dispersion de Mg en
la solucion antes de
congelary sublimar

Menor estabilidad
mecanica,
estructura fragily
quebradiza.
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Alternativa d

Microesferas
(disolvente organico,
emulsion simple o
doble)

Solvente
(Diclorometano
(DCM), Cloroformo
(CHCL3))

Esferas
microscopicas.

Encapsulacion
directa, dispersion del
Mg en la solucion de
PCL antes de la
emulsion.

Buena estabilidad
estructural gracias a
la forma del sistema,
pero depende del
tamano de la esferay
la técnica de emulsion
empleada.



Control de Controlada por Inicial rapido pero | Dependiente del Liberacion controlada
liberacion porosidad y disefio | ajustable por hinchamiento y por tamano de
geométrico didmetro de fibra  degradacidondela particula y densidad
espuma polimérica.
Desventajas Riesgo de Instrumentos Necesidad de Si las microesferas no
liberacion inicial especializados crioprotectores, tienen una
rapida para surealizacion  escalabilidad distribucion
y posibles fallasen  limitada, proceso uniforme, la
la degradacion lento y costoso, liberacion puede
poca precision del volverse irregular.
tamafio y forma del  Uso de solventes
sistema. organicos que puede
generar toxicidad
residual, dificil
reproducibilidad de
un tamano especifico.
Costo Medio-alto, ya que = Alto, se requiere Alto costo Bajo-medio, depende
se necesita equipo  deimpresoras 3D,  energéticoy de de solventesy
especializado e software de insumos necesarios =~ homogenizadores,
insumos para este. = modeladoy para la fabricacion pero es mas
preparacion de del sistema. econdmico que la
filamentos. liofilizacion e
impresion 3D
Figuras Ver Figura 2. Ver Figura 4. Ver Figura 6. Ver Figura 7.

2.3 Seleccion de la solucion preliminar

Teniendo en cuenta los requisitos y restricciones de disefio, se realizd el siguiente grafico QFD (Ver
Figura 12), con el fin de identificar las caracteristicas que se deben priorizar a la hora de realizar un
prototipo funcional; ademas de esto, sirve como guia para el cumplimiento de los objetivos
planteados al inicio del proyecto.

En la Figura 12 se clasificaron en una escala de 0-9 segun el nivel de importancia entre los
requerimientos del cliente y los requerimientos técnicos que fueron planteados en secciones
anteriores para determinar cuales niveles priorizar y de esa manera dimensionar los valores mas
altos. A partir de este analisis, se identificaron como variables criticas la tasa de liberacion
(Importancia absoluta de 287), la estabilidad del sistema (Importancia absoluta de 265) y
biocompatibilidad (Importancia absoluta de 181), las cuales orientan directamente las decisiones
de disefio y fabricacion.

En este sentido, la seleccion de los métodos de fabricacion se realizd con base en la capacidad de
cada técnica para responder a estos criterios priorizados. Para la tasa de liberacion, se requieren
métodos que permitan un control preciso de la porosidad y la geometria del sistema, como la
impresion 3D. En cuanto a la estabilidad del sistema, se priorizan técnicas que garantizaran
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uniformidad estructural y reproducibilidad, como la extrusion de filamentos. Finalmente, la
biocompatibilidad exige el uso de materiales y procesos que no alteraran las propiedades bioldgicas
del sistema, favoreciendo métodos como la fabricacidn con polimeros biodegradables (ej. PCL)
mediante técnicas de manufactura aditiva.

De esta manera, el QFD no solo permitio priorizar requerimientos, sino que también fundamento
la seleccion de las técnicas de fabricacion mas adecuadas para el desarrollo del sistema propuesto.
Es por esto, que se evaluaron las alternativas planteadas anteriormente en la seccion 2.2, entre
ellas, el electrohilado, la impresion 3D, la liofilizacion y microesferas. Por un lado, la impresion 3D
fue descartada ya que cuenta con un costo alto, equipos y software especializados, asi como la
complejidad en la preparacion de filamentos con una incorporacion homogénea de magnesio.
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J + + - - + + -
clientes ;qué? (1-5)
) idad y bi tibilidad 5
eg.url ad y biocompatibilida 9 8 5 5 8 0
del implante
Liberacion controlada de Mg/H2 4 9 9 2 7 9 0
Tamano implantable 3 5 3 9 2 2 3
Degradacion sin efectos 5 9 7 5 9 9 0
adversos
Estabilidad 5 8 7 5 8 9 0
Buen uso del material 2 0 0 7 5 1 9
Importancia Absoluta 181 287| 155 177 265 15 0
Relativa 16,759 26,574 14,35 16,389 24,537037 1,38889 0
Valores meta >70% < +20% Amms) 2= < 15%

mm 3meses =90-95%
Figura 12. Casa de calidad. (QFD, Quality Function Deployment).

2.3.1  Protocolos experimentales
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Se esquematizaron los siguientes procedimientos experimentales, con el propdsito de simplificar
los procesos para realizar la correcta eleccion de la solucidn preliminar. En las Figuras 13 A), B) y Q)
se pueden observar los protocolos preliminares que se planean ejecutar empleando distintas
técnicas planteadas a lo largo del documento; las cuales estdn sujetas a cambios que puedan surgir
en la ejecucion del proyecto.

Protocolo experimental de electrohilado

. . Formacion del
Preparacion Ajuste del
" 5 : cono de Taylory
Inicio de la solucion sistema de i
oy : expulsion del
polimérica electrohilado :
polimero

Estiramiento y

Caracterizaciony

. Post- Deposicién en g
control de calidad focesamiento eFI)coIector solidificacion
del sistema P del PCL
Figura 13. A) Protocolo experimental de electrohilado.

Protocolo experimental de liofilizacién
Preparacion Preparacion Emulsificacion de la
de la fase de la fase fase organica (O)y
organica (O) acuosa (W) la fase acuosa (W)
Transferir Repartir la
Secar al vacioy Extraccion de congelados al emulsién en
almacenar en solvente residual liofilizador y moldes pequefios
envase sellado. y lavado realizar secado y congelar

Caracterizaciény
control de calidad
del sistema

B). Protocolo experimental de liofilizacion.

37 | Pontificia Universidad Javeriana ¢ H2 terapéutico en sistemas poliméricos



Protocolo experimental de microesferas

Disolucién del
polimero en el
solvente. Fase

Inicio

Incorporacién
del magnesio
en la fase O.

organica (0)

Liofilizar o dejar [
secar al vacio ’

Recoleccién del
sistema y lavado

Emulsificacién
de la fase
organica (O)yla
fase acuosa (W)

‘ Evaporacion

de este para
eliminar el

‘ del solvente

C). Protocolo experimental de micro esferificacion.

Para tener una vision mas clara del funcionamiento del sistema, se plantea realizar los anteriores

protocolos de las soluciones mencionadas en la Tabla 1; ademas de esto, como se menciond en

secciones anteriores, se descarto la utilizacion del método de impresion 3D debido a limitaciones

con la compatibilidad del Mg con las altas temperaturas de extrusion del polimero y la posible

oxidacion del mineral durante el proceso. Por otro lado, la resolucion de las impresoras disponibles
no permitiria alcanzar la microestructura porosa requerida para el control efectivo de la liberacion.

2.3.1.1 Parametros experimentales:

Tabla 2. parametros de liofilizacion

Presion (mTorr [
Pa)

Etapa Temp. plato (°C)

Enfriamiento del plato (pre- -50°C Vacio en espera

ciclo) (21000 mTorr)

Carga de muestras -50°C Romper vacio
brevemente con N,
seco

SECADO PRIMARIO -40°C <100 mTorr (23 Pa)

(sublimacion)

Rampa calentamiento -40 —0°C <8omTorr (11 Pa)

(secado 1—2)

SECADO SECUNDARIO +20 °C (hasta +25

(desorcion) °Q)

Romper vacio y sellar Temperatura
ambiente

<somTorr (6.7 Pa)

Purgar con N, seco
(purity 99.999%)

Duracion
30—45min

< 5mincarga

20-24 horas

4 horas (0.33
°C/min)
8-10 horas

10 min purga +
sellado
automatico o
manual

Fin de etapa (criterio)

Plato a -50 °C estabilizado

Muestras sobre plato en -50 °C

Curva Pirani converge con curva de
capacitancia; o temperatura del producto =
temperatura del plato. Presion se estabiliza
sin caer mas.

Monitoreo continuo de presion. No aumentar
si hay pico de presion.

Humedad residual Karl Fischer < 1%. Presion
estable.

Viales sellados bajo N,. Presionar tapones
inmediatamente con crimpadora.
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Parametro

Tabla 3. parametros de electrohilado.

Valor Optimo Inicial

Rango de
Exploracion

Efecto sobre las fibras

Temperatura del
fundido

Voltaje de la fuente
(HV)

Flujo de labomba de
jeringa

Distancia aguja—
colector

Diametro de la aguja

Temperatura ambiente
Humedad relativa

Velocidad colectora (si
rotatorio)

Polaridad HV

Tiempo de corrida por

82°C

28 kV

0.05mL/h

8cm

18G (0.838 mm ID)

22 +2 °C
35-50 %

500 rpm
Positivo en aguja, tierra

en colector
90—120 min continuos

75-90°C

2235 kV
0.01-0.20 mL/h
5—15cCm
18G—21G

18—28°C
20-60 %

o (plano)—2000
rpm

Fijo

60—180 min

1T — | viscosidad — | diametro
fibra

1V — mayor elongacion — |
diametro

1 flujo — 1 diametro, 1 produccion

1 distancia — mayor solidificacion
antes de depositar

Aguja mayor — 1 flujo, 1 diametro
fibra

1 T amb — solidificacion mas lenta
Alta HR puede oxidar Mg;
mantener < 55 %

1 rpm — fibras alineadas

Configuracion estandar MEW

1 tiempo — 1 espesor membrana

batch

2.3.2. Combinacion de soluciones preliminares

a. Electrohilado + microesferas: Esta alternativa es viable debido a que consiste en incorporar
microesferas con Mg dentro de fibras obtenidas en el electrohilado; por lo que esta
combinacion permite que las microesferas funcionen como reservorios internos del
mineral, mientras que las fibras reqgulan el paso del medio acuoso hacia su interior. De esta
manera se logra una liberacion mas controlada y sostenida del Mg, ademas de una
estructura con mayor estabilidad mecanica.

b. Microesferas + liofilizacion: Esta combinacion se basa en integrar microesferas en una
solucion polimérica y luego someterla a un proceso de liofilizacion. De esta forma, se
obtiene una matriz porosa con microesferas distribuidas de manera uniforme, lo que
permite una liberacion gradual de Mg y brinda mayor proteccion contra la oxidacion y
disolucion acelerada.

c. Electrohilado + liofilizacion: Esta opcion consiste en combinar el electrohilado con la
liofilizacion utilizando el primero para formar una capa fibrosa que recubra una matriz
porosa obtenida mediante la liofilizacion, lo cual permitiria generar estructuras
tridimensionales con diferentes niveles de porosidad, mejorando asi la resistencia del
material y la interaccidn con el medio bioldgico. Ademas, favorece la adhesion celulary el
intercambio de nutrientes, lo que resulta beneficioso en aplicaciones biomédicas.
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2.4 Bocetos

Se realizaron bocetos digitales en los cuales se puede observar la reaccion del sistema empleando
la técnica del electrohilado; como se puede observar en la Figura 14. En este boceto se pueden
observar las fibras de magnesio metalico en el interior del polimero y la porosidad de este para la

debida liberacion del H2.

H2 terapéutico

PCL

Fibras de Mg metalico

Figura 14. Boceto de sistema de liberacién por método de electrohilado.

En el caso del método de liofilizacion (Ver Figura 15) se presenta un boceto respaldado por
inteligencia artificial (IA) donde se ilustra la etapa final del método (secado). Este esquema permite
visualizar el mineral previamente congelado, el cual es sometido a condiciones de baja presion y
temperatura controlada para eliminar la humedad residual mediante sublimacion. Este paso es
fundamental para obtener una estructura porosa estable, conservando las propiedades del

polimero y del Mg incorporado.

Sistema polimérico liofilizado cargado con Mg
para liberacién de H,

1Liberacién
Polimero Mg

Figura 15. Boceto de sistema de liberacion por liofilizacion.
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La Figura 16 presenta un boceto ilustrativo igualmente respaldado por IA del resultado final del
método de microesferas, donde se observa la formacion de esferas poliméricas con Mg integrado;
obtenidas tras la evaporacion del solvente y la solidificacion del material.

Sistema de microesferas poliméricas cargadas
con Mg para liberacion de H,

l Liberacion

Polimero Mg
Figura 16. Boceto de sistema de liberacion por microesferas.

2.5 Construccion de un prototipo inicial

Inicialmente, se han llevado a cabo pruebas para la disolucion del polimero empleando la técnica
del bafo maria para medir la reaccion del polimero con las altas temperaturas. Se realizo la
siguiente curva de temperatura vs. tiempo (Ver Gréfica 1) para mostrar graficamente las
condiciones en las que el polimero se empieza a disolver.

Temperatura vs Tiempo (bafio maria 100 °C) — 10 minutos
100+

90|
80
70t
60|

50

Temperatura (°C)

40

30

0 2 4 6 8 10
Tiempo (min)

Grafica 1. Curva de temperatura vs. tiempo de la disolucion del polimero.
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Primeramente, en la Figura 20. A) se puede observar la PCL en su estado inicial en forma de
pellets, este material, como ya se ha mencionado en ocasiones anteriores, es un termoplastico
biodegradable que se derrite a bajas temperaturas (6o °C aproximadamente), cuando este
empieza a derretirse, cambia su color de blanco a transparente. Asimismo, en la parte B) se
aprecia el sistema de bafio maria, junto con el polimero ya empezando a disolverse. Cuando el
polimero es disuelto en su totalidad, toma una consistencia moldeable y facil de manipular, tal
como se puede notar en la parte C).

C) PCL moldeable
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2.5.1 Pruebas mecanicas del material

Se realizaron pruebas mecanicas de la PCL en la que se evaluaron como reacciona bajo diferentes
fuerzas para lograr determinar propiedades como resistencia, dureza, tenacidad y ductilidad [51].
Es por esto por lo que se construyd una probeta tipo IV, sequn la norma ASTM D638, en la cual se
estipulan las medidas estandar, el grosor o espesor y los protocolos necesarios para llevar a cabo
las pruebas de traccion, alargamiento, resistencia, entre otras mencionadas en la norma [52].

K
r=15mm
‘ R=33mm il

T N T

H G =
5 < = i

A /
':14 mm

Figura 18. Probeta tipo IV con sus respectivas medidas.

En la Figura 18 se pueden observar las medidas estandar establecidas por la norma para una
probeta tipo 1V, la cual se utiliza para plasticos / polimeros no rigidos. La ASTM D638, establece
que el rango de espesor estd entre 1,0 mm a 3,5 mm, por lo que en este caso se estipula que la
probeta a utilizar es de 3.0 mm de grosor; el sistema tiene una longitud total (LT) de 115 mm,
un radio de transicion (r) de 14 mm y una longitud de la zona reducida (LR) de 33 mm. Por
Ultimo, el ancho de la seccidn de sujecion es de 19 mmy el de la seccion reducida es de 6 mm.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: la probeta de PCL realizada, presentd un ancho
de 4,48 mm, un espesor de 2,55 mmy un area de seccidn transversal de 11,42 mm?. A partir de
este ensayo se obtuvo la curva de esfuerzo-deformacion caracteristica del material (Ver Grafica
2), la cual permiti¢ identificar tres regiones diferenciadas.
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Grafica 2. Curva esfuerzo - deformacion del PCL

En la region elastica, comprendida entre 0% y aproximadamente 4,0% de deformacion, el
material exhibié un comportamiento lineal a partir del cual se calculé el mdédulo de Young (E)
mediante ajuste lineal, obteniendo un valor de 262 MP3, consistente con los valores reportados
en la literatura para el PCL de grado biomédico [16]. Superado este limite, la curva alcanzo el
esfuerzo maximo de traccion de 8,68 MPa, a partir del cual se observé una reduccion progresiva
del esfuerzo asociada al inicio de deformacion plastica localizada y formacion de estriccion.

Finalmente, el material ingreso en una fase de deformacion plastica sostenida hasta la fractura,
registrando una elongacion total a la ruptura de 127,35%, lo que confirma el caracter altamente
ddctil del polimero. La Tabla 4 resume las propiedades mecanicas obtenidas

Tabla 4. Propiedades mecanicas de la PCL obtenidas durante ensayo de traccion ASTM638

Propiedad Valor

Modulo de Young (E) 262 MPa
Esfuerzo maximo de traccion (o_max) 8,68 MPa
Deformacion en fluencia 4,0%
Elongacion a la ruptura 127,35%
Ancho de la seccion reducida 4,48 mm
Espesor 2,556 mm
Area transversal 11,42 mm?

Estos resultados son relevantes para el proyecto, ya que confirman que la PCL posee una
combinacion adecuada de rigidez inicial, capacidad de deformacion plastica y ductilidad
suficiente para soportar las condiciones de implantacion y degradacidn progresiva propias del
sistema disefiado. Cabe mencionar que, dado que el ensayo se realizo sobre una sola probeta,
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los resultados tienen caracter exploratorio; idealmente la norma ASTM D638 recomienda un
minimo de cinco replicas para obtener valores estadisticamente representativos, lo cual se
podria plantear como trabajo a desarrollar en fases futuras del proyecto.

2.6 Realizacion de procedimientos experimentales

2.6.1 Preparacion de materiales e insumos

Previo a la fabricacion de los prototipos, se realizd la medicion y distribucion de los materiales a
utilizar en los tres métodos de procesamiento evaluados. El Mg metalico en polvo fue medido
volumétricamente, obteniendo un volumen total de aml; si se tiene en cuenta la densidad del Mg
(1,738 g/ cm3 ) y la férmula de masa: m = p =V, se obtendria que 1ml de Mg es igual a 1,738 g, los
cuales fueron divididos en tres partes iguales para su incorporacion en cada método. Las
proporciones de materiales y denominaciones asignadas por cada método son las siguientes:

- Calentamiento y moldeo (método Negro): 2g de PCL, sin solvente, 0,579 g de Mg metalico

- Extrusion manual asistida por solvente (método Rojo): 2g de PCL, 4,5 ml de DCM, o,579 g de
Mg metalico.

- Disolucion y moldeo (método Azul): 1g de PCL, 5 ml de DCM, 0,579 g de Mg metalico.

2.6.2 Calentamiento y moldeo (Método Negro)

Este método consistio en la incorporacion del Mg metalico a la matriz de PCL mediante fusion
térmica, aprovechando el bajo punto de fusion caracteristico del PCL (aproximadamente 60°C)
[16]. El procedimiento realizado fue el siguiente:

1. Se pesaron 2 g de PCL en forma de pellets y se introdujeron en un recipiente de vidrio
resistente al calor. La muestra fue sometida a un bafio maria a una temperatura de 100°C
durante 10 minutos, hasta lograr la fusion completa del polimero y obtener una masa
homogénea y moldeable, tal como se ilustra en la Figura 17. A), B) y Q).

2. Paralelamente, se midid el volumen total del Mg metalico disponible (12 ml) y se separ6 una
tercera parte (aproximadamente 0,579 g) para su incorporacion a este método.

3. El Mg fue adicionado a la PCL fundida y la mezcla fue sometida a agitacion mecanica
utilizando el vortex, con el fin de garantizar una distribucidon homogénea del mineral dentro
de la matriz polimérica.

4. Debido al rapido tiempo de endurecimiento de la PCL al retirarla del calor, la mezcla fue
reintroducida al bafio maria por aproximadamente 5 minutos adicionales, con el objetivo
de recuperar la fluidez necesaria para el moldeo.

5. Una vez alcanzada nuevamente la consistencia adecuada, la mezcla fue retirada del bafio
maria y moldeada con una caja de puntas de 1000 pl, aprovechando la geometria regular
de sus orificios para obtener muestras de forma y tamano estandarizados (Ver Figura 19.
A)y B)

6. Las muestras fueron dejadas a temperatura ambiente durante 24 horas para garantizar su
solidificacion completa. Transcurrido este tiempo, se cortaron, obteniendo un total de 10
muestras para su posterior evaluacion.
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2.6.3

Figura 19. A) Método “Negro”. B) Moldeado del polimero.

Extrusion manual asistida por solvente (Método Rojo)

Este método consistio en la disolucidn de la PCL en diclorometano (DCM) como solvente organico,

seguida de la extrusion manual de la mezcla para obtener las muestras (Ver Figura 20: A) y B)). A
diferencia del método Negro, en este caso no se empled calor como mecanismo principal de
procesamiento, sino la capacidad disolvente del DCM sobre la PCL a temperatura ambiente. El

procedimiento realizado fue el siguiente:

1.

Al igual que en el método anterior, se pesaron 2 g de PCL en forma de pellets y se
introdujeron directamente en una jeringa de plastico. Posteriormente, se adicionaron 4,5
ml de DCM a la misma jeringa, con el objetivo de evaluar la interaccidn entre el solvente
organico y el polimero; ademas de evaluar su viabilidad como medio de procesamiento
para la fabricacion del prototipo.

Inmediatamente tras la mezcla de ambos componentes no se observaron cambios
morfoldgicos repentinos en la PCL. Sin embargo, se registré un tiempo de reaccion de entre
15 y 20 minutos, durante el cual el DCM empez6 a disolver progresivamente la matriz
polimérica.

La mezcla fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante un periodo de 24 horas,
con la jeringa sellada para evitar la evaporacion del solvente, permitiendo la disolucion del
polimero en el solvente.

Transcurrido este tiempo, se verifico la disolucion total de la PCL, obteniendo una mezcla
viscosa y homogénea dentro de la jeringa. La mezcla fue homogenizada mediante
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agitacion suave por rotacion de la jeringa y se extruyd manualmente a través de la punta
de esta, depositando el material de manera controlada en el molde.

5. Se mezcla la masa viscosa, junto con los 0,579 g de Mg y se agita en el vortex hasta su
incorporacion.

6. El material extruido fue depositado en una caja para puntas de 1000 pl, la cual fue
previamente acondicionada con el papel Parafilm en su interior para evitar la pérdida de
material por adherencia y facilitar el posterior desmolde de las muestras.

7. Una vez depositada la mezcla en el molde, se utilizé una espatula para distribuirlo
uniformemente en los orificios, ajustando su forma a la geometria de la caja y garantizando
una mayor homogeneidad dimensional entre las muestras.

8. Las muestras fueron dejadas a temperatura ambiente durante 24 horas adicionales para
permitir la evaporacion completa del solvente residual y la solidificacion del sistema,
obteniendo las muestras finales para su posterior evaluacion.

Figura 20. A) Extrusion del polimero B) Método “Rojo".

2.6.4 Disoluciony moldeo

Consistio en la disolucion del PCL en DCM dentro de un beaker sequida de la incorporacion del Mg
metalico a la masa polimérica resultante y su moldeo manual. A diferencia del método Rojo, en
este caso el solvente fue empleado en mayor proporcion relativa respecto al polimero (5 ml de DCM
por 1 g de PCL), lo que favorecio a que se tuviera una disolucion mas completa y una consistencia
mas uniforme de la mezcla final. El procedimiento realizado fue el siguiente:

1. Enunbeakerde vidrio se pes6 1 g de PCL en forma de pellets y se adicionaron 5 ml de DCM.
Los componentes fueron mezclados suavemente dentro del recipiente, el cual fue cubierto
para minimizar la evaporacion del solvente durante el proceso de disolucion.
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2. La mezcla fue dejada en reposo a temperatura por 24 horas, permitiendo la interaccion
completa entre el solvente orgdnico y el polimero hasta obtener una masa viscosa,
homogénea y moldeable.

3. Transcurrido este tiempo, se verifico la disolucion total de la PCL. A la masa resultante se
le adicionaron 0,579 g de Mg metalico, el cual fue incorporado manualmente mediante
amasado directo hasta lograr una distribucion visualmente homogénea del mineral dentro
de la matriz polimérica.

4. Unavezintegrado el Mg, el sistema fue extraido del beaker y depositado sobre una hoja de
papel Parafilm previamente utilizada, aprovechando la superficie no adherente del
material para facilitar el moldeo sin la pérdida de muestra.

5. La mezcla fue moldeada manualmente hasta obtener una forma circular. Posteriormente
se depositd en una caja de puntas de 1000 pl sobre la ldmina circular para utilizarla como
molde por presion, definiendo la geometria y espesor de las muestras de manera
semiestandarizada.

6. Las muestras fueron dejadas a temperatura ambiente durante varias horas hasta lograr su
solidificacion parcial. Transcurrido este tiempo se procedid a cortar las muestras para
remover imperfecciones en la forma del sistema, obteniendo un total de 6 muestras (Ver
Figura 21)

Figura 21. Método “Azul".

El método Negro produjo 10 muestras, el Rojo un nUmero menor por perdidas en la extrusion (3
muestras restantes) y el Azul 6 muestras.

2.7 Analisis comparativo de los métodos de fabricacion

A partir de los procedimientos experimentales descritos en la seccion 2,6, se identificaron algunas
diferencias entre los métodos de fabricacion, esto en términos de proceso, caracteristicas
morfoldgicas de las muestras obtenidas y fabricacion en general. La tabla 5 muestra estas
diferencias de manera resumida y comparativa.
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Tabla 5. Comparacion de los métodos de fabricacion

Parametro
Forma de
procesamiento

Solvente utilizado

Temperatura del
proceso
Tiempo de
procesamiento

Muestras totales
obtenidas
Muestras utilizadas
en la evaluacion
Morfologia superficial

Porosidad estimada

Facilidad de
fabricacion

Se sabe que las diferencias morfoldgicas entre métodos implican directamente en el
comportamiento del sistema durante la evaluacidn. El método Azul, con una mayor de proporcion
de solvente respecto al polimero, permitid una disolucion mas completa de la PCL y una
incorporacion mas uniforme del Mg, lo que se reflejo6 en muestras mas homogéneas
superficialmente y como se vera en la fase de evaluacion, en perfiles de liberacion mas sostenibles.
El método Negro, al no utilizar un solvente, generd muestras mas densas, pero como una
distribucion mas heterogénea del Mg, gracias al mezclado mecanico en la masa fundida. El método
Rojo produjo estructuras mas porosas que lo demas métodos, lo que favorece en gran medida a
tener un contacto inicial mayor entre el Mg y el medio acuoso pero que dificulta el control de

Método Azul
Disolucion en
solvente con moldeo
manual
DCM (5 ml/1gde
PCL)
100°C (bafio maria)

24 horas de
disolucion y varias
horas de
solidificacion
6

Homogénea y un
poco traslucida, Mg
distribuido mas
uniformemente
(Figura 24 A)
Baja— media

Media

Método Negro
Fusion térmica
N/A
Ambiente
~ 15 minutos activo y
24 horas de
solidificacion

10

Heterogénea,
particulas de Mg
visibles a simple vista
(Figura 24 B)

Media

Alta

liberacidn, lo que genera una liberacion inicial muy rapida.

Método Rojo
Disolucion en
solvente con
extrusion manual
DCM (4,5 ml /2 g de
PCL)
Ambiente

24 horas de
disolucion y 24 horas
de evaporacion

3 (pérdidas por la
extrusion)
2

Rugosa e irregular,
mayor densidad
superficial de Mg

(Figura 24 C)

Alta (Mayor contacto
con el medio)
Baja (perdidas en la
extrusion)
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3 Fase de Evaluacion

3.1 Indicadores de éxito

Teniendo en cuenta los objetivos propuestos y los requisitos técnicos mencionados en etapas

tempranas del proyecto, se pueden dividir los indicadores de éxito en 3 categorias: Fabricacion,

liberacidn/degradacion y validacion experimental; tal como se plantea en la Tabla 6.

Indicador

Categoria

Tabla 6. Indicadores de éxito

Métrica

Criterio de Método de Objetivo

Actividades clave

Encapsulacion
efectiva de Mg en
matriz PCL

Reproducibilidad
entre muestras del
mismo método

Uso eficiente del
material polimérico

Dimensiones del
implante dentro del
rango establecido
Estabilidad de la
concentracion del
sistema

Perfil de liberacion
sostenida y
controlada.

Liberacion bifasica
identificable

Fabricacion

Fabricacion

Fabricacion

Fabricacion

Liberacion

Liberacion

Liberacion

% de Mg retenido

vs. Incorporado

Desviacion
estandar (SD) de
masa inicial

Gramos de PCL
desperdiciada por
lote.
Dimensiones del
prototipo (mm)

Porcentaje E(t)
segun Ecuacion 1.

Variabilidad entre
muestras del
mismo lote

Identificacion de
fase rapida inicial y
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aceptacion medicion
>85% Comparacion de OE )
masa inicial vs.
Liberacion total

acumulada
SD <10% Balanza analitica - OE¢)
Tablas.
<29 Registro de masa OEb) c)

inicial y producto
final por lote.

imm X 5mm Micrometro OE b)
+0,2mm
>90%enlos | Espectrofotometria OE d)
primeros 7 - Lector Multiskan.
dias.
Variabilidad < Absorbancia y OE d)
+20% turbidez a lo largo
del tiempo.
Graficas 2y 3.
Ambas fases Curva de OEd)
presentesy absorbancia vs.

Tiempo. Grafica 2.

H2 terapéutico en sistemas poliméricos

Preparacion de la
solucion PCL-Mg por
método.

Pesaje inicial de todas
muestras fabricadas.
Registro sistematico de
masa a lo largo del
tiempo

Fabricacion de minimo 3
réplicas por método
(Azul, Negro, Rojo)
Estandarizacion del
protocolo de cada
método.

Llevar  bitacora de
gramos de PCL usados
por sesion.

Medicion  dimensional
de al menos 3 muestras
por método.

Toma de muestras del
medio en intervalos
definidos.

Medicion de absorbancia
en cada punto temporal.
Calculo de E(t) con la
Ecuacion 1 del
documento.

Ensayo de degradacion
en solucion salina 0,9% a
37°C.

Incorporacion de
actividad enzimatica
(pancreatina/
simeticona) al medio.
Registro de absorbancia
y turbidez en cada fecha
de muestreo.

Analisis visual e
interpretacion de la
curva de absorbancia.



Degradacion
progresiva del
polimero

Diferencia entre
muestras con Mgy
control de PCL puro

Identificacion del
mejor método de
fabricacion

Biocompatibilidad del

material segun
normativa

fase sostenida

diferenciables

Comparacion del patron

tardia. en gréfica. entre los métodos.
Liberacion % de pérdida de Degradacion Pesaje periodico. OE c)d) Pesaje de muestras en
masa acumulada total al final Tabla s. cada punto temporal del
durante la del periodo protocolo.
evaluacion (1 mes) de Registro fotografico del
evaluacion. estado visual de las
muestras a lo largo del
tiempo.
Validacion Diferencia Diferencia Comparacion de OE d) Inclusion de control de
estadisticamente visible y curvas. Grafica 2. PCL puro (sin Mg) en
identificable en sostenida en todas las sesiones de
absorbancia. >3 puntos medicion.
temporales. Medicion de absorbancia
en los mismos puntos
temporales para control
y muestras
Validacion Puntaje Un método Matriz de decision OE b) d) Comparacién
comparativo entre con mejor (Absorbancia, cuantitativa de los tres
métodos Azul, desempeiio turbidez, masa, métodos.
Negroy Rojo enz4de6b reproducibilidad) Construccion de matriz
criterios. de decision.
Seleccion justificada del
método con  mejor
desempefio.
Validacion Viabilidad celular >70% de Ensayo de OE a) b) Investigacion sobre
segln ISO 10993 viabilidad citotoxicidad in- biocompatibilidad  de
(criterio vitro (posible fase polimeros.
normativo) futura)

3.2 Plan de pruebas y validacion

La validacion del sistema de liberacion controlada de Mg encapsulado y liberacion de H2 (medicidn
indirecta) en matrices de PCL se realizé mediante un disefio experimental comparativo entre tres
métodos de fabricacion: calentamiento y moldeo (método Negro) ((Figura 19 A) y 19B) extrusidn
manual asistida por solvente (método Rojo) (Figura 20 A) y B), y disolucion y moldeo (método Azul)
(Figura 21). Cada uno de estos métodos permitid obtener muestras con caracteristicas fisicas
distintas, lo cual fue clave para analizar su comportamiento durante los procesos de degradaciony
liberacion del compuesto activo [54].

3.2.1 Ensayo de degradacion en solucion salina

Inicialmente, las muestras se sometieron a ensayos de degradacion en solucion salina al 0,9% p/v
(NaCl), con el fin de simular condiciones fisioldgicas basicas [54]. Durante estos ensayos se
evaluaron cambios en la masa de las muestras, asi como variaciones en la turbidez del medio,
utilizadas como indicadores indirectos de la liberacion de H2 y la degradacion del polimero. En este
sistema, el magnesio presente en la matriz polimérica reacciona con el medio acuoso segun la
reaccion 1, mencionada en apartados anteriores. Esta reaccion permite la generacion de H2 y la
formacion de hidréxido de magnesio, el cual puede contribuir al aumento de la turbidez del medio.
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Es por esto por lo que a lo largo del tiempo de evaluacidn se realizaron pruebas de turbidez
periddicas, con el fin de evaluar la tasa de liberacidn y la cantidad de degradacion del PCL.

3.2.2 Evaluacion mediante azul de metileno

Como método complementario, se implemento el uso de azul de metileno como marcador, ya que
permite monitorear cambios en la concentracion de sustancias liberadas al medio. Las variaciones
en la absorbancia del sistema con este colorante facilitaron la evaluaciéon indirecta del
comportamiento de liberacion del magnesio [55]; gracias a que el azul de metileno es facilmente
identificable en estudios de espectrofotometria.

Por otro lado, este marcador presenta un comportamiento redox reversible, denominado “Par
redox (azul de metileno / leucoazul de metileno)”; su uso es fundamental como marcador indirecto
para medir la degradacion del Mg y la cantidad de H2 liberado al medio, dado que el ambiente
reductor generado por la reaccion del Mg con el agua es proporcional a la cantidad de Mg liberado
y, por ende, al H2 producido segun la Reaccion 1 [55]. Como se puede observar en la Figura 28, el
azul de metileno (MB, forma oxidada, color azul) reacciona quimicamente al ambiente reductor
generado por la degradacidon de Mg, transformandose en leucoazul de metileno (LMB, forma
reducida, transparente). Este proceso modifica la estructura electronica conjugada responsable de
la absorcion de luz visible.

Cuando el sistema entra en contacto con el oxigeno del aire, el LMB es reoxidado espontaneamente
a MB, recuperando su coloracion azul original, lo que confirma la naturaleza de la reaccion
reversible del par MB/LMB [56]; esta cuestion también puede ser analizada observando sus
estructuras moleculares, como en la Figura 23, en la cual se observa que un atomo de hidrégeno se
agrega a la estructura del MB para asi convertirse en el LMB incoloro. De esta manera, la caida en
la absorbancia medida a 665 nm en la Figura 22, refleja la actividad del sistema, permitiendo
estimar de forma indirecta tanto la degradacion del Mg como la generacién de H2 molecular
terapéutico a lo largo del tiempo.
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Figura 23. Reaccion molecular MB/LMB [57]

Adicionalmente, el método de evaluacion mediante el azul de metileno constituyo el indicador
principal de la liberacion de H2 terapéutico, en el presente proyecto, dado que la medicion directa
de H2 gaseoso representa una limitacion técnica significativa en sistemas de liberacidn controlada
a escala de laboratorio; gracias a que es una molécula de tamafio muy pequeio, altamente difusiva
y poco soluble en agua, lo que dificulta la cuantificacidn directa mediante métodos convencionales
sin equipos especializados como cromatografos de gases o sensores especificos.

53 | Pontificia Universidad Javeriana ¢ H2 terapéutico en sistemas poliméricos



3.2.3. Ajuste del medio con actividad enzimatica

En las primeras pruebas se evidencié que la degradacion del PCL en estos medios era bastante
lenta, lo que dificultaba observar cambios significativos en tiempos experimentales cortos. Por esta
razon, se decidid ajustar el protocolo incorporando actividad enzimatica (pancreatina /simeticona),
la cual es un coctel de enzimas que contiene 170 mg de Pancreatina (correspondiente a 6.500
unidades FIP de actividad lipasa, 5.500 unidades FIP de actividad amilasa, 400 unidades FIP de
actividad proteasa), 80 mg de Simeticona e incipientes, con el objetivo de simular un entorno
bioldgico mas cercano a condiciones reales, como las del sistema digestivo, donde la presencia de
enzimas acelera la degradacion de materiales poliméricos.

Para ello, se empled una solucion de pancreatina con una concentracion reportada de 1444,4
unidades de actividad enzimatica por mL, segun la informacion del medicamento comercial
utilizado (6500 U por capsula reconstituida en 4,5 mL de solucion salina). Se adiciond un volumen
de 1,7 mL de esta solucion a un medio de NaCl total de 4,7 mL, obteniendo una actividad enzimatica
final de 522,46 Ul/mL en el sistema. Para las muestras de azul de metileno contenidas en un
volumen inicial de 7 mL, el volumen de solucidn enzimética fue ajustado mediante una relacion
proporcional, adicionando 4,76 mL de la solucidn, para un volumen total de 11,76 ml, lo que resulto
en una actividad enzimatica final de 584,82 Ul/mL. Esta proporcion fue seleccionada con el fin de
garantizar una actividad suficiente que favoreciera la degradacion del polimero sin alterar de
manera drastica las condiciones del ensayo.

Gracias a que la pancreatina contiene estas enzimas [58], se favorece la degradacion de la matriz
polimérica, debido a la hidrdlisis enzimatica de enlaces éster presentes en la estructura del
polimero. Este ajuste permitié simular un entorno biolédgico mas representativo, incrementando la
velocidad de degradacion y facilitando la observacion de cambios en tiempos experimentales mas
cortos. Las muestras fueron incubadas bajo las mismas condiciones de temperatura (37°C),
manteniendo agitacion suave para favorecer la interaccion entre el medio enzimatico y el sistema
polimérico.

3.2.4 Medicion de absorbancia y turbidez

Las mediciones experimentales se realizaron utilizando un lector de microplacas tipo Multiskan
SkyHigh (Thermo Fisher Scientific) [59], que permite realizar analisis espectrofotométricos a
longitudes de onda especificas. En el caso de la absorbancia de las muestras con azul de metileno
y agua, se trabajo en un rango entre 700 nm y 600 nm [60], adecuado para detectar cambios
asociados al azul de metileno. Por otro lado, la turbidez en las muestras con NaCl, se evalud a partir
de la dispersion de la luz en el medio [61], la cual aumenta con la presencia de particulas en
suspension producto de la degradacion del material, se trabajo con un rango entre 600 nmy 595
nm. El principio de funcionamiento del equipo se basa en la emisidn de luz monocromatica a través
de la muestra y la cuantificacion de la luz absorbida o dispersada, lo que permite estimar la
concentracion de especies presentes en el medio [59].

3.2.5 Evaluacion de los métodos de fabricacion
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Adicionalmente, se evaluo la reproducibilidad de los métodos de fabricacion. Se observo que el
método de calentamiento y moldeo presenta variabilidad en las masas iniciales, lo que sugiere
menor homogeneidad en la distribuciéon del Mg en el sistema. La extrusion manual asistida por
solvente (m. Rojo) generd estructuras con mayor porosidad, lo cual podria influir en la liberacion
del magnesio. En contraste, el método de disolucién y moldeo (m. Azul) mostrd resultados mas
uniformes, posicionandose como una alternativa mas estable para este tipo de aplicaciones. [61]

3.2.5.1. Estado visual inicial de cada método y caracterizacion del Mg

Previo al inicio de los ensayos de evaluacidn se realizé un registro fotografico del estado visual
inicial de las muestras obtenidas mediante cada método de fabricacidn, con el fin de documentar
las diferencias morfoldgicas superficiales entre los tres sistemas y establecer las bases para el
seguimiento visual a lo largo de la evaluacion.

Como se puede observar en la Figura 26, los tres métodos produjeron muestras con caracteristicas
visuales diferentes entre si. La muestra Azul (Figura 24 A)), obtenida por disolucién y moldeo,
presenta una superficie mas homogénea y traslucida, con particulas de Mg distribuidas de manera
relativamente uniforme y una morfologia mas compacta, lo que es consistente con el proceso de
disolucion completa del polimero en PCL previo al moldeo. La muestra del método Negro (Figura
24 B)), obtenida por calentamiento y moldeo, muestra una distribucion mas heterogénea del Mg,
con particulas visibles a simple vista. Por su parte, la muestra del método Rojo (Figura 24 C)),
obtenida por hilado y extrusion, presenta la mayor densidad superficial de particulas de Mg visibles,
con una textura rugosa e irregular que evidencia una menor homogeneidad en la distribucidn del
material dentro de la matriz polimérica, posiblemente relacionada con la viscosidad de la mezcla
durante la extrusion manual, lo que a su vez genera que este método sea el mas poroso de los tres
métodos de fabricacion.
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Figura 24. A) Muestra Azul inicial. B) Muestra Negro inicial.

3.2.5.1.1. Caracterizacion del tamaiio de particula de Mg mediante ImageJ

Con el fin de estimar el tamafio aproximado de las particulas de Mg metalico incorporados en los
sistemas, se realizé un analisis de imagen utilizando el software ImageJ, herramienta ampliamente
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empleada para investigacion biomédica para la medicion y analisis morfoldgico de estructuras a
partir de imagenes digitales [62]. Para la calibracion del sistema, se tomd como referencia de
longitud conocida la tapa del borrador de un micropunta con una longitud de 1,5 cm, la cual fue
utilizada como escala para convertir las mediciones en pixeles a unidades de longitud.

La imagen analizada corresponde a una fotografia del Mg metalico en polvo bajo el microscopio
previo a su incorporacion al polimero (Figura 25), capturada a una resolucion de 640 x 480 pixeles,
con dimensiones reales de 1,51 x 1,13 cm segun la calibracion realizada en Imagel. A partir de esta
imagen, se realizaron las mediciones de longitud de las particulas, obteniendo valores de entre
aproximadamente 300 um - 600 um, con un angulo de orientacion variable entre particulas de
aproximadamente 37°, con respecto al eje X, como se puede observar en la parte inferior de la
Figura 26.

Figura 25. Mg metalico bajo el microscopio.
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Figura 26. Interfaz de ImageJ con los pardmetros de medicion
3.2.6 Criterios de validacion

La validacion del sistema se realizo mediante la observacion de los resultados experimentales y su
comparacion entre cada método de fabricacidon, considerando criterios como precision,
estabilidad, sensibilidad, reproducibilidad y facilidad de implementacion. Esto permitio identificar
el método mas adecuado para aplicaciones de liberacion controlada.
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3.2.7. Plan de analisis de resultados

El analisis de los resultados se realizé mediante un enfoque cuantitativo y comparativo, con el fin
de identificar el método de fabricacion con mejor desempefio en términos de liberacion controlada
de H2 y estabilidad del sistema. En primer lugar, se llevo a cabo un analisis descriptivo de los datos,
incluyendo el calculo de promedios para variables como absorbancia, turbidez y cambios en el peso
de las muestras. Esto permitira evaluar la reproducibilidad de los resultados y la consistencia de
cada método.

Posteriormente, se compararon los diferentes métodos de fabricacion para identificar posibles
diferencias en su comportamiento. En caso de ser necesario, este analisis se complementara
mediante la evaluacion de variables propias de la cromatografia flash, tales como la polaridad de la
fase movil, el tipo de fase estacionaria, la velocidad de flujo y los tiempos de elucidon de los
compuestos. Adicionalmente, se consideraran variables como el gradiente de elucion, la cantidad
y tipo de muestra, asi como pardmetros dependientes como el tiempo de retencion, el volumen de
elucion, la resolucion de los compuestos, el area de los picos y la absorbancia registrada mediante
detector UV. Asimismo, se mantendran constantes condiciones como el tipo de fase estacionaria
(silica gel), el tamafio de particula, las dimensiones de la columna, la presion del sistema y la
longitud de onda del detector, con el fin de garantizar la reproducibilidad del proceso.

La cromatografia flash permitira evaluar la separacion e identificacion de los compuestos liberados
desde la matriz de PCL con magnesio, basandose en su afinidad por la fase estacionaria y su
solubilidad en la fase movil. De esta manera, los compuestos menos polares eludiran mas
rapidamente, mientras que los mas polares presentaran mayores tiempos de retencion, lo que
facilitara el analisis de la eficiencia del sistema de liberacion y la comparacion entre los distintos
métodos de fabricacion.

Con el propdsito de organizar de manera clara estas variables y facilitar su analisis, se presenta a
continuacion la Tabla 7 en la que se clasifican en independientes, dependientes y controladas, junto
con su respectiva funcion dentro del proceso de cromatografia flash. Esta clasificacion permite
identificar los factores que influyen en la separacion de los compuestos y aquellos que deben
mantenerse constantes para asegurar la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados
obtenidos.

Tabla 7. Variables de cromatografia flash.

Tipo de Variable Variable Descripcion/ Funcion

Independiente Composicion de la fase movil Determina la capacidad de
arrastre de los compuestos
segun su polaridad
Independiente Gradiente de elucion Permite modificar la polaridad
del sistema durante el proceso
para mejorar la separacion.
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Independiente

Independiente

Independiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Controlada

Controlada
Controlada

Controlada

Controlada

Flujo de la fase movil

Cantidad de muestra

Tipo de muestra

Tiempo de retencion (tR)

Volumen de elucion

Resolucion

Area de los picos

Absorbancia (detector UV)

Fase estacionaria (silica gel)

Tamafio de particula
Dimensiones de la columna

Presion del sistema

Longitud de onda del detector

Controla la velocidad de elucion
y afecta la resolucion de los
compuestos.

Influye en la saturacion de la
columnay la calidad de la
separacion.

Define la naturaleza de los
compuestos a separar
(productos de degradacion,
interacciones, etc.).
Tiempo que tarda un compuesto
en eluir; permite su
identificacion.
Volumen necesario para que el
compuesto salga de la columna.
Capacidad de separar
claramente dos o mas
compuestos.
Relacionada con la cantidad
relativa de cada compuesto
presente.

Permite detectar y monitorear
los compuestos durante la
elucion.

Se mantiene constante para
garantizar condiciones
reproducibles.

Afecta la eficiencia de
separacion; se mantiene fijo.
Influyen en la capacidad y
resolucion del sistema.
Caracteristica de la
cromatografia flash; se mantiene
constante.

Se fija segun el compuesto para
asegurar mediciones
consistentes.

También se analizd la evolucion de las variables a lo largo del tiempo, especialmente la absorbancia

y la turbidez, con el objetivo de identificar tendencias relacionadas con el proceso de degradacion.

La relacion entre la pérdida de masa de las muestras y el aumento de la turbidez y absorbancia sera

clave para entender la dinamica de liberacion del material.

Adicionalmente, se evaluard el efecto de la actividad enzimatica comparando los resultados

obtenidos antes y después de su implementacion, lo que permitira determinar qué tan
representativo es el modelo experimental frente a condiciones bioldgicas reales.
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Finalmente, a partir de los resultados obtenidos, se propondran posibles mejoras al sistema, como
ajustes en la concentracion de Mg, cambios en el método de fabricacion o modificaciones en las
condiciones del medio de degradacion.

3.2.8. Analisis e interpretacion de resultados

Se debe tener en cuenta que los métodos evaluados fueron denominados de acuerdo con un codigo
de colores (azul, negro y rojo), con el fin de facilitar su identificacion y comparacion a lo largo del
analisis. Para cada uno de estos métodos, se registraron mediciones de masa en diferentes fechas,
asi como valores de absorbancia y turbidez asociados a la liberacion de H2 en el medio.

Tabla 8. Masas por muestra a lo largo del tiempo.

Método y Masa Masa Masa Masa Masa Masa Masa Masa Masa
Muestra Inicial 14/03 17/03 19/03 24/03 26/03 06/0o4 09/o4 16/04
Azul (Ma) 0.154 0.15g 0.149g  0.149g 0.139g 0.139g 0,159 0,159 0,139
Azul (M2) 0.179 0.154g 0.149  0.13g | 0.13g | 0.139g 0,149 0,149 | 0,149
Azul (M3) 0.13¢ 0.14Qg 0.129g 0.13g 0.13g 0.149g 0,139 0,149 0,14(
Negro (M1) 0.119g 0.10g | 0.119g | 0.12¢g ©0.119g  0.10g 0,119 | 0,119 0,11
Negro (M2) 0.119 0.10g 0.129g 0.12g 0.129g 0.10g 0,219 0,119 0,129
Negro (M3) 0.119g 0.119g | 0.13g | 0.11g ©0.10g 0.11g 0,119 0,119 0,129
Rojo (Ma) 0.124g 0.12g 0.119 0.139g 0.12g 0.12¢9 0,229 0,139 0,120
Rojo (M2) 0.179 0.16g | o0.12g o0.a6g o0.15g 016g 0,169 0,179 | 0,179

Masa vs tiempo (Promedios)
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Grafica 3. Masa vs tiempo (Promedios)
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Masa vs Tiempo (Std)
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Grafica 4. Masa vs tiempo (Desviacion estandar (SD))

En el analisis de la variacion de masa de las muestras, se observa una tendencia general de
disminucidn entre el 14/03 y el 24/03-26/03 en todos los grupos evaluados (azul, negro y rojo). Este
comportamiento sugiere la ocurrencia de procesos de degradacion del material base (PCL) y la
posible liberacidn de magnesio al medio. La pérdida de masa es consistente con mecanismos de
lixiviacion y degradacion progresiva del sistema.

Posteriormente, hacia el 06/04, se evidencia una ligera recuperacion o estabilizacion de la masa en
algunas muestras, particularmente en los grupos azul y rojo. Este fendmeno puede atribuirse a la
absorcidn de liquido por parte del material (hinchamiento), al proceso de oxidacion del Mg, a la
acumulacion de residuos en la superficie o a posibles variaciones experimentales durante la
medicion.

Al comparar los diferentes métodos, las muestras azules presentan un comportamiento mas
estable, con menor variabilidad en los valores registrados. En contraste, las muestras negras
muestran mayores fluctuaciones, lo que podria indicar una distribucion menos homogénea del Mg
o diferencias estructurales en el material. Por su parte, las muestras rojas tienden a conservar
valores de masa ligeramente superiores, lo que podria estar relacionado con una mayor carga inicial
o una interaccion distinta con el medio.

3.2.8.1. Absorbancia del sistema
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A lo largo del proceso de evaluacidn se midid la absorbancia en las muestras que contenian azul de
metileno, agua y el sistema. Previo al analisis cuantitativo, se documentd visualmente el
comportamiento del colorante durante el proceso, con el fin de corroborar de manera cualitativa el
mecanismo del par redox MB/LMB como indicador principal de la liberacion de H2, descrito en
secciones anteriores. Como se puede observar en la Figura 27 A), el estado inicial del sistema se
caracterizo por tener una coloracion azul intensa en todos los tubos, correspondiente al azul de
metileno en su forma oxidada. Tras el periodo de reposo de las muestras y la adicion de la actividad
enzimatica, los tubos que contenian las muestras del sistema presentaron una decoloracion
progresiva hasta volverse practicamente transparentes (Figura 27 B)), correspondiente a la
formacion del leucoazul de metileno, confirmando la generacion del ambiente reductor producto

de la generacion de H2 terapéutico segun la Reaccion 1.

Figura 27. A) MB (oxidado)en el medio acuoso. B) LMB en el medio acuoso.

Este comportamiento visual es consistente con los valores cuantitativos registrados en la Tabla g,
en la cuan se pueden observar los promedios de las absorbancias obtenidas hasta el final de la etapa
de evaluacion.

Tabla 9. Promedio de resultados de absorbancia por fecha.

Métodoy 14/03 18/03 19/03 24/03 26/03 06/04 09/0o4 10[/04 13/04 16/04 29[04

muestra
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Controlde 0,284 1,572 1,798 1,206 1,203 1,274 0,820 0,905 1,008 0,985 0,855
PCL
Control 3,445 3,478 | 1,461 0,766 @ 0,772 @ 0,750 @ 0,861 | 1,106 | 0,965 1,050 0,984
Azul (M°4) @ 3,372 1,694 1,814 0,914 0,978 2,210 2,056 2,126 | 2,146 2,244 2,271
(0,119)
Negro 3,550 1,818 | 1,669 @ 0,347 1,374 1,982 1,732 | 2,046 | 1,951 @ 2,047 1,779
(M%)
(0,129)
Rojo(M®°3) 3,379 1,565 1,664 0,395 1,260 2,084 1,966 1,856 1,958 2,010 1,766
(0,159)

La absorbancia presentd una tendencia general caracterizada por valores altos al inicio del
experimento (aproximadamente de 3,3-3,5) en la mayoria de los tratamientos, sequida de una
disminucion pronunciada hasta valores cercanos a 0,3-1,1 alrededor del 24/03. Posteriormente, se
observa un incremento progresivo en varios sistemas, especialmente a partir del 06/o4,
evidenciando un comportamiento no lineal a largo tiempo.

En los resultados de la absorbancia, el control de PCL presenta valores iniciales bajos, lo cual es
coherente con la ausencia de magnesio en su composicion. Sin embargo, muestra un incremento
hasta el 19/03 (aproximadamente 1,8) y luego fluctuaciones moderadas en el tiempo (entre 0,82y
1,27), lo que sugiere posibles interacciones del polimero con medio o la liberacion de subproductos
de degradacion, aunque sin alcanzar niveles comparables a los sistemas con Mg.

Por otro lado, el control presenta valores iniciales elevados de absorbancia (3,4) que disminuyen
significativamente hasta estabilizarse en un rango cercano a 0,75- 1,1, lo que indica una alta
concentracion inicial de la especie absorbente seguida de procesos de consumo, degradacién o
dilucion en el medio.

Las muestras con magnesio (azul, negro y rojo) evidencian un comportamiento no lineal en la
absorbancia (Ver Grafica 5). Inicialmente, presentan valores altos, sequidos de una disminucion
marcada hacia el 24/03 (minimos de 0,91 en azul, 0,34 en negro y 0,39 en rojo), y posteriormente
un incremento hacia el 06/04. Este comportamiento sugiere una cinética de liberacion en multiples
etapas, con una fase inicial rapida atribuida al magnesio superficial, sequida de una fase de menor
liberacion y, finalmente, una liberacion secundaria desde el interior del material.

En etapas posteriores, se observaron diferencias importantes entre los tratamientos. El sistema
azul presenta una disminucion inicial y luego un incremento sostenido, alcanzando valores
superiores a 2,2 hacia el final del ensayo, lo que sugiere una liberacion secundaria estable y
prolongada. El sistema negro muestra una caida mas pronunciada (0,34) seguida de un aumento
hasta valores cercanos a 2,0 pero con mayores fluctuaciones, lo que indica un comportamiento mas
inestable, posiblemente asociado a una distribucion heterogénea del magnesio o a interacciones
mas variables con el medio. Por su parte, el sistema rojo presenta una disminucion inicial marcada
y posteriormente un incremento sostenido (2,08 el 06/o4 y valores cercanos a 2,0 en adelante), lo
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que indica un mecanismo de liberacion sostenida y tardia, altamente deseable en aplicaciones de
liberacidn controlada.

En conjunto, los sistemas con magnesio tienden a estabilizarse en valores relativamente altos de
absorbancia después del 06/o4 (1,7-2,3), a diferencia del control, lo que confirma una liberacién
continua del compuesto activo. Las diferencias observadas entre los métodos indican que la forma
de preparacion influye directamente en la degradacion de Mg y en la liberacidon asociadas
(incluyendo la posible generacion de H2), afectando tanto la velocidad como la estabilidad del
proceso. Entre los sistemas evaluados, el comportamiento del sistema rojo y azul sugiere perfiles
mas favorables para aplicaciones de liberacidn controlada a mediano plazo.

Absorbancia vs Tiempo (Promedios)
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Grafica 5. Absorbancia vs tiempo (Promedios)

La grafica 2 permite identificar claramente el comportamiento de cada uno de los tratamientos
evaluados y evidencia diferencias importantes en la cinética de liberacidon. En primer lugar, se
observa que las muestras con magnesio (azul, negro y rojo) presentan valores iniciales elevados de
absorbancia (3,3-3,5), sequidos de una disminucidon pronunciada hasta alcanzar un minimo
alrededor del 24/03. Este descenso indica una fase de liberacion inicial rapida del compuesto,
asociada a la difusion del magnesio superficial desde la matriz polimérica hacia el medio.

Posteriormente, las curvas correspondientes a los tratamientos azul, negro y rojo muestran un
incremento en la absorbancia a partir del 06/04, lo que sugiere una segunda fase de liberacién. En
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particular, el sistema azul alcanza los valores mas altos en etapas tardias (2,2 — 2,3), seguido del
sistema rojo (1,7-2,0), lo que indica una liberacion mas sostenida y estable en el tiempo. El sistema
negro, aunque también presenta recuperacion (1,7-2,0), muestra mayor variabilidad en su
comportamiento, lo que podria estar relacionado con una menor estabilidad del sistema o con una
distribucidon heterogénea del magnesio en la matriz.

Por otro lado, el control presenta una disminucion inicial en la absorbancia (de 3,4 a 0,75) seguida
de una leve estabilizacion en valores cercanos a 1,0, sin una recuperacion significativa. Esto
evidencia la ausencia de un mecanismo de liberacion controlada. En contraste, el control de PCL
muestra valores bajos y relativamente estables (0,8-1,2), con un incremento inicial y posteriores
fluctuaciones moderadas, lo cual confirma que el polimero por si solo no contribuye
significativamente a la liberacion del compuesto.

Absorbancia vs Tiempo (StD)
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Grafica 6. Absorbancia vs tiempo (Desviacion estandar (SD))

Adicionalmente, el analisis de la desviacion estandar (Ver Grafica 6) muestra que la variabilidad de
los datos es baja durante las etapas iniciales del experimento, con valores cercanos a 0,00-0,01
hasta aproximadamente el 24/03, lo que indica una buena reproducibilidad en la fase de liberacion
inicial. A partir del 06/04, se observa un incremento progresivo en la dispersion, especialmente en
los sistemas con magnesio, coincidiendo con la sequnda fase de liberacion.
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El sistema azul presenta una variabilidad moderada que aumenta gradualmente, pasando de
valores cercanos a 0,007-0,015 en etapas intermedias hasta aproximadamente 0,04 hacia el 29/04,
manteniendo un comportamiento relativamente estable. El sistema negro, por su parte, muestra
una dispersion intermedia (0,008-0,02) con algunos incrementos puntuales, particularmente
alrededor del 10/04 y 13/04, lo que sugiere fluctuaciones en la liberacion posiblemente asociadas a
heterogeneidades en la matriz.

En contraste, el sistema rojo evidencia el mayor incremento en la variabilidad hacia el final del
ensayo, alcanzando valores cercanos a 0,045 el 29/o4, a pesar de mantener una tendencia
promedio relativamente estable. Este aumento en la desviacion estandar podria estar relacionado
con procesos mas dinamicos de liberacion o con cambios en la interaccion del material con el
medio. Estos resultados indican que, aunque los sistemas con magnesio presentan una liberacion
mas sostenida en el tiempo, también tienden a mostrar mayor variabilidad en etapas tardias,
siendo ese efecto mas notable en el sistema rojo.

En conjunto, la grafica evidencia un comportamiento bifasico en los sistemas con magnesio,
caracterizado por una liberacion inicial rapida sequida de una fase de liberacion sostenida. Este
patrén es mas evidente en los tratamientos azul y rojo, los cuales muestran mayor capacidad para
mantener concentraciones elevadas del compuesto en etapas tardias, lo que los posiciona como
los sistemas mas prometedores para aplicaciones de liberacion controlada. Adicionalmente, se
descarto el uso de la variable Control en la Grafica 3, debido a que sus valores iniciales eran muy
altos e imposibilitaban realizar un correcto analisis de las variables restantes.

3.2.8.2. Turbidez del sistema

Asimismo, se midio la turbidez en las muestras que contenian NaCl y el sistema. En la Tabla 10 se
pueden observar los promedios de la turbidez obtenidos hasta el final de la etapa de evaluacion y
en la Gréfica 7, se observa la representacion grafica de dichos datos.

Tabla 10. Promedio de resultados de turbidez por fecha.

Método y 14/03 | 18/03 19/03 24/03 26/03 06/o4 09/o4 10/04 13/04 16/04
 mvestra

Azul (M°1) 0,059 1,842 1,825 1,485 1,414 0,588 0,964 | 1,074 1,314 1,415
Azul (M°2) 0,077 1,746 | 1,930 1,061 1,044 | 0,687 0,817 0,941 | 1,049 | 1,049
Azul (M°3) 0,056 1,600 1,608 1,160 0,966 0,692 1,090 1,284 | 1,425 | 1,425
Negro (M°1) 0,064 1,736 1,804 0,822 0,919 | 0,702 1,125 1,235 1,248 | 1,248

Negro (M°2) 0,053 1,543 1,765 1,016 1,129 0,819 1,060 1,169 1,328 1,328
Negro (M°3) 0,069 | 1,597 1,673 1,870 2,109 | 0,894 1,684 | 1,775 2,208 | 2,208

Rojo (M°1) 0,057 1,570 1,641 | 1,545 1,122 1,809 2,303 2,038 | 2,042 | 2,042
Rojo (M°2) 0,084 1,451 | 1,507 1,732 1,702 1,984 2,154 2,366 | 1,558 | 1,558
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Turbidez vs Tiempo (Promedio por método)
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Gréfica 7. Turbidez vs Tiempo (Promedios)

Los resultados de turbidez muestran un comportamiento dinamico caracterizado por un
incremento inicial en todas las muestras, sequido de una disminucién y, en algunos casos, un nuevo
aumento en etapas posteriores. En primer lugar, se observa que todas las muestras parten de
valores muy bajos el 14/03 (0,05-0,08) y experimentan un aumento significativo hacia el 18/03-
19/03, alcanzando valores entre 1,5 y 1,9 en la mayoria de los casos. Este incremento inicial se
asocia con la liberacion de particulas al medio durante las primeras etapas de degradacion del
sistema, asi como la formacion de hidréxido de magnesio (Mg (OH)2), producto de la reaccion del
magnesio con el agua, lo cual genera particulas en suspension que incrementan la dispersion de la
luz.

Posteriormente, entre el 24/03 y el 06/04, se evidencia una disminucion general de la turbidez. Por
ejemplo, en las muestras azules los valores descienden desde 1, 4-1,5 hasta 0,58-0,69, mientras que
en las negras se observan reducciones incluso mas marcadas en algunos casos (hasta 0,70-0,82).
Esta disminucion puede atribuirse a fendmenos como la sedimentacion de particulas, la
estabilizacién del sistema y una reduccién en la velocidad de degradacion del material. Sin
embargo, en etapas posteriores (a partir del 09/o4), se observan diferencias claras entre los
tratamientos. Las muestras azules presentan un incremento progresivo y relativamente
controlado, alcanzando valores finales entre 1,0 y 1,4, lo que sugiere una liberacion mas estable y
homogénea. Por su parte, las muestras negras muestran un comportamiento mas variable,
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destacandose el caso del método M3, que alcanza valores elevados de hasta 2,1 (26/03) y 2,2 (13/04-
16/04), evidenciando una liberacion menos uniforme y posiblemente asociada a una mayor
heterogeneidad estructural.

Las muestras rojas presentan el comportamiento mas notable en etapas tardias, con incrementos
sostenidos en la turbidez a partir del 06/04. Estas alcanzan valores superiores a 2,0, llegando hasta
2,3 (09/04-10/04), lo que indica una liberacidn continua de particulas desde el interior de la matriz.
Este comportamiento sugiere una degradacion mas prolongada o una estructura que favorece la
exposicion progresiva del material encapsulado.

En conjunto, estos resultados indican la presencia de tres etapas en el sistema una fase inicial de
liberacion rapida (14/03-19/03), una fase inicial de disminucion asociada a estabilizacion (24/03-
06/04) y una fase final de liberacion sostenida en algunos tratamientos (especialmente rojo y negro
M3). Las diferencias entre los tratamientos evidencian que el método de fabricacion influye
directamente en el comportamiento del sistema, ya que algunas muestras presentan mayor
estabilidad, mientras que otras muestran variaciones mas pronunciadas, indicando
heterogeneidad en la liberacion de particulas.

Turbidez vs Tiempo (Std por método)
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Grafica 8. Turbidez vs Tiempo (Desviacion estandar (SD))

La representacion grafica de la turbidez en funcién del tiempo permite visualizar de manera clara
las tendencias observadas en los datos experimentales (Ver Grafica 8). Se evidencia que todas las
muestras presentan un aumento significativo entre el 14/03 y el 18/03-19/03, confirmando una fase
inicial de liberacidn de particulas al medio. Posteriormente, la mayoria de las curvas muestran una
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disminucion hacia el 24/03-06/04, donde se alcanzan valores minimos cercanos a 0,6-0,8 en varios
tratamientos, lo que indica procesos de sedimentacion y estabilizacion del sistema.

En etapas tardias, las curvas muestran comportamientos diferenciados entre los tratamientos. Las
muestras azules presentan un perfil mas controlado y estable, con incrementos moderados que
reflejan una liberacion controlada. Mientras que las muestras negras muestran mayor variabilidad,
con cambios mas abruptos como picos elevados y caidas pronunciadas que sugiere una liberacion
menos uniforme. Por su parte, las muestras rojas presentan incrementos en la turbidez en etapas
finales, a partir del 06/04, alcanzando los valores mas altos del sistema, lo que indica una liberacion
sostenida de particulas a lo largo del tiempo.

En conjunto, la forma de las curvas confirma un comportamiento dinamico del sistema, en el cual
se distinguen una fase inicial de liberacidn rapida, una etapa de estabilizacion y una fase final de
liberacion sostenida en algunos tratamientos. Este comportamiento, sumado a las diferencias
entre métodos, confirma la influencia de la estructura del material en la cinética de degradaciény
liberacion.

3.2.8.3. Evaluacion por cromatografia flash

La purificacion de los componentes de la muestra se llevd a cabo mediante cromatografia flash en
columna de fase reversa (g 18 x 150 mm), con deteccion UV en dos canales: 210 nm, asociado a la
deteccion de policaprolactona y 275 nm, empleado para la deteccion de proteina. El caudal de
elucion se establecié en 1.0 mL/min y se inyectaron 0.5 mL de muestra previamente centrifugada.

El sistema de elucidn consistié en un gradiente binario utilizando diclorometano (DCM) como fase
Ay acetonitrilo (ACN) como fase B, estructurado en cuatro etapas, equilibrio inicial con 100% A/
0% B (3 minutos), primera rampa con 9o% A / 10% B (5 minutos) y una sequnda rampa con 75% A /
25% B (5 minutos), como se ilustra en la Figura 28.

Antes de presentar los cromatogramas de cada muestra, es importante aclarar que el método
cromatografico fue programado con una duracion total de 11 minutos, tal como se menciond
anteriormente; sin embargo, en las graficas obtenidas Unicamente se observan aproximadamente
los primeros 6 minutos del analisis. Esto se debe a que el cromatograma mostrando corresponde
Unicamente al tiempo que el detector alcanzé a registrar en ese momento y no a la duracion
completa programada del método.

En este caso, el método representa el tiempo total establecido para la ejecucidn del gradiente y
funcionamiento del equipo, mientras que el cromatograma refleja Unicamente los datos adquiridos
por el detector durante la corrida. Por ello la grafica finaliza alrededor del minuto seis, evidenciando
que el archivo visualizado contenia informacion parcial de analisis. Esto puede ocurrir porque la
corrida aun estaba en ejecucion al momento de capturar la imagen, porque el software mostraba
solo una ventana parcial del cromatograma o porque la adquisicion de datos del detector se limito
a este intervalo [63].

68 | Pontificia Universidad Javeriana ¢ H2 terapéutico en sistemas poliméricos



Parémetros del método

Figura 28. Parametros del cromatograma.

3.2.8.3.1 Interpretacion de cromatograma del método Azul:
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Figura 28 A). Cromatograma m. Azul (275 nm) 28 B). m.Azul (254nm)
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28 C). Cromatograma m. Azul (254 nm/275 nm)

En ambos canales de deteccion (254 nm y 275 nm), la muestra azul presento sefales de muy baja
intensidad a lo largo de toda la corrida cromatografica, con valores de absorbancia que en ningun
momento superaron los 0,07 AU. La linea base se mantuvo relativamente estable, pero con un ruido
continuo y leve, caracteristico de muestras con baja concentracién de analitos o con componentes
que no interactuan fuertemente con la fase funcionaria bajo las condiciones de elucion empleadas.

En el canal de 275 nm (Figura 28A), asociado a la deteccidn de proteina, no se identificaron picos
cromatograficos definidos en ningun punto de la corrida. La sefal fluctua levemente alrededor de
la linea base desde el inicio hasta el final del gradiente, sin mostrar ningun evento de elucion claro.
Esto podria interpretarse como ausencia de componentes proteicos en la muestra, o bien como una
concentracion insuficiente para ser detectada a esta longitud de onda bajo el volumen de inyeccion
utilizado (0,5 mL).

En el canal de 254 nm (Figura 28B), relacionado con la deteccion de PCL, el comportamiento fue
igualmente plano y sin caracteristicas resolubles. Aunque la PCL como polimero no presenta una
absorcion de UV muy marcada en esta region, la ausencia total de sefial podria sugerir que el
material polimérico no se liber6 de forma apreciable hacia el eluato, que es el liquido que sale de la
columna cromatografica después de pasar por ella, durante la corrida, lo cual podria ser indicativo
de una buena integridad estructural de las muestras fabricadas por este método.

Al superponer ambas longitudes de onda en la Figura 28C, las trazas de 254 nmy 275 nm discurren
de forma casi paralelay sin separacion apreciable entre si, confirmando que no existe diferenciacion
entre fracciones bajo estas condiciones. La similitud entre ambas sefiales refuerza la idea de que
los componentes presentes en la muestra azul, si los hay, no se resuelven en fracciones
distinguibles mediante este gradiente binario de DCM/ACN. En conjunto, el perfil cromatografico
del método Azul sugiere una muestra con bajo contenido de material eludible, posiblemente
asociado a una encapsulacion mas contenida del magnesio dentro de la matriz polimérica, lo que
limitaria su liberacion bajo estas condiciones.
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3.2.8.3.2 Interpretacion de cromatograma del método Negro:
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C) Cromatograma m. Negro (254 nm/275 m)

El método negro presento, con diferencia, el perfil cromatografico mas complejo y activo de los
tres métodos evaluados. Tanto en el canal de 275 nm como en el de 254 nm se observaron sefales
de alta intensidad, con multiples picos pronunciados distribuidos principalmente entre los minutos
2,5y 6 delacorrida, alcanzando valores maximos cercanos a 0,19 AU, lo que representa casi el triple
de la sefial observada en el método azul.
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En el canal de 275 nm (Figura 29A), la sefial comienza con cierto nivel de ruido en los primeros
minutos, coherente con la fase de equilibrio del gradiente (100% DCM), y luego incrementa
progresivamente su actividad a medida que aumenta la proporcidn de ACN en la fase movil. Este
comportamiento sugiere que los componentes de la muestra Negro requieren condiciones de
mayor polaridad relativa para ser arrastrados desde la columna de fase reversa, lo cual es
consistente con compuestos de caracter mas apolar que se retienen inicialmente en la fase
estacionaria y eluyen al modificarse la composicion del solvente. Los picos observados son
multiples e irregulares, sin una forma gaussiana bien definida, lo que indica que podria tratarse de
una mezcla compleja de componentes que coeluyen o se solapan parcialmente.

En el canal de 254 nm (Figura 29B), el patron es muy similar al de 275 nm, con picos de magnitud
comparable y distribuidos en los mismos intervalos de tiempo. Esta coincidencia entre canales es
un dato relevante, ya que implica que los compuestos detectados absorben simultaneamente en
ambas longitudes de onda, lo que podria apuntar a moléculas con estructuras que presentan
cromdforos activos en ese rango del espectro UV, o simplemente a que la PCL u otros componentes
del sistema contribuyen de forma inespecifica a la absorbancia en ambos canales.

La superposicion de ambas sefiales en la Figura 29C confirma la alta correlacion entre los dos
canales, reforzando la hipotesis de que los picos observados corresponden a los mismos
compuestos detectados simultaneamente a 254 y 275 nm. La naturaleza porosa caracteristica de
las muestras fabricadas por el método negro, observada ya desde la etapa de fabricacion,
probablemente jugd un papel importante en este comportamiento, ya que una mayor porosidad
implica una mayor superficie de contacto con el solvente y, por tanto, una liberacion mas activa de
componentes hacia el eluato durante la corrida cromatogréfica. Esto explicaria por qué este
método genera el perfil mas rico en sefal de los tres evaluados.

3.2.8.3.3 Interpretacion de cromatograma del método Rojo
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Figura 30 A). Cromatograma m. Rojo (275 nm) B). Cromatograma m.Rojo (254 nm)
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C). Cromatograma m.Rojo (254 nm/275nm)

El método Rojo exhibié un comportamiento cromatografico intermedio entre los dos métodos
anteriores, con sefales de baja intensidad, pero con algunas caracteristicas que lo diferencian del
método Azul. En términos generales, los valores de absorbancia registrados no superaron los 0,05
AU en ninguno de los dos canales, manteniéndose por debajo de los niveles observados tanto en el
método Negro como, en algunos momentos, incluso en el Azul.

En el canal de 275 nm (Figura 30A), se observa una sefal con ruido moderado y continuo desde el
inicio de la corrida, especialmente notable en los primeros dos minutos, coincidiendo con la fase de
equilibrio inicial del gradiente. A partir del minuto 2, la sefal tiende a estabilizarse en valores
cercanos a la linea base, sin mostrar eventos de elucidon claramente definidos. Este
comportamiento podria estar relacionado con la naturaleza del proceso de fabricacion por
extrusion, en el que el material fue disuelto en DCL y posteriormente extruido, lo que pudo haber
generado una distribucion mas homogénea del magnesio en la matriz polimérica, reduciendo asi la
cantidad de material libre disponible para eluir durante la corrida.

En el canal de 254 nm (Figura 30B y 30C), la sefial muestra un comportamiento similar, con algo
mas de actividad en los primeros minutos que luego decae progresivamente hacia la linea base. Al
superponer ambos canales, se aprecia que la correlacion entre 254 nmy 275 nm es algo menor que
en el método negro, con pequenas divergencias entre las trazas que podrian indicar la presencia de
componentes que absorben de forma diferencial en una u otra longitud de onda, aunque la baja
intensidad general dificulta extraer conclusiones definitivas al respecto.

En términos de estabilidad de la linea base, el método rojo es el que presenta el comportamiento
mas ordenado de los tres, con una sefal que, pese al ruido, tiende a mantenerse en un rango
estrecho de valores. Esto podria ser coherente con una muestra de composicion mas uniforme o
con una menor liberaciéon de componentes al medio cromatografico, posiblemente asociada a la
mayor compacidad estructural que otorga el proceso de extrusion en comparacion en con el
modelo directo.
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Tabla 11. Criterios de cromatograma por método.

Criterio Azul Negro Rojo ‘
Intensidad de sefal Muy baja (< Alta (< Baja (<0,05 AU)
0,07AU) 0,19AU)
Picos definidos No Multiples, No
irregulares
Coincidencia 254/275 Alta Alta Moderada
nm
Estabilidad de linea Moderada Baja Alta
base
Liberacién estimada Baja Alta Baja-moderada
de material

En términos generales (ver Tabla 11), el método Negro es el Unico que evidencia actividad
cromatografica significativa, con un perfil complejo que sugiere la presencia de multiples
componentes liberados hacia el aluato bajo las condiciones del gradiente binario empleado. Su
estructura porosa, observada desde la fabricacion, parece ser un factor determinante en esta
mayor liberacion de material. Los métodos azul y rojo, por su parte, presenta perfiles mas
silenciosos, lo que podria interpretarse de dos maneras: bien como su encapsulacion mas efectiva
que retiene los componentes dentro de la matriz polimérica, o bien como una concentracion de
analitos insuficiente para ser detectada bajo las condiciones cromatograficas utilizadas. Para
discriminar entre ambas hipotesis, seria recomendable complementar el analisis con técnicas
adicionales como espectroscopia de masas o ensayos de liberacion cuantitativa en condiciones
controladas, que permitan confirmar si la ausencia de senal refleja verdaderamente una mejor
retencion del magnesio o simplemente una limitacion analitica del método empleado.

3.3 Prototipo final testeado
3.3.1. Matriz de decision
Teniendo en cuenta los requisitos de disefio anteriormente planteados y los resultados obtenidos

en las evaluaciones de absorbancia, turbidez y variaciones en masa de cada uno de los métodos, se
genera la siguiente matriz de decision (Tabla 11) para determinar el mejor método generado.

Tabla 11. Matriz de decision

Criterio Peso (%) Puntaje M. Negro Puntaje M. Rojo Puntaje
Azul Negro Rojo
Estabilidad de 20% Valores sostenidos = 4 Recuperacion de 3 Incremento 3
absorbancia 2,2.2,3, hasta 2,0 con sostenido aprox
variabilidad fluctuaciones de 2,0, alta
marcadas variabilidad final
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Estabilidad de
turbidez

Reproducibilid

ad entre
muestras (SD
de masa
inicial)

Pérdida de
masa
progresiva

Degradacion

del PCL
controlada
sostenida
Facilidad de

fabricacion vy
reproduccion

Diferencia
respecto al
control de PCL
puro

Total
ponderado

15%

15%

10%

20%

10%

10%

100%

moderada y
creciente

Perfil controlado,
valores finales 1,0-
1,4

3 muestras, SD
baja y una
distribucion

homogénea en las
muestras
Tendencia
decreciente,
estable, menor
variabilidad entre
muestras
Incremento
progresivo y
estable desde el
06/04, valores >2,2
al final

Proceso sencillo,
sin calor, perdidas
minimas

Diferencia
sostenida en =3
puntos temporales

4,35

Alta variabilidad,
picos hasta 2,2 en
M3

3 muestras, SD
baja pero Mg
heterogéneo

Fluctuaciones
moderadas, SD
intermedia

Recuperacion
presente  pero
caidas abruptas

Sin solvente, mas
simple, pero Mg
irregular

Diferencia
presente pero
con mayor ruido

3,00

Valores mas altos
del sistema (>2,3)

Solo 2 muestras,
SD alta

SD alta por
diferencia entre
M1y M2

Liberacion tardia
sostenida  pero
con alta
variabilidad

Proceso
complejo,
perdidas
considerables
Diferencia
notable en
etapas tardias

Escala de puntuacion: 1= deficiente, 2= bajo, 3= aceptable, 4=bueno y 5= excelente.

El método Azul (Disolucion y moldeo) obtuvo el mayor puntaje ponderado (4,35), lo que lo

convierte en el método con mejor desempeio global en términos de estabilidad de liberacion,

reproducibilidad entre muestras y control del proceso de degradacion.

3.3.2. Estado visual final de cada método

. Métods
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Tras el periodo de evaluacidn, se realizdé un registro fotografico del estado visual final de las
muestras de cada método, con el fin de documentar los cambios morfoldgicos superficiales
ocurridos durante el proceso de degradacion (Ver Figura 31).

De manera general, los tres métodos evidenciaron signos visibles de degradacion respecto a su
estado inicial (Figura 24), manifestados principalmente en el desgaste superficial de la matriz de
PCL y en la mayor exposicion de las particulas de Mg metalico. En la muestra Azul (Figura 31 A), se
observa una superficie mas traslucida y con mayor irregularidad respecto al estado inicial,
conservando parcialmente su forma pero mostrando zonas donde la matriz polimérica presenta un
aspecto mas delgado y desgastado, consistente con una degradacidn progresiva y relativamente
uniforme del polimero.

La muestra del método Negro ( Figura 31 B) presenta una superficie con marcas y surcos visibles, lo
que evidencia una degradacion mas localizada de la PCL. Se pueden notar algunas zonas en las
cuales las particulas de Mg han quedado mas expuestas, resultado de la perdida de material
polimérico en esas regiones, lo que es coherente con la distribucion heterogénea del Mg, aquello
que es caracteristico de este método.

La muestra del método Rojo (Figura 31 C) es la que presenta cambios morfoldgicos mas
pronunciados, mostrando una superficie notablemente rugosa con amplias zonas de Mg expuesto
y partes de la PCL claramente degradados. Este comportamiento es consistente con la mayor
porosidad inicial de este método, que favorecié un mayor contacto entre el medio acuoso y el Mg
desde etapas tempranas, acelerando tanto la reaccion del mineral como la degradacion superficial
del polimero.

En general, el estado visual final de las muestras concuerda con los perfiles de absorbancia, turbidez
y variacion de masa registrados a lo largo del periodo de evaluacion, sugiriendo que los tres
sistemas experimentaron una degradacidn activa durante las cinco semanas que estuvieron siendo
monitoreadas.
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3.4. Discusion final
3.4.1. Desempeiio diferenciado entre métodos y relacion con la morfologia de las muestras

Los resultados obtenidos a lo largo del periodo de evaluacion evidencian que el método de
fabricacion influye directamente en el perfil de liberacion del sistema, lo cual es consistente con lo
reportado en la literatura para sistemas poliméricos de liberacion controlada, donde la
microestructura del material determina la accesibilidad del medio acuoso al compuesto activo
encapsulado [53].

El método Azul (Disolucion y moldeo) presentd el comportamiento mas favorable en términos de
estabilidad y reproducibilidad. Su ventaja se encuentra mas que todo posicionada en la disolucion
completa del PCL en DCM a una relacidn de 5 ml por gramo de polimero, lo cual gener6 una matriz
mas homogénea, permitiendo una distribucion mas uniforme del Mg en la matriz polimérica, tal
como se observd en el registro fotografico inicial (Figura 24 A). Esta homogeneidad se tradujo en
perfiles de absorbancia y turbidez mas estables y reproducibles entre muestras, con SD menores
respecto a los otros métodos.

El método Negro, aunque el mas simple de fabricar al no requerir un solvente organico, presentd
mayor heterogeneidad en la distribucion del Mg, esto gracias a que el método de incorporacion del
Mg se hizo mediante agitacion mecanica en la masa fundida, proceso que no garantiza la mayor
uniformidad que una disolucion completa. Esta heterogeneidad se reflejd6 en mayores
fluctuaciones en los valores de absorbancia y turbidez, asi como en las variaciones de masa
registradas a lo largo del tiempo de evaluacion.

El método Rojo mostrd los valores de turbidez mas altos en etapas tardias, lo que sugiere una
liberacion mas activa de particulas en el medio. Sin embargo, al tener tanta porosidad superficial,
generada por la extrusion manual de la mezcla PCL-DCM, gener6 una estructura menos compacta
que expone mayor superficie de Mg al medio acuoso desde etapas tempranas, lo que dificulta el
control de la liberacion. Ademas de esto, el método presenta una baja reproducibilidad, que resultd
solamente en 2 muestras evaluables por pérdidas durante el proceso de extrusion, lo que limita la
validez estadistica de los resultados.

3.4.2. Influencia en la degradacion del PCL en el perfil de liberacion

El comportamiento bifasico observado en los tres sistemas, caracterizado por una liberacion inicial
rapida sequida de una fase de liberacion sostenida, es consistente con los mecanismos descritos
para matrices poliméricas de PCL. En una primera etapa el Mg superficial expuesto reacciona
rapidamente con el medio acuoso, generando el pico inicial de turbidez y la caida de absorbancia
observados entre el 14/03 y el 24/03. Posteriormente, la degradacion progresiva de la matriz de PCL
expone gradualmente el Mg interior, dando lugar a la segunda fase de liberacion sostenida
evidenciada a partir del 06/04. Este patron de liberacion bifasica ha sido documentado en sistemas
similares de PCL cargados de particulas metalicas, donde la barrera polimérica acta como un
modulador de la velocidad de acceso al compuesto activo [4].
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3.4.3. Importancia de las condiciones experimentales: temperatura de 37°C y actividad
enzimatica

La incubacién a 37°C fue fundamental para simular condiciones fisioldgicas y garantizar que los
procesos de degradacidn observados fueran representativos del comportamiento esperado en un
entorno bioldgico. A esta temperatura la movilidad de las cadenas poliméricas del PCL aumenta,
lo que favorece la penetracion del medio acuoso a la matriz y acelera la hidrolisis de los enlaces
éster caracteristicos del polimero [16].

No obstante, la degradacion de la PCL en solucion salina pura demostrd ser insuficientemente
rapida para los tiempos experimentales disponibles, lo que motivo la incorporacion de actividad
enzimatica mediante pancreatina/simeticona. Este coctel enzimatico, que incluye lipasa, amilasay
proteasa, favorecio la ruptura de los enlaces éster de la PCL, lo que acelerd la degradacion del
polimero y permitiendo observar cambios notables en tiempos experimentales mas cortos.
Adicionalmente, el pH del medio fue ajustado con una mezcla de soda caustica y agua destilada,
para alcanzar un pH de 7,4, con el fin de garantizar las condiciones dptimas para la actividad
enzimatica, en particular la lipasa, cuyo rendimiento es maximo en un entorno de pH neutro
cercano al fisioldgico. A lo largo del periodo de evaluacion se realizé un Unico cambio completo del
medio, aproximadamente 15 dias después de iniciada la evaluacion (26/03/2026), reponiendo
solucion salina fresca con actividad enzimatica en los sistemas correspondientes y en las otras
muestras, una gota de azul de metileno completada hasta 7 ml con agua en los tubos falcon, con el
fin de mantener condiciones que fueran estables y representativas durante la segunda fase de
liberacion. Este enfoque es consistente con lo reportado por Pérez (2015), quien documentd que la
actividad enzimatica incrementa la velocidad de degradacion de matrices poliméricas mediante
mecanismos de hidrolisis enzimatica [58]. La concentracion enzimatica final utilizada (522,46 Ul/ml
en el sistema con NaCl y 584,82 Ul/ml en el sistema con azul de metileno fue seleccionada para
favorecer la degradacion sin alterar drasticamente las condiciones del medio.

3.4.4 Validacion del marcador MB/LMB y su relacidn con la literatura

El uso del par redox azul de metileno / leucoazul de metileno como indicador indirecto de la
generacion de H2 terapéutico fue una estrategia metodoldgica adecuada para las condiciones de
laboratorio disponibles, dado que la medicién directa del H2 gaseoso requiere equipos
especializados como cromatdgrafos de gases o sensores electroquimicos especializados. Es por
esto, que la decoloracion progresiva que fue observada en los tubos que contenian las muestras de
Mg confirmd cualitativamente la generacion del ambiente reductor esperado, lo que concuerda con
el mecanismo del par MB/LMB descrito por Pratihar et al. (2014) y Bollinger et al. (2025) [55] [56].
Los valores cuantitativos de absorbancia registrados son consistentes con este comportamiento,
mostrando una caida inicial sequida de una recuperacidon asociada a la reoxidacion del LMB al entrar
en contacto con el oxigeno del medio.

3.4.5. Limitaciones experimentales
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El presente estudio presenta algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta al analizar los
resultados. En primer lugar, el nUmero de replicas evaluadas por método fue estandarizado en 3
muestras para los métodos Azul y Negro y 2 para el método Rojo, no por limitaciones de produccion
en los primeros, sino con el fin de mantener condiciones comparables entre métodos, dado que el
método rojo presentd pérdidas significativas durante la extrusion, lo que generd que solo 2
muestras fueran Utiles para evaluar. Esta decision genera que la representacion estadistica del
método Rojo sea un poco mas limitada que las demas.

En segundo lugar, la medicion directa del H2 gaseoso no fue posible debido a las limitaciones en el
acceso de equipos especializados de medicion y las condiciones de laboratorio disponibles, es por
esto por lo que la validacion indirecta de la liberacion de H2 se hizo a partir de la reaccion del par
redox MB/LMB vy la turbidez, lo cual no es permite establecer cuantitativamente la cantidad de H2
que se generd y liberd efectivamente al medio.

Asimismo, el método de incorporacion del Mg se hizo de forma volumétrica y no por gramos, lo
que genera mayor variabilidad en la cantidad real de Mg incorporado en cada muestra. La
caracterizacion del tamafio de las particulas mediante ImageJ, sirve como una estimacion, pero
presenta también limitaciones en cuanto a resolucion de la muestra analizada.

Finalmente, el periodo de evaluacion de aproximadamente cinco semanas no permite analizar
correctamente el comportamiento de degradacion a largo plazo del sistema, el cual tiene una
duracion de 2- 3 meses (reportado en secciones anteriores). En estudios futuros se podria extender
el periodo de evaluacidn e incorporar la medicidn directa del H2, generar mayor numero de replicas
y crear condiciones de medio mucho mas cercanas al entorno fisioldgico real del sitio de
implantacion.

3.5 Descripcion de los siguientes pasos de avance en la tecnologia

Siguiendo el marco de niveles de madurez tecnoldgica (TLR) definido por la NASA [64] y adoptado
por Minciencias [65] para la evaluacion de proyectos de investigacion aplicada, el presente
proyecto se ubica actualmente en un nivel TRL 3-4, correspondiente a la demostracion
experimental del concepto en condiciones de laboratorio controladas. A continuacion, se describen
los pasos propuestos para avanzar hacia niveles de mayor madurez tecnoldgica:

3.5.1. Corto plazo (TRL 4-5): Optimizacion del prototipo y validacion en entorno simulado

- Ajustar la concentracion de Mg en la matriz de PCL para lograr alcanzar tasas de liberacion
dentro del rango terapéutico [50].

- Evaluar la combinacion de electrohilado + microesferas identificadas en la seccion 2.3.2
como alternativa de mayor control de porosidad estructural y liberacion sostenida [4].

- Evaluar la tasa de degradacién del polimero en cromatografia flash empleando muestras
de diferentes periodos de tiempo.

3.5.2. Mediano plazo (TRL 5-6): Validacion en modelos biolégicos mas complejos
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- Realizar ensayos en phantoms con propiedades mecanicas similares al tejido blando para
evaluar el comportamiento del implante en un entorno fisico mas representativo, acorde
con la metodologia descrita en el objetivo especifico (d).

- Evaluar el desempefio bajo diferentes condiciones enzimaticas y de pH, ampliando el
protocolo de pancreatina desarrollado en la seccion 3.1.3y el Anexo 4.1.

3.5.3. Largo plazo (TRL 6-7): Preparacion para validacion preclinica

- Elaborar la documentacidn técnica requerida por el INVIMA para registro sanitario del
dispositivo médico bajo el Decreto 4725 de 2005 [47] y las normas ISO 13485 [42] e ISO
10993 [43].

- Disefiar un protocolo de estudios in-vivo en modelos animales, después de hacer la
propuesta a el comité de ética institucional, en cumplimiento de la Resolucion 8430 de 1993
[48]y la declaracion de Helsinki, como paso previo a cualquier desarrollo en humanos.

- Establecer alianzas con grupos de investigacion clinica para disefiar ensayos piloto que
validen la seqguridad y eficacia del sistema en condiciones fisiologicas reales, con potencial
aplicacion en el tratamiento de deficiencia de Mgy como plataforma de H2 terapéutico.

4. Declaracion de uso de Inteligencia Artificial

En el desarrollo del presente proyecto se emplearon herramientas de inteligencia artificial (IA)
como apoyo complementario en diversas etapas del proceso. Su uso abarcd la generacion de
bocetos, esquemas e imagenes ilustrativas de los procesos y sistemas propuestos, asi como el
apoyo en la estructuracion y redaccion de algunas secciones del documento.

Es importante precisar que el uso de estas herramientas se limitd estrictamente a un rol de apoyo
instrumental. La totalidad de las ideas, el planteamiento, la definicion de los objetivos, el disefio
conceptual y técnico del prototipo, la ejecucion de los procedimientos experimentales, el analisis e
interpretacion de los resultados y la toma de decisiones a lo largo del proyecto son producto del
trabajo intelectual, el criterio académico y la formacion en ingenieria biomédica. En ningun
momento las herramientas de IA sustituyeron el pensamiento critico, la validacion experimental,
ni el juicio técnico requeridos para el desarrollo del proyecto de esta naturaleza.

Todo el contenido generado con apoyo de IA fue revisado, validado y ajustado antes de ser
incorporado al documento, garantizado su coherencia con los objetivos del proyecto, la veracidad
de la informacion y el cumplimiento de los estandares exigidos por la Pontificia Universidad
Javeriana Cali.
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6. Anexos
6.1 Protocolo de degradacion de PCL con pancreatina

1. Preparar solucion de pancreatina
a) Disolver
e Pancreatina: 1mg/ml
e Solucidn salina 0,9% NaCl
b) Mantener pH cercano a 7.4 (Importante para actividad lipasa)
2. Preparar muestras
e PCL
e Solucidn pancreatina: g ml

Controles

e PCL + Solucion salina (sin enzima)
e Solucion pancreatina sin PCL
3. Incubacion
a) Condiciones, 37°Cy tapa cerrada.
b) Tiempos recomendados:

e 1dia

e 3dias.
e 7dias

e 1s4dias
e 21dias

4. Detenerlareaccion
a) Calentar a 9o°C por 5 minutos para desactivar la pancreatina y enfriar a temperatura
ambiente.
5. Separar solido
a) Centrifugar a 4000 rpm por 5 minutos y recuperar sobrenadante.
b) Guardar también el sdlido para analizar pérdida de masa.
6. Extraccion
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a) Alsobrenadante agregar 5 ml de acetato de etilo y agitar fuerte. (puede ser en el vortex)

6.2. Protocolo operativo Cgoo: purificacion de PCL [66] [67]
Analisis de degradacion enzimatica con pancreatina (30 dias)
Nota: Restriccion critica de solvente: maximo 20 ml

1. Especificaciones del sistema Cgoo
a) Bomba: Binaria de 3 pistones (Linea A: DCM / Linea B: ACN)
b) Presidn maxima segura: 5o bares (No exceder para proteger cartuchos de polimero)
c) Deteccion: Monitor UV con longitudes fijas (Usar 250 nm para PCL y 280 nm para
proteina).
d) Interfaz: Pantalla tactil tipo Tablet.
2. Configuracién del método (Icono Vaso / Hoja)
Paso 1: Crear método “+” y nombrarlo.
Paso 2: Definir Columna (Cartucho Silice 49 0 129)
Paso 3: Ajustar flujo a 1,0 mL/min.

Programacion de rampas (Gradiente)

Tiempo (min) % Solvente B (ACN) Volumen
Equilibrio 0-3 0% 3 ml
Rampa 1 (Oligémeros) 3-8 0% ->10% 5 ml
Rampa 2 (Mondmero) 8-15 10% -> 25% 7 ml
Lavada (Proteina) 15-20 40% 5 ml
Total consumido 20 ml

3. Pasoa paso en el laboratorio
Paso 1: Cebado (Menu servicio): Realizar cebado de bombas A y B por 30 s. Usar bypass
para no gastar solvente en la columna.
Paso 2: Equilibrio: conectar columna, dar “play”, esperar linea base estable en display.
Paso 3: Inyeccion: Al aviso de “Carga de muestra”, inyectar o,5 ml de extracto con jeringa,
Dar “Listo".
Paso 4: Recoleccidn: Configurar colector en “Colectar todo” con fracciones de 1,5ml.
Paso 5: Fotosensibilidad: Desactivar luz de gradilla en ajustes si es necesario.

4. Registroy reporte (Icono Lista / Registro)
Al finalizar, guardar la ejecucion. El sistema registrard los cromatogramas
automaticamente. Insertar USB en el display para exportar el reporte en PDF.

6.3. Protocolo Micro- Flash grafico [66] [67]
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Purificacién de Acido 6-hidroxicaproico | Enzima: Pancreatina

@ PREPARACION DE FASES Y MUESTRA

FASES MOVILES
FASE A FASE B
~ Diclor b Acetonitril
u’» (DCM) 100% U (ACN) 100%
15 mL 5mL

Filtrar ambas fases con
membrana de 0.22 pm

TRATAMIENTO DE MUESTRA

@

Centrifugar extracto
de 30 dias.
13,000 rpm /10 min.

Filtrar sobrenadante
(PTFE 0.22 pm).

©

Concentrar bajo N,
hasta un volumen
final de 0.5 mL.

1

VOLUMEN TOTAL DISPONIBLE: 20 mL (NO EXCEDER)

Conoce Tu equipo

COLUMNA (CARTUCHO)
Silice Normal

(4 g o el menor
volumen disponible)

PANTALLA TACTIL

Configuracion, método,
monitoreo de picos
y control del sistema.

BOMBA

Binaria (2 solventes)
3 pistones

COLECTOR DE FRACCIONES

| Recoge automaticamente
los tubos con el eluido.

s

‘ CONFIGURACION
‘ DEL EQUIPO (SOFTWARE)

CARTUCHO
Seleccionar:
Silice Normal
(49).

DETECCION UV
Canal 1: 210 nm
(PCL)

Canal 2: 280 nm
(Proteina)

FLUJO
Ajustar estrictamente
a1.0 mL/min.

MODO DE INYECCION
Manual

(inyeccion liquida
directa).

Ajustar parametros antes de
conectar la columna para
evitar consumo innecesario.

ETAPA TIEMPO (min) % B (ACN)
Equilibrio 0-3 0%
Rampa 1 3-8 0% — 10%
Rampa 2 8-15 10% — 25%

Lavado 15-20 40% .

€ PROGRAMA DE GRADIENTE (RAMPAS)

INSUMO TOTAL ESTIMADO 20 mL

% B (ACN) inad
VOL. ETAPA ACCION / OBSERVACION st i
3mL Estabilizar linea base UV Rampa 2
25% |
SmL Salida de oligémeros cortos
7mL Elucién del Monémero (6-HHA) WER: |
Equilibrio
5mL Eliminacion de Pancreatina 0%
0 3 8 15 20
Tiempo (min)

o OPERACION PASO A PASO

(2]

@ carcA DE SOLVENTES

si es posible para no usar
la bomba del equipo en

| o P
‘ Llenar las lineas con jeringa
‘ purgas largas.

{

Cargar los 0.5 mL de
muestra concentrada
directamente en el
cabezal de la columna.

Volumen: 0.5 mL

INVECCION © micio oE corriDA

Recolectar manualmente
tubos de 1.5 mL.
Enfocarse especialmente
entre el min 10 y 16
(elucién del monémero).

Ejecutar el método desde
la pantalla tactil y
monitorear los picos UV
en tiempo real.

@) FRACCIONAMIENTO

©  FiNDE CORRIDA

Detener el flujo
inmediatamente al
terminar el lavado para
preservar el cartucho.

Tubo: 1.5 mL
¢QUE SUCEDE DENTRO DE LA COLUMNA? CROMATOGRAMA EJEMPLO (UV 210 nm) RESULTADO ESPERADO
POLARIDAD
BAJA C——— A\TA = Monémero =
DE ELUCION 2 6-HHA I_" Recolectar fracciones
§ Oligémeros (Rampa 2) = correspondientes al pico
0%8 0-10%B 10-25% B 40% B ] (Rampa 1) Proteina del monémero (10-16 min).
(Equilibrio) (Rampa 1) (Rampa 2) (Lavado) % (Lavado)
%9 o 900 Lo ®9, ¥
® e CN X ® + Concentrar fracciones
Compuestos muy Salen los oligémeros Eluye el mondmero:  Se eliminan proteinas + Analizar (LC/MS, NMR, etc.)
polares se retienen mds cortos. Acido 6-hidroxicaproico ~ (pancreatina) y restos o 'Guardar.y reqistrar resultados
mis. (objetivo). fuertemente retenidos. Tiempo (min) yreg
PUNTOS CRITICOS CONSUMO RESUMEN NOTA
* No exceder 20 mL de consumo total, * Recoleccion en la ventana correcta (10-16 min). ® Total: 20 mL Este método esta optimizado para
* Flujo fijo: 1.0 mL/min. « Detener flujo al final del lavado. (15 mL DCM + 5 mL ACN) © maximo rendimiento con el minimo

* Inyeccién pequefia: 0.5 mL (evita sobrecarga).

* Mantener columna himeda en todo momento,

volumen disponible.
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