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RESUMEN 

 

Los portadores lipídicos nanoestructurados (NLCs) son sistemas organizados 

actualmente estudiados para el transporte de fármacos. Estos sistemas están constituidos 

por matrices lipídicas a escala nanométrica, sólidas a temperaturas fisiológicas y 

estabilizadas por la presencia de tensoactivos. Así, sus componentes generales incluyen 

lípidos y agentes tensoactivos. El objetivo de la presente Tesis es investigar la obtención 

de sistemas de transporte de fármacos basados en NLCs a partir de reactivos seguros. 

Además, se pretende estudiar su potencial como sistema de transporte del fármaco 

piroxicam (PX), presentando así el sistema portador como una alternativa para la 

administración de principios activos que involucren efectos adversos relacionados con 

su incorporación directa. A su vez, el trabajo apunta al desarrollo de métodos analíticos 

para el estudio de los principios activos que son vehiculizados en este tipo de sistemas 

portadores.  

Para la obtención de los NLCs se propuso un método simple, de baja energía y sin un 

uso considerable de solventes orgánicos. El sistema obtenido se caracterizó para 

corroborar la presencia de un sistema coloidal estable. Para esto se utilizaron técnicas 

experimentales, como dispersión dinámica de luz (DLS), microelectroforesis de láser 

Doppler y microscopía electrónica de transmisión (TEM). Los parámetros resultantes 

fueron satisfactorios, obteniéndose nanopartículas monodispersas, de morfología 

esférica, estables y con tamaños de partícula menores de 200 nm. Se incorporó el PX y 

se volvió a caracterizar el sistema. Se observó que la incorporación del principio activo 

no modificó sustancialmente las características del sistema portador. 

 Se llevaron a cabo estudios por espectroscopia de absorción UV-visible y de 

fluorescencia tanto del fármaco como del sistema portador, lográndose corroborar la 

incorporación de PX en los NLCs y establecer que, desde el primer día de preparadas 

las nanopartículas, existe un reparto del PX entre la fase acuosa externa y el interior de 

los portadores. Lo cual se vio posteriormente reflejado en la eficiencia de 

encapsulamiento del sistema.  

Se desarrollaron dos nuevos métodos analíticos: uno de ellos, basado en 

electroforesis capilar, que permitió determinar el porcentaje de encapsulamiento de 

fármaco en sistemas portadores y el otro, basado en voltametría de onda cuadrada 

(VOC), el cual posibilitó la obtención de los perfiles de liberación del fármaco.  

Se llevó a cabo el estudio de liberación in vitro del PX desde el sistema portador 

mediante VOC obteniéndose el correspondiente perfil de liberación. A su vez, los 

resultados obtenidos por VOC permitieron conocer la eficiencia de encapsulamiento del 

sistema. Los portadores exhibieron una fase inicial de liberación lenta de fármaco 

seguida por una liberación sostenida, dando como resultado un perfil aproximadamente 

sigmoideo. El sistema mostró una liberación del 60% del principio activo incorporado y 

una eficiencia de encapsulamiento del 75%. El tipo de patrón de liberación lenta y 

prolongada, es deseable para la mayoría de las aplicaciones de sistemas de 

administración de fármacos. La acción a largo plazo observada permite que la 

formulación sea adecuada para aplicaciones del tipo tópicas. El perfil de liberación 

permitió establecer también que el sistema obtenido presenta una estructura tipo II, la 

cual conduce a una difusión lenta del fármaco desde la matriz.  

La última etapa del presente trabajo de Tesis consistió en proponer una formulación 

farmacéutica apta para la administración del fármaco. En función de las propiedades del 

PX se desarrolló un gel tópico apuntando a su aplicación transdérmica. La tesis 

concluyó con el estudio de la eficiencia del gel como sistema de soporte de los NLCs. 
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ABSTRACT 

The nanostructured lipid carriers (NLCs) are organized systems currently studied for 

drugs transportation. These systems consist of nanoscale lipid matrices, solid at 

physiological temperatures and stabilized by the presence of surfactants. Thus, they are 

basically composed by lipids and surfactants. The objective of this Thesis was focused 

on obtaining drug delivery systems based on NLCs from safe reagents. Particularly, the 

designed delivery systems were intended for carrying active substances that present 

adverse effects related to its direct incorporation, such as the drug piroxicam (PX). This 

research also aimed at developing analytical methods able to determine the active 

principles in this type of carrier systems. 

In order to obtain the NLCs, a simple, low-energy method with minimal use of 

organic solvents was proposed. The system obtained was characterized to corroborate 

the presence of a stable colloidal system. For this purpose, experimental techniques, 

such as dynamic light scattering (DLS), Doppler laser microelectrophoresis and 

transmission electron microscopy (TEM) were used. The parameters were satisfactory 

and consistent with monodisperse spherical nanoparticles, in a stable suspension, with 

particle size lower than 200 nm. The PX was successfully incorporated in the NLCs and 

the system was characterized again. In this regard, the incorporation of the active 

principle did not substantially modify the characteristics of the system. 

Also, an exhaustive spectroscopic study using UV-visible and fluorescence was 

carried out for both PX and the PX-loaded NLC system in order to understand how the 

PX was incorporated in the delivery system. The incorporation of PX in the NLCs was 

confirmed and was also possible to establish that there is a distribution of the PX 

between the external aqueous phase and interior of the NLCs from the first day. This 

fact was related with the system entrapment efficiency. 

Two new analytical methods were developed: one of them, based on capillary 

electrophoresis, made it possible to determine the percentage of drug encapsulation in 

carrier systems and the other, based on square wave voltammetry (VOC), which 

allowed the drug release profiles to be obtained.  

In vitro release profile of PX was studied by VOC. The new method based on VOC 

measurements made it possible to know the entrapment efficiency of the system. The 

NLCs exhibited an initial phase of slow drug release followed by a sustained release, 

resulting in an approximately sigmoidal profile. The system showed a 60% release of 

the incorporated active principle and an entrapment efficiency of 75%. This type of 

slow and prolonged release pattern is desirable for most applications of drug delivery 

systems. The observed long-term action allows the formulation to be suitable for topical 

applications. The shape of the release profile was in accordance with a type II structure 

of the system, which led to a drug slow diffusion from the matrix. 

The last stage of the current Thesis was to propose a suitable pharmaceutical 

formulation for PX-NLCs administration. To do this, a topical gel for dermal 

application was developed. The Thesis concluded with the study of the gel efficiency as 

a support system for the NLCs. 
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 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

1. OBJETIVOS 

1.1 OBJETIVO GENERAL 

 

El presente trabajo de Tesis tiene como objetivo general el desarrollo de sistemas de 

transporte de fármacos basados en nanopartículas lipídicas del tipo de los portadores 

lipídicos nanoestructurados (NLCs) y el desarrollo de métodos analíticos confiables y 

adecuados para la cuantificación del principio activo de interés incorporado en el 

sistema. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

● Obtención de sistemas portadores (NLCs) a partir de reactivos que presenten mínima 

toxicidad para los organismos vivos.  

 

● Caracterización de los sistemas portadores. Algunos parámetros a considerar están 

directamente relacionados con la estabilidad del sistema, a saber: tamaño de 

partícula, potencial zeta e índice de polidispersidad. 

 

● Incorporación del principio activo en los sistemas portadores. Es de interés el estudio 

de fármacos pertenecientes a la familia de los antiinflamatorios no esteroideos. Sobre 

todo, aquellos que presentan baja solubilidad en fase acuosa y efectos secundarios 

relacionados con su administración por vía oral, como es el caso del piroxicam. 

 

● Caracterización de los sistemas portadores luego de la incorporación del principio 

activo.  

 

● Estudio in vitro de la liberación de la droga desde el sistema portador. Determinación 

de la eficiencia de encapsulamiento del sistema. A partir de las características del 

fármaco, se prevé el desarrollo de métodos analíticos adecuados para su 

determinación mediante el uso de técnicas espectroscópicas y electroquímicas. 

 

● Desarrollo de una formulación farmacéutica adecuada para la administración segura 

de las nanopartículas. Estudio, mediante las técnicas electroquímicas ya empleadas, 

de la eficiencia de dicha formulación como soporte del sistema, analizando su 

influencia en la liberación del fármaco incorporado en las nanopartículas. 



 
 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 
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2. INTRODUCCIÓN 

En esta sección se definiran brevemente los conceptos más relevantes relacionados con 

la serie de estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral. En tal sentido, se 

expondrán algunas generalidades de las nanopartículas lipídicas y su aplicación como 

sistemas de transporte de fármacos. 

2.1 GENERALIDADES 

 

Existen importantes grupos de fármacos que presentan propiedades físicoquímicas o 

biológicas desfavorables, que comprometen la eficacia y/o seguridad de su administración. 

Como ejemplos pueden citarse drogas poco solubles, irritantes o de biodisponibilidad 

errática. Para evitar estos inconvenientes, y otros relacionados con la degradabilidad o 

inestabilidad de ciertas drogas, se han desarrollado diferentes sistemas portadores de 

fármacos 1 . Un sistema portador de fármacos está definido como una formulación o 

dispositivo que permite la introducción de una sustancia terapéutica en el cuerpo 

mejorando la eficacia y seguridad de la misma; controlando la velocidad, el tiempo y el 

lugar de liberación de la droga2, 3.  

Es deseable que estos sistemas, desde el punto de vista farmacéutico, presenten ventajas 

tales como: facilidad de obtención, estabilidad, potencial para vehiculización de principios 

activos con diferentes polaridades, protección de las drogas solubilizadas en la fase 

dispersa, potencial aumento de la biodisponibilidad y un aumento en la eficiencia de 

absorción por endocitosis, micelización o vía capilar linfático2.  

El desarrollo de sistemas portadores de fármacos constituye una investigación de 

abordaje multidisciplinario donde es necesario conocer las propiedades fisicoquímicas de 

los materiales a ser estudiados, diseñar métodos analíticos tendientes a cuantificar los 

fármacos, tanto en los sistemas portadores como en medios biorrelevantes, y estudiar la 

farmacocinética en organismos vivos. 

En los últimos años se ha tratado de explotar el desarrollo de la nanotecnología al 

servicio de la medicina4, 5. La nanotecnología es la aplicación del conocimiento científico 
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para manipular y controlar la materia, predominantemente en escala nanométrica, con el 

fin de hacer uso de las propiedades dependientes del tamaño, estructura y distintos 

fenómenos asociados con átomos o moléculas individuales6 , 7 . La nanomedicina es la 

aplicación de la nanotecnología en el cuidado de la salud, conduciendo a nuevas vías para 

el diagnóstico y tratamiento de enfermedades humanas8.  

Así, actualmente se han desarrollado nanosistemas que poseen condiciones 

excepcionales que les permiten ser utilizados como sistemas portadores de fármacos 

(nanopartículas poliméricas y metálicas, liposomas, micelas, quantum dots, dendrímeros, 

micro/nanoemulsiones, para citar sólo unos pocos ejemplos)9, 10, 11, 12, 13.  

Algunos de estos nanosistemas pueden clasificarse como sistemas organizados. Como 

su nombre lo sugiere, los sistemas organizados son sistemas supramoleculares 

autoensamblados en los que existe cierto “orden” en las entidades que los conforman. El 

término supramolecular, hace referencia a aquellas estructuras que involucran agregados 

de moléculas o iones, y que se mantienen unidos por interacciones no covalentes, tales 

como las electrostáticas, puentes de hidrógeno (puente de H), fuerzas de dispersión y 

efectos solvofóbicos14. 

 La Figura 1 muestra el desarrollo histórico de algunos sistemas organizados diseñados 

para el transporte de fármacos, desde nanoemulsiones hasta las modernas nanopartículas 

lipídicas. En la década de 1960, Wretlind desarrolló la primera emulsión lipídica parenteral 

segura (Intralipid) para nutrición15, marcando el comienzo de una nueva clase de sistema 

de transporte de fármacos lipofílicos. Otros sistemas portadores parenterales interesantes 

son los liposomas, los cuales fueron descritos por primera vez por Bangham et. al. en la 

década de 1960 y fueron introducidos para vehiculizar principios activos en la década de 

197016, 17. La principal desventaja de este tipo de sistemas de transporte está relacionada 

con la estabilidad física tanto del fármaco como del sistema portador 18 , 19 . Las 

nanopartículas poliméricas, obtenidas tanto a partir de polímeros biodegradables como no 

biodegradables, son otro innovador sistema portador parenteral. Las ventajas más 

relevantes de estas nanopartículas son su especificidad respecto al sitio de entrega y la 

liberación controlada de los fármacos incorporados20 . Sin embargo, la citotoxicidad de los 

polímeros después de la internalización en las células es un aspecto crucial y a menudo 
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discutido 21 . A mediados de la década de 1990, la atención se ha centrado en las 

nanopartículas lípidicas22, 23. Estos sistemas combinan las ventajas de otros sistemas de 

transporte innovadores (ej: estabilidad, protección contra la degradación de medicamentos 

lábiles incorporados, liberación controlada, excelente tolerabilidad). Una de las 

características más atractivas de estos sistemas es el hecho de que pueden aplicarse a 

diferentes rutas de administración (ej.: parenteral, oral, dérmica, ocular, pulmonar, rectal). 

Así, las nanopartículas lipídicas representan una alternativa interesante para el trasporte 

seguro de principios activos lipofílicos24. 

 

Figura 1. Descripción general del desarrollo histórico de nanovehículos: desde nanoemulsiones 

hasta nanopartículas lipídicas (SLNs/NLCs)25. 
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2.2 NANOPARTÍCULAS LÍPIDICAS: SNLs y NLCs 

Teniendo en cuenta lo expuesto en el apartado anterior, las nanopartículas lipídicas se 

presentan como sistemas organizados de gran interés para ser utilizados como portadores 

de fármacos. 

Las nanopartículas (NPs) se pueden definir como nanoobjetos con todas las 

dimensiones externas del orden de la nanoescala, donde la longitud más larga y la más 

corta de los ejes del nanoobjeto no difieren significativamente. De acuerdo con las normas 

ISO, el término nanoescala define un rango de longitud aproximadamente de 1 a 100 nm6,7. 

Aunque esta definición parece ser bastante arbitraria, especialmente en lo que respecta al 

límite superior, dicho rango es ampliamente aceptado26. Sin embargo, debe tenerse en 

cuenta que, partículas de tamaño ligeramente mayor, también pueden exhibir propiedades 

típicas de las nanopartículas. Si las dimensiones difieren significativamente (generalmente 

en más de 3 veces), se prefieren términos como nanofibras, nanorods o nanoplacas en 

lugar de nanopartícula. Por lo tanto, de acuerdo con las normas ISO, las nanopartículas son 

un subgrupo de nanoobjetos.  

Como se mencionó con anterioridad, las Nanopartículas Sólidas Lipídicas (SLNs, del 

inglés solid lipid nanoparticles) 27, 28 surgieron a principios de los años ‘90 como una 

alternativa a las emulsiones, liposomas y nanopartículas poliméricas 29 . Estos sistemas 

presentan una cinética de liberación controlada de los principios activos, buena 

biocompatibilidad, estabilidad y tolerabildad, mostrándose así superiores a otros tipos de 

nanotrasportadores30, 31, 32. Básicamente, las SLNs están definidas como matrices lipídicas a 

escala nanométrica, sólidas a temperaturas fisiológicas y estabilizadas por surfactantes33. 

Estos sistemas coloidales presentan un diámetro de partícula entre 50 y 1000nm34, 35. Sin 

embargo, para aplicaciones nanomédicas, el tamaño preferencial es inferior a 200 nm36.  

Sus componentes generales incluyen lípidos sólidos y agentes tensoactivos. Para su 

utilización con fines farmacéuticos todos los reactivos utilizados en su preparación deben 

ser generalmente reconocidos como materiales seguros (GRAS, del inglés Generally 

Recognized as Safe). Entre los lípidos más comúnmente utilizados se encuentran los 

triglicéridos (ej.: estearina), glicéridos parciales (ej.: mono y di caprato, estearato), ácidos 

grasos (ej.: ácidos esteárico, palmítico y oleico), esteroides (ej.: colesterol) y grasas (ej.: 
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cetilpalmitato), que son lípidos fisiológicos o moléculas utilizadas comúnmente como 

excipientes en formulaciones farmacéuticas. A su vez, se han utilizado toda clase de 

agentes tensoactivos para lograr la estabilización de la fase lipídica (ej.: fosfolípidos, 

copolímeros de óxido de etileno-óxido de propileno y polisorbatos)33,35. Entre sus 

desventajas se pueden citar: su baja eficiencia de encapsulamiento de fármacos y la posible 

expulsión de los mismos debido a cambios en la forma de cristalización de los lípidos 

(transiciones polimórficas) 37 , el posible crecimiento de las partículas durante su 

almacenamiento, la tendencia a la formación de geles y cierta incapacidad de algunas 

formas cristalinas para incorporar fármacos38.  

Asimismo, en los últimos años surgió una segunda generación de estas NPs lipídicas 

basadas en mezclas de lípidos sólidos y lípidos líquidos (aceites). Estos sistemas son 

conocidos como Portadores Lipídicos Nanoestructurados (NLCs, del inglés 

nanostructured lipid carriers). Estos sistemas de administración, difieren de las SLNs en el 

estado físico de los lípidos que los componen. Para la producción de los NLCs es habitual 

mezclar moléculas de lípidos estéricamente muy diferentes. De esta forma, aunque la 

matriz lipídica será sólida a temperatura ambiente, las NPs obtenidas muestran puntos de 

fusión inferiores respecto a los lípidos sólidos que las componen39. 

El propósito original de los NLCs fue resolver las limitaciones más importantes de las 

SLNs convencionales40, 41, 42, 43 evitando la recristalización tanto de la fase lipídica como de 

las sustancias activas cargadas en ellos, minimizando así la expulsión de los fármacos 

durante las transiciones polimórficas que tienen lugar al recristalizar el lípido sólido (tanto 

durante la formación de la nanopartícula lipídica como durante el almacenamiento).  

Entre las ventajas generales de estos sistemas de transporte (SLNs/NLCs), puede 

destacarse el uso mínimo o inexistente de solventes orgánicos, la posibilidad de ser 

utilizados en diferentes vías de administración: tópica44, oral45,46, parenteral47, ocular48, 

respiratoria, mediante formas tradicionales como pomadas 49 , geles 50 , suspensiones o 

soluciones inyectables51 y aerosoles52. Ambos tipos de NPs protegen a las moléculas de 

fármaco susceptibles de ser degradadas bajo la influencia de agentes externos como la luz 

y podrían diseñarse para lograr perfiles de liberación prolongada de principios activos de 

baja solubilidad/disponibilidad24. 
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Particularmente, estos sistemas muestran grandes ventajas en la aplicación tópica de 

drogas53, 54. Se ha demostrado que las formulaciones tópicas que contienen nanopartículas 

lipídicas pueden aumentar la penetración en la piel, incrementando la eficiencia del 

tratamiento y reduciendo efectos colaterales en ciertas drogas55. A pesar de estas ventajas, 

casi no existen formulaciones en el mercado que contengan este tipo de portadores de 

fármacos. La Tabla 1 resume las principales ventajas resultantes de la aplicación de NPs 

lipídicas como sistemas portadores de fármacos. 
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Tabla 1. Ventajas de las NPs lipídicas como portadores de fármacos. 
Aspectos 

farmacológicos 
Ejemplos Comentarios/perspectivas 

Tecnológico 

Protección de la droga frente 

a la degradación química o 

enzimática 

Numerosas vías de administración 

Estabilidad física 
Aumento de la estabilidad del fármaco en la 

formulación 

Posibilidad de incorporar 

drogas hidrofóbicas e 

hidrofílicas 

Versatilidad de aplicación como portador de fármacos 

de diferentes grupos farmacológicos 

Producción a gran escala Posibilidad de producción industrial 

Facilidad de fabricación Posibilidad de fabricación en un laboratorio, bajo costo 

Sin uso de disolventes 

orgánicos 
Sin problemas de toxicidad, química verde 

Posibilidad de llevar dos 

agentes activos 

(co-entrega) 

Posibilidad de una terapia más eficaz (terapia 

combinada) 

Alta eficiencia de 

encapsulamiento de drogas 
Minimización de la dosis de formulación 

Posibilidad de esterilización Adecuado para administración parenteral 

Diámetro pequeño y 

distribución de tamaño 

estrecha 

Sistema atractivo para la administración de 

medicamentos 

Biológico 

Administración biológica a 

través de diferentes rutas 

Mayor espectro de aplicación de drogas, posibilidad de 

selección de una terapia adecuada 

Biodegradabilidad 
Posibilidad de aplicación como matriz para la 

liberación sostenida de fármacos 

Liberación controlada del 

fármaco 

Seguridad para los pacientes, posibilidad de liberación 

prolongada del fármaco, la concentración terapéutico 

de fármaco en plasma puede ser proporcionada 

Orientación específica del 

sitio 
Disminución de la toxicidad sistémica, terapia dirigida 

Biocompatibilidad Evitando de reacciones alergénicas 

Aumento de la 

biodisponibilidad de la droga 

incorporada 

Minimización de dosis 

Minimización de los efectos 

secundarios de ciertos 

medicamentos 

Aumento de la seguridad del paciente 

Cruce eficiente de barreras 

biológicas 
Posibilidad de diferentes rutas de administración 

Reducción de la frecuencia 

de dosificación 
Cumplimiento de los pacientes 

Si bien los NLCs presentan propiedades similares a las SLNs, debido a la presencia de 

líquido en su estructura la red cristalina del sólido se ve perturbada y, como consecuencia, 

la capacidad de carga del sistema portador sufre una sensible mejora 56 . A su vez, la 

mayoría de los fármacos liposolubles son más solubles en lípidos líquidos que en los 

sólidos, justificando también el aumento en la capacidad de carga en los NLCs57. Por otro 

lado, variando el núcleo lipídico, es posible modular el perfil de liberación del fármaco58. 
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La Figura 2 resume las diferencias estructurales entre las matrices de las SNLs y los 

NLCs, a su vez la ilustración resalta las ventajas de estos últimos. 

 

Figura 2. Diferencias estructurales entre las matrices de SLNs y NLCs. 

Liberación de fármacos desde las NPs lipídicas 

La liberación de fármacos a partir de NPs lipídicas ocurre por difusión y, 

simultáneamente, por la degradación de las partículas en el cuerpo59. En algunos casos 

puede ser necesaria una liberación controlada rápida, más allá de la difusión y degradación.  

Los NLCs acomodan la droga en función de su estructura lipídica altamente 

desordenada. La liberación “explosiva” del fármaco puede iniciarse aplicando a la matriz 

lipídica un impulso para convertirla en una estructura más ordenada. Ciertas estructuras de 

NLCs pueden activarse por ejemplo, al aplicar sobre la piel las partículas incorporadas en 

una formulación en crema. El aumento de la temperatura y la consiguiente evaporación de 

agua pueden conducir a un aumento en la velocidad de liberación del fármaco60. En base a 

este comportamiento se han desarrollado, por ejemplo, NPs lipídicas para el transporte de 

ciclosporina para tratar la psoriasis61,62. 
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Dicha modulación no es posible en el caso de las SLNs siendo ésta una desventaja 

potencial respecto a los NLCs. Esto se debe a que en esta clase de NPs lipídicas la 

transformación a una estructura ordenada se produce en el momento de la cristalización39. 

2.3 COMPONENTES DE LAS NPs LIPÍDICAS 

Como se mencionó con anterioridad las NPs lipídicas están compuestas por lípidos 

(líquidos y/o sólidos) y agentes tensoactivos: 

• Tensoactivos: Los tensoactivos pertenecen al grupo de moléculas conocidas como 

anfifílicas. Estos compuestos son moléculas que, como se muestra en la Figura 3, poseen 

dos zonas con polaridades diferentes. La zona polar, presenta una densidad electrónica 

marcada, constituida habitualmente por grupos con carga eléctrica neta, tales como 

carboxilatos o sulfonatos o bien puede presentar grupos de polióxido de etileno. Así, esta 

zona es altamente soluble en agua y se conoce como cabeza polar o hidrofílica. La zona no 

polar (colas hidrocarbonadas) suele estar constituida por una cadena hidrocarbonada 

simple o ramificada (8 a 18 átomos de carbono). Si el solvente externo es agua, esta zona 

es la parte hidrofóbica de la molécula.  

Las moléculas anfifílicas facilitan la miscibilidad de sustancias con polaridad diferente, 

cuya mezcla está impedida por la tensión superficial resultante. Estas moléculas le 

confieren distintas propiedades al sistema y, según el caso y su uso, se califican como 

jabones, detergentes, tensoactivos, emulsionantes, dispersantes, espumantes, humectantes, 

inhibidores de corrosión, etc. En esta tesis se usará la palabra castellana tensoactivo ya que 

la misma implica una acción de la molécula anfifílica sobre la tensión superficial63, siendo 

ésta la actividad de interés sobre los sistemas en estudio. 
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Figura 3. Representación general de una molécula anfifílica. 

Dependiendo de la forma de disociarse en agua, los tensoactivos se pueden clasificar 

según su estructura en: aniónicos, catiónicos, no iónicos y zwitteriónicos 64, 65. 

- Aniónicos; como carboxilatos, sulfonatos, etc. 

- Catiónicos; como sales de amonio o amonio cuaternario 

- Zwiteriónicos; los cuales poseen ambas cargas en la cabeza como aminoácidos de 

cadena larga y sulfobetainas. 

- No Iónicos: como monoglicéridos de ácidos grasos, polioxietilalquilfenol. 

Entre éstos, los tensoactivos no iónicos son los preferidos para aplicaciones médicas y 

alimentarias ya que los mismos presentan un bajo potencial de toxicidad o irritación en 

comparación con los iónicos66. Los tensoactivos no iónicos y no poliméricos también son 

más fácilmente adsorbidos en la superficie oleosa de las NPs lipídicas en comparación con 

los estabilizantes poliméricos sintéticos como el alcohol polivinílico (PVA), el Poloxámero 

188® y otros con cadenas de igual longitud, los cuales son altamente efectivos en términos 

de tamaño de partícula, aunque de utilidad limitada en términos de estabilidad. Por otro 

lado, la repulsión electrostática de las cargas de los tensoactivos y la mayor concentración 

de estabilizantes estéricos, provoca el incremento de la velocidad de cristalización del 

lípido67.  

Cuando las NPs solo se estabilizan con tensoactivos no iónicos, se puede suponer que la 

repulsión estérica es la principal interacción coloidal entre ellas. Las partículas 

estabilizadas por repulsión estérica son relativamente insensibles tanto a la concentración 

de electrolito como al pH; sin embargo, pueden experimentar una floculación débil 

(fácilmente reversible). Asimismo, se requieren grandes cantidades de surfactante no 

iónico para cubrir la superficie de las partículas en comparación a cuando estas se 

encuentran estabilizadas por repulsión electrostática68. 
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Entre los tensoactivos no iónicos, los polisorbatos son ampliamente utilizados para la 

síntesis de NPs lipídicas69. Estos tensoactivos están compuestos por ésteres de ácidos 

grasos de polioxietilen sorbitano70. La naturaleza hidrofóbica de los polisorbatos está dada 

por las cadenas de hidrocarburos mientras que la naturaleza hidrofílica se debe a las 

subunidades de óxido de etileno. La estructura básica es un anillo de sorbitano con 

polímeros de óxido de etileno unidos en tres posiciones diferentes. Mientras que el número 

de repeticiones de subunidades de óxido de etileno varía en cada posición, su número total 

(w + x + y + z) es igual a 20 y es constante para cada polisorbato. Los restos de ácidos 

grasos se unen a través de un enlace éster con el oxígeno del óxido de etileno en la 

posición w. El resto de la cadena hidrocarbonada es lo que caracteriza a los diferentes 

polisorbatos71.  

El Tween 80, monooleato de polioxietilen(20)sorbitano o polisorbato 80 (Figura 4) 

presenta un número de equilibrio hidrófilo-lipófilo (HLB) ~ 15 (HLB, del inglés 

Hydrophilic-Lipophilic Balance)72 lo cual indica que es un tensoactivo no iónico altamente 

hidrófilo con propiedades fisicoquímicas de un agente detergente y emulsionante. Por lo 

tanto, es adecuado para la estabilización de NPs lipídicas, y se seleccionó como 

tensoactivo en el presente trabajo de Tesis. En este caso la presencia de un doble enlace 

forma un pliegue en la cadena de hidrocarburos (se trata de un monooleato).  

 

Figura 4. Estructura química de Tween 80. (w + x + y + z) se refiere al número total de unidades 

de óxido de etileno. 

• Matriz lipídica: Según la actual definición química, los lípidos son moléculas 

hidrófobas que pueden originarse, completamente o en parte, a través de condensaciones 

de tioésteres o unidades de isopreno. Estos compuestos tienen funciones como: aportadores 
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de energía, estructuradores de la membrana celular, protectores de órganos, mediadores 

hormonales, entre otras, por lo que son indispensables para la vida73.  

La mayor parte de los lípidos usados en las formulaciones de NPs lipídicas son 

sintéticos. El uso de lípidos fisiológicos es recomendable ya que disminuye el potencial de 

daño agudo y crónico inherente a su uso terapéutico. Las grasas sólidas usadas con este 

propósito generalmente están comprendidas en las siguientes categorías: triglicéridos (ej.: 

triestearina), glicéridos parciales (ej.: monoestearato de glicerilo), ácidos grasos (ej.: ácido 

esteárico), esteroides (ej.: colesterol) y ceras (ej.: palmitato de cetilo)67.  

Lípidos sólidos: La actividad tensoactiva y emulsificante que poseen algunos lípidos 

sólidos tiene un impacto importante en la estructura y estabilidad de la matriz de las NPs. 

En la elaboración de NPs lipídicas se pueden emplear diferentes mezclas de grasas 

naturales de origen vegetal (ej.: cera de abejas, manteca de cacao, etc.) con propiedades 

autoemulsionables y que, por su naturaleza, son mejor toleradas por el organismo que los 

compuestos sintéticos67. 

Entre las materias primas de origen natural, las lecitinas son particularmente 

interesantes. Las mismas se definen como emulsionantes zwitteriónicos los cuales se 

pueden extraer de una variedad de fuentes, incluyendo soja, colza y huevo74. Representan 

una mezcla compleja de diferentes fosfolípidos y otros lípidos entre los cuales la 

fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol son los fosfolípidos más 

comunes74 (Figura 5). Las lecitinas son reconocidas como materiales seguros y 

biocompatibles y se encuentran disponibles comercialmente con diversos grados de pureza 

y especificidad. Dichos lípidos han sido extensamente estudiados como agentes 

estructurantes para alimentos, productos farmacéuticos y aplicaciones cosméticas75 . El 

estado físico de las lecitinas varía desde un líquido viscoso a un polvo dependiendo del 

contenido de ácidos grasos libres. También su color puede variar de marrón a amarillo 

claro76 . 

En particular, la lecitina generada a partir de la soja puede mejorar la memoria, el 

metabolismo, la función cognitiva y hepática, la salud cardiovascular y el desarrollo 

físico 77 . A su vez, existen estudios referidos a su aplicación para la administración 
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transdérmica de fármacos78 . Así, considerando sus características biocompatibles y su 

potencial para el transporte de drogas, se seleccionó lecitina de soja como lípido sólido en 

la síntesis de las NPs abordadas en este trabajo de Tesis.  

 

Figura 5. Estructura de lecitina 

Lípidos líquidos: El oleato de etilo es un éster del ácido oleico (Figura 6), el mismo se ha 

utiliza como solvente en preparaciones farmacéuticas que involucran sustancias lipofílicas 

como esteroides79 y fármacos, incluyendo el piroxicam80. A su vez, actualmente, se ha 

estudiado como componente de sistemas de administración de fármacos basado en lípidos, 

como ej. microemulsiones80 y NLCs81, obteniéndose muy buenos resultados. Considerando 

sus características en la presente Tesis se seleccionó oleato de etilo como lípido líquido 

para la formación de los NLCs. 

 

Figura 6. Estructura del oleato de etilo 

En la Tabla 2 se observa un listado de sustancias oleosas y tensoactivos comerciales 

comúnmente utilizadas para la obtención de NPs lipídicas. 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Lipophilicity
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Tabla 2.  Naturaleza química y nombre comercial de las materias primas más utilizadas para la 

elaboración de NPs.  

NOMBRE COMERCIAL COMPOSICIÓN QUÍMICA 

Compritol 888 ATO® Mono, di y triglicéridos del ácido behénico 

Cremofor EL® Aceite de ricino polioxietilado 

Dynasan 112® Trilaurato de glicerol 

Dynasan 114® Trimiristina 

Dynasan 116® Tripalmitato de glicerilo 

Dynasan 118® Triestearina 

Epikuron 200® Lecitina de soja con 95% de fosfatidilcolina 

Gelucire 44/14® Mono, di y triglicéridos del ácido behémico 

Imwitor 900® Monoestearto de glicerilo (40-50%) 

Lipoid S100® Lipoid GMBH® Lípidos sólido a base de lecitina de soja 

Lutrol F68® (Poloxámero 188, 

Pluronic F68)® 

Copolímero de unidades de polioxietileno (POE) y  

polioxipropileno (POP) 

Miglyol 812® Triglicéridos cáprico-caprílicos 

Miranol Ultra C32® Cocoamfoacetato de sodio. Tensoactivo anfotérico 

Oramix CG110® Glucósido de caprililo y caprilo (tensoactivo) 

Pemulen TR-1® Emulsificante polimérico. Polímero cruzado de alquil acrilatos 

Precirol ATO 5® 
Palmitato-estearato de glicerol (22% mono-, 40-60% di- y 25-35% 

triglicéridos de ácidos grasos C16-C18) 

Phospholipon 90G® Lecitina de soja con más de 90% de fosfatidilcolina (P90G) 

Precifac ATO® Palmitato de cetilo 

Softisan 100, 142, 154® Triacilgliceroles sólidos 

Taurocolato de sodio Taurocolato de sodio 

TegoCare 450® Diestearato de poliglicerol metilglucosa 

Tyloxapol® 

Tween 20, 80® 
Tensoactivo no-iónico 

Witepsol H5® Glicéridos hidrogenados de coco 

 

2.4 ESTRUCTURA DE LAS SLNs Y LOS NLCs 

En líneas generales, las NPs lipídicas poseen una matriz o núcleo lipídico capaz de 

solubilizar fármacos lipofílicos. Este núcleo se encuentra estabilizado por la presencia de 

tensoactivos y co-tensoactivos que se orientan sobre la superficie del lípido, creando una 

barrera física que estabiliza la nanopartícula25. La Figura 7 muestra una representación 

esquemática de una nanopartícula lipídica (SLN/NLC). Puede observarse cómo las 

moléculas de tensoactivo rodean la matriz aislándola de la fase acuosa externa, en caso de 

que ésta se encuentre en suspensión.  
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Figura 7. Representación esquemática de una nanopartícula lipídica. 

2.4.1 Estructura de las SLNs 

Existen tres tipos básicos de SLNs, la obtención de uno u otro depende de la 

composición de las SLNs (lípido, componente activo, surfactante) y de las condiciones de 

producción (método utilizado)39.  

La estructura denominada tipo I (Figura 8 I) se obtiene por homogeneización en frío y 

se caracteriza por una distribución uniforme del ingrediente activo en el volumen total de 

la matriz lipídica. La estructura tipo II (Figura 8 II) se caracteriza por una concentración 

de sustancia activa en la parte exterior de las nanopartículas. Por lo tanto favorece una 

"liberación explosiva”. En las SLNs con estructura tipo III (Figura 8 III), la concentración 

de compuesto activo es más alta en la parte central de las nanopartículas39. 

 

Figura 8. Modelos de incorporación de principios activos en las SLNs 
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2.4.2 Estructura de los NLCs  

Dependiendo de la composición de la mezcla lipídica, pueden obtenerse diferentes tipos 

de NLCs39 . Existen tres tipos de estructura de NLCs posibles: tipo I (conocida como 

imperfecta), tipo II (múltiple) y tipo III (amorfa), como se muestra esquemáticamente en la 

Figura 9. 

La tipo I es una estructura altamente desordenada que se forma mezclando lípidos 

sólidos con una pequeña cantidad de aceite (lípido líquido). Asimismo, esta estructura se 

obtiene mezclando lípidos sólidos con lípidos líquidos químicamente muy distintos. La 

diferencia en las estructuras de los lípidos y los requisitos especiales en el proceso de 

cristalización conducen a un elevado desorden; la estructura de una matriz lipídica 

imperfecta ofrece espacio para las moléculas de la droga y para agregados amorfos de ella 

(Figura 9 I)26.  

La estructura tipo II deriva de una emulsión múltiple y se produce combinando lípidos 

sólidos con la cantidad máxima posible de lípidos líquidos. Durante un proceso de 

producción en caliente, las partículas lipídicas en estado líquido (nanoemulsiones) se 

enfrían para cristalizar y formar partículas sólidas. A altas concentraciones de aceite y 

durante el enfriamiento, se produce una brecha de miscibilidad de los dos lípidos (lípido 

sólido y aceite) lo que, a su vez, conduce a una separación de fases, dando como resultado 

la formación de pequeños nano-compartimentos oleosos (Figura 9 II). Estos nano-

compartimentos dentro de una nanopartícula no pueden ser generados por herramientas 

mecánicas57. En este tipo de estructura múltiple aceite/grasa/agua, la droga puede ser 

acomodada en el sólido, pero con una solubilidad mayor en las partes oleosas de la matriz 

lipídica, aumentando así la capacidad de incorporación de principio activo del sistema. Los 

nano-compartimentos están rodeados por una matriz sólida lipídica, lo que permite una 

liberación controlada del fármaco. Esta matriz sólida, a su vez, evita la fuga del principio 

activo82. 

La estructura tipo III se obtiene cuando se mezclan lípidos especiales (ej. 

hidroxioctacosanilhidroxiestearato, miristato de isopropilo, adipato de dibutilo) que no 

recristalizan después de su homogeneización y enfriamiento83. La matriz lipídica es sólida, 
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pero en un estado amorfo (Figura 9 III)84. La ausencia de cristalización evita la expulsión 

del fármaco durante el tiempo de almacenamiento85, 86.  

 

Figura 9. Diferentes tipos de NLCs: I) imperfecto, II) múltiple y III) amorfo. 

2.5 OBTENCIÓN DE NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS 

Entre los diferentes métodos empleados para la obtención de NPs lipídicas, se pueden 

citar: 

Homogeneización a alta presión 87 , 88 , Ultrasonicación y homogeneización de alta 

velocidad89, 90, Método de microemulsión91, 92, 93, Método de evaporación del solvente94, 

95,96, Método de doble emulsión97, 98, 99, Método de difusión de solvente100, 101, Método de 

fluido supercrítico102, 103, Técnica de inyección de disolvente104, Método de membrana de 

contracción105, 106.  

A continuación se detallarán brevemente, las técnicas más comúnmente utilizadas para 

la obtención de NPs lipídicas: 

La Homogenización a alta presión (HPH del inglés, high-pressure homogenization) fue 

el primer método que se utilizó para la producción de NPs lipídicas. Es uno de los pocos 

métodos que satisface los principales requisitos industriales (aspectos reglamentarios, etc.) 

y posibilita la producción a gran escala a un costo relativamente bajo. Básicamente, los 

homogeneizadores de alta presión permiten impulsar un líquido a través de un especio 

estrecho (en el rango de unas pocas micras) a elevada presión (100-2000 bar). El líquido se 

acelera a una distancia muy corta y a una velocidad muy alta (más de 1000 km/h). Las 
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partículas originadas debido a las elevadas fuerzas de cizallamiento (esfuerzo cortante) y 

cavitación alcanzan el rango submicrométrico. Existen dos tipos de HPH, en caliente y en 

frío. En ambos casos, se requiere una etapa preparatoria que implica la incorporación del 

fármaco disolviéndolo en la masa fundida de lípidos69. 

Las NPs lipídicas también pueden producirse mediante un proceso de ultrasonicación. 

En este método, los procesadores ultrasónicos utilizados como homogeneizadores pueden 

reducir el tamaño de pequeñas partículas en un líquido. El proceso se basa en el fenómeno 

de cavitación en el que producen centros de alta temperatura y alta presión69. 

Otro método ampliamente utilizado es el conocido como Evaporación del solvente. En 

este caso, la fase lipídica se disuelve en un solvente orgánico inmiscible con el agua y a 

continuación se emulsiona dicha fase con la fase acuosa. Durante la evaporación del 

solvente (bajo presión reducida), la dispersión de nanopartículas se forma por precipitación 

del lípido en el medio acuoso69. 

Una variante de este último método es el Método de doble emulsión, que es usado para 

la incorporación de fármacos hidrofílicos en las NPs. El mismo se basa en el Método de 

emulsificación-evaporación del solvente pero, en este caso, el fármaco se encapsula con un 

estabilizador para evitar el reparto del mismo en la fase acuosa externa durante la 

evaporación del solvente69. 

Entre los métodos existentes, el Método de microemulsión es uno de los más 

interesantes en función de su simpleza y bajo costo. Las características del mismo se 

detallan a continuación:  

2.5.1 Método de microemulsión 

La esencia de este método es la dilución en agua de una microemulsión. Las 

microemulsiones son sistemas bifásicos (ej.: microemulsiones O/W, del inglés oil/water) 

ópticamente transparentes; constituidos por lípidos, emulsionantes, co-emulsionantes, y 

agua en proporciones específicas. En este método se obtiene una microemulsión a una 

temperatura entre 65-70 ºC y el calor de la misma se disipa en agua a una temperatura de 

aproximadamente 2 o 3 ºC bajo agitación continua. Es usual utilizar lípidos o un ácido 

graso de bajo punto de fusión (ej.: ácido esteárico), emulsionantes como los polisorbatos y 

alcoholes de cadena corta como co-emulsionantes (ej.: butanol). Para obtener 
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nanopartículas utilizando este método, no se requieren grandes gastos energéticos. En la 

microemulsión existen previamente pequeñas gotas de una fase dispersa en otra. Estas 

gotas suelen tener el tamaño de una decena o unos pocos cientos de nanómetros. 

Generalmente, la microemulsión y el agua están en una proporción no mayor a 1:25 o 1:50. 

Si hay un contenido demasiado alto de agua en comparación con el contenido de 

partículas, este necesita ser eliminado107, 108, 109. El Esquema 1 muestra el proceso de 

obtención de NPs lipídicas a través del método de microemulsión. 

 

Esquema 1. Método de microemulsión para la obtención de NPs lipídicas. 

En el presente trabajo de Tesis se desarrolló el Método de microemulsión para la 

obtención de los NLCs. El mismo se seleccionó considerando que es un método simple, 

económico, rápido y que no requiere el uso de ningún equipamiento especial91, 92, 93.91 

• Etapas en el proceso de elaboración de nanopartículas lipídicas: En general, el proceso 

de elaboración de nanopartículas lipídicas consiste básicamente en cuatro etapas110: la 

preparación de una fase oleosa, la preparación de una fase acuosa, la formación de una pre-

emulsión o microemulsión previa a la formación de las nanopartículas sólidas y la 

purificación y/o preconcentración de las nanopartículas obtenidas. 

La preparación de la fase oleosa consiste en la fusión de los lípidos sólidos mediante el 

aumento de la temperatura o su disolución en un disolvente adecuado, de tal manera que 

pierdan su estructura cristalina original. Los principios activos generalmente se agregan a 

la fase oleosa 111, 112 y raramente a la fase acuosa 113, 114. Por esta razón los lípidos que 

formarán la matriz de las nanopartículas deberán seleccionarse considerando su capacidad 

para disolver el fármaco que se desea incorporar en el sistema portador. Deben 

seleccionarse entonces aquellos lípidos en los que el fármaco presente un alto coeficiente 

de partición (fase oleosa/fase acuosa). La solubilidad del compuesto activo en la matriz 
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lipídica es esencial ya que influye en la capacidad de carga de la NP, en su eficiencia 

encapsulamiento y, por lo tanto, en el rendimiento del sistema portador115, 116.  Asimismo, 

la concentración del fármaco disuelto en la fase oleosa podría tener un efecto significativo 

en el tamaño y en la estructura de las partículas110.  

Por otra parte, el incremento en la capacidad de encapsulamiento de las NPs lipídicas 

está relacionado con la capacidad del fármaco de “acomodarse” en las imperfecciones de la 

matriz lipídica. Con lo cual es ideal trabajar con lípidos que solidifiquen con un 

empaquetamiento cristalino poco ordenado y presentar grandes distancias 

intermoleculares110. A su vez, el lípido sólido que conforma la matriz debe presentar una 

temperatura de fusión que no afecte la estabilidad del principio activo. 

La fase acuosa consiste generalmente en una disolución de alta concentración de 

tensoactivos110. La naturaleza y concentración de los tensoactivos tienen gran impacto en 

las propiedades de las NPs, puesto que rodean la superficie de las gotas de lípido, 

formando una barrera estérica que les imparte estabilidad física. Asimismo, influyen en el 

tamaño, potencial zeta, estabilidad química y propiedades biofarmacéuticas. Como 

contrapartida a estos efectos benéficos, muchos de ellos son poco tolerados por los 

organismos vivos. Como se mencionó, los tensoactivos comúnmente utilizados en la 

formación de sistemas portadores, debido principalmente a su baja o nula toxicidad, son: 

fosfolípidos, copolímeros de óxido de etileno-óxido de propileno como el Poloxamer 188 y 

polisorbatos como el Polisorbato 8067. 

En ocasiones es necesaria la adición de co-tensoactivos. Éstos mejoran la estabilidad 

física de las partículas al incrementar los efectos estéricos y la rigidez de la película 

externa, y también al modificar la carga superficial de las partículas117. Entre los agentes 

co-tensoactivos pueden citarse surfactantes aniónicos como el lauril sulfato sódico, 

alcoholes de cadena corta como el butanol y sales biliares como los colatos y  

taurocolatos35.  

Cómo se mencionó anteriormente, la tercera etapa en la elaboración de las NPs lipídicas 

consiste en la formación de una pre-emulsión o microemulsión, que se produce al mezclar 

las fases oleosa y acuosa en frío o en caliente110. En esta etapa los métodos de obtención 

pueden subdividirse en: métodos de producción de alta y baja energía. Los primeros 

consisten, básicamente, en lograr emulsiones entre la fase lipídica y la fase acuosa (a una 
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temperatura 5 - 10 ºC mayor que el punto de fusión del lípido) mediante un método de alta 

energía como la homogeneización a alta presión o la utilización de ultrasonido118. Los 

lípidos cristalizan en forma de nanopartículas cuando la emulsión recobra la temperatura 

ambiente. Estos métodos no son recomendables para drogas termosensibles o de fácil 

degradación. Los métodos de baja energía están basados en la obtención previa de la pre-

emulsion (también a temperaturas por sobre el punto de fusión de los lípidos) la cual se 

forma espontáneamente, sin necesidad de otro tipo de energía para lograrla, seguida de un 

descenso de temperatura, lo que provoca la precipitación de las nanopartículas. Entre los 

métodos de baja energía se encuentran: el Método de microemulsión93, el Método de 

evaporación del solvente94 y el Método de difusión del solvente100. 

Finalmente, la última etapa está relacionada con la preconcentración y purificación de 

las nanopartículas obtenidas. Dado que las dispersiones de SLNs o NLCs usualmente 

contienen una baja proporción de partículas, normalmente es necesaria la concentración y 

purificación de la dispersión acuosa de las NPs lipídicas a partir de procesos de 

evaporación, ultracentrifugación, ultrafiltración, secado o liofilización (mediante la adición 

de crioprotectores como trehalosa, manosa, maltosa, fructuosa o polivinilalcohol) para 

facilitar su manejo y administración110. 

Se puede concluir que existen métodos de obtención de NPs lipídicas de alta o baja 

energía119 y, a su vez, éstos pueden subdividirse en métodos con o sin uso de solventes 

orgánicos120. En este trabajo de Tesis, se seleccionó un método simple de baja energía sin 

un uso considerable de solventes orgánicos para obtener el sistema portador de interés. 

Dicho método se basa en el Método de microemulsión y el mismo se detallará en la 

Sección 3.2. 

 

2.6 CARACTERIZACIÓN DE LAS NANOPARTÍCULAS 

 El estudio de estos sistemas está orientado a conocer parámetros que pueden afectar 

directamente la estabilidad y la cinética de liberación de las NPs 121. Entre los parámetros 

más importantes que se deben tomar en consideración se encuentran: el tamaño de 

partícula36, el índice de polidispersidad, el potencial zeta y la morfología superficial. La 

caracterización finaliza con la determinación de la eficiencia de encapsulamiento del 
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principio activo y el estudio de la liberación del fármaco incorporado con el fin de obtener 

el correspondiente perfil de liberación in vitro e in vivo. 

2.6.1 Tamaño de partícula e índice de polidispersidad 

El tamaño de partícula de las nanopartículas se presenta como diámetro medio (d) y es 

una medida necesaria para confirmar la producción de las mismas en escala nanométrica. 

A partir del tamaño y de la desviación estándar calculada para la distribución de 

tamaños se obtiene el índice de polidispersidad, definido como el cociente entre la 

desviación estándar y la media obtenida para el tamaño de partículas122. El índice de 

polidispersidad (PDI, del inglés polydispersity index) brinda una idea de la distribución 

global de tamaños, asumiendo una sola media. Valores alrededor de 0,1 reflejan una 

población monodispersa homogénea, mientras que un PDI mayor que 0,3 indica una 

distribución de gran tamaño, así como una mayor tendencia a la aglomeración123.  

La técnica utilizada por excelencia para la determinar el tamaño de partícula e índice de 

polispersidad es la Dispersión dinámica de luz124. Dicha técnica se ampliará en la Sección 

2.9.1.  

 

2.6.2  Potencial zeta 

La carga eléctrica sobre la superficie de las partículas influye en la distribución de los 

iones en el área interfacial circundante, lo que resulta en una mayor concentración de 

contraiones. Los contraiones son iones que tienen carga opuesta a la carga sobre la 

superficie de las partículas. De esta manera, se forma una doble capa eléctrica alrededor de 

cada partícula. La capa líquida que rodea a la partícula, se puede dividir en dos partes: la 

interior se denomina capa de Stern, donde los iones están cerca de la partícula y la capa 

exterior se conoce como capa difusa, donde los iones están a una mayor distancia (Figura 

10). La composición de esta capa difusa es dinámica y varía según distintos factores como 

el pH, la fuerza iónica, etc125. 
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Figura 10. Dos maneras de visualizar la doble capa (considerando una NP cargada negativamente). 

La vista izquierda muestra el cambio en la densidad de carga alrededor de la NP. La derecha 

muestra la distribución de iones positivos y negativos alrededor de la NP cargada. 

La NP y su atmósfera cargada producen un potencial eléctrico relativo a la solución. 

Este tiene un valor máximo en la superficie y disminuye gradualmente con la distancia a la 

NP, aproximándose a cero fuera de la capa difusa. Esta caída del potencial delimita la 

distancia a la cual las fuerzas repulsivas entre NPs entran en juego. Un punto de particular 

interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la de Stern. Este potencial es 

conocido como potencial zeta (potencial Z) (Figura 11), el cual es un parámetro 

importante ya que puede ser medido de manera simple, mientras que la carga de la 

superficie y su potencial no pueden medirse125. En agua, la importante doble capa hace que 

el potencial zeta sea una buena aproximación del potencial superficial.  
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Figura 11. Representación del potencial eléctrico de una NP en suspensión. r simboliza la 

distancia desde la superficie de la NP hacia el seno de la solución. 

El potencial Z es un parámetro útil para estudiar el comportamiento de un sistema 

coloidal de NPs puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas 

de repulsión entre partículas adyacentes de carga similar en una dispersión, permitiendo 

realizar predicciones sobre la estabilidad física de dispersiones coloidales126, 127.  

Un valor pequeño de potencial Z, indica que las fuerzas atractivas pueden exceder las de 

repulsión, por lo que la dispersión puede romperse y flocular128, 129. Por otro lado, si las 

partículas en la suspensión tienen un alto potencial zeta, negativo o positivo, entonces 

muestran una tendencia a repelerse de modo que no se produce floculación. Generalmente 

se consideran estables las suspensiones de partículas con potencial Z superior 30 mV, en 

valor absoluto130. 

Como se mencionó, el potencial Z no puede medirse directamente, pero puede estimarse 

aplicando modelos teóricos a mediciones de la movilidad electroforética o movilidad 

electroforética dinámica de la dispersión de partículas125. El fundamento teórico/práctico 

para la determinación de este potencial se ampliará en la Sección 2.9.2. 
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2.6.3  Morfología 

La microscopía electrónica de barrido (SEM, del inglés Scanning electron microscopy) 

y microscopía electrónica de transmisión (TEM, del inglés transmission electron 

microscopy) son métodos directos para la caracterización física de las NPs. Estas técnicas 

permiten no solo conocer su morfología, sino también posibilitan estimar el tamaño de las 

mismas131.  

2.6.4 Eficiencia de encapsulamiento  

Por otro lado, es importante conocer la eficiencia de encapsulamiento (EE) del sistema 

portador. Este parámetro marca el rendimiento del sistema, evaluando el grado de 

incorporación de principio activo en las NPs. Dicho parámetro se calcula a partir de la 

ecuación (1)132: 

𝐄𝐄(%) =
[ 𝐅á𝐫𝐦𝐚𝐜𝐨 𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥]−[𝐅á𝐫𝐦𝐚𝐜𝐨 𝐥𝐢𝐛𝐫𝐞]

[𝐅á𝐫𝐦𝐚𝐜𝐨 𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥]
× 𝟏𝟎𝟎                   (1) 

donde [𝐅á𝐫𝐦𝐚𝐜𝐨 𝐓𝐨𝐭𝐚𝐥] representa la concentración inicial de principio activo utilizada 

para la preparación de las NPs y [𝐅á𝐫𝐦𝐚𝐜𝐨 𝐥𝐢𝐛𝐫𝐞] simboliza la concentración de droga 

que no se logró incorporar al sistema luego de su formulación.  

Este parámetro se determina a partir de un estudio cuantitativo utilizando la técnica 

analítica adecuada en función de las características del fármaco. La técnica utilizada 

convencionalmente es la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)130, 133. Más allá 

de los costos y del elevado tiempo de análisis, la utilización esta técnica requiere un paso 

previo que consiste en la ultracentrifugación de la suspensión de NPs. La 

ultracentrifugación se realiza para poder separar las NPs de la suspensión acuosa que 

contiene el fármaco sin encapsular y, de esta manera, proceder a su determinación. Así, 

esta técnica puede involucrar también un aumento de los errores potenciales derivados del 

manejo de la muestra130,133.  

2.6.5 Perfil de liberación 

La caracterización del sistema portador se completa conociendo el perfil de liberación 

de la droga de interés que se encuentra confinada en él. Dicho perfil representa la cantidad 

de fármaco liberada en función del tiempo. Este estudio cuantitativo debe realizarse 



~ 29 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

utilizando la técnica analítica apropiada en función de las propiedades del principio activo. 

La técnica utilizada por excelencia es HPLC133, 134 , 135 . Como se mencionó con 

anterioridad, dicha técnica involucra el uso de equipamiento especial, con lo cual los 

costos son elevados y, a su vez, los tiempos de análisis suelen ser importantes. En el 

presente trabajo de Tesis la determinación en el tiempo del fármaco liberado desde el 

sistema portador se realizó utilizando VOC, proponiéndola como una técnica analítica 

alternativa a la cromatografía convencional (Secciones 4.5.5 y 4.6.1). 

2.7 FAMILIA DE FÁRMACOS EN ESTUDIO 

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son unos de los agentes terapéuticos más 

utilizados en el mundo. Conforman un grupo variado y químicamente heterogéneo de 

fármacos con efectos antiinflamatorios, analgésicos y/o antipiréticos136, 137. Todos ejercen 

sus efectos por acción de la inhibición de la enzima ciclooxigenasa. Estos antiinflamatorios 

pueden ocasionar importantes efectos secundarios, siendo la irritación gástrica el más 

común de ellos. Otros efectos indeseados relacionados con su administración directa son: 

mayor frecuencia de infecciones, descalcificación, ciertas modificaciones indeseadas en la 

piel (acné, estrías) y retención de líquido138, 139. Como analgésicos se caracterizan por no 

pertenecer a la clase de los narcóticos y actuar bloqueando la síntesis de prostaglandinas. 

Considerando sus efectos secundarios la administración tópica y transdérmica de los 

AINEs es una alternativa apropiada. Sin embargo, la principal barrera para estas vías de 

administración es el estrato córneo140, 141. Con el fin de superar esta barrera y mejorar la 

permeabilidad de la piel se han investigado diversos enfoques, incluyendo nuevas 

formulaciones. Los sistemas portadores de fármacos presentados en este trabajo de Tesis 

podrían representar una estrategia válida para garantizar una administración segura de esta 

clase de principios activos. 

2.7.1  Piroxicam 

El piroxicam (4-Hidroxi-2-metil-N-(2-piridil)-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida 1,1-

dioxido) es un AINE, miembro de la familia de los oxicames. Es ampliamente utilizado 

para aliviar los síntomas de artritis reumatoide inflamatoria, osteoartritis, fracturas, dolores 

agudos en el sistema musculoesquelético, dolor menstrual primario, dolor postoperatorio, 

etc142 , 143 . Este agente antiinflamatorio a su vez presenta efectos quimiopreventivos y 
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quimiosupresores144. En medicina veterinaria se indica para el tratamiento de neoplasias 

que expresan receptores para la enzima ciclooxigenasa, tal es el caso del cáncer de vejiga, 

colon o próstata145, 146, 147.  

El piroxicam (PX) es escasamente soluble en agua y es una molécula ácida debido a la 

presencia de un protón débilmente ácido (pKa = 5,1) en el sustituyente enólico 4-hidroxi. 

Por otra parte, el PX tiene un nitrógeno de piridilo débilmente básico (pKa = 1,8). La 

Figura 12 muestra el correspondiente diagrama de distribución de especies a diferentes 

pH148, 149. 

 

Figura 12. Diagrama de distribución de especies del PX149. 

Debido a su baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad, el PX es un medicamento de 

Clase II en el Sistema de Clasificación Biofarmacéutica150, 151. Los fármacos con baja 

solubilidad en agua, puede mostrar limitaciones de rendimiento, tales como absorción 

incompleta o errática, baja biodisponibilidad e inicio de acción lento. El PX presenta, 

además, ciertos efectos secundarios relacionados con su incorporación directa, 

principalmente trastornos gástricos152, 153.  

Desarrollar estrategias para superar estos efectos secundarios es uno de los grandes 

desafíos para los científicos activos en la investigación farmacéutica. Estas estrategias 

incluyen el desarrollo de nuevos sistemas de administración que representen una 
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alternativa segura para su administración. En bibliografía se pueden encontrar estudios 

previos relacionados a la encapsulación de PX en sistemas como microesferas, 

ciclodextrinas, liposomas y vesículas154, 155, 156,. Se ha demostrado que estos sistemas, al 

encapsular el fármaco, cambian su farmacocinética y biodistribución, centrando su entrega 

en el sitio de destino y reduciendo así su toxicidad. 

• Formas estructurales de PX: Además de su gran potencial farmacológico y 

terapéutico, el PX es también un compuesto químico intrínsecamente interesante debido a 

sus características estructurales dinámicas. En este sentido, se puede observar la presencia 

de un equilibrio tautomérico (Figura 13A). Así, el PX en el estado fundamental puede 

adoptar diferentes estructuras dependiendo las propiedades del solvente en el cual se 

encuentre. La especie aniónica (Figura 13C) predomina en solventes muy polares como el 

agua, lo cual puede corroborarse a partir del diagrama de especies. La forma enólica 

presenta un momento dipolar pequeño con lo cual es más estable en solventes apolares. A 

su vez, estos medios estabilizan el enol permitiendo que éste forme puentes de hidrógeno 

intramoleculares entre el hidrógeno del grupo enol y el oxígeno de la amida (Figura 13B). 

Por otro lado, la forma ceto predomina en solventes próticos de polaridad intermedia que 

no favorezcan la formación del enol157. 

 

Figura 13. A) Equilibrio ceto-enólico de PX, B) enlace puente de hidrógeno intramolecular en enol 

PX y C) anión PX. 
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El hecho que el PX pueda tomar diferentes formas es especialmente importante para el 

transporte y la acción de este principio activo, ya que sólo la forma neutra de los fármacos 

de la familia de los oxicames se supone médicamente activa158. 

• Propiedades espectroscópicas: Respecto a sus propiedades espectroscópicas se 

reconoce a la forma enólica como responsable de la fluorescencia que presenta la 

molécula157. La misma presenta una intensa banda de emisión en medios apolares. 

Recientemente se ha descubierto que, después de la excitación de la forma enólica, se 

produce una reacción de transferencia de protones intramolecular (ESIPT, del inglés exited 

stated intramolecular proton transfer) que genera la estructura tautomérica ceto, emitiendo 

con un gran desplazamiento de Stokes158, 159 (Esquema 2). La fluorescencia del enol está 

relacionada con su conformación estructural, la cual obedece a dos condiciones básicas: 

planaridad y presencia de un enlace de hidrógeno intramolecular (Figura 13B). La primera 

define al enol como la forma más estable debido a que presenta una mayor deslocalización 

electrónica. La segunda le proporciona a la molécula una estructura más rígida, 

disminuyendo la desactivación por procesos no radiantes157. Así, la forma ceto no fluoresce 

porque su conformación estructural no es planar ni rígida, dando lugar a una desactivación 

a través de procesos no radiantes, reduciendo el rendimiento cuántico de fluorescencia 

molecular157.  

 
Esquema 2. Diagrama del proceso fotofísico del enol-PX. 



~ 33 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

El PX presenta baja o incluso nula fluorescencia cuando se disuelve en solventes 

próticos. Las interacciones específicas soluto-solvente no permiten la formación de enlaces 

de hidrógeno intramoleculares, la ausencia de estos enlaces en el estado fundamental y en 

los estados excitados proporciona estructuras menos rígidas. Por lo tanto, la molécula 

puede desactivase por medio de procesos no radiantes. Cuando la interferencia del solvente 

es baja (solventes no próticos) se puede producir la transferencia de protón sin obstáculos, 

favoreciendo la formación de la estructura enólica radiante (Figura 13A).  

Así, las propiedades fotoquímicas del PX son sensibles al medio. Las características de 

los solventes como la polaridad, el pH o la posibilidad de formar o no enlaces hidrógeno 

afectan la conformación del PX y, por lo tanto, la fluorescencia del fármaco159. Por otro 

lado, se observa también que el PX presenta una absorción molecular diferenciada para 

cada especie158, la cual se estudiara en la Sección 4.3.  

• Propiedades electroquímicas: La molécula de PX es electroactiva y su mecanismo de 

electrooxidación es conocido. El Esquema 3 representa el mecanismo propuesto para la 

electrooxidación del PX en medios ácidos (PX en forma neutra). El mismo se clasifica 

como un mecanismo E1C1E2C2, donde E1, E2 significan transferencias de electrones con 

potencial formal similar y C1, C2 son reacciones químicas irreversibles para generar 

productos electroinactivos160. 
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Esquema 3. Mecanismo probable de reacción para la electrooxidación de PX a pH ácido. 

2.8 FORMULACIÓN FARMACÉUTICA DE NLCs. 

Desde la perspectiva de la tecnología farmacéutica, las NPs lípidicas constituyen 

dispersiones acuosas que tienen baja viscosidad para su aplicación cutánea. Por lo tanto, 

una vez obtenidas las NPs, es necesario proponer una formulación farmacéutica que 

favorezca la administración del fármaco. Como se mencionó en la sección anterior, el PX 

es un AINE que, además de mostrar escasa solubilidad en agua, presenta efectos 
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secundarios relacionados con su incorporación directa. Así, en función a las características 

del principio activo de interés, se consideró que el sistema portador es candidato para la 

aplicación a través de un gel tópico,161 apuntado a la vía transdérmica.  

• Aplicación cutánea: Las formas farmacéuticas convencionales para la aplicación en la 

piel generalmente tienen consistencia semisólida e incluyen geles acuosos (es decir, 

hidrogeles), ungüentos y geles hidrofóbicos (es decir, oleogeles), o bien una mezcla de 

ambas fases, acuosa y oleosa, como las cremas agua en aceite (W / O, del inglés water/oil) 

o aceite en agua (O/W, del inglés oil/water). En todos estos sistemas, la fase externa de la 

formulación gobierna la liberación de moléculas. De este modo, los hidrogeles y las 

cremas O/W proporcionan una liberación rápida, mientras que en formulaciones 

hidrofóbicas se origina una liberación prolongada. Además, las formulaciones que 

contienen agua son más fáciles de aplicar y, por lo tanto, preferidas por los consumidores 

sobre formulaciones lipídicas de alta viscosidad. Debido a sus propiedades reológicas (es 

decir, su comportamiento viscoelástico), las formulaciones semisólidas permanecen en el 

lugar de aplicación durante largos períodos, lo que prolonga la entrega de moléculas. 

Además, estas formas de dosificación son fáciles de aplicar y puede transportar una gran 

variedad de sustancias162, 163. 

Las formulaciones para la aplicación en la piel se pueden planificar para uso local o 

entrega transdérmica. Este último está permitido para drogas, pero no para ingredientes 

cosméticos, e incluye difusión de moléculas a través de las capas de la piel hacia la 

circulación sistémica, originando el efecto terapéutico. Por el contrario, la administración 

local está normalmente relacionada con los efectos dérmicos y está dirigida a las capas de 

piel, con absorción sistémica menor o nula164. 

La administración transdérmica es un método que muestra amplio potencial para 

incorporación de fármacos. Esta vía evitaría la variabilidad en las tasas de absorción y 

metabolismo encontradas en el tratamiento oral 165 , 166 , representando una opción 

interesante, conveniente y segura. Una de las características positivas del transporte de 

fármacos a través de la piel es lograr efectos sistémicos, evitando la incompatibilidad 

gastrointestinal. Así, este tipo de administración minimiza efectos secundarios no deseados 

y posibilita la utilización de fármacos con tiempos de vida biológica cortos, con estrecha 
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ventana terapéutica mediante la mejora de la respuesta fisiológica y farmacológica. Esta 

forma de administración también evita fluctuaciones en la concentración plasmática de 

fármaco y proporciona idoneidad para la autoadministración y una mayor eficacia 

terapéutica167. 

El estrato córneo (SC, del inglés stratum corneum) es la principal barrera de una piel 

intacta para la aplicación de medicamentos e ingredientes cosméticos. Una estrategia 

prometedora para mejorar la penetración de moléculas en todo el SC es el uso de 

nanosistemas lipídicos ya que su lipofilia facilita el cruce intacto de dicha capa. 

Entre las diferentes aplicaciones que se han propuesto para las NPs lipídicas (SLNs y 

NLCs) el uso cutáneo parece ser uno de los más atractivos para fines terapéuticos y 

cosméticos. Se han estudiado diferentes enfoques en este campo para la administración 

transdérmica y local de fármacos168, 169 y de cosméticos hidratantes170 y antiedad.171, 172 

El uso cutáneo de nanopartículas lipídicas presenta numerosas ventajas, como la 

protección química de las sustancias incorporadas, permitiendo la aplicación en la piel de 

moléculas lábiles que son difíciles de transportar en formulaciones semisólidas 

tradicionales. A su vez, estas NPs proporcionan un aumento en la biodisponibilidad del 

fármaco, relacionado con la posibilidad de modular la liberación de las moléculas, 

promoviendo su penetración y retención de la piel. Esto último se explica en función a la 

facilidad de las NPs lipídicas para adherirse al SC, permitiendo que las moléculas 

encapsuladas alcancen las capas más profundas de la piel. Estas propiedades están 

relacionadas con la composición de los lípidos fisiológicamente compatibles que 

constituyen las NPs. Dichos lípidos les permiten interactuar con el SC, creando un 

reordenamiento de lípidos y facilitando la penetración de las moléculas173. 

Por otro lado, la aplicación cutánea de estas NPs promueve la hidratación de la piel 

mediante dos mecanismos174: 1) formación de una película oclusiva en la superficie del SC 

que previene la pérdida de agua por evaporación, evitando la perdida transepidérmica de 

agua y 2) refuerzo de la barrera lipídica de la piel mediante adhesión de nanopartículas al 

SC. Esta restauración aumenta la hidratación de la piel. La Figura 14 resume las 

propiedades de las NPs lipídicas en la piel. 
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Figura 14. Propiedades de las nanopartículas lipídicas en la piel. Superior: Situación en la piel 

dañada. Inferior: Acción de SLNs/NLCs. 

Dependiendo de su tamaño, después de su aplicación, las nanopartículas lipídicas 

pueden seguir diferentes caminos. Las NPs más grandes permanecen adheridas liberando 

localmente las moléculas de fármaco mientras que las más pequeñas pueden alcanzar la 

circulación sanguínea175.  

Se han propuesto diferentes estrategias para la preparación de sistemas semisólidos 

basado en NPs lipídicas176: 1) la asociación de las dispersiones acuosas a formulaciones 

semisólidas convencionales previamente preparadas (ej.: geles, cremas y ungüentos) y 2) el 

aumento directo de la consistencia de las dispersiones de NPs, ya sea mediante la adición 

de potenciadores de la viscosidad a la fase acuosa o producción de sistemas con alta 

concentración de nanopartículas. La estrategia 2) es más prometedora ya que la 

concentración de NPs lipídicas en la formulación final es mayor, evitando dilución 

excesiva de las dispersiones de nanopartículas que puede originar formulaciones con 

niveles bajos de principio activo176. 
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• Hidrogel de NLCs: Como se mencionó con anterioridad, las formulaciones de NPs con 

consistencia semisólida se pueden obtener incorporando directamente agentes gelificantes 

hidrófilos a las dispersiones acuosas de partículas, originando sistemas similares a 

nanoemulgeles que presentan la típica red de hidrogel con nanopartículas lipídicas 

atrapadas y estabilizadas. Los agentes gelificantes más utilizados son los carbopoles que 

adquieren consistencia semisólida después de una neutralización llevada a cabo 

generalmente por la adición de trietanolamina (TEA) 177, 178, 179.  

El carbopol (también denominado carbomer, carbómero, carboxipolimetileno o 

carpoleno) es un polímero reticulado del ácido acrílico. Se trata de un polímero hidrofílico 

que en su estructura molecular cuenta con una gran cantidad de grupos carboxilo. Cuando 

se dispersa en agua, cada molécula individual de polímero se hincha hasta 1000 veces su 

volumen original formando una dispersión tipo mucílago con pH ácido (alrededor de 3,0). 

La presencia de agentes neutralizadores genera cargas negativas a lo largo de la estructura 

del polímero debido a la ionización de los grupos de ácido carboxílico que favorecen la 

reticulación de las moléculas de polímero hinchadas, dando lugar a la formación del gel.180 

(Figura 15).  

 

Figura 15. Aspectos del carbopol. a) Reacción química del ácido (poli) acrílico con una base, ej.: 

Hidróxido de sodio, NaOH, b) el polímero reticulado seco se hidrata y se hincha y c) polímero en 

polvo. 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_acr%C3%ADlico
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_carboxilo
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Ensayo in vitro de liberación de un principio activo desde una formulación 

farmacéutica tópica, determinación del perfil de liberación. 

 

La formulación farmacéutica seleccionada como medio de soporte de las NPs debe 

someterse a estudios con el fin de corroborar su eficacia. Entre ellos es de importancia 

analizar la influencia de la formulación farmacéutica en la liberación del fármaco 

incorporado en las NPs. Para esto, se debe utilizar la técnica analítica y la instrumentación 

adecuada considerando las propiedades de la droga y de la formulación propuesta.  

El sistema de celda de difusión de Franz se utiliza frecuentemente para el estudio de 

permeación cutánea in vitro en formulaciones farmacéuticas tópicas (Figura 16). Esta 

celda consta de dos cámaras primarias separadas por una membrana. Se prefiere la piel 

humana pero también puede utilizarse piel animal o bien una membrana sintética que 

simule el poro de la piel. La formulación tópica (gel de NPs lipídicas, en este caso) se 

coloca en la cámara donadora en contacto con la membrana. La dispersión se dializa 

entonces contra el medio de disolución contenido en la cámara inferior. Dicha cámara se 

encuentra termostatizada por un flujo de agua a 32°C y consta de un buffer fosfato a pH 

7,4. A intervalos de tiempo determinados, desde el brazo lateral de la celda, se toman 

alícuotas de la solución buffer para llevar a cabo un análisis cuantitativo del fármaco que 

atravesó la membrana. Para este estudio usualmente se utiliza espectroscopia UV o 

HPLC 181 . La dilución que sufre la muestra es una limitación del método ya que 

compromete el límite de detección de las técnicas analíticas utilizadas para la 

determinación del principio activo 182 . En la presente Tesis, el contenido de PX se 

determinó electroquímicamente sin inconvenientes, utilizando VOC. 

 
Figura 16. Esquema de una celda de difusión de Franz. 
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2.9 FUNDAMENTOS TEÓRICOS Y TÉCNICAS ANALÍTICAS EMPLEADAS. 

2.9.1 Dispersión dinámica de luz  

 Entre las técnicas analíticas empleadas para realizar la caracterización de estos sistemas 

portadores se puede nombrar la Dispersión dinámica de luz (o espectroscopía de 

correlación fotónica) la cual es una de las técnicas más utilizadas para la medida del 

tamaño de partícula e índice de polidispersidad124. Esta técnica se utiliza 

fundamentalmente para estimar el perfil de distribución de tamaño de pequeñas partículas 

en suspensión.  

Como su nombre lo indica, esta técnica se basa en la dispersión de la luz por parte de  

partículas en suspensión. En la Figura 17 se observa un esquema simple sobre cómo se 

lleva a cabo un fenómeno dispersivo. Un haz de luz, de longitud de onda λ, incide sobre la 

muestra y es dispersado (en ausencia de fenómenos de absorción) por las partículas que en 

ella están presentes. 

 

Figura 17. Diagrama esquemático del fenómeno de dispersión. 

Si la fuente de luz es un láser (luz cercana a la monocromaticidad y coherente) es 

posible observar fluctuaciones en la intensidad de la dispersión a lo largo del tiempo. Estas 

fluctuaciones se deben al hecho de que las pequeñas partículas en suspensión experimentan 

movimiento Browniano con lo cual la distancia entre ellas cambia constantemente con el 

tiempo. La luz dispersada, entonces, sufre interferencias destructivas y constructivas 

ocasionadas por las partículas en movimiento dentro de la suspensión, dando origen a un 

patrón de señal similar al ruido125 (Figura 18). 
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Figura 18. Dispersión de la luz debida a partículas de diferente tamaño. 

Las fluctuaciones de ese “ruido” son una medida de la velocidad de desplazamiento. 

Dicha velocidad se define por la propiedad conocida como coeficiente de difusión 

traslacional. El coeficiente de difusión de las partículas (D) será inversamente proporcional 

al tiempo de decaimiento de las fluctuaciones de la luz dispersada. Este decaimiento 

describe una función dependiente del tiempo llamada función de correlación125 (Figura 

19). Aquellas partículas que posean mayor tamaño presentarán una función de correlación 

en la que el tiempo de decaimiento es mayor, mientras que las partículas pequeñas ofrecen 

tiempos de decaimiento menores. 
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Figura 19. Función de correlación y su relación con el tamaño de partícula. 

Básicamente, mediante un algoritmo adecuado (ej. con el algoritmo CONTIN183), se 

realiza el ajuste de función de correación G(τ) para determinar el coeficiente de difusión 

translacional D. Esta función puede tener dos formas según se trate de partículas 

monodispersas (ecuación (2)) o polidispersas (ecuación (3)) en movimiento Browniano: 

𝐆(𝛕)  =  𝐀(𝟏 +  𝐁𝐞−𝟐𝐪𝟐𝐃𝛕)                         (2) 

donde A y B son constantes, Q es el módulo del vector de onda, τ es el tiempo de muestreo 

y D es el coeficiente de difusión traslacional. Para muestras polidispersas, la función de 

correlación se define como: 

𝐆 (𝛕)  =  𝐀 (𝟏 +  𝐠(𝛕)𝟐)                         (3) 

 

donde g(τ) es la suma de todos los decaimientos exponenciales contenidos en la función 

de correlación.  
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A partir de D, y partiendo de la suposición de que las partículas consideradas son 

esféricas, utilizando la ecuación de Stokes-Einstein se puede calcular el diámetro 

hidrodinámico de las partículas en suspensión.  

𝐃𝐡 =  
𝐤𝐓

𝟑𝛑𝛈𝐃
                         (4) 

 

donde Dh  es el diámetro hidrodinámico, k es la constante de Boltzmann, T es la 

temperatura (en grados Kelvin), D es el coeficiente de difusión y η es el índice de 

refracción del medio.  

2.9.2 Movilidad electroforética 

Como se explicó en la Sección 2.6.2, el potencial Z no puede medirse directamente, pero 

puede estimarse aplicando modelos teóricos a mediciones de la movilidad electroforética o 

movilidad electroforética dinámica de la dispersión de partículas. En la práctica, el 

potencial Z de una dispersión se calcula aplicando un campo eléctrico a través de la 

dispersión. Las partículas cargadas migrarán hacia el electrodo de carga opuesta 

(electroforesis) (Figura 20). Dentro de la capa difusa existe un plano hipotético que, 

durante la electroforesis, actúa como la interfaz entre el movimiento de las partículas y la 

capa de dispersante a su alrededor. El potencial de esta interfaz define el ya mencionado 

potencial Z184.  

 

Figura 20. Ilustración del proceso de electroforesis luego de la aplicación de un campo eléctrico 

sobre una suspensión de partículas cargadas negativamente. 
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La movilidad electroforética (μe) de las partículas se calcula como: 

 

𝛍𝐞 =
𝐕

𝐄
                         (5) 

donde V es la velocidad de la partícula (μm/s), E es la intensidad del campo eléctrico 

aplicado (Volt/cm) (ambos parámetros conocidos). El potencial Z se relaciona con la μe a 

partir de la ecuación de Henry125 (ecuación (6)). 

𝛍𝐞 =
𝟐 𝛆𝟎 𝛆𝒓 𝛇 𝐟 (𝐊𝐚)

𝟑𝛈
                        (6) 

donde εr es la permitividad relativa (constante dieléctrica), ε0 es la permitividad del vacío, 

ζ es el potencial Z, f (Ka) es la función de Henry y η es la viscosidad a la temperatura 

experimental. 

Cuando el grosor de la doble capa eléctrica es mucho más pequeño en comparación con 

el radio de la partícula, siendo el caso de partículas grandes (hasta 1 μm) en soluciones 

acuosas de alta fuerza iónica (10-2 M), el valor de f (Ka) se toma como 1.5. La ecuación de 

Henry se modifica obteniéndose la ecuación de Helmholz-Smoluchowski125: 

𝛍𝐞 =
𝛆𝟎 𝛆𝒓 𝛇 

𝛈
                         (7) 

Por el contrario, cuando el grosor de la doble capa eléctrica es mucho mayor que la 

partícula propia debido a la presencia partículas más pequeñas (≤100 nm) dispersas en baja 

fuerza iónica (10-5 M) el valor de f (Ka) se toma como 1 y la ecuación de Henry se puede 

modificar como la ecuación de Hückel125 (ecuación (6)). 

𝛍𝐞 =
𝟐 𝛆𝟎 𝛆𝒓 𝛇 

𝟑𝛈
                       (8) 

La microelectroforesis de láser Doppler es la técnica utilizada para medir el potencial 

Z. Se aplica un campo eléctrico a una solución de moléculas o a una dispersión de 

partículas, las cuales se mueven con una velocidad relacionada con su potencial Z. Esta 

velocidad se mide utilizando una técnica interferométrica de láser patentada llamada M3-

PALS (Dispersión de luz para análisis de fase, por sus siglas en inglés). Esto permite el 

cálculo de la movilidad electroforética y, a partir de esta, del potencial Z para la medición 



~ 45 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

exacta de una amplia gama de tipos de muestras y medios de dispersión, incluidos los 

dispersantes con altas concentraciones de sal y no acuosos125. 

Esta técnica se usa a menudo junto con DLS y, por lo tanto, existen una gama de 

instrumentos (ej.: Malvern Zetasizer®) que permiten realizar medidas en conjunto de 

tamaño de partícula y potencial Z.  

2.9.3 Espectroscopia de fluorescencia molecular  

Los procesos donde ocurre absorción y emisión de luz por parte de una molécula 

pueden ser ilustrados mediante un diagrama de Jablonski185, 186 . En el Esquema 4 se 

muestra el diagrama típico, donde se observan los estados electrónicos S0, S1 y S2 para los 

singletes y T1, para el triplete. A temperatura ambiente, la energía térmica no es suficiente 

para poblar significativamente los estados vibracionales superiores del estado fundamental 

y por lo tanto, la absorción generalmente ocurre desde los niveles con energía vibracional 

más baja. Normalmente las moléculas son excitadas desde el estado electrónico S0 a algún 

nivel rotacional de un estado vibracional de un estado electrónico singlete superior (S1, S2) 

en un tiempo de 10-15 s. Esto es mucho más rápido que el reordenamiento de los núcleos, es 

decir, cumple con el principio de Franck-Condon, donde la transición electrónica más 

probable, es aquella que no presenta cambios en la posición de los núcleos de la entidad 

molecular y de sus alrededores185 . 

 

Esquema 4. Diagrama de Jablonski. 
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Luego, las moléculas se relajan al nivel vibracional más bajo de S1 (o S2). Este proceso 

que es no radiante (no emite luz y la energía se pierde como calor) es llamado relajación 

vibracional. También puede producirse el proceso llamado conversión interna que 

generalmente ocurre en 10-12 s o menos. Este fenómeno consiste en un relajamiento no 

radiante entre el nivel vibracional inferior de un estado electrónico excitado y el nivel 

vibracional superior de otro estado electrónico. Debido a que el tiempo en que la mayoría 

de las moléculas permanece en estado excitado es cercano a 10-8 s, la conversión interna se 

completa generalmente antes de la emisión185, 186. Por lo tanto, la emisión de fluorescencia 

usualmente proviene desde un estado excitado equilibrado térmicamente, es decir, del 

estado vibracional de energía más baja de S1. El retorno al estado fundamental típicamente 

ocurre hacia un nivel vibracional de energía superior de dicho estado, luego rápidamente 

(10-12 s) se alcanza el equilibrio térmico. Una consecuencia interesante de la emisión a 

altos niveles vibracionales del estado fundamental, es que el espectro de emisión de 

fluorescencia es generalmente la imagen especular del espectro de absorción de la 

transición S0 → S1. Además de emitir fluorescencia, las moléculas en el estado S1 pueden 

cambiar de espín electrónico al primer estado triplete (T1) a través de un proceso conocido 

con el nombre de cruce de sistemas. El fluoróforo pasa al nivel vibracional más alto del T1 

y posteriormente ocurre la relajación vibracional, conduciendo al fluoróforo al nivel 

vibracional más bajo del T1. Desde T1 se observa emisión de luz a través de un proceso 

poco probable de ocurrir en solución, llamado fosforescencia. La transición de T1 a S0 es 

prohibida por espín y como resultado, las constantes de velocidad para la emisión del 

triplete son varios órdenes de magnitud más pequeñas que para aquellas de 

fluorescencia185, 186. 

Corrimiento de Stokes: Examinando el diagrama de Jablonski (Esquema 4), es posible 

observar que la energía de la emisión (𝑣𝑒𝑚𝑖 ) es generalmente menor que la de absorción 

(𝑣𝑎𝑏𝑠 ). Por lo tanto, la fluorescencia siempre ocurre a menores energías o mayores 

longitudes de onda que la absorción. Esta pérdida de energía se debe a una variedad de 

procesos dinámicos, que ocurren luego de la absorción de luz y se denomina corrimiento 

de Stokes ( 𝑣𝑠𝑡𝑜𝑘𝑒𝑠 )
185, 186, el cual se puede definir según la ecuación (9): 
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𝒗𝑺𝒕𝒐𝒌𝒆𝒔 = 𝒗𝒂𝒃𝒔 − 𝒗𝒆𝒎𝒊                         (9)                                              

2.9.4 Técnicas electroquímicas 

Las técnicas electroquímicas están basadas en reacciones de óxido/reducción (redox) 

que puede experimentar la materia cuando las condiciones termodinámicas de un sistema 

dado lo permiten (celdas galvánicas) o bien, cuando son favorecidas (celdas electrolíticas) 

producto de una perturbación aplicada al sistema (en términos de potencial o corriente). 

Una celda electrolítica es un sistema fisicoquímico no espontáneo que interactúa con la 

corriente eléctrica tras la aplicación de un potencial, compuesto por una fase líquida donde 

se encuentra la sustancia susceptible de oxidarse o reducirse y un metal o semiconductor 

que se la llama electrodo. La solución debe ser eléctricamente conductora. Por lo general la 

transferencia de electrones puede ser homogénea entre sustancias disueltas en el seno de la 

fase líquida pero, bajo la descripción de la celda electroquímica, necesariamente hay 

transferencia de electrones de forma heterogénea, en la interfaz del electrodo187 . 

De acuerdo al principio de electro neutralidad se sabe que, mientras una sustancia se 

oxida otra se reduce de forma simultánea. Este proceso global es imposible para un solo 

electrodo en una celda electrolítica, de tal manera que éstas deben estar constituidas por lo 

menos con dos electrodos, uno de los cuales es llamado cátodo donde ocurren los 

fenómenos de reducción y el otro es llamado ánodo en el cual se lleva a cabo la oxidación. 

A fines analíticos el sistema debe ser referido a uno de los electrodos, llamado electrodo de 

trabajo, donde se siguen las reacciones de interés (oxidación o reducción) según se 

manipule el sistema de acuerdo al sustrato susceptible de oxidarse y/o reducirse. Para ello, 

el electrodo de trabajo debe poseer un área tal que controle la señal cuantificable de 

acuerdo a la ley de Faraday. El contra electrodo; donde se llevan a cabo los fenómenos 

opuestos al electrodo de trabajo, no controla el fenómeno de interés ya que su área efectiva 

es unas 200 veces mayor que la del electrodo de trabajo. Esto facilita que la reacción 

ocurra rápido, puesto que no limita cinéticamente el proceso bajo estudio. 

En el caso de celdas electrolíticas es necesario considerar el potencial propio de la celda 

y el potencial necesario para que tenga lugar la transformación de la especie. El potencial 

se define como el trabajo requerido para desplazar una carga desde un punto de referencia 

a un punto considerado. Dicho trabajo se expresa en Voltios (V=Julio/Coulomb) y debe, 

además, incorporar la resistencia al desplazamiento (V=Resistencia × Corriente (flujo de 
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carga por unidad de tiempo)), hecho relevante cuando se tienen sistemas que implican 

medios no continuos donde el desplazamiento de la carga ocurre entre múltiples fases187. 

La Figura 21 muestra un sistema electrolítico y sus variables de manera simplificada. 

Este sistema está compuesto por dos electrodos acoplados con una fuente de potencial 

eléctrico, capaz de aplicar la perturbación necesaria para la transformación electroquímica 

y un lector de corriente (microamperímetro) encargado de colectar una señal cuantificable; 

sumergidos en una solución compuesta por la especie electroactiva y algún electrolito 

conductor inerte. La especie electroactiva es susceptible de experimentar reacciones de 

óxido/reducción según la reacción general mostrada en la ecuación (10) de acuerdo a la ley 

de Faraday187.  

𝑹 ⇌ 𝑶 + 𝒏𝒆−                         (10) 

 

Figura 21. Sistema electroquímico y variables. A) Fuente de potencial, B) microamperímetro, C) 

electrodos y D) solución electrolítica. 

• Celda de tres electrodos: Bajo una perturbación suficiente del sistema para producir 

fenómenos redox en la superficie del electrodo, se generan gradientes de concentración 

tanto en el electrodo de trabajo como en el contra electrodo. Además de los fenómenos 

farádicos, la aplicación de una diferencia de potencial entre ambos electrodos, provoca una 

caída de potencial óhmico por la resistencia de la solución. En una celda de dos electrodos, 

la señal de corriente contiene una componente resistiva que distorsiona las señales propias 

del fenómeno farádico. Por eso, en cinética electroquímica se emplean las celdas de tres 

electrodos. 
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  Por otro lado, los potenciales de electrodo se deben referir al potencial de un electrodo 

de referencia, lo cual es equivalente a controlar la energía de los electrones dentro del 

electrodo de trabajo. Este electrodo trabaja con una hemireacción en condiciones 

normalizadas de manera que su potencial se mantiene constante para un gran intervalo de 

flujo de corriente. 

Como muestra la Figura 22, la celda de tres electrodos está compuesta por un electrodo 

de trabajo donde ocurren los fenómenos redox de interés, un electrodo de referencia 

conectado al electrodo de trabajo a través de un potenciómetro y una fuente de poder 

externa. Dicha fuentees encargada de aplicar una diferencia de potencial controlada entre 

el electrodo de trabajo y el contra electrodo, donde ocurren los fenómenos redox opuestos 

al electrodo de trabajo. En este último (circuito de polarización) se registra la corriente 

(carga por unidad de tiempo) resultante del fenómeno redox. 

 

Figura 22. Celda electroquímica de tres electrodos. A) Fuente de potencial y B) 

microamperímetro. ET: Electrodo de trabajo; ER: Electrodo de referencia; CE: Contra electrodo; 

D: Solución electrolítica. 

• Técnicas potenciostáticas: El principio de las técnicas potenciostáticas consiste en la 

perturbación del sistema en términos de potencial constante bajo una función conocida en 

el tiempo E=f(t), razón por la cual se emplea un equipo llamado potenciostato, encargado 

de efectuar dicha perturbación y colectar la señal en términos de corriente. Se suelen 

denominar métodos de saltos de potencial. En cambio, si la función del potencial es tal que 
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cambia con el tiempo, se habla de técnicas potenciodinámicas. La elección del potencial y 

la duración en el tiempo, depende del fin cualitativo y cuantitativo que se desee.  

Hasta aquí se han mencionado múltiples variables que inciden en la funcionalidad de 

una celda electroquímica. Como se ha dicho reiteradamente, del control de las variables 

depende el seguimiento cuantitativo, lo que implica un conocimiento detallado de cada 

fenómeno que permita su descripción matemática. En este orden de ideas plantearemos los 

fenómenos del sistema cuando éste es perturbado en términos de potencial. 

Voltametría lineal y cíclica  

Se trata de técnicas potenciodinámica, en donde el potencial se varía en forma lineal 

según funciones conocidas del tiempo, siendo la más común, aquella en que se produce 

una oxidación (ecuación (11)). 

 

𝑬 = 𝑬𝒊 + 𝒗𝒕                      (11) 

donde Ei es el potencial inicial, t es el tiempo y v = dE/dt, es la velocidad de cambio de 

potencial. 

Si, luego de un cierto tiempo (t=), se invierte el sentido del barrido de potencial, se 

observará el proceso redox opuesto, dando lugar a una nueva ecuación que describe la 

función de potencial correspondiente a la voltametría cíclica (VC). 

 

𝑬 = 𝑬𝒊 + 𝟐𝒗𝝀 − 𝒗𝒕               (12) 

donde  es el tiempo en el que se realiza la inversión de barrido de potencial. La 

representación de las ecuaciones (11) y (12) se muestra en la Figura 23. 



~ 51 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

 

Figura 23. Barrido de potencial en la técnica de voltametría cíclica. 

La magnitud de potencial y respuesta en corriente están determinados por el sustrato y 

la velocidad con que se programe el experimento, de forma tal que permitan dilucidar 

mecanismos de reacción, si se encuentran de por medio reacciones acopladas cuya cinética 

lo permita. La zona de potencial donde aparece la respuesta correspondiente está 

relacionada con el potencial de media onda (E1/2) característico de sistema redox. 

Normalmente, dicha respuesta se obtiene en un intervalo de potencial de alrededor de 400 

mV en el entorno del E1/2. Es decir Eλ-Ei ≈ 400mV siendo Ei < E1/2 < Eλ,  

Por su parte el E1/2, si bien es característico de la especie comprometida; se puede 

describir matemáticamente como una función de la perturbación.  

Para toda perturbación dirigida en términos de potencial, la respuesta del sistema se dará 

en corriente como función del tiempo (i vs t) según se altere el sistema (i vs E). 

La respuesta (corriente) para un sistema reversible sin complicaciones cinéticas se 

muestra en la Figura 24. Se observa también un pico centrado alrededor del E1/2 del 

sistema. Este pico, cuyo valor se denomina potencial de pico (Ep) y al cual le corresponde 

una cierta corriente de pico (ip), puede ser interpretado en forma cuantitativa. La corriente 

de pico es proporcional a la cantidad de sustancia oxidada/reducida según sea la dirección 

del barrido de potencial. 
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Figura 24. Voltagrama cíclico típico de una reacción reversible. 

En sistemas más complejos, las respuestas electroquímicas difieren con respecto a la de 

un sistema simple como el mostrado en la Figura 24, ya que hay reacciones químicas 

acopladas a la transferencia de carga y adoptan características propias según el mecanismo 

particular de que se trate. 

Técnicas convolutivas o semiintegral 

Un tratamiento matemático de las curvas i-E obtenidas por voltametría cíclica permite 

transformar las mismas y obtener curvas similares a las encontradas en voltametría de 

estado estacionario, las cuales suelen presentar mayores ventajas a la hora de procesar los 

datos experimentales. Esta transformación se basa en el principio de la convolución, la cual 

consiste en aplicar la integral de convolución a las curvas experimentales corriente-tiempo 

o corriente-potencial188. Las curvas obtenidas tienen el perfil de curvas i-E donde, a partir 

de un potencial dado, la corriente se vuelve constante. A esta corriente se la denomina 

corriente límite (iL). Con los datos obtenidos de las nuevas curvas es posible obtener 

información del mecanismo de reacción de electrodo, como así también de los parámetros 

cinéticos del mismo. 

Para un sistema dado, la corriente límite convolucionada (IL) está definida por: 

 𝑰𝑳 = 𝒏𝑭𝑨𝑫𝑹
𝟏/𝟐

𝑪𝑹
∗                     (13)                                                                  
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donde n es el número de electrones intercambiados, F es la constante de Faraday, A es el 

área del electrodo, DR es el coeficiente de difusión y CR
* es la concentración de la especie 

de interés. 

A partir de la ecuación (13) y conociendo n, F, A y 𝐶𝑅
∗  es posible determinar DR de la 

sustancia en estudio. 

Voltametría de onda cuadrada (VOC) 

La voltametría de onda cuadrada es una técnica compleja que presenta mayor 

sensibilidad y rapidez, comparándola con técnicas de barrido como las voltametrías cíclica 

o lineal. La VOC empezó a adquirir importancia con la aparición en el mercado de 

instrumentos comandados por computadoras. Esta técnica consiste en aplicar, sobre el 

electrodo de trabajo, una modulación de potencial en forma de onda cuadrada, combinando 

su amplitud (∆ESW) con un incremento de la onda (∆ES), que se aplica con una frecuencia 

determinada (𝑓)187.  

 

 

Figura 25. Representación esquemática de la función de perturbación en términos de potencial en 

función del tiempo de la onda cuadrada. Donde ti= tiempo de reposo, tp= es el tiempo de pulso, T = 

periodo, Ei= potencial de reposo, ∆ES = salto de potencial, ∆ESW= amplitud de potencia. 

En la Figura 25, se representa la función de perturbación del potencial, característica de 

la técnica VOC; donde Ei es el potencial inicial donde no ocurren fenómenos rédox, ∆ESW 

es la amplitud de la onda, ∆ES es el salto de potencial, ti el tiempo de espera a Ei, tp el 

tiempo de pulso y  el periodo luego de un ciclo. 
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La VOC es una técnica de pulso. Su perturbación consta de saltos de potencial 

realizados a lo largo del tiempo, que permiten obtener una respuesta en forma de corriente 

como lo muestra la Figura 26. La respuesta muestra un perfil i-t con decaimiento 

exponencial donde, a tiempos cortos, encontramos contribuciones de corrientes de blanco y 

las generadas por la oxidación/reducción de la especie de interés, mientras que a tiempos 

largos solo encontramos contribución de corrientes de la especie de interés, siendo éstas de 

interés analítico. 

 

Figura 26. Voltagrama de onda cuadrada para una especie reversible R/O en ausencia de O en el 

seno de la solución, donde  𝜳 es la función corriente diferencial neta,  𝜳1 la corriente directa (de 

ida) y 𝜳 2 la corriente inversa (de vuelta). 

En la VOC la corriente es muestreada justo antes de invertir el potencial como lo 

muestran los puntos 1 y 2 al final del pulso de ida y vuelta, respectivamente, en la Figura 

25. Esto permite un registro diferencial de las corrientes de ida y vuelta (ecuación (14)), 

llamado función corriente neta en la cual se suprimen las corrientes de blanco. 

 = 
𝟏

− 
𝟐
                          (14)                                                                                                    

En la Figura 26, se muestran los tres registros de la función corriente teórica que se 

obtienen en un experimento de voltametría de onda cuadrada para una especie reversible 

del tipo presente en la ecuación (10), donde su magnitud respectiva está normalizada 

respecto al E1/2. El valor de la función corriente neta () es proporcional a la concentración 
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de la especie y tiene importancia desde el punto de vista analítico ya que suprime la 

corriente de blanco (capacitiva) y hace posible que esta técnica sea muy sensible189.  

Luego de resolver las ecuaciones matemáticas correspondientes se obtiene la corriente 

neta experimental (in) y la misma queda expresada por la siguiente ecuación: 

𝒊𝒏 =
𝒏𝑭𝑨𝑫𝑹

𝟏
𝟐 𝑪𝑹

∗

(𝝅𝒕𝑷)
𝟏
𝟐

𝝍 = 𝑩𝑪𝑹
∗                              (15)                                                                           

donde n es el número de electrones intercambiados, F es la constante de Faraday, A es el 

área del electrodo, DR y CR
* es el coeficiente de difusión y la concentración de la especie 

de interés respectivamente, tp es el tiempo de pulso y 𝜓  es la función corriente 

normalizada, que está relacionada con la forma cualitativa de la onda voltamétrica y es 

función de (𝛥𝐸𝑆𝑊, 𝛥𝐸𝑆) . En términos generales la 𝜓  es simple en concepto, pero 

matemáticamente compleja y típica de cada sustancia en particular190. 

2.9.5 Electroforesis capilar 

En su nivel más básico, la electroforesis es el movimiento de especies iónicas en medios 

conductivos bajo la aplicación de un campo eléctrico. La movilidad electroforética de un 

ion (μep) se puede describir en términos de parámetros físicos cuando la fuerza eléctrica es 

igual a la fuerza de fricción191: 

𝛍𝐞𝐩 =
𝒒

𝟔𝛑𝛈𝐫𝐢
                        (16) 

donde q es la carga, η es la viscosidad, y ri es el radio del ion. De esta ecuación surge la 

noción de que la velocidad en el movimiento de un ion está íntimamente ligada a su 

relación carga/tamaño (q/ri). Es importante considerar que es la forma creada por los iones 

solvatados la que realmente gobierna la fuerza de fricción e influye en la movilidad. La 

ecuación también deja en evidencia que el signo de la carga, es decir, si el ion es un anión 

o un catión, define la dirección en que se mueve el ion y, por lo tanto, los aniones y 

cationes se moverán en direcciones opuestas.  

Electroosmosis y el flujo electroosmótico 

La electroósmosis se observa cuando se aplica un campo eléctrico a una solución 

conductora en un capilar que tiene cargas fijas en su pared interior. En un capilar de sílice 
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fundida, que es el más comúnmente utilizado en electroforesis capilar (EC), la superficie 

interna contiene grupos silanol ionizables (SiOH) que tienen valores de pKa entre 4 y 6. A 

valores de pH mayores que 4, los grupos silanol se ionizan dando lugar a la forma 

aniónica, silanoato (SiO-) y, por lo tanto, la superficie presenta una carga negativa. Ésta 

atrae cationes con carga positiva provenientes del seno solución, formando una doble capa 

con densidad de carga positiva la cual disminuye exponencialmente a medida que aumenta 

la distancia desde la pared. Se genera así una diferencia de potencial en la proximidad de la 

pared y este potencial es el ya conocido potencial Z. Como se muestra en la Figura 27, la 

capa más interna cerca de la superficie capilar es esencialmente estática y se denomina 

capa interior de Helmholtz o capa de Stern y la segunda capa es más difusa y se denomina 

plano exterior de Helmholtz191.  

 

Figura 27. Doble capa eléctrica en capilares de sílice fundida. 

Bajo la aplicación de un campo eléctrico, los cationes en la segunda capa, más difusa, 

migran en dirección al cátodo y, al hacerlo, arrastran moléculas de disolvente junto con 

ellos dando lugar al llamado flujo electroosmótico (FEO). La fuerza que impulsa el líquido 

se origina en la superficie cargada. Así, en los estrechos confines del capilar, la velocidad 

del líquido es aproximadamente uniforme en todo el diámetro interno del capilar dando 

lugar a un perfil de flujo uniforme en contraste con el perfil parabólico observado en el 

flujo laminar que se produce cuando se usa presión para bombear líquido (Figura 28)191. 

Esta diferencia en el perfil del flujo es una de las razones principales de las altas eficiencias 
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que se pueden obtener por electroforesis. El flujo uniforme obtenido por EC reduce en gran 

medida el ensanchamiento de las bandas normalmente observado en los sistemas que 

bombean el fluido por un diferencial de presión (como la cromatografía líquida de alta 

resolución)192.  

 

Figura 28. Perfil de flujo uniforme en electroforesis capilar. 

Una de las implicaciones más importantes de tener FEO es que moverá físicamente el 

líquido a través del capilar y la separación electroforética se superpone a la parte superior 

de este fluir. Este FEO actúa como un mecanismo de bombeo para impulsar todas las 

moléculas (catiónicas, aniónicas y neutras) hacia el detector con una separación finalmente 

determinada por las diferencias en la migración electroforética de cada analito individual. 

La movilidad aparente neta (μapp) es la suma de los vectores del μFEO y μep
191: 

𝛍𝐚𝐩𝐩 = 𝛍𝐅𝐄𝐎 + 𝛍𝐄𝐏                             (17) 

Como se muestra en la Figura 29, en un capilar de sílice fundida con el FEO dirigido 

hacia el cátodo, los cationes llegarán al detector más rápido ordenados según la 

disminución de sus μEP ya que sus μEP están en el la misma dirección que los μFEO. A 

continuación, habrá moléculas neutras que migrarán como un pico no resuelto con el FEO. 

Después del FEO, emergerán los aniones ordenados según el aumento de sus μEP, ya que su 

movilidad está en dirección opuesta a la del FEO. Es importante tener en cuenta que los 

aniones con una movilidad μEP mayor que μFEO nunca llegaran al detector y migraran a 

través de la entrada del capilar191. 
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Figura 29. Migración de solutos en electroforesis capilar. 

Electroforesis de zona 

La electroforesis de zona (CZE, del inglés capillary zone electrophoresis) es el modo 

más utilizado de esta técnica. Constituye la forma más simple de EC, principalmente 

porque el capilar solo está lleno de una solución buffer. La separación ocurre porque los 

solutos migran en zonas discretas y a diferentes velocidades y están separados únicamente 

en función de las diferencias es μEP. Ambos solutos, aniónicos y catiónicos, se pueden 

separar simultáneamente por CZE debido al FEO (Figura 29). Sin embargo, algunos 

analitos no pueden separarse por esta versión clásica de la electroforesis porque son 

neutros o no difieren significativamente en sus movilidades electroforéticas191. 

 

  



 
 

 

 
 

METODOLOGÍA 

EXPERIMENTAL 



~ 59 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

3. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

3.1 REACTIVOS E INSTRUMENTACIÓN 

El oleato de etilo y la lecitina de soja (Sigma Aldrich) empleados en la síntesis de las 

nanopartículas lipídicas presentan un grado de pureza del 98%. El surfactante utilizado fue 

el polisorbato 80 (Tween 80) (Sigma Aldrich) y el co-surfactante fue n-butanol (Baker) con 

una pureza de 99,5 %. La droga piroxicam (PX) presenta un 99,7% de pureza y fue 

obtenida de Saporiti. Para la preparación de la solución estándar de PX se utilizó 

acetonitrilo obtenido de Cicarelli. Para la formulación del gel-NLCs se empleó 

Carboxipolimetileno 940 (Carbopol 940) (Parafarm) y trietanolamina (Sigma Aldrich) con 

una 99,0% de pureza  

Para los estudios espectrométricos se utilizaron los siguientes solventes: metanol 

(Aberkon Química), etanol (Merk), n-propanol (Merk), n-butanol (Baker), n-pentanol 

(Sigma Aldrich), acetonitrilo (Cicarelli), acetato de etilo (Sintorgan), diclorometano 

(Sintorgan), tetrahidrofurano (Sintorgan), 1,4-dioxano (Sintorgan), tetracloruro de carbono 

(Merk), éter (Taurus), benceno (Sigma Chemicals), tolueno (Sigma Chemicals) y n-

heptano (Sigma Aldrich). 

El electrolito soporte para llevar a cabo las medidas por VOC fue perclorato de litio 

(LiClO4), el cual se obtuvo de (Fluka). 

Se utilizó acetato de amonio y amoniaco (Merck) para preparar la solución buffer 

electroforética empleada en el estudio por CZE. 

 El agua utilizada fue ultrapura y se obtuvo de un equipo Labonco 90901-01. Para todas 

las experiencias se empleó material de vidrio volumétrico clase A. 

Todos los procesos de calentamiento fueron realizados utilizando una placa 

agitadora/calefactora Cole-Parmer donde se realizó también la agitación magnética. Para el 

control de la temperatura se utilizó un termómetro con una incertidumbre de + 0,1 ºC. Los 

reactivos fueron pesados en balanza analítica (Analytical Standard OHAUS). 
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Las medidas del tamaño de partícula e índice de polidispersidad fueron obtenidas a 

partir de un equipo de dispersión dinámica de luz (Ligth Scattering Malvern 4700), 

equipado con un láser de ion Argón (λ=488nm). Todas las medidas fueron realizadas a un 

ángulo de dispersión de 90°. La celda utilizada para las medidas de tamaño de partícula fue 

de cuarzo con paso óptico de 1 cm. 

El potencial Z fue medido utilizando un zetámetro Malvern Nano ZS90. El dispersante 

utilizado fue agua, la temperatura de medida fue de 25 ºC, el tiempo de equilibración de las 

muestras fue de 2 minutos y el ángulo de detección fue de 90º. Las medidas de potencial Z, 

se realizaron de forma directa utilizando una celda de poliestireno modelo DTS 1060C. En 

la Figura 30 pueden verse las celdas con los contactos metálicos necesarios para la 

aplicación del campo eléctrico. 

 

Figura 30. Cubeta tipo DTS 1060C. 

El estudio morfológico de las partículas se llevó cabo utilizando un microscopio 

electrónico de transmisión (TEM) JEOL JSM-100 CXII, operado con un voltaje de 

aceleración de 80 kV.  

Las medidas de emisión de fluorescencia fueron realizadas en un equipo Spex 

Fluoromax y las de espectrometría de absorción molecular en un equipo Shimadzu 2401, 

con una celda de cuarzo con 1 cm de paso óptico. Para las experiencias de absorción de 

radiación realizadas en las nanopartículas, se acoplo una celda de reflectancia difusa 

(esfera integradora) que permitió eliminar gran parte del efecto de dispersión de la luz 

causado por la turbidez de las soluciones.  

Las mediciones de VC y VOC se realizaron en un potenciostato AUTOLAB 

PGSTAT30, controlado por el software GPES 4.8 utilizando una celda de tres electrodos: 
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uno de carbono vítreo (GC, del inglés glassy carbon, área = 0,07 cm2) como electrodo de 

trabajo, otro de Ag/AgCl como electrodo de referencia y un electrodo de platino como 

electrodo auxiliar. 

Para llevar a cabo las medidas de intensidad de corriente por VOC en el gel de NPs se 

utilizó una celda de difusión de Franz (Figura 31). Las dimensiones de la celda fueron: 15 

mm de diámetro interno, 22 ml de volumen y 1,77cm2 de área. Se empleó una membrana 

artificial de nitrato de celulosa como barrera de difusión (tamaño de poro de 0,1 μm)193. 

 

Figura 31. Celda de difusión de Franz 

Los experimentos por EC se llevaron a cabo utilizando un equipo de electroforesis 

capilar Beckman Coulter MDQ (Fullerton, EE. UU.), equipado con un detector de arreglo 

de diodos. El capilar también fue provisto por Beckman Systems. El control y el 

procesamiento de datos se llevaron a cabo con el software 32 Karat. 

Los valores de pH fueron medidos con pH-metro Orion 720A calibrado con soluciones 

amortiguadoras comerciales.  

Todos los cálculos y análisis de los resultados fueron realizados con OriginPro 8.0. 
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3.2 PROCEDIMIENTOS 

3.2.1 Obtención de suspensiones acuosas de NLCs 

• Preparación de la solución estándar de PX  

 

 Se preparó una solución estándar de PX 0,01 M en acetonitrilo. Se transfirieron 

cantidades apropiadas de esta solución para obtener concentraciones de PX en los NLCs de 

50, 75 y 100 μM, aproximadamente. Previo a la síntesis de las NPs el acetonitrilo fue 

evaporado con nitrógeno gaseoso. 

• Obtención de las NLCs acuosas 

 

La obtención del sistema de interés se basa en la utilización de un método de baja 

energía, el cual se conoce como Método de microemulsión. 

A continuación, se detalla el procedimiento para la obtención de una suspensión acuosa 

de NLCs basándose en dicho método: 

1) Formación de la fase lipídica: La fase lipídica se formó a partir de una mezcla que 

contenía 75% (m/m) de oleato de etilo y 25% (m/m) de lecitina de soja. La misma 

fue llevada a 62 ºC hasta la formación de una fase homogénea. 

2) Formación de la fase acuosa: La fase acuosa consistió en una solución de Tween 80 

de concentración 7,6 % (m/v), la mezcla fue calentada a la misma temperatura que 

la fase oleosa (62 ºC). 

3) Formación de la microemulsión: La fase acuosa se incorporó a la fase lipídica bajo 

agitación magnética (350 rpm) manteniendo la temperatura a 62 ºC. Seguidamente, 

a la emulsión formada se le adicionó butanol (gota a gota), bajo continua agitación, 

hasta la obtención de una microemulsión transparente. Se utilizó un 8 % (m/m) de 

butanol, aproximadamente. 

4) Obtención de las nanopartículas lipídicas: La microemulsión obtenida se mantuvo a 

la temperatura de 62ºC y el calor de la misma se disipó dispersándola en agua a 

4ºC, en una proporción microemulsión/agua de 1:5. 
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Incorporación del principio activo. Obtención de PX-NLCs. 

Se tomó la cantidad apropiada de solución estándar de PX y, tras la evaporación del 

solvente, se disolvió el fármaco en la fase lipídica bajo continua agitación (punto 1 en la 

síntesis de NLCs). A partir de esta fase lipídica se continuó con el procedimiento descripto 

anteriormente. Cabe señalar que la estabilidad del PX no se ve comprometida a la 

temperatura de trabajo194. El Esquema 5, presenta un diagrama de flujo del proceso de 

obtención de los PX-NLCs. 

 

Esquema 5. Diagrama de flujo del procedimiento de obtención de los PX-NLCs. 

3.2.2 Obtención del gel conteniendo PX-NLCs 

La formulación en gel de las NPs se realizó con el fin de obtener los niveles de 

viscosidad adecuados para su aplicación transdérmica. 

El gel PX-NLCs se preparó usando Carbopol 940 como agente gelificante. Se añadió, 

bajo continua agitación, la cantidad apropiada de polímero a la suspensión acuosa de PX-

NLCs (0,30 % p/v respecto a la suspensión acuosa de PX-NLCs). En este paso, el pH de la 

suspensión disminuyó de 6,4 hasta aproximadamente 5,0. Seguidamente, la dispersión se 

neutralizó con el agregado de trietanolamina. Se agitó suavemente hasta la formación del 

gel. El mismo fue conservado herméticamente, protegido de la luz y almacenado a 4ºC. El 

Esquema 6 resume el procedimiento experimental para obtención del gel. 
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Esquema 6. Diagrama de flujo del procedimiento de obtención del gel PX-NLCs. 

 

Consistencia del hidrogel y estabilidad de almacenamiento a largo plazo  

Para determinar la concentración óptima del polímero, se prepararon geles con 

diferentes concentraciones del carbómero (0,10%, 0,15%, 0,20% y 0,30% p/v), logrando 

diferentes consistencias. 

Con el fin de estudiar la estabilidad física, los geles obtenidos se almacenaron 

herméticamente a temperatura ambiente (25 ± 1 °C) y en un refrigerador (4 ± 2 °C) durante 

un período de 90 días durante los cuales se verificó a diario la estabilidad de las fases. 

3.2.3 Dispersión de luz 

Para las medidas de tamaño de partícula por DLS la solución acuosa de NPs fue 

filtradas 3 veces utilizando filtros Varian Nylon-66 de tamaño de poro 0,45 μm (Sigma-

Aldrich) con el fin de eliminar cualquier partícula de polvo o suciedad que causara error en 

la medición. Las suspensiones acuosas se colocaron en una celda de cuarzo. Se trabajó 

utilizando la viscosidad (η) y el índice de refracción (n) del agua ya que ésta conforma la 

fase externa del sistema. Las determinaciones por DLS se realizaron por triplicado. Debido 

a las características del equipo y el software de análisis, cada medida implica diez 

determinaciones independientes para garantizar confiabilidad estadística. El algoritmo 

utilizado en los ajustes de las funciones de correlación fue CONTIN183. Se obtuvieron las 

distribuciones de tamaños por intensidad, volumen y número, informando el valor de Dh 

correspondiente a la distribución por intensidad. Se informó el resultado que presentó el 

menor PDI. 

3.2.4 Microscopía de transmisión eléctrica (TEM) 

Para el estudio morfológico mediante TEM, se trabajó con la suspensión acuosa de NPs 

detallada en la Sección 3.2.1. Para la visualización en el microscopio, las muestras fueron 
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tratadas con una solución de acetato de uranilo al 1% (pH alrededor de 4,5) el cual produce 

un contraste negativo. El acetato de uranilo ocasiona una alta densidad electrónica, lo que 

deriva en una imagen de contraste oscuro de grano fino. Esta característica es 

particularmente útil para la visualización de muestras con partículas pequeñas. Los iones 

uranilo se enlazan tanto a proteínas como a los ácidos carboxílicos y grupos fosfato dando 

precipitados cristalinos que oscurecen la superficie de las muestras que contienen dichos 

compuestos. Por esta razón, el acetato de uranilo resulta especialmente adecuado para 

lograr contrastes negativos en muestras que contienen lípidos y fosfolípidos, como es el 

caso de las partículas estudiadas.  

3.2.5 Electroforesis capilar 

Para la cuantificación de PX la separación electroforética se llevó a cabo utilizando un 

capilar de sílice fundida de 65 cm x 75 μm de diámetro interno termostatizado a 20ºC. 

Antes de su primer uso al mismo se le acondicionó secuencialmente HCl 1,0 M (10 min), 

agua ultrapura (5 min), NaOH 1,0 M (10 min), agua ultrapura (5 min), NaOH 0,1 M (5 

min), agua ultrapura (3 min) y solución buffer acetato de amonio/amoniaco (10 min).  

Posteriormente, antes de cada inyección, el capilar se lavó con agua ultrapura (1 min), 

NaOH 0,1 M (2 min) y solución buffer acetato de amonio 50 mM y amoniaco 13,75 mM a 

pH 9 (5 min).  

Método electroforético 

El pico de PX se obtuvo satisfactoriamente trabajando con una solución tampón que 

consistía en acetato de amonio 50 mM y amoniaco 13,75 mM a pH 9. Este valor de pH se 

ajustó con NaOH 1,0 M. El voltaje aplicado fue de 20 kV. Las inyecciones se realizaron en 

modo hidrodinámico durante 5 s a 0,5 psi. Los electroferogramas se registraron a 220 nm. 

3.2.6 Liberación in vitro de la suspensión acuosa PX-NLC por VOC 

La liberación de PX desde la suspensión acuosa de NLCs se llevó a cabo por medida 

directa sobre la misma. A determinados intervalos de tiempo se tomaron alícuotas de la 

suspensión y se analizó la variación de corriente con el fin de determinar la concentración 

de fármaco liberada. 

Los voltamogramas se obtuvieron en el rango de 0,25-0,80 Vs-1. Los parámetros 

característicos utilizados fueron los siguientes: amplitud de VOC (ΔESWV) de 50 mV; salto 
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de potencial (ΔE) de 10 mV y frecuencia (f) de 20 Hz. El electrodo de trabajo consistió en 

un electrodo de carbono vítreo (área = 0,07 cm2), el cual fue pulido y lavado de tal forma 

que se obtuvieron superficies con áreas reproducibles. Se empleó como contra electrodo 

una lámina de platino (área: 2 cm2) y en cada experiencia se utilizó un cuasi-electrodo de 

referencia de Ag/AgCl recién preparado. Como electrolito soporte se empleó una solución 

de LiClO4 0,05 M. La caída óhmica fue compensada en el mismo potenciostato utilizado.  

3.2.7 Estudio de la eficiencia de la formulación farmacéutica 

El gel debe someterse a una serie de estudios con el fin de corroborar su eficacia como 

sistema de soporte de las NPs. En el presente trabajo de Tesis se estudió su influencia en la 

liberación del fármaco incorporado en los NLCs. Para esto, se utilizó VOC y una celda de 

Franz. La técnica analítica y la instrumentación fueron seleccionadas considerando las 

propiedades de la droga y de la formulación propuesta.  

• Ensayo in vitro de liberación de PX desde el gel PX-NLCs 

La liberación de PX desde el gel de NLCs se evaluó mediante una celda de difusión de 

Franz utilizando una membrana artificial de nitrato de celulosa (tamaño de poro de 0,1 μm) 

que simula la barrera epidérmica193. El compartimento receptor consistió en una solución 

de buffer fosfato de pH 7,6 conteniendo Tween 80 al 3%, el cual fue mantenido a 32ºC 

bajo agitación constante. Se adicionaron 2 g de gel PX-NLCs en el compartimento 

donador, observando que los mismos tardan alrededor de 60 min en difundir 

completamente a través de la membrana. Se tomaron muestras del compartimiento receptor 

a intervalos de tiempo determinados, para el análisis por medio de la técnica 

electroquímica de VOC con el fin de determinar la concentración del fármaco liberado.  

Los voltagramas se obtuvieron en el rango de 0,25-0,80 V s-1. Los parámetros 

característicos utilizados fueron los detallados en la Sección 3.2.6., empleando el mismo 

sistema de tres electrodos. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 SELECCIÓN DE LOS REACTIVOS Y DEL MÉTODO DE OBTENCIÓN DE 

LOS NLCs 

Los reactivos utilizados para la producción de nanopartículas lipídicas se seleccionaron 

teniendo en cuenta dos parámetros: la inocuidad, dado que los NLCs producidos serán 

eventualmente utilizados para vehiculizar principios activos en organismos vivos, y la 

asequibilidad, ya que se apunta a la producción de un sistema portador de bajo costo. Tanto 

la lecitina de soja como el oleato de etilo y los surfactantes del tipo de los polisorbatos 

(Tween 80) son considerados materiales seguros para usos farmacéuticos (GRAS). A su 

vez, se trata de reactivos relativamente económicos.  

Como se ha comentado en la Sección 2.7.1 el principio activo estudiado presenta ciertas 

características negativas y problemas relacionados con su administración por vía oral, lo 

que genera el interés de crear nuevas formulaciones que intenten resolver estos 

inconvenientes. Particularmente se seleccionó el piroxicam por su baja solubilidad en 

medio acuoso y su uso masivo como antiinflamatorio. Sus características lipofílicas hacen 

que las nanopartículas lipídicas resulten medios de transporte ideales para esta clase de 

principio activo. 

Se decidió estudiar un método de obtención de NLCs que no involucre un uso masivo 

de solventes orgánicos teniendo en cuenta, no solo el impacto ambiental sino también los 

posibles riesgos de utilizar este tipo de solventes en la elaboración de sistemas de uso 

fisiológico. El método de obtención seleccionado en la presente Tesis fue un método de 

baja energía que en líneas generales consiste en la dispersión a baja temperatura de una 

microemulsión. Dicho método, conocido como Método de microemulsion195 fue descrito 

en la Sección 2.5.1. Se trata de un método simple, rápido, que evita el uso de condiciones 

que puedan comprometer la estabilidad de los principios activos y que, además, no 

involucra un uso considerable de solventes orgánicos. Asimismo, es un método de baja 

energía que permite lograr una alta reproducibilidad en las características de las 

nanopartículas obtenidas sin la utilización de instrumentación costosa.  



~ 68 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

Cabe destacar que el paso determinante en este método es la formación de la 

microemulsión (Sección 3.2.1), para lo cual se requiere la incorporación de una cantidad 

exacta de co-tensoactivo. Por otro lado, el control de la temperatura también es un 

parámetro importante a considerar, la misma debe permanecer constante a lo largo de todo 

el procedimiento. Se observó que, con la variación de la temperatura, la concentración de 

tensoactivos requerida también varia. Así, la microemulsión obtenida depende 

estrechamente de las condiciones experimentales de trabajo. 

4.2 CARACTERIZACIÓN GENERAL DE LOS SISTEMAS PORTADORES 

La caracterización de las NPs es fundamental para evaluar su calidad como sistema 

coloidal. Por otra parte, dependiendo su campo de aplicación para fines terapéuticos, el 

sistema debe presentar determinados parámetros, los cuales son definidos a partir de la 

caracterización general, tales como diámetro y carga superficial196. 

Así, primeramente, se llevó a cabo la caracterización de los NLCs obtenidos con el fin 

de analizar su tamaño, estabilidad (potencial Z), polidispersidad y morfología. Se 

estudiaron tanto los sistemas con incorporación del principio activo como los sistemas sin 

el fármaco, utilizados como control (PX-NLCs y NLCs control, respectivamente).  

4.2.1 Tamaño de partícula 

En la Figura 32 se muestra, a modo de ejemplo, la distribución del tamaño de partícula 

obtenida para una suspensión de NLCs tres días después de su preparación. 
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Figura 32. Distribución del tamaño de partícula obtenido mediante dispersión dinámica de la luz. 

 

La Figura 33 muestra los valores correspondientes al estudio del tamaño de partícula a 

lo largo del tiempo para suspensiones de NLCs control y PX-NLCs. El diámetro 

hidrodinámico de partícula (Dh) se presenta como un diámetro medio (d). Como puede 

observarse, en ambos casos las nanopartículas sufren un aumento gradual de tamaño, 

comenzando con un diámetro de aproximadamente 40 nm hasta alcanzar un valor medio de 

aproximadamente 160 nm al cabo de 20 días desde su preparación. La gráfica muestra los 

resultados obtenidos para una dispersión PX-NLCs con una concentración inicial de PX de 

100 μM. También se observó un ligero aumento en el tamaño (10%) de los PX-NLCs en 

relación con los NLCs control, presumiblemente debido a la presencia del principio activo 

dentro de la estructura de las NPs. 
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Figura 33. Evolución del tamaño de partícula a lo largo del tiempo para los NLCs control (○) y 

PX-NLCs (●). [PX]= 100µM. 

La tendencia al aumento del tamaño de partícula también puede apreciarse visualmente 

como un aumento de la opalescencia de las suspensiones. En la Figura 34, se observan tres 

fotografías digitales de suspensiones de NPs en diferentes días desde su preparación. Este 

aumento de tamaño, manteniendo la forma esférica podría considerarse como un proceso 

de agregación que sufren las NPs desde el día 1 de su obtención hasta llegar a un tamaño 

estable para las mismas197.  

 

Figura 34. Fotografías digitales de suspensiones de NPs. (A) día 1, (B) día 2 y (C) día 5, 

Tubo 1: NLCs control; Tubo 2: PX-NLCs. 

A partir de los tamaños de partícula obtenidos se podría concluir que los NLCs 

mostrarían potencial para ser utilizados en aplicaciones tópicas, ya que las partículas con 

un tamaño de hasta 500 nm son capaces de penetrar el epitelio196. 
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4.2.2 Índice de polidispersidad (PDI) 

La Figura 35 muestra los valores de PDI obtenidos tanto para PX-NLCs como para las 

NPs sin incorporación del principio activo en función del tiempo. Los dos sistemas 

mostraron una polidispersidad satisfactoria, que disminuyó marcadamente pasados 7 días 

desde su preparación, alcanzando un valor promedio de 0,215. Estos valores de PDI 

marcan la presencia de una suspensión constituida por partículas relativamente 

monodispersas123. Este comportamiento en los primeros días posteriores a la formación de 

las nanopartículas (tanto en lo que respecta al tamaño de partícula como al PDI) podría 

indicar que el sistema necesita de aproximadamente una semana para lograr estabilizarse. 

 
Figura 35. Índice de polidispersidad de las suspensiones de NLCs control (○) y PX-NLCs (●) en 

función del tiempo. [PX]= 100µM. 

4.2.3 Potencial Z 

En la Figura 36 se muestran los valores del potencial zeta registrados, a lo largo del 

tiempo, para las suspensiones de NLCs con y sin incorporación del fármaco. Como puede 

observarse, en ambos casos el potencial se mantiene aproximadamente constante a lo largo 

del tiempo (alrededor de -40 mV), inclusive durante los primeros días posteriores a la 

formación de las nanopartículas. Lo cual estaría indicando la existencia de un sistema 

estable con baja tendencia a la floculación123. A su vez, el hecho de que no existan 

diferencias apreciables entre los valores obtenidos para los NLCs control y PX-NLCs 
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implica que la estabilidad de los portadores lipídicos no se ve comprometida a causa de la 

incorporación del principio activo. 

Cabe destacar que los valores negativos obtenidos predicen una buena penetración por 

parte del sistema portador (NLCs) en la piel ya que se ha descrito en bibliografía que sólo 

partículas cargadas negativamente son capaces de atravezarla196. 

 

Figura 36. Potencial Z de las suspensiones de NPs a lo largo del tiempo. (Δ) NLCs control y (▲) 

PX-NLCs. [PX]=100µM. 

4.2.4 Morfología 

Con el fin de conocer la morfología de las nanopartículas, las mismas fueron estudiadas 

mediante TEM. La Figura 37 muestra una micrografía correspondiente a NPs con PX 

incorporado ([PX]=100 μM), la cual fue tomada un día después de su preparación. Se 

observa una forma esférica y una cierta regularidad en la apariencia de las partículas. Cabe 

destacar que el tamaño es coincidente con el obtenido por DLS (aproximadamente 50 nm). 

Era de esperarse una forma esférica para los NLCs obtenidos ya que sus constituyentes 

(lecitina vegetal y oleato de etilo) no presentan una elevada pureza. Una calidad intermedia 

en los lípidos utilizados da lugar a nanopartículas esféricas mientras que los lípidos de alta 

pureza conducen a formas cuboides127.  
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Figura 37. Micrografía TEM de los PX-NLCs obtenida luego de un día de su preparación. 

[PX]=100µM. 

4.3 ESTUDIO ESPECTROSCÓPICO 

Se llevó a cabo un estudio espectroscópico exhaustivo considerando que no se encuentra 

en bibliografía un análisis de tal magnitud, el cual permita estudiar las 3 especies posibles 

de PX simultáneamente. 

Según lo descripto en la Sección 2.7.1, el PX puede adoptar diferentes estructuras 

dependiendo las propiedades del medio en el cual se encuentre. Por esto, con el objeto de 

comprender de qué manera se encuentra incorporado el PX en las nanopartículas, se 

llevaron a cabo estudios, tanto del fármaco como del sistema portador, mediante 

espectroscopia de absorción UV-visible y de fluorescencia. A su vez, el estudio apunta a 

tratar de dilucidar cuál/es de las posibles estructuras del PX se encuentra presente en el 

sistema.  

Como se comentó en la Sección 2.7.1, las propiedades fotoquímicas de PX son 

sensibles a su entorno. Por esto, en primer término, se estudió el comportamiento fotofísico 

de las formas prototrópicas del PX en diferentes microambientes. Y, en un segundo 

momento, se analizó el comportamiento del PX dentro del sistema portador. 

Cabe destacar que para el estudio de absorción de radiación UV se utilizaron, como 

blanco de reactivos, los diferentes medios de solubilización del PX, es decir, solvente, 

oleato de etilo, fase acuosa de Tween 80 o suspensión acuosa de NLCs.  
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4.3.1 Comportamiento del PX en medio acuoso: Identificación de especies 

Teniendo en cuenta los valores de pKa149 del PX, se puede deducir que la forma 

predominante en un intervalo de pH entre 1,8 y 5,1 es la neutra, mientras que a valores de 

pH por encima de 5,1 la especie aniónica se encuentra en mayor proporción. Por lo tanto, a 

fin de aislar e identificar las diferentes formas prototrópicas del PX, se añadieron distintas 

cantidades de ácido o álcali a soluciones acuosas del fármaco. Luego de maximizar la 

población de la forma neutra o aniónica se estudió su comportamiento espectroscópico. 

Los correspondientes espectros de absorción molecular UV-Visible y emisión de 

fluorescencia se muestran en las Figuras 38 y 39, respectivamente. A pH 3,0, se observa 

que la forma neutra presenta un máximo de absorción a 342 nm y de emisión a 465 nm. La 

baja intensidad obtenida para la banda de emisión puede deberse a que en este medio polar 

predomina la especie ceto, la cual es no fluorescente, disminuyendo así la emisión total de 

fluorescencia de la molécula. Por lo tanto, se podría deducir que la forma neutra (en 

equilibrio ceto/enólico) absorbe a 342 nm, mientras que la forma enólica presenta un 

máximo de emisión a 465nm. Por otra parte, la forma aniónica, predominante a pH 8,0, 

exhibe un máximo de absorción centrado en 354 nm con una emisión de fluorescencia 

débil a 473,5 nm.  

 
Figura 38. Espectros de absorción de PX en agua. [PX]= 20µM. 
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Figura 39. Espectros de emisión de fluorescencia de PX en agua. [PX]=20µM. 

Así, a partir de los resultados obtenidos se logró identificar el comportamiento 

espectroscópico de las diferentes formas estructurales de PX en solución acuosa. Esta 

identificación se utilizará para analizar los datos obtenidos en los posteriores estudios 

(Secciones 4.3.2 a 4.3.5). 

4.3.2  Comportamiento del PX en solventes polares próticos 

Las Figuras 40 y 41, respectivamente, muestran los espectros de absorción y emisión 

del PX en agua y en alcoholes lineales. La serie de alcoholes seleccionada proporciona un 

buen sistema para estudiar el efecto general de la polaridad del solvente en las propiedades 

espectrales del PX. Esto se debe a que, a medida que aumenta la longitud de la cadena 

carbonada en estos alcoholes, la polaridad del solvente cambia significativamente sin 

demasiada variación en la naturaleza de las propiedades de los enlaces puentes de 

hidrógeno, minimizando así el efecto de las interacciones específicas del solvente en las 

propiedades espectrales. 

En agua y en los alcoholes de cadena corta, como metanol y etanol, el PX presenta un 

máximo en el espectro de absorción alrededor de 356 nm y una banda de emisión muy 

débil centrada en 476 nm. Comparando los resultados obtenidos con los encontrados en la 

Sección 4.3.1 y con los datos bibliográficos159, puede confirmarse que la especie 

predominante en estos solventes altamente polares, es la aniónica. Cuando se utiliza 

propanol como solvente, las bandas de absorción y emisión se encuentran centradas en 342 
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y 473 nm, respectivamente. Según la bibliografía consultada, pese al corrimiento de la 

banda de absorción, la especie predominante en este solvente sigue siendo la aniónica159.  

A medida que disminuye la polaridad de los alcoholes, la especie predominante es la 

enólica158. Este hecho se refleja en un corrimiento de las bandas de absorción hacia 

menores longitudes de onda y en un marcado incremento de la banda de emisión de 

fluorescencia. Así, en butanol los máximos de absorción y emisión se centran en 339 y 

465.4 nm, respectivamente, mientras que en pentanol se encuentran en 329 y 471 nm y en 

octanol se centran alrededor de 333 y 471.5 nm, respectivamente. 

El aumento en la longitud de la cadena carbonada y, por lo tanto, la disminución de la 

polaridad del medio van acompañados por un desplazamiento de la banda de absorción 

hacia el azul del espectro electromagnético (longitudes de onda menores). Esta tendencia 

podría explicarse en función del predominio de la especia aniónica en solventes 

fuertemente polares y la preponderancia de la neutra en solventes de polaridad 

intermedia/baja.  

Como puede observarse, los espectros de absorción y emisión obtenidos para el PX en 

la serie de alcoholes estudiados coinciden con el comportamiento descripto en la Sección 

4.3.1 para las especies aniónica y neutra. 
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Figura 40. Espectros de absorción de PX en solventes polares próticos. [PX]= 20µM. 

 

Figura 41. Espectros de emisión de PX en solventes polares próticos. [PX]= 20µM. 

4.3.3 Comportamiento del PX en solventes polares apróticos 

En este caso se analizó el comportamiento espectroscópico de PX en solventes apróticos 

de polaridad intermedia. Como tales, los mismos participan como aceptores en la 

formación de puentes de hidrógeno. Las Figuras 42 y 43 muestran, respectivamente, los 

espectros de absorción y de emisión de PX en dichos medios. 

En estos solventes el PX presenta una única banda de absorción centrada en 326 nm. 

Respecto a los espectros de emisión, se observan intensas banda centradas en 480 nm para 
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acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano y dioxano, mientras que en diclorometano la 

banda de emisión presenta un máximo alrededor de 466 nm. Estas bandas sufren un 

aumento gradual de intensidad a pesar de que la concentración del fármaco se mantiene 

constante. Este comportamiento puede explicarse en función de las interacciones 

especificas soluto–solvente, relacionadas con el carácter aceptor de puente de hidrogeno de 

los diferentes solventes157. 

En estos solventes de polaridad intermedia, las especies predominantes son las 

correspondientes al equilibrio ceto-enólico. Éste se desplazará en función de la capacidad 

del solvente para estabilizar una u otra especie. Si el medio es polar pero las moléculas del 

solvente no forman enlaces puente de hidrógeno con las moléculas de PX, entonces la 

forma enólica del PX podrá estabilizarse a través de enlaces puente de hidrógeno 

intramoleculares. Esto le confiere cierta rigidez a la molécula, favoreciendo su 

desactivación mediante procesos radiantes. Así, a medida que disminuye el carácter 

aceptor de puente de hidrógeno del medio, aumenta la fluorescencia de la molécula. En el 

caso de que el solvente tienda a formar enlaces puente de hidrógeno con las moléculas de 

PX, el equilibrio se desplazará hacia la forma ceto no radiante, la cual es más estable en 

estos solventes de polaridad intermedia157. 

 

Figura 42. Espectros de absorción de PX en solventes polares apróticos. [PX] = 20µM. 
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Figura 43. Espectros de emisión de PX en solventes polares apróticos. [PX] = 20µM. 

4.3.4 Comportamiento del PX en solventes apolares 

Las Figuras 44 y 45 muestran, respectivamente, los espectros de absorción y emisión, 

de la molécula de PX en diferentes medios apolares. Como se mencionó en la Sección 

2.7.1, en estos medios la especie predominante es la enólica157. 

Puede observarse que en estos solventes el PX presenta un único máximo de absorción 

centrado en 326 nm. Las bandas de emisión se encuentran centradas aproximadamente en 

468 nm. Además, se aprecia que la intensidad de fluorescencia en éter es marcadamente 

inferior a la obtenida en otros solventes. Esta disminución de fluorescencia, nuevamente, 

se puede atribuir a las interacciones específicas soluto-solvente. El éter es el único de los 

solventes apolares estudiados que es aceptor de enlaces puente de hidrógeno, lo cual 

interfiere en la formación de enlaces hidrógeno intramolecular del enol-PX. Así, estas 

moléculas pierden rigidez y pueden desactivarse a través de procesos no radiantes, 

disminuyendo la fluorescencia neta. 

A partir de los espectros obtenidos se pudo corroborar que, efectivamente, en estos 

solventes la población predominante corresponde a la forma enólica. 
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Figura 44. Espectros de absorción de PX en solventes apolares. [PX]= 20µM. 

 

Figura 45. Espectros de emisión de PX en solventes apolares. [PX]= 20µM. 

La Tabla 3 muestra, a modo de resumen, los máximos de absorción y emisión de PX en 

los diferentes solventes. Los valores de longitudes de onda coloreadas en rojo representan 

los valores obtenidos para la especies aniónica de PX. Los valores en verde representan las 

longitudes de onda correspondientes a la forma neutra (en equilibrio ceto/enólico) de PX. 

Y las longitudes de onda denotadas en azul se refieren a la absorción y emisión de la forma 

enólica de PX. Esta distinción se realizó en base a los resultados mostrados en Sección 

4.3.1 y a la información bibliográfica consultada (Sección 2.7.1). 
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Tabla 3. Longitudes de onda del máximo de absorción y emisión para el PX en diferentes  

microentornos. UA: Unidades arbitrarias de absorción. [PX] = 20µM 

Solvente λAbs UA λEmi Intensidad (cps) 

Agua 355 0,33 473,5 4210 

Metanol 358 0,30 475,5 7905 

Etanol 356 0,27 480 1,28. 104 

n-Propanol 342 0,26 473 4,52.104 

n-Butanol 339 0,30 465,5 6,30.104 

n-Pentanol 329 0,35 471 1,07.105 

n-Octanol 333 0.36 471.5 1,13.105 

Acetonitrilo 326 0,27 479 3,58.104 

Acetato de etilo 326 0,43 481,5 7,30.104 

Diclorometano 327 0,46 466,5 1,23.105 

Tetrahidrofurano 327 0,48 482,5 8,58.104 

Dioxano 326 0,49 479,5 1,13.105 

Tetracloruro de carbono 326 0.46 465 1.37.105 

Éter 324 0,48 468 7,80.104 

Benceno 327 0,44 468 1,30.105 

Tolueno 328 0,42 468,5 1,31.105 

Heptano 325 0,46 463 1,19.105 

4.3.5 Comportamiento del PX dentro del sistema portador 

Se estudió el comportamiento espectroscópico del PX disuelto en las dos fases (lipídica 

y acuosa) que componen los NLCs para luego finalmente estudiar el sistema PX-NLCs. 

PX en oleato de etilo: Generalmente los fármacos liposolubles son más solubles en el 

lípido líquido que compone la fase lipídica de los NLCs que en los sólidos5757. Teniendo en 

cuenta esta premisa y el hecho de que el oleato de etilo se encuentra en mayor proporción 

en las NPs, se decide analizar los espectros de absorción y emisión del PX cuando se  
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encuentra disuelto en este lípido. 

Los espectros de absorción y emisión obtenidos se muestran en las Figuras 46 y 47, 

respectivamente. Como puede observarse, en este medio el PX presenta un máximo de 

absorción centrado en 343 nm. El máximo de emisión se presenta intenso y centrado en 

454 nm. Considerando la intensidad del máximo de emisión y el estudio realizado en la 

sección anterior (ver Tabla 3) se podría afirmar que en este medio apolar la especie 

predominante es la enólica, tal como cabía esperar. 

 

Figura 46. Espectro de absorción de PX en oleato de etilo. [PX]= 50µM. 

 
Figura 47. Espectro de emisión de PX en oleato de etilo. [PX]= 50µM. 
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PX en fase acuosa de Tween 80: En caso de encontrarse fuera del sistema portador, el PX 

estaría en contacto con la fase acuosa externa. La misma se compone de una solución 

acuosa del tensoactivo Tween 80. Se trabajó a la misma concentración de tensoactivo que 

se utiliza en la preparación de las NPs. Los correspondientes espectros de absorción y 

emisión en este medio se muestran en las Figura 48 y 49, respectivamente. 

Como puede observarse, el PX en la fase acuosa presenta un máximo de absorción 

centrado en 358 nm. El máximo de absorción coincide con aquel obtenido en agua pura en 

la Sección 4.3.1, con lo cual la especie predominante es el anión PX. En dicha sección se 

corroboró que el anión emite con baja intensidad de fluorescencia a una longitud de onda 

de 476 nm. En este caso, se obtuvo una banda de emisión débil pero centrada en 451 nm. 

Esta longitud de onda de emisión podría corresponder a la especie enólica, protegida 

dentro de las micelas que forma el tensoactivo. Se prevé la presencia de micelas, ya que se 

trabajó a una concentración de tensioactivo (0,06 M) que supera la concentración micelar 

crítica (0,01 mM) 198 , 199 . La intensidad de la banda podría hacer referencia a la baja 

proporción de la especie enólica en este medio.  

 

Figura 48. Espectro de absorción de PX en solución acuosa de Tween 80. [PX]= 50µM. 
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Figura 49. Espectro de emisión de PX en solución acuosa de Tween 80. [PX]= 50µM. 

PX incorporado al sistema portador (PX-NLCs): Finalmente se estudió el comportamiento 

espectroscópico de PX cuando se encuentra incorporado en el sistema portador. Se trabajó 

con suspensiones de NPs frescas (día 1) dado que no presentan turbidez, a fin de que no 

exista dispersión de radiación que pueda interferir con la señal de emisión de fluorescencia. 

En las Figuras 50 y 51 se muestran los espectros de absorción y emisión, respectivamente, 

obtenidos para una suspensión PX-NLCs. 

Se observa que en este medio el PX presenta un máximo de absorción centrado en 351 

nm y una intensa banda de emisión en 438 nm. Por un lado, la posición de la banda de 

absorción del PX en la suspensión de los NLCs (a 351 nm) se encuentra entre las bandas 

de PX en oleato de etilo (343 nm) y en Tween 80 (358 nm), con lo cual podría ser la 

resultante de la absorción de radiación de las moléculas de PX incorporadas al sistema 

portador y de otras afuera del mismo tiempo. Respecto a la banda de emisión de 

fluorescencia, la banda intensa a 438 nm estaría indicando que una parte importante de 

moléculas de PX se encuentra en forma enólica. Este fenómeno parece ser consistente con 

una estructura enólica estabilizada por un entorno fuertemente apolar que correspondería a 

las moléculas de PX dentro del sistema portador, ubicadas en la matriz rígida de las NPs 

sólidas. Por otra parte, las moléculas de PX en la solución acuosa contribuirían con una 

banda de emisión de fluorescencia mucho más débil. Por lo tanto, podría pensarse que una 

parte del PX se encuentra incorporada en el sistema portador y otra parte fuera de él, en 

contacto con la fase acuosa externa.  
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Figura 50. Espectro de absorción de suspensión PX-NLCs. [PX]= 50µM. 

 

Figura 51. Espectro de emisión de suspensión PX-NLCs. [PX]= 50µM. 

La Tabla 4 muestra un resumen de las longitudes de onda (λ) máximas de absorción y 

emisión obtenidas para el sistema PX-NLCs. 
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Tabla 4. Longitudes de onda del máximo de absorción y emisión para el PX en los diferentes 

microentornos de las NPs. [PX] = 50µM 

Medio λabs UA λemis 
Intensidad 

(cps) 

Fase acuosa 358 0,80 451 78970 

Oleato de etilo 343 0,86 454 1,47.107 

PX-NLCs 351 0,83 438 3,00.105 

 

Confirmada la presencia del principio activo dentro de los NLCs mediante el estudio 

espectroscópico, se continuó la caracterización del sistema portador investigando dos 

importantes parámetros como son la eficiencia de encapsulamiento del sistema y el perfil 

de liberación del principio activo desde el sistema portador. Para esto se propuso el uso de 

técnicas alternativas a la convencional HPLC como lo son la EC y la VOC. 

4.4 ESTUDIO DEL SISTEMA MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR 

Considerando las conclusiones del estudio espectroscópico y las propiedades ópticas de 

PX se desarrolló un nuevo método analítico para la determinación de la concentración de 

PX incorporado en el sistema portador, basado en la utilización de electroforesis capilar 

(EC)200. 

Por otra parte, teniendo en cuenta los valores de pKa149 del PX, la especie aniónica se 

encuentra en mayor proporción cuando el pH del medio está por encima de 5,1. Esta 

característica del analito se aprovechó para desarrollar el método mediante electroforesis 

capilar de zona (CZE) 201. 

4.4.1 Condiciones de separación 

La optimización de las condiciones de separación se realizó utilizando una suspensión 

de NLCs (sin principio activo incorporado) a la cual se añadieron cantidades adecuadas de 

PX (es decir, suspensión de NLCs control + PX libre). 

Tal como se estableció en la Sección 3.2.5 como buffer electroforético se utilizó una 

solución de acetato de amonio/amoníaco teniendo en cuenta los datos bibliográficos 

respecto al estudio de AINEs por EC. El pH de este buffer se estudió en el intervalo de 7,0-

9,3. La señal electroforética del PX no se apreció correctamente trabajando con valores de 

pH entre 7.0 y 8.0. A valores de pH alrededor de 9.0 la señal de PX pudo visualizarse con 
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claridad. Por lo tanto, considerando la eficacia de la separación, la simetría de la forma del 

pico y la estabilidad de la línea base, el pH de la solución buffer se mantuvo en 9.0. 

El efecto del voltaje aplicado también se investigó en un intervalo entre 15 a 25 kV. Los 

resultados indicaron que un voltaje más alto correspondía a un tiempo de análisis más corto 

pero a áreas de pico más bajas. Así, se seleccionó un valor de 20 kV como el voltaje de 

separación óptimo. 

4.4.2 Curva de calibrado de PX libre 

La Figura 52 muestra el electroferograma de la suspensión NLCs control y el 

electroferograma obtenido tras la adición de 8,10μg de PX a la misma. El pico de PX libre 

se observó con una buena resolución respecto al pico de la suspensión de NLCs. Por lo 

tanto, se preparó la curva de calibrado correspondiente a PX libre. Para esto se incorporó a 

cada testigo diferentes cantidades de PX sobre una suspensión de NLCs previamente 

preparada sin principio activo. Las señales correspondieron a las áreas de los picos 

electroforéticos pertenecientes a cada testigo (Figura 53).  

 

Figura 52. Electroferogramas correspondientes a la suspensión de NLCs control (a) y a la 

suspensión de NLCs control con agregado de PX (b). El pico (c) pertenece al PX libre, sin 

encapsular. 
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Figura 53. Curva de calibrado correspondiente al área de pico electroforético en función de la 

concentración de PX libre. 

La curva de calibrado fue lineal en el intervalo de concentraciones de 2,7 a 5,4 μg.ml-1. 

La ecuación de regresión fue A = 5904,5C-10361, donde A es el área del pico y C la 

concentración de PX en μg.ml-1 (R2 = 0,997). Se investigó la reproducibilidad del tiempo 

de migración y el área del pico, y los valores de RSD% obtenidos (n = 5) fueron de 0,99% 

y del 2,13%, respectivamente. 

4.4.3 Cálculo de la concentración de PX incorporado en el sistema PX-NLCs 

Una vez construida la curva de calibrado, teniendo en cuenta que la cantidad de PX 

empleada para la preparación de los PX-NLCs es conocida, se procedió a determinar la 

cantidad de PX libre remanente luego de la preparación de las NPs, de forma de encontrar, 

por diferencia, la cantidad efectivamente incorporada en el sistema portador. El estudio se 

llevó a cabo al día 5 desde la preparación de la suspensión de los PX-NLCs dado que, 

según los estudios de tamaño de partícula e índice de polidispersidad, el sistema se 

comporta de manera más estable.  

Para el estudio de la concentración de PX encapsulado en el sistema se utilizó un 

conjunto de cuatro réplicas de una suspensión de PX-NLCs preparados usando 4,32, 4,86 y 

5,40 μg de PX por mililitro de suspensión. Estas suspensiones se inyectaron en el capilar y 

se midieron las áreas de pico del PX libre. La concentración de PX libre en cada 

suspensión de NPs se cuantificó haciendo uso de la curva de calibrado descripta en la 
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sección anterior. El valor promedio encontrado para el porcentaje de encapsulamiento de 

PX en las NPs, luego de 5 días de preparadas, fue de 37.6% (RSD%=4.06). Considerando 

la masa lipídica utilizada en la preparación de los NLCs como la masa teórica de NPs 

obtenidas se calculó la concentración de PX incorporado en sistema. La Tabla 5 muestra 

los resultados obtenidos. 

Tabla 5. Concentraciones iniciales totales ([PX]T) de PX, concentraciones de PX libre ([PX]W), 

concentración de PX encapsulado ([PX]NP) y porcentaje de fármaco incorporado en las NPs (% 

Encapsulamiento).  

[PX]T 

(µg.ml-1) 
[PX]W 

(µg.ml-1) 
Diferencia 

[PX]NP 

(mg.g-1) 
% Encapsulamiento 

4,32 2,62 1,70 0,183 39 

4,86 3,11 1,75 0,188 36 

5,40 3,35 2,05 0,221 38 

 

Como conclusión de este estudio se puede afirmar que la EC es una técnica adecuada 

para el estudio del porcentaje de encapsulamiento en este tipo de sistemas. 

4.5 ESTUDIO ELECTROQUÍMICO 

Considerando el comportamiento electroactivo del PX, los antecedentes existentes de la 

aplicación de técnicas electroquímicas para su estudio160 y su reciente aplicación en el 

estudio de sistemas organizados202, se utilizó la técnica de voltametría de onda cuadrada 

(VOC) para monitorizar la liberación del fármaco.  

4.5.1 Comportamiento de PX en medio acuoso 

En primer lugar, se llevaron a cabo estudios electroquímicos de PX mediante 

voltametría cíclica (VC) y VOC en medio acuoso a los fines de obtener los parámetros 

característicos de la droga, como el potencial de pico (Ep) y su coeficiente de difusión 

(Dw) en dicho medio. La Figura 54A muestra el voltamograma cíclico de la 

electrooxidación de PX obtenido utilizando un electrodo de carbono vítreo (GC) en una 

solución acuosa fresca de LiClO4 0,05 M (pH 6) a una velocidad de barrido (v) de 0,1 Vs-1. 

Se observa un pico de oxidación con un Ep centrado en 0,60 V, cuyo valor está en 

concordancia con los reportados en bibliografía 203 . No se observó ningún pico de 

reducción en el intervalo de potencial barrido (0.25-0,80 V), indicando que PX se oxidó de 
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manera irreversible. Este comportamiento coincide también con aquel reportado en 

trabajos previos204,205. Luego de restar las corrientes de blanco en el voltamograma cíclico 

para PX en solución acuosa, las corrientes anódicas fueron convolucionadas para encontrar 

así la corriente límite (IL). A partir de ésta y utilizando la ecuación (13)206, 207 se logró 

determinar el coeficiente de difusión en agua (Dw) de PX hallándose un valor medio de 

1,96. 10-5 cm2s-1 (suponiendo n = 2)160. 

La Figura 54B muestra los voltamogramas de onda cuadrada obtenidos a diferentes 

tiempos. Los mismos presentan un Ep centrado en 0,60 V con la correspondiente corriente 

de pico neta (IP) decreciente en el tiempo, lo que indica que el PX se estaría 

descomponiendo en este medio. Este comportamiento está de acuerdo con lo reportado en 

bibliografía respecto a la baja estabilidad de PX en medio acuoso160, 208, 209. La degradación 

de PX se atribuye a la probable influencia del pH y de la luz160. Según lo reportado por 

otros autores la síntesis del precursor 2-aminopiridina es el principal producto de 

degradación, así como 2-metil- 2H - 1,2 - benzotiazin - 4 (3H) - ona - 1,1 - dióxido y N - 

metil - N0 - (2 - piridinil) - etano - diamida160. 

Luego, el PX se estudió en una solución acuosa que contenía el tensoactivo Tween 80 y 

el co-tensoactivo n-butanol con el objetivo de simular el medio en el que se encuentran 

suspendidas las nanopartículas (Figura 54C). En estas condiciones, la descomposición en 

el tiempo de PX disminuyó marcadamente (variaciones de Ip <10%) observándose a su vez 

un desplazamiento del pico de oxidación hacia menores potenciales en comparación con 

los voltamogramas mostrados en la Figura 54B (solución acuosa sin tensoactivo). Estas 

observaciones nos permiten concluir que la oxidación de PX se ve favorecida en este 

medio debido a que la droga se disuelve y es protegida dentro de las micelas formadas por 

el tensoactivo no iónico. Como se explicó en la Sección 4.3.5 se prevé la presencia de 

micelas, ya que las mediciones se llevaron a cabo utilizando una concentración de 

tensoactivo superior a la concentración micelar crítica (0,01 mM).  
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Figura 54. (A) VC de PX en agua. [PX] = 380 μM, v = 0,10 Vs-1. [LiClO4] = 0,05 M (B) VOC de 

PX en agua y su variación al cabo de 30 minutos (C) VOC de PX en solución acuosa de 

tensoactivos registrados, durante una semana. [PX] = 50 μM, [LiClO4] = 0,05 M.  

[Tween 80]= 0,06M. ΔES = 10 mV, ΔEswv = 50 mV, f = 20 Hz. 
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4.5.2  Comportamiento los NLCs en el tiempo utilizando DLS 

Como se ilustró en la Sección 4.2.1, los NLCs control y PX-NLCs sufren un aumento 

progresivo de tamaño, hasta alcanzar un valor medio de aproximadamente 160 nm. La 

Figura 55 muestra la variación del coeficiente de difusión (D) obtenido por la técnica de 

DLS con el tiempo. Como es de esperarse, el aumento del tamaño de las nanopartículas 

con el tiempo es acompañado de una disminución del coeficiente de difusión (D). Dicho 

parámetro se determinó a fin de utilizarse en cálculos posteriores, en los cuales se denota 

como DNP. 

 

Figura 55. Dependencia del coeficiente de difusión de las nanopartículas PX-NLCs en el tiempo. 

[PX]T = 100 µM en [LiClO4] = 0,05 M. La línea sólida representa la función que mejor se adapta a 

los datos experimentales. 

4.5.3 Comportamiento electroquímico de PX-NLCs en el tiempo 

Se llevó a cabo un estudio de la respuesta electroquímica de una suspensión de PX-

NLCs, [PX]T = 100 µM,  en función del tiempo. La Figura 56A muestra los 

voltamogramas de VOC registrados en diferentes días. Se observó un solo pico de 

oxidación en el intervalo de potencial estudiado y un aumento de la IP con el tiempo. El Ep 

se desplaza alrededor de 200 mV hacia potenciales inferiores, respecto del pico obtenido 

para PX en medio acuoso.  

La ecuación (18) muestra la dependencia de IP con la concentración de PX (CPX) y con 

el coeficiente de difusión de la especie electroactiva (DPX
 )210. 
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𝑰𝒑=
𝒏𝑭𝑨 𝑫𝑷𝑿

𝟏/𝟐
𝑪𝑷𝑿  

(𝝅𝒕𝒑)𝟏/𝟐 𝝍                                        (18) 

donde  𝜓 es la función corriente de VOC, tp es tiempo de pulso de aplicación de la VOC, n 

es el número de electrones intercambiados, A es el área del electrodo y F es la constante de 

Faraday. 

Es importante notar que la concentración total de PX es constante en el sistema portador 

y el tamaño de las nanopartículas aumenta con el tiempo, reduciendo así su coeficiente de 

difusión. Además, la corriente total de pico tiene dos contribuciones: 1) la oxidación de PX 

no encapsulado en las nanopartículas y 2) la oxidación del PX encapsulado. Ya se ha 

mencionado que el tamaño de partícula aumenta a lo largo del tiempo y, por ende, su 

coeficiente de difusión disminuye. Sin embargo, se observa un aumento de la IP en función 

del tiempo. Este aumento puede ser causado por el PX liberado desde el interior del 

sistema portador, ya que el PX liberado tiene un coeficiente de difusión mayor que el PX 

incorporado en las nanopartículas, debido a que éste difunde hacia la superficie del 

electrodo estando dentro de la nanopartícula. Por lo tanto, de acuerdo con la ecuación (18), 

la corriente de pico total depende de la concentración de PX así como de los coeficientes 

de difusión de PX dentro y fuera del sistema portador, suponiendo que PX no se 

descompone con el tiempo en este medio.  

Se realizó además un estudio para verificar que, una vez liberado, el fármaco no vuelve 

a incorporarse en el sistema de transporte y que el PX no se descompone con el tiempo 

bajo las condiciones experimentales utilizadas. Para ello, se añadió PX a una suspensión de 

NLCs control para asegurar de este modo que el pico de oxidación observado corresponde 

al PX fuera del sistema portador. La corriente de pico de este sistema se midió a diferentes 

tiempos y la Figura 55B muestra que la misma no cambia. Esto demuestra que el fármaco 

no reingresa al sistema portador, permaneciendo en la fase acuosa externa. Así, el proceso 

de difusión del PX incorporado en los NLCs hacia la fase acuosa externa puede ser 

descrito por la ecuación (19): 

[PX]NP  →   [PX]W                                                                  (19)                                                                                                                                                                                                                

donde [PX]NP y [PX]W son la concentración de PX dentro y fuera del sistema portador, 

respectivamente. 
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La concentración total de PX ([PX]T) obedece a la ecuación (20): 

[𝑷𝑿]𝑻 = [𝑷𝑿]𝑾 + [𝑷𝑿]𝑵𝑷                  (20)                                                                                    

La Figura 56B muestra además que el medio de NLCs estabiliza al PX, el cual no se 

descompone con el tiempo. 

 

Figura 56. A) Voltagramas VOC del sistema PX-NLCs a diferentes tiempos. [PX] T = 100 µm en 

[LiClO4] = 0,05 M. B) Voltagrama VOC de PX agregado por fuera del sistema NLCs a diferentes 

tiempos. [PX]T = 50µM en [LiClO4] = 0,05 M. 

En función a los resultados presentados anteriormente se propone un modelo 

matemático mediante el cual se puede obtener el perfil de liberación de los PX-NLCs a 

partir de los resultados experimentales obtenidos por VOC. 
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4.5.4 Modelo electroquímico para la liberación de PX 

Para estudiar el proceso de liberación PX utilizando la técnica VOC, se requirió un 

modelo matemático basado en los siguientes supuestos: 

1) La ecuación (19) representa el proceso de difusión de PX desde el interior de las 

nanopartículas a la fase acuosa externa. 

2) Las especies electroactivas son las moléculas de PX presentes en la fase acuosa 

externa y las incorporadas en el sistema NLCs. 

3) Ambas especies se oxidan simultáneamente al mismo potencial. Esta suposición es 

validada debido a que en los voltagramas de VOC mostrados en la Figura 56A, se observa 

un único pico voltamétrico en el intervalo de potencial aplicado. 

4) El mecanismo de electrooxidación de PX en fase acuosa y de PX incorporado en el 

sistema NLCs es el mismo (𝒏 𝒚 𝝍 son constantes). 

En agua, la corriente neta de pico de electrooxidación de PX (IW) se define según la 

ecuación (21)211:  

𝑰𝑾 = 𝒂 [𝑷𝑿]𝒘                           (21)                                                                                                                                                                                       

Con 𝑎 definido por la ecuación (22): 

𝒂 = 𝒏𝑭𝑨
(𝑫𝑾)𝟏/𝟐

𝝅𝒕𝒑
𝝍 = 𝑲  𝑫𝑾

𝟏/𝟐
                          (22)                                                                                

donde DW es el coeficiente de difusión de PX en agua y K es una constante que contiene 

todos los parámetros constantes indicados en la ecuación (22), cuyo significado fue 

definido previamente.  

La corriente neta de pico de PX incorporado en el sistema de NLCs (INP) se define por 

la ecuación (23): 
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𝑰𝑵𝑷 = 𝒃 [𝑷𝑿]𝑵𝑷                      (23)                                                                                                                    

Con 𝑏 definido en la ecuación (24): 

𝒃 = 𝒏𝑭𝑨
(𝑫𝑵𝑷)𝟏/𝟐

𝝅𝒕𝒑
𝝍 = 𝑲 𝑫𝑵𝑷

𝟏/𝟐
                     (24)                                                                                     

donde DNP es el coeficiente de difusión PX cuando se encuentra incorporado a las NPs, el 

cual fue obtenido mediante DLS (Sección 4.5.2) y K fue definida previamente.  

De acuerdo a la suposición de que ambas especies electroactivas (PX encapsulado en 

nanopartículas y PX en el exterior acuoso) se oxidan al mismo potencial (véase la Figura 

56A), la corriente de pico total (IT) tiene dos contribuciones, como lo muestra en la 

ecuación (25): 

𝑰𝑻 = 𝒂 [𝑷𝑿]𝒘 + 𝒃 [𝑷𝑿]𝑵𝑷                                 (25)                                                                                   

donde la constante 𝑎  tiene incorporado el DW y la constante 𝑏  el DNP. Insertando las 

ecuaciones (20), (22) y (24) en la ecuación (25) se obtiene la ecuación (26), que expresa la 

corriente total en función de la concentración de PX incorporado en el sistema NLC: 

𝑰𝑻 = 𝑲 𝑫𝒘
𝟏/𝟐

([𝑷𝑿]𝑻𝑶𝑻𝑨𝑳 − [𝑷𝑿]𝑵𝑷) + 𝑲 𝑫𝑵𝑷
𝟏/𝟐

 [𝑷𝑿]𝑵𝑷                    (26)                                             

Conforme a la suposición 4) la constante K se calculó a partir de la pendiente de una 

curva de calibrado [IP en función de [PX], según la ecuación (18)] obtenida a partir de 

medidas de VOC en medio homogéneo utilizando diferentes concentraciones de PX 

(Figura 57). Para construir la curva, se usaron soluciones acuosas frescas de PX realizando 

las medidas inmediatamente después de su preparación para evitar la descomposición del 

principio activo. Se obtuvo un valor de 9624,16 ± 0,2 A cm2 mol -1 s1/2 para la constante K. 
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Figura 57. Curva de calibrado IP en función de concentración de PX en solución acuosa 

[LiClO4]=0,05 M. 

4.5.5 Estudio de liberación in vitro de PX-NLCs a partir de VOC 

Los estudios de liberación se realizaron por triplicado, usando concentraciones iniciales 

de PX de 50, 75 y 100 µM, estas concentraciones corresponden a la cantidad de PX 

utilizada para la preparación de las NPs. La respuesta electroquímica de estas 

concentraciones fue seguida por VOC a lo largo del tiempo. La Figura 58 muestra que la 

evolución temporal de los picos de corriente de las suspensiones PX-NLCs tiene una forma 

sigmoidea. Mediante el uso de la ecuación (26), la concentración de PX en el sistema de 

NLCs se determinó para diferentes tiempos midiendo la corriente de pico, usando DW = 

1,96. 10-5 cm2 s -1 (calculada en la Sección 4.5.1) y los DNP obtenidos, como ya se 

mencionó, a partir de la curva experimental de DLS (Sección 4.5.2). Esto se realizó a las 

diferentes concentraciones iniciales de PX ([PX]T= 50, 75 y 100 µM).  
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Figura 58. Dependencia de IT en el tiempo para tres concentraciones totales de PX en los NLCs. 

[PX]T=50 µm (■), [PX]T=75 µm (●), [PX]T =100 µm (▲). [LiClO4]=0,05 M. La línea sólida 

representa la función que mejor se ajusta a los datos experimentales.  

Conociendo la concentración del PX incorporado dentro de las NPs y aplicando la 

ecuación (20), se calculó la concentración de PX fuera del sistema portador para cada 

tiempo. Las concentraciones obtenidas se resumen en la Tabla 6. Conociendo estas 

concentraciones se logró construir los perfiles de liberación del sistema NLCs para cada 

concentración inicial de PX (Figura 59). 
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Tabla 6. Concentraciones de PX dentro ([PX]NP) y fuera ([PX]W) del sistema de NLCs en el 

tiempo, para las tres concentraciones iniciales totales ([PX]T): A) [PX]T=50 μM. B) [PX]T=75 µM. 

C) [PX]T =100 µM. 

Concentración (µM) 

A 

Concentración (µM) 

B 

Concentración (µM) 

C 

Día [PX]NP [PX]W Día [PX]NP [PX]W [PX]NP [PX]W 

1 36,8 13,2 1 54,3 20,7 79,3 20,7 

3 34,3 15,7 2 50,0 25,0 73,3 26,7 

5 26,0 24,0 3 40,0 35,0 55,4 44,6 

10 21,4 28,6 4 37,0 38,0 50,1 49,9 

12 21,2 28,8 5 31,0 44,0 43,4 56,6 

15 21,0 29,0 10 30,0 45,0 45,5 54,5 

17 19,9 30,1 17 32,0 43,0 46,8 53,2 

La Figura 59 muestra los perfiles de liberación in vitro de las suspensiones PX-NLCs 

durante un período de tiempo de 17 días. Como se puede ver, en todos los casos los 

portadores exhibieron una fase inicial de liberación lenta de fármaco seguida por una 

liberación sostenida, obteniendo de este modo un perfil de liberación aproximadamente 

sigmoideo.  
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Figura 59. Dependencia de las concentraciones de PX dentro ([PX]NP =●) y fuera 

([PX]W=○) del sistema NLCs con el tiempo. (A) [PX]T=50 µM (B) [PX]T=75 µM (C) [PX]T =100 

µM en [LiClO4]=0,05 M. La línea sólida representa la función que mejor se ajusta a los datos 

experimentales. 
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El sistema PX-NLCs mostró una liberación del 60% del fármaco incorporado al cabo 

de 6 días. Dentro de las 24 hs iniciales, sólo el 25% de las droga fue liberada. La cantidad 

de fármaco libre aumentó a un 50% después de 120 hs (5 días) hasta alcanzar un valor 

constante al 60%. Después de éste, el porcentaje de liberación permanece constante a lo 

largo del tiempo. Así, se podría concluir que el sistema logra liberar el 60% del PX 

inicialmente incorporado. Esta limitación probablemente se deriva de la fuerte interacción 

hidrofóbica entre la fase lipídica y el fármaco modelo seleccionado. 

Estos resultados se corresponden con los obtenidos por EC (Sección 4.4.3), los cuales 

muestran que en el día 5 el sistema mantiene incorporado aproximadamente el 38% de la 

cantidad de fármaco utilizado en la preparación de los PX-NLCs. Por otro lado ambas 

técnicas reflejan que el sistema portador se comporta de igual forma más allá de la 

concentración inicial de droga incorporada, liberando siempre la misma concentración de 

fármaco. 

Por otro lado, hasta el día 17 no se observó degradación de las nanopartículas lipídicas. 

Esto hubiese ocasionado a la liberación de las restantes moléculas de fármaco atrapadas, lo 

que se traduciría como aumento de la señal analítica212.  

Esta clase de patrón de liberación de fármacos, lenta y prolongada, es deseable para la 

mayoría de las aplicaciones de sistemas de administración de fármacos213. La acción a 

largo plazo observada permite que la formulación se utilice en diferentes aplicaciones, 

especialmente tópica (alivio del dolor de heridas superficiales como úlceras, fibromas y 

lesiones)212. La liberación gradual de PX evitaría la pérdida del agente terapéutico por 

degradación, dado que el entorno de las NPs lo protege, posibilitaría la administración a 

través de la piel y, además, reforzaría el efecto de la dosis de fármaco principal 

administrada al paciente a lo largo del tiempo213. 

Una posible explicación para estos perfiles podría ser la presencia de una estructura de 

NLCs tipo II, en la cual una matriz lipídica sólida presenta en su interior pequeños 

nanocompartimientos oleosos. En dichos compartimientos se encontraría la mayor 

proporción de fármaco disuelto. Esta estructura conduce a una difusión lenta de PX desde 

la matriz214. Además, se ha informado de que la interacción entre la fase lipídica y los 



~ 102 ~ 

 

 Lic. Jessica Otarola. Tesis Doctoral. 

 

fármacos hidrófobos puede resultar en perfiles mejorados de liberación sostenida215. En 

varios estudios anteriores se observó que los perfiles de liberación de los NLCs eran 

bifásicos: una liberación inicial de ráfaga seguida de una liberación prolongada216. En 

nuestro caso no se observó ningún efecto de ráfaga. La liberación prolongada obtenida con 

PX-NLCs demuestra la idoneidad de NLCs como formulación de liberación prolongada 

para fármacos215.  

4.5.6 Eficiencia de encapsulamiento  

A partir de los resultados obtenidos en la Tabla 6 de la sección anterior y de la ecuación 

(1) (Sección 2.6.4) se calculó la eficiencia de encapsulación (EE%) del sistema portador 

para la incorporación de PX. Se realizaron los cálculos para las tres concentraciones 

iniciales de PX en la suspensión de nanopartículas (50, 75, 100 μM) basándose en los datos 

obtenidos para el día 1, recordando que el estudio se llevó a cabo trabajando sobre 

soluciones frescas. Los resultados mostraron que el valor de EE% es independientes de la 

concentración inicial de PX en el sistema, el valor promedio obtenido fue de 75%. Este 

valor es comparable con los calculados para sistemas similares217, 218,219, y se considera 

satisfactorio para el sistema PX-NLCs.  

4.6 ESTUDIOS DE LA FORMULACION DEL GEL PX-NLCs 

A continuación se prosiguió con la realización de una formulación farmacéutica para 

una administración segura del fármaco. La misma consistió en un gel conteniendo PX-

NLCs apuntado a su aplicación transdérmica, la cual evitaría los efectos secundarios 

relacionados con la incorporación del PX por vía oral. La Figura 60 muestra una 

fotografía digital del gel PX-NLCs obtenido a partir del procedimiento detallado en la 

Sección 3.2.2.  

 

Figura 60. Fotografía digital gel PX-NLCs. 
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Consistencia del hidrogel y estabilidad de almacenamiento a largo plazo  

La concentración óptima de Carbopol 940 fue de 0,30 % p/v ya que el gel resultante fue 

el único estable a lo largo del tiempo. Por lo tanto, a partir de este gel se llevaron adelante 

estudios de liberación de PX con el tiempo, los mismos son detallados a continuación. 

4.6.1 Estudio de liberación in vitro de PX desde el GEL PX-NLCs mediante VOC 

El perfil de liberación in vitro del PX incorporado en los NLCs se estudió a una 

concentración de fármaco inicial de 100 μM. La respuesta de PX fue seguida por VOC a lo 

largo del tiempo. La Figura 61 muestra cómo la corriente de pico total aumenta con el 

tiempo. Como se explicó en la Sección 4.4.3 el aumento en la corriente de pico ocurre 

como resultado de que el PX liberado difunde más rápidamente hacia la superficie del 

electrodo202. Así, este aumento de señal refleja la liberación de PX desde los NLCs hacia la 

solución acuosa una vez que éstos han difundido a través de la membrana.  

 

Figura 61. Voltamogramas VOC del sistema PX-NLCs en diferentes tiempos. [PX] = 100 μM en 

buffer fosfato de pH 7,4. 

La Figura 62 muestra que la evolución temporal de los picos de corriente total (IT) 

cuando se estudia la liberación desde el gel PX-NLCs aumenta progresivamente hasta las 

100 hs para luego permanecer constante.  
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Figura 62. Dependencia de IT en el tiempo para gel PX-NLCs en buffer fosfato pH 7,4. [PX]T = 

100 µm.La línea sólida representa la función que mejor ajusta a los datos experimentales. 

La determinación por VOC se realizó utilizando el modelo electroquímico desarrollado 

en la Sección 4.5.4202. Así, la concentración de PX dentro del sistema portador y fuera del 

mismo se obtuvo a partir de la corriente medida en diferentes tiempos, de acuerdo con las 

ecuaciones (26) y (20), respectivamente. Se utilizó DW = 1,96. 10-5 cm2 s -1 (calculada en la 

Sección 4.5.1) y los DNP obtenidos a partir de la curva experimental de DLS (Sección 

4.5.2). La constante K de la ecuación (26) se recalculó, ya que en este caso se utiliza como 

medio circundante un buffer fosfato, a partir de la pendiente de una curva de calibración [IP 

en función de [PX], según la ecuación (18)] obtenida por medidas de VOC en buffer 

fosfato utilizando diferentes concentraciones de PX. Para construir la curva, se usaron 

soluciones acuosas frescas de PX, realizando las medidas inmediatamente después de su 

preparación para evitar la descomposición del PX. Se obtuvo un valor de 5376,02 ± 0,2 A 

cm2 mol -1 s1/2 para la constante K. 

La Figura 63 muestra el perfil de liberación in vitro de PX desde el gel de NLCs 

durante 165 h. Como se puede observar, los PX-NLCs exhibieron una fase inicial lenta de 

liberación de fármaco seguida de una liberación sostenida, obteniendo de ese modo el 

correspondiente perfil de liberación. 
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Figura 63. Evolución temporal de la concentración de PX en los NLCs. (●) concentración de 

PX dentro de las NPs. (○) concentración de PX fuera del sistema portador. La línea continua 

representa el ajuste de los datos experimentales. [PX]T = 100 μM en buffer fosfato pH 7,4.  

Se observó que el sistema libera el 60% del fármaco incorporado después de las 120 h 

del comienzo de la experiencia (Figura 64). A partir de ese momento, el porcentaje de 

liberación permanece constante a lo largo del tiempo.  

 

Figura 64. Porcentaje de liberación de PX desde el gel PX-NLCs en función del tiempo. 

Como puede observarse, se obtuvieron resultados similares a los perfiles de liberación 

de PX-NLCs cuando éstos se encuentran en solución acuosa, en ausencia del gel202 

(Sección 4.5.5). Esto indica que la presencia del gel no afecta la liberación del 
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medicamento. Por otro lado, como la difusión del gel a través de la membrana ocurre 

dentro de los 60 min y el tamaño de los NLCs es menor que el tamaño del poro (Figura 

32) la presencia de la membrana no afecta la difusión de los NLCs. 
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5. CONCLUSIONES GENERALES 

A continuación se presentan las principales conclusiones de este trabajo de Tesis: 

✓ Se logró la obtención de sistemas de transporte de fármacos del tipo portadores 

lipídicos nanoestructurados basados en reactivos seguros para la administración en 

organismos vivos. 

✓ El método propuesto para la obtención de las nanopartículas es simple, rápido, sin 

uso considerable de solventes orgánicos y sus condiciones experimentales no 

comprometen la estabilidad del principio activo. 

✓ Los parámetros resultantes de la caracterización de los sistemas portadores 

resultaron satisfactorios, obteniéndose nanopartículas monodispersas, de 

morfología esférica, estables a lo largo del tiempo y con tamaños menores de 200 

nm.  

✓ Se incorporó exitosamente el principio activo piroxicam en el sistema portador. Es 

de destacar la potencialidad de estos sistemas portadores para la vehiculización de 

fármacos que muestran escasa solubilidad en soluciones acuosas, la cual representa 

una limitante en su paso a la circulación sistémica.  

✓ La incorporación del principio activo a los NLCs no modificó sustancialmente las 

características de los sistemas portadores. 

✓ El perfil de liberación obtenido para estos sistemas (PX-NLCs) fue 

aproximadamente sigmoideo, con un patrón de liberación lento. Este tipo de 

liberación es deseada para la mayoría de las aplicaciones de sistemas de 

administración de fármacos. 
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✓ Las técnicas espectroscópicas permitieron presuponer que desde el día 1 existe un 

reparto del PX entre la fase acuosa externa y el interior de las NPs. Lo cual 

posteriormente se vio reflejado en la eficiencia de encapsulamiento del sistema. 

✓ Se desarrollaron dos métodos analíticos nuevos para el análisis del rendimiento de 

los sistemas portadores. Uno, basado en EC, el cual permitió estudiar el sistema 

portador en un tiempo corto de análisis y mostró potencial para la determinación de 

la eficiencia de encapsulamiento del sistema. El otro, basado en VOC, que permitió 

llevar a cabo un estudio de liberación in vitro del fármaco desde las NPs, 

obteniéndose el correspondiente perfil de liberación. Cabe destacar que ambas 

técnicas, además de su simplicidad, permiten estudiar las NPs sin previa 

manipulación. Por otro lado, las técnica electroquímicas presentan ciertas ventajas 

con respecto a otras técnicas analíticas, como: rapidez de análisis, menor costo, 

potencialmente portátiles y la generación de menos residuos tóxicos.  

✓ Considerando el perfil de liberación obtenido se pudo establecer que el sistema 

presenta una estructura tipo II, lo que conduce a la difusión lenta de PX desde la 

matriz lipídica. 

✓ El sistema presento una eficiencia de encapsulamiento (EE%) comparable con los 

valores obtenidos en trabajos previos para sistemas similares.  

✓ Se planteó una formulación farmacéutica para una administración segura del 

fármaco. La misma consiste en un gel, apuntado a su aplicación transdérmica. 
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