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1.2. Introducción 

1.2.1. Desarrollo de formulaciones farmacéuticas 

Se estima que más del 40% de las nuevas entidades químicas son insolubles o poco 

solubles en agua y debido a ello muchas de estas moléculas potencialmente activas no 

llegan nunca a la clínica dado los problemas que supone desarrollar una formulación 

segura y eficaz. A pesar de ello, en las últimas décadas se ha producido un avance 

fundamental en la innovación farmacéutica que ha tenido un impacto fundamental en el 

desarrollo y producción de medicamentos que permiten tratar y prevenir enfermedades 

con mayor eficacia y seguridad, y como consecuencia de ello es posible mejorar e 

incrementar la calidad y la sobrevida del paciente1. 

La investigación y el descubrimiento de nuevos medicamentos es un reto global en el 

que tanto la academia como la industria farmacéutica tienen un papel fundamental. El 

procedimiento para desarrollar una forma farmacéutica conteniendo un nuevo fármaco 

(o, como lo define Farmacopea Argentina en su 7° edición, ingrediente farmacéutico 

activo) involucra muchas etapas y tiempo y requiere una gran inversión, sin olvidar que 

antes de que un medicamento llegue al mercado, ha de pasar por un largo proceso que 

implica el descubrimiento y la experimentación con la molécula elegida, ensayos en 

animales y pruebas en humanos.  

En relación a estos avances de la terapéutica moderna y diseño de medicamentos, la 

solubilidad, velocidad de disolución, y permeabilidad gastrointestinal son parámetros 

fundamentales que controlan la velocidad y extensión de la absorción de los fármacos y 

su biodisponibilidad a partir de la administración por vía oral2. 

En este sentido, y tomando en consideración las dificultades encontradas en el 

desarrollo de medicamentos conteniendo fármacos con propiedades lipofílicas, en 1995 

se desarrolla un sólido fundamento científico, que establece la posibilidad de reemplazar 

los estudios realizados in-vivo por ensayos in-vitro (bioexención), siempre y cuando el 

fármaco reúna ciertas condiciones y se presente como una forma farmacéuticas sólida 

de liberación inmediata. Esta opción de realizar los estudios in-vitro propone un camino 

más sencillo a la hora de efectuar los trámites de registros sanitarios, generando así una 

contribución en el campo regulatorio que garantiza la seguridad, calidad y eficacia del 

medicamento a un costo menor. Estos aspectos forman la base del Sistema de 

Clasificación Biofarmacéutica (SCB). De acuerdo con dicho Sistema, un fármaco se 
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considera altamente soluble cuando la mayor concentración a la cual se dosifica es 

soluble en un volumen de medio acuoso de 250 ml (este volumen se deriva de 

protocolos de estudios de bioequivalencia) en un rango de pH de 1,0 a 7,5. En caso 

contrario, este fármaco se considera poco soluble. Por otra parte, la clasificación de 

permeabilidad se basa directamente en el grado de absorción intestinal de un fármaco en 

seres humanos o indirectamente en las proporciones (en peso) que atraviesan una 

membrana, ya sea intestinal humana, de animales o de modelos in-vivo. Se considera 

que un fármaco es altamente permeable cuando se determina un grado de absorción 

intestinal de 90% o superior basado en el balance de masa o en comparación con una 

dosis de referencia intravenosa3.  

Según el SCB, se distinguen los cuatro tipos diferentes de regímenes de absorción del 

fármaco que se nombran a continuación: 

1) Clase I: los fármacos se disuelven rápidamente en un ambiente acuoso y son 

rápidamente transportados y adsorbidos a través de la membrana  

2) Clase II: la velocidad de disolución in-vivo es el paso limitante en la absorción 

del fármaco, siendo para este grupo poco solubles en agua 

3) Clase III: se disuelven fácilmente, pero no pueden penetrar en biomembranas 

de tracto gastrointestinal 

4) Clase IV: se caracterizan por una baja solubilidad y permeabilidad altamente 

deficiente.  

Para mejorar la solubilidad acuosa y la velocidad de disolución de fármacos 

hidrófobos en el sitio de absorción han surgido numerosas metodologías. Algunos de los 

métodos más frecuentemente empleados (alteración de la composición solvente, 

formación de complejos, modificación química y modificación física, entre otros)4 se 

muestran en la Figura 1.1. 
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Figura 1.1. Metodologías empleadas para aumentar la solubilidad y mejorar la disolución de 

fármacos poco solubles. 

En este contexto, el desarrollo y empleo de los sistemas micro- y nanoparticulados de 

fármacos se ha incrementado notablemente durante los últimos años. Principalmente, se 

han utilizado para reducir la toxicidad y los efectos secundarios de los fármacos, así 

como para otorgarles protección frente a diferentes condiciones externas (pH, humedad, 

luz, temperatura, entre otras5,6). Además, el uso de dichos sistemas permite el 

biodireccionamiento a células, órganos o tejidos blanco específicos y, en el caso de los 

nanovectores, su tamaño subcelular les permite una mayor captación intracelular 

comparada con la de partículas de mayor tamaño7,8. Debido a su aplicación en clínica 

médica, los materiales que constituyen el nanotransportador deben ser biocompatibles, 

estables en condiciones fisiológicas, con gran capacidad de carga de fármacos8 y baja 

toxicidad9. 

1.2.2. Empleo de biomateriales como trasportadores de fármacos 

Los biomateriales se definen como cualquier sustancia o combinación de sustancias no 

farmacológicas, de origen natural o sintético, diseñadas para actuar en la interfase con 

sistemas biológicos, que potencian o sustituyen las funciones de los órganos y tejidos 

corporales con el fin de evaluar, tratar, aumentar o sustituir algún tejido, órgano o 

función del organismo humano10. Los polímeros son utilizados cada vez más como 
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soporte y herramienta para la liberación controlada de fármacos o sustancias activas. 

Estos materiales deben ser biocompatibles y en el caso de sistemas parenterales, 

también biodegradables. 

Las propiedades fisicoquímicas de los polímeros influyen en la elaboración de los 

sistemas farmacéuticos, en la estructura de los mismos, en la relación del principio 

activo con el polímero y en el proceso de liberación del fármaco. La característica más 

destacable de los polímeros en estos sistemas es que pueden brindarles protección, 

además de soporte, buena procesabilidad, carácter hidrofílico o hidrofóbico según el 

requerimiento, liberación rápida o sostenida de la sustancia activa y mejorar la 

estabilidad de la formulación, así como también su absorción, biodisponibilidad y 

aceptabilidad del medicamento por parte del paciente, y finalmente, su uso seguro. 

Dentro de los materiales poliméricos que se conocen, aquellos con propiedades 

biodegradables son los más importantes en el campo biológico. Las principales 

condiciones que afectan su proceso de degradación son temperatura, humedad y pH11. 

Estos materiales tienen la capacidad de ser compatibles con el tejido y de degradarse, 

dando lugar a productos que no son tóxicos y que pueden ser eliminados por el 

organismo o metabolizados por este. Por lo tanto pueden ser definidos como aquellos 

polímeros que son degradados en un ambiente biológico a través de hidrólisis 

enzimática y no enzimática12. 

Las principales características que han de considerarse en los materiales 

biodegradables para poder ser utilizados en aplicaciones clínicas son: la velocidad de 

degradación, la resistencia mecánica del material, sus sub‐productos no deben ser 

mutágenos, carcinogénicos, antigénicos, tóxicos ni teratogénicos; y lógicamente deben 

ser esterilizables y biocompatibles con el tejido receptor13. 

Dependiendo de su origen, los materiales biodegradables pueden clasificarse en:  

1) Naturales: son materiales complejos, heterogéneos y difícilmente 

caracterizables y procesables (Ej.: catgut, colágeno reconstituido, celulosa, quitina, 

quitosano y albumina) 

2) Sintéticos: pueden ser metales, cerámicas o polímeros y comúnmente se 

denominan materiales biomédicos (Ej.: poli(ácido láctico), poli(ácido glicólico), 

polietilenglicoles (PEGs), alcohol poli(vinílico) (PVA), copolímeros a base de 

ácido metacrílico y policaprolactona). 
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1.2.2.1. Biomateriales empleados en este trabajo de tesis 

Los Eudragits®: son polímeros sintéticos obtenidos por polimerización del ácido 

acrílico y ácidos metacrílicos o sus ésteres como éster butílico o éster dimetilamino. En 

este trabajo hemos utilizado Eudragit® RLPO (EuRLPO): se trata de un copolímero de 

acrilato de etilo, metacrilato de metilo y un bajo contenido de éster de ácido metacrílico 

con grupos de amonio cuaternario. Los grupos amonio están presentes como sales y 

hacen que el polímero sea permeable. El EuRLPO es insoluble en agua y jugos 

digestivos; pero al hidratarse se hincha y es permeable, lo que permite que los fármacos 

incluidos en sus matrices puedan liberarse por difusión14.  

Los PEGs: son polímeros hidrófilos, que se pueden sintetizar mediante polimerización 

aniónica, por apertura del anillo de óxido de etileno, en un rango de pesos moleculares y 

con diversos grupos finales. Cuando se reticulan en redes (mediante radiación ionizante 

o mediante la reticulación covalente de macrómeros de PEG con extremos de cadena 

reactiva), el PEG puede tener un alto contenido de agua, formando "hidrogeles". A 

medida que su peso molecular aumenta también lo hace su viscosidad. Pesos 

moleculares menores a 800 son líquidos, mayores a 1500 semisólidos, y cuando su peso 

molecular es superior a 3000 se presentan como escamas sólidas. Los PEGs son 

solubles en agua, solventes orgánicos, y son miscibles con otros PEGs, lo que permite 

obtener mezclas poliméricas de distintas viscosidades y con distintas capacidades 

solubilizantes. Estos polímeros exhiben la propiedad de ser química, física y 

térmicamente estables, fisiológicamente inertes y no tóxicos. Estos polímeros tienen la 

particularidad de mejorar la humectabilidad de los fármacos poco solubles 

incrementando así su solubilidad y velocidad de disolución15. Es importante destacar 

que el PEG es un material adecuado para aplicaciones biológicas porque no 

desencadena una respuesta inmune16,17. 

PVA: se trata de un polímero lineal hifrofílico que se forma a partir de copolímeros de 

alcohol vinílico y acetato de vinilo. Sus propiedades estructurales dependen del grado 

de polimerización e hidrólisis. Dichos cambios causan modificaciones químicas y 

físicas, tales como la esterificación, la eterificación, la cristalización y la formación de 

complejos, entre otras. Las estructuras de PVA modificadas son útiles en aplicaciones 

biofarmacéuticas18. 

El Kolliphor® HS15 (K-HS15): es un detergente no iónico obtenido a partir de óxido 

de etileno y ácido hidroxiesteárico. Es un potente solubilizante no iónico y un agente 

emulsionante, con baja toxicidad. Es muy empleado para solubilizar sustancias de baja 
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solubilidad en microemulsiones. También se utiliza para la preparación de soluciones 

parenterales acuosas19. 

Los poloxámeros: son copolímeros formados por bloques de óxido de etileno (OE) y 

óxido de propileno (OP) organizados en una estructura del tipo OE-OP-OE. Esta 

disposición resulta en un compuesto de características anfifílicas no iónicas donde una 

parte de la molécula exhibe afinidad por el agua y la otra por los lípidos20. 

El número de unidades de OE (hidrofïlicos) y OP (hidrofóbicos) pueden variar, lo que 

determina su peso molecular. La distribución de los grupos OE en la molécula y la 

estructura del segmento hidrofóbico OP afectan las características del copolímero. Su 

solubilidad en agua dependerá del largo de la cadena alquílica y del número de unidades 

de OE en la molécula. A medida que aumenta su concentración en solución tienden a 

autoensamblarse en la interfase hasta alcanzar la concentración micelar crítica (CMC) 

donde forman agregados llamados “micelas”21. En soluciones acuosas, estas micelas 

presentan un interior hidrofóbico conformado por las cadenas de OP que sirve de 

reservorio para fármacos poco afines al agua, y exhiben su parte exterior hidrofílica, 

constituida por los bloques de OE en contacto con el medio acuoso22–24. La diferencia 

entre P-188 y P-407 depende de la longitud de los bloques del polímero, lo que le otorga 

distintas propiedades. El peso molecular se obtiene se multiplicar los dos primeros 

dígitos por 100, y el último dígito multiplicado por 10 hace referencia al porcentaje de 

contenido de polioxietileno (P-188 tiene una masa molecular de 1800 g/mol y 80 % de 

polioxietileno, mientras que P-407 es un poloxámero con masa molecular 4000 g/mol y 

un contenido de polioxietileno del 70%). 

Biomateriales lipídicos: LabrafacTM WL 1349, LabrafacTM PG, Labrasol® ALF, y 

CapryolTM 90. Se trata de aceites usados frecuentemente como fase oleosa, ya que 

tienen la capacidad de solubilizar una gran cantidad de compuestos hidrofóbicos. Estas 

biomoléculas lipídicas se han empleado en este trabajo para la formulación de 

nanosistemas para el transporte de los fármacos modelos.  

1.2.3. Micro- y nanosistemas farmacéuticos 

Las micropartículas (MPs) se definen como estructuras con un tamaño entre 1 y 1000 

μm, mientras que las nanopartículas (NPs) son sistemas de menos de 1 μm, ambas 

compuestas principalmente por agentes encapsulantes o precipitantes que puede ser de 

variada naturaleza: proteínas, lípidos, tensioactivos, polímeros naturales y derivados 

sintéticos, capaces de formar una estructura sólida que puede contener moléculas de 
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distinta naturaleza25,26.  

Estos sistemas poseen muchas ventajas para su uso como sistemas de vehiculización 

de fármacos, entre las que se destacan: 

1) Protección de compuestos inestables al medio ambiente (por ejemplo inestables 

frente al oxígeno, luz o humedad, entre otros) 

2) Permiten transformar compuestos líquidos en sólidos, facilitando su manejo 

3) Pueden ser modificadas químicamente para actuar en un sitio específico 

4) Admiten la disminución de la dosis de fármaco administrado 

5) Mejoran la utilización de los fármacos  

6) Al disminuir la cantidad de fármaco utilizada disminuyen los costos de 

fabricación 

7) Disminución de fluctuaciones en las concentraciones plasmáticas 

8) Mejoramiento sustancial de la biodisponibilidad del fármaco 

9) Optimización del tratamiento y aceptación por el paciente 

10) Enmascaramiento de olores o sabores. 

Estas partículas pueden ser preparadas mediante diferentes técnicas, todas con 

distintos requerimientos, ventajas y desventajas. Cabe destacar que no todos los 

materiales encapsulantes son compatibles con todas las técnicas de encapsulación, por 

lo que este aspecto debe ser considerado al momento de planificar la formulación a 

desarrollar. En muchos casos el objetivo de desarrollar este tipo de sistemas, es modular 

la liberación de fármacos en el tiempo, haciéndola más lenta y controlada27,28. 

En particular, las NPs se clasifican, atendiendo a su composición, en NPs orgánicas 

(poliméricas, dendrímeros, micelas y liposomas) y en NPs inorgánicas (de oro, de 

óxidos de hierro, de sílice mesoporosa y nanotubos de carbono), tal como se representa 

en la Figura 1.2. También hay nanotransportadores que combinan los dos tipos de 

componentes, son NPs híbridas. Los fármacos pueden incorporarse por encapsulación 

(en cuyo caso quedan recluidos en el interior del sistema), por adsorción a su superficie, 

por absorción y por conjugación (de este modo el principio activo queda unido 

covalentemente al nanotransportador)29. 
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Figura 1.2. Representación de los distintos tipos de NPs utilizados como sistemas de liberación 

de fármacos. 

Dentro de la gran variedad de nanovectores que han sido desarrollados en las últimas 

décadas (como micelas30–34, liposomas35–38), uno de los más interesantes, desde el punto 

de vista fisicoquímico y biológico, son las nanocápsulas lipídicas sólidas (NCLs)34. Las 

NCLs, son una nueva generación de nanovectores vesiculares formados por un 

reservorio interno, que puede estar constituido por agua o aceite, rodeado de una 

cubierta polimérica. El núcleo tiene la función de favorecer la encapsulación del 

fármaco y protegerlo del entorno fisiológico. La cubierta polimérica, además de aportar 

estabilidad al sistema dentro y fuera del organismo, puede tener distintas funciones: 

interaccionar con membranas celulares y favorecer el transporte del fármaco, su acceso 

a las células diana, y/o controlar la liberación del fármaco39. 

Estas NCLs se obtienen por un método de emulsificación de baja energía y se puede 

formular en ausencia de disolvente orgánico y con excipientes reconocidos como 

seguros27. Por otra parte, estudios previos demostraron su capacidad para aumentar la 

biodisponibilidad oral de diversos fármacos34,40, lo que puede explicarse por una mayor 

estabilidad gastrointestinal de las partículas respecto al fármaco sólo41 además de una 

mejora de la permeabilidad intestinal42. 

 

Figura 1.3. Representación de los distintos tipos de nanosistemas lipídicos utilizados como 

sistemas de liberación de fármacos. 
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1.2.4. Fármacos modelos 

Los fármacos modelos seleccionados en este trabajo poseen similares propiedades 

fisicoquímicas en relación al comportamiento frente al agua. Son todos lipofílicos y su 

principal desventaja es la escasa solubilidad que presentan y que posee una directa 

influencia sobre la absorción, biodisponibilidad y eficacia terapéutica. Otra 

característica en común es que se emplean en el tratamiento de distintas infecciones 

producidas por parásitos. 

Las parasitosis, o enfermedades parasitarias, se definen como una asociación biológica 

entre dos o más seres vivos, donde un ser de organización simple, conocido como 

"parásito", vive a expensas de otro de estructura más compleja, conocido como 

"hospedador o huésped", causándole o pudiéndole causar algún perjuicio. Los parásitos 

se pueden clasificar de diferentes maneras, según la localización de los mismos en el 

organismo hospedador, encontramos así, ectoparásitos (aquellos que se ubican en la 

superficie exterior de su huésped) o endoparásitos (se ubican en tejidos, sangre o 

cavidades internas)43. En general, la mayoría de las parasitosis están incluidas en la lista 

de las enfermedades infecciones desatendidas44. Las enfermedades desatendidas u 

olvidadas incluyen a un grupo de patologías las cuales reciben poca atención por parte 

de los sistemas de salud, debido a que los más afectados son poblaciones con escasos 

recursos económicos, que residen en zonas rurales remotas, barrios suburbanos, 

marginales, o zonas de conflicto45. 

1.2.4.1. Glibenclamida  

La glibenclamida (GB), también conocida como gliburida (Figura 1.4), es un fármaco  

de administración oral de la clase de las sulfonilureas que se utiliza en el tratamiento de 

la diabetes mellitus tipo 2 ya que es un bloqueador de canales de K dependientes de 

ATP (K) y de glicoproteína P (gpP)46–48. Pertenece a la clase II del SCB debido a su 

baja solubilidad (menor a 8 g/ml a pH 7,4 y 37 °C49) y la lenta velocidad de 

disolución50,51. 

  

http://es.wikipedia.org/wiki/Medicamento
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfonilurea
http://es.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_tipo_2
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Figura 1.4. Estructura química de la GB. N- [4 -β - [2-metoxi-5- clorobenzamido] -etil) -

bencenosulfonil] -N-ciclohexil-urea. 

Además de ser uno de los fármacos de elección para el tratamiento de la diabetes, hay 

estudios que indican la susceptibilidad de Leishmania sp. a GB. Leishmania sp. son 

protozoos trematodos causantes de aproximadamente 1,5 millones de nuevos casos de 

leishmaniasis por año en todo el mundo. La leishmaniasis (o leishmaniosis) es una 

enfermedad compleja causada por diferentes especies del parásito protozoario 

Leishmania. La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el mundo 

presentando un amplio espectro de manifestaciones clínicas. Se estima que alrededor de 

12 millones de personas se encuentran infectados con este parásito52–54. 

El tratamiento de la leishmaniasis se lleva a cabo principalmente mediante 

quimioterapia, a través de la administración de agentes antimoniales pentavalentes, 

aunque dada la toxicidad y el desarrollo y expansión de resistencia a estos agentes, en 

los últimos años ha incrementado la demanda de nuevos fármacos para el tratamiento de 

esta enfermedad54–56. 

1.2.4.2. Benznidazol 

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es una 

infección de protozoos potencialmente mortal causada por el Trypanosoma cruzi (T. 

cruzi). Esta enfermedad muestra un notable impacto en comunidades de muy bajos 

recursos, principalmente en países en desarrollo en cuanto a la carga de morbilidad y 

calidad de vida, y se transmite a los humanos principalmente por los insectos Triatoma 

infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiate. 

A pesar de que el control de vectores ha sido aplicado con éxito en varios países de 

América Latina, esta infección parasitaria sigue siendo un problema de salud pública 

importante y es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en América 

Latina debido a que más de 10.000 personas mueren cada año y aproximadamente 25 

millones personas están en riesgo de adquirirla57. Últimamente, se ha detectado la 
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enfermedad de Chagas en áreas no endémicas, como resultado de los procesos 

migratorios de la población infectada hacia Estados Unidos, Canadá y Europa. 

Según lo recomendado por la Organización Mundial de la Salud (OMS), la 

quimioterapia es crucial para los pacientes que están en la fase aguda de la enfermedad, 

ya que en esas circunstancias la infección puede ser casi totalmente suprimida, 

especialmente en los niños. Hasta la fecha, el benznidazol (BNZ) y el nifurtimox son las 

únicas moléculas activas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas58. Aunque el 

BNZ (Figura 1.5) se prescribe ampliamente en muchas regiones endémicas presenta una 

muy baja solubilidad acuosa (0,23 mg/ml) y una errática biodisponibilidad. La OMS lo 

ha incluido dentro de la lista de medicamentos esenciales aplicable a los planes 

internacionales de control de enfermedades tropicales59. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Estructura química del BNZ. N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida. 

1.2.4.3. Praziquantel 

El praziquantel (PZQ) (Figura 1.6) es un fármaco clínicamente activo contra 

trematodos del género Schistosoma, entre estos Schistosoma mansoni (S. mansoni), 

donde es prácticamente el único tratamiento disponible y del que aún no se ha 

informado resistencia alguna60. Además, es el fármaco de elección para el tratamiento 

de la cisticercosis, como la causada por Taenia crassiceps (T. crassiceps) y ha sido 

informado que mejora significativamente la condición clínica de los pacientes61. Su 

actividad antiparasitaria se basa en un incremento en la actividad muscular del parásito 

seguido por contracciones y parálisis espástica. Este hecho puede inducir a que los 

parásitos se desprendan de los tejidos del huésped causando, en el caso del Schistosoma, 

el pasaje de las venas mesentéricas al hígado, la expulsión de los cestodos intestinales y 

la degeneración de su tegumento62. 

Químicamente es un derivado de la pirazinoisoquinolina, desarrollado después que en 

1972 se descubrió la actividad antihelmíntica de esta clase de compuestos62. Se presenta 

como un producto racémico de dos enantiómeros63. Uno de ellos es llamado dextro-

PZQ, el otro levo-PZQ, siendo el levo-PZQ quien posee la actividad farmacológica. La 

dosis necesaria por tratamiento es de aproximadamente 40 miligramos por kilo de peso 
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corporal62. Su solubilidad en agua es de aproximadamente 0,4 mg/ml a 20 °C.  

Al igual que al BNZ, la OMS ha incluido al PZQ dentro de la lista de drogas esenciales 

aplicable a los planes internacionales de control de enfermedades tropicales59. 

 

 

 
 

 

 
 

Figura 1.6. Estructura química del PZQ. 2-(Ciclohexilcarbonil)-1, 2, 3, 6, 7,11b- hexahidro-4H-

piracino[2,1-a]isoquinolina-4-ona. 

Este fármaco es de fácil absorción por vía oral y con pocos efectos secundarios, es 

efectivo y de bajo costo, pero es muy poco soluble en agua y por ende en los líquidos 

biológicos, lo que limita su biodisponibilidad. El PZQ, al igual que la GB, pertenece a la 

Clase II del SCB64. 

1.2.4.4. Fenbendazol 

El fenbendazol (FNZ) (Figura 1.7) se presenta como un polvo cristalino insoluble en 

agua (0,01 µg/ml a 37 °C) y muy poco soluble en la mayoría de los solventes 

orgánicos65. Se trata de un benzimidazol con actividad antiparasitaria antihelmíntica de 

amplio espectro que mostró ser eficaz contra nematodos y cestodos. En este sentido, se 

ha demostrado que el FNZ es eficiente en la inhibición de la formación de vesículas de 

Echinococcus multilocularis (E. multilocularis), además de favorecer la la reducción de 

la carga de gusanos y en el número de protoescoles en infecciones con dicho parásito66. 

Adicionalmente, FNZ es ampliamente empleado en animales de granja para el 

tratamiento de helmintiasis gastrointestinales67. 

 

 

 

 

Figura 1.7. Estructura química del FNZ. Metil-(5-fenil-tío)- benzimidazol-2-carbamato. 

1.2.5. Diseño y optimización de experimentos 

El diseño y optimización de experimentos (DOE) consiste en una herramienta 

estadística para determinar las condiciones ideales (u óptimas) para diseñar un producto, 

proceso o servicio que cumpla con las expectativas usando el mínimo número de 
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experimentos o pruebas. 

Esta metodología de diseño y posterior optimización es sumamente útil cuando un 

producto (proceso o servicio) es complejo y cuyo resultado puede depender de una gran 

cantidad de variables que no controlamos y que se deben ajustar para optimizarlo. 

En nuestro grupo se han aplicado distintas metodologías de DOE para el desarrollo y 

formulación de sistemas farmacéuticos68,69, permitiendo así predecir el comportamiento 

de los sistemas y optimizar las respuestas múltiples mejorando de esta manera las 

propiedades de las formulaciones desarrolladas. 

En este trabajo se emplearon dos tipos de diseño de experimentos. El primero consistió 

de dos etapas, una primer fase conocida como “screening” dónde se seleccionaron los 

factores y las respuestas, empleando para ello el diseño de Plackett-Burman. Luego de 

esto, aquellos factores y respuestas que resultaron significativos fueron sometidos a la 

segunda fase, la de optimización, empleando un diseño Central Compuesto. 

El segundo tipo consistió en un diseño de una única etapa, dónde un único factor fue 

variado cuantitativamente. Para este trabajo se empleó un diseño de tipo Simple 

Centrado. 

En ambos casos detallados, cuando una única respuesta es estudiada, el análisis del 

modelo indica cuales son las áreas en la región del diseño en las que es probable que el 

sistema arroje resultados deseables. Sin embargo, cuando se necesita optimizar varias 

respuestas simultáneamente puede ser empleada la función de deseabilidad, que es una 

función de más de una respuesta. 

La función de deseabilidad incluye las prioridades de optimización para la 

investigación que se lleva a cabo. El procedimiento implica la creación de una función 

para cada respuesta individual (deseabilidad individual, 𝑑𝑖) y la obtención de una 

función de deseabilidad global (𝐷), en esta se debe maximizar la elección de las mejores 

condiciones de las variables diseñadas. La función 𝐷 oscila entre 0 (valor totalmente 

indeseable) a 1 (cuando todas las respuestas están en un rango deseable 

simultáneamente) y se define como se muestra en la Ecuación 1.1, donde 

𝑑1, 𝑑2, … , 𝑑𝑁 corresponden a la función de deseabilidad individual para cada respuesta 

que se está optimizando. Por otro lado 𝑊𝑛 es el peso de cada uno de los factores 

analizados sobre la deseabilidad, y está dado por la importancia relativa de cada uno69. 

𝐷 = [∏ (𝑑𝑛)𝑊𝑛𝑁
𝑛=1 ]

1
∑ 𝑊𝑛

𝑁
𝑛=1

⁄
     Ecuación 1.1 
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1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo fue incrementar la solubilidad y la velocidad de 

disolución del fármacos modelos lipofílicos mediante la aplicación de alternativas 

tecnológicas empleando diversos biomateriales y evaluar el impacto resultante sobre la 

actividad biológica en modelos in-vitro y en modelos de animales infectados. 

1.3.2. Objetivos específicos 

 Formular micro- y nanocristales de glibenclamida, benznidazol, praziquantel y 

fenbendazol mediante cristalización controlada 

 Desarrollar nanocápsulas de benznidazol, praziquantel y fenbendazol empleando 

diferentes lípidos  

 Aplicar diseño de experimentos para optimizar la formulación de los distintos 

sistemas 

 Caracterizar fisicoquímicamente los sistemas obtenidos en estado sólido y en 

suspensión 

  Evaluar la influencia de las nanocápsulas sobre la activación del sistema del 

complemento 

 Caracterizar in-vitro los sistemas empleando células Caco-2 

 Evaluar in-vitro la eficacia antiparasitaria de las nanocápsulas lipídicas de 

fenbendazol sobre cultivos de Echinococcus multilocularis 

 Evaluar in-vitro la eficacia antiparasitaria de las nanocápsulas lipídicas de 

praziquantel sobre gusanos Schistosoma mansoni 

 Evaluar in-vivo el efecto de los nanosistemas de praziquantel sobre el metabolismo 

de ratones infectados con Taenia crassiceps 

 Evaluar in-vivo la eficacia de los nanosistemas de benznidazol en ratones infectados 

con la cepa Trypanosoma cruzi Nicaragua 
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2.2. Materiales y metodología 

2.2.1. Materiales 

BNZ fue provisto por el Instituto Nacional de Parasitología, ANLIS Malbrán, 

Ministerio de Salud de la Nación, (Argentina). PZQ y FNZ fueron suministrados por el 

Laboratorio Proagro (Argentina), mientras que GB fue proporcionado por Parafarm 

(Argentina). 

EuRLPO, Tween® 20, PVA, dióxido de silicio (Sipernat® 50), PEGs y todos los 

solventes empleados fueron de grado analítico. P-188, P-407, K-HS15, LabrafacTM WL 

1349, LabrafacTM PG, Labrasol® ALF y CapryolTM 90 fueron donados por BASF SE 

(Alemania). Lipoid S75-3 fue proporcionado por Lipoid Gmbh (Alemania). 

Los reactivos empleados para el cultivo fueron obtenidos de Lonza (Verviers, 

Bélgica). Todos los otros reactivos químicos empleados fueron de grado analítico. 

2.2.2. Metodología 

La metodología llevada a cabo en este trabajo se separó en 6 etapas: 

1) Formulación de sistemas farmacéuticos 

Desarrollo de micro y NPs, y NCLs de GB, BNZ, PZQ y FNZ.  

2) Cuantificación de fármacos 

Cuantificación de los fármacos empleados por medidas de absorbancia y HPLC. 

3) Caracterización fisicoquímica de los sistemas 

Determinación del tamaño de partícula (𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎), índice de polidispersidad (𝐼𝑃𝑑) y 

potencial zeta (𝑃𝑍). Ensayos de microscopía electrónica de transmisión (MET) y 

microscopía electrónica de barrido (MEB), calorimetría diferencial de barrido (CDB), 

análisis de difracción de rayos X (DRX), eficacia de entrampado (𝐸𝑓𝐸) o cantidad de 

fármaco nanocristalizado (𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜𝑁𝐶),  rendimiento (𝑅) y ensayos de estabilidad. 

4) Caracterización in-vitro de los sistemas 

Análisis de la solubilidad acuosa (𝑆𝐹á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜), equilibrio de disolución en diferentes 

medios simulando tracto gastrointestinal y modelado matemático de los perfiles.  

Evaluación de la activación del sistema del complemento, comportamiento frente 

proteínas del mucus y la interacción con cultivos celulares de células Caco-2 

(viabilidad, integridad epitelial, permeabilidad y control de la captación de fármacos a 
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través de membrana celular). 

5) Eficacia antiparasitaria in-vitro 

Ensayos in-vitro sobre E. multilocularis empleando NCLs de FNZ. 

Ensayos in-vitro sobre gusanos S. mansoni empleando NCLs de PZQ. 

6) Estudios in-vivo de los sistemas formulados empleando animales de 

experimentación 

Ensayos in-vivo del efecto de NPs de PZQ sobre el metabolismo de T. crassiceps y 

evaluación antiparasitaria in-vivo de NPs de BNZ sobre T. cruzi. 

7) Diseño de experimentos y posterior optimización 

DOE para la formulación de MPs de FNZ, NPs de GB, NPs y NCLs de BNZ. 

8) Análisis estadístico de los resultados 

2.2.2.1. Formulación de sistemas farmacéuticos 

2.2.2.1.1. Elaboración de micro y nanopartículas de glibenclamida 

2.2.2.1.1.1. Formulación de nanopartículas de glibenclamida para la evaluación 

del tipo y concentración de estabilizante 

Las partículas fueron elaboradas mediante la técnica de cristalización controlada. A 

partir de 18 ml de fase orgánica (etanol: acetona 1:2) conteniendo 200 mg de GB y 

Eudragit® RLPO (de 0 a 200 mg). Esta solución fue adicionada por un sistema de goteo 

sobre 80 ml de agua destilada conteniendo P-188, P-407 o PVA (400 mg) y PEG 400, 

1500, 3000 y 6000 (0, 100 o 200 mg) a una velocidad de 1 ml/min. Se evaluó el efecto 

del tipo y la velocidad de agitación, trabajando con agitación magnética a 300 rpm o 

mediante un homogeneizador a 7.000 rpm (dispersor Ultraturrax®, Alemania), durante 

30 minutos. Luego se eliminó el solvente orgánico mediante agitación magnética (250 

rpm) durante 16 horas en campana de extracción de gases. 

Las suspensiones obtenidas fueron centrifugadas (centrífuga MIKRO 220 Hettich, 

Alemania) a 15.000 rpm durante 20 minutos a 15 °C para separar la fase acuosa de las 

partículas de GB. En la Tabla 2.1 se detallan los ensayos realizados para evaluar el tipo 

y concentración de estabilizante. En todos los casos el precipitado fue separado en dos 

partes: una parte de cada muestra se secó en estufa a 80 ºC durante 16 horas y la otra 

parte se liofilizó. 
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Tabla 2.1. Protocolo de las muestras de GB ensayadas para comparar el tipo y concentración de 

estabilizante. 

Muestra 
GB 

(mg) 

PEG 6000 

(mg) 

EuRLPO 

(mg) 

P-188 

(mg) 

P-407 

(mg) 
Agitación 

GB 1M 200 0 0 400 0 Magnética 

GB 1H 200 0 0 400 0 Homogeneizador 

GB 2M 200 0 0 0 400 Magnética 

GB 2H 200 0 0 0 400 Homogeneizador 

GB 3M 200 200 0 400 0 Magnética 

GB 3H 200 200 0 400 0 Homogeneizador 

GB 4M 200 200 0 0 400 Magnética 

GB 4H 200 200 0 0 400 Homogeneizador 

GB 5M 200 0 200 400 0 Magnética 

GB 5H 200 0 200 400 0 Homogeneizador 

GB 6M 200 0 200 0 400 Magnética 

GB 6H 200 0 200 0 400 Homogeneizador 

GB 7M 200 100 200 400 0 Magnética 

GB 7H 200 100 200 400 0 Homogeneizador 

GB 8M 200 100 200 0 400 Magnética 

GB 8H 200 100 200 0 400 Homogeneizador 

GB 9M 200 200 200 400 0 Magnética 

GB 9H 200 200 200 400 0 Homogeneizador 

GB 10M 200 200 200 0 400 Magnética 

GB 10H 200 200 200 0 400 Homogeneizador 

GB 11M 200 200 200 0 0 Magnética 

GB 11H 200 200 200 0 0 Homogeneizador 

 

2.2.2.1.1.2. Formulación de nanopartículas de glibenclamida empleando 

polietilenglicoles de diferente peso molecular 

Por otro lado se comparó el efecto del peso molecular (PM) del PEG empleado sobre 

las NPs que fueron formuladas también mediante cristalización controlada. Los ensayos 

realizados se muestran en la Tabla 2.2. Para estas muestras el secado se llevó a cabo por 

liofilización. 
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Tabla 2.2. Protocolo de las muestras de GB ensayadas para estudiar el efecto del PM del PEG. 

Muestra Agitación 
GB 

(mg) 

EuRLPO 

(mg) 

PEG 400 

(mg) 

PEG 1500 

(mg) 

PEG 3000 

(mg) 

PEG 6000 

(mg) 

GB 11M Magnética 200 200 0 0 0 200 

GB 11H Homogeneizador 200 200 0 0 0 200 

GB 12M Magnética 200 200 0 0 200 0 

GB 12H Homogeneizador 200 200 0 0 200 0 

GB 13M Magnética 200 200 0 200 0 0 

GB 13H Homogeneizador 200 200 0 200 0 0 

GB 14M Magnética 200 200 200 0 0 0 

GB 14H Homogeneizador 200 200 200 0 0 0 

GB 15M Magnética 200 200 0 0 0 0 

GB 15H Homogeneizador 200 200 0 0 0 0 

2.2.2.1.2. Elaboración de las nanopartículas de praziquantel. Evaluación del tipo 

y concentración de estabilizante. 

Las NPs de PZQ fueron elaboradas empleando nanocristalización controlada. Para 

esto, el PZQ (800 mg) se disolvió en 20 ml de etanol y la solución se adicionó por goteo 

a una velocidad de 1 ml/min en 50 ml de agua destilada conteniendo 250 mg de P-188, 

P- 407 o PVA. Estos sistemas se mezclaron por medio de agitación magnética a 300 

rpm o mediante homogeneizador a 7.000 rpm, durante 30 minutos. Luego se eliminó el 

solvente orgánico mediante agitación durante toda la noche. De la misma manera que 

con los sistemas de GB, las nanosuspensiones de PZQ obtenidas fueron centrifugadas a 

15.000 rpm durante 20 minutos a 10 °C para separar la fase acuosa de las partículas de 

PZQ.  

Tabla 2.3. Protocolo resumido de las nanosuspensiones de PZQ elaboradas. 

Muestra Agitación PZQ (mg) P-188 (mg) P-407 (mg) PVA (mg) 

1 Magnética 800 250 0 0 

2 Magnética 800 0 250 0 

3 Magnética 800 0 0 250 

4 Homogeneizador 800 250 0 0 

5 Homogeneizador 800 0 250 0 

6 Homogeneizador 800 0 0 250 

En la Tabla 2.3 se muestran los ensayos llevados a cabo durante este estudio. En este 

caso, todos los sistemas fueron secados empleando liofilización. 

2.2.2.1.3. Elaboración de nanopartículas de benznidazol 

Las NPs de BNZ fueron preparadas mediante una metodología de nanocristalización. 

Para esto se empleó P-188 como estabilizante de las partículas. Una solución de BNZ en 
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etanol (concentraciones entre 5 y 25 mg/ml) se adicionó gota a gota (1,5 ml/min) sobre 

una solución acuosa del estabilizante P-188 (en concentración entre 0,005 y 0,05 g/ml) 

disuelto en agua destilada previamente filtrada. El volumen relativo de fase orgánica 

empleado con respecto al de la fase acuosa estuvo entre 10 y 25 %. La suspensión se 

mantuvo en agitación por medio de un equipo de paletas (IKA, Alemania) durante 60 

minutos a velocidades entre 140 y 2.000 rpm, y luego se eliminó el solvente orgánico 

mediante agitación magnética (250 rpm) durante 16 horas en campana de extracción de 

gases. 

A continuación, el sistema fue centrifugado a 15.000 rpm, y el sobrenadante se analizó 

por espectroscopía UV-Vis (Boeco S-26, Boeco, Alemania) para determinar, de manera 

indirecta, el porcentaje de BNZ nanocristalizado. Posteriormente el precipitado fue 

liofilizado. El sistema fue estudiado por triplicado. 

2.2.2.1.4. Elaboración de micropartículas de fenbendazol 

El FNZ (3 mg/ml) se disolvió en 150 ml de una mezcla de etanol, acetona y ácido 

acético 20 % (4:4:1) y se agregó a una solución acuosa conteniendo PVA (de 0,5 a 3 g). 

La suspensión formada se mantuvo en agitación magnética (250 rpm) en un vaso con 

tapa durante 60 minutos, posteriormente se retiró la tapa del vaso y el solvente orgánico 

se eliminó mediante agitación magnética (250 rpm) durante 16 horas en campana 

extractora de gases. El sistema obtenido se mezcló con una solución de Sipernat® 0.75 

% p/v (desde 50 a 200 ml), y la suspensión resultante se secó con un equipo de rociado 

por aspersión, empleado los siguientes parámetros, modificando la potencia de la bomba 

(desde 10 a 17) y la temperatura de entrada (entre 100 y 140 ºC). El sistema fue 

ensayado por triplicado. 

2.2.2.1.5. Desarrollo de nanocápsulas lipídicas a través del método de inversión 

de fase 

Las NCLs se obtuvieron a través del método de inversión de fase. Para esto, se 

pesaron los componentes (Tabla 2.4), previamente reportadas por Moysan y 

colaboradores1, diferenciando entre tres diferentes tipos de NCLs (de tamaños 

aproximados de 25, 50 y 100 nm). Se mantuvo en agitación a temperatura ambiente 

durante 5 minutos, la emulsión resultante fue sometida a 3 ciclos de aumento y descenso 

de temperatura de entre 55 a 90 ºC. En el tercer ciclo, durante la fase de descenso de la 

temperatura se hizo el último agregado de agua a 4 ºC en la zona en que se da la 

inversión de fases para producir un golpe térmico y diluir las NCLs. Todas las NCLs 
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fueron ensayadas por triplicado. 

 

Tabla 2.4. Composición de las NCLs convencionales sin fármacos. 

Muestra 
K-HS15 

(mg) 

Lipoid S 

75-3 (mg) 

NaCl 

(mg) 

Labrafac 

(mg) 

H2O destilada 

(mg) 

H2O destilada 

a 4 ºC (ml) 

S1 1934 75 156 846 4055 3 

S2 846 75 156 1028 2962 5 

S3 484 75 156 1209 3143 5 

2.2.2.1.5.1. Nanocápsulas lipídicas conteniendo benznidazol, praziquantel, y 

fenbendazol 

Las NCLs se prepararon empleando las cantidades mencionadas para las NCLs sin 

fármaco (Tabla 2.4) se prepararon nanosuspensiones conteniendo los fármacos 

hidrofóbicos: BNZ (S4, S5 y S6) con las cantidades empleadas para S1, S2 y S3 

respectivamente, PZQ (S7) y FNZ (S8), con las proporciones empleadas para S2.  

Se prepararon soluciones saturadas de los fármacos en acetona (BNZ y PZQ 20 

mg/ml; FNZ 0,8 mg/ml) que fueron incorporadas sobre las fases oleosas, y se 

mantuvieron en M. Luego se eliminó completamente la acetona y se sometió a los tres 

ciclos de temperatura de 55 a 90 ºC. Todos los sistemas fueron ensayados por triplicado. 

2.2.2.1.5.2. Nanocápsulas lipídicas con diferentes excipientes oleosos 

Adicionalmente fueron ensayados otros tipos de NCLs, en las que se emplearon 

diferentes proporciones de los siguientes: LabrafacTM WL, LabrafacTM PG, Labrasol® 

ALF y CapryolTM 90. 

2.2.2.2. Cuantificación de fármacos 

2.2.2.2.1. Cuantificación de glibenclamida 

2.2.2.2.1.1. Cuantificación por medidas de absorbancia 

Se llevaron a cabo dos curvas de calibración para GB a las longitudes de onda donde 

se encuentran los picos máximos de absorción en el espectro ultravioleta (UV) del 

fármaco (230 y 300 nm) partiendo de soluciones de 1 mg/ml y haciendo sucesivas 

diluciones de las mismas en los diferentes medios de trabajo. 

Para los estudios de solubilidad y cantidad de GB encapsulada se emplearon las 

medidas de absorbancia a 300 nm, mientras que para la cuantificación de GB en 

ensayos disolución se basaron en absorbancias a 230 nm. Estas diferencias fueron 

debido a la diferencia en la sensibilidad de GB a cada longitud de onda2. 
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2.2.2.2.1.2. Cuantificación por cromatografía líquida de alta eficiencia 

Para determinar las cantidades de GB en las muestras también se empleó 

cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), con detección UV a 230 nm. La fase 

móvil consistió en metanol: buffer fosfato 0,2 M pH 7,0 (70:30) y el flujo fue fijado en 

1 ml/min. Se empleó una columna C18 (100 mm x 4,6 mm, 5µm)3. 

2.2.2.2.2. Cuantificación de benznidazol 

2.2.2.2.2.1. Cuantificación por medidas de absorbancia 

Con el objetivo de determinar las cantidades de BNZ en los sistemas se llevó a cabo 

una curva de calibración a la longitud de onda donde se encuentran el pico máximo de 

absorción en el espectro UV del fármaco (324 nm) partiendo de soluciones de 1 mg/ml 

y haciendo sucesivas diluciones de las mismas en los medios de trabajo. 

2.2.2.2.2.2. Cuantificación por cromatografía líquida de alta eficiencia 

En algunos casos la cantidad de BNZ fue determinado empleando HPLC, con 

detección UV a 316 nm. La fase móvil consistió en una mezcla en iguales proporciones 

de acetonitrilo: agua (1:1). El flujo del proceso cromatográfico fue fijado en 1 ml/min. 

Como fase estacionaria se empleó una columna C18 (125 mm x 4 mm, 5µm)4. 

2.2.2.2.3. Cuantificación de praziquantel 

2.2.2.2.3.1.  Cuantificación por medidas de absorbancia 

Se construyó una curva de calibración para el PZQ a la longitud de onda donde se 

encuentran el pico máximo de absorción en el espectro UV del fármaco (263 nm) 

partiendo de soluciones de 1mg/ml y haciendo sucesivas diluciones de las mismas en 

los medios de trabajo. 

2.2.2.2.3.2. Cuantificación por cromatografía líquida de alta eficiencia 

La cantidad de PZQ en las diferentes muestras fue determinado también mediante 

HPLC (Agilent Technologies, Estados Unidos), empleando un detector UV a 263 nm. 

La fase móvil consistió en una mezcla de acetonitrile: agua (3:2) y el flujo fue fijado en 

1 ml/min. Se empleó una columna C18 (240 mm x 4 mm, 5µm)5. 

2.2.2.2.4. Cuantificación de fenbendazol 

2.2.2.2.4.1. Cuantificación por medidas de absorbancia 

La cantidad de FNZ en los sistemas fue determinada empleando medidas de 
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absorbancia a 292 nm. Se partió de soluciones saturadas del fármaco en los diferentes 

medios de trabajo y se realizaron sucesivas diluciones. 

2.2.2.2.4.2. Cuantificación por cromatografía líquida de alta eficiencia 

Las determinaciones de FNZ mediante HPLC fueron llevadas a cabo empleando 

detección UV a 292 nm. La fase móvil consistió en la mezcla de acetonitrilo: agua, con 

agregados de ácido acético glacial (0,5 % v/v). La fase estacionaria empleada fue una 

columna C18 (150 mm x 4,6 mm, 4 µm). El flujo de la corrida fue de 1 ml/min 

empleando un gradiente lineal desde 35:65 (acetonitrilo:agua) a 60:40 durante 9 

minutos; de 60:40 a 35:65 por 1 minuto y 35:65 durante 2 minutos6. 

2.2.2.3. Caracterización fisicoquímica de los sistemas 

2.2.2.3.1. Determinación del tamaño de partícula, índice de polidispersidad, 

potencial zeta y conductividad 

Para estimar el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, 𝐼𝑃𝑑 y el 𝑃𝑍 de las partículas se realizaron experimentos de 

dispersión de luz dinámica. Los ensayos fueron llevados a cabo utilizando un Nano 

Particle Analyzer SZ-100 (Horiba, Japón) a un ángulo de dispersión de 90 º a 25 °C. 

Se determinó el radio hidrodinámico empleando diluciones de las partículas 

previamente formuladas en medios previamente filtrados de Tween® 20 0,1 % p/v o en 

agua. Se empleó una cubeta con las cuatro caras transparentes. La muestra fue 

ligeramente turbia, sin ser opaca o completamente clara y no contenía más del 0,01 % 

en volumen de partículas. El programa que controla el equipo suministra valor del radio 

hidrodinámico y potencial zeta de las partículas en suspensión. 

Mediante este ensayo se logró obtener el valor de tamaño de partícula solo de aquellas 

cuyo radio hidrodinámico no era superior a los 3 µm. 

2.2.2.3.2. Ensayos de microscopía electrónica de barrido 

La morfología superficial de las MPs y NPs contendiendo los diversos fármacos fue 

estudiada mediante el empleo de MEB, se empleó un Leitz SEM AMR 1000T (Amray, 

Bedford, Estados Unidos) y las observaciones se realizaron a 3 kV. En todos los casos 

se compararon las micrografías obtenidas con las del fármaco de origen. 

Las imágenes obtenidas fueron analizadas usando el programa Image-pro Plus 

software 6.0. 
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2.2.2.3.2.1. Fijación apical de células Caco-2 

Por otro lado, el epitelio celular fue observado también empleando MEB. Para ello las 

células fueron fijadas (luego de los ensayos de transporte que se detallan más adelante) 

siguiendo el protocolo que se describe a continuación. 

 En todos los casos el buffer fue eliminado de los compartimientos apical y 

basolateral. Se adicionó glutaraldheído 3% (en buffer fosfato salino) y se dejó durante 2 

horas. Luego de remover el glutaraldehído el compartimiento apical fue lavado con 

etanol al 30%, se repitió esto para otras diluciones de etanol (40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 y 

100%), en todos los casos se dejó actuar durante 10 minutos. Finalmente se agregaron 

200 µl de dodecilsulfato sódico y se dejó secar durante toda la noche bajo campana.  

Luego del pulverizado con oro las células fueron observadas empleando MEB. 

2.2.2.3.3. Estudios de microscopia electrónica de transmisión 

Se llevaron a cabo experimentos de MET usando un instrumento JEOL 100 CX 

(JEOL-France, Francia), para el análisis de la estructura de las NCLs con diferente 

composición de sus fases oleosas. Todos los ensayos se llevaron a cabo directamente 

sobre las suspensiones preparadas. 

2.2.2.3.4. Evaluación de los sistemas por calorimetría diferencial de barrido 

Se evaluaron mediante CDB los fármacos de partida y los sistemas formulados. Los 

termogramas se registraron con un calorímetro diferencial de barrido (Shimadzu DSC-

50, Japón). Se utilizó nitrógeno ultra puro a una velocidad de flujo de 50 ml/min. Las 

muestras se analizaron en cubetas de aluminio ondulado y se calentaron de 20 a 250 °C 

a una velocidad de calentamiento lineal de 10 °C min–1. 

2.2.2.3.5. Ensayos de difracción de rayos X 

Los patrones de DRX se registraron con un difractómetro X'Pert Phillips 5000 

(Holanda) a temperatura ambiente, con una fuente de rayos X monocromática de Cu (K) 

operando a 40 kV y 20 mA para todos los datos obtenidos. Se analizaron mediante esta 

técnica los fármacos puros y los sistemas formulados previamente. 

2.2.2.3.6. Determinación de la eficacia de encapsulación o contenido de fármaco 

en los sistemas 

2.2.2.3.6.1. Eficacia de encapsulación 

La 𝐸𝑓𝐸 se calculó, a partir de la Ecuación 2.1, empleando la cantidad de fármaco en el 
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sobrenadante de las suspensiones. 

𝑬𝒇𝑬 =
𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐−𝒎𝒈𝑺𝑵

𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐
∗ 𝟏𝟎𝟎      Ecuación 2.1 

donde 𝑚𝑔𝑒𝑚𝑝𝑙𝑒𝑎𝑑𝑜 es la cantidad de fármaco empleada (en mg) y 𝑚𝑔𝑆𝑁 es la cantidad de 

fármaco que se encuentra en el sobrenadante (en mg). 

Por otro lado, en el caso de las NCLs, las cantidades de fármaco no incorporadas 

fueron determinadas después de separar las NCLs mediante centrifugación a 4.000 rpm 

durante 30 minutos. Luego de esto, las NCLs fueron disueltas en metanol para liberar el 

fármaco del interior y las cantidades de los mismos fueron determinados mediante el 

uso de HPLC, empleando la ecuación que se muestra a continuación. Las cantidades 

iniciales también fueron determinadas por HPLC, disolviendo las nanosuspensiones sin 

centrifugar en metanol. Luego de esto se calculó la 𝐸𝑓𝐸 empleando la Ecuación 2.2. 

𝑬𝒇𝑬 =
𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐−𝒎𝒈𝒆𝒏𝒄𝒂𝒑𝒔𝒖𝒍𝒂𝒅𝒐

𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐
∗ 𝟏𝟎𝟎   Ecuación 2.2 

donde 𝑚𝑔𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 es la cantidad de fármaco en el interior de las NCLs y 𝑚𝑔𝑒𝑚𝑝𝑙𝑒𝑎𝑑𝑜 

es la cantidad total de fármaco empleado, que se obtiene de sumar la cantidad 

encapsulado y la cantidad de fármaco libre. 

2.2.2.3.6.2. Determinación del porcentaje de fármaco nanocristalizado 

Empleando medidas de absorbancia se determina la cantidad de fármaco en los 

sobrenadantes obtenidos luego de separar las NPs. La cantidad de fármaco cristalizado 

(%) fue calculada entonces por diferencia con la cantidad de partida empleando la 

Ecuación 2.3. 

𝑭á𝒓𝒎𝒂𝒄𝒐𝑵𝑷 =
𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐−𝒎𝒈𝑺𝑵

𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐
∗ 𝟏𝟎𝟎   Ecuación 2.3 

donde 𝑭á𝒓𝒎𝒂𝒄𝒐𝑁𝑃 es el porcentaje de principio activo nanocristalizado en forma de 

nanopartícula,  𝑚𝑔𝑒𝑚𝑝𝑙𝑒𝑎𝑑𝑜 es la cantidad de fármaco de partida y 𝑚𝑔𝑆𝑁 es la masa de 

fármaco que se encuentra en el sobrenadante. 

2.2.2.3.7. Determinación del rendimiento 

El rendimiento (𝑅) fue calculado como la relación entre el peso del producto obtenido 

experimentalmente y la suma de los pesos de todos los componentes, como se muestra 

en la Ecuación 2.4. 
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𝑹(%) =  
𝒎𝒈 𝑷

𝒎𝒈𝒆𝒎𝒑𝒍𝒆𝒂𝒅𝒐+𝒎𝒈 𝑬
∗ 𝟏𝟎𝟎   Ecuación 2.4 

donde 𝑚𝑔 𝑃 es el peso total del producto obtenido, 𝒎𝒈𝒆 es la cantidad  de fármaco 

empleado en mg y 𝑚𝑔 𝐸 es la suma de las masas de los excipientes empleados en cada 

caso. 

2.2.2.3.8. Ensayos de estabilidad 

Se realizaron ensayos de envejecimiento acelerado y se compararon con los resultados 

obtenidos por envejecimiento natural. Para este análisis se empleó la ecuación de 

Arrhenius que permitió determinar el valor de las constantes de degradación 

determinadas a temperaturas superiores a la ambiente. 

2.2.2.4. Caracterización in-vitro de los sistemas 

2.2.2.4.1. Estudio del equilibrio de solubilidad de los fármacos 

Una masa de aproximadamente 100 mg de cada una de las muestras ensayadas se 

colocó en un frasco con 5 ml de agua destilada. Se mantuvo en agitación orbital a 150 

rpm durante 72 horas a temperatura ambiente. Luego de pasado ese tiempo, el contenido 

de los frascos fue centrifugado, a 13.600 rpm a 25°C durante 10 minutos, para separar 

las partículas de la solución. En todos los casos a los sobrenadantes se les determinó la 

concentración de fármaco mediante espectroscopia UV o HPLC, para determinar la 

cantidad de fármaco disuelto en cada caso. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado 

con las partículas ensayadas y con los fármacos de partida. 

2.2.2.4.2. Ensayos de disolución o liberación de fármacos en diferentes medios. 

Modelado matemático de la cinética de disolución 

2.2.2.4.2.1. Ensayos de disolución o liberación 

Se colocaron las muestras los diferentes medios: 1) 500 ml de buffer fosfato regulado 

a pH 7,5; 2) ácido clorhídrico 0,1 N con agregado en algunos casos de lauril sulfato de 

sodio 0,2 % p/v; 3) fluido gástrico simulado a pH 1,6; 4) fluido intestinal simulado a pH 

6,5; 5) fluido intestinal simulado a pH 6,5 con agregado de enzimas (incluidas lipasas).  

Para los ensayos de disolución de los fármacos, los sistemas se mantuvieron en 

agitación a 50 rpm mediante el método de paletas a 37 ºC. A tiempos fijos 

predeterminados se tomaron alícuotas (por triplicado) que fueron filtradas y la 

concentración de fármaco en solución se determinó por espectroscopia UV.  

Los estudios de liberación de los fármacos fueron llevados a cabo empleando la 
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técnica de la bolsa de diálisis7. Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C con agitación 

magnética a 250 rpm. Las alícuotas fueron extraídas (por triplicado) a tiempos 

prefijados, fueron filtradas y la concentración de fármaco en solución se determinó por 

HPLC. 

Cada experimento se realizó con una masa constante de fármaco para todos los 

sistemas y el fármaco de partida. 

2.2.2.4.2.2. Modelado cinético de disolución de fármacos en sistemas poliméricos 

Todos los ajustes matemáticos del fenómeno de disolución de los fármacos a partir 

de las formulaciones ensayadas fueron llevados a cabo empleando  el programa Sigma 

Plot 12.0. 

1) Modelo de Korsmeyer–Peppas 

Korsmeyer y colaboradores8 desarrollaron una simple relación para describir la 

liberación de un fármaco desde un sistema polimérico, descripto por la Ecuación 2.5. 

𝑸𝒕

𝑸𝒎
= 𝒂 ∗ 𝒕𝒏   Ecuación 2.5 

dónde: 
𝑄𝑡

𝑄𝑚
 es la fracción de fármaco liberado en el tiempo 𝑡, 𝑎 es la constante de 

velocidad y 𝑛 el exponente de liberación9. 

En este modelo el valor de 𝑛 es empleado para definir los diferentes mecanismos de 

liberación de fármacos.  

Se diferencian dos tipos de mecanismos de difusión: el de Fick que se caracteriza por 

un 𝑛 menor a 0,45, mientras que para transportes de tipo no Fickiano el valor de 𝑛 va de 

0,45 a 0,899,10. 

2) Modelo de Weibull modificado 

Este modelo refiere para diversos procesos de disolución la Ecuación 2.6. 

𝑸𝒕 =  𝑸𝟎[𝟏 − 𝒆−𝒌(𝒕−𝑻)]  Ecuación 2.6 

donde: 𝑄𝑡 es la cantidad de fármaco disuelto en el tiempo 𝑡, 𝑄0 es la cantidad inicial de 

fármaco empleada, 𝑇 representa el tiempo de retardo medido del proceso de disolución, 

con 𝑘 =  
1

𝑎
 , siendo a un parámetro del ajuste que denota la dependencia en el tiempo. 

Los perfiles de disolución que caracterizan este modelo son representados por curvas 

de tipo sigmoideas. El modelo de Weibull es más útil para comparar los perfiles de 

liberación de fármacos de tipo matricial9. 
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2.2.2.4.3. Evaluación de la activación del sistema del complemento 

Este estudio se llevó a cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Guillaume Bastiat (Universidad de Angers, Francia). 

La activación del sistema del complemento fue evaluado en suero humano normal 

(SHN), proporcionado por el Etablissement Francais du Sang (CHU, Francia) mediante 

la medición de la capacidad hemolítica residual del sistema en presencia de los 

nanosistemas ensayados. 

La técnica consiste en determinar la cantidad de suero capaz de lisar el 50 % de un 

número fijo de eritrocitos de oveja previamente sensibilizados, según un procedimiento 

descripto previamente por Vonarbourg y colaboradores11. 

La activación del complemento se expresó como una función del área de la superficie 

de las NCLs para comparar partículas con diferentes diámetros. Todos los experimentos 

fueron llevados a cabo por triplicado. 

2.2.2.4.4.  Evaluación de la interacción entre sistemas nanoparticulados y 

mucinas 

Este estudio se llevó a cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania). 

Con el objetivo de determinar posibles interacciones entre sistemas nanoparticulados y 

las proteínas que componen el mucus fueron realizados ensayos in-vitro donde se 

determinó la capacidad de formar complejos entre las mucinas y los nanosistemas. Para 

ello se formularon los nanosistemas con las mismas proporciones estudiadas y se 

reemplazó en cada caso el fármaco por NileRed. Se determinó el tamaño de dichos 

sistemas, empleando el equipo NanoSight LM10 Malvern (Reino Unido), en ausencia y 

en presencia de mucinas. 

En presencia de las proteínas del mucus los sistemas pueden disminuir su movilidad 

relativa ya que interaccionan con las mismas, obteniéndose como resultado tamaños 

relativos más elevados. Aquellos sistemas que no interaccionan o interaccionan poco 

con mucinas tienden a mantener los valores de tamaños similares a los obtenidos en 

ausencia de las mismas. Se llevaron a cabo diferentes diluciones de los nanosistemas en 

presencia de 0,1 % p/v de mucinas en todos los casos. 

Cada sistema fue comparado con NPs comerciales (controles positivos y negativos 

respecto a la interacción) de tamaños aproximadamente similares a los sistemas 

formulados. 
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2.2.2.4.5. Cultivo celular 

Este estudio se llevó a cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania). 

Los cultivos celulares se realizaron con células Caco-2, las células fueron crecidas en 

incubadoras con 5% de CO2 a 37 °C. Con fines experimentales las células fueron 

sembradas en placas para ensayos de viabilidad (96 pocillos, de los cuales fueron 

sembrados 60 dejando en todos los casos el pocillo del borde libre) y placas para 

estudios de transporte (Transwells® permeables de 12 pocillos con 2 compartimientos: 

aplical y basolateral). Los Transwells® presentaban un área de 1,12 cm2 y un tamaño de 

poro de 0,4 μm. Los volúmenes de fluido  apical/ basolateral fueron de 500 μl/ 1.100 μl, 

respectivamente. El medio de cultivo se reemplazó cada 2 o 3 días. 

2.2.2.4.6. Ensayos de viabilidad celular 

Este estudio se llevó a cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania). 

Los nanosistemas preparados se diluyeron y se incubaron con células Caco-2 durante 

24 y 48 horas. Luego de ese tiempo se llevó a cabo el ensayo conocido como MTT. Este 

procedimiento se basa en la reducción metabólica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-

2-ilo)-2,5-difeniltetrazol. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de 

formazán producido. Se consideró 100 % de viabilidad a las medidas obtenidas de las 

células en presencia del medio  de cultivo, y 0 % a las obtenidas luego de tratarlas con 

Tritón X-100 0,1 %. 

2.2.2.4.7.  Interacción de los fármacos contenidos en los nanosistemas con de 

células Caco-2 

Este estudio se llevó a cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania). 

Monocapas de células Caco-2 fueron cultivadas en medios sumergidos durante 7 días, 

y la integridad final de la monocapa fue controlada con medidas de resistencia eléctrica 

transepitelial (TEER). Los controles se llevaron a cabo empleando el mismo buffer de 

crecimiento. Durante todo el ensayo (hasta 24 horas) las células fueron incubadas a 37 

°C y 5 % de CO2 en posición horizontal y agitación suave. Diferentes diluciones de los 

nanosistemas (en todos los casos concentraciones por debajo del límite de toxicidad 

celular de los mismos según los resultados obtenidos en el punto anterior) fueron 

incubadas. 
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Se llevaron a cabo 3 controles: 

1) Integridad epitelial: por medidas de TEER en diferentes tiempos, durante el 

experimento completo y visualización del epitelio por MEB (ver punto 

2.2.2.3.2.1.) 

2) Permeabilidad de los fármacos a través de la membrana celular: en este caso  se 

determinó la cantidad de fármaco que atravesó la membrana celular por HPLC, 

tomando a distintos tiempos muestras del compartimiento basolateral 

3) Control de la captación de fármaco por parte de las células: empleando 

citometría de flujo y microscopía confocal. 

El coeficiente de permeabilidad aparente (𝑃𝑎𝑝) se calculó aplicando la ecuación: 

𝑷𝒂𝒑 = (
𝒅𝑸

𝒅𝒕
) %(𝑨 ∗ 𝑪𝟎)     Ecuación 2.7 

donde 
𝑑𝑄

𝑑𝑡
 es el cambio en la cantidad de fármaco permeado en el tiempo (µg de 

fármaco permeado por segundo, obtenido de la pendiente de la región lineal de cada 

perfil de permeación individual), A es el área del filtro (cuyo valor fue 1,12 cm2) y 𝐶0 la 

concentración inicial del fármaco. 

2.2.2.5. Eficacia antiparasitaria in-vitro 

2.2.2.5.1. Evaluación de la actividad antiparasitaria in-vitro sobre Schistosoma  

mansoni empleando nanocápsulas lipídicas de praziquantel 

Este estudio se llevó a cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Conor Caffrey (Universidad de California San Diego, Estados Unidos). 

Se llevaron a cabo ensayos in-vitro sobre gusanos adultos S. mansoni en placas. En 

este trabajo se estudió el efecto del PZQ de partida y de las NCLs de PZQ en diferentes 

concentraciones y distintos tiempos (1 hora, 5 horas y 24 horas). Además, estos 

resultados fueron comparados con los obtenidos para las NCLs sin fármaco. 

Gusanos adultos S. mansoni fueron incubados con los nanosistemas o el PZQ sin 

tratar. Se estudió la movilidad de los gusanos según el protocolo descripto previamente 

por Marcellino y colaboradores12. 

2.2.2.5.2. Evaluación de la actividad antiparasitaria in-vitro de sobre 

Echinococcus multilocularis empleando nanoacapsulas lipidicas de fenbendazol 

Este estudio se llevó cabo en colaboración con el grupo de investigación del Dr. 

Andrew Hemphill (Universidad de Berna, Suiza). 
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En esta parte del trabajo se estudió la eficacia antiparasitaria de NCLs de FNZ sobre E. 

multilocularis, llevándose a cabo los ensayos enzimático de la fosfoglucosa isomerasa 

(PGI), Alamar Blue y ensayos de movilidad, como se explican a continuación.  

2.2.2.5.2.1. Ensayo enzimática de la fosfoglucosa isomerasa 

Se llevaron a cabo ensayos in-vitro contra metacestodos de E. multilocularis basado en 

el control de la liberación de la enzima PGI. La preparación de metacestodos de E. 

multilocularis se desarrolló a partir de ratones BALB/c infectados intraperitonealmente. 

Luego, se midió la liberación de la enzima en base al deterioro físico de los 

metacestodos. 

Este ensayo permite identificar daño en las vesículas del metacestodo a causa de algún 

tratamiento. La etapa metacestodo de E. multilocularis fue cultivada como vesículas de 

hasta 8 mm in-vitro. Estas vesículas se llenan con un fluido denominado fluido 

vesicular. La enzima PGI está presente en el fluido vesicular, pero no en el medio en el 

que se cultivan las vesículas del parásito. 

Aquellos fármacos que son activos frente al parásito conducen a la liberación de la 

enzima al medio13. 

Se tomaron muestras de los sobrenadantes de los medios luego de 5 y 12 días de 

incubación con los sistemas probados y el fármaco de partida. La actividad de PGI se 

determinó agregando fructosa-6-fosfato y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que cataliza 

la formación de nicotinamida adenina dinucleótido (NADH). El NADH absorbe a 340 

nm, y la absorción medida es proporcional a la cantidad de PGI liberada, y por lo tanto 

al daño vesícular. Se empleó Triton X-100 como control positivo, ya que destruye todas 

las vesículas (fue considerado un daño del 100 %). 

2.2.2.5.2.2. Ensayo Alamar Blue 

También se evaluó la viabilidad del metacestodo mediante el ensayo Alamar Blue.  

Alamar Blue (o Resazurin) es un indicador redox ampliamente empleado para medir la 

función metabólica y la viabilidad celular en bioensayos. El producto de oxidación de 

Resazurin se puede detectar mediante medición de fluorescencia14. 

La configuración general de las vesículas y los fármacos fue la misma que para el 

Ensayo PGI. Estas células se incubaron con Resazurin durante 5 h, en presencia de 

células vivas esta se oxida (a través de la actividad mitocondrial).  

La fluorescencia se midió a 586 nm, excitando a 572 nm, (Resazurin no emite luz a 

esta longitud de onda). Se usó medio de cultivo como control negativo, ya que las 
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células permanecen vivas en dichas condiciones (se consideró el 100% de viabilidad). 

2.2.2.5.2.3. Ensayo de movilidad 

Esta prueba es llevada a cabo sobre otra etapa de la vida del parásito, que representa la 

preforma de tenia adulta y son empleadas para identificar sustancias con potencial 

actividad frente a cestodos intestinales. 

Se basa en que la movilidad durante esta etapa presenta una configuración automática, 

y los compuestos pueden reducir dicha movilidad en función de la dosis y el tiempo 

cuando son activos15. 

Para esto, los parásitos fueron extraídos del tejido metacestodo de los roedores. Los 

mismos fueron incubados en placas de 384 pocillos (15 por pocillo) con 20 µM de los 

compuestos evaluar durante 12 horas. Cada análisis se realizó con 6 réplicas y 2 

controles (establecidos como 100% de movimiento). 

2.2.2.6. Estudios in-vivo de los sistemas empleando animales de 

experimentación 

2.2.2.6.1. Ensayos in-vivo de sobre Taenia crassiceps empleando nanopartículas 

de praziquantel 

Este estudio se llevó cabo en colaboración con el grupo de investigación de la Dra. 

Marina Vinaud (Universidad Federal de Goias, Brasil). 

2.2.2.6.1.1. Evaluación del metabolismo energético, infección de ratones y 

tratamiento 

Se estudió el efecto de NPs de PZQ sobre el metabolismo energético de cisticercos de 

T. crassiceps (se emplearon las NPs 1, 2 y 3 detalladas en la Tabla 2.3). Para esto, 

ratones hembras BALB/c fueron inoculados de manera intraperitoneal con 10 

cisticercos de T. crassiceps en fase inicial. Treinta días después de la infección fueron 

tratados con cada una de las formulaciones, luego de 24 horas del tratamiento fueron 

sacrificados y se estudiaron los efectos bioquímicos de los fármacos sobre los 

cisticercos. Los ratones infectados se dividieron en los siguientes grupos: 
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1) Control negativo: ratones infectados que no recibieron tratamiento 

2) Control positivo: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de PZQ 

3) Poloxamero188 (P-188): 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de P-188 

4) Poloxámero 407 (P-407): 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de p-407 

5) Alcohol de polivinilo (PVA): 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de PVA 

6) NPs 1: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de NPs de PZQ: P-188 (800: 250) 

7) NPs 2: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de NPs de PZQ: P-407 (800: 250) 

8) NPs 3: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de NPs de PZQ: PVA (800: 250). 

2.2.2.6.1.2. Análisis bioquímicos de los cisticercos 

Los cisticercos removidos de los ratones se fijaron en nitrógeno líquido, y fueron 

homogeneizados con buffer tris-HCl 0,5 M, a pH 7,6 con inhibidor de proteasa. El 

extracto obtenido se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC. 500 µl del 

sobrenadante fueron pasados por una columna de extracción en fase sólida para la 

extracción de ácidos orgánicos y el posterior análisis por HPLC. Otros 500 µl del 

sobrenadante se analizaron en un espectrofotómetro para la cuantificación de glucosa, 

urea, creatinina y lactato deshidrogenasa (LDH). 

Los ácidos orgánicos se identificaron a través de HPLC de acuerdo con el tiempo de 

retención determinado previamente durante la calibración. Los ácidos orgánicos 

analizados fueron los indicadores de glucólisis: piruvato y lactato; del ciclo de ácido 

cítrico: citrato, α-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato y oxaloacetato; del 

metabolismo de los ácidos grasos, tales como acetato, acetoacetato, β- hidroxibutirato y 

propionato. El análisis cromatográfico fue llevado fue llevado a cabo de acuerdo a lo 

descripto por Vinaud y colaboradores16.  

2.2.2.6.2. Eficacia antiparasitaria in-vivo de nanoparticulas de benznidazol  sobre 

Trypanosoma cruzi 

Este estudio se llevó cabo en colaboración con el grupo de investigación de la Dra. 

Laura Fichera (Instituto de Parasitologia “Fatala Chaben”, Buenos Aires). 

2.2.2.6.2.1. Ensayos de toxicidad celular 

Se sembraron las células (1x105) en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 
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toda la noche a 37 ºC, aumentando las concentraciones de las NPs de BNZ (10, 25 y 50 

μg/ml). La viabilidad de las células Vero (células epiteliales de riñón) fue determinada 

por la reducción de la sal de bromuro de difeniltetrazolio (desde amarillo) a su producto 

cristalino (azul). El color desarrollado se midió a 540 nm en un lector de microplacas 

(modelo 3550, Bio-Rad). Cada experimento se realizó por triplicado. 

2.2.2.6.2.2. Ensayos de hemólisis 

Se preparó una suspensión al 4% de sangre humana fresca desfibrinada en una 

solución estéril de glucosa al 5% y fue tratada con las NPs de BNZ (100, 50, 25 y 10 

μg/ml) durante 24 horas a 37 °C. Después de la centrifugación, se determinó la 

absorbancia del sobrenadante a 540 nm para evaluar el porcentaje de hemólisis. Se 

utilizó BNZ de partida como referencia hemolítica y Triton X-100 como control 

positivo. 

2.2.2.6.2.3. Actividad tripanocida 

Los tripomastigotes de T. cruzi Nicaragua (TcN), se obtuvieron a partir del cultivo de 

células Vero. El ensayo se realizó en microplaca estéril de 96 pocillos con 50.000 

tripomastigotes por pocillo. Los cultivos se incubaron a 37 ºC durante 24 horas bajo una 

atmósfera de CO2 al 5% con 90 µl de medio fresco suplementado con 20% de suero 

fetal bovino al 20% y 10% de sangre de ratón y con 10 µl de cada dilución del BNZ de 

partida y las NPs de BNZ para obtener la concentración deseada (de 5-100 μg/ml). La 

concentración de fármaco a la que se lisó el 50% de los parásitos (CL50) se calculó 

contando las células de acuerdo con el método Brener17. Para detectar una potencial 

actividad tripanocida del excipiente, se llevó a cabo este estudio además utilizando solo 

P-188. El ensayo se realizó por duplicado para cada uno de los tres experimentos. 

2.2.2.6.2.4. Preparación de miocitos ventriculares 

Los miocitos ventriculares se aislaron a partir de ratones de 5 días. Los  fragmentos de 

corazón se disociaron con buffer en presencia de tripsina al 0,02% a 37 ºC durante 

cuatro ciclos de 15 minutos cada uno. Las células se resuspendieron en el medio con 

10% de suero fetal bovino y 10% de suero de caballo y se transfirieron a cubreobjetos 

de 12 mm contenidos en placas de cultivo de 24 pocillos. Estos cultivos se mantuvieron 

en una incubadora de CO2 al 5% a 37 ºC para permitir que las células se adhieran 

firmemente a los cubreobjetos. 
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2.2.2.6.2.5. Ensayo de inhibición del crecimiento de amastigotes 

Se incubaron los miocitos cardíacos (MC) y células Vero en placas de cultivo de 

tejidos de 24 pocillos en cubreobjetos de 12 mm como se describe en la sección anterior 

(punto 2.2.2.6.2.4). Después de 48 horas, las células cultivadas se infectaron con 

tripomastigotes de TcN (relación parásitos: células 10:1) y se incubaron durante 3 horas 

a 37 ºC en un 5 % de atmósfera de CO2. Después de lavar los MC y las células Vero 

para eliminar los parásitos no internalizados, se incubaron con 10, 25 y 50 μg/ml de NPs 

BNZ durante 24 y 48 horas, respectivamente. Se retiraron los cubreobjetos, se lavaron 

con buffer, se fijaron en metanol y se tiñeron con Giemsa. En cada experimento, se 

evaluaron un total de 300 células para cada tratamiento seleccionadas aleatoriamente. El 

porcentaje de inhibición del crecimiento (𝐼𝐶) se calculó como se muestra en la Ecuación 

2.8. 

𝑰𝑪 =
𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒊𝒏𝒇𝒆𝒄𝒕𝒂𝒅𝒂𝒔𝒆𝒙𝒑𝒆𝒓𝒊𝒎𝒆𝒏𝒕𝒂𝒍𝒎𝒆𝒏𝒕𝒆−𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒊𝒏𝒇𝒆𝒄𝒕𝒂𝒅𝒂𝒔𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍

𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒊𝒏𝒇𝒆𝒄𝒕𝒂𝒅𝒂𝒔𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍
    Ecuación 2.8 

2.2.2.6.2.6. Modelo animal 

Ocho grupos, cada uno compuesto por 10 ratones hembra de 1 mes de edad, fueron 

inoculados intraperitonealmente con 1.000 tripomastigotes derivados del cultivo de 

TcN. Los ratones infectados se dividieron en los siguientes grupos:  

1) Ratones infectados sin tratamiento 

2) Ratones tratados con BNZ de partida con dosis diarias de 50 mg/kg de peso corporal 

durante 15 días (de 2 a 17 días después de la infección) 

3) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 15 días con dosis diarias de 50 mg/kg/día 

4) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 30 días con dosis diarias de 50 mg/kg/día 

5) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 15 días con dosis diarias de 25 mg/kg/día 

6) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 30 días con dosis diarias de 25 mg/kg/día 

7) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 15 días con dosis diarias de 10 mg/kg/día 

8) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 30 días con dosis diarias de 10 mg/kg/día 

9) Ratones sin infección tratados con NPs de BNZ durante 30 días con dosis diarias de 50 

mg/kg/día. 

El BNZ de partida y las NPs de BNZ se dispersaron en aceite de oliva y se 
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administraron a ratones a través de sonda oral. La sobrevida de los ratones se registró 

diariamente. Todos los procedimientos que involucran protocolos experimentales en 

animales se llevaron a cabo de acuerdo con la legislación ética y las entidades 

reguladoras establecidas en Argentina y fueron aprobados por el Comité de Bioética del 

Instituto Nacional de Parasitología "Dr. Mario Fatala Chaben" (registrado RENIS Nº: 

000028), y cumplió con las recomendaciones internacionales para el uso de animales de 

laboratorio (Asociación Médica Mundial en la Declaración de Helsinki). 

2.2.2.7. Diseño de experimentos y optimización en la formulación de micro- 

y nanopartículas 

2.2.2.7.1.  Diseño y optimización en la elaboración de nanopartículas poliméricas 

de glibenclamida 

Se formularon, mediante la metodología de DOE, NPs de GB optimizando las 

condiciones de producción, para esto se utilizó el programa Design Expert® 7.0.0. 

Se llevó a cabo una primera fase de screening empleando un factor categórico: el tipo 

de agitación empleado, y cuatro factores numéricos: la cantidad de P-188,  la cantidad 

de P-407 y la cantidad de PEG 6000 que conforman la fase acuosa, y la cantidad de 

EuRLPO que forma parte de la fase orgánica. Las respuestas que se evaluaron fueron: 𝑅 

total en masa obtenido y la 𝐸𝑓𝐸 ambos en %, el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 en nm y la 𝑆𝐺𝐵 en µg/ml. 

2.2.2.7.2. Diseño y optimización en la elaboración de nanopartículas de 

benznidazol 

Se llevó a cabo la elaboración de NPs poliméricas de BNZ y P-188 mediante el DOE 

empleando el programa “Design Expert”. 

Al igual que en la sección anterior se llevó a cabo una primera fase de screening 

empleando como factores: la concentración de BNZ empleada y la concentración del 

estabilizante P-188, el porcentaje de fase orgánica usada, la velocidad de agitación en 

rpm y la temperatura de cristalización en ºC. Las respuestas evaluadas fueron: 𝑅 total en 

masa obtenido y el porcentaje de 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶  en %, el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 en nm y la 𝑆𝐵𝑁𝑍 en mg/ml. 

Luego de esto, aquellos factores que resultaron ser significativos sobre alguna de las 

respuestas estudiadas fueron sometidos a la fase de optimización empleando un diseño 

del tipo Central Compuesto. 
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2.2.2.7.3. Diseño y optimización en la elaboración de nanocápsulas lipídicas de 

benznidazol 

Para determinar la proporción óptima de aceites para elaborar NCLs se llevó a cabo un 

DOE, empleando el programa Design Expert® 7.0.0. 

Se emplearon como factores las cantidades de: LabrafacTM WL 1349, LabrafacTM PG, 

Labrasol® ALF y CapryolTM 90, variando de 0 a 1.028 mg de cada una (la masa final de 

aceites se mantuvo fija en 1.028 mg). Las respuestas que se evaluaron fueron: 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 

e 𝐼𝑃𝑑 ambos en nm, además del cambio de tamaño de las NCLs luego de 15 y 30 días 

almacenadas en heladera de 2 a 4 ºC (∆15 y ∆30 respectivamente) también en nm.  

Luego, se seleccionó el sistema que el programa calcula con mayor deseabilidad y se 

estudiaron sus propiedades. Se buscaron NCLs con un bajo diámetro, 𝐼𝑃𝑑 pequeño y 

mínimos cambios de tamaño a los 15 y 30 días. 

2.2.2.7.4. Diseño y optimización en la elaboración de micropartículas de 

fenbendazol 

Se llevó a cabo la elaboración de MPs de FNZ y PVA mediante es secado por rociado, 

empleando DOE y la posterior optimización empleando el programa “Design Expert”. 

Para esto se desarrolló una primera fase de screening empleando un diseño de tipo 

Plackett-Burman, siendo los factores: la cantidad de PVA en fase acuosa, el volumen 

usado de solución de Sipernat® (𝑉𝑆𝑖𝑝), la potencia de la bomba del rociador (𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎) y 

la temperatura de entrada del rociador (𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎). Las respuestas evaluadas fueron: el 𝑅 

total en masa obtenido en %, la cantidad de FNZ en el sólido (𝐹𝑁𝑍𝑐) en µg/mg sólido, 

la 𝑆𝐹𝑁𝑍 en µg/ml y la cantidad de FNZ disuelta durante los primeros 30 minutos (𝐷𝐹𝑁𝑍). 

Luego de esta primera fase, aquellos factores que resultaron ser significativos sobre 

alguna de las respuestas estudiadas fueron sometidos a la etapa de optimización 

empleando un diseño del tipo Central Compuesto. 

2.2.2.8. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se llevó a cabo empleando la plataforma Sigma Plot 12.0.  

Se aplicaron estadísticas descriptivas para determinar la media y la desviación 

estándar y para evaluar las diferencias entre los grupos analizados.  

Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student y el análisis de prueba de 

varianza Fueron ensayadas las variables para determinar distribución normal y varianza 

homogénea. Cuando estas presentaron distribución normal, se llevó a cabo un análisis 
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de varianza seguido por el test de Holm-Sidak. Las diferencias se consideraron 

significativas cuando la probabilidad asociada (p) fue menor a 0,05. 
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3.2. Introducción 

La GB, como se dijo en el Capítulo 1, es un medicamento oral que se utiliza en el 

tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. La GB actúa principalmente estimulando la 

liberación de insulina endógena del páncreas1. Debido a ello el nivel de insulina 

comienza a aumentar en suero dentro de los 15 a 60 minutos después de una dosis 

única. Los estudios también indican que el fármaco disminuye la producción de glucosa 

del hígado y aumenta la sensibilidad a la insulina en los sitios diana periféricos2. Este 

medicamento generalmente se administra como una dosis diaria única cada mañana con 

el desayuno o la primera comida principal. La dosis inicial recomendada para adultos es 

de 2,5 a 5 mg al día. La dosis diaria única máxima recomendada es de 10 mg3. Algunos 

pacientes que requieren más de 10 mg al día tienen una respuesta más satisfactoria 

cuando se administra GB en dos dosis divididas. La dosis diaria total máxima 

recomendada en estas circunstancias es de 20 mg. El régimen de dosificación óptimo de 

GB para cada paciente se obtiene por titulación3,4. 

Estudios previos demostraron el efecto de GB se debe a su unión a las subunidades 

SUR1, permitiendo el bloqueo de canales de K. Sin embargo, GB es un fármaco poco 

soluble (su solubilidad es menor a 8 μg/ml en buffer fosfato a pH 7,4)5 con una 

permeabilidad relativamente alta a través de monocapas de células CaCo-26,7, lo que 

justifica su posicionamiento en clase II del SCB8. 

Por otro lado, como también se mencionó en el Capítulo 1, GB posee cierta eficacia 

biológica sobre Leishmania sp., protozoo causante de la leishmaniasis. Se demostró que 

redujo la tasa de crecimiento de la lesión en ratones BALB/c infectados con Leishmania 

mexicana, y que el efecto fue dependiente de la dosis9,10.  

En un sentido amplio, las NPs son sistemas sobre los cuales se ha aplicado algún 

proceso para disminuir su tamaño a la escala nanométrica (nm). El uso de los sistemas 

de liberación nanoparticulados para el transporte de fármacos se ha incrementado 

notablemente durante los últimos años. Principalmente, se han utilizado para 

incrementar la solubilidad y velocidad de disolución de fármacos poco solubles, como 

la GB, que a su vez tiene una directa correlación con la absorción y biodisponibilidad de 

los mismos.  

En consecuencia, es posible reducir la toxicidad y los efectos secundarios de dichos 

fármacos11. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Medicamento
http://es.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_tipo_2
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3.3. Formulaciones 

Con el objetivo de mejorar la solubilidad y disolución de GB, se formularon diferentes 

sistemas nanoparticulados. 

Se evaluó el uso de diversos biomateriales en la formulación de NPs. Para esto fueron 

evaluados: EuRLPO, P-188, P-407 y PEG 6000, empleando diferentes metodologías de 

agitación y secado posterior. El detalle de la composición de cada sistema se muestra en 

el Capítulo 2, Tabla 2.1 (Página 29).  

Luego, se formularon NPs de GB empleando estas proporciones y cambiando el PEG 

6000, por PEGs de diferentes PMs, como se menciona en el Capítulo 2, Tabla 2.2 

(Página 30). 

Finalmente, se llevó a cabo un DOE la preparación de NPs de GB, seleccionando las 

mejores condiciones de formulación. 

Todos los sistemas formulados fueron luego caracterizados fisicoquímicamente e in-

vitro. 
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3.4. Resultados 

3.4.1. Nanopartículas formuladas con Eudragit, polietilenglicol 6000 y 

poloxámeros 

3.4.1.1. Tamaño de partícula, índice de polidispersidad y potencial zeta 

La disminución del 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 de un fármaco da lugar a un aumento de la superficie de 

contacto entre el fármaco no disuelto y el medio de disolución y por lo tanto, a una 

mayor velocidad de disolución del mismo12. 

En general, la formación de NPs a partir de una solución de un fármaco se produce en 

tres pasos: nucleación, crecimiento y agregación. La correcta separación entre la 

nucleación y el crecimiento es el factor clave para la formación de partículas uniformes. 

Se debe lograr una alta tasa de nucleación, la cual generará la saturación necesaria para 

evitar la agregación de las nuevas NPs13. 

En relación a este trabajo, los sistemas poliméricos de GB que fueron secados en 

estufa mostraron un diámetro promedio para las partículas formadas que superó el límite 

de determinación del equipo (el analizador de NPs empleado mide el tamaño de 

partículas menores de 8 m), por lo que podría decirse que se trata de MPs de diámetro 

superior a 8 m. Esto estaría relacionado con la formación de aglomerados o agregados 

durante el proceso de secado14. 

La medición de los sistemas secados por liofilización indicó que se obtuvieron NPs. 

Tal como se puede observar en la Tabla 3.1, el tamaño de partícula de los sistemas 

obtenidos estuvo en el rango de 56 a 400 nm. Se debe destacar que en ausencia de los 

polímeros PEG y EuRLPO (empleando únicamente los poloxámeros) se obtuvieron 

tamaños de partículas más bajos (muestras 1 y 2, con diámetros de entre 50 y 60 nm). 

Este resultado está relacionado con la formación de nanocristales de GB por medio del 

proceso de nanocristalización, durante el cual P-188 y P-407 estabilizan las partículas 

en el proceso de nucleación. Dicha estabilización evita la formación de agregados o 

aglomerados y por lo tanto el tamaño de partícula se encuentra en la escala nanométrica. 

Además es necesario mencionar que varios estudios in-vitro han demostrado que NPs 

con un tamaño menor a 60 nm son fácilmente fagocitadas (uptake process). Este 

fenómeno estaría directamente relacionado con un posterior efecto biológico15. 
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Tabla 3.1. 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, 𝐼𝑃𝑑 y 𝑃𝑍 de las muestras liofilizadas. ½ se emplea para indicar que la 

formulación presenta la mitad de dicho compuesto respecto al resto de los componentes usados. 

Muestras 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝐼𝑃𝑑 (nm) 𝑃𝑍 (mV) 

1M (P-188) 56,2±0,1 0,021±0,005 16,9±0,6 

1H (P-188) 49,0±0,5 0,015±0,002 16,8±0,5 

2M (P-407) 61,8±0,6 0,054±0,004 17,5±0,5 

2H (P-407) 59,0±0,7 0,013±0,005 17,1±0,6 

3M (PEG/P-188) 286,2±0,5 0,022±0,001 25,1±0,6 

3H (PEG/P-188) 233,3±0,1 0,020±0,009 24,7±0,5 

4M (PEG/P-407) 364,1±0,4 0,045±0,005 23,3±0,8 

4H (PEG/P-407) 345,7±0,9 0,026±0,007 23,5±0,4 

5M (EuRLPO/P-188) 355,2±0,1 0,014±0,006 33,2±0,5 

5H (EuRLPO/P-188) 378,1±0,7 0,032±0,004 31,4±0,5 

6M (EuRLPO/P-407) 384,1±0,1 0,031±0,002 30,9±0,3 

6H (EuRLPO/P-407) 394,2±0,5 0,040±0,008 34,6±0,1 

7M (1/2 PEG/EuRLPO/P-188) 215,4±0,3 0,019±0,009 29,7±0,2 

7H (1/2 PEG/EuRLPO/P-188) 225,9±0,1 0,020±0,006 27,6±0,5 

8M (1/2 PEG/EuRLPO/P-407) 237,5±0,6 0,055±0,004 22,7±0,3 

8H (1/2 PEG/EuRLPO/P-407) 258,8±0,2 0,021±0,004 26,5±0,4 

9M (PEG/EuRLPO/P-188) 266,4±0,1 0,023±0,003 29,7±0,3 

9H (PEG/EuRLPO/P-188) 253,1±0,2 0,031±0,008 30,1±0,6 

10M (PEG/EuRLPO/P-407) 287,3±0,3 0,014±0,004 20,2±0,5 

10H (PEG/EuRLPO/P-407) 269,4±0,2 0,041±0,001 21,4±0,3 

11M (PEG/EuRLPO) 140,6±0,1 0,037±0,006 24,7±0,6 

11H (PEG/EuRLPO) 178,1±0,4 0,028±0,008 24,1±0,4 

La formulación de las NPs de GB empleando los polímeros PEG 6000 y EuRLPO 

(11M y 11H) dio como resultado la formación de sistemas con un tamaño promedio de 

140 a 180 nm, mientras que aquellos sistemas conteniendo PEG 6000 y EuRLPO 

combinados con los poloxámeros dieron como resultado partículas en el orden de 200 a 

400 nm (ver Tabla 3.1). Resultados similares en términos de tamaño de partícula se 

obtuvieron durante la formulación de NPs de aciclovir, fármaco antiviral de amplio 

espectro, con Eudragit RLPO y P-18816. En todos los casos los sistemas formulados 

mostraron 𝐼𝑃𝑑 bajos (menores a 0,08 nm), demostrando homogeneidad en el tamaño 

determinado. 

El 𝑃𝑍es una propiedad de los materiales que miden el potencial eléctrico en la doble 

capa interfacial; es decir que es el punto donde se unen la capa difusa y la de Stern. Es 

la diferencia de potencial entre el medio de dispersión y la capa estacionaria unida a la 

partícula dispersada17–19. 

El 𝑃𝑍 está relacionado con la estabilidad de las dispersiones, ya que indica el grado de 

repulsión entre partículas adyacentes, cargadas en una dispersión20. Para sistemas con 
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un tamaño bajo, un alto 𝑃𝑍 le confiere estabilidad, ya que la suspensión se resistirá a la 

agregación, mientras que cuando el potencial es bajo, se tiende a cierta atracción entre 

partículas, se supera a la repulsión y se podrían formar flóculos21. 

Los resultados de 𝑃𝑍 obtenidos para las NPs de GB se muestran en la última columna 

de la Tabla 3.1. En todos los casos los valores son elevados (mayores a 16 mV), siendo 

los más bajos los alcanzados con NPs formuladas con los poloxámeros únicamente. Los 

valores de 𝑃𝑍 indican una alta carga positiva en la superficie de las NPs, que produce 

una repulsión entre las partículas y evita su agregación. Los valores de 𝑃𝑍 positivo 

obtenidos en este estudio se relacionan con la presencia de grupos amonio cuaternario 

presentes en el EuRLPO. Estos resultados eran esperables y coinciden con la 

formulación de NPs de glimepirida, otro fármaco hiploglucemiante de la familia de las 

sulfonilureas, empleando EuRLPO como polímero formador de la nanomatríz y P-188 

como estabilizante22. A partir de estos resultados se pudo confirmar que EuRLPO puede 

formar nanodispersiones con tamaño de partículas menores a 500 nm, y con carga 

superficial positiva, la cual es favorable para impartir propiedades mucoadherentes para 

estos sistemas.  

3.4.1.2. Microscopía electrónica de barrido 

La MEB es una herramienta muy útil para observar cambios morfológicos de los 

sistemas preparados, así como de las superficies luego de la solidificación de los 

mismos.  
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Figura 3.1. Micrografías de MEB de GB pura (A), las muestras 5H (B: estufa, C: liofilizada), 

6H (D: estufa, E: liofilizada) y 11H (F: estufa y G: liofilizada).  
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En la Figura 3.1 se observan micrografías de GB pura y de las muestras 5H 

(EuRLPO/P-188), 6H (EuRLPO/P-407) y 11 H (PEG/EuRLPO), obtenidas empleando 

microscopía electrónica de barrido. En este ensayo se buscó analizar el efecto de los 

diferentes tipos de poloxámeros sobre las estructuras de las partículas formadas a partir 

de ellos, por este motivo se seleccionaron muestras que contuvieran P-188, P-407 y 

sistemas sin poloxámeros conteniendo PEG 6000. 

El fármaco sin tratamiento se observó en forma de cristales irregulares. Las 

micrografías de las muestras con P-188 y P-407, y aquellas elaboradas con PEG 6000 

evidencian diferencias en los tamaños de las partículas entre las elaboradas por secado 

en estufa y por liofilizado, siendo estas últimas en todos los casos, cristales 

nanométricos. Estos resultados coinciden con los mostrados previamente por difracción 

de luz dinámica (ver Tabla 3.1), demostrando que al emplear secado por estufa se 

obtienen cristales de mayor tamaño.  

Para todos los sistemas, las imágenes de MEB demuestran que las partículas de GB 

han cambiado de forma, de superficie y disminuido su tamaño, luego de los diferentes 

procesos tecnológicos aplicados. 

3.4.1.3. Eficacia de encapsulación 

En la Tabla 3.2 se muestran los valores de la eficacia de encapsulación calculados para 

las MPs y NPs de GB obtenidas mediante la técnica de precipitación. De acuerdo con 

los resultados obtenidos es posible determinar que el estabilizante (P-188 o P-407) 

empleado afecta en gran medida la eficacia de encapsulación, así como también los 

rendimientos que se alcanzaron.  

Los rendimientos obtenidos con esta técnica estuvieron por debajo del 35%. En 

general con el poloxámero P-407 se encontraron los rendimientos más altos. La eficacia 

de encapsulación en casi todos los casos fue ampliamente superior al 30%, a  excepción 

de  la  muestra  3H (PEG 6000/P-188). 
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Tabla 3.2. 𝑅 y 𝐸𝑓𝐸 de las muestras.  

Los  valores más altos fueron de un: 98,23; 97,35 y 97,88 %;  para las muestras 4, 8 y 

10 respectivamente (todas elaboradas a partir de P-407). Los resultados aquí 

presentados estarían indicando que el empleo de P-407 en la elaboración de partículas 

llevando a cabo esta metodología sería más recomendable (en cuestiones de rendimiento 

y eficacia de encapsulación) que el empleo de P-188 o la ausencia de ambos 

poloxámeros utilizando únicamente EuRLPO y PEG 6000. Esto se debería, 

posiblemente, a que el P-407 forma micelas esféricas donde el núcleo de las micelas se 

compone de 65 unidades de OP (hidrofóbicos), mientras que la corona está formada por 

bloques de 200 unidades de OE (hidrofílicos). En el caso del P-188 hay 29 unidades de 

OP y 153 de OE. Estas diferencias hacen que el P-407 tenga mayor capacidad de formar 

micelas con fármacos hidrofóbicos como GB y debido a ello la eficacia de 

encapsulación con este poloxámero es mayor23. 

3.4.1.4. Solubilidad en agua 

Se estudió la 𝑆𝐺𝐵 en las partículas obtenidas en agua a 25 ºC, los resultados se 

presentan en la Tabla 3.3. 

  

Muestras Composición 
𝐸𝑓𝐸 (%) 𝑅 (%) 

M H M H 

1M/1H P-188 51,68±0,09 47,24±0,06 27,98±0,07 24,55±0,09 

2M/2H P-407 59,03±0,07 63,40±0,05 30,60±0,08 33,18±0,06 

3M/3H PEG 6000/P-188 36,79±0,04 27,05±0,08 12,50±0,07 12,50±0,04 

4M/4H PEG 6000/P-407 92,07±0,09 98,23±0,03 27,87±0,04 27,00±0,06 

5M/5H EuRLPO/P-188 68,01±0,08 61,76±0,06 20,00±0,05 17,75±0,05 

6M/6H EuRLPO/P-407 59,90±0,06 36,90±0,04 27,37±0,07 18,12±0,04 

7M/7H PEG 6000/EuRLPO/P-188 48,69±0,06 54,69±0,08 18,44±0,09 23,67±0,07 

8M/8H PEG 6000/EuRLPO/P-407 96,86±0,04 97,35±0,08 24,11±0,07 31,00±0,08 

9M/9H PEG 6000/EuRLPO/P-188 67,99±0,09 72,53±0,09 21,00±0,08 21,30±0,07 

10M/10H PEG 6000/EuRLPO/P-407 97,88±0,08 65,75±0,09 19,50±0,07 18,60±0,05 

11M/11H PEG 6000/EuRLPO 60,36±0,05 53,14±0,05 28,83±0,06 25,17±0,04 
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Tabla 3.3. 𝑆𝐺𝐵 de las muestras.  

Muestras 𝑆𝐺𝐵 (µg/ml) 

Secado Estufa Liofilizado 

GB sin tratar 22,3±0,2 

1M (P-188) 182,6±0,7 184,0±0,4 

1H (P-188) 176,2±0,5 188,6±0,5 

2M (P-407) 177,1±0,9 192,2±0,9 

2H (P-407) 173,5±0,7 189,9±0,6 

3M (PEG/P-188) 27,3±0,2 51,4±0,6 

3H (PEG/P-188) 96,4±0,1 115,2±0,2 

4M (PEG/P-407) 140,3±0,7 189.9±0,3 

4H (PEG/P-407) 157,4±0,3 190,1±0,6 

5M (EuRLPO/P-188) 28,2±0,1 56,10±0,7 

5H (EuRLPO/P-188) 97,8±0,5 121,9±0,4 

6M (EuRLPO/P-407) 144,7±0,3 186,3±0,8 

6H (EuRLPO/P-407) 140,1±0,1 158,9±0,6 

7M (1/2 PEG/EuRLPO/P-188) 26,5±0,4 49,3±0,2 

7H (1/2 PEG/EuRLPO/P-188) 94,7±0,6 110,2±0,3 

8M (1/2 PEG/EuRLPO/P-407) 149,8±0,4 187,4±0,5 

8H (1/2 PEG/EuRLPO/P-407) 166,2±0,1 191,4±0,4 

9M (PEG/EuRLPO/P-188) 26,4±0,4 55,1±0,5 

9H (PEG/EuRLPO/P-188) 94,3±0,7 114,1±0,3 

10M (PEG/EuRLPO/P-407) 155,2±0,7 188,3±0,5 

10H (PEG/EuRLPO/P-407) 179,5±0,4 192,1±0,3 

11M (PEG/EuRLPO) 25,0±0,2 47,4±0,1 

11H (PEG/EuRLPO) 95,7±0,6 121,3±0,7 

En todas las NPs la solubilidad de GB fue superior a la solubilidad de la GB sin tratar. 

Los valores de solubilidad obtenidos van desde 22,3  µg/ml para la GB pura, a 192 

µg/ml.  

En las muestras 3M, 5M, 7M, 9M y 11M secadas en estufa no se evidenció un gran 

incremento en la solubilidad, mientas que las mismas secadas por liofilización 

mostraron valores de solubilidad algo más elevados. Este resultado era esperado debido 

a la reducción de tamaño de partícula que aumenta la superficie de contacto con el 

medio acuoso e induce una mayor solubilización. Cabe señalar que una mayor 

solubilidad permitiría aumentar el gradiente de concentración entre el lumen y la sangre 

y, en consecuencia, es posible que se incremente la capacidad de absorción del 

fármaco24. 

Por otro lado al cambiar el tipo de agitación durante el preparado de dichas muestras, 

empleando el homogeneizador en lugar de agitador magnético (sistemas: 3H, 5H, 7H, 

9H y 11H), la solubilidad acuosa aparente de GB aumenta hasta 5 veces con respecto a 

la solubilidad de GB pura. Estos resultados, además de estar relacionados con la 
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reducción del tamaño de partícula, responderían a que durante la agitación a alta 

velocidad se favorece la dispersión de GB en la solución y un mayor contacto con los 

poloxámeros, que poseen propiedades tensioactivas. De esta manera, las partículas 

quedarían mejor recubiertas por estas moléculas, lo que favorece su solubilidad. 

Es importante destacar que los sistemas formulados con P-407 mostraron valores de 

solubilidad mayores en comparación con los otros sistemas y en particular se 

incrementó en 6 veces la solubilidad respecto a la GB de partida.  

Además y como era de esperar, se observaron mayores valores de solubilidad en las 

muestras liofilizadas respecto a las secadas en estufa, debido al menor tamaño de 

partícula obtenido en dichos sistemas. 

3.4.1.5. Ensayo de disolución 

El ensayo de disolución es una herramienta fundamental para analizar si los procesos 

de obtención de MPs y NPs tienen algún impacto favorable sobre el fenómeno de la 

disolución. Su importancia se basa en el hecho que una muestra sólida debe disolverse 

para atravesar las barreras biológicas y mejorar la biodisponibilidad.  

En este estudio se analizaron los perfiles de disolución de GB sin tratar y de las 

muestras 5H (GB-EuRLPO/P-188), 6H (GB-EuRLPO/P-407) y 11H (GB- 

EuRLPO/PEG).  

Tal como se observa en la Figura 3.2 los sistemas que fueron liofilizados presentaron 

un mayor perfil de disolución que las muestras secadas en estufa y esa tendencia se 

mantuvo durante todo el ensayo (durante 6 horas). Se podría postular que este fenómeno 

se basa en las diferencias en el tamaño de partícula entre los sistemas secados en estufa 

y por liofilización, siendo estos últimos valores menores a escala nanométrica.  

Si bien, para aquellas muestras secadas en estufa se obtuvieron buenos porcentajes de 

GB disuelta respecto a la disolución de GB sin tratar, no fue posible lograr una 

disolución mucho mayor al 60% luego de 6 h. Este resultado se podría interpretar como 

una potencial disolución controlada del fármaco, que si bien no es el objetivo de este 

trabajo, se podría considerar en el futuro, tomando en cuenta la necesidad de 

formulaciones de GB de liberación controlada. De todas maneras, estos resultados 

coinciden con el trabajo de Dora y colaboradores25, que formularon NPs de GB con P-

188 y Eudragit L100, otro derivado polimérico de características similares a los 

empleado en esta tesis. Los autores describieron una rápida disolución en los primeros 
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minutos, similares a los perfiles de la Figura 3.2, pero luego se produjo una disolución 

más controlada hasta el final del ensayo.  

 

Figura 3.2. Perfiles de disolución de GB en buffer fosfato a pH 7,5 y 37 ºC para las NPs 

formuladas por homogeneización. 

Contrariamente a lo que ocurre con los sistemas secados en estufa, las muestras que 

fueron liofilizadas presentan perfiles de disolución de GB elevados, que alcanzan el 100 

% de eficacia luego de 2 horas para la muestra con PEG (11), y al 80 % en ese tiempo 

para las muestras 5 (GB-EuRLPO/P-188) y 6 (GB-EuRLPO/P-407). 

A pesar de la falta de referencias a modelos matemáticos aplicados sobre sistemas 

compuestos por tensioactivos, en este trabajo se aplicaron ecuaciones para analizar la 

liberación y disolución de GB desde los sistemas formulados. En todos los casos los 

perfiles de disolución fueron ajustados al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas, cuyas 

curvas son representadas en la Figura 3.2, y los parámetros estadísticos (coeficiente de 

correlación r2) y cinéticos obtenidos del ajuste se resumen en la Tabla 3.4. 

Tabla 3.4. Parámetros cinéticos (a y n) y estadísticos (r2) del ajuste al modelo de Korsmeyer-

Peppas. 

Parámetros GB s/tratar 5H L 6H L 11H L 5H E 6H E 11H E 

a 0,02 0,18 0,10 0,40 0,18 0,08 0,04 

n 0,42 0,35 0,44 0,19 0,26 0,44 0,43 

r2
 

0,99 0,97 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99 

El modelo Kosmeyer-Peppas generalmente se utiliza para analizar la liberación de 

fármacos desde formas farmacéuticas en las cuales el fármaco se encuentra en una 
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matriz polimérica. En este tipo de matrices, el medio líquido (fluido biológico) penetra 

en la matriz causando una relajación de los enlaces poliméricos o un aumento del 

volumen de la matriz por absorción (sweeling) del medio líquido, lo que posteriormente 

produce la liberación de una manera específica26.  

 De acuerdo a los resultados de este ensayo, los valores de r2 lineal fueron elevados 

(mayores a 0,97). Los valores de n fueron menores a 0,45, por lo que el mecanismo de 

difusión que se propone para la disolución de GB, partiendo de este tipo de sistemas 

como de GB sin tratar, es de tipo Fickiano, que implica que la velocidad de difusión a 

través de una membrana es directamente proporcional al gradiente de concentración del 

fármaco a ambos lados de la misma e inversamente proporcional al grosor de la 

membrana, en este caso, de la matriz polimérica. 

3.4.2. Nanopartículas formuladas con Eudragit y polietilenglicoles de 

diferente peso molecular 

3.4.2.1. Tamaño de partícula, índice de polidispersidad y potencial zeta 

Considerando los resultados obtenidos previamente (punto 3.4.1), se formularon NPs 

de GB con EuRLPO y PEGs de distinto peso molecular (400, 1500 y 3000) como 

formadores de matriz. Los sistemas se prepararon empleando agitación magnética y 

homogeneización y se secaron únicamente por liofilización. 

Se determinó el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 e 𝐼𝑃𝑑 de las NPs de GB formuladas y se determinó el 𝑃𝑍 en 

cada uno de los casos, tal como se describe en la Tabla 3.5. 

Tabla 3.5. 𝑻𝒑𝒂𝒓𝒕í𝒄𝒖𝒍𝒂, 𝑰𝑷𝒅 y 𝑷𝒁 de las NP de GB.  

Muestras 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝐼𝑃𝑑 (nm) 𝑃𝑍 (mV) 

11M (PEG 6000) 140,6±0,1 0,037±0,006 24,7±0,6 

11H (PEG 6000) 178,1±0,4 0,028±0,008 24,1±0,4 

12M (PEG 3000) 197,3±0,2 0,015±0,004 19,2±0,4 

12H (PEG 3000) 201,9±0,4 0,014±0,008 18,4±0,1 

13M (PEG 1500) 225,2±0,7 0,050±0,007 14,1±0,3 

13H (PEG 1500) 264,1±0,5 0,012±0,004 12,7±0,5 

14M (PEG 400) 298,4±0,4 0,022±0,009 5,7±0,4 

14H (PEG 400) 317,5±0,6 0,013±0,007 5,9±0,9 

15M (sin PEG) 358,6±0,3 0,061±0,005 -21,1±0,6 

15H (sin PEG) 459,7±0,2 0,024±0,004 -11,9±0,1 
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Los resultados presentados en la Tabla 3.5 muestran que a medida que disminuye el 

peso molecular de PEG, las NPs poseen un mayor  𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎. 

En la Figura 3.3 se representa la relación entre el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 obtenido y el peso 

molecular de PEG empleado. Puede observarse que el tamaño disminuye de manera 

exponencial (r2 = 0,9876) con el aumento del peso molecular para el rango ensayado. 

Esto podría deberse a que al aumentar el peso molecular del PEG es mayor la cantidad 

del polímero que se disuelve en la fase acuosa, ya que aumenta su solubilidad en agua, y 

queda menos cantidad de PEG libre para formar las NPs de GB. También podría 

considerarse que una mayor cantidad de cadenas poliméricas de PEG 400 (de menor 

PM) podrían recubrir las partículas, en comparación aquellas muestras en las que se 

usan PEGs de mayor peso molecular (PEG 1500, 3000 y 6000), que a su vez 

incrementaría el tamaño de partícula de GB. Es necesario mencionar que no hay datos 

en la literatura relacionados con este fenómeno, lo que transforma estos resultados en 

novedosos, siendo necesario realizar más estudios en el futuro para confirmar las 

hipótesis mencionadas. 

 

Figura 3.3. Correlación entre el  𝑻𝒑𝒂𝒓𝒕í𝒄𝒖𝒍𝒂y el PM de PEG empleado. 

Por otro lado, en la Tabla 3.5, se observa que el 𝑃𝑍 en ausencia de PEG (en el caso en 

que solo se trabajó con EuRLPO) presentó valores negativos, mientras que a partir del 

empleo de PEG y a medida que aumentó el peso molecular del mismo el potencial zeta 
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promedio de las partículas de GB fue aumentando. Es posible que el PEG esté 

influenciando la carga superficial de la partícula, ubicándose probablemente en la 

superficie externa de la misma. 

Se han encontrado en la bibliografía trabajos previos en los que, empleando PEG en 

combinación con otros polímeros, el 𝑃𝑍 fue pasando desde valores positivos a 

negativos27. 

3.4.2.2. Microscopía electrónica de barrido 

Luego del proceso de secado se empleó MEB para analizar la morfología y superficie 

de los nanosistemas obtenidos a partir de los dos métodos de agitación (magnética y 

homogeneizador). Las micrografías de las NPs se muestran en la Figura 3.4. Las 

imágenes se muestran con una ampliación de 20 kX, y en todos los casos, la barra 

representa un tamaño de 1µm. 

Las NPs formuladas mediante agitación magnética presentaron una estructura cuasi 

esférica, con asociaciones en forma de ramificación. En general, el tamaño obtenido 

mediante esta técnica fue similar al determinado previamente en las NPs (ver Tabla 3.5) 

y no se detectaron partículas de mayor tamaño o diferente estructura.  

Por el contrario, las NPs preparadas empleando homogeneizador mostraron una 

estructura cúbica con una superficie irregular y el tamaño fue ligeramente diferente al 

obtenido en el punto anterior.  

En ningún caso se alcanzó a detectar la presencia de poros que podrían modificar la 

disolución de GB. 
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Figura 3.4. Micrografías de MEB de las NPs de GB y PEG de diferentes PM. 11M (A), 11H 

(B), 12M (C), 12H (D), 13M (E), 13H (F), 14M (G), 14H (H), 15M (I) y 15H (J). 
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3.4.2.3. Calorimetría diferencial de barrido 

En general, las interacciones entre un fármaco y distintos excipientes pueden influir en 

las propiedades fisicoquímicas, farmacológicas y el comportamiento del mismo. Una de 

las técnicas más empleadas para evaluar esas interacciones es la CDB, que por medio de 

un análisis térmico es posible observar los posibles estados de transición vítrea de un 

sólido frente al incremento de la temperatura.  

También es posible evaluar potenciales transiciones de un estado cristalino a amorfo si 

se producen cambios en el punto de fusión del fármaco28. 

Tabla 3.6. Análisis térmico de los nanosistemas y sus componentes. 

Muestras 

∆𝐻𝑚 (J/g) 

𝐶𝑚(%) 
EuRLPO PEG 

GB  

(Temperatura de fusión: 173 °C) 

GB sin tratar - - 138,87 100,00 

Eu RLPO 22,85 - - - 

PEG 400 - 154,30 - - 

PEG 1500 - 168,74 - - 

PEG 3000 - 175,84 - - 

PEG 6000 - 205,43 - - 

11M (PEG 6000) 5,36 54,88 102,48 73,80 

11H (PEG 6000) 4,98 57,41 107,26 77,24 

12M (PEG 3000) 4,94 52,93 84,83 61,09 

12H (PEG 3000) 5,75 48,75 87,40 62,94 

13M (PEG 1500) 2,28 22,96 55,01 39,61 

13H (PEG 1500) 4,59 24,81 58,33 42,00 

14M (PEG 400) 4,81 12,16 51,34 36,97 

14H (PEG 400) 3,35 13,94 49,75 35,82 

15M (sin PEG) 10,18 - 42,64 30,70 

15H (sin PEG) 9,85 - 45,73 32,93 

Los valores de entalpía de fusión (∆𝐻𝑚) de GB, las NPs y los componentes de las 

mismas se muestran en la Tabla 3.6. El análisis térmico del fármaco sin tratamiento 

indicó un pico endotérmico a 173 ºC (con un valor de ∆𝐻𝑚 de 138,87 J/g). La entalpía 

para los nanosistemas mostró en todos los casos valores más bajos que los obtenidos 

para GB sin tratar. Sin embargo, cuando fueron empleadas NPs formuladas con PEG de 

alto PM, como PEG 6000 o 3000 (muestras 11 y 12) los valores de entalpía de fusión 

para GB fueron más altos y cercanos a lo obtenido con GB sin tratamiento. 

Se calculó el 100 % de cristalinidad total (𝐶𝑚) en base al valor obtenido para GB pura. 

El análisis térmico de las NPs exhibió resultados que se relacionan con el PM de los 
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PEGs. A medida que se incrementó el PM se observó un mayor grado de cristalinidad 

de GB.  

Es posible postular, en este caso, que el estado cristalino del fármaco se podría 

estabilizar con mayor grado a medida que se incrementa el PM de los PEGs estudiados, 

sin embargo no hemos hallado datos en la literatura que avalen este postulado. 

3.4.2.4. Análisis de difracción de rayos X 

La Figura 3.5 se muestran los espectros de rayos X de GB y de las NPs de GB 

obtenidas con agitación magnética (3.5 A) y homogeneizador (3.5 B).  

GB presentó dos picos intensos y característicos alrededor de 20 2θ, coincidentes con 

los datos de la bibliografía. Los mismos picos se observaron en los todos los 

nanosistemas estudiados, sin embargo la intensidad en estos casos es significativamente 

menor, lo que podría deberse a una reducción de la cristalinidad. Este efecto se ve más 

claramente en las NPs elaboradas con agitación magnética (Figura 3.5 A).  

Estos resultados y los obtenidos a partir del análisis térmico sugieren que la 

cristalinidad del fármaco se ha reducido de manera parcial.  

 

 

Figura 3.5. Patrones de DRX de GB sin tratar y las NPs elaboradas empleando agitación 

magnética (A) y homogeneizador (B). 

3.4.2.5. Eficacia de encapsulación  

Se calculó la 𝐸𝑓𝐸 de GB para cada una de las NPs formuladas, los valores obtenidos 

se muestran en la Tabla 3.7. 
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Tabla 3.7. 𝐸𝑓𝐸 de GB para las NPs. 

Muestras 𝐸𝑓𝐸 (%) 

11 M 60,36±0,06 

11 H 53,15±0,04 

12 M 91,00±0,05 

12H 90,79±0,08 

13M 94,26±0,05 

13H 93,77±0,02 

14M 95,93±0,03 

14H 90,40±0,05 

15M 96,58±0,07 

15H 93,81±0,05 

Los porcentajes de GB encapsulada para la elaboración de NPs fue superior al 90%, 

excepto en los casos en que se empleó como estabilizante el PEG 6000 (11M y 11H), en 

el cual la eficacia fue significativamente inferior (M: 60% y H: 53%). Estos resultados 

pueden deberse a que el PEG se ubicaría en la interface entre el polímero y el fármaco y 

al aumentar el PM, aumenta también la capacidad para excluir a la GB, disminuyendo 

así la eficacia de entrampado, Peracchia y colaboradores han postulado previamente la 

influencia del PEG en la eficacia de encapsulación29. 

3.4.2.6. Solubilidad en agua 

En la Tabla 3.8 puede observarse que en las NPs formuladas la 𝑆𝐺𝐵 fue superior a la 

solubilidad de la GB sin tratar (excepto en la muestra 15M, elaborada con GB y 

EuRLPO sin PEG con M, donde la solubilidad no fue superior).  

Tabla 3.8. 𝑆𝐺𝐵 en las NPs. 

Muestras 𝑆𝐺𝐵  (µg/ml) 

GB s/tratar 22,3±0,2 

11M 47,5±0,1 

11H 121,3±0,1 

12M 45,5±0,1 

12H 67,9±0,2 

13M 38,5±0,1 

13H 41,5±0,5 

14M 30,0±0,1 

14H 38,0±0,1 

15M 22,0±0,1 

15H 31,8±0,3 

Se puede observar en la Tabla 3.8 que a medida que aumenta el peso molecular del 

PEG empleado también aumenta la solubilidad en agua de la GB. Estos resultados 
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estarían directamente relacionados con la disminución en el radio promedio de las NPs; 

es decir, a menor tamaño se observa una mayor solubilidad acuosa de GB.  

Cabe destacar que el aumento en la solubilidad fue más significativo para aquellas 

muestras que fueron elaboradas por agitación a altas velocidades. Como se mostró 

previamente por MEB (ver Figura 3.4 en la Página 70), las NPs elaboradas empleando 

el homogeneizador mostraron una estructura superficial diferente a las formuladas por 

agitación magnética, lo que explicaría las diferencias significativas en la solubilidad 

acuosa de GB obtenidas para las NPs. Sin embargo no se han encontrado antecedentes 

en la bibliografía en dónde se evalúe el tipo de agitación durante la formulación con la 

solubilidad acuosa final del fármaco. 

3.4.2.7. Ensayo de disolución de glibenclamida 

En la Figura 3.6 se muestran los perfiles de disolución de GB desde las NPs y se 

compara con el obtenido para GB sin tratamiento previo. En la parte A se exhiben los 

perfiles de disolución de las NPs preparadas con agitación magnética y en la sección B 

los perfiles de las NPs preparadas con homogeneizador. Los resultados presentan un 

incremento de la velocidad de disolución de GB para todas las NPs respecto a la 

obtenida con GB sin tratar. 

Tal como se puede observar, el incremento de la velocidad de disolución de GB se 

correlaciona directamente con el incremento del PM del PEG. Este fenómeno podría 

deberse a una mayor capacidad de humectación a medida que aumenta el PM, y por 

ende mayor disolución a los largo del tiempo. Por otro lado, las NPs formuladas con 

PEG de mayor peso molecular presentaron tamaños de partícula menores y, como se ha 

encontrado previamente, el tamaño es uno de los factores que afectan de manera más 

significativa la velocidad de disolución de diversos sistemas30,31. 

Además, en la Figura 3.6 se pueden diferenciar claramente dos mecanismos de 

disolución distintos.  
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Figura 3.6. Perfiles de disolución de NPs de GB con PEGs de diferente PM, empleando 

agitación magnética (A) y homogeneizador (B) durante su formulación. 
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En el caso de las NPs 11 y 12, formuladas con PEGs 6000 y 3000 respectivamente, los 

perfiles de disolución son correlativos con el modelo de disolución de Korsmeyer-

Peppas, el mismo intenta explicar mecanismos de disolución de fármacos donde se 

presenta una erosión y/o disolución de la matriz, siendo común en sistemas 

poliméricos32.  

Por el contrario las NPs formuladas con PEGs de bajo PM (13 y 14) o sin PEG (15) 

mostraron perfiles de disolución de tipo sigmoideos que fueron ajustados al modelo de 

Weibull. Este modelo representa la disolución de fármacos a partir de estructuras de tipo 

matriciales, ya que en principio la disolución es lenta, y a un determinado tiempo 

(cuando la matriz logra romperse) aumenta repentinamente la disolución hasta llegar a 

su valor máximo. Esto podría indicar las NPs elaboradas sin PEG o con PEGs de bajo 

PM presentan una estructura matricial. 

3.4.2.8. Ensayo de liberación de glibenclamida 

En las Figuras 3.7 y 3.8 se exhiben los perfiles de liberación de GB desde las NPs y 

para GB sin tratar en dos soluciones de distinto pH: fluido gástrico simulado a pH 1,6 

(Figura 3.7) y fluido intestinal simulado a pH 6,5 (Figura 3.8).  

En las Figuras 3.7 (A y B) se exhiben los perfiles de liberación de GB para las NPs 

preparadas con agitación magnéica (A) y homogeneizador (B) en el medio que simula 

fluido gástrico. Los perfiles de liberación de GB a partir de las NPs son ajustados al 

modelo de Korsmeyer-Peppas descripto previamente. 

En la Figura 3.8 se observan los perfiles de disolución de GB a partir de las NPs, en 

medio simulado de fluido intestinal. Nuevamente se separa el análisis entre aquellas 

muestras formuladas mediante agitación magnética (A) y homogeneizador (B). 
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Figura 3.7. Perfiles de liberación, en medio simulado de fluido gástrico, de GB desde las NPs 

formuladas empleando agitación magnética (A) y homogeneizador (B) durante su formulación. 
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Figura 3.8. Perfiles de liberación, en medio simulado de fluido intestinal, de GB desde las NPs 

formuladas empleando agitación magnética (A) y homogeneizador (B) durante su formulación. 
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Los resultados obtenidos fueron ajustados a diferentes modelos matemáticos para 

explicar el fenómeno de liberación de GB. En ambos casos (muestras formuladas por 

agitación magnética y por homogeneizador) se evidenció un modelo sigmoideal de 

liberación de GB para aquellos nanosistemas elaborados sin PEG. Para el resto de las 

muestras los perfiles de disolución de GB fueron correctamente ajustados a la cinética 

de Korsmeyer-Peppas. 

Si se comparan los resultados obtenidos para las NPs respecto a la disolución y la 

liberación podemos observar una importante diferencia respecto al tipo de ajuste para 

los casos en los que se emplea PEG de bajo PM. La disolución ajusta a modelos de tipo 

sigmoideos, mientras que la liberación fue modelada empleando la ecuación de 

Korsemeyer-Peppas. Esto podría deberse al empleo de diferentes medios en la 

evaluación de cada uno de los fenómenos, pero el motivo principal podría ser el empleo 

de las bolsas de diálisis (durante el ensayo de liberación) que permitiría que el fármaco 

se libere de forma continua. 

3.4.2.9. Interacción de nanopartículas con proteínas del mucus 

Como se explicó en el Capítulo 2 punto 2.2.2.4.4, ciertas NPs pueden disminuir su 

movilidad en presencia de proteínas del mucus (mucinas), debido a que interaccionan 

con estas, reduciendo así la capacidad de dichos sistemas de atravesar la membrana 

celular. 

En base a ello, y en una primer instancia, se decidió evaluar el comportamiento de dos 

NPs comerciales, con diferentes capacidades de adhesión a mucinas: NPs control que no 

interaccionan con las proteínas del mucus (Figura 3.9 A) y NPs control que 

interaccionan fuertemente con mucinas (Figura 3.9 B). En ambos casos en la parte 

superior se observan los resultados del tamaño estimado en base a la movilidad de las 

NPs en ausencia de mucinas y en la parte inferior en presencia de las mismas.  

En el caso de las NPs de la Figura 3.9 A se observa que el perfil de distribución de 

tamaño no se ve modificado en presencia de las mucinas. Por el contrario cuando las 

NPs interaccionan con las proteínas del mucus, la movilidad de las NPs se ve 

disminuida, aparentando un mayor tamaño, como puede observarse en la Figura 3.9 B. 
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Figura 3.9. Distribución del 𝑻𝒑𝒂𝒓𝒕í𝒄𝒖𝒍𝒂 para dos NPs control de 200 nm en ausencia y presencia 

de proteínas del mucus. 

Luego, para el análisis de las partículas desarrolladas se llevó a cabo el mismo análisis. 

Los resultados se observan en la Tabla 3.9. 

Tabla 3.9. 𝑻𝒑𝒂𝒓𝒕í𝒕𝒖𝒄𝒍𝒂 estimado por desplazamiento relativo y el efecto de mucinas sobre el 

mismo. 

NP 
Agitación magnética Homogeneizador 

Sin mucinas Con mucinas Sin mucinas Con mucinas 

11 150±50 184±40 189±30 204±50 

12 201±40 220±20 190±30 230±20 

13 214±20 209±30 266±10 259±30 

14 283±30 292±10 301±30 317±20 

15 328±20 382±20 496±20 504±30 

Como puede verse en la Tabla 3.9 los tamaños obtenidos para las NPs en ausencia de 

mucinas mediante esta técnica no varía significativamente de los obtenidos por 

dispersión de luz dinámica (ver Tabla 3.5, Página 67). 

Respecto a la interacción con mucinas, las NPs elaboradas con PEG de bajo peso 

molecular como PEG 1500 y PEG 400 o sin PEG (muestras 13, 14 y 15 

respectivamente) no mostraron cambios significativos en el tamaño relativo obtenido, lo 

que podría indicar una interacción nula con las proteínas del mucus. Esto puede deberse 

principalmente a la carga que presentan dichas partículas (ver valores de 𝑃𝑍 en Tabla 
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3.5), ya que presentan carga negativa (al igual que las mucinas) o carga positiva baja, no 

permitiendo así interacciones electrostáticas fuertes entre sí.  

Por otro lado aquellas NPs formuladas con PEG de peso molecular alto mostraron 

ciertas diferencias entre su tamaño relativo antes y después de ponerse en contacto con 

mucinas. Si bien los cambios fueron poco significativos, se observa una tendencia al 

aumento de la desviación estándar de los valores de tamaño obtenidos, pudiendo indicar 

que algunas NPs se encuentran interaccionando con las proteínas. En este sentido es 

importante destacar que las NPs mencionadas presentaron valores de 𝑃𝑍 (ver Tabla 3.5) 

positivos y algo más elevados que el resto de los nanosistemas estudiados. 

3.4.2.10. Viabilidad celular 

Para evaluar la presencia de un potencial efecto tóxico de las NPs sobre las células, se 

realizó el ensayo MTT (ver Capítulo 2, sección 2.2.2.4.6) en células Caco-2 en 

proliferación. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, después de 24 y 48 horas de incubación de las 

células con las NPs, la viabilidad celular fue similar a la de las células control (aquellas 

no tratadas con NPs) a altas concentraciones de NPs (2 mg/ml), lo que sugiere la 

ausencia de daño celular, en tales condiciones.  

Los resultados se pueden ver en la Figura 3.10. 

 

Figura 3.10. Sobrevida celular de cultivos de células Caco-2 en presencia de las NPs. 
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3.4.2.11. Ensayos de transporte 

3.4.2.11.1. Control de resistencia epitelial transmembrana 

Los cultivos de células Caco-2, en las condiciones estudiadas, mostraron altos valores 

de TEER luego de solo 5 días posteriores a ser sembradas en los Transwells®. Los 

valores TEER se estabilizaron después del día 8 en un valor cercano a 1400 Ω cm2, lo 

que indica que la barrera epitelial se encuentra en óptimas condiciones. 

Estudios anteriores sugirieron la formación de uniones estrechas funcionales pocos 

días después de la siembra de células en membranas Transwells®33,34, en este caso el 

cultivo de Caco-2 observó propiedades bioeléctricas equivalentes a las que se habían 

descrito. 

Se evaluaron los sistemas formulados con agitación magética (Figura 3.11 A) y con 

homogeneizador (Figura 3.11 B). También se compararon con los controles del medio 

celular y con el fármaco de partida.  

Tal como se puede observar, los valores TEER no se alteran significativamente 

durante la prueba de transporte, lo que indica el mantenimiento de la integridad de la 

membrana de las células Caco-2.  

Para las muestras elaboradas por agitación magnética y en la 3.11 B para 

homogeneizador, además en ambos casos se presentan los controles llevados a cabo con 

el cultivo celular y el medio o GB sin tratar. 

 

Figura 3.11. Evolución de los valores de TEER para cultivos de células Caco-2 durante el 

tratamiento con GB sin tratar, las NPs y medio de cultivo (control positivo). 

3.4.2.11.2. Control de la permeabilidad de glibenclamida 

La membrana celular es una barrera selectiva que permite la penetración de moléculas 

pequeñas como nutrientes, factores de crecimiento y anticuerpos. 
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En esta parte del trabajo se estudió el transporte de GB desde el compartimiento apical 

al basolateral pasando por una monocapa celular de Caco-2. Para ello se calculó la 

permeabilidad aparente de GB (ver Capítulo 2, Página 41) a partir de GB sin tratar y a 

partir de las NPs formuladas, los resultados se muestran en la Figura 3.12. 

 

Figura 3.12. 𝑷𝒂𝒑𝒑 de GB sin tratar y las NPs de GB y PEG a través de una monocapa de células 

Caco-2. 

Los resultados muestran que la permeabilidad aparente de GB aumenta 

significativamente al emplear cualquiera de las NPs formuladas. Sin embargo, el 

aumento de la 𝑃𝑎𝑝𝑝 fue más importante para aquellas NPs elaboradas con PEGs de 

mayor peso molecular. Esto podría deberse al menor tamaño de las NPs formuladas en 

dichas condiciones, que les permitiría atravesar la membrana celular de forma más 

efectiva.  

En adición, cuando PEGs de alto PM fueron empleados, la velocidad de liberación 

mostró ser mayor, por lo tanto, una vez atravesada la membrana celular, las NPs tendrán 

una gran capacidad de liberar el fármaco. 

3.4.3. Diseño y optimización de nanopartículas formuladas con 

Eudragit, polietilenglicol 6000 y poloxámeros 

3.4.3.1. Fase de screening 

El DOE es una técnica estadística que permite identificar y cuantificar las causas de un 

efecto dentro de un estudio experimental de forma que con el mínimo número de 

pruebas se consiga obtener información útil para llegar a conclusiones que permitan 
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optimizar la configuración de un proceso o producto. En consecuencia, durante la 

primera etapa de este trabajo se llevó a cabo un diseño de Plackett-Burman para estudiar 

los factores que podrían afectar a las propiedades de las NPs.  

Cada uno de los factores (cantidades de P-188, P-407, EuRLPO y PEG 6000, y el tipo 

de agitación empleado) fue evaluado a dos niveles (el máximo y el mínimo propuestos 

para la elaboración de NPs). La evaluación consistió en el análisis de los distintos 

factores sobre las respuestas (rendimiento, eficacia de entrampado, tamaño de partícula 

y solubilidad), se realizaron 12 experimentos independientes, y con estos resultados se 

llevó a cabo un ensayo de análisis de varianza (ANOVA), cuyos resultados se muestran 

en la Tabla 3.10. 

Tabla 3.10. Valores de p obtenidos para cada uno de los factores sobre las respuestas. 

 𝑅 (%) 𝐸𝑓𝐸 (%) 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝑆𝐺𝐵 (µg/ml) 

Modelo 0,0001 0,0009 0,0013 ˂0,0001 

P-188 (mg) ˂0,0001 0,0086 0,0009 ˂0,0001 

P-407 (mg) 0,0110 0,0060 0,0009 ˂0,0001 

EuRLPO (mg) 0,1775 0,0002 0,9920 ˂0,0001 

PEG 6000 (mg) 0,0141 0,0070 08968 ˂0,0001 

Agitación 0,7152 0,6279 0,0042 0,9012 

En la Tabla 3.10 puede observarse que para todas las respuestas estudiadas se logró 

modelar su comportamiento de manera significativa. Sobre el 𝑅 los factores 

significativos fueron: la cantidad de P-188, de P-407 y de PEG 6000; esto estaría 

indicando que la cantidad del polímero EuRLPO no afectaría significativamente el 𝑅 

obtenido.  

Se encontró que la 𝐸𝑓𝐸 se ve afectada significativamente por las cantidades de los 

excipientes usados. Estos factores estarían alterando la capacidad de que GB forme 

parte de las NPs, es decir que los componentes y sus cantidades influyen 

significativamente durante el proceso de nucleación en el que se forma la NP. 

Los factores que tendrían un efecto significativo sobre el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 son el tipo de 

agitación y las cantidades de los poloxámeros usadas.  

Finalmente la 𝑆𝐺𝐵, estaría siendo influenciada significativamente por las cantidades de 

los componentes usados, resultados que coinciden con los encontrados en la 

bibliografía35. 

A partir de los resultados obtenidos en la fase de screening podemos afirmar que el 

modelo fue significativo en las 4 respuestas ensayadas: 𝑅,  𝐸𝑓𝐸, 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y 𝑆𝐺𝐵. Por 

otro lado, todos los factores estudiados resultaron significativos para al menos una de 
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las respuestas ensayadas. Esta información fue empleada para la fase de optimización 

final. 

3.4.3.2. Fase de optimización 

Para la optimización se llevó a cabo un diseño de superficie de respuesta de tipo 

Central Compuesto, con la información obtenida previamente en el screening.  

Para el proceso de optimización se buscó formular un sistema nanoparticulado de GB 

con un elevado 𝑅, alta 𝐸𝑓𝐸, bajo 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y que aumentara al máximo la solubilidad 

acuosa relativa de GB.  

Para el diseño Central Compuesto se llevaron a cabo 42 experimentos, con 

repeticiones del punto central. Para esto, se formaron combinaciones de los factores 

seleccionados: cantidad de P-188 y P-407 (desde 0 a 536 mg), cantidad de EuRLPO (de 

0 a 268 mg) y cantidad de PEG 6000 (de 0 a 200 mg), variando el tipo de agitación 

empleado (magnética y homogeneización). 

Luego de eliminar los posibles outliers, las respuestas obtenidas fueron ajustadas a 

modelos polinomiales, los resultados de los ensayos ANOVA para la optimización de 

las respuestas arrojan buenos indicadores estadísticos, la falta de ajuste en todos los 

casos fue no significativa, siendo el modelo significativo y r2 ajustado similar al r2 

predicho, esto se muestra en la Tabla 3.11.  

Tabla 3.11. Valores de falta de ajuste, de los parámetros r2 y p obtenidos para cada uno de los 

factores sobre las respuestas estudiadas. 

 𝑅 (%) 𝐸𝑓𝐸 (%) 
𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 

(nm) 

Solubilidad 

(µg/ml) 

Modelo 
˂0,0001 

Cuadrático 

˂0,0001 

Cuadrático 

˂0,0001 

Cuadrático 

˂0,0001 

Lineal 

P-188 (mg) ˂0,0001 ˂0,0001 ˂0,0001 ˂0,0001 

P-407 (mg) ˂0,0001 ˂0,0001 ˂0,0001 ˂0,0001 

EuPLPO (mg) ˂0,0001 ˂0,0001 0,4786 ˂0,0001 

PEG 6000 (mg) ˂0,0001 ˂0,0001 0,2010 ˂0,0001 

Agitación 0,0503 0,6196 0,1081 0,6883 

Falta de ajuste 
No 

significativo 

No 

significativo 

No 

significativo 

No 

significativo 

r2 ajustado 0,9999 0,9956 0,9990 0,9928 

r2 predicho 0,9995 0,9845 0,9975 0,9909 

Los resultados del análisis arrojaron que el modelo lineal es apropiado para explicar el 

comportamiento de la 𝑆𝐺𝐵 al modificar los factores que se estudian en este trabajo. 

Mientras que el resto de las respuestas (𝑅, 𝐸𝑓𝐸 y 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎) son explicadas a través de 

modelos cuadráticos. 
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A partir de los resultados mostrados en la Tabla 3.11 podemos concluir que el 

rendimiento es fuertemente dependiente de las cantidades de poloxámeros, PEG 6000 y 

EuRLPO usadas, además parece estar levemente influenciado por el tipo de agitación 

empleado. Por otro lado, la 𝐸𝑓𝐸 mostró una importante dependencia por las cantidades 

de poloxámeros, de PEG 6000 y de EuRLPO. El 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 mostró ser dependiente de 

las cantidades de P-188 y P-407 empleadas en las NPs, estos resultados eran de 

esperarse debido a los estabilizantes tienen como función definir el tamaño de las 

partículas en los sistemas al impedir o disminuir el efecto de agregado o de 

aglomeración. 

Por último la 𝑆𝐺𝐵 estaría siendo afectada de manera significativa por las cantidades de 

P-188, P-407, PEG 6000 y EuRLPO. 

Tabla 3.12. Restricciones de la optimización para la formulación de NPs de GB. 

Factor/Respuesta Objetivo Límite inferior Límite superior Importancia 

P-188 (mg) En el rango 0 400 3 

P-407 (mg) En el rango 0 400 3 

EuPLPO (mg) En el rango 0 200 3 

PEG 6000 (mg) En el rango 0 200 3 

Agitación En el rango Magnética Homogeneizador 3 

𝑅 (%) Máxima 1,87 92,40 5 

𝐸𝑓𝐸 (%) En el rango 94,53 99,43 3 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) Mínima 56 255 2 

𝑆𝐺𝐵 (µg/ml) Máxima 23,79 157,81 5 

En la Tabla 3.12 se observan las condiciones en las que se llevó a cabo la optimización 

para la elaboración de las NPs de GB. Para todos los factores estudiados se permiten 

valores que estén en el rango en el cual se trabajó. 

Se muestra también la importancia relativa de las respuestas para la fase de 

optimización. Con respecto al 𝑅 y la 𝑆𝐺𝐵 se pone como objetivo maximizarlas con una 

importancia relativa de 5. En el caso de la 𝐸𝑓𝐸 los valores obtenidos en todos los 

sistemas fueron elevados, siendo el límite inferior mayor al 94 %, valor aceptable para 

este trabajo, por lo que se permitió que esta respuesta pueda variar en el rango de los 

resultados obtenidos. Por otro lado, como se dijo previamente, un menor 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 

podría modificar las propiedades biofarmacéuticas de un fármaco, por lo que se buscó 

minimizar esa respuesta, con una importancia relativa baja, de 2, ya que el objetivo 

principal fue aumentar significativamente la 𝑆𝐺𝐵 en los sistemas. 

Una vez llevado a cabo el procedimiento de optimización, con los resultados obtenidos 

se construyó la 𝐷 en función de los factores que influyen en las respuestas. Se 
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seleccionaron las mejores condiciones de elaboración para las NPs de GB según lo 

obtenido del diseño. En las condiciones mencionadas, la 𝐷 alcanza un valor máximo de 

0,83, el que fue considerado adecuado para los propósitos de este trabajo. 

A continuación, en las Figuras 3.13 a 3.19 se muestran las variaciones de las 

respuestas en función de los factores que fueron significativos sobre cada una de ellas. 

En las gráficas se representan solo los factores de tipo numéricos. 

 

Figura 3.13. Variación del 𝑹 en función de las cantidades de P-188 y P-407. 

 

En la Figura 3.13 se representó el 𝑅 en función de dos de los tres factores que influyen 

en su comportamiento, cantidades de P-407 y P-188. Mientras que en la Figura 3.14 se 

observa la influencia sobre el rendimiento del tercer factor que fue considerado 

significativo, la cantidad de PEG 6000, y la cantidad de EuRLPO. Esto puede 

corroborarse en la gráfica presentada, ya que el polímero no estaría afectando el 

rendimiento total del proceso, más notable aún si lo comparamos con el efecto de 

modificar la cantidad de PEG 6000. En este caso puede observarse que al aumentar la 

cantidad de éste polímero aumenta el rendimiento obtenido. 
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Figura 3.14. Variación del 𝑹 en función de las cantidades de EuRLPO y PEG 6000. 

 

Figura 3.15. Variación de la 𝑬𝒇𝑬 en función de las cantidades de P-188 y P-407. 

 

 

Figura 3.16. Variación de la 𝐸𝑓𝐸 en función de las cantidades de EuRLPO y PEG 6000. 
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En las figuras anteriores se observa la variación de la eficacia de entrampado en 

función de los factores que influenciaron significativamente esta respuesta, las 

cantidades de P-188 y P407 (Figura 3.15) y las cantidades de EuRLPO y PEG 6000 

(Figura 3.16).  

 

 

Figura 3.17. Variación del 𝑻𝒑𝒂𝒓𝒕í𝒄𝒖𝒍𝒂 en función de las cantidades de P-188 y P-407. 

 

Figura 3.18. Variación en la 𝑺𝑮𝑩 en los sistemas en función de las cantidades de P-188 y P-407. 
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Figura 3.19. Variación de la 𝑺𝑮𝑩 en los sistemas en función de las cantidades de EuRLPO y 

PEG 6000. 

El 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, cuya variación puede observarse en la Figura 3.17, se vio altamente 

influenciado por las cantidades de P-188 y P-407 como se explicó previamente. 

En las Figuras 3.18 y 3.19 se muestra la influencia de los factores cantidades de P-188 

y P-407 y cantidades de EuRLPO y PEG 6000 respectivamente, sobre la 𝑆𝐺𝐵 en agua. 

Los cuatro factores mencionados mostraron tener efectos significativos sobre dicha 

respuesta. 

En las Figuras 3.20 a 3.25 se observan los gráficos de la deseabilidad en función de 

cada una de las respuestas optimizadas. 

 

Figura 3.20. Gráfico de deseabilidad en función de las cantidades de P-188 y P-407. 
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Figura 3.21. Gráfico de deseabilidad en función de las cantidades de P-188 y EuRLPO. 

En todos los casos los gráficos de deseabilidad en función de los factores estudiados 

mostraron ser complejos y dependientes de todas las condiciones ensayadas. 

 

Figura 3.22. Gráfico de deseabilidad en función de las cantidades de P-188 y PEG 6000. 

 

Figura 3.23. Gráfico de deseabilidad en función de las cantidades de P-407 y EuRLPO. 
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Figura 3.24. Gráfico de deseabilidad en función de P-407 y PEG 6000. 

 

Figura 3.25. Gráfico de deseabilidad en función de las cantidades de EuRLPO y PEG 6000. 

3.4.3.3. Verificación de la optimización 

En la Tabla 3.13 se muestran los protocolos para la elaboración del ensayo optimizado 

y el que contiene las condiciones reales en que se pudo trabajar. 

Tabla 3.13. Protocolos y resultados del experimento de optimización (valores teóricos y 

experimentales). 

Factores P-188 (mg) P-407 (mg) EuRLPO (mg) PEG 6000 (mg) Agitación 

Teórica 399,90 7,95 200,00 200,00 M 

Experimental 400,00 8,00 200,00 200,00 M 

Respuestas 𝑅 (%) 𝐸𝑓𝐸 (%) 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝑆𝐺𝐵 (µg/ml) 

Teórica 84,41 94,83 153 147,28 

Experimental 84,33 94,50 155 151,32 

En todos los casos los resultados fueron satisfactoriamente predichos, no observándose 

diferencias significativas entre lo esperado y lo obtenido. Por otro lado, los resultados 
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demuestran que el proceso de optimización fue exitoso, ya que los parámetros obtenidos 

son los deseables. En el caso de la solubilidad de GB en el sistema optimizado se 

observa un incremento de casi 7 veces la solubilidad acuosa evidenciada para GB sin 

tratar (de 22 µg/ml). 

3.4.3.4. Evaluación de la disolución de glibenclamida en el sistema 

optimizado 

Se buscó determinar si la velocidad de disolución de GB efectivamente se veía 

afectada por las respuestas optimizadas previamente (Figura 3.26). Para ello, se 

compararon los perfiles de disolución de GB sin tratar y la optimizada. 

 

Figura 3.26. Perfiles de disolución de GB desde las NPs optimizadas y desde GB sin tratar. 

Puede observarse que la velocidad de disolución de GB en el sistema nanoparticulado 

es ampliamente superior a la de GB sin tratar. Esto se debería a que, efectivamente, las 

respuestas optimizadas para la formulación de estas NPs tienen una influencia 

significativa en la velocidad de disolución de GB, principalmente el menor tamaño de 

partícula y una mayor eficiencia en la solubilidad que fueron importantes para obtener 

un nanosistema con mejores capacidades disolutivas. 

Finalmente en la Tabla 3.14 se muestran las cantidades de GB disuelta (𝑄𝐺𝐵) a 3 

diferentes tiempos (10, 30 y 60 minutos) desde las NPs optimizadas y GB sin tratar. 
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Tabla 3.14. Cantidades de GB disuelta a diferentes tiempos para las NPs optimizadas y GB sin 

tratamiento. 

 

 

 

Se demuestra que la velocidad de disolución de GB para las NPs fue superior a la de 

GB sin tratamiento. Obteniéndose a los 10 minutos de comenzado el ensayo el doble de 

la capacidad disolutiva. 

  

𝑄𝐺𝐵 (%) GB sin tratar NP optimizada 

𝑄𝐺𝐵 10 24,5 56,5 

𝑄𝐺𝐵 30 26,3 87,2 

𝑄𝐺𝐵 60 29,5 94,5 
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3.5. Conclusiones 

Se formularon partículas de GB con poloxámeros, EuRLPO y PEGs que permitieron 

un aumento en la solubilidad acuosa de dicho fármaco de hasta más de 6 veces. Los 

resultaron indican que la velocidad de disolución de GB en todas las muestras fue 

superior a la del fármaco sin tratar. Tanto las metodologías de agitación como el tipo de 

secado aplicados en este estudio dieron como resultado la obtención de NPs con 

diferentes características fisicoquímicas. A partir de todas las muestras que fueron 

secadas por liofilizado se obtuvieron partículas submicrómicas, con tamaños desde 49 a 

394 nm, mientras que cuando el secado fue llevado a cabo en estufa las partículas 

exhibieron un tamaño micrométrico.  

En relación a la influencia del PM del PEG, los resultados demostraron que el 

incremento del mismo dio como resultado la formación de NPs de menor tamaño, y que 

a su vez aumentaba la 𝑆𝐺𝐵. Además, el incremento del PM del PEG se correlacionó de 

manera directamente proporcional con la velocidad de disolución de las 

correspondientes NPs.  

Se demostró que las NPs desarrolladas no interaccionaban significativamente con las 

proteínas del mucus y los ensayos de viabilidad celular indicaron que las NPs no 

presentaron citotoxicidad frente a células Caco-2.  

Finalmente se llevó a cabo un diseño de experimentos para optimizar la formulación 

de NPs. En base a los resultados obtenidos previamente se llevaron a cabo dos etapas 

(screening y la fase de optimización). Las NPs optimizadas de GB fueron preparadas 

empleando 400 mg de P-188, 8 mg de P-407, 200 mg de EuRLPO e igual cantidad de 

PEG 6000, y M. Este sistema, que brindó la mayor deseabilidad (𝐷=0,83), alcanzó un 𝑅 

del 84 %, la 𝐸𝑓𝐸 fue 94 %, el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 de 155 nm y una 𝑆𝐺𝐵 151,32 µg/ml. 
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4.2. Introducción 

La enfermedad de Chagas es la principal infección parasitaria endémica en Argentina, con 

casi 2,5 millones de personas infectadas y más de 7 millones en riesgo de infección. En 

América del Norte, particularmente en el sur de los Estados Unidos, se ha detectado en los 

últimos años un aumento de esta enfermedad parasitaria, principalmente debido a la 

migración de la población infectada que vive en América Latina1 como se mencionó en el 

Capítulo 1. A pesar de que la incidencia de esta enfermedad sigue siendo muy alta, por el 

momento, solo hay dos fármacos disponibles para su tratamiento: nifurtimox y BNZ2.  

El BNZ es el fármaco de elección en muchas regiones de América Latina y Europa, se 

recomienda ampliamente en la fase aguda de la enfermedad para cualquier paciente 

infectado. Según la OMS, la dosis oral de BNZ en adultos es de 5 a 7 mg/kg/día durante 60 

días, y para niños (de hasta 12) es 10 mg/kg/día3. A pesar de que la mayoría de las 

infecciones se producen durante la infancia, hasta la fecha el único tratamiento disponible 

con BNZ se basa en tabletas de 50 y 100 mg, una forma de dosificación altamente 

inapropiada para los recién nacidos y los niños. En estos casos, los comprimidos 

generalmente se dividen o se fraccionan a mano, lo que puede resultar en una dosis 

inadecuada que aumenta el riesgo de efectos secundarios. Por lo descripto, el desarrollo de 

una alternativa segura y efectiva para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, 

particularmente para pacientes pediátricos, tendría un impacto tanto social como económico 

significativo ya que podría mejorar y ampliar el tratamiento a los recién nacidos y los 

bebés, y reducir la mortalidad vinculada a la infección. 

El BNZ es muy poco soluble en solución acuosa (0,4 mg/ml) y debido a sus 

características lipofílicas su solubilidad se ve afectada negativamente en fluidos biológicos. 

En consecuencia, también se ven disminuida la absorción y posterior biodisponibilidad. En 

los últimos años se han desarrollado distintas alternativas tecnológicas para incrementar la 

solubilidad de BNZ, entre los que se pueden mencionar a las dispersiones sólidas, 

micropartículas y complejos con ciclodextrinas, entre otros4–7. 

A pesar de la incesante innovación nanotecnológica dentro de las ciencias farmacéuticas, 

se han desarrollado escasas nanoformulaciones para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas, entre las cuales podemos mencionar liposomas y NPs poliméricas8,9. En particular, 
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una alternativa nanotecnológica que podría ser empleada para el transporte de BNZ son las 

NCLs. Estos sistemas recientemente fueron desarrollados para para encapsular paclitaxel, 

fármaco empleado para el tratamiento de cáncer, mediante un novedoso método de 

emulsificación a baja energía10. Estudios previos demostraron su capacidad para aumentar 

la biodisponibilidad oral de otros fármacos poco solubles11, lo que puede explicarse debido 

a la mayor estabilidad de las partículas en el tracto gastrointestinal12 y una mejora de la 

permeabilidad intestinal13. 
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4.3. Formulaciones 

Se prepararon NPs de BNZ y poloxámero P-188, formuladas mediante un método de 

diseño con posterior optimización de experimentos, como se explica en el Capítulo 2, 

puntos 2.2.2.1.3 (Página 30) y 2.2.2.7.2 (Página 47). Estos sistemas fueron caracterizados 

in-vitro y además se comprobó la eficacia antiparasitaria in-vivo en ratones. 

Por otro lado fueron formuladas NCLs de BNZ mediante el método de inversión de fase, 

variando las cantidades de los mismos componentes con el objetivo de obtener sistemas con 

características diferentes. Esto se detalla en el Capítulo 2, punto 2.2.2.1.5.1 (Página 32). 

Finalmente se optimizó la cantidad y el tipo de aceite empleado para el desarrollo de NCLs, 

como se muestra en el Capítulo 2, punto 2.2.2.7.3 (Página 48).  

Todas las NCLs fueron caracterizadas in-vitro. 
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4.4. Resultados 

4.4.1. Diseño y optimización de nanopartículas formuladas con 

poloxámero 

4.4.1.1. Fase de screening 

Las propiedades de una NP dependen de muchos factores, es por esto que se llevó a cabo 

un diseño de Plackett-Burman para estimar los principales factores que durante la 

formulación de este tipo de NPs tienen incidencia significativa en las propiedades de dichos 

sistemas. Cada uno de los factores fue evaluado a dos niveles (el máximo y el mínimo 

propuestos para la elaboración de NPs). La evaluación consistió en el análisis de los 

distintos factores (concentraciones empleadas de BNZ y P-188, porcentaje de fase orgánica, 

velocidad de agitación y temperatura de cristalización) sobre las respuestas (𝑅, 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 , 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎y 𝑆𝐵𝑁𝑍), y se llevó a cabo una prueba ANOVA sobre los datos experimentales, los 

resultados de este análisis se resumen en la Tabla 4.1. 

Tabla 4.1. Valores de p obtenidos para cada uno de los factores sobre las respuestas ensayadas. 

 𝑅 (%) 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶  (%) 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝑆𝐵𝑁𝑍 (mg/ml) 

Modelo 0,8078 ˂0,0001 ˂0,0001 ˂0,0001 

BNZ (mg/ml) 0,8743 ˂0,0001 ˂0,0001 0,6185 

P-188 (mg/ml) 0,3589 0,5921 ˂0,0001 ˂0,0001 

Fase orgánica (%) 0,8457 0,2273 0,4018 ˂0,0001 

Velocidad agitación (rpm) 0,3448 0,4127 0,4710 0,7181 

Temperatura de cristalización (°C) 0,7760 0,5148 0,5239 0,4383 

En la Tabla 4.1 se puede observar que para la respuesta 𝑅 no se encontraron, entre los 

ensayados, factores significativos. Esto podría deberse a que sobre este pueden estar 

actuando de manera significativa otros factores no tenidos en cuenta en este primer estudio. 

Por otro lado es importante destacar que se observa cierta dependencia del 𝑅  por la 

cantidad de poloxámero empleado, por lo tanto la formulación de un modelo que describa 

su comportamiento sería sumamente complejo, lo que podría ser otro motivo por el cual no 

se hallaron factores significativos, ya que los valores de p fueron ampliamente superiores a 

0,05 (nivel de significación seleccionado para el análisis) en todos los casos. 

En la segunda respuesta: 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶  se encontró una dependencia significativa por la 

concentración de BNZ (p <0,0001); esto estaría indicando que la cantidad de BNZ de 
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partida esta influyendo sobre su capacidad de nanocristalizar, es decir, de formar parte de 

las NPs. 

Los factores que influyen de forma importante sobre el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 fueron la concentración 

de BNZ y la concentración de estabilizante (p<0,0001); ambas concentraciones estarían 

afectando de forma directa el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 obtenido. Al aumentar la concentración de P-188 

aumenta el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 de los nanocristales obtenidos. Lo contrario sucede con la 

concentración de BNZ, al aumentar disminuye el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, esto último puede deberse a la 

formación de un mayor número de núcleos de BNZ cuando se parte de soluciones de mayor 

concentración, lo que favorece a la obtención de partículas de menor tamaño. 

Para la última respuesta estudiada: 𝑆𝐺𝐵 , también con una p menor a 0,0001 fueron 

significativos los factores concentración de P-188 y proporción de fase orgánica empleada. 

A partir de los resultados obtenidos en la fase de screening podemos decir que el modelo 

fue significativo para 3 de las 5 respuestas ensayadas: 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 , 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎  y 𝑆𝐵𝑁𝑍 , y los 

factores que se hallaron significativos sobre estas fueron: concentración de BNZ, 

concentración de P-188 y la proporción de fase orgánica. 

Los factores que mostraron ser significativos para alguna de las respuestas fueron 

seleccionados para la fase de optimización posterior, y se optimizaron las tres respuestas 

que fueron influenciadas por al menos uno de los factores. 

4.4.1.2. Fase de optimización 

Para la optimización se llevó a cabo un diseño de superficie de respuesta Central 

Compuesto, con la información obtenida previamente en el screening. 

Se optimizaron: 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶, 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y 𝑆𝐵𝑁𝑍 en función de los factores: concentración de 

BNZ, concentración de P-188 y proporción de fase orgánica. Los experimentos realizados 

así como los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.2. 
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Tabla 4.2. Diseño Central Compuesto construido para optimizar las respuestas. 

Ensayos 

Factores Respuestas 

BNZ (mg/ml) P-188 (mg/ml) 
Fase 

orgánica (%) 
𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶

(%) 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 

(nm) 

𝑆𝐵𝑁𝑍 
(mg/ml) 

1 15,50 27,50 14 77,76 159 1,90 

2 6,00 5,00 20 35,74 250 2,56 

3 25,00 50,00 20 97,46 68 2,50 

4 25,00 5,00 20 98,73 63 2,51 

5 15,50 27,50 14 76,25 158 1,87 

6 15,50 65,34 14 76,58 160 1,82 

7 25,00 5,00 8 99,55 64 1,20 

8 25,00 50,00 8 99,07 67 1,19 

9 6,00 50,00 8 36,25 255 1,14 

10 6,00 5,00 8 35,97 252 1,13 

11 15,50 27,50 24 77,03 156 3,00 

12 15,50 27,50 4 78,89 160 0,68 

13 6,00 50,00 20 36,44 257 2,51 

14 15,50 0,00 14 78,23 150 1,80 

15 26,20 27,50 14 99,96 55 1,81 

16 15,50 27,50 14 78,53 158 1,82 

17 15,50 27,50 14 77,97 159 1,80 

18 15,50 27,50 14 78,06 157 1,85 

19 5,00 27,50 14 32,06 260 1,85 

20 15,50 27,50 14 78,80 156 1,79 

Se llevó a cabo un diseño Central Compuesto, que constó de 20 experimentos, los que 

incluían 6 réplicas del punto central. Para los experimentos se generaron combinaciones de 

los factores seleccionados: concentración de BNZ (desde 5 a 26,2 mg/ml), concentración de 

estabilizante (de 0 a 0,0653 g/ml) y proporción de fase orgánica (de 4,9 a 30,1%). En la 

Tabla 4.2 se incluyen además los resultados obtenidos. 

Todas las respuestas fueron ajustadas a patrones polinomiales, para encontrar los mejores 

modelos. Los resultados de los ensayos ANOVA para la optimización de las respuestas 

arrojan buenos indicadores estadísticos, la falta de ajuste fue no significativa, el modelo fue 

significativo y el r2 ajustado mostró ser similar al r2 predicho, como puede verse en la Tabla 

4.3.  

Por otro lado, los resultados del análisis arrojaron que el modelo lineal es apropiado para 

explicar el comportamiento del 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎y la 𝑆𝐵𝑁𝑍  al modificar los factores estudiados. 

Mientras que la respuesta 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 es explicada a través de un modelo cuadrático. 
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 Tabla 4.3.Valores de falta de ajuste, de los parámetros r2 y p obtenidos para cada uno de los 

factores sobre las respuestas. 

 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶(%) 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝑆𝐵𝑁𝑍 (mg/ml) 

Modelo ˂0,0001 Cuadrático ˂0,0001 Lineal ˂0,0001 Lineal 

BNZ (mg/ml) 0,2416 ˂0,0001 0,9049 

P-188 (mg/ml) 0,1662 0,0008 0,6710 

Fase orgánica (%) 0,8918 0,4066 ˂0,0001 

Falta de ajuste No significativa No significativa No significativa 

r2 ajustado 0,9990 0,9991 0,9969 

r2 predicho 0,9983 0,9987 0,9961 

Como se esperaba, el 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 fue dependiente del cuadrado de la concentración de BNZ 

en la fase orgánica (p al factor concentración de BNZ 0,001). El 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎  mostró ser 

dependiente de las concentraciones de BNZ y de P-188 con las que se prepararon las NPs. 

Por último la 𝑆𝐵𝑁𝑍 , según este modelo, fue afectada de manera significativa por la 

proporción de fase orgánica con que se trabajó, demostrando una fuerte dependencia entre 

la cantidad de agua empleada en la elaboración de las NPs y la 𝑆𝐵𝑁𝑍  resultante de las 

mismas. La relación entre la cantidad de agua empleada en la elaboración de NPs por 

cristalización controlada y la 𝑆𝐵𝑁𝑍 no fue reportada hasta el momento. 

A continuación, en la Tabla 4.4, se exhiben las condiciones en las que se llevó a cabo la 

optimización. Para los factores concentración de BNZ y de estabilizante se aceptan valores 

que estén en el rango en el cual se trabajó, mientras que para el tercer factor, fase orgánica, 

se decidió maximizar su volumen para disminuir el tiempo de preparación de las partículas 

(mayor proporción de fase orgánica supone el empleo de menor cantidad de agua lo que 

acorta los tiempos durante la etapa de liofilizado). Todos los factores se optimizan con una 

importancia relativa de 3. 
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Tabla 4.4. Restricciones de la optimización para la formulación de NPs de BNZ. 

Factor/Respuesta Objetivo Límite inferior Límite superior Importancia 

BNZ (mg/ml) En el rango 5 27 3 

P-188 (mg/ml) En el rango 0 282 3 

Fase orgánica (%) Máxima 0 30 3 

𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶(%) Máxima 32 100 3 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) En el rango 55 260 3 

𝑆𝐵𝑁𝑍 (mg/ml) Máxima 67,5 300 5 

En la Tabla 4.4 también se muestra la importancia relativa de las respuestas para la fase 

de optimización. La cantidad de 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 que se desea es la máxima, con una importancia 

relativa de 3, para evitar el gasto en exceso del fármaco y maximizar la proporción del 

mismo en el sólido final. Dado que en todos los experimentos las partículas preparadas 

presentaban un tamaño dentro de los límites deseables, se permitió que el mismo se 

mantenga en el rango, también con una importancia relativa de 3. Por último se buscó 

maximizar la 𝑆𝐵𝑁𝑍, con la más alta importancia relativa (5). 

Después de que el procedimiento de optimización se llevó a cabo, se construyó la 𝐷 en 

función de los factores que influyen en las respuestas estudiadas. Como se explicó 

previamente (ver Capítulo 1, Ecuación 1.1) la 𝐷  consiste en una relación entre las 

respuestas evaluadas y los factores que fueron afectados por ellas, para conseguir las 

condiciones deseadas para la formulación de las NPs. Se seleccionaron las mejores 

condiciones de elaboración correspondientes a lo obtenido del diseño. La 𝐷 en este punto 

alcanza un valor de 0,99, que fue considerado bueno para los propósitos de este trabajo. 

En las Figuras 4.1, 4.2 y 4.3 se muestran las variaciones de las respuestas en función de 

los factores que fueron significativos sobre cada una de ellas. 
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Figura 4.1. Variación del porcentaje de 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶  en función de la concentración de BNZ. 

 

Figura 4.2. Variación del 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 en función de las concentraciones de BNZ y P-188. 

 

Figura 4.3. Variación de la 𝑆𝐵𝑁𝑍 en función de la proporción de fase orgánica. 
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En la Figura 4.1, podemos ver la influencia de la concentración de BNZ sobre el 

porcentaje de 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶, al aumentar la concentración de BNZ la respuesta mencionada tiene 

una tendencia a crecer, esto podría deberse a que la concentración máxima de BNZ 

empleada para la preparación de las NPs (si bien es muy cercana a la solubilidad máxima 

del fármaco en etanol) no llegó a saturar el sistema y permite una nanocristalización 

sostenida. 

En la Figura 4.2 se muestra en un gráfico de tres dimensiones la relación entre el 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y los factores concentración de BNZ y de estabilizante. En el mismo se observa 

que, como se demostró previamente el tamaño disminuye al disminuir la concentración del 

estabilizante, mientras que aumenta al aumentar la concentración de BNZ empleada. 

Finalmente, en la Figura 4.3, se muestra la influencia de la proporción de fase orgánica 

que se empleó sobre la 𝑆𝐵𝑁𝑍 en los sistemas. Nuevamente podemos notar que la 𝑆𝐵𝑁𝑍 en 

los sistemas aumenta al aumentar la proporción de fase orgánica empleada para la 

preparación de las NPs. 

En las Figuras 4.4, 4.5 y 4.6 se observan los gráficos de la deseabilidad en función de las 

tres respuestas optimizadas. 

 

 

Figura 4.4. Gráfico de deseabilidad en función de las concentraciones de BNZ y P-188. 
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Figura 4.5. Gráfico de deseabilidad en función de la concentración de BNZ y la proporción de fase 

orgánica. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6. Gráfico de deseabilidad en función de la concentración de P-188 la proporción de fase 

orgánica. 

En la Figura 4.4, se observa la deseabilidad en función de la variación de concentración 

de BNZ y P-188 en los rangos seleccionados previamente, manteniendo el porcentaje de 

fase orgánica fijo en 30,10 %. En este caso, la concentración de BNZ ejerce una influencia 

marcada sobre la función deseabilidad principalmente comparándola con los efectos de los 

cambios en la concentración de estabilizante. 

Además se logra observar en la Figura 4.4 un pronunciado aumento en la deseabilidad al 

aumentar la concentración de BNZ hasta alcanzar concentraciones de 25 mg/ml 

aproximadamente. 
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En el caso del análisis de la función deseabilidad variando la concentración de BNZ y la 

proporción de fase orgánica, manteniendo la concentración de P-188 fija y en 0,0147 g/ml, 

se obtuvo una gráfica como la que se muestra en la Figura 4.5. 

En la Figura 4.6 se muestra la variación de la deseabilidad, manteniendo la concentración 

de BNZ constante en 25,71 mg/ml, y modificando la concentración de estabilizante y el 

porcentaje de fase orgánica con la que se trabaja. Este gráfico es más complejo que los 

obtenidos previamente, sin embargo puede observarse con claridad como en un amplio 

rango de concentraciones de P-188 al disminuir la proporción de fase orgánica la 

deseabilidad desciende marcadamente, ya que una de las condiciones impuestas para el 

modelo fue la de disminuir el tiempo de secado por liofilización, aumentando la cantidad de 

fase orgánica con respecto a la acuosa. 

4.4.1.3. Verificación de la optimización 

En la Tabla 4.5 se muestran los protocolos del ensayo optimizado (se seleccionó la 

solución cuya deseabilidad fue de 0,9908), y del que contiene las condiciones reales en las 

que se trabajó. Además, ambos se comparan con los resultados de un experimento de 

características similares (experimento 3) realizado durante la etapa de diseño de la 

superficie de respuesta. 

Tabla 4.5. Protocolos y resultados del experimento de optimización (valores teóricos y 

experimentales) y de un sistema preparado sin optimización previa (experimento 3 empleado en la 

elaboración de la superficie de respuesta). 

Muestra 
BNZ 

(mg/ml) 

P-188 

(mg/ml) 

Fase 

orgánica (%) 
𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶  

(%) 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 

(nm) 

𝑆𝐵𝑁𝑍 

(mg/ml) 

Teórica 25,71 0,014 30,10 97,76 55 3,68 

Experimental 26,00 0,010 30,00 98,00 57 3,75 

Experimento 3 25,00 0,050 20,00 97,46 48 2,50 

Puede observarse que el protocolo de elaboración para la muestra optimizada no se 

diferencia en gran medida con el del experimento 3, sin embargo, pequeñas modificaciones 

en los factores generan significativos cambios en las respuestas obtenidas, principalmente 

en la 𝑆𝐵𝑁𝑍 y en el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎. Con respecto al 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 las diferencias observadas no serían 

significativas. 
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4.4.1.4. Ensayo de disolución de las nanopartículas optimizadas 

Por último, se quiso determinar si efectivamente la velocidad de disolución in-vitro de 

BNZ se veía afectada por las respuestas optimizadas previamente. Para ello, se compararon 

los perfiles de disolución del BNZ de partida, de la muestra 3 (no optimizado) y la 

optimizada, los resultados se representan en la Figura 4.7. 

 

Figura 4.7. Perfiles de disolución de BNZ sin tratar, NPs no optimizadas (experimento 3) y NPs 

optimizadas. 

En la Figura 4.7 se comparan los perfiles de disolución de BNZ obtenidos para la muestra 

optimizada, y el BNZ sin tratar y la muestra sin optimizar. Estos resultados demuestran que 

las mayores velocidades de disolución son obtenidas con la muestra optimizada, ya que 

aproximadamente el 100% de BNZ se disolvió antes de los 30 minutos, mientras que en las 

NPs del experimento 3 cerca del 84 % de BNZ es disuelto en ese tiempo, y el BNZ sin 

tratar es disuelto en estas condiciones solo en un 30 %. Esto podría deberse principalmente 

a la optimización de 2 propiedades que tienen directa influencia sobre la disolución, como 

son el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y la 𝑆𝐵𝑁𝑍.  

4.4.1.5. Caracterización de las nanopartículas optimizadas 

Después de obtener las NPs de BNZ con características optimizadas (𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎,𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶, y 

𝑆𝐵𝑁𝑍), se evaluó la eficacia para liberar BNZ y en distintos medios biológicos simulados, 

que podrían dar información sobre las propiedades farmacocinéticas correspondientes. 
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De esta manera se evaluó la estabilidad en diferentes fluidos gastrointestinales simulados 

y la estabilidad durante el almacenamiento, con control del 𝐼𝑃𝑑 y liberación de BNZ. 

Luego, se estudió el efecto de las NPs en cultivos de células Caco-2; analizando la 

integridad epitelial (con control de TEER y MEB) y la permeabilidad celular de BNZ. 

4.4.1.5.1. Estabilidad de las nanopartículas en diferentes medios 

En este trabajo, se utilizaron medios de fluido gastrointestinal simulados para evaluar la 

liberación de BNZ desde las NPs optimizadas. Cuando el 𝐼𝑃𝑑 fue inferior a 0,3 nm, las 

muestras fueron consideradas homogéneas, siendo esto una medida de la estabilidad de las 

mismas, ya que aumentos significativos en el 𝐼𝑃𝑑 indicaría condensación o ruptura de las 

NCLs. 

La Figura 4.8 muestra los valores de 𝐼𝑃𝑑 obtenidos para las NPs en los diferentes medios. 

Las NPs de BNZ presentaron valores de 𝐼𝑃𝑑 bajos en presencia de fluido intestinal (con o 

sin agregado enzimático) simulado solo durante los primeros10 minutos.  

 

Figura 4.8. 𝐼𝑃𝑑 de las NPs de BNZ optimizadas en función del tiempo en presencia de fluidos 

gastrointestinales simulados. 
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Los nanosistemas fueron menos estables en el fluido gástrico simulado, mostrando valores 

de 𝐼𝑃𝑑 más altos que en los otros medios y mayores de 0,3 nm luego de 10 minutos. 

En la Figura 4.9 se representa la liberación de BNZ en medios de fluido gástrico 

simulado, fluido intestinal simulado y fluido intestinal simulado con el agregado de 

enzimas. Durante las primeras 2 horas la cantidad de BNZ liberado a partir de las NPs 

mostró ser mayor en el fluido intestinal simulado que contaba con el agregado de enzimas, 

sin embargo a partir de las 3 horas la liberación se equilibra y para los 3 medios resulta 

similar durante el tiempo que duró el ensayo. Es importante destacar que no se 

evidenciaron diferencias significativas para la liberación de BNZ entre los medios que 

simulan fluidos intestinales. Estos resultados indican que ninguno de los distintos medios 

simulados y evaluados en este estudio ejerce influencia distintiva sobre la liberación de 

BNZ, la cual estaría directamente relacionada con el tamaño y la presencia del 

estabilizante, de manera independiente a los cambios de pH y la presencia de enzimas.  

 

Figura 4.9. Liberación de BNZ a partir de las NPs en presencia de fluidos gastrointestinales 

simulados. 
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4.4.1.5.2. Estabilidad de las nanopartículas durante el almacenamiento 

Para estudiar el efecto del envejecimiento de las NPs de BNZ optimizadas, se estudiaron 

los sistemas (NPs y las nanosuspensiones obtenidas previas al secado) en diferentes 

condiciones de almacenamiento. 

En la Figura 4.10 se presentan los resultados obtenidos para las nanosuspensiones (A, B y 

C) y las NPs (D). 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluación del tamaño de los sistemas (ver 

Figura 4.10. A), la solubilidad de BNZ (Figura 4.10. B) y el contenido de BNZ (Figura 

4.10. C), se pudo demostrar que las NPs son estables bajo las distintas condiciones de 

almacenamiento (4, 25 y 50 ºC) analizadas en este trabajo. 

Por otro lado las nanosuspenciones se analizaron en dos condiciones de almacenamiento 

diferentes (4 y 25 ºC) y el tamaño se determinó a diferentes tiempos. A temperatura 

ambiente, las nanosuspensiones aumentaron su tamaño (Figura 4.10 D), lo que muestra una 

cierta inestabilidad debida, posiblemente, a un aumento de la movilidad de las partículas en 

solución, que conlleva a la formación de aglomerados. Este resultado está de acuerdo con 

los estudios de Martena y colaboradores quienes demostraron que los nanocristales de 

nicergolina, fármaco activador del metabolismo cerebral, exhibieron un aumento de tamaño 

de las partículas después de almacenamiento a 40 °C14 y de Sahu y colaboradores, quienes 

describieron un aumento del tamaño de las NPs de felodipina, un antagonista del canal del 

calcio oral utilizado en el tratamiento de la hipertensión, almacenadas a 40 °C durante 6 

meses15. 

Sin embargo, durante el almacenamiento en el refrigerador (a 4ºC), las nanosuspensiones 

no mostraron cambios significativos en el tamaño. Dicho fenómeno podría atribuirse a la 

presencia del estabilizante, que, a baja temperatura podría mejorar su capacidad de inhibir 

el crecimiento cristalino. Además, a la reducción de la movilidad de las partículas en 

suspensión a baja temperatura. Este resultado es coincidente con el estudio de Singh y 

colaboradores, en el cual no se observó ningún cambio significativo en relación al tamaño 

de nanocristales de trans-resveratrol, polifenol con actividad antioxidante, formulado con P-

407, después de 3 meses de almacenamiento16. 
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Figura 4.10. Estabilidad de almacenado de las NPs con control del (A) 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, (B) la solubilidad 

y (C) el contenido de BNZ, y (D) control del 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 para las nanosuspensiones. 

4.4.1.5.3. Viabilidad celular de las nanosuspensiones 

Para evaluar cualquier efecto potencialmente tóxico de las NPs sobre las células, se 

realizó el ensayo MTT en cultivos de células Caco-2. 

Como puede observarse en la Figura 4.11, luego de 24 horas de incubación las células con 

las NPs de BNZ, la viabilidad fue similar a la de las células control (aquellas que fueron 

puestas en contacto solo con medio de cultivo), lo que sugiere la ausencia de efectos 

negativos de las NPs sobre las células en tales condiciones. También se muestran los 

resultados obtenidos para el BNZ de partida, el cual no presentó efectos citotóxicos durante 

este ensayo. 
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Figura 4.11. Viabilidad celular de Caco-2 en presencia de BNZ sin tratar y NPs de BNZ 

optimizadas. 

4.4.1.5.4. Ensayos de integridad epitelial 

Las barreras celulares, como la piel, el epitelio del pulmón o el epitelio intestinal, 

constituyen uno de los primeros obstáculos que impiden la penetración en el organismo de 

los sistemas nanoparticulados. Debido a que los mismos poseen la propiedad de 

incrementar la eficacia de fármacos a partir de un aumento de la solubilidad, estabilidad, 

tiempo de circulación, focalización y liberación de los fármacos, en este ensayo se evaluó la 

capacidad de las NPs para ingresar y ser transportadas a través de dichas barreras, 

empleando el cultivo de células Caco-2, como modelo17. 

4.4.1.5.4.1. Evolución de los valores de resistencia eléctrica transepitelial de cultivos 

de células Caco-2 durante las pruebas de permeabilidad 

La formación de una barrera de células para evaluar permeabilidad de BNZ se analizó por 

la medición de la TEER. Las cultivos celulares Caco-2 en condiciones sumergidas 

mostraron valores altos de TEER luego de 5 días de ser sembradas en soportes 

Transwells®. Los valores TEER se estabilizaron después del día 8 a aproximadamente en 

valores cercanos a 1400 Ω cm2, lo que indica la existencia de propiedades óptimas para la 

barrera epitelial, debido a que esta medida implica la presencia de una monocapa celular 

contínua18. 

En la Figura 4.12 se puede ver que los valores TEER no se alteran significativamente 

durante la prueba de transporte, lo que indica el mantenimiento de la integridad de la 

membrana de la célula Caco-2 durante el desarrollo del experimento de transporte así como 
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la ausencia de algún tipo de fisura en la barrera celular empleada como modelo de 

permeación, como se describió previamente para otros sistemas nanoparticulados19. 

 

Figura 4.12. Evolución en los valores de TEER de cultivos de células Caco-2 durante ensayos de 

transporte con BNZ sin tratar y NPs de BNZ optimizadas. 

4.4.1.5.4.2. Control de integridad mediante microscopía electrónica de barrido 

La integridad de la membrana de las células Caco-2 durante la prueba de transporte 

empleando NPs de BNZ se estudió adicionalmente por MEB. 

En la Figura 4.13 se muestran las micrografías obtenidas de la monocapa celular de Caco-

2 después de las pruebas de transporte. Se muestran los cultivos previo a la formación de 

uniones estrechas entre células (luego de 2 días de iniciado el cultivo celular), la misma se 

emplea para comparar con las otras imágenes donde se observan claramente las uniones 

celulares (Figura 4.13 A). En la Figura 4.13 B se observa el resultado obtenido luego de 6 

horas de tratamiento con el medio de cultivo. En la Figura 4.13 C se muestran los 

resultados obtenidos posteriormente al ensayo de transporte empleando BNZ de partida. 

Finalmente, las células luego del tratamiento con NPs optimizadas de BNZ (Figura 4.13 D). 

En todos los casos se evidencian uniones estrechas funcionales entre células vecinas. Esto 

permitiría concluir que la cantidad de BNZ que se pudiera censar durante el ensayo de 

permeabilidad consiste en el fármaco que fue captado, interiorizado y posteriormente 

liberado por las células al compartimiento apical. 
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Por otro lado, es importante destacar que en el caso en que se empleó BNZ  sin tratar (ver 

Figura 4.13 C) es notable la presencia los cristales del fármaco que no atravesaron la 

membrana debido a su tamaño. 

 

Figura 4.13. Micrografías obtenidas por MEB de los cultivos de células Caco-2. (A) Luego de 2 

días de cultivo (la barra representa 10 µm), (B) posterior a los ensayos de transporte con medio, (C) 

luego del tratamiento con BNZ de partida y (D) posterior a ensayos con NPs de BNZ optimizadas. 

La barra representa 10 µm para la (A) y 2 µm para (B), (C) y (D). 

4.4.1.5.5. Evaluación de la permeabilidad de las nanopartículas 

En este trabajo se estudió el transporte desde el compartimiento apical al basolateral de 

BNZ a través de membranas de células Caco-2. Para esto, se comparó la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ a 

partir de BNZ sin tratar y NPs de BNZ optimizadas. 
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Figura 4.14. (A) Cantidad total de BNZ que pasa a través de la monocapa celular de Caco-2 

partiendo de BNZ sin tratar y de las NPs de BNZ optimizadas; (B) 𝑃𝑎𝑝 de BNZ desde BNZ sin 

tratar y NPs optimizadas de BNZ.  

El transporte a través de monocapas celulares de Caco-2 se evaluaron, como se muestra 

en la Figura 4.14 A, mediante el análisis de BNZ permeado en el tiempo, partiendo de BNZ 

sin tratar y las NPs, se observa un marcado incremento de la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ cuando se 

emplean las NPs optimizadas. Adicionalmente fue determinada la 𝑃𝑎𝑝de BNZ (Figura 4.14 

B), la cual fue significativamente más elevada para las NPs optimizadas que para el BNZ 

sin procesar.  

Estos resultados están indicando que la 𝑃𝑎𝑝del BNZ mejora significativamente al emplear 

NPs de BNZ, respecto al uso de BNZ sin tratamiento, tal como fue previamente descripto20. 

4.4.1.5.6. Evaluación in-vitro/ in-vivo de eficacia antiparasitaria de las 

nanopartículas optimizadas 

4.4.1.5.6.1. Ensayos de toxicidad para células Vero 

En cualquier estudio de preformulación empleando nuevas metodologías o potenciales 

sistemas terapéuticos, es esencial determinar la compatibilidad de los mismos frente a 

líneas celulares normales a fin de descartar problemas relacionados con toxicidad celular y 

poder continuar con los ensayos in-vitro/in-vivo. En el presente estudio, tanto la 

biocompatibilidad como la toxicidad de las NPs fueron factores importantes a evaluar y 

debido a ello se realizó el ensayo de toxicidad frente a células Vero. Para esto se realizaron 

estudios de viabilidad celular de las NPs de BNZ en tres concentraciones diferentes, 

empleando el ensayo MTT.  
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En la Tabla 4.6 se muestran los resultados de densidad óptica obtenidos para los ensayos 

de viabilidad de células Vero en presencia de BNZ sin tratar y diferentes concentraciones 

de las NPs de BNZ optimizadas. 

Tabla 4.6. Resultados de toxicidad de células Vero frente a las NPs de BNZ. 

 
Medida de 

densidad óptica 
Desviación 

estándar 

Células Vero 0,765 0,104 

BNZ sin tratar (50 µg/ml) 0,782 0,098 

NPs BNZ (50 µg/ml) 0,672 0,026 

NPs BNZ (25 µg/ml) 0,695 0,009 

NPs BNZ (10 µg/ml) 0,717 0,015 

No se observaron diferencias significativas entre las densidades ópticas de las células 

tratadas con NPs de BNZ (10, 25 y 50 μg/mL) y con BNZ de partida (50 μg/mL) y las 

densidades ópticas de las células no tratadas. Además, no se observó ningún cambio 

morfológico o de desestabilización de la membrana celular, lo que fue comprobado por 

microscopía óptica. Esto estaría indicando que estas NPs presentan propiedades deseables 

en términos de viabilidad celular in-vitro también para células Vero. 

4.4.1.5.6.2. Ensayo hemolítico 

Debido a la potencial importancia de estas NPs optimizadas en la investigación clínica, se 

llevó a cabo un ensayo hemolítico in-vitro para evaluar si las NPs podrían ocasionar daños 

en los glóbulos rojos.  
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Tabla 4.7. Resultados del control de hemólisis causada por NPs de BNZ. 

 
Medida de densidad 

óptica 
Desviación 

estándar 

Sangre control 0,466 0,092 

BNZ sin tratar (50 µg/ml) 0,659 0,35 

NPs BNZ (100 µg/ml) 0,592 0,328 

NPs BNZ (50 µg/ml) 0,384 0,028 

NPs BNZ (25 µg/ml) 0,413 0,013 

NPs BNZ (10 µg/ml) 0,454 0,03 

Tritón X-100 (10 %) 2,617 0,039 

Los valores de densidad óptica de las células tratadas con NPs de BNZ y el BNZ de 

partida, fueron similares a los valores de densidad óptica de las células sanguíneas no 

tratadas, mientras que el control con Triton X-100, condujo a una lisis completa de los 

eritrocitos, estos resultados se muestran en la Tabla 4.7. La ausencia de cambios en los 

valores de densidad óptica sugiere que estas NPs de BNZ no producen lisis y por lo tanto 

podrían ser utilizadas en futuros ensayos in-vivo. 

4.4.1.5.6.3. Actividad antitripanosida in-vitro 

A continuación, se llevó a cabo un ensayo para determinar la actividad antitripanosida in-

vitro de las NPs de BNZ.  

 

Figura 4.15. (A) Efectos del BNZ sin tratar y (B) las NPs de BNZ sobre los tripomastigotes 

obtenidos de los cultivos de células.  
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Se exhiben los resultados obtenidos luego de un estudio de 24 horas con BNZ sin tratar 

(Figura 4.15 A) y las NPs de BNZ optimizadas (Figura 4.15 B). La actividad 

antitripanosida se evaluó teniendo en cuenta la cantidad de fármaco que lisó el 50 % de los 

parásitos. Las curvas representan el registro de la concentración del fármaco en relación al 

porcentaje de tripomastigotes. Puede observarse que el BNZ sin tratar disminuyó la tasa de 

supervivencia con un CL50 de 49 µg/ml, en contraste, se obtuvo una CL50 de 36 µg/ml en el 

caso de las NPs de BNZ, lo que indicaría una mayor capacidad de las NPs para tratar las 

infecciones de fase aguda y crónica. Es importante mencionar que el P-188 no produjo 

ningún efecto lítico en los tripomastigotes no proliferativos de TcN y los controles sin 

tratamiento mostraron el 100% de supervivencia de los tripomastigotes (datos no 

mostrados). 

La concentración más baja de BNZ redujo el número de parásitos al 80% con respecto a 

los controles no tratados, mientras que las NPs lograron una reducción los parásitos al 60% 

con la misma concentración de fármaco.  

Se sabe que el rango de susceptibilidad de los parásitos al BNZ depende de la cepa que 

prevalece en las diferentes áreas geográficas, y que la unidad de tipificación discreta de T. 

cruzi, frecuente en las áreas endémicas del norte de Sudamérica, es generalmente resistente 

al BNZ mientras que los aislados de T. cruzi fueron parcialmente resistentes a BNZ21,22. En 

este sentido, aunque existen límites para determinar la eficacia del BNZ, la afinidad del 

parásito por el tejido cardíaco y la resistencia al BNZ hace que sea interesante estudiar el 

efecto de las NPs en TcN aislado. 

4.4.1.5.6.4. Ensayo de inhibición del crecimiento de amastigotes 

Por otro lado, considerando que TcN también invade las células cardíacas, se estudiaron 

los efectos de las NPs de BNZ en cultivos primarios de miocitos cardiacos infectados y se 

compararon con células Vero infectadas22. Como se muestra en la Figura 4.16, los 

tratamientos con 25 y 50 µg de BNZ/ml de NPs y 50 µg/ml de BNZ sin tratar no mostraron 

diferencias significativas en el porcentaje de 𝐼𝐶 en células Vero y miocitos cardiacos. Es 

importante destacar que con la mitad de la dosis de NPs se logra el mismo efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de los amastigotes. Este resultado puede sugerir que las 

NPs mejoran la solubilidad y/o absorción de BNZ y, por lo tanto, se incrementa la actividad 

inhibitoria contra estas líneas celulares infectadas6,23. Por otro lado, se observó una 
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actividad inhibitoria más baja contra las células infectadas para ambos cultivos celulares 

cuando se realizó el ensayo empleando 10 µg de BNZ/ml de NPs. De todas maneras este 

resultado es promisorio tomando en consideración que hemos evaluado concentraciones 

muy bajas de BNZ y aún en este caso, se ha detectado cierta 𝐼𝐶 del parásito. 

Teniendo en cuenta los efectos adversos del BNZ informados en pacientes infectados, 

estos resultados son notablemente importantes en términos de una posible reducción de la 

dosis de BNZ hasta 25 µg/mL sin perder su eficacia. Además, los efectos inhibidores de la 

formulación observados en las células infectadas pueden confirmar la capacidad de tales 

NPs para cruzar la vasculatura coronaria para inhibir el crecimiento intracelular de 

amastigotes de T. cruzi. 

 

 

Figura 4.16. Porcentaje de inhibición de células Vero y miocitos cardíacos infectados con TcN 

expuestos a BNZ sin tratamiento y NPs de BNZ optimizadas. 

4.4.1.5.6.5. Análisis de la eficacia de las nanopartículas sobre animales  

Para determinar si las NPs de BNZ podrían usarse como un nuevo tratamiento de la 

enfermedad de Chagas, se llevó a cabo un ensayo en ratones infectados durante la fase 

aguda con TcN.  

Como se muestra en la Figura 4.17 A, los ratones infectados fueron tratados con 50, 25 y 

10 mg de BNZ/kg/día de NPs durante 30 días y mostraron una supervivencia de, al menos, 

50 días. En un ensayo paralelo (Figura 4.17 B), el efecto antiparasitario de las NPs también 

se evaluó para un tratamiento de 15 días consecutivos. Los ratones infectados tratados con 
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dosis de 50 y 25 mg/kg/día de los nanosistemas sobrevivieron el mismo período de tiempo 

(50 días) que el grupo tratado durante un mes (Figura 4.17 A). Por otro lado, el grupo de 

ratones infectados tratados con 10 mg de BNZ/kg/día de las NPs exhibió una tasa de 

supervivencia del 70% después de 38 días y hasta el final del experimento, lo que confirma 

que estas formulaciones de BNZ tienen un efecto antiparasitario in-vivo dependiente de la 

dosis.  

 

 

Figura 4.17. Efectos de las NPs de BNZ optimizadas en el tratamiento de ratones infectados durante 

la fase aguda. (A) Tratamiento de 30 días. (B) Tratamiento de 15 días. 

En base a los resultados obtenidos podríamos concluir que el tratamiento con NPs de BNZ 

podría ser una alternativa conveniente para tratar con éxito la enfermedad de Chagas, ya 

que permitiría reducir la dosis en comparación al empleo de BNZ sin tratar. 
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4.4.2. Nanocápsulas lipídicas 

4.4.2.1.  Nanocápsulas lipídicas convencionales 

De acuerdo a la metodología de inversión de fase se obtuvieron NCLs de diferentes 

tamaños cargadas con BNZ. 

4.4.2.1.1. Diámetro hidrodinámico, índice de polidispersidad, potencial zeta y 

conductividad 

La caracterización fisicoquímica de las NCLs se llevó a cabo mediante la determinación 

del 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, 𝐼𝑃𝑑, 𝑃𝑍 y conductividad de los sistemas. 

En la Tabla 4.8 se muestran los resultados obtenidos en promedio para las NCLs sin 

fármaco. 

Tabla 4.8. Resultados de las NCLs de S1, S2 y S3. 

Resultados S1 S2 S3 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎(nm) 30,33±0,05 58,14±0,03 119,57±0,07 

𝐼𝑃𝑑 (nm) 0,090±0,005 0,040±0,004 0,120±0,008 

𝑃𝑍 (mV) -7,93±0,02 -5,44±0,08 -6,79±0,06 

Conductividad (mS/cm) 0,623±0,005 0,598±0,005 0,583±0,009 

Los tamaños de las NCLs fueron determinados mediante dispersión de luz dinámica, se 

muestran los distintos diámetros obtenidos empleando diferentes proporciones de los 

mismos excipientes. Los valores promedios resultantes (30,33; 58,14 y 119,57 nm) fueron 

cercanos a los esperados (25, 50 y 100 nm), demostrando la factibilidad del método de 

inversión de fase para la formulación de NCLs. 

El 𝐼𝑃d fue usado como parámetro para evaluar la distribución del tamaño de las NCLs. En 

la Tabla 4.8 se observa que en todos los sistemas los valores de 𝐼𝑃𝑑  fueron iguales o 

inferiores a 0,15 nm, demostrado una distribución estrecha del tamaño de las nanocápsulas. 

Con estos resultados podríamos afirmar que las NCLs S1, S2 y S3 tienen tamaños 

homogéneos10. 

Como se describió en el Capítulo 3, el 𝑃𝑍 es una medida de la magnitud de la carga 

superficial de las partículas, lo que tiene influencia en la repulsión o atracción electrostática 

entre las mismas, y por lo tanto es uno de los parámetros que afecta la estabilidad de los 

sistemas. En este caso, los valores de 𝑃𝑍 de todos los sistemas analizados fueron negativos 
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(entre -7 y -5 mV), resultados similares fueron reportados por Roger y colaboradores10 en el 

diseño de NCLs de 7-etil-10hidroxi-camptotecina, un fármaco activo contra distintos 

tumores que es metabolizado enzimáticamente en el hígado. 

En la última fila de la Tabla 4.8 se muestran los valores de conductividad obtenidos. En 

todos los casos fueron similares entre sí y cercanos a 0,6 mS/cm. Dicho valor fue el 

esperado, basándonos en la cantidad de NaCl empleado, siendo la medida de conductividad 

un parámetro de control para los sistemas. 

Seguidamente se ensayaron NCLs conteniendo BNZ (S4, S5 y S6). En la Tabla 4.9 se 

muestran los resultados obtenidos del 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, 𝐼𝑃𝑑, 𝑃𝑍 y conductividad. 

 Tabla 4.9. Resultados de las NCLs conteniendo BNZ.  

 

 

 

 

De acuerdo a lo observado en la Tabla 4.9 el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 de las NCLs conteniendo BNZ 

mostró ser similar al diámetro obtenido en las NCLs sin fármacos empleando igual 

composición. Esto indica que la incorporación del fármaco en las NCLs es una metodología 

efectiva que permite mantener el tamaño original de los sistemas. Resultados similares para 

otros fármacos fueron previamente reportados por Gamboa y colaboradores24. 

En la Tabla 4.9 se muestran los valores de 𝐼𝑃𝑑 obtenidos, siendo para todas las muestras 

inferiores a 0,08 nm, de esta manera podemos afirmar que los sistemas obtenidos presentan 

un tamaño homogéneo. 

Los valores de 𝑃𝑍  fueron en todos los casos bajos, las partículas mostraron ser 

prácticamente neutras, a diferencia de las NCLs blanco que si bien mostraron valores de 𝑃𝑍 

bajos, fueron más elevados que para estos sistemas. 

Nuevamente, y al igual que en el caso de las NCLs blanco, el valor de conductividad para 

todas las suspensiones ensayadas fue similar y cercano a 0,6 mS/cm. De esta manera la 

incorporación de BNZ permite mantener los valores de conductividad en el rango deseado. 

Resultados S4 S5 S6 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎(nm) 28,45±0,04 47,86±0,06 103,10±0,09 

𝐼𝑃𝑑 (nm) 0,049±0,005 0,039±0,007 0,071±0,004 

𝑃𝑍 (mV) -0,956±0,003 -0,858±0,004 -1,59±0,06 

Conductividad (mS/cm) 0,652±0,008 0,529±0,005 0,590±0,002 
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4.4.2.1.2. Microscopía electrónica de transmisión 

Las NCLs fueron observadas empleando MET y las imágenes obtenidas se muestran en la 

Figura 4.18. 

 

Figura 4.18. Micrografías electrónicas de transmisión de las NCLs de BNZ, (A) S4, (B) S5 y (C) 

S6. La barra representa 100 nm. 

El diámetro observado mediante MET para las NCLs cargadas con BNZ mostró ser 

similar al obtenido por dispersión de luz dinámica (ver en Tabla 4.9). Sin embargo se 

observaron algunas partículas más grandes (ver Figura 4.18 B), posiblemente formadas por 

un proceso de fusión de una o más cápsulas. Las NCLs mostraron una superficie circular, 

estos resultados son consistentes a los obtenidos previamente para este tipo de sistemas25. 

4.4.2.1.3. Eficiencia de encapsulación 

Se calculó la 𝐸𝑓𝐸 de las muestras ensayadas como la relación entre la cantidad de fármaco 

total y la cantidad de fármaco que se obtiene de las NCLs previamente separadas del 

fármaco libre.  

Tabla 4.10. 𝐸𝑓𝐸 obtenida para cada NCL. 

Muestras 𝐸𝑓𝐸 (%) 

S4 91,82 ± 0,05 

S5 83,33 ± 0,03 

S6 87,53 ± 0,08 
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En la Tabla 4.10 se muestra la eficiencia de encapsulación de las NCLs de BNZ, que fue 

de 91,82; 83,33 y 87,53 % para los sistemas S4, S5 y S6 respectivamente. En todos los 

casos los resultados fueron elevados y similares a los reportados previamente para este tipo 

de NCL10,12. 

En base a estos resultados podemos afirmar que la formación de NCLs de BNZ mediante 

el método de inversión de fase mostró ser un mecanismo eficiente, permitiendo que una 

gran cantidad de fármaco sea encapsulado en el interior de dichos sistemas. Resultados 

similares fueron observados en estas NCLs conteniendo otros fármacos24. 

4.4.2.1.4. Estabilidad de las nanocápsulas en diferentes medios 

Nuevamente se estudió el comportamiento de los sistemas desarrollados en diferentes 

medios de fluido gastrointestinal simulado, mediante la medición de 𝐼𝑃𝑑 y el control de 

liberación de BNZ. Cuando el 𝐼𝑃𝑑 fue inferior a 0,3 nm, las muestras fueron consideraradas 

homogéneas, siendo esto una medida de la estabilidad de las mismas.  

En este sentido en la Figura 4.19 se presentan los resultados de 𝐼𝑃𝑑 obtenidos para los 3 

tipos de NCLs en los diferentes medios.  

Las NCLs de menor tamaño (S4) mostraron ser estables en el medio que simula fluido 

gástrico durante al menos 2 horas, mientras que en medios simulando fluidos intestinales 

las cápsulas mostraron ser inestables, siendo más pronunciados los cambios en los 𝐼𝑃𝑑 en 

aquel medio que contenía enzimas. En estas enzimas están incluidas las lipasas, las cuales 

podrían estar favoreciendo a la inestabilidad que se evidencia. 
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Figura 4.19. 𝐼𝑃𝑑 de las NCLs de BNZ en función del tiempo en presencia de fluidos 

gastrointestinales simulados. (A) S4, (B) S5 y (C) S6. 

Por otro lado las NCLs S5 mostraron ser estables durante al menos dos horas en todos los 

fluidos simulados empleados.  

Finalmente, las NCLs S6 mostraron ser inestables en los 3 medio ensayados a partir de los 

30 minutos de comenzado el ensayo. Sin embargo en presencia de lipasas desde la primer 

toma de muestra se observan alteraciones en los valores de 𝐼𝑃𝑑. 

En la Figura 4.20 se observan las curvas de liberación de BNZ a partir de las NCLs S4 

(A), S5 (B) y S6 (C). 
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Figura 4.20. Perfiles de liberación de BNZ a partir de las NCLs de BNZ en función del tiempo en 

presencia de fluidos gastrointestinales simulados. (A) S4, (B) S5 y (C) S6. 

Se observa que la liberación de BNZ a partir de los diferentes tipos de NCLs en presencia 

de los medios gástricos e intestinales (sin agregado de enzimas) muestra perfiles similares 

durante las 6 horas que dura el ensayo. Contrariamente, en presencia de enzimas la 

liberación de BNZ desde las NCLs es significativamente más rápida, alcanzando en todos 

los casos el 100 % de liberación hacia el final del experimento (6 horas). Esto se debe a que 

dentro del conjunto de las enzimas se encuentran las lipasas, proteínas que se encargan de 

degradar lípidos, por lo que es posible que contribuyan con la ruptura de las NCL, situación 

que fue previamente reportada por Roger y colaboradores12. 
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4.4.2.1.5. Interacción de nanopartículas con proteínas del mucus 

Como se mencionó en capítulos anteriores, las proteínas que componen el mucus podrían 

interaccionar con las NCLs y de esa manera disminuir su movilidad, reduciendo así la 

capacidad de dichos sistemas de atravesar la membrana celular. 

En la Tabla 4.11 se observan los resultados de los tamaños promedio obtenidos para las 

NCLs en presencia y ausencia de mucinas empleando el NanoSight.  

Tabla 4.11. 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 estimado por desplazamiento relativo y el efecto de mucinas sobre el mismo. 

NCL Sin mucinas Con mucinas 

S1 45±10 41±10 

S2 59±20 57±10 

S3 138±40 143±30 

S4 41±10 48±10 

S5 68±10 70±10 

S6 145±30 131±20 

Como puede verse en la Tabla 4.11 los tamaños obtenidos para las NCLs en ausencia de 

mucinas mediante esta técnica no varía significativamente de los obtenidos por dispersión 

de luz dinámica (ver 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 obtenidos en las Tablas 4.8 y 4.9). 

Las NCLs (sin fármaco o cargadas con BNZ) no mostraron cambios significativos en el 

tamaño relativo obtenido, lo que podría indicar una interacción nula con las proteínas del 

mucus. Esto puede deberse principalmente a la carga que presentan dichas partículas (ver 

valores de 𝑃𝑍 de las Tablas 4.8 y 4.9), ya que en el caso de las NCLs sin fármaco (S1, S2 y 

S3) presentan una baja intensidad de carga negativa (al igual que las mucinas) o en el caso 

de las NCLs de BNZ (S4, S5 y S6) carga prácticamente neutra, no favoreciendo así 

interacciones electrostáticas fuertes entre las proteínas y dichos sistemas. 

4.4.2.1.6. Activación del complemento 

El consumo del complemento fue expresado como función de la superficie de 

nanocápsulas (cm2) que representa un aumento en la concentración de las mismas. En este 

ensayo, el mecanismo clásico del complemento del SHN es activado posteriormente al 

contacto con eritrocitos de oveja sensibilizados, lo que conduce a la lisis de éstos y la 

liberación de hemoglobina. Cuando el suero está en presencia de NPs activadoras, se 
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encuentran menos proteínas del complemento para lisar los eritrocitos de oveja, lo que 

provoca una reducción de las unidades del sistema del complemento26. 

En general, se postula que el sistema del complemento puede influir en la farmacocinética 

y la biodistribución de las NPs, a través de las proteínas del complemento que actuarían 

como un puente entre las NPs y una gama de células inmunes innatas y adaptativas.  

Esta interacción podría producir una eliminación de las NPs por parte de las células 

fagocíticas así como influir en la respuesta inflamatoria del sistema inmune27. 
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Figura 4.21. Consumo del sistema del complemento (%) en función de la superficie de las NCLs 

(cm2/ml) de BNZ. 

En la Figura 4.21 se compara el consumo del sistema de complemento para las NCLs sin 

fármaco y las NCLs de BNZ. Puede observarse que los perfiles son similares y que tanto 

las NCLs vacías como las NCLs con BNZ activan el complemento de manera casi igual. Si 

se comparan estos resultados con la bibliografía, se puede postular que la activación del 

complemento es dependiente del tamaño de las NPs. A partir de estos resultados podríamos 

postular que la inclusión de BNZ en las NCLs estaría siendo en el interior de las NCLs y 

que no existiría interacción alguna con las proteínas correspondientes del complemento. 

Gamboa y colaboradores han obtenidos resultados similares empleando NCLs de 

ivermectina24. 
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4.4.2.1.7. Ensayos de citotoxicidad de las nanocápsulas lipídicas para cultivos de 

células Caco-2 

Con el objetivo de determinar el efecto de las NCLs sobre las células se ensayó la 

supervivencia de un cultivo de células Caco-2 en presencia de distintas concentraciones de 

las NCLs sin fármacos y las cápsulas de BNZ. A continuación se muestran resultados 

obtenidos a 24 y 48 horas posteriores a la exposición. 

 

Figura 4.22. Supervivencia celular luego de 24 horas de exposición a NCLs sin fármaco y las 

cápsulas de BNZ. 

En la Figura 4.22 se observan los perfiles de supervivencia celular en función de 

concentración de las NCLs con y sin BNZ. Puede observarse que luego de 24 horas de 

exposición a concentraciones de hasta 500 µg/ml de NCLs cargadas con BNZ la viabilidad 

de células Caco-2 es alta y cercana a la obtenida para las NCLs sin BNZ. Al emplear 

concentraciones más elevadas, la viabilidad se reduce en todos los sistemas ensayados, sin 

embargo, el sistema S4 (el de menor tamaño) presenta una sobrevida significativamente 

más baja en estas condiciones. Estos resultados son coincidentes con el trabajo de Thwala y 
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colaboradores, quienes describieron que la viabilidad celular de células Caco-2 incubadas 

con NCLs de insulina fue dependiente del tamaño y la concentración de las mismas28. 

A continuación se muestran los resultados que se obtuvieron luego de incubar durante 48 

horas los cultivos celulares con las NCLs de BNZ. 

 

Figura 4.23. Supervivencia celular luego de 48 horas de exposición a NCLs sin fármaco y las NCLs 

de BNZ. 

En la Figura 4.23 se observa la supervivencia celular en función de concentración de las 

NCLs vacías y NCLs de BNZ luego de 48 horas de exposición a las mismas. Nuevamente, 

puede observarse que la sobrevida celular es similar para las NCLs vacías y las cargadas 

con BNZ hasta concentraciones de 500 µg/ml. Sin embargo puede observarse una baja en la 

supervivencia celular cuando la concentración de NCLs es más elevada siendo, al igual que 

a 24 horas, menor para el sistema S4 (el de menor tamaño). Se han llevado a cabo ensayos 

de supervivencia celular para NCLs similares pero conteniendo otros fármacos, dónde 

luego de 48 horas de exposición se obtuvieron resultados similares, a los observados en este 

trabajo en relación a la supervivencia celular29. 
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4.4.2.1.8. Ensayos de integridad epitelial 

4.4.2.1.8.1. Evolución de los valores de resistencia eléctrica transepitelial de cultivos 

de células Caco-2 durante las pruebas de permeabilidad 

Una vez que los valores de TEER se estabilizaron, luego de aproximadamente 8 días, en 

valores cercanos a 1400 Ω cm2, se llevaron a cabo los ensayos de transporte. Se inició con 

la evaluación de la integridad epitelial con el control de los valores de TEER. 

En la Figura 4.24 se puede ver que los valores TEER no se alteran significativamente 

durante la prueba de transporte, lo que indica el mantenimiento de la integridad de la 

membrana de la célula Caco-2 durante el desarrollo del experimento de transporte para 

todos los sistemas analizados. 

 

Figura 4.24. Evolución en los valores de TEER de cultivos de células Caco-2 durante ensayos de 

transporte con las NCLs de BNZ. 
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4.4.2.1.8.2. Control de integridad mediante microscopía electrónica de barrido 

La integridad de la membrana de las células Caco-2 durante la prueba de transporte 

empleando NCLs de BNZ se estudió adicionalmente por MEB (Figura 4.25). 

 

 

Figura 4.25. Micrografías obtenidas por MEB de los cultivos de células Caco-2. (A) Luego de 2 

días de cultivo (la barra representa 10 µm) y (B) posterior a los ensayos de transporte con medio (la 

barra representa 2 µm), BNZ sin tratar (C) y las NCLs S4 (D), S5 (E) y S6 (F), (la barra representa 

3 µm). 

En el caso de la Figura 4.25 A se muestran las células previo a la formación de uniones 

estrechas entre células (luego de 2 días de iniciado el cultivo celular), la misma se emplea 

para comparar con las otras imágenes donde se observan claramente las uniones celulares.  

En la Figura 4.25 B se observa el control, obtenido luego de 6 horas de tratamiento con el 

medio de cultivo, y en la Figura 4.25 C se muestran los resultados obtenidos posteriormente 

al ensayo de transporte empleando el BNZ de partida. Como se mencionó previamente, en 

este caso es notable la presencia los cristales de BNZ, los cuales no alteran las conexiones 

entre las células que forman la monocapa. 

Finalmente las Figuras 4.25 D, E y F fueron obtenidas luego de los ensayos de transporte 

con los 3 tipos de NCLs, en todos los casos se observan las uniones estrechas entre las 

células vecinas conservadas. Como se mencionó previamente, el control de las uniones 

entre células permite pensar que el BNZ que se transporta del lado apical al basolateral lo 

hace a través de la membrana celular y no por posibles poros formados entre células. 
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4.4.2.1.9. Evaluación de la permeabilidad de la monocapa celular de benznidazol a 

partir de nanopartículas 

En este trabajo se estudió el transporte de BNZ desde el compartimiento apical al 

basolateral de los Transwells® donde se cultivaron células Caco-2. Para esto, se estudió la 

𝑃𝑎𝑝 de BNZ a partir de BNZ sin tratar y las NCLs de BNZ. 

 

 

Figura 4.26. (A) Cantidad total de BNZ que pasa a través de la monocapa de células Caco-2 

empleando el BNZ sin tratar y las NCLs de BNZ. (B) 𝑃𝑎𝑝 de BNZ desde BNZ sin tratar y las NCLs 

de BNZ. 

El transporte a través de monocapas celulares de Caco-2 se evaluó, como se muestra en la 

Figura 4.26 A, mediante el análisis de BNZ permeado en el tiempo partiendo de BNZ sin 

tratar que se comparó con los resultados obtenidos para las NCLs. Tal como se observa, se 

produce un notable aumento de la permeación de BNZ cuando se encuentra encapsulado. 

Es probable que esto tenga relación con las propiedades previamente evaluadas de las 

NCLs de BNZ, principalmente el tamaño demostrado y la baja interacción con las mucinas.  

En adición, fue calculada la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ como se detalla en el Capítulo 2, Ecuación 2.7 

(Página 41). La 𝑃𝑎𝑝 fue significativamente más elevada para las NCLs que para el BNZ sin 

tratamiento (ver Figura 4.26 B). 

4.4.2.1.10. Evaluación de la captación celular de las nanocápsulas lipídicas 

La capacidad de captación de las NCLs fue evaluada empleando citometría de flujo y 

microscopía confocal. Para ello se emplearon las NCLs fluorescentes, preparadas con 

NileRed. 
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4.4.2.1.10.1. Control de la captación de las nanocápsulas lipídicas empleando 

citometría de flujo 

A través de la técnica de citometría de flujo se analizaron las características físicas y 

químicas de las NCLs a través de capacidad de ser captadas por un modelo celular. Se 

determinó el porcentaje de captación de las NCLs por parte de células Caco-2 en base a la 

fluorescencia de las mismas.  

En la Figura 4.27 se comparan los resultados obtenidos para las células tratadas y no 

tratadas con los diferentes tipos de NCL. 

 

Figura 4.27. Eficiencia en la captación de NCLs por parte de células Caco-2. 

A partir de los resultados de captación mostrados, puede verse que cerca del 100 % de las 

NCLs empleadas para este ensayo fueron captadas por las células y confirmaría que la 

selección de los excipientes lipídicos fue correcta y adecuada para este tipo de sistemas. 

Además, es importante destacar que los resultados mostrados representan sólo las células 

vivas. 

4.4.2.1.10.2. Control de la captación de las nanocápsulas lipídicas empleando 

microscopía confocal  

En la Figura 4.28 se observan las imágenes obtenidas por microscopía confocal (A: S4, B: 

S5 y C: S6), donde pueden observarse las NCLs y la monocapa celular. Las NCLs se 

observan en color rojo debido a que están cargadas con NileRed, la membrana celular, que 
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fue teñida con el colorante WGA, se visualiza en color verde y los núcleos de las células de 

color azul ya que fueron teñidos con DAPI. 

Luego del tratamiento con las NCLs las células son lavadas y se observan por microscopía 

confocal. En las imágenes obtenidas se muestra claramente como las NCLs atravesaron la 

membrana celular y quedan en el interior de las células. Las imágenes también muestran 

una cierta acumulación de las partículas en las uniones entre las células, lo que plantea la 

potencial importancia de los mecanismos paracelulares en el transporte de fármacos a 

través de la monocapa.  

Estos resultados son coincidentes con los descriptos en el estudio por citometría de flujo 

(Figura 4.27) y demuestra la capacidad de las NCLs de BNZ de ser captadas por las células. 

 

 

Figura 4.28. Micrografías obtenidas por microscopía confocal. Las NCLs se muestran en color rojo, 

las membranas celulares de verde y los núcleos de las células en azul. (A) NCLs S4, (B) NCLs S5 y 

(C) NCLs S6. La barra representa 50 µm. 

4.4.2.2.  Diseño y optimización durante la elaboración de nanocápsulas 

lipídicas de benznidazol 

Luego de determinar que los mejores excipientes oleosos para este tipo de NCLs son 

aceites se buscó determinar la proporción de estos para obtener sistemas con características 

óptimas. Para ello se aplicó un diseño simple centrado que consistió de 24 ensayos. 
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Se estudiaron distintas proporciones de 4 diferentes aceites: Labrafac WL, Labrafac PG, 

Labrasol ALF y Capryol. 

En la Tabla 4.12 se observan los experimentos realizados con diferentes proporciones de 

cada aceite, siendo la cantidad final constante e igual a 1,028 mg. 

Tabla 4.12. Ensayos realizados y resultados obtenidos en el diseño. 

Ensayo 
Labrafac 

WL (mg) 

Labrafac 

PG (mg) 

Labrasol 

ALF (mg) 

Capryol 

(mg) 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎  

(nm) 

𝐼𝑃𝑑 
(nm) 

∆ 15 

(nm) 

∆ 30 

(nm) 

1 514,00 0,00 514,00 0,00 28,1 0,099 0,0 51,5 

2 0,00 0,00 514,00 514,00 297,7 0,453 258,0 1039,0 

3 128,50 128,50 128,50 642,50 42,4 0,953 347,9 1488,8 

4 0,00 0,00 1028,00 0,00 141,1 0,454 0,9 1,5 

5 1028,00 0,00 0,00 0,00 55,8 0,084 0,2 103,4 

6 514,00 514,00 0,00 0,00 55,8 0,036 103,0 776,2 

7 514,00 0,00 0,00 514,00 41,6 0,252 257,7 1088,6 

8 1028,00 0,00 0,00 0,00 54,5 0,092 0,5 103,7 

9 128,50 642,50 128,50 128,50 36,7 0,108 193,8 1171,8 

10 0,00 514,00 514,00 0,00 73,3 0,568 103,6 723,1 

11 342,67 342,67 0,00 342,67 38,2 0,18 240,8 1206,4 

12 642,50 128,50 128,50 128,50 42,4 0,332 90,1 504,4 

13 0,00 342,67 342,67 342,67 48,4 0,542 249,6 1177,4 

14 0,00 0,00 1028,00 0,00 255,5 0,367 0,8 1,9 

15 0,00 514,00 0,00 514,00 123,3 0,642 359,9 1755,7 

16 514,00 0,00 0,00 514,00 38,7 0,641 257,2 1081,9 

17 0,00 1028,00 0,00 0,00 49,1 0,098 206,2 1450,9 

18 342,67 0,00 342,67 342,67 37,6 0,246 173,0 722,0 

19 0,00 0,00 0,00 1028,00 270,5 0,424 514,2 2066,0 

20 0,00 0,00 0,00 1028,00 339,1 0,578 511,3 2060,4 

21 0,00 1028,00 0,00 0,00 51,4 0,141 205,5 1445,3 

22 128,50 128,50 642,50 128,50 32,5 0,865 90,8 452,7 

23 257,00 257,00 257,00 257,00 26,6 0,335 183,4 905,5 

24 342,67 342,67 342,67 0,00 31,4 0,118 68,4 516,4 

Con estos resultados se analizó estadísticamente el modelo, en este sentido, en la Tabla 

4.13 se detallan los indicadores del ensayo ANOVA para el diseño. 
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Tabla 4.13. Valores de indicadores estadísticos obtenidos del diseño. 

 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝐼𝑃𝑑 (nm) ∆ 15 (nm) ∆ 30 (nm) 

Modelo 0,0001 0,0065 ˂0,0001 0,0001 

Falta de ajuste No significativo No significativo No significativo No significativo 

r2 ajustado 0,762 0,369 0,99 0,99 

r2 predicho 0,745 0,256 0,97 0,99 

Puede observarse que el modelo fue significativo para todas las respuestas estudiadas (los 

valores de p estuvieron por debajo de 0,05). 

En todos los casos la falta de ajuste fue considerada no significativa, siendo el error bajo. 

Por último para todas las respuestas los valores de los valores de r2 ajustado y r2 predicho 

fueron similares, estos parámetros comparan los valores obtenidos con los predichos por el 

programa. 

Luego de comprobar que los indicadores estadísticos se encontraban dentro de los rangos 

deseados se procedió a la etapa de optimización. Las condiciones bajo las que se llevó a 

cabo este paso se muestran en la Tabla 4.14. 

Tabla 4.14. Restricciones de la optimización para la formulación de NCLs de BNZ. 

Factor/Respuesta Objetivo Importancia 

Labrafac WL En el rango 3 

Labrafac PG En el rango 3 

Labrasol ALF En el rango 3 

Capryol En el rango 3 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) Mínimo 4 

𝐼𝑃𝑑 (nm) Mínimo 4 

∆ 15 (nm) Mínimo 3 

∆ 30 (nm) Mínimo 3 

Por último se obtuvieron las NCLs siguiendo el protocolo devuelto por el programa, el 

mismo es el sistema con mayor deseabilidad que se logró obtener (𝐷= 0,96). En la Tabla 

4.15 se observan los valores teóricos predichos por el programa y los resultados reales 

obtenidos. 
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Tabla 4.15. Protocolos y resultados del ensayo de optimización. 

Factores Labrafac WL (mg) Labrafac PG (mg) Labrasol ALF (mg) Capryol (mg) 

Teórica 883,71 0,00 144,29 0,00 

Experimental 884,00 0,00 144,00 0,00 

Respuestas 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 (nm) 𝐼𝑃𝑑 (nm) ∆ 15 (nm) ∆ 30 (nm) 

Teórica 26,60 0,126 0,163 89,20 

Experimental 27,00 0,105 0,160 93,00 

Como puede observarse en la Tabla 4.15 los resultados obtenidos para las NCLs de BNZ 

optimizadas fueron similares a los predichos por el programa. 

A partir de los resultados obtenidos se concluye que el diseño de experimentos y posterior 

proceso de optimización para la formulación de NCLs con diferente composición mostró 

ser un procedimiento eficaz. 

4.4.2.2.1. Evaluación in-vitro de las nanocápsulas lipídicas de benznidazol 

optimizadas 

4.4.2.2.1.1. Microscopía electrónica de transmisión 

Las NCLs fueron observadas empleando MET y la imagen obtenida se muestra en la 

Figura 4.29. 

 

Figura 4.29. Micrografía electrónica de transmisión de las NCLs de BNZ optimizadas. La barra 

representa 100 nm. 

El diámetro observado mediante MET para las NCLs de BNZ optimizadas mostró ser 

similar al obtenido por dispersión de luz dinámica de 27 nm (ver en Tabla 4.15).  

Por otro lado, se observa que las NCLs presentaron un tamaño y estructura homogénea, 

como puede evidenciarse en la Figura 4.29. 
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4.4.2.2.1.2. Eficiencia de encapsulación 

Se calculó la 𝐸𝑓𝐸 de las cápsulas optimizadas, igual que para las NCLs de diferentes 

tamaños, en base a la relación entre la cantidad de fármaco total y la cantidad de fármaco 

que se obtiene de las NCLs.  

En este caso el valor de 𝐸𝑓𝐸 obtenido fue de 93,21 ± 0,03 %, lo cual indica que gran parte 

del BNZ empleado fue encapsulado dentro de las NCLs, siendo este valor superior también 

al obtenido para las NCLs S4, las cuales habían presentado la mayor  𝐸𝑓𝐸 previamente, 

además de tener un tamaño similar a las NCLs optimizadas. 

4.4.2.2.1.3. Estabilidad de las nanocápsulas en diferentes medios 

En este punto fue estudiado el comportamiento de los sistemas desarrollados en presencia 

de diferentes medios gastrointestinales simulados, mediante la medición de 𝐼𝑃𝑑 y el control 

de la liberación de BNZ. Nuevamente, en los casos en que el 𝐼𝑃𝑑 fue inferior a 0,3 nm, las 

muestras fueron consideradas homogéneas, siendo esto una medida de la estabilidad de las 

mismas.  

En este sentido en la Figura 4.30 se presentan los resultados de 𝐼𝑃𝑑 obtenidos para las 

NCLs optimizadas en los diferentes medios durante las 2 horas en las que se llevó a cabo el 

ensayo.  

Las NCLs de BNZ optimizadas mostraron IPd menores a 0,3 nm en todos los medios 

estudiados, demostrando cierta estabilidad durante al menos las 2 horas que duró el ensayo. 

 

Figura 4.30. 𝐼𝑃𝑑 de las NCLs de BNZ optimizadas en función del tiempo en presencia de fluidos 

gastrointestinales simulados. 
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Por otro lado, en la Figura 4.31 se exhibe la liberación de BNZ a partir de estas NCLs en 

presencia de distintos medios. Claramente se puede ver que en el medio fluido intestinal 

simulado con enzimas, la velocidad de liberación de BNZ es mayor en comparación con los 

otros medios (fluidos gastrointestinales simulados sin el agregado de enzimas). 

 

 

Figura 4.31. Perfiles de liberación de BNZ a partir de las NCLs de BNZ optimizadas en función del 

tiempo en presencia de fluidos gastrointestinales simulados. 

Nuevamente se observa, en la Figura 4.31, que la liberación de BNZ a partir de estas 

NCLs en presencia del fluido intestinal simulado con enzimas muestra la mayor velocidad 

de liberación de BNZ. En presencia de los otros medios (fluidos gastrointestinales 

simulados sin el agregado de enzimas) la liberación de BNZ muestra perfiles con 

velocidades de disolución más bajas.  

Sin embargo, a diferencia de lo observado para las NCLs sin optimizar, la liberación de 

BNZ no es completa en ninguno de los medios empleados, durante al menos las 6 horas de 

duración del ensayo, esto podría deberse a la estabilidad que presentan las NCLs 

optimizadas, una de las respuestas que se buscó optimizar en este trabajo. 
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4.4.2.2.1.4. Interacción de nanopartículas con proteínas del mucus 

Las mucinas, o proteínas del mucus, podrían interaccionar con las NCLs y de esa manera 

disminuir su movilidad, reduciendo así la capacidad de dichos sistemas de atravesar la 

membrana celular. 

En la Figura 4.32 se observan los perfiles de distribución de tamaño obtenidos para las 

NCLs en presencia y ausencia de mucinas empleando el NanoSight. Previamente, se 

observó que las mucinas no interaccionan con las NCLs convencionales (ver Tabla 4.11, 

Página 134), en esta sección se demostró que las NCLs optimizadas tampoco interaccionan 

con las proteínas del mucus.  

  

Figura 4.32.Perfiles de distribución del tamaño de (A) las NCLs y (B) las NCLs en presencia de 

proteínas del mucus. 

Según los resultados obtenidos, las NCLs optimizadas parecerían no interaccionar con las 

mucinas, dado que no mostraron cambios significativos en el tamaño relativo obtenido. 
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Estos resultados coinciden con aquellos obtenidos en relación a la interacción con las 

células Caco-2 y que muestran una buena permeación y captación de estas NCLs. 

4.4.2.2.1.5. Activación del complemento 

En la Figura 4.33 se compara el consumo del sistema de complemento para las NCLs sin 

fármaco (resultados mostrados previamente en la Figura 4.21) y las NCLs de BNZ 

optimizadas.  

Las curvas son similares entre sí, demostrando que la carga de BNZ en las NCLs no 

estaría afectando significativamente la activación del complemento, por lo que el BNZ 

posiblemente se encontraría en el interior de las mismas. 

 

Figura 4.33. Consumo del sistema del complemento (%) en función de la superficie de las NCLs de 

BNZ 

4.4.2.2.1.6. Ensayos de citotoxicidad de las nanocápsulas lipídicas para cultivos de 

células Caco-2 

Con el objetivo de determinar el efecto de las NCLs sobre las células se ensayó la 

supervivencia de un cultivo de células Caco-2 en presencia de distintas concentraciones de 

las NCLs sin fármacos y las cápsulas de BNZ. A continuación se muestran resultados 

obtenidos a 24 y 48 horas posteriores a la exposición. 
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Figura 4.34. Supervivencia celular luego de 24 h de exposición a las NCLs. 

En la Figura 4.34 se observan los perfiles de supervivencia celular en función de 

concentración de las NCLs sin BNZ y las NCLs de BNZ optimizadas. Puede observarse 

que luego de 24 horas de exposición a concentraciones de hasta 2000 µg/ml de NCLs la 

viabilidad de células Caco-2 es alta y similar para las NCLs sin fármaco y NCLs 

optimizadas. A continuación se muestran los resultados que se obtuvieron luego de tratar 

durante 48 horas los cultivos celulares con las NCLs ensayadas. 

 

Figura 4.35. Supervivencia celular luego de 48 h de exposición a las NCLs. 
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En la Figura 4.35 se observa la supervivencia celular en función de las concentraciones de 

NCLs vacías y NCLs de BNZ optimizadas luego de 48 horas de exposición a las mismas. 

Puede observarse que la sobrevida celular es similar para las NCLs vacías y las cargadas 

con BNZ para todas las concentraciones en las que se trabajó. 

4.4.2.2.1.7. Ensayos de integridad epitelial 

4.4.2.2.1.7.1. Evolución de los valores de resistencia eléctrica transepitelial de cultivos de 

células Caco-2 durante las pruebas de permeabilidad 

Los valores TEER no se alteraron significativamente durante la prueba de transporte, lo 

que indica el mantenimiento de la integridad de la membrana de la célula Caco-2 durante el 

desarrollo del experimento de transporte para las NCLs de BNZ optimizadas. 

4.4.2.2.1.7.2. Control de integridad mediante microscopía electrónica de barrido 

La integridad de la membrana de las células Caco-2 durante la prueba de transporte 

empleando NCLs de BNZ optimizadas se estudió también por MEB. 

 

Figura 4.36. Micrografías obtenidas por MEB de los cultivos de células Caco-2 posterior a los 

ensayos de transporte con las NCLs de BNZ optimizadas. La barra representa 3 µm. 

En la Figura 4.36 se muestran las micrografías obtenidas de la monocapa celular de Caco-

2, en la cual se pueden observar las células posterior al ensayo de transporte empleando 
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NCLs optimizadas, donde son notables las conexiones entre las células vecinas que forman 

la monocapa. 

4.4.2.2.1.8. Evaluación de la permeabilidad de la monocapa celular de benznidazol a 

partir de nanopartículas optimizadas 

En este trabajo se estudió el transporte de BNZ desde el compartimiento apical al 

basolateral de los Transwells® donde se cultivaron células Caco-2. Para esto, se 

compararon los resultados obtenidos para el BNZ sin tratar y las NCLs optimizadas. 

 

Figura 4.37. Cantidad de BNZ permeado a través de la monocapa de células Caco-2 empleando 

BNZ sin tratar y las NCLs de BNZ optimizadas (A). 𝑃𝑎𝑝 de BNZ partiendo de BNZ sin tratar y 

NCLs de BNZ (B). 

El transporte a través de monocapas celulares de Caco-2 se evaluó, como se muestra en la 

Figura 4.37 A, mediante el análisis de la cantidad de BNZ permeado en el tiempo partiendo 

de BNZ sin tratar y las NCLs optimizadas. En este sentido, se observa una mejora 

significativa de la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ cuando se emplean las NCLs.  

En relación con lo mencionado previamente, la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ, fue significativamente más 

elevada para las NCLs optimizadas que para el BNZ sin tratamiento (Figura 4.37 B), 

demostrando una vez más que este tipo de nanovectores permiten aumentar de manera 

significativa la permeabilidad del fármaco. 
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4.4.2.2.1.9. Evaluación de la captación celular de las nanocápsulas lipídicas 

La capacidad de captación de las NCLs fue evaluada empleando citometría de flujo y 

microscopía confocal. Para ello se emplearon las NCLs optimizadas que fieron preparadas 

reemplazando el BNZ por NileRed. 

4.4.2.2.1.9.1. Control de la captación de las nanocápsulas lipídicas empleando citometría 

de flujo 

Se determinó el porcentaje de captación de las NCLs optimizadas por parte de células 

Caco-2 en base a la fluorescencia de las células, determinada por citometría de flujo. En la 

Figura 4.38 se comparan los resultados obtenidos para las células no tratadas con NCLs y 

las tratadas con las NCLs optimizadas. 

 

Figura 4.38. Eficiencia de captación de NCLs optimizadas por parte de células Caco-2. 

A partir de los resultados de captación mostrados, puede verse que cerca del 100 % de las 

NCLs empleadas para este ensayo fueron captadas por las células. En este sentido, se 

demuestra que las NCLs optimizadas de BNZ sería una alternativa tecnológica eficaz para 

aumentar la permeabilidad del fármaco, al menos en este ensayo in-vitro. 
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4.4.2.2.1.9.2. Control de la captación de las nanocápsulas lipídicas empleando 

microscopía confocal  

En la Figura 4.39 se observan la imagen obtenida por microscopía confocal, donde 

pueden observarse las NCLs y la monocapa celular. Nuevamente, las NCLs se observan en 

color rojo debido a que están cargadas con NileRed, la membrana celular, teñida con WGA 

se visualiza en color verde y los núcleos de las células de color azul ya que fueron teñidos 

con DAPI. 

Luego del tratamiento con las NCLs las células son lavadas y se observan por microscopía 

confocal. En la Figura 4.39 se muestra claramente como las NCLs atraviesan la membrana 

celular y quedan retenidas en el interior de las células.  

 

 

Figura 4.39. Imagen obtenida por microscopía confocal. Las NCLs se muestran en color rojo, las 

membranas celulares de verde y los núcleos de las células en azul. La barra representa 50 µm. 

  

50µm 
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4.5. Conclusiones  

Se desarrollaron NPs de BNZ mediante el diseño de experimentos con posterior 

optimización. Este trabajo demuestra que las condiciones para llevar a cabo la preparación 

de los nanosistemas de BNZ y P-188 fueron significativamente críticas en las 

características finales obtenidas. 

El 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 se redujo, mientras que la 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶  y la 𝑆𝐵𝑁𝑍  se incrementaron mediante el 

procedimiento de optimización. 

Las condiciones óptimas para la preparación de NPs incluyeron el uso de una solución de 

BNZ de 26 mg/ml, de 15 mg/ml de P-188 y el 30% de fase orgánica. Tanto la temperatura 

de cristalización como la velocidad de agitación no pudieron ser modeladas como factores 

significativos sobre las respuestas estudiadas.  

En las condiciones de deseabilidad (𝐷 = 0,99), el 𝐵𝑁𝑍𝑁𝐶 fue del 98 %, el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 57 

nm y la 𝑆𝐵𝑁𝑍  3,75 mg/ml. Finalmente, este sistema optimizado se caracterizó in-vitro, 

demostrando un aumento significativo de la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ. 

Por otro lado, se demostró que las NPs de BNZ formuladas a través de este proceso de 

optimización exhiben un notable efecto en la inhibición del crecimiento amastigotes de T. 

cruzi en miocitos cardiacos primarios. También se confirmó que todos los ratones 

sobrevivieron a la infección aguda con 15 dosis de 25 o 50 mg de BNZ/kg/día de NPs de 

BNZ durante el ensayo.  

Estos hallazgos llevaron a la conclusión de que el tratamiento con NPs de BNZ es un 

enfoque muy conveniente, en diferentes dosis, para tratar con éxito la enfermedad de 

Chagas en un modelo experimental de infección aguda por T. cruzi. Adicionalmente, ya 

que esta formulación puede obtenerse como una suspensión estable en medios acuosos 

podría facilitar la administración de BNZ en neonatos y niños. 

Se obtuvieron NCLs de BNZ de 28, 48 y 103 nm, empleando los mismos componentes en 

diferentes concentraciones. Las NCLs fueron caracterizadas fisicoquímicamente e in-vitro, 

demostrando no interaccionar con las proteínas del mucus y no generar cambios 

significativos en la activación del sistema del complemento. Además mostraron mantener 

una alta sobrevida celular luego de 24 y 48 hs de tratamiento. Las NCLs permitieron 
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aumentar la 𝑃𝑎𝑝 de BNZ hasta 10 veces, siendo controladas durante este proceso la 

integridad de la monocapa y la captación de las NCLs. 

Por otro lado, se formularon cápsulas de BNZ empleando diseño y posterior optimización 

de experimentos, obteniéndose NCLs de 27 nm, con alta estabilidad controlada a 15 y 30 

días. Nuevamente, las NCLs fueron estudiadas fisicoquímicamente e in-vitro, demostrando 

no interaccionar con las proteínas del mucus, y tampoco produjeron cambios significativos 

en la activación del sistema del complemento. Finalmente, demostraron una alta sobrevida 

celular tanto 24 como 48 hs posteriores al tratamiento. Las NCLs permitieron aumentar la 

𝑃𝑎𝑝 de BNZ 

En este sentido, se concluye que las NCLs de BNZ representan una alternativa atractiva 

para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 

  



Capítulo 4. Benznidazol. 

 

157 

 

4.6. Referencias 

(1)  Montgomery, S. P.; Starr, M. C.; Cantey, P. T.; Edwards, M. S.; Meymandi, S. K. 

“Neglected Parasitic Infections in the United States: Chagas Disease.” Am. J. Trop. 

Med. Hyg. 2014, 90 (5), 814–818. 

(2)  Urbina, J. A. “Specific Treatment of Chagas Disease: Current Status and New 

Developments.” Curr. Opin. Infect. Dis. 2001, 14 (6), 733–741. 

(3)  Fundación Oswaldo Cruz. Tratamiento Etiológico de La Enfermedad de Chagas. 

Conclusiones de Una Consulta Técnica. In Programa PNUD/Banco Mundial/OMS 

de Investigación y Adiestramiento en EnfermedadesTropicales (TDR); 1998; 1–33. 

(4)  Fonseca-Berzal, C.; Palmeiro-Roldán, R.; Escario, J. A.; Torrado, S.; Arán, V. J.; 

Torrado-Santiago, S.; Gómez-Barrio, A. “Novel Solid Dispersions of Benznidazole: 

Preparation, Dissolution Profile and Biological Evaluation as Alternative 

Antichagasic Drug Delivery System.” Exp. Parasitol. 2015, 149, 84–91. 

(5)  Leonardi, D.; Salomon, C. J. “Unexpected Performance of Physical Mixtures over 

Solid Dispersions on the Dissolution Behavior of Benznidazole from Tablets.” J. 

Pharm. Sci. 2013, 102 (3), 1016–1023. 

(6)  Leonardi, D.; Bombardiere, M. E.; Salomon, C. J. “Effects of 

Benznidazole:Cyclodextrin Complexes on the Drug Bioavailability upon Oral 

Administration to Rats.” Int. J. Biol. Macromol. 2013, 62, 543–548. 

(7)  Soares-Sobrinho, J. L.; Santos, F. L. A.; Lyra, M. A. M.; Alves, L. D. S.; Rolim, L. 

A.; Lima, A. A. N.; Nunes, L. C. C.; Soares, M. F. R.; Rolim-Neto, P. J.; Torres-

Labandeira, J. J. “Benznidazole Drug Delivery by Binary and Multicomponent 

Inclusion Complexes Using Cyclodextrins and Polymers.” Carbohydr. Polym. 2012, 

89 (2), 323–330. 

  



Capítulo 4. Benznidazol. 

 

158 

 

(8)  Morilla, M. .; Benavidez, P.; Lopez, M. .; Bakas, L.; Romero, E. . “Development and 

in Vitro Characterisation of a Benznidazole Liposomal Formulation.” Int. J. Pharm. 

2002, 249 (1–2), 89–99. 

(9)  Sánchez, G.; Cuellar, D.; Zulantay, I.; Gajardo, M.; González-Martin, G. 

“Cytotoxicity and Trypanocidal Activity of Nifurtimox Encapsulated in 

Ethylcyanoacrylate Nanoparticles.” Biol. Res. 2002, 35 (1), 39–45. 

(10)  Roger, E.; Lagarce, F.; Benoit, J. P. “Development and Characterization of a Novel 

Lipid Nanocapsule Formulation of Sn38 for Oral Administration.” Eur. J. Pharm. 

Biopharm. 2011, 79 (1), 181–188. 

(11)  Peltier, S.; Oger, J.-M.; Lagarce, F.; Couet, W.; Benoît, J.-P. “Enhanced Oral 

Paclitaxel Bioavailability After Administration of Paclitaxel-Loaded Lipid 

Nanocapsules.” Pharm. Res. 2006, 23 (6), 1243–1250. 

(12)  Roger, E.; Lagarce, F.; Benoit, J.-P. “The Gastrointestinal Stability of Lipid 

Nanocapsules.” Int. J. Pharm. 2009, 379 (2), 260–265. 

(13)  Roger, E.; Lagarce, F.; Garcion, E.; Benoit, J.-P. “Lipid Nanocarriers Improve 

Paclitaxel Transport throughout Human Intestinal Epithelial Cells by Using Vesicle-

Mediated Transcytosis.” J. Control. Release 2009, 140 (2), 174–181. 

(14)  Cornier, J.; Owen, A.; Kwade, A.; Van de Voorde, M. Pharmaceutical 

Nanotechnology: Innovation and Production; Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. 

KGaA: Weinheim, Alemania, 2017. 

(15)  Sahu, B. P.; Das, M. K. “Nanosuspension for Enhancement of Oral Bioavailability 

of Felodipine.” Appl. Nanosci. 2014, 4 (2), 189–197. 

(16)  Singh, S. K.; Makadia, V.; Sharma, S.; Rashid, M.; Shahi, S.; Mishra, P. R.; 

Wahajuddin, M.; Gayen, J. R. “Preparation and In-Vitro/in-Vivo Characterization of 

Trans-Resveratrol Nanocrystals for Oral Administration.” Drug Deliv. Transl. Res. 

2017, 7 (3), 395–407. 



Capítulo 4. Benznidazol. 

 

159 

 

(17)  Salvati, A.; Aberg, C.; dos Santos, T.; Varela, J.; Pinto, P.; Lynch, I.; Dawson, K. A. 

“Experimental and Theoretical Comparison of Intracellular Import of Polymeric 

Nanoparticles and Small Molecules: Toward Models of Uptake Kinetics.” 

Nanomedicine - Nanotechnology, Biol. Med. 2011, 7, 818–826. 

(18)  Murgia, X.; Yasar, H.; Carvalho-Wodarz, C.; Loretz, B.; Gordon, S.; Schwarzkopf, 

K.; Schaefer, U.; Lehr, C.-M. M. “Modelling the Bronchial Barrier in Pulmonary 

Drug Delivery: A Human Bronchial Epithelial Cell Line Supplemented with Human 

Tracheal Mucus.” Eur. J. Pharm. Biopharm. 2017, 118, 79–88. 

(19)  Ghaffarian, R.; Muro, S. “Models and Methods to Evaluate Transport of Drug 

Delivery Systems Across Cellular Barriers.” J. Vis. Exp. 2013, No. 80. 

(20)  Khalil, N.; de Mattos, A.; Moraes Moreira Carraro, T.; Ludwig, D.; Mainardes, R. 

“Nanotechnological Strategies for the Treatment of Neglected Diseases.” Curr. 

Pharm. Des. 2013, 19 (41), 7316–7329. 

(21)  Toledo, M. J. O.; Bahia, M. T.; Veloso, V. M.; Carneiro, C. M.; Machado-Coelho, 

G. L. L.; Alves, C. F.; Martins, H. R.; Cruz, R. E.; Tafuri, W. L.; Lana, M. “Effects 

of Specific Treatment on Parasitological and Histopathological Parameters in Mice 

Infected with Different Trypanosoma Cruzi Clonal Genotypes.” J. Antimicrob. 

Chemother. 2004, 53 (6), 1045–1053. 

(22)  Grosso, N. L.; Bua, J.; Perrone, A. E.; Gonzalez, M. N.; Bustos, P. L.; Postan, M.; 

Fichera, L. E. “Trypanosoma Cruzi: Biological Characterization of a Isolate from an 

Endemic Area and Its Susceptibility to Conventional Drugs.” Exp. Parasitol. 2010, 

126 (2), 239–244. 

(23)  Palmeiro-Roldán, R.; Fonseca-Berzal, C.; Gómez-Barrio, A.; Arán, V. J.; Escario, J. 

A.; Torrado-Durán, S.; Torrado-Santiago, S. “Development of Novel Benznidazole 

Formulations: Physicochemical Characterization and in Vivo Evaluation on 

Parasitemia Reduction in Chagas Disease.” Int. J. Pharm. 2014, 472 (1–2), 110–117. 

  



Capítulo 4. Benznidazol. 

 

160 

 

(24)  Gamboa, G. V. U.; Palma, S. D.; Lifschitz, A.; Ballent, M.; Lanusse, C.; Passirani, 

C.; Benoit, J. P.; Allemandi, D. A. “Ivermectin-Loaded Lipid Nanocapsules: Toward 

the Development of a New Antiparasitic Delivery System for Veterinary 

Applications.” Parasitol. Res. 2016, 115 (5), 1945–1953. 

(25)  Heurtault, B.; Saulnier, P.; Pech, B.; Proust, J.; Benoit, J. “A Novel Phase Inversion-

Based Process for the Preparation of Lipid Nanocarriers.” Pharm. Res. 2002, 19 (6), 

875–880. 

(26)  Vonarbourg, A.; Passirani, C.; Saulnier, P.; Simard, P.; Leroux, J. C.; Benoit, J. P. 

“Evaluation of Pegylated Lipid Nanocapsules versus Complement System 

Activation and Macrophage Uptake.” J. Biomed. Mater. Res. Part A 2006, 78A (3), 

620–628. 

(27)  Moghimi, S. M.; Andersen, A. J.; Ahmadvand, D.; Wibroe, P. P.; Andresen, T. L.; 

Hunter, A. C. “Material Properties in Complement Activation.” Adv. Drug Deliv. 

Rev. 2011, 63 (12), 1000–1007. 

(28)  Thwala, L. N.; Beloqui, A.; Csaba, N. S.; González-Touceda, D.; Tovar, S.; Dieguez, 

C.; Alonso, M. J.; Préat, V. “The Interaction of Protamine Nanocapsules with the 

Intestinal Epithelium: A Mechanistic Approach.” J. Control. Release 2016, 243, 

109–120. 

(29)  Moysan, E.; González-Fernández, Y.; Lautram, N.; Béjaud, J.; Bastiat, G.; Benoit, 

J.-P. “An Innovative Hydrogel of Gemcitabine-Loaded Lipid Nanocapsules: When 

the Drug Is a Key Player of the Nanomedicine Structure.” Soft Matter 2014, 10 (11), 

1767–1777. 

 



Capítulo 5. 

  

 

 

 

PRAZIQUANTEL 

  



Capítulo 5. Praziquantel. 

  

162 

 

5.1. Índice 

5.1. Índice.................................................................................................................................. 162 

5.2. Introducción ....................................................................................................................... 163 

5.3. Formulaciones .................................................................................................................... 164 

5.4. Resultados .......................................................................................................................... 165 

5.4.1. Micro- y Nanopartículas ............................................................................................. 165 

5.4.1.1. Cantidad de praziquantel nanocristalizado y rendimiento ................................... 165 

5.4.1.2. Tamaño de partícula y solubilidad acuosa .......................................................... 165 

5.4.1.3. Calorimetría diferencial de barrido ..................................................................... 166 

5.4.1.4. Análisis de difracción de rayos X ....................................................................... 167 

5.4.1.5. Ensayos de disolución ........................................................................................ 168 

5.4.1.6. Evaluación del metabolismo energético en ratones Balb/c. ................................ 171 

5.4.2. Nanocápsulas lipídicas de praziquantel ...................................................................... 173 

5.4.2.1. Diámetro hidrodinámico, índice de polidispersidad, potencial zeta y     

conductividad ......................................................................................................................... 173 

5.4.2.2. Microscopía electrónica de transmisión .............................................................. 174 

5.4.2.3. Eficiencia de encapsulación ................................................................................ 175 

5.4.2.4. Interacción de nanopartículas con proteínas del mucus ...................................... 175 

5.4.2.5. Activación del complemento .............................................................................. 175 

5.4.2.6. Ensayos de citotoxicidad de nanocápsulas lipídicas en cultivos de células            

Caco-2  ............................................................................................................................ 176 

5.4.2.7. Evaluación de la eficacia antiparasitaria in-vitro de las nanocápsulas lipídicas de 

praziquantel  ............................................................................................................................ 178 

5.5. Conclusiones ...................................................................................................................... 179 

5.6. Bibliografía ........................................................................................................................ 180 

  



Capítulo 5. Praziquantel. 

  

163 

 

5.2. Introducción 

El PZQ es un fármaco antihelmíntico de amplio espectro utilizado, tanto en medicina 

humana como en medicina veterinaria, como agente quimioterapéutico contra endoparásitos, 

cestodos, incluyendo al género Taenia (tenias), y trematodos1. En particular, es el fármaco 

de elección para el tratamiento de la esquistosomiasis, una enfermedad tropical desatendida 

causada por parásitos Schistosoma. Esta patología es la segunda enfermedad parasitaria más 

prevalente después de la malaria2 y se estima que afecta a alrededor de 207 millones de 

personas3.  

Como se mencionó en el Capítulo 1, en la actualidad PZQ se sintetiza y se administra como 

un racemato, pero solo el levo-PZQ tiene efecto farmacológico. El isómero dextro-PZQ 

aparentemente contribuye solo al sabor amargo de la droga4.  

El PZQ se encuentra catalogado como Clase II en el SCB5, ya que su baja solubilidad 

dificulta su desempeño en sistemas biológicos6. Se requieren grandes dosis de PZQ para 

lograr concentraciones óptimas en el sitio de acción debido a su pobre solubilidad acuosa 

(0,04 g/100 ml)7,8.  
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5.3. Formulaciones 

Por lo mencionado en el punto anterior y con el objetivo de aumentar la absorción y la 

eficacia de PZQ se formularon sistemas que permitieron incrementar la solubilidad acuosa 

aparente del fármaco y la velocidad de disolución.  

En la primera etapa y por medio del procedimiento de nanocristalización controlada se 

formularon NPs de PZQ empleando P-188 y P-407 y PVA como polímeros transportadores, 

los protocolos detallados se describen en el Capítulo 2, Tabla 2.3 (Pág. 30). El método de 

cristalización controlada se llevó a cabo empleando dos tipos de agitación: magnética (300 

rpm) y homogeneizador (7000 rpm). Posteriormente, las NPs de PZQ fueron evaluadas in-

vivo y sobre el metabolismo de cisticercos de T. crassiceps en modelo animal. 

Finalmente se desarrollaron NCLs de PZQ en base al método de inversión de fase descripto 

en el Capítulo 2, punto 2.2.2.1.5.1 (Página 32). Las mismas fueron caracterizadas 

fisicoquímicamente e in-vitro, y se evaluó su efecto frente a gusanos S. mansoni.  
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5.4. Resultados 

5.4.1. Micro- y Nanopartículas 

Se llevó a cabo el desarrollo de NPs de PZQ empleando la metodología descripta en el 

punto 2.2.2.1.2. Dichas NPs fueron obtenidas a partir de nanosuspensiones de PZQ y P-188, 

P-407 o PVA, mediante agitación magnética y homogeneización. Las mismas fueron secadas 

por liofilización. 

5.4.1.1. Cantidad de praziquantel nanocristalizado y rendimiento 

Se determinaron las cantidades de 𝑃𝑍𝑄𝑁𝐶 y los 𝑅 en las muestras ensayadas, estudiando el 

efecto de los estabilizantes empleados y las diferentes proporciones de los mismos, los 

resultados se muestran en la Tabla 5.1. 

Tabla 5.1.  𝑷𝒁𝑸𝑵𝑪 y 𝑹 de los sistemas. 

Sistema Composición/Agitación 𝑷𝒁𝑸𝑵𝑪 (%) 𝑹 (%) 

NP 1 P-188 / Ag. M 97,53±0,02 83,12±0,04 

NP 2 P-407/ Ag. M 95,81±0,04 84,13±0,05 

NP 3 PVA/ Ag. M 95,53±0,04 82,84±0,02 

NP 4 P-188/ Ag. H 96,12±0,03 81,52±0,01 

NP 5 P-407/ Ag. H 97,24±0,04 81,63±0,02 

NP 6 PVA/ Ag. H 95,43±0,05 75,92±0,03 

En todos los sistemas la proporción de PZQ cristalizada fue superior al 95 %, indicando 

que la carga de fármaco en las NPs es elevada. En el caso del cálculo del 𝑅, en todos los 

sistemas formulados este fue mayor al 75 %.  

Tanto las cantidades de 𝑃𝑍𝑄𝑁𝐶 como los valores de 𝑅 asociados fueron elevados e 

independientes del estabilizante y de la metodología de agitación. 

5.4.1.2. Tamaño de partícula y solubilidad acuosa 

Se caracterizaron las partículas obtenidas en términos de 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y 𝑆𝑃𝑍𝑄, los resultados 

se muestran en la Tabla 5.2. 
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Tabla 5.2. 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 y 𝑆𝑃𝑍𝑄 en agua de las partículas 

Sistemas Composición/Agitación 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎(nm) 𝐼𝑃𝑑 (nm) 𝑆𝑃𝑍𝑄 (mg/l) 

NP 1 P-188 / Ag. M 75,2±0,1 0,093±0,002 4610,2±0,5 

NP 2 P-407/ Ag. M 107,6±0,5 0,031±0,002 7139,3±0,4 

NP 3 PVA/ Ag. M 62,4±0,1 0,042±0,001 7978,2±0,6 

NP 4 P-188/ Ag. H 74,6±0,4 0,193±0,004 4705,6±0,8 

NP 5 P-407/ Ag. H 282,6±0,2 0,303±0,002 5340,5±0,1 

NP 6 PVA/ Ag. H 105,4±0,5 0,243±0,001 6882,3±0,6 

El 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 promedio de las partículas obtenidas estuvo entre 62 y 282 nm, como se 

muestra en la Tabla 5.2. En los sistemas en los que se empleó P-407 se obtuvieron los valores 

más altos (107 o 282 nm, con agitación magnética u homogeneizador respectivamente). En 

aquellos casos donde fue empleado el P-188, no se observaron diferencias en el 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 obtenido para las NPs entre los dos tipos de agitación. Es posible postular que la 

diferencia del tamaño cuando se emplean los poloxámeros, independientemente del sistema 

de agitación, estaría relacionado con el PM de los estabilizantes y la longitud de las cadenas 

que estabilizan a las NPs. A mayor longitud de cadenas poliméricas, mayor sería el tamaño 

de las NPs. Finalmente, al emplear PVA, el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎 aumentó en el caso en que las 

nanosuspensiones fueron realizadas empleando el homogeneizador (pasando de 62 a 105 

nm). Estos resultados difieren de los reportados por Reddy y colaboradores, quienes 

formularon NPs poliméricas con P-188 mediante la aplicación de técnicas de optimización 

estadística para establecer la interrelación entre variables independientes y variables de 

respuesta. Uno de los parámetros evaluados fue la velocidad de agitación y los resultados 

mostraron que a mayor velocidad (2500 rpm), se formaron las NPs de menor tamaño9. 

En todos los casos las partículas mostraron ser monodispersas con respecto al tamaño, 

siendo los valores de 𝐼𝑃𝑑 inferiores a 0,3 nm.  

La formulación de este tipo de NPs permitió aumentar la 𝑆𝑃𝑍𝑄 aparente hasta 19 veces con 

respecto al fármaco de partida. 

5.4.1.3. Calorimetría diferencial de barrido 

Como se mencionó en el Capítulo 3 una de las técnicas más utilizadas para estudiar las 

interacciones entre los fármacos y los excipientes es la CDB, ya que a través de un análisis 

térmico es posible observar estados de transición vítrea de un sólido frente a incrementos en 
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la temperatura, además de evaluar potenciales transiciones de un estado cristalino a amorfo 

si se producen cambios en el punto de fusión del fármaco10. 

Con el fin de evaluar la interacción entre los componentes que forman las NPs, se realizaron 

los estudios de CDB del PZQ sin tratar y los sistemas, cuyos resultados se muestran en la 

Tabla 5.3. 

Tabla 5.3. Análisis térmico de los nanosistemas y sus componentes. 

Muestras 

∆𝐻𝑚 (J/g) 
𝐶𝑚(%) 

P-188 P-407 PVA 
PZQ 

(Temperatura de fusión: 143,25 °C) 

PZQ sin tratar - - - 153,21 100,00 

P-188 142,13 - - - - 

P-407 - 107,93 - - - 

PVA - - 151,44 - - 

NPs PZQ-P188 M 58,36 - - 101,22 66,07 

NPs PZQ-P188 H 63,47 - - 107,94 70,45 

NPs PZQ-P407 M - 55,75 - 102,62 66,98 

NPs PZQ-P407 H - 78,36 - 114,31 74,61 

NPs PZQ-PVA M - - 44,37 54,51 35,58 

NPs PZQ-PVA H - - 64,41 63,25 41,28 

Los valores de ∆𝐻𝑚 de PZQ, las NPs y los componentes de las mismas se muestran en la 

Tabla 5.3. El análisis térmico del fármaco sin tratamiento indicó un pico endotérmico a 

143,25 ºC (con un valor de ∆𝐻𝑚 de 153,21 J/g). La entalpía para los nanosistemas mostró en 

todos los casos valores más bajos que los obtenidos para PZQ sin tratar. Sin embargo, cuando 

fueron empleadas NPs formuladas con los poloxámeros los valores de ∆𝐻𝑚 para PZQ fueron 

más altos y cercanos a lo obtenido para PZQ sin tratamiento, respecto a las NPs formuladas 

con PVA. 

Se calculó el 100 % de 𝐶𝑚 en base al valor obtenido para PZQ de partida. Como puede 

observarse en la Tabla 5.3, si bien hubo una disminución de la cristalinidad del PZQ en los 

sistemas formulados, este no se encontró en un estado completamente amorfo en ninguno de 

los sistemas estudiados. 

5.4.1.4. Análisis de difracción de rayos X 

La Figura 5.1 se muestran los espectros de DRX de PZQ sin tratar y de las NPs de PZQ 

obtenidas con agitación magnética y homogeneización, empleando P-188, P-407 y PVA.  
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El PZQ de partida presentó un pico intenso alrededor de 20 2θ. El mismo pico se observó 

en los todos los nanosistemas estudiados, con intensidad similar para los sistemas formulados 

con los poloxámeros, y de menor intensidad en aquellos sistemas en los que se empleó PVA. 

Estos resultados coinciden con los obtenidos por CDB, en donde queda demostrado que el 

fármaco no pierde completamente su cristalinidad, y de que en aquellas NPs formuladas con 

PVA la cristalinidad del PZQ se muestra más reducida que en el resto de los sistemas. Un 

resultado similar fue obtenido en la formulación con poloxámeros de nanocristales de 

ezetimib, fármaco que inhibe selectivamente la absorción de colesterol. En ese trabajo se 

demostró que la cristalinidad de ezetimib no se modificó luego del proceso de 

nanoprecipitación al estar estilizado con P-40711. 

 

Figura 5.1. Difractogramas de PZQ sin tratar y las NPs de PZQ formuladas. 

5.4.1.5. Ensayos de disolución 

En las Figuras 5.2, 5.3 y 5.4 se muestran los perfiles de disolución del PZQ nanoformulado 

y del PZQ sin tratar. Los resultados obtenidos son representados por puntos y los ajustes 

correspondientes por líneas. 
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Figura 5.2. Perfil de disolución de PZQ en las NPs de P-188. 

 

Figura 5.3. Perfil de disolución  de PZQ en las NPs de P-407. 
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Figura 5.4. Perfil de disolución de PZQ en las NPs de PVA. 

En todos los sistemas formulados la velocidad de disolución de PZQ fue superior a la 

obtenida a partir de PZQ sin tratar. 

En la Figura 5.2 se muestran los resultados obtenidos para los nanosistemas formulados con 

P-188. Durante los primeros 30 minutos del ensayo, las NPs formulados con agitación 

magnética disolvieron menor cantidad de PZQ en comparación con las NPs formuladas a alta 

velocidad (homogeneizador). A partir de los 60 minutos, las diferencias entre los perfiles de 

disuolución resultaron menores. Este fenómeno se debería al marcado efecto tensioactivo 

que ejerce el P-188, que posiblemente se deposita en mayor cantidad en las partículas de 

mayor tamaño, obtenidas por homogeneización, y que favorece la disolución del PZQ. 

Con respecto a las NPs obtenidas a partir de P-407 (Figura 5.3) la velocidad de disolución 

fue significativamente superior durante los primeros 30 minutos del experimento para 

aquellas desarrolladas empleando agitación magnética respecto al empleo de homogenizador, 

que se podría relacionar con el menor tamaño de partícula de esos nanocristales, que favorece 

una rápida disolución. A partir de los 60 minutos, los perfiles de disolución resultaron 

similares hasta el final del ensayo. 

Por último, en la Figura 5.4 se observan los perfiles de disolución de las NPs formuladas a 

partir de PVA. Al igual que los resultados obtenidos con P-188, la agitación magnética genera 
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NPs que presentan una menor velocidad de disolución que las desarrolladas empleando el 

homogeneizador. 

5.4.1.6. Evaluación del metabolismo energético en ratones Balb/c. 

Durante este estudio in-vivo se analizó el efecto metabólico de diferentes formulaciones de 

PZQ en el metabolismo de cisticercos de T. crassiceps dentro de la cavidad peritoneal de 

ratones BALB/c hembras infectados con ese modelo experimental. 

5.4.1.6.1. Glucólisis 

La concentración de glucosa en los grupos P-188 y NPs 2 (NPs de PZQ/P-407) se vio 

aumentada (p<0,05). En los grupos NPs 1 (NPs de PZQ/P-188) y NPs 2 fue posible detectar 

un aumento de 100 veces en la producción de piruvato por parte de los cisticercos (p<0,05). 

La actividad de LDH aumentó 10 veces en los grupos tratados con P-188 y P-407, y 70 veces 

en el grupo NPs 3 (NPs de PZQ/PVA) (p<0,05). Aunque la producción de lactato se 

incrementó ligeramente en los grupos tratados, no se observó una diferencia estadísticamente 

significativa. 

El incremento en la concentración de glucosa en cisticercos de T. crassiceps tratados con 

PZQ ha sido reportado previamente12. Sin embargo, es interesante observar que el grupo 

tratado con PZQ presentó un aumento de 1,46 veces en la concentración de glucosa y el grupo 

NPs 2 presentó un aumento de 7,25 veces en la concentración de glucosa. Asimismo, la 

concentración de piruvato presentó un aumento de 110 veces en el mismo grupo tratado (NPs 

2). Este patrón puede ser observado en todos los parámetros evaluados en este estudio. Esto 

puede explicarse por la disminución en el tamaño en las partículas de PZQ, que aumentan su 

solubilidad y con ello la absorción del fármaco por las células diana. Por lo tanto, debido a 

la observación de mayores concentraciones de glucosa, piruvato, lactato y de LDH, es posible 

concluir que las nano-formulaciones aumentaron la glucólisis en cisticercos de T. crassiceps, 

en comparación con los grupos tratados con PZQ convencional y el grupo de control. 

5.4.1.6.2. Ciclo del ácido tricarboxílico 

Los cisticercos del grupo control negativo, los cuales no recibieron tratamiento, presentaron 

un ciclo del ácido tricarboxílico (ATC) completo, evidenciado por la presencia de α-

cetoglutarato. Todos los tratamientos indujeron la fumarato reductasa reversa del ciclo ATC, 

que no produce α-cetoglutarato. No fue posible detectar la producción de citrato y malato en 
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los grupos de NPs 1 y NPs 2. Sin embargo, en los grupos tratados con P-188 y P-407 se 

incrementaron estos dos ácidos orgánicos. La producción de oxaloacetato se incrementó en 

todos los grupos tratados (p <0,05) pero el grupo NPs 2 fue el que mostró una mayor 

producción de este ácido orgánico con un aumento de 32 veces su producción en 

comparación con el grupo de control y el aumento de 3 veces en comparación al grupo tratado 

con PZQ. La producción de succinato se incrementó (p <0,05) en todos los grupos tratados. 

En el grupo NPs 3 no fue posible detectar este ácido orgánico; también el fumarato y la 

producción de malato, que son precursores para la producción de succinato través de la vía 

fumarato reductasa, fueron significativamente menores (p <0,05) que los grupos de control 

y PZQ. 

La inversión parcial del ciclo ATC se puede detectar debido a la ausencia o la disminución 

de la producción de citrato y α-cetoglutarato, tal como se observa en los grupos NPs 1 y NPs 

2. Esto también se conoce como la vía de la fumarato reductasa, ya que conduce a la 

producción mitocondrial de succinato, por la conversión de piruvato en malato, malato en 

fumarato y fumarato en succinato que puede utilizarse en la cadena transportadora de 

electrones o puede ser excretada, como se informó anteriormente, en cisticercos de T. 

crassiceps13,14. Una vez más los grupos NPs 1 y NPs 2 presentaron diferencias significativas 

en la producción de ácidos orgánicos de esta vía cuando se compara con el grupo tratado con 

el PZQ de partida y el grupo control, lo que refuerza la conclusión de que estas formulaciones 

presentan un mayor impacto en el metabolismo de los cisticercos que el PZQ convencional. 

5.4.1.6.3. Producción de cuerpos cetónicos y ciclo de la urea 

La producción de acetato fue significativamente mayor en el grupo tratado con P-188 

comparado con el grupo control (p<0,05) pero esto no fue detectado en ningún otro grupo 

tratado. La producción de acetoacetato y β-hidroxibutirato (β-HB) fue incrementada en los 

grupos tratados con las nano-formulaciones (p<0,05) cuando se las comparó con el grupo 

control, y los grupos tratados con los polímeros o el PZQ de partida. Además, la producción 

de urea fue aumentada en los grupos tratados con los polímero y en el grupo NPs 2, 

comparados con el control y el tratamiento con PZQ de partida (p<0,05).  

La no detección de acetato en los grupos PZQ, P-407 y los tratados con las nano- 

formulaciones puede haber ocurrido debido al uso de acetil-CoA en la producción de 

acetoacetato y β-hidroxibutirato. Esta vía es una alternativa para la producción de energía 
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que es especialmente utilizada cuando hay deficiencia en la absorción de la glucosa debido 

al bloqueo de los transportadores de glucosa o debido a daños que pueden ser observados 

cuando el parásito está expuesto a PZQ14. 

5.4.2. Nanocápsulas lipídicas de praziquantel 

Mediante el método de inversión de fase se formularon NCLs de PZQ. Estos sistemas 

fueron caracterizados fisicoquímicamente e in-vitro, y se estudió la eficacia contra gusanos 

S. mansoni. 

5.4.2.1. Diámetro hidrodinámico, índice de polidispersidad, potencial zeta y 

conductividad 

El 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, 𝐼𝑃𝑑, 𝑃𝑍 y conductividad de las NCLs fue determinado empleando dispersión 

de luz dinámica. En la Tabla 5.4 se observan los resultados obtenidos para las NCLs de PZQ 

(S7) y se muestran nuevamente los resultados para las NCLs sin fármaco de igual 

proporciones que la muestra S7. 

Tabla 5.4. Resultados de las NCLs sin fármaco y NCLs conteniendo BNZ. 

Resultados S2 (sin fármaco) S7 (PZQ) 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎(nm) 58,1±0, 3 55,0±0,1 

𝐼𝑃𝑑 (nm) 0,040±0,004 0,057±0,006 

𝑃𝑍 (mV) -5,4±0,8 -7,7±0,9 

Conductividad (mS/cm) 0,60±0,02 0,63±0,05 

El valor promedio obtenido para el tamaño de las NCLs de PZQ fue de 55 nm, se observó 

un valor similar al obtenido para las NCLs sin fármaco de igual proporción, demostrando que 

la incorporación del fármaco no estaría alterando el tamaño de las NCLs. Este fenómeno ya 

fue reportado por Roger y colaboradores durante la formulación de NCLs de paclitaxel15. 

Para evaluar la homogeneidad de las NCLs fue estudiado el 𝐼𝑃𝑑 (ver en Tabla 5.4) 

demostrando que las NCLs presentan una distribución de tamaño considerada homogéneas, 

con un 𝐼𝑃𝑑 de 0,057 nm.  

Para determinar la carga superficial de las NCLs S7 se empleó la medida del 𝑃𝑍, siendo en 

este caso de -7,7 mV. Este valor cercano al obtenido para las NCLs sin fármaco de igual tipo 

(-5,4 mV). Tal como se mencionó con anterioridad, el PZ es una medida de la magnitud de 

la carga superficial de las partículas, y esto tiene influencia en la repulsión o atracción 
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electrostática entre las mismas, y por lo tanto es uno de los parámetros que afecta la 

estabilidad de los sistemas.  

Estos resultados coinciden también con los obtenidos para las NCLs de BNZ de iguales 

componentes (S5), caracterizadas en el Capítulo 4. 

Finalmente, en la Tabla 5.4 se muestran los valores de conductividad obtenidos para las 

NCLs de PZQ y las NCLs sin fármaco. Se observa que la conductividad no presenta 

diferencias significativas cuando se encapsula el PZQ, siendo tanto para las NCLs sin 

fármaco como para las NCLs de PZQ cercana a 0,6 mS/cm.  

5.4.2.2. Microscopía electrónica de transmisión 

Las NCLs de PZQ fueron estudiadas empleando MET y las imágenes obtenidas se muestran 

en la Figura 5.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5. Micrografía electrónica de transmisión de las NCLs de PZQ (S7). La barra representa 

0,2 µm. 

En la Figura 5.5 se puede observar que el diámetro de las NCLs S7 mostró ser similar al 

obtenido por dispersión de luz dinámica (ver en Tabla 5.4). A pesar de esto, se evidencia la 

presencia de algunas pocas partículas de un tamaño superior. Estos resultados fueron 

consistentes a los obtenidos previamente para los otros tipos de NCLs formuladas, y pueden 

ser a causa de procesos de fusión de una o más nanocápsulas durante la manipulación de la 

muestra para prepararla para este ensayo. 

Finalmente, las NCLs mostraron una superficie circular, siendo estos resultados similares a 

los obtenidos previamente para este tipo de sistemas cuando se encapsuló por ejemplo 

ivermectina (fármaco antiparasitario)16. 
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5.4.2.3. Eficiencia de encapsulación 

La eficiencia de encapsulación de PZQ en las NCLs fue calculada como se describió en el 

Capítulo 2, resultando de 93,24 %. En base a este resultado podemos afirmar que la 

formación de NCLs de PZQ mediante el método de inversión de fase mostró ser un 

mecanismo válido, permitiendo que una gran cantidad de fármaco (más del 90 % del PZQ de 

partida) sea encapsulado en el interior de dichos sistemas. Resultados similares fueron 

observados en estas NCLs conteniendo otros fármacos16. 

5.4.2.4. Interacción de nanopartículas con proteínas del mucus 

Como se mencionó en capítulos anteriores, las proteínas que componen el mucus podrían 

interaccionar con las NCLs y disminuir su movilidad, reduciendo la capacidad de dichos 

sistemas de atravesar la membrana celular. 

Para estudiar la interacción entre las proteínas del mucus y las NCLs se emplearon sistemas 

en los que se reemplazó el fármaco por el colorante fluorescente NileRed.  

En todos los casos, las NCLs mostraron no interaccionar de manera significativa con las 

mucinas, no presentando alteraciones en el tamaño partícula a causa de cambios en la 

movilidad. Esto podría deberse a que las mucinas en las condiciones de trabajo se encuentran 

cargadas negativamente, al igual que las NCLs, no favoreciéndose así posibles interacciones 

electrostáticas. 

5.4.2.5. Activación del complemento 

En este ensayo, se estudió la activación del mecanismo clásico del complemento del SHN 

al contacto con eritrocitos de oveja sensibilizados, lo que conduce a la lisis de éstos y la 

liberación de hemoglobina. Cuando el suero está en presencia de nanosistemas activadores, 

se encuentran menos proteínas del complemento para lisar los eritrocitos de oveja, lo que 

provoca una reducción de las unidades del sistema del complemento. El consumo del 

complemento fue expresado como función de la superficie de las NPs (cm2) que representa 

un aumento en la concentración de NCLs y los resultados se muestran en la Figura 5.6. 
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Figura 5.6. Consumo del sistema del complemento (%) en función de la superficie de las NCLs 

(cm2/ml) de PZQ. 

El consumo del sistema de complemento para las NCLs de PZQ (S7) fue comparado con 

los resultados obtenidos para las NCLs sin fármaco (S2). Los perfiles mostraron ser similares, 

por lo que no se estaría generando una influencia significativa en la activación del sistema 

del complemento al emplear las NCLs cargadas. Esto resultados son coincidentes con los 

obtenidos con las NCLs de BNZ (ver Capítulo 4, punto 4.4.2.1.6). 

5.4.2.6. Ensayos de citotoxicidad de nanocápsulas lipídicas en cultivos de 

células Caco-2 

Con el objetivo de determinar el efecto de las NCLs sobre las células se ensayó la 

supervivencia de un cultivo de células Caco-2 en presencia de distintas concentraciones de 

las NCLs sin fármacos y las cápsulas de PZQ. A continuación se muestran resultados 

obtenidos a 24 y 48 horas posteriores a la exposición. 
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Figura 5.7. Supervivencia celular luego de 24 h de exposición a las NCLs. 

En la Figura 5.7 se observan los perfiles de supervivencia celular en función de 

concentración de las NCLs sin PZQ y las NCLs de PZQ. Puede observarse que luego de 24 

horas de exposición a concentraciones de hasta 2000 µg/ml de NCLs la viabilidad de células 

Caco-2 es alta y similar para las NCLs sin fármaco y NCLs de PZQ. A continuación se 

muestran los resultados que se obtuvieron luego de tratar durante 48 horas los cultivos 

celulares con las NCLs. Esto indicaría que en las concentraciones analizadas, las NCLs 

cargadas presentan una baja citotoxidad y podrían ser empleadas para llevar a cabo ensayos 

in-vitro o in-vivo en animales infectados. 

 

Figura 5.8. Supervivencia celular luego de 48 h de exposición a las NCLs. 

En la Figura 5.8 se observa la supervivencia celular en función de las concentraciones de 

NCLs sin fármaco y NCLs de PZQ luego de 48 horas de exposición a las mismas. Puede 

observarse que la sobrevida celular es similar para las NCLs sin fármaco y las cargadas con 

PZQ para todas las concentraciones en las que se trabajó. 
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5.4.2.7. Evaluación de la eficacia antiparasitaria in-vitro de las nanocápsulas 

lipídicas de praziquantel 

Se llevaron a cabo ensayos in-vitro sobre gusanos S. mansoni. Los resultados obtenidos 

respecto a la reducción de la movilidad relativa de los gusanos se muestran en la Figura 5.9, 

luego de 1 hora (Figura 5.9 A), 5 horas (Figura 5.9 B) y 24 horas (Figura 5.9 C) de incubación 

en presencia de PZQ y las NCLs. 

 

Figura 5.9. Movilidad relativa de gusanos S. mansoni en presencia de PZQ de partida y las NCLs de 

PZQ y NCLs blanco, luego de (A) 1 hora, (B) 5 horas y (C) 24 horas. 

Se llevaron a cabo controles empleando las NCLs sin fármacos, no observándose efectos 

significativos sobre los gusanos. Por otro lado se comprobó la capacidad de inmovilizar e 

influenciar la disminución de movilidad de los gusanos por parte de las NCLs de PZQ, a 

partir de 1 hora de tratamiento (aunque el efecto es más pronunciado si el ensayo se lleva a 

cabo durante 24 horas, como se muestra en la Figura 5.9 C) viéndose este fenómeno 

fuertemente influenciado por la concentración de PZQ final empleada. En este sentido 

podríamos afirmar que las NCLs de PZQ son activas frente a gusanos S. mansoni. 
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5.5. Conclusiones 

Las NPs de PZQ preparadas con distintas proporciones de P-188, P-407 y PVA, lograron 

un incremento en la 𝑆𝑃𝑍𝑄 de hasta 19 veces con respecto a la solubilidad del fármaco de 

partida. Las velocidades de disolución de PZQ también fueron superiores a la del PZQ sin 

tratar. En este caso, las mayores velocidades se obtuvieron para aquellas NPs que fueron 

formuladas con PVA. Esto podría deberse a que, como fue demostrado por ensayos de CDB 

y DRX, las NPs formuladas con PVA reducen la cristalinidad del fármaco en una proporción 

mayor que los poloxámeros. 

Estas nanoformulaciones de PZQ aumentaron el efecto sobre el metabolismo de cisticercos 

de T. crassiceps. Las formulaciones que provocaron mayores efectos sobre el metabolismo 

de los cisticercos fueron las formuladas a partir de los poloxámeros P-188 y P-407. 

Se formularon NCLs cargadas con PZQ mediante el método de inversión de fase. Los 

resultados muestran que las NCLs sin fármaco y NCLs de PZQ exhiben un tamaño similar y 

cercano a 50 nm. El 𝐼𝑃𝑑 en ambos casos fue menor o igual a 0,06, lo que indica una 

distribución de tamaño homogénea. Las nanocápsulas fueron observadas por MET, 

mostrando ser circulares. La eficacia de encapsulación del fármaco fue del 93 %. 

Las NCLs demostraron no interaccionar con mucinas, además se observó una activación 

del sistema del complemento para las NCLs de PZQ similar a la de las NCLs sin fármacos, 

lo que podría indicar la presencia del fármaco en el interior de las cápsulas. 

La sobrevida de las células en presencia de las NCLs (con y sin PZQ) fue elevada tanto para 

el tratamiento de 24 como el de 48 horas. 

Se demostró actividad contra gusanos S. mansoni para las NCLs de PZQ mediante ensayos 

in-vitro. En este sentido, las NCLs cargadas con PZQ representan una importante alternativa 

para una distribución eficiente de dicho agente antiparasitario.  
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6.2. Introducción  

El FNZ es un fármaco perteneciente a la familia de derivados de los benzimidazoles, cuyo 

mecanismo de acción consiste en la inhibición de la captación de glucógeno en el intestino 

del parásito a través de la destrucción de la estructura microtubular del epitelio intestinal1. 

Este fármaco presenta un amplio espectro de actividad contra los helmintos del tracto 

intestinal y de los pulmones cuando se emplea una dosis oral de 5 a 7,5 mg/kg. Los datos de 

la literatura sugieren que el FNZ tiene un tránsito intestinal y un tiempo de excreción muy 

rápidos en algunas especies animales. También se ha postulado que su eficacia es 

proporcional a su persistencia en el ambiente del parásito, y debido a ello sería conveniente 

administrar dosis divididas en el tiempo para lograr una mayor eficacia2. 

En particular, se ha demostrado además que el FNZ es eficiente en la inhibición de la 

formación de vesículas de E. multilocularis así como en la reducción de la carga de gusanos 

y en el número de protoescoles en ratones infectados con E. multilocularis3. Este parásito 

presenta un ciclo de vida de tipo “salvaje”, el gusano adulto vive en los intestinos de 

diferentes zorros (hospedador definitivo). Los zorros infectados liberan huevos con sus 

heces, y luego se genera la absorción por vía oral por parte de los roedores (huésped 

intermedio) o los humanos (huésped accidental). Se forman metacestodos (vesículas) 

principalmente en el hígado de roedores, luego se produce la infección de zorros y perros por 

ingestión de roedores que contienen metacestodos con protoescólices. Los protoescólices 

maduran a tenias adultas en el intestino delgado. E. multilocularis produce la Echinococcosis 

alveolar (E. alveoloar), una enfermedad que está principalmente limitada al hemisferio norte 

donde aparecen cerca de 18000 casos nuevos cada año. En relación a esto, hay datos que 

indican que FNZ es muy eficaz en el tratamiento de E. alveolar en modelos murinos 

infectados4.  
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6.3. Formulaciones 

Se llevó a cabo un diseño de experimentos y su optimización para formular MPs de FNZ y 

PVA empleando el secado por aspersión, según fue descripto en el Capítulo 2, punto 2.2.2.1.4 

(Página 31). Las MPs obtenidas fueron luego caracterizadas para comprobar la eficacia del 

diseño. 

También se formularon NCLs de FNZ empleando el protocolo detallado en el Capítulo 2 

punto 2.2.2.1.5.1 (Página 32). Estas formulaciones fueron caracterizadas 

fisicoquímicamente, y además fue evaluada su eficacia antiparasitaria in-vitro sobre E. 

multilocularis, llevando a cabo los ensayos de la PGI y Alamar Blue. 
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6.4. Resultados 

6.4.1. Diseño y optimización de micropartículas de fenbendazol 

6.4.1.1. Fase de screening 

Como se mencionó, con anterioridad el diseño de experimentos es una técnica estadística 

que permite optimizar, entre otras cosas el proceso de formulación de MPs5. Para estimar los 

factores principales que repercuten significativamente en las propiedades las partículas se 

llevó a cabo un diseño de screening de tipo Plackett-Burman empleando el programa “Design 

Expert”. 

En este inciso, se formularon MPs de FNZ empleando PVA y Sipernat® 50 a partir de una 

solución conteniendo etanol y acetona en medio ácido. La selección de PVA se debió a que 

posee propiedades emulsificantes y tensioactivas que favorecen la solubilidad de moléculas 

lipofílicas como FNZ. Los grupos OH del PVA pueden interactuar con la fase acuosa 

mientras que la cadena carbonada (grupo vinilo) va a interactuar, preferentemente, con los 

solventes orgánicos. Debido a ello, la presencia de PVA puede influir significativamente en 

el tamaño de las MPs6. El Sipernat®, formulado a base de dióxido de silicio posee una gran 

capacidad de absorción que aumenta la fluidez y prolonga la vida útil de las sustancias en 

polvo que sean susceptibles de apelmazamiento durante el proceso de secado7. 

Para la elaboración de las MPs de FNZ se empleó un equipo de secado por aspersión, y 

tomando en consideración la metodología empleada y los componentes de la formulación, 

tanto la concentración del estabilizante seleccionado (PVA), y del soporte sólido (Sipernat®) 

así como las condiciones en las que se lleva a cabo la etapa de secado (potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 

y 𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 para el secado) podrían ser factores determinantes de las propiedades finales de 

las MPs. Debido a ello, cada uno de los factores fue evaluado a dos niveles (el máximo y el 

mínimo propuestos para la elaboración de MPs). La evaluación consistió en el análisis de los 

distintos factores sobre las respuestas, los experimentos llevados a cabo se detallan en la 

Tabla 6.1. 
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Tabla 6.1. Diseño de Plackett Burman de MP de FNZ construido para seleccionar factores 

Se llevó a cabo una prueba ANOVA sobre los datos experimentales mostrados en la Tabla 

6.1, los resultados de este análisis se resumen en la Tabla 6.2. 

Tabla 6.2. Valores de p obtenidos para cada uno de los factores sobre las respuestas. 

 

 

 

En la Tabla 6.2 se puede observar que, con un nivel de significación del 5%, la respuesta 

𝑅 mostró ser dependiente de la potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 (p=0,028) y de la 𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (p=0,018), 

ambos factores que participan de la etapa de secado. Este fue un resultado lógico ya que una 

mayor potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 implica un mayor flujo (ml/min) que a su vez incide 

directamente en el 𝑅. Por otro lado, la cantidad de PVA no puede descartarse completamente 

como un factor significativo sobre el 𝑅 ya que el valor de la p es cercano a 0,05 (p=0,06). Un 

resultado similar fue reportado por Kumar y colaboradores8, quienes describieron que los 

parámetros del secado influyeron directamente sobre el 𝑅 de nanocristales de indometacina. 

Ensayos 

Factores Respuestas 

 PVA 

(g) 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  

(ml) 

𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 

(%) 
𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 

(°C) 
𝑅 (%) 

𝐹𝑁𝑍𝑐  (µg/mg 

sólido) 

𝑆𝐹𝑁𝑍 

(µg/ml) 

𝐷𝐹𝑁𝑍 

(µg) 

1 0,5 50 10 140 69,56 27,99 21,74 0,45 

2 0,5 50 10 100 69,02 27,36 17,52 0,65 

3 3,0 200 17 100 44,07 110,74 41,30 0,84 

4 3,0 200 10 140 62,74 163,77 48,20 1,34 

5 0,5 200 17 100 40,19 62,47 9,47 1,33 

6 3,0 200 10 140 55,43 74,45 39,38 0,60 

7 3,0 50 17 140 60,16 33,36 58,55 0,53 

8 3,0 50 17 100 44,19 49,41 60,47 0,20 

9 0,5 50 17 140 62,74 30,77 21,74 0,56 

10 0,5 200 10 100 60,51 121,69 19,82 1,29 

11 0,5 200 17 140 57,22 123,17 11,39 0,04 

12 3,0 50 10 100 47,42 40,95 55,87 0,71 

 𝑅 (%) 𝐹𝑁𝑍𝑐(µg/mg sólido) 𝑆𝐹𝑁𝑍 (µg/ml) 𝐷𝐹𝑁𝑍 (µg) 

Modelo 0,0189 0,0337 ˂0,0001 0,3557 

PVA (g) 0,0612 0,4692 ˂0,0001 0,9410 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  (ml) 0,1490 0,0035 0,0669 0,1373 

𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 (%) 0,0280 0,6683 0,9832 0,3034 

𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (°C) 0,0180 0,7047 0,8499 0,3181 
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La segunda respuesta, 𝐹𝑁𝑍𝑐, mostró ser dependiente de forma significativa del 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  

empleado, lo cual podía preverse ya que un mayor volumen de dicha solución involucra 

también una mayor masa total y la consiguiente disminución del FNZ en la formulación final. 

Por otro lado, un incremento del soporte sólido podría favorecer la deposición de las 

partículas a medida que se van evaporando los solventes en la cámara de secado.  

En la Tabla 6.2 se muestra que el modelo fue significativo para la 𝑆𝐹𝑁𝑍 (p˂0,0001), siendo 

el factor determinante más importante la cantidad de PVA (p˂0,0001), mientras que según 

los resultados obtenidos, no podemos descartar la influencia del 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 sobre dicha 

respuesta. Este resultado era esperable debido a la capacidad solubilizante del PVA9. 

La última respuesta ensayada fue la 𝐷𝐹𝑁𝑍, según los resultados del ensayo ANOVA llevado 

a cabo, no se logró un modelo significativo en base a los factores estudiados (p=0,3557). 

No se evidenciaron outliers en ninguno de los ensayos llevados a cabo, y en todos los casos 

la falta de ajuste fue considerada no significativa (p=0,5804). 

El objetivo de esta fase fue seleccionar los factores que tuvieran influencia sobre al menos 

uno de las respuestas ensayadas, así como determinar aquellas respuestas que pudieran ser 

modeladas por dichos factores. En base a estos resultados se continuó con la optimización de 

las respuestas: 𝑅, 𝐹𝑁𝑍𝑐 y 𝑆𝐹𝑁𝑍, a partir de todos los factores estudiados: concentración de 

PVA, 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡, potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 y 𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎. 

6.4.1.2. Fase de optimización 

Para la optimización se llevó a cabo un diseño de superficie de respuesta de tipo central 

compuesto, con la información obtenida previamente de la primera etapa del diseño. 
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Tabla 6.3. Diseño central compuesto construido para optimizar las respuestas. 

Se optimizaron el 𝑅, la 𝐹𝑁𝑍𝑐 y la 𝑆𝐹𝑁𝑍; en función de los factores: concentración de PVA, 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 , potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 y 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎. Los experimentos realizados así como los 

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.3. 

Durante el proceso de optimización el objetivo fue formular un sistema microparticulado 

de FNZ y PVA con un alto 𝑅, una elevada 𝐹𝑁𝑍𝑐 obtenido y que, además, las MPs poliméricas 

permitieran aumentar la 𝑆𝐹𝑁𝑍.  

Para tal fin, se aplicó un diseño central compuesto, que constó de 21 experimentos (Tabla 

6.3), los que incluían 5 réplicas del punto central. Para los experimentos se generaron 

combinaciones de los factores seleccionados: concentración de PVA (desde 0 a 3,85 g), 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  (de 5 a 255 ml), la potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 (de 8 a 19) y la 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (de 86 a 150 ºC). 

En la Tabla 6.3 se incluyen además los resultados obtenidos. 

Ensayos 

Factores Respuestas 

𝑃𝑉𝐴𝑐 

(g) 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  

(ml) 

𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 

(%) 

𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 

(°C) 
𝑅 (%) 

𝐹𝑁𝑍𝑐(µg/mg 

sólido) 
𝑆𝐹𝑁𝑍(µg/ml) 

1 1,75 255 13 120 52,06 98,69 47,05 

2 0,5 50 17 100 52,86 145,71 40,53 

3 1,75 125 13 150 64,63 71,21 21,74 

4 1,75 125 19 120 47,85 79,75 23,66 

5 0 125 13 120 62,91 143,14 84,24 

6 0,5 50 10 100 62,96 175,17 45,90 

7 3 200 10 100 50,29 54,96 119,90 

8 1,75 125 13 120 55,30 81,53 102,65 

9 1,75 125 13 120 56,78 76,69 113,39 

10 1,75 5 13 120 62,78 116,73 243,38 

11 1,75 125 13 120 56,87 913,96 119,14 

12 0,5 200 10 140 67,88 119,02 44,37 

13 1,75 125 13 120 54,12 87,86 87,31 

14 1,75 125 13 120 56,91 115,48 110,70 

15 3,85 125 13 120 50,34 59,73 279,42 

16 3 200 17 100 41,92 71,88 40,53 

17 0,5 200 17 140 58,07 100,88 16,37 

18 3 50 10 140 65,64 60,77 87,69 

19 3 50 17 140 55,82 66,43 82,33 

20 1,75 125 8 120 64,58 87,73 22,89 

21 1,75 125 13 86 41,94 76,16 62,39 
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Luego de eliminar los outliers, las respuestas fueron ajustadas a patrones polinomiales, para 

encontrar los mejores modelos. Los resultados de los ensayos ANOVA para la optimización 

de las respuestas arrojan buenos indicadores estadísticos, la falta de ajuste fue no 

significativa, el modelo fue significativo y el r2 ajustado mostró ser similar al r2 predicho, 

como puede observarse en la Tabla 6.4.  

Además los resultados del análisis arrojaron que el modelo lineal es apropiado para explicar 

el comportamiento del 𝑅 y la 𝐹𝑁𝑍𝑐 al modificar los factores estudiados. Un modelo lineal en 

este caso estaría indicando la ausencia de interacciones entre los factores. Mientras que la 

𝑆𝐹𝑁𝑍 fue bien ajustado a un modelo de tipo cuadrático, lo que sucede en la mayoría de casos 

previamente reportados10. 

Tabla 6.4. Valores de falta de ajuste, de los parámetros r2 y probabilidad asociada obtenidos para 

cada uno de los factores sobre las respuestas. 

 𝑅 (%) 𝐹𝑁𝑍𝑐 (µg/mg sólido) 𝑆𝐹𝑁𝑍 (µg/ml) 

Modelo ˂0,0001 Lineal ˂0,0001 Lineal 0,0039 Cuadrático 

𝑃𝑉𝐴𝑐(g) ˂0,0001 ˂0,0001 0,0025 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  (ml) ˂0,0001 0,0303 0,0009 

𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 (%) ˂0,0001 0,4762 0,1216 

𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (°C) ˂0,0001 0,0103 0,1916 

Falta de ajuste No significativo No significativo No significativo 

r2 ajustado 0,9701 0,8030 0,9455 

r2 predicho 0,9628 0,7215 0,9345 

El 𝑅 fue dependiente de la potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 y la 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 en el sistema de secado, 

además, en el modelo desarrollado durante la etapa de optimización el 𝑅 mostró ser 

dependiente de la cantidad de PVA y del 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  usado.  

La 𝐹𝑁𝑍𝑐 fue dependiente de la cantidad de PVA empleada, el 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 agregado y la 

𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 del aspersor.  

Por último, se demostró que la concentración de PVA y el 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  influencian de manera 

significativa la 𝑆𝐹𝑁𝑍.  

Aunque existen muchos antecedentes de la preparación de MPs con PVA conteniendo 

distintos fármacos11, la formulación y posterior optimización de MPs de FNZ aún no había 

sido estudiada, o al menos descripta en la literatura.  
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A continuación, en la Tabla 6.5, se muestran las condiciones en las que se llevó a cabo la 

optimización. Para todos los factores se permitió que estuvieran en el rango de trabajo y se 

optimizan con una importancia relativa de 3. 

Tabla 6.5. Restricciones de la optimización para la formulación de MPs de FNZ. 

 Objetivo Límite inferior Límite superior Importancia 

𝑃𝑉𝐴𝑐 (g) En el rango 0,5 3 3 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡(ml) En el rango 50 200 3 

𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 (%) En el rango 10 17 3 

𝑇𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 (°C) En el rango 100 140 3 

𝑅 (%) Máxima 41,91 67,88 5 

𝐹𝑁𝑍𝑐 (µg/mg sólido) Máxima 0,55 1,75 2 

𝑆𝐹𝑁𝑍 (µg/ml) Máxima 16,37 279,42 3 

Las 3 respuestas se optimizaron para maximizar su valor, seleccionando en este caso el 𝑅 

con la mayor importancia relativa (5), esto fue así porque los valores de 𝑅 empleando la 

técnica de secado por aspersión suelen ser muy bajos comparados con los resultados al 

emplear otra técnica de secado12,13. Por otro lado la 𝑆𝐹𝑁𝑍 se optimizó con una importancia 

relativa intermedia (3) y la 𝐹𝑁𝑍𝑐 con la menor importancia relativa (2). 

Una vez realizado el procedimiento de optimización, se construyó una función de 

deseabilidad global en función de los factores que influyen en las respuestas. Se 

seleccionaron las mejores condiciones de elaboración de las MPs correspondientes a lo 

obtenido del diseño. La 𝐷 en este punto alcanza un valor máximo de 0,814, que fue 

considerado adecuado para los propósitos de este trabajo. Es necesario mencionar que la 

aplicación de este tipo de diseños cuando se emplea el secado por aspersión se ha utilizado 

también para comprender los efectos de las variables de proceso durante la formulación de 

complejos de inclusión de fármacos lipofílicos con ciclodextrina. En dicho trabajo, la 

optimización del proceso resultó en una mejora considerable del rendimiento del producto 

atomizado, reduciendo al mínimo las impurezas y el contenido de humedad. Las respuestas 

observadas se correspondieron con los valores predichos de la formulación optimizada, 

demostrando así la viabilidad del procedimiento de optimización en la formulación de 

complejos con coclodextrinas10. 

En las Figuras 6.1, 6.2, 6.3, 6.4 y 6.5 se muestran las variaciones de las respuestas en 

función de los factores que fueron significativos sobre cada una de ellas. 
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Figura 6.1. Variación del 𝑅 en función de la concentración de la cantidad de PVA y el 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 . 

 

 

 

Figura 6.2. Variación del 𝑅 en función de la potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 y la 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 del rociador. 
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Figura 6.3. Variación del 𝐹𝑁𝑍𝑐 en función de la cantidad de PVA y del 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 . 

 

 

 

Figura 6.4. Variación del 𝐹𝑁𝑍𝑐 en función de la cantidad de PVA y de la 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎. 
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Figura 6.5. Variación de la 𝑆𝐹𝑁𝑍 en función de la cantidad de PVA y el 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 . 

En las Figuras 6.6 y 6.7 se muestra la variación de la deseabilidad en función de los 4 

factores estudiados. 

 

 

Figura 6.6. Representación de la deseabilidad en función de la cantidad de PVA y del 𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡 . 
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Figura 6.7. Gráfico de deseabilidad en función de la potencia de la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 y la 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 del 

aspersor. 

6.4.1.3. Verificación de la optimización 

En la Tabla 6.6 se muestran los protocolos del ensayo optimizado (se seleccionó la solución 

cuya deseabilidad fue la mayor, de 0,8139), y del que contiene las condiciones reales en las 

que se trabajó. Además, dichos protocolos se comparan con los resultados de un experimento 

de características similares (experimento 3) realizado durante la etapa de diseño de la 

superficie de respuesta. 

Tabla 6.6. Protocolos y resultados del experimento de optimización (valores teóricos y 

experimentales). 

En el caso del 𝑅, el resultado obtenido en el ensayo fue significativamente superior al 

predicho por el modelo y a todas las otras pruebas realizadas (tanto durante la optimización 

como en el screening previo). Esta diferencia puede deberse a que valores de 𝑅 superiores a 

los ingresados en el programa son difíciles de predecir por el modelo. 

Con respecto a la 𝐹𝑁𝑍𝑐 también se obtuvieron mejores resultados, 188 µg de FNZ por mg 

total comparado con la cantidad predicha por el modelo de 131 µg por mg de sólido. 

Por último, la 𝑆𝐹𝑁𝑍 en el sistema optimizado (144 µg/ml) mostró ser levemente inferior a 

la predicha en el modelo (193 µg/ml). 

Muestra 
𝑃𝑉𝐴𝑐 

(g) 

𝑉𝑆𝑖𝑝𝑒𝑟𝑛𝑎𝑡  

(ml) 

𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 
(%) 

𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 
(°C) 

𝑅  
(%) 

𝐹𝑁𝑍𝑐 
(µg/mg sólido) 

𝑆𝐹𝑁𝑍 
(µg/ml) 

Teórica 0,50 50,00 11,93 131,47 67,88 131,47 193,96 

Experimental 0,50 50,00 12,00 131,00 77,75 188,71 143,68 
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Tal como se puede observar en la Tabla 6.6, las MPs de FNZ optimizadas fueron obtenidas 

con un 𝑅 mayor al 75 %, la carga del fármaco fue elevada y se consiguió elevar la 𝑆𝐹𝑁𝑍 de 

0,01 µg/ml a 144 µg/ml.  

6.4.1.4. Caracterización de las micropartículas de fenbendazol 

6.4.1.4.1. Microscopía electrónica de barrido 

La tecnología de secado por aspersión permite la obtención de partículas esféricas 

principalmente, y en muchos casos, la morfología depende de los componentes de la 

formulación y las condiciones operativas seleccionadas. Con el objetivo de estudiar el 

impacto de los parámetros obtenidos para la optimización de las MPs de FNZ sobre la 

morfología final de las mismas, se realizaron estudios de microscopía electrónica. 

En la Figura 6.8 se observan las imágenes obtenidas por MEB para el FNZ sin tratamiento 

y las MPs de FNZ optimizadas. 

 

Figura 6.8. Micrografías de FNZ de partida (A) y de las MPs de FNZ optimizadas (B). La barra 

representa 10 µm. 

Se puede observar que el FNZ de partida se presenta como una mezcla irregular de cristales 

de gran tamaño (mayores a 10 µm). Por otro lado, las MPs de FNZ presentan forma esférica, 

superficie lisa y tamaño relativamente uniforme en un rango de 2 a 10 µm, principalmente. 

La forma esférica de las mismas indica que el proceso de secado y los parámetros 

seleccionados fueron adecuados. Similares resultados fueron reportados por Fouad y 

colaboradores14, quienes formularon micropartículas de celecoxib, fármaco antiinflamatorio 

de amplio espectro que inhibe la enzima ciclooxigenaza, mediante el secado por aspersión 
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con diversos polímeros, incluyendo PVA con el agregado de dióxido de silicio (Sipernat®). 

Las micropartículas exhibieron un tamaño aproximado de 5 a 20 y fueron esféricas.  

6.4.1.4.2. Calorimetría diferencial de barrido 

La CDB es un método analítico reconocido para estudiar la relación entre los componentes 

de los sistemas farmacéuticos. En el termograma del FNZ (Figura 6.9) se observa un pico 

endotérmico agudo a 235,84 °C, característico de dicho fármaco según lo descripto por la 

bibliografía15. En análisis térmico de las MPs optimizadas demostró la existencia de un pico 

endotérmico de baja intensidad a 227,49 °C. 

 

Figura 6.9. Termograma de FNZ sin tratar, PVA y las MPs de FNZ optimizadas. 

En el proceso de preparación de las MPs, cuando el solvente se evapora luego del proceso 

de aspersión, el FNZ puede cristalizar o permanecen en un estado disuelto en el polímero. Si 

el fármaco permanece disuelto en el polímero, la señal correspondiente a la fusión del FNZ 

estaría ausente, o al menos, presente con menor intensidad. De acuerdo al termograma de las 

MPs optimizadas, se podría postular que el fármaco está encapsulado en el seno de las MPs 

y se encontraría parcialmente disuelto. 

Se deben mencionar, además, que estos resultados serían coincidentes con los datos de la 

literatura en los cuales se describe la formulación de dispersiones sólidas de FNZ empleando 
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poloxámeros como polímeros transportadores, cuyo estudio térmico dio como resultado la 

desaparición de la señal endotérmica a 235,84 °C8, debido a formación de soluciones sólidas 

en la matriz polimérica.  

6.4.1.4.3. Difracción de rayos X 

La DRX permite estudiar las características cristalinas presentes en los fármacos de partida, 

y los cambios generados durante el proceso de formulación. En la Figura 6.10 se muestran 

los patrones de DRX para el FNZ y las MPs formuladas para estudiar las características al 

estado sólido de los mismos. 

 

Figura 6.10. Difractogramas del FNZ, PVA y las MPs de FNZ optimizadas. 
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El difractograma de FNZ demostró que el fármaco de partida se encontró en forma 

cristalina, se observaron dos picos intensos cercanos a 20 y a 30 2θ, tal como se describe en 

la literatura8. El análisis del estado sólido de PVA demostró que se encuentra en un estado 

parcialmente cristalino donde se puede detectar una señal ancha a 20 2θ16. 

Tal como se puede observar en la Figura 6.10, el difractograma de las MPs de FNZ fue 

similar al difractograma de PVA, mostrándose en un estado casi totalmente amorfo y se 

puede observar un pico cercano al del FNZ sin tratamiento, a 20 2θ. Posiblemente, la 

metodología relacionada con la formación de MPs (aspersión y posterior secado por calor) 

modificaría la red cristalina del FNZ y un pasaje, al menos parcial, al estado amorfo. Este 

fenómeno ha sido descripto para otros fármacos relacionados estructuralmente, como es el 

caso del albendazol, otro antihelmíntico de amplio espectro en medicina humana y 

veterinaria. Los difractogramas de MPs de albendazol con PVA usando el secado por 

aspersión mostraron que la intensidad de los picos cristalinos del fármaco disminuyeron 

gradualmente al aumentar la proporción de PVA hasta la obtención de MPs de albendazol 

amorfas, como se sugiere en la publicación de Alanazi y colaboradores17. 

Los resultados del análisis de difractometría de las MPs de FNZ están en concordancia con 

los obtenidos en el estudio térmico y confirman una transformación parcial del estado 

cristalino de FNZ a un estado amorfo. 

6.4.1.4.4. Ensayo de disolución de fenbendazol 

Una vez caracterizadas las MPs de FNZ optimizadas se llevó a cabo el estudio de la 

disolución del fármaco desde las MPs poliméricas, y se compararon los resultados con la 

disolución del FNZ de partida. 
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Figura 6.11. Perfiles de disolución de FNZ de partida y de FNZ desde las MPs optimizadas. 

En la Figura 6.11 se muestran los perfiles de disolución de FNZ obtenidos para el fármaco 

sin tratar y las MPs optimizadas. De acuerdo a este ensayo, se observa un significativo 

incremento en la velocidad de disolución de FNZ en las MPs respecto al perfil de disolución 

para el fármaco sin encapsular. La disolución de FNZ desde las MPs fue de un 45%, 78% y 

90% a los 5, 20 y 30 min, respectivamente, mientras que el fármaco sin tratar se disolvió en 

un porcentaje menor al 5% en los mismos lapsos de tiempo. La marcada diferencia en los 

perfiles de disolución de FNZ podría atribuirse a los cambios cristalinos del mismo, así como 

a la formación de partículas esféricas de menor tamaño como consecuencia de la formulación 

con PVA y su posterior secado, de acuerdo con los estudios de DRX y MEB descriptos 

previamente. 

Ambos perfiles de disolución mostrados en la Figura 6.11 fueron ajustados 

matemáticamente al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. Como se mencionó 

previamente, el modelo de Kosmeyer y Peppas se utiliza para analizar la disolución de 

fármacos desde formas farmacéuticas matriciales18, que son usualmente el tipo de estructura 

obtenida por medio del secado por aspersión19. Los valores de n obtenidos del ajuste fueron 

menores a 0,45, por lo que el mecanismo de difusión que se propone para la disolución de 

FNZ, desde las MPs optimizadas, es de tipo Fickiano, lo que implica que la velocidad de 

difusión a través de una membrana depende de forma directa del gradiente de concentración 
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del FNZ a ambos lados de la misma, mientras que es inversamente proporcional al espesor 

de la membrana, constituida este caso por la matriz de PVA. 

Similares resultados en relación a la cinética de liberación fueron obtenidos cuando se 

estudió la disolución de albendazol desde MPs con PVA con posterior secado por aspersión17,  

y en el caso de la disolución de acetaminofeno (paracetamol), un analgésico empleado en 

algunos tipos de artritis para aliviar las cefaleas, disminuir procesos febriles y dolores 

corporales leves, desde MPs de quitosano20. 

6.4.2. Nanocápsulas lipídicas de fenbendazol 

En base a la metodología que detallada previamente en el Capítulo 2, punto 2.2.2.1.5.1 (Pág. 

32) se obtuvieron NCLs de FNZ. Las mismas fueron caracterizadas fisicoquímicamente e in-

vitro y posteriormente se estudió su eficacia in-vitro frente a E. multilocularis. 

6.4.2.1. Diámetro hidrodinámico, índice de polidispersidad, potencial zeta y 

conductividad 

Mediante el empleo de dispersión de luz dinámica, se determinó el 𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎, el 𝐼𝑃𝑑, 𝑃𝑍 y  

conductividad de las nanocápsulas desarrolladas. En la Tabla 6.7 se observan los resultados 

obtenidos para las NCLs de FNZ (S8) y se las compara con las NCLs sin fármaco. 

Tabla 6.7. Resultados de las NCLs sin fármaco y NCLs conteniendo FNZ. 

Resultados S2 (sin fármaco) S8 (FNZ) 

𝑇𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎(nm) 58,14±0,03 48,62±0,05 

𝐼𝑃𝑑 (nm) 0,040±0,004 0,096±0,009 

𝑃𝑍 (mV) -5,44±0,08 -6,04±0,05 

Conductividad (mS/cm) 0,598±0,005 0,596±0,009 

El valor promedio obtenido para el tamaño de las NCLs de FNZ fue de 48,62 nm, similar 

al obtenido para las NCLs de igual proporción sin el fármaco, demostrando que la 

incorporación de FNZ no estaría alterando el tamaño de la cápsula. 

Para evaluar la homogeneidad de las NCLs fue determinado el 𝐼𝑃𝑑. En la Tabla 6.7 se 

muestra que las NCLs presentan una distribución de tamaño considerada homogénea, con un 

𝐼𝑃𝑑 de 0,096 nm.  

Para determinar la carga superficial de las NCLs S8 se empleó la medida del 𝑃𝑍, siendo en 

este caso de -6,04 mV, valor cercano al obtenido para las NCLs sin fármaco de igual tipo. 
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Este valor es importante, ya que, como se mencionó con anterioridad, el PZ es una medida 

de la magnitud de la carga superficial de las partículas, y esto tiene influencia en la repulsión 

o atracción electrostática entre las mismas, y por lo tanto es uno de los parámetros que afecta 

la estabilidad de los sistemas. Estos resultados coinciden también con los obtenidos para las 

NCLs de BNZ de igual proporción de componentes (S5), caracterizadas en el Capítulo 4. Se 

debe mencionar que, además, similares propiedades de tamaño y PZ fueron informados en la 

preparación de NCLs de paclitaxel, un fármaco de elección para el tratamiento sistémico del 

cáncer de ovario y de mamas, entre otros. Los autores describieron que tanto los sistemas 

vacíos y como aquellos cargados con paclitaxel mostraron un tamaño en un rango de 49 a 54 

nm y cuyo 𝑃𝑍 se encontró entre -4 y -6 mV, lo que confirma que la ausencia de variación de 

dichas propiedades después de la incorporación del fármaco21. 

Finalmente, en la Tabla 6.7 se muestra el valor de conductividad obtenida para las NCLs 

de FNZ. Se observa que la conductividad no presenta diferencias significativas cuando se 

encapsula el FNZ, siendo para las NCLs sin fármaco y las NCLs de FNZ cercana a 0,6 

mS/cm. Este valor era esperado considerando la cantidad de NaCl empleado en la 

formulación. 

6.4.2.2. Microscopía electrónica de transmisión 

Las NCLs de FNZ fueron estudiadas empleando MET y las imágenes obtenidas se muestran 

en la Figura 6.12 en la cual se puede observar que el diámetro de las NCLs S8 mostró ser 

similar al obtenido por dispersión de luz dinámica (ver Tabla 6.7). La estructura de las NCLs 

muestra una base compacta de lípidos donde está encapsulado el FNZ y la morfología de las 

mismas es esférica y con tamaños en el rango de 30-60 nm. También se exhiben algunas 

pocas partículas de un tamaño superior a 100 nm. Estos resultados fueron consistentes a los 

obtenidos previamente para los otros tipos de NCLs formuladas, y pueden ser a causa de 

procesos de fusión de una o más nanocápsulas durante la manipulación de la muestra para 

prepararla para este ensayo. 



Capítulo 6. Fenbendazol. 

 

203 
 

 

Figura 6.12. Micrografía electrónica de transmisión de las NCLs de FNZ (S8). La barra 

representa 200 nm. 

6.4.2.3. Eficiencia de encapsulación 

La 𝐸𝑓𝐸 de FNZ para las NCLs fue calculada como se describió en el Capítulo 2 (ver 

Ecuación 2.2 de la Página 36), y los resultados indicaron que se logró incorporar (cargar) el 

fármaco con una eficacia del 89,12 %. En base a estos resultados podemos afirmar que la 

nanoencapsulación de FNZ mediante el método de inversión de fase mostró ser un 

procedimiento adecuado, ya que permitió que una gran cantidad de fármaco (casi el 90 % del 

FNZ de partida) sea encapsulado en el interior de dichos sistemas. Resultados similares 

fueron observados cuando se encapsuló ivermectina, un antiparasitario empleado en 

medicina veterinaria, en este tipo de NCLs22. Este dato fue importante ya que ivermectina y 

FNZ no están estructuralmente relacionados y su solubilidad en agua es distinta, por lo tanto, 

la obtención de valores similares de carga en las NCLs sugiere que la selección de excipientes 

y la metodología de encapsulación fueron las correctas. 

6.4.2.4. Interacción de nanocápsulas con proteínas del mucus 

Como se mencionó en capítulos anteriores, las proteínas que componen el mucus podrían 

interaccionar con las NCLs y disminuir su movilidad, reduciendo la capacidad de dichos 

sistemas de atravesar la membrana celular. 

Para estudiar la interacción entre las proteínas del mucus y las NCLs se emplearon sistemas 

en los que se reemplazó el fármaco por el colorante fluorescente NileRed (ver en Capítulo 2, 

punto 2.2.2.4.4.).  



Capítulo 6. Fenbendazol. 

 

204 
 

En todos los casos las NCLs mostraron no interaccionar de manera significativa con las 

mucinas, no presentando alteraciones en el tamaño partícula a causa de cambios en la 

movilidad. Esto podría deberse a que las mucinas en las condiciones de trabajo se encuentran 

cargadas negativamente, al igual que las NCLs (ver Tabla 6.7), no favoreciéndose así 

posibles interacciones electrostáticas. En este punto es importante destacar que no se han 

realizado, o al menos no registrado en la bibliografía evidencia del uso de este tipo de ensayos 

para determinar la interacción entre NCLs y las proteínas del mucus. 

6.4.2.5. Activación del complemento 

En este ensayo, se estudió la activación del mecanismo clásico del complemento del SHN 

al contacto con eritrocitos de oveja sensibilizados, lo que conduce a la lisis de éstos y la 

liberación de hemoglobina. Cuando el suero está en presencia de nanosistemas activadores, 

se encuentran menos proteínas del complemento para lisar los eritrocitos de oveja, lo que 

provoca una reducción de las unidades del sistema del complemento. El consumo del 

complemento fue expresado como función de la superficie de las NCLs (cm2) que representa 

un aumento en la concentración de las mismas y los resultados se muestran en la Figura 6.13. 

 

Figura 6.13. Consumo del sistema del complemento (%) en función de la superficie de las NCLs 

(cm2/ml) de FNZ. 

Tal como se puede ver en la Figura 6.13, el consumo del sistema de complemento para las 

NCLs de FNZ fue comparado con los resultados obtenidos para las NCLs sin fármaco (S2). 

Los perfiles mostraron ser similares, por lo que no se estaría generando una influencia 

significativa en la activación del sistema del complemento al emplear las nanoformulaciones 



Capítulo 6. Fenbendazol. 

 

205 
 

cargadas. Esto podría indicar ausencia del fármaco en la superficie de las NCLs, es decir, el 

FNZ podría encontrarse mayoritariamente en el interior de las NCLs. 

6.4.2.6. Evaluación de la eficacia antiparasitaria de las nanocápsulas lipídicas 

de fenbendazol 

El tratamiento quimioterapéutico actual de E. alveolar en los seres humanos se basa en 

albendazol o mebendazol. Sin embargo, los costos de tratamiento, la necesidad de una 

quimioterapia crónica y una alta recurrencia después de la interrupción del tratamiento 

requiere otras opciones de tratamiento más eficientes. Tomando en consideración que el FNZ 

ha demostrado ser eficaz contra E. multilocularis, parásito causante de la E. alveolar en este 

trabajo se evaluó la eficacia terapéutica in-vitro de las NCLs de FNZ4. 

En este sentido, se evaluó la eficacia contra E. multilocularis por el ensayo PGI, Alamar 

Blue y ensayos de movilidad. 

6.4.2.6.1. Ensayo enzimático de la fosfoglucosa isomerasa 

Los metacéstodos (larvas) de E. multilocularis poseen una capa laminada externa, una capa 

germinal interna, y vesículas que contienen metabolitos. Uno de ellos es la enzima glicolítica 

PGI, una proteína que estimula la proliferación tanto de las células de la capa germinal del 

parásito, así como mamíferas células endoteliales. Debido a que PGI es un componente del 

líquido vesicular, se han desarrollado ensayos para detectar la liberación esta enzima en 

presencia de distintos fármacos23. En consecuencia, en este trabajo se realizó el ensayo sobre 

el comportamiento de la enzima al estar en contacto el parásito con las NCLs de FNZ. El 

daño de las vesículas fue calculado de forma indirecta mediante la medición de la cantidad 

de PGI liberada. En la Figura 6.14 se muestran los resultados obtenidos cuando se emplearon 

las NCLs de FNZ. Estos se comparan con los resultados obtenidos para el FNZ de partida y 

se emplea como control el dimetilsulfóxido. 
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Figura 6.14. Porcentajes de liberación relativa de PGI en presencia de FNZ sin tratar y las NCLs de 

FNZ. 

Se demostró que el FNZ sin tratar no fue activo contra los metacestodos de E. multilocularis 

dentro de los primeros 12 días de incubación in-vitro. Por el contrario las NCLs de FNZ 

mostraron una elevada liberación de la enzima PGI, lo que indica que podrían ser más activas 

que el fármaco de partida. Dicha actividad se relacionaría con una potencial interacción de 

las nanoformulaciones con el tegumento del parásito y posterior liberación del FNZ. Este 

resultado sugiere que la incorporación del fármaco en las NCLs es una alternativa viable si 

se desea incrementar la solubilidad y posterior interacción con los parásitos23. 

6.4.2.6.2. Ensayo Alamar Blue 

Este es un ensayo colorimétrico en el que se utiliza el indicador de oxidación- reducción 

Alamar Blue que ya se ha empleado para determinar la eficacia de distintos fármacos contra 

otras parasitosis24. 

En este caso, el mismo ensayo se aplicó para medir la citotoxicidad de las NCLs de FNZ 

sobre los metacéstodos de E. multilocularis que se comparó con el fármaco sin encapsular. 

Los resultados se muestran en la Figura 6.15. 

Se demostró que las NCLs de FNZ reducen marcadamente la viabilidad celular de 

metacéstodos de E. multilocularis, en comparación con la incubación con FNZ sin 
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tratamiento. Esto se debería, posiblemente, al incremento de la permeabilidad del fármaco 

cuando se incorpora en las nanoformulaciones, que favorece una mayor interacción con los 

parásitos. Cabe destacar que los resultados mostrados son valores relativos de viabilidad, en 

todos los casos los resultados se compararon con la viabilidad en presencia de 

dimetilsulfóxido. 

 

Figura 6.15. Viabilidad relativa de metacestodos de E. multilocularis en presencia de las 

NCLs de FNZ y el FNZ sin tratamiento. 

6.4.2.6.3. Ensayo de movilidad 

Se estudió el efecto sobre la movilidad de los parásitos en presencia de las NCLs de FNZ y 

del FNZ de partida. Los resultados se muestran en la Figura 6.16. 

 

Figura 6.16. Movilidad relativa en presencia de FNZ sin tratamiento y las NCLs de FNZ. 
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Tal como se observa en la Figura 6.16, las NCLs de FNZ reducen marcadamente la 

movilidad de metacéstodos de E. multilocularis, en comparación con el FNZ sin encapsular. 

Estos resultados coinciden con los ensayos previos de la enzima PGI y Alamar Blue y 

confirman que la viabilidad y movilidad de las larvas se ve disminuida de manera importante 

cuando se las incuba con el FNZ encapsulado. En base a lo descripto se puede confirmar que 

la nanoformulación de FNZ en matrices lipídicas es una alternativa interesante para el 

incremento de la solubilidad, velocidad de disolución y permeabilidad de FNZ y posee un 

impacto directo sobre los metacéstodos de E. multilocularis. 
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6.5. Conclusiones 

En este capítulo se demostró que las condiciones en las que se lleva a cabo la preparación 

de MPs, empleando secado por aspersión influyen significativamente en las características 

finales de las mismas.  

Los sistemas microparticulados de FNZ presentaron buenos rendimientos, alta carga del 

fármaco en los sistemas y un incremento en la 𝑆𝐹𝑁𝑍. Las MPs de FNZ optimizadas se 

obtuvieron a partir de 0,5 g de PVA, 50 ml de solución de Sipernat® (0,75 % p/v) y los 

parámetros de secado con la 𝐵𝑜𝑚𝑏𝑎 del aspersor en 12 % y la 𝑇 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 al sistema de secado 

en 131 ºC. El sistema con mayor deseabilidad (𝐷=0,814) permitió obtener un rendimiento 

del 78 %, la 𝐹𝑁𝑍𝑐 fue de 189 µg/mg de sólido y la 𝑆𝐹𝑁𝑍 en dicha formulación de 143,68 

µg/ml. El análisis por medio de MEB, CDB y DRX confirmó la obtención de MPs esféricas 

regulares, en las cuales el FNZ presenta transiciones del estado cristalino al amorfo. Además, 

se demostró que el empleo de estas MPs de FNZ optimizadas permite el aumento 

significativo de la velocidad de disolución del FNZ. 

La incorporación de FNZ en NCLs fue llevada a cabo a partir del método de inversión de 

fase y las cápsulas obtenidas presentaron un tamaño relativamente homogéneo de 48 nm. 

Las NCLs fueron estudiadas por MET, observándose sistemas de estructura lisa y 

homogénea dónde se pudo confirmar la homogeneidad del tamaño de partícula. La eficiencia 

de encapsulación fue mayor al 89 %. Las NCLs mostraron no interaccionar con las proteínas 

del mucus, así como una baja influencia sobre la activación del sistema del complemento. 

Finalmente se observa una mejora significativa en la actividad in-vitro contra el parásito de 

E. multilocularis cuando NCLs cargadas con FNZ fueron empleadas. 
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7.1. Conclusiones 

En el Capítulo 3 se formularon MPs y NPs de GB, empleando poloxameros, EuRLPO 

y PEGs de diferente PM. También se llevó a cabo un DOE para optimizar la formulación 

de NPs de GB. Las partículas permitieron mejorar la solubilidad y velocidad de disolución 

del fármaco. Además, las NPs demostraron ser más permeables a células Caco-2 que el 

fármaco sin tratamiento. 

En el Capítulo 4 se desarrollaron NPs de BNZ empleando DOE, para reducir el tamaño 

de partícula mejorando la solubilidad del fármaco. Este sistema se caracterizó in-vitro e 

in-vivo, evaluando su efecto sobre ratones infectados con T. cruzi. Se llegó a la conclusión 

de que el tratamiento con estas NPs podría permitir tratar con éxito la enfermedad de 

Chagas frente a una infección aguda por T. cruzi.  

También se formularon NCLs de BNZ de diferentes tamaños empleando los mismos 

componentes en diferentes concentraciones, y se llevó a cabo un DOE para obtener la 

relación de componentes óptima. Las NCLs fueron caracterizadas fisicoquímicamente e 

in-vitro, demostrando aumentar la permeabilidad aparente de BNZ hasta 10 veces. 

Durante este proceso fue controlada la integridad de la monocapa y la captación de las 

NCLs por parte de células Caco-2. Las NCLs de BNZ representan una alternativa 

atractiva para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, ya que estas formulaciones 

pueden ser estables en forma de una suspensión en medios acuosos, lo que podría facilitar 

la administración de BNZ en neonatos y niños. 

En el Capítulo 5 se formularon NPs de PZQ con distintas proporciones de poloxameros 

y PVA, alcanzando un incremento en la solubilidad acuosa del fármaco de hasta 19 veces. 

Las velocidades de disolución de PZQ también fueron superiores a la del PZQ sin tratar. 

Estos sistemas aumentaron el efecto sobre el metabolismo de cisticercos de T. crassiceps.  

De manera adicional se formularon NCLs de PZQ que fueron evaluadas in-vitro. Los 

estudios sobre gusanos S. mansoni sugirieron que estas nanoformulaciones podrían 

poseer una promisoria actividad antiparasitaria en modelos animales infectados.  

Finalmente, en el Capítulo 6, se formularon MPs de FNZ empleando secado por 

aspersión, que fueron desarrolladas y optimizadas por DOE. Los sistemas demostraron 

ser una alternativa muy adecuada para lograr buenos rendimientos, alta carga del fármaco 

en los sistemas y elevar significativamente la solubilidad del fármaco. Se demostró, 

además, que el empleo de estas MPs de FNZ optimizadas permitió un aumento 

significativo de la velocidad de disolución del fármaco. 
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Se formularon también NCLs de FNZ que fueron caracterizadas in-vitro. Los estudios 

sobre larvas demostraron un incremento de la actividad in-vitro contra el parásito de E. 

multilocularis por parte de las NCLs cargadas con FNZ en comparación con el FNZ sin 

encapsular. 
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8.1. Resumen 

El presente trabajo aborda la formulación y caracterización de diferentes sistemas 

micro- y nanoparticulados de glibenclamida, benznidazol, praziquantel y fenbendazol.  

Todos estos son fármacos empleados como antiparasitarios, pero al ser muy poco solubles 

en agua presentan una baja absorción y errática biodisponibilidad.  

Con el objetivo de mejorar la solubilidad y velocidad de disolución de glibenclamida, 

se formularon diferentes sistemas nanoparticulados. Se evaluó el uso de diversos 

biomateriales en la formulación de nanopartículas. Para esto fueron evaluados: Eudragit 

RLPO, P-188, P-407 y polietilenglicol 6000, empleando diferentes metodologías de 

agitación y secado posterior. También se formularon nanopartículas de glibenclamida 

conteniendo Eudragit RLPO, P-188, P-407 y polietilenglicoles de diferentes pesos 

moleculares. Finalmente, se llevó a cabo un diseño de experimentos para la preparación 

de dichas nanopartículas, seleccionando las mejores condiciones de formulación. Todos 

los sistemas formulados fueron luego caracterizados fisicoquímicamente e in-vitro. 

Estos sistemas nanoparticulados permitieron un aumento en la solubilidad acuosa de 

dicho fármaco de más de 6 veces. Los resultaron demostraron que la velocidad de 

disolución de glibenclamida en todas las muestras fue superior a la del fármaco sin tratar. 

Tanto las metodologías de agitación como el tipo de secado aplicados en este estudio 

dieron como resultado la obtención de nanopartículas con diferentes características 

fisicoquímicas. A partir de todas las muestras que fueron secadas por liofilizado se 

obtuvieron partículas submicrómicas, con tamaños desde 49 a 394 nm, mientras que 

cuando el secado fue llevado a cabo en estufa las partículas exhibieron un tamaño 

micrométrico.  

En relación a la influencia del peso molecular del polietilenglicol, se demostró que el 

incremento del mismo dió como resultado la formación de nanopartículas de menor 

tamaño, y que a su vez aumentaba la solubilidad acuosa del fármaco. Además, el 

incremento del peso molecular del polietilenglicol se correlacionó de manera 

directamente proporcional con la velocidad de disolución de las correspondientes 

nanopartículas. Se observó que estos sistemas no interaccionaban significativamente con 

las proteínas del mucus y los ensayos de viabilidad celular indicaron que los mismos no 

presentaron citotoxicidad sobre células Caco-2.  

Finalmente se llevó a cabo un diseño de experimentos para optimizar la formulación de 

nanopartículas. En base a los resultados obtenidos previamente se implementaron dos 
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etapas (screening y la fase de optimización). Las nanopartículas optimizadas de 

glibenclamida fueron preparadas empleando 400 mg de P-188, 8 mg de P-407, 200 mg 

de Eudragit RLPO e igual cantidad de polietilenglicol 6000, y agitación magnética. Este 

sistema, que brindó la mayor deseabilidad (0,83), alcanzó un rendimiento del 84 %, la 

eficacia de encapsulación fue del 94 %, el tamaño de partícula de 155 nm y una 

solubilidad acuosa del fármaco de 151,32 µg/ml. 

Por otro lado, se prepararon nanopartículas de benznidazol y poloxámero P-188, 

formuladas mediante un método de diseño con posterior optimización de experimentos. 

Estos sistemas fueron caracterizados in-vitro y se comprobó la eficacia antiparasitaria in-

vivo en ratones. Además fueron formuladas nanocápsulas lipídicas de benznidazol 

mediante el método de inversión de fase, variando las cantidades de los mismos 

componentes con el objetivo de obtener sistemas con características diferentes. 

Finalmente se optimizó la cantidad y el tipo de aceite empleado para el desarrollo de los 

sistemas. Todas las nanocápsulas fueron caracterizadas in-vitro. 

En este trabajo se demostró que las condiciones para llevar a cabo la preparación de los 

nanosistemas de benznidazol y poloxámero P-188 fueron significativamente críticas en 

las características finales obtenidas. El tamaño de partícula se redujo, mientras que la 

cantidad de benznidazol nanocristalizado y la solubilidad acuosa del fármaco se 

incrementaron mediante el procedimiento de optimización. 

Las condiciones óptimas para la preparación de nanopartículas incluyeron el uso de una 

solución de benznidazol de 26 mg/ml, de 15 mg/ml de P-188 y el 30% de fase orgánica. 

Tanto la temperatura de cristalización como la velocidad de agitación no pudieron ser 

modeladas como factores significativos sobre las respuestas estudiadas.  

En las condiciones de deseabilidad (0,99), el 98 % de benznidazol fue nanocristalizado, 

el tamaño de partícula fue de 48 nm y la solubilidad acuosa de benznidazol de 3,75 mg/ml. 

Finalmente, este sistema optimizado se caracterizó in-vitro, demostrando un aumento 

significativo de la permeabilidad aparente de benznidazol. 

También se demostró que las nanopartículas de benznidazol formuladas a través de este 

proceso de optimización exhiben un notable efecto en la inhibición del crecimiento 

amastigotes de Trypanosoma cruzi en miocitos cardiacos primarios. Los ensayos in-vivo 

indicaron que todos los ratones sobrevivieron a la infección aguda con 15 dosis de 25 o 

50 mg/kg/día de nanopartículas de benznidazol durante el ensayo. Estos hallazgos 

llevaron a la conclusión de que el tratamiento con nanopartículas de benznidazol es un 

enfoque muy conveniente, en diferentes dosis, para tratar con éxito la enfermedad de 
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Chagas en un modelo experimental de infección aguda por Trypanosoma cruzi. 

Adicionalmente, estos sistemas se podrían dosificar en suspensiones acuosas para ser 

administrados a neonatos y niños, quienes hasta la actualidad no poseen medicación 

adecuada a su edad. 

También se formularon nanocápsulas lipídicas de benznidazol de diferentes tamaño, las 

que fueron caracterizadas fisicoquímicamente e in-vitro, demostrando no interaccionar 

con las proteínas del mucus y no generar cambios significativos en la activación del 

sistema del complemento. Además mantuvieron una alta sobrevida celular luego de 24 y 

48 horas de tratamiento. Estos sistemas permitieron aumentar la permeabilidad aparente 

de fármaco hasta 10 veces, siendo controladas durante este proceso la integridad de la 

monocapa y la captación de las nanocápsulas lipídicas. En este sentido, se concluye que 

este tipo de nanocápsulas de BNZ representan una alternativa atractiva para el tratamiento 

de la enfermedad de Chagas. Por otro lado, ya que pueden obtenerse como una suspensión 

estable en medios acuosos, las nanocápsulas lipídicas podrían facilitar la administración 

de benznidazol en neonatos y niños. 

Por medio del procedimiento de nanocristalización controlada se formularon 

nanopartículas de praziquantel empleando P-188 y P-407 y alcohol poli(vinílico) como 

polímeros transportadores. El método de cristalización controlada se llevó a cabo 

empleando dos tipos de agitación: magnética (300 rpm) y homogeneizador (7000 rpm). 

Estos sistemas fueron evaluados in-vivo sobre el metabolismo de cisticercos de Taenia 

crassiceps en modelo animal. Por otro lado, se desarrollaron nanocápsulas lipídicas de 

praziquantel en base al método de inversión. Las mismas fueron caracterizadas 

fisicoquímicamente e in-vitro, y se evaluó su efecto frente a gusanos Schistosoma 

mansoni. 

Las nanopartículas de praziquantel preparadas con distintas proporciones de P-188, P-

407 y alcohol poli(vinílico), lograron un incremento en la solubilidad de praziquantel de 

hasta 19 veces con respecto a la solubilidad del fármaco de partida. La velocidad de 

disolución del fármaco se incrementó notablemente al estar nanoformulado. Esto podría 

deberse a que, como fue demostrado por ensayos de calorimetría diferencial de barrido y 

difracción de rayos X, las nanopartículas formuladas con alcohol poli(vinílico) reducen 

la cristalinidad del fármaco en una proporción mayor que los poloxámeros. Estas 

nanoformulaciones de praziquantel modificaron de manera considerable el metabolismo 

de cisticercos de Taenia crassiceps en modelo animal. 

También se formularon nanocápsulas lipídicas cargadas con praziquantel mediante el 
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método de inversión de fase. Los resultados indicaron que las nanocápsulas sin fármaco 

y las de praziquantel exhiben un tamaño similar y cercano a 50 nm. El índice de 

polidispersidad en ambos casos fue menor o igual a 0,06, lo que sugiere una distribución 

de tamaño homogénea. Se observó una activación del sistema del complemento para las 

nanocápsulas lipídicas de praziquantel similar a la de las nanocápsulas sin fármacos, lo 

que podría indicar la presencia del fármaco en el interior de las cápsulas. La sobrevida de 

las células en presencia de las cápsulas (con y sin praziquantel) fue elevada tanto para el 

tratamiento de 24 como el de 48 horas. Se demostró actividad contra gusanos Schistosoma 

mansoni para las nanocápsulas de praziquantel mediante ensayos in-vitro. En este sentido, 

las nanocápsulas lipídicas cargadas con praziquantel representan una importante 

alternativa para una distribución eficiente de dicho agente antiparasitario. 

Por último, se formularon sistemas de fenbendazol. Se llevó a cabo un diseño de 

experimentos y su optimización para formular micropartículas de fenbendazol y alcohol 

poli(vinílico) empleando el secado por aspersión. Las partículas obtenidas fueron luego 

caracterizadas para comprobar la eficacia del diseño. Además se desarrollaron y 

caracterizaron nanocápsulas lipídicas y se evaluó su actividad antiparasitaria in-vitro 

frente a Echinococcus multilocularis. 

Se demostró que las condiciones en las que se lleva a cabo la preparación de 

micropartículas, empleando secado por aspersión influyen significativamente en las 

características finales de las mismas. Los sistemas microparticulados de fenbendazol 

presentaron buenos rendimientos, alta carga del fármaco en los sistemas y un incremento 

en la solubilidad acuosa del fenbendazol. La formulación de las micropartículas 

optimizadas se realizó a partir de 0,5 g de alcohol poli(vinílico), 50 ml de solución de 

Sipernat® (0,75 % p/v) y los parámetros de secado utilizados fueron con la bomba del 

aspersor en 12 % y la temperatura de entrada al sistema de secado en 131 ºC. El sistema 

con mayor deseabilidad (0,814) permitió obtener un rendimiento del 78 %, el porcentaje 

de fenbendazol en el sólido fue de 189 µg/mg de sólido y la solubilidad de fenbendazol 

en dicha formulación de 143,68 µg/ml. El análisis por medio de microscopía electrónica 

de barrido, calorimetría diferencial de barrido y difracción de rayos X confirmó la 

obtención de micropartículas esféricas regulares, en las cuales el fenbendazol presenta 

transiciones del estado cristalino al amorfo. Además, se demostró que el empleo de estas 

micropartículas de fenbendazol optimizadas permite el aumento significativo de la 

velocidad de disolución del fármaco. 

La incorporación de fenbendazol en nanocápsulas lipídicas fue llevada a cabo a partir 
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del método de inversión de fase y las cápsulas obtenidas presentaron un tamaño 

relativamente homogéneo de 48 nm. Las nanocápsulas fueron estudiadas por microscopía 

electrónica de transmisión, observándose sistemas de estructura lisa y homogénea dónde 

se pudo confirmar la homogeneidad del tamaño de partícula. La eficiencia de 

encapsulación fue mayor al 89 %. Las nanocápsulas lipídicas mostraron no interaccionar 

con las proteínas del mucus, así como una baja influencia sobre la activación del sistema 

del complemento. Además fue evaluada su eficacia antiparasitaria in-vitro sobre 

Echinococcus multilocularis, llevando a cabo los ensayos de la enzima fosfoglucosa 

isomerasa y Alamar Blue. Se observa una mejora significativa en la actividad in-vitro 

contra el parásito de Echinococcus multilocularis cuando nanocápsulas lipídicas cargadas 

con fenbendazol fueron empleadas. 


